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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana constituye un desafio de salud publica, por lo cual se
han generado programas de vigilancia, donde se incluyen bacterias indicadoras, y se han
clasificado los antimicrobianos segiin su importancia en funcion a su prescripcion. Entre las
bacterias indicadoras, son relevantes las del género Enterococcus, que forman parte de la
microbiota intestinal en diversas especies animales. De este género, las especies E. faecalis
y E. faecium, tienen relevancia clinica, pues presentan resistencia a diversos antimicrobianos
de importancia critica, como vancomicina y ampicilina, y tienen caracter zoonoético, dado

que los perros y otros animales domésticos pueden actuar como su reservorio.

En este estudio, inserto en el Proyecto FONDECYT Nro. 1210692, se caracterizo la
resistencia fenotipica en cepas de E. faecalis y E. faecium, bajo la hipdtesis de que los perros
con dueno de la Region Metropolitana son reservorios de cepas de E. faecium y E. faecalis
resistentes a ampicilina y vancomicina. Para estos efectos, mediante un muestreo aleatorio
realizado durante los afos 2021-2022, se obtuvieron 618 muestras rectales de perros sin
patologias gastrointestinales ni consumo de antibidticos cuatro semanas previo a la
obtencion. Su analisis, mediante una prueba de screening, arrojé como resultado que 32,8%
de los aislados fueron compatibles con Enterococcus spp. Mediante PCR el 72%
correspondieron a E. faecium y el 28% a E. faecalis. Por medio de cuantificacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), se obtuvo que el 60% de las cepas analizadas
presentaron resistencia a ampicilina, con una CMIso de 4 pg/mL para E. faecalis y >64 png/mL
para E. faecium para dicho antibidtico. En el caso de vancomicina, no se registraron cepas
resistentes. Por otra parte, se registraron 34 perfiles de resistencia antimicrobiana, donde el

61% de las cepas analizadas exhibieron multirresistencia.

Como conclusion, se reporta la presencia de E. faecium y E. faecalis resistentes a
diversos agentes antimicrobianos en perros con duefio de la Region Metropolitana, lo cual
constituye un riesgo potencial para la Salud Publica, siendo necesario estudiarlo con mayor
profundidad para determinar el rol de los animales de compaifiia como reservorios de

bacterias de relevancia para la salud animal y pubica nacional e internacional.

Palabras claves: Resistencia antimicrobiana, Enterococcus faecalis, Enterococcus

faecium, ampicilina, vancomicina, perros.
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SUMMARY

Antimicrobial resistance constitutes a public health challenge which has led to the
development of surveillance programs that includes indicator bacteria and the classification

of antimicrobials based on their importance and prescription.

Among the indicator bacteria, those of the Enterococcus genus are relevant as they are part
of the intestinal microbiota in various animal species. Within this genus, the species E.
faecalis and E. faecium are clinically significant as they exhibit resistance to several critically
important antimicrobials such as vancomycin and ampicillin, and they have a zoonotic

character, as dogs and other domestic animals can act as reservoirs.

In this study, conducted as part of Project FONDECYT No. 1210692, the phenotypic
resistance of E. faecalis and E. faecium strains were characterized by the hypothesis that dogs
owned by individuals in the city of Santiago, Metropolitan region, are reservoirs of
ampicillin- and vancomycin-resistant strains of E. faecium and E. faecalis. For this purpose,
a random sampling was conducted between 2021 and 2022, obtaining 618 rectal samples
from dogs without gastrointestinal pathologies or antibiotic consumption in the four weeks
prior to sampling. Analysis using a screening test revealed that 32.8% of isolates were
compatible with Enterococcus spp. by PCR, 72% corresponded to E. faecium and 28% to E.
faecalis. Quantification of the minimum inhibitory concentration (MIC) revealed that 60%
of the strains analyzed were resistant to ampicillin, with an MICso of 4 ng/mL for E. faecalis
and >64 pg/mL for E. faecium against this antibiotic. No vancomycin-resistant strains were
recorded. Additionally, 34 antimicrobial resistance profiles were identified, with 61% of the

analyzed strains exhibiting multidrug resistance.

In conclusion, the presence of E. faecium and E. faecalis strains resistant to several
antimicrobial agents in dogs owned by individuals in the city of Santiago, Metropolitan
region, are reported and represents a potential public health risk. Further in-depth study is
necessary to determine the role of companion animals as reservoirs of bacteria relevant to

animal and public health, both nationally and internationally.

Keywords: Antimicrobial resistance, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,

ampicilin, vancomycin, dogs.



INTRODUCCION

Actualmente, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema relevante de
salud publica a nivel mundial. Esta se ha incrementando con el uso, muchas veces
inadecuado, de estas drogas, permitiendo la generacion y diseminacion de bacterias

resistentes y multirresistentes a los antimicrobianos.

Debido al impacto de la RAM, la Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OMSA) han establecido jerarquias de importancia de los
antimicrobianos, de acuerdo con la disponibilidad de alternativas para el tratamiento de
bacterias resistentes en humanos y animales, respectivamente. Asi, esta categorizacion busca
contribuir a gestionar el control de la RAM y garantizar que los antibioticos sean usados de
manera prudente en medicina humana y veterinaria. Sin embargo, a la fecha la lista de OMSA

no consideran el uso de antibidticos en animales de compania.

Existen diversos programas de vigilancia contra la RAM a nivel internacional tanto a
nivel de medicina humana como en medicina veterinaria, donde se incluyen bacterias
indicadoras como las del género Enterococcus, debido a su presencia como comensales en la
microbiota normal de animales y humanos, su capacidad de adquirir genes de resistencia y,
ademas, de ser causantes de enfermedades en diferentes especies. En Europa existe un
seguimiento armonizado contra la RAM que sugiere el muestreo de Enterococcus spp. de
ciertos animales de produccion y en humanos. Sin embargo, no se especifica el monitoreo en
animales de compaiiia. A pesar de esto, se encuentran disponibles estudios sobre la presencia

de cepas multirresistentes de este género bacteriano en diferentes paises.

En Chile existe el “Plan Nacional contra la Resistencia Antimicrobiana”, donde se ha
incluido el uso de antimicrobianos en mascotas como un tema de preocupacion. Sumado a lo
anterior, de acuerdo con datos nacionales, la mayoria de los antibidticos que se utilizan en la
practica clinica de pequefios animales son de importancia critica, siendo utilizados como
primera linea terapéutica de forma empirica, lo que constituye un riesgo para la efectividad
de estas drogas y un aumento de la RAM. Sin embargo, a nivel nacional no se encuentra
informacion disponible sobre RAM en E. faecium y E. faecalis aislados desde animales de

compafiia.



Las deficiencias antes sefialadas son objeto de creciente preocupacion debido a las
implicancias en materia de salud publica, teniendo la presencia de RAM un impacto directo
sobre la salud humana, animal y ambiental. Adicionalmente, debido la escasez de
informacion registrada y sistematizada a nivel nacional se estim6 enfocar esta Memoria de
Titulo en la caracterizacion de la RAM fenotipica a antibidticos de importancia critica en
cepas de E. faecium y E. faecalis aisladas de perros con duefio de las diversas comunas de la
Region Metropolitana, contribuyendo con informacion actualizada para el desarrollo de

nuevas estrategias de control y mitigacion de este preocupante fendémeno.



REVISION BIBLIOGRAFICA
a. Resistencia bacteriana a los antimicrobianos

El sostenido aumento en el tiempo de la resistencia a los antimicrobianos (RAM)
representa un riesgo para la salud publica, dificultando el tratamiento de enfermedades y
aumentando el riesgo de intervenciones médicas y quirurgicas. Asi, todo uso de antibidticos
ya sea apropiado y conservador, contribuye al desarrollo de RAM. Maés aun, el uso
inadecuado y excesivo acelera este proceso, permitiendo la generacion y diseminacion de
bacterias resistentes y multirresistentes (MDR). Ademas, el aumento de viajes y comercio
intercontinental ha favorecido esta diseminacion a nivel global, lo cual sefala que los paises

no deben actuar de manera aislada para combatir la RAM (O’Neill, 2014).

Debido al gran impacto de la RAM, en el afio 2015 la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) puso en marcha el Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia y Uso de
los Antimicrobianos (GLASS, por sus siglas en inglés). La vigilancia epidemiolégica de la
RAM es una herramienta esencial para generar politicas publicas, prevenir infecciones y
controlar las respuestas, siendo el pilar fundamental para evaluar la propagacion de la RAM
y supervisar el impacto de las estrategias empleadas a nivel local, nacional y mundial (OMS,

2022).

Adicionalmente, con la informacién recopilada por el GLASS, la OMS y la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA) han establecido jerarquias de
importancia de los antimicrobianos, de acuerdo con la disponibilidad de alternativas para el
tratamiento de bacterias resistentes. Asi, podemos destacar que para ambas entidades los
antibioticos de importancia critica son los glicopéptidos, aminoglucésidos y penicilinas, entre
otros (OMS, 2017a; OMSA, 2019). Solo la OMSA sefiala los antimicrobianos relevantes
para la medicina veterinaria; sin embargo, inicamente hace referencia a aquellos utilizados
en animales destinados a la produccion de alimentos, sin considerar a los animales de

compaiiia (OMSA, 2019).

En paralelo a lo anterior, la OMS gener6 una lista de patdogenos prioritarios para la
investigacion y desarrollo de nuevos tratamientos, donde se incluyen doce patdégenos
bacterianos considerados como los més peligrosos para la salud humana, dividiendo la lista

en prioridad critica, alta y media en base a la urgencia en que se necesitan nuevos antibioticos.



b. Programas de vigilancia de RAM

Es importante sefalar que los programas de vigilancia de RAM estan en continua
evolucion para mejorar la calidad y representatividad de los datos de las RAM, para de esta
forma combatir los desafios futuros. Estos programas incorporan datos y seguimiento de la
vigilancia de la RAM y uso de los antimicrobianos en los seres humanos, cadena alimentaria
y medio ambiente (OMS, s/f). Se suelen incorporar a los doce patdogenos bacterianos de la
lista de patogenos prioritarios de la OMS dentro de los programas de vigilancia, y también

bacterias indicadoras fecales (OMS, 2022).

Las bacterias indicadoras fecales o indicadores de contaminacion fecal se utilizan
debido a que su habitat de preferencia es el intestino, la facilidad de cultivarlas en laboratorio,
su amplia distribucion y la capacidad de resistir a diversos ambientes, incluso
extraintestinales (Byappanahalli et al., 2012; Werner et al., 2013). Escherichia coli y
Enterococcus spp. son parte de las bacterias indicadoras y se evalia su RAM tanto en
humanos como en animales productores de alimentos. La evaluacion de estas bacterias a lo
largo de la cadena alimentaria se incluye por las siguientes razones: i) se presentan como
comensales en la microbiota intestinal de animales y humanos sanos, ii) son capaces de
adquirir genes de resistencia a través de mutaciones cromosomales y por transferencia
horizontal de genes, y iii) tienen el potencial de generar infecciones clinicas en animales y
humanos, ademas de transferir genes de resistencia a bacterias patdogenas de la misma u otra
especie. En el caso particular de los perros se suele evaluar E. coli y otros patdgenos, pero
sin incorporar a Enterococcus spp. dentro de los programas de vigilancia (DANMAP, 2019;

Swedres-Svarm, 2019; NARMS, 2022).

En Europa existe un seguimiento armonizado de la RAM, donde se sugiere la
incorporacion de cepas Enterococcus spp. en los programas de vigilancia (Decision
2013/653/EU). Esta red europea de vigilancia colabora activamente con el GLASS (OMS,
s/f). Asi, Dinamarca presenta su programa llamado “Programa danés para la vigilancia del
consumo de antimicrobianos y la resistencia en bacterias de animales destinados a la
alimentacion, alimentos y seres humanos” (DANMAP) como parte de este seguimiento
armonizado. Alli, durante el ano 2019 obtuvieron muestras de cerdos, donde el 60% de las

cepas aisladas de E. faecium presentaron RAM, detectando un 12% de resistencia a



ampicilina, pero sin detectar resistencia a vancomicina. Por otro lado, en las cepas de E.
faecalis no se detectd resistencia a ampicilina ni vancomicina, pero si patrones de RAM a
otros antibidticos como cloranfenicol, ciprofloxacino, daptomicina, eritromicina,

gentamicina y tetraciclina (DANMAP, 2019).

En Latinoamérica existe una estrecha colaboracion con el GLASS por parte de la Red
Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLARVA+), el
cual es una de las redes regionales mas antiguas sobre la vigilancia de RAM, donde se incluye
Chile dentro de sus veinte paises miembros. Cada pais es representado por un laboratorio de
referencia nacional y reportan siete patdgenos nosocomiales, incluido Enterococcus spp., y

cinco otros patdogenos comunmente adquiridos (PAHO, s/f).
c. Género Enterococcus

El género Enterococcus esta compuesto por cocaceas Gram positivas, anaerobias
facultativas, presentes en el intestino de distintos animales, incluyendo humanos y animales
de compaiiia. Diversas especies dentro del género se comportan generalmente como
apatogenas; sin embargo, E. faecalis y E. faecium tienen gran importancia clinica. Estas
bacterias estdn asociadas a infecciones nosocomiales como bacteremias, endocarditis,
peritonitis, infecciones del tracto urinario y de heridas; considerdndose como factores de
riesgo la presencia de catéteres urinarios o intravasculares, hospitalizaciones prolongadas y

el uso de antibidticos de amplio espectro (Murray et al., 2013).

Es importante sefalar que los aislados de E. faecalis y E. faecium corresponden a los
patdgenos entre el tercer y cuarto lugar mas prevalentes en enfermedades nosocomiales a
nivel mundial (Byappanahalli ef al., 2012). Estas patologias suelen ser tratadas con una
sinergia de antibioticos, donde generalmente se combina el uso de aminoglucdsidos con
antibidticos de accion en la pared celular, incluyendo B-lactamicos como la ampicilina o
glicopéptidos como la vancomicina (Murray et al., 2013). No obstante, se describen niveles
de resistencia adquirida, especialmente a penicilina/ampicilina, aminoglucdsidos vy
glicopéptidos, lo que limita las opciones terapéuticas contra cepas MDR o Enterococcus
resistentes a vancomicina; obligando a usar antibidticos de ultimo recurso, como linezolid,

daptomicina y/o tigeciclina (Werner et al., 2013).



d. Estudios de RAM en Enterococcus spp. en animales de compaiiia

A nivel internacional existen diversas investigaciones sobre RAM en animales de
compafiia, donde sefialan que los perros pueden actuar como reservorios de bacterias
resistentes y de sus determinantes genéticos de RAM, pudiendo transferirlos a los humanos
(Oliveira et al., 2016; Abdel-Moein et al., 2017; Ben Said et al., 2017; van den Bunt et al.,
2018). En este contexto, en Paises Bajos se realiz6é un estudio donde aislaron 71 (25,6%)
cepas de E. faecium resistentes a ampicilina obtenidas desde muestras rectales de perros y un
aislado (0,4%) de E. faecium resistente a vancomicina (van den Bunt et al., 2018). En
Portugal, se reporto el aislamiento de 17 (54,8%) cepas de E. faecalis desde torulados orales
de perros con enfermedad periodontal, registrando resistencia a cloranfenicol (10%),
eritromicina (20%), estreptomicina (35%) y tetraciclina (94%). Ademas, se obtuvieron tres
(9,7%) aislados de E. faecium, mostrando el 100% de ellos resistencia fenotipica a
tetraciclinas. Ninguna de estas cepas presentd resistencia a ampicilina o vancomicina
(Oliveira et al., 2016). Por otro lado, en Tunez se aislé una cepa (2,7%) de E. faecium
resistente a ampicilina obtenida de muestras fecales de perros. Ademas, varios de los aislados

presentaron patrones de MDR (Ben Said et al., 2017).
e. Situacion nacional

En Chile las investigaciones publicadas sobre RAM en mascotas son escasas. Sin
embargo, se seflala la deteccion de cepas MDR de E. coli aisladas desde animales de
compaiiia tratados con enrofloxacino (Moreno et al., 2008). En un estudio diferente, se
encontro la presencia del gen mecA en cepas de Staphylococcus coagulasa positiva con
resistencia fenotipica a meticilina aisladas desde gatos (Galarce et al., 2016). Sin embargo, a
la fecha no se han publicado estudios sobre RAM en cepas de Enterococcus spp. aisladas
desde animales de compaiiia, lo que recalca la necesidad de realizar mayores estudios

respecto al tema.

En cuanto a politicas publicas sobre el tema, a nivel nacional existe el “Plan Nacional
Contra la Resistencia a los antimicrobianos”, el cual en su segunda versién cuenta con un
enfoque de “Una Salud”. Este programa, bajo el nuevo enfoque, busca principalmente
prevenir y controlar las infecciones y monitorizar el uso de antimicrobianos en animales de

compafiia. Ademas, colabora activamente con diversas otras organizaciones, siendo una de



ellas la Mesa Intersectorial para el Control de Resistencia a los Antimicrobianos en Animales
Pequenios del Colegio Médico Veterinario de Chile (Vergara, 2021). Dicha mesa, en
colaboracion con investigadores de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, generd una primera aproximacion a los patrones de uso de antibidticos
en pequefios animales, registrando que los primeros tres antibidticos mayormente prescritos
como primera opcidon fueron amoxicilina-acido clavulanico, enrofloxacino y doxiciclina;
siendo en su mayoria tratamientos empiricos sin la existencia de pruebas de laboratorio que
respalden su uso, a pesar de ser considerados antibioticos de importancia clinica (Galarce et

al., 2021).

Debido a lo expuesto anteriormente, en esta Memoria de Titulo se caracterizo la
presencia de E. faecium y E. faecalis resistentes a antibidticos de criticos aislados de perros
con duefio de la Region Metropolitana y de esta forma establecer su posible rol como

reservorios de bacterias resistentes que amenacen la salud animal y publica nacional.



HIPOTESIS

Los perros con dueiio de la Region Metropolitana son reservorios de cepas de E.

faecium y E. faecalis resistentes a ampicilina y vancomicina.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la resistencia fenotipica a ampicilina y vancomicina en cepas de E.

faecium 'y E. faecalis aisladas desde perros con duefio en la Regiéon Metropolitana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar los niveles de resistencia a ampicilina y vancomicina en cepas de E.

faecium 'y E. faecalis aisladas desde perros.

2. Determinar la multirresistencia de las cepas de E. faecium y E. faecalis resistentes a

ampicilina y vancomicina aisladas desde perros.



MATERIALES Y METODOS
i. Disefio
Se realiz6 un estudio observacional descriptivo sobre la deteccion de cepas de E.
faecium y E. faecalis resistentes a ampicilina y vancomicina en perros con duenos de
diferentes comunas de la Region Metropolitana. El estudio se ejecutod en el Laboratorio de
Diagnostico de Agentes Infecciosos, perteneciente al Departamento de Medicina Preventiva

Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile

(FAVET), financiado por el Proyecto FONDECYT Regular n°1210692.

Se realizO un muestreo multi-etapa en diferentes macrozonas de la Region
Metropolitana con las clinicas veterinarias como unidad de muestreo primaria. Asi, se
obtuvieron muestras rectales de perros con duefio en las comunas de Santiago, La Reina, Las
Condes, Lo Barnechea, Nufioa, Providencia, Vitacura, La Florida, Pefialolén, Puente Alto,
Macul, La Granja, La Cisterna, El Bosque, San Joaquin, San Miguel, Pedro Aguirre Cerda,
San Bernardo, La Pintana, Lo Espejo, San Ramon, Maipu, Cerrillos, Padre Hurtado, Pefiaflor,
Estacion Central, Cerro Navia, Lo Prado, Pudahuel, Quinta Normal, Renca, Conchali,
Huechuraba, Independencia, Recoleta, Quilicura, Lampa y Colina, previa autorizacion de sus
propietarios mediante un consentimiento informado (Anexo 1). Al momento de la obtencion
de las muestras, los perros debian encontrarse sin patologias infecciosas ni terapia con
antimicrobianos en las ultimas cuatro semanas, no existiendo requisitos de sexo ni edad para

su inclusidn en el estudio.
ii. Tamano muestral

El tamafio muestral se calculé considerando una confianza del 95%, un error o del
5%, una precision del 4%, y una prevalencia esperada de 50%, obteniendo un tamafio de 597
muestras. Cabe destacar que se utilizo esta prevalencia debido a la falta de estudios en Chile

y asi obtener un mayor tamafio muestral.
iii. Obtencion de las muestras

La obtenciéon de muestras se realizdé por medio de torulas estériles con medio de
transporte Cary Blair (T’nT’-SS®). La torula fue introducida 2 cm aproximadamente en el

recto del animal y girada suavemente durante 10 s. Para este muestreo, el proyecto cont6 con



un certificado de bioética emitido por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
(CICUA) de la Universidad de Chile (Anexo 2). Una vez obtenidas las muestras, las torulas
fueron mantenidas en cajas aislantes a temperatura de refrigeracion (4-6 °C) para su
transporte al laboratorio. En caso de no haber podido ser llevadas directamente al laboratorio,

fueron guardadas en refrigeracion hasta por 48 h hasta su transporte.
iv. Deteccion de E. faecalis y E. faecium resistentes a ampicilina y/o vancomicina

En el laboratorio, las torulas fueron enriquecidas en 9 mL de caldo de tripticasa de
soya (TS, BD®), homogenizadas en vortex e incubadas a 37 °C por 18-24 h. Después de la
incubacion, y a modo de screening, se inocularon 50 pL del cultivo en caldo en tres placas
de agar Enterococcosel (BD®). Estas tres placas incluyeron una suplementada con
ampicilina (16 pg/mL, Sigma-Aldrich®), otra con vancomicina (4 pg/mL, Dr.
Ehrenstorfer®), y la tercera sin antibidticos como control de crecimiento. Todas las placas
fueron incubadas a 37 °C por 18-24 h. Las cepas que crecieron en cualquiera de las placas
suplementadas con antibidticos se consideraron resistentes, mientras que aquellas que no

crecieron en estas placas, pero si en la de control se consideraron susceptibles.

Luego de la incubacion en dichas placas, una colonia sospechosa obtenida desde las
placas suplementadas fue resembradas en una placa de agar Enterococcosel (BD®) sin
antibiodticos e incubada en las condiciones antes mencionadas. Posteriormente, se tomd un
indculo desde el area confluente de crecimiento bacteriano para confirmar la presencia E.

faecium 'y E. faecalis mediante PCR.
V. Identificacion molecular de E. faecalis y E. faecium

Para la identificacion molecular de E. faecium y E. faecalis se seleccionaron las
colonias sospechosas previamente obtenidas en las placas suplementadas con antibidticos, y
su ADN se extrajo utilizando el kit Wizard Genomic DNA purification (Promega®),
siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, se realizd el PCR en un
termociclador LifeECO®, de acuerdo con el protocolo de Kariyama et al. (2000). La Tabla
Nro. 1 muestra la secuencia de los partidores utilizados para cada una de las especies de
Enterococcus, el tamafio esperado del amplicon y las condiciones de reaccion del PCR. Como
control positivo se utilizd la cepa E. faecalis ATCC 29212 y la cepa E. faecium EFM13

resistente a vancomicina donada gentilmente por la Dra. Maria Teresa Ulloa (Programa de
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Microbiologia y Micologia, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,

Universidad de Chile), y como control negativo la cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Tabla Nro. 1: Secuencia de los partidores para la deteccion de los genes dd! y recG,

tamafio del amplicon esperado y condiciones del PCR.

. . Tamafio
Especie  Gen Secuencias de los partidores esperado del | Condiciones de la reaccién
p (5°-3) amplicén de PCR
(pb)
E. faecalis| ddl | F: ATCAAGTACAGTTAGTCT i Predenaturacion: 5 mina 94 °C.
R: ACGATTCAAAGCTAACTG Luego considerara 30 ciclos de
amplificacion:
E. faecium| recG | F: . ) .
TTGAGGCAGACCAGATTGACG Denaturacion: 1 min a 94 °C.
e (2H) Hibridacién: 1 min a 54°C.

TATGACAGCGACTCCGATTCC Elongacion: 10 min a 72 °C.

F: forward; R: reverse.

Vi. Cuantificacion de la concentracion minima inhibitoria y evaluacion de
multirresistencia en las cepas de E. faecalis y E. faecium resistentes a

ampicilina y/o vancomicina

La susceptibilidad las cepas de E. faecium y E. faecalis resistentes a ampicilina y/o
vancomicina aisladas se cuantifico mediante una prueba de concentracion minima inhibitoria
(CMI) mediante el sistema automatizado VITEK2 (bioMérieux), utilizando la tarjeta AST-
GP80, segun las instrucciones del fabricante, y aplicando valores de corte clinicos de acuerdo
con las directrices del CLSI (CLSI, 2020; CLSI, 2022). Los antibioticos analizados en la
tarjeta AST-GP80 incluyen: bencilpenicilina, enrofloxacino, marbofloxacino, eritromicina,
doxiciclina, tetraciclina, nitrofurantoina y cloranfenicol. Para la CMI de la ampicilina, se
utilizé bencilpenicilina (BPEN) como predictor, como lo establece el CLSI (2020). La CMI
de vancomicina se determind mediante el sistema automatizado Sensititre (ThermoFisher),
utilizando el plato GPALLIF, aplicando los valores de corte clinicos de acuerdo con las
directrices del CLSI (CLSI, 2020; CLSI, 2022), en las dependencias del Instituto de Salud
Publica de Chile. De esta manera se pudo obtener un perfil de susceptibilidad con drogas
relevantes para medicina veterinaria y medicina humana. Se utilizaron como controles las
cepas E. faecalis ATCC 29212 y S. aureus ATCC 25923. Todas las cepas se clasificaron

como sensibles y resistentes, en base a los puntos de corte de resistencia establecidos para
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cada antibidtico por el CLSI, por lo que las cepas de sensibilidad intermedia se clasificaron
como sensibles para este estudio (CLSI, 2020; CLSI, 2022). La MDR se confirm6 cuando
una cepa presentd resistencia a tres o mas antibidticos de diferentes clases (Magiorakos et

al., 2012).
vii.  Expresion y analisis de resultados

Los resultados se colectaron en una tabla de Microsoft Excel®, donde se registraron
todas las muestras. Estas muestras fueron catalogadas como positivas o negativas segtn la
presencia de cepas resistentes a ampicilina y/o vancomicina. A las muestras positivas, se les
determind el perfil de MDR. Con estos datos, se realiz6 un analisis estadistico descriptivo,

en el cual se expresaron los resultados en porcentaje.
viii. Normas de Bioseguridad

Para la correcta realizacion del estudio se trabajé en un laboratorio con un nivel 2 de
bioseguridad y siguiendo las recomendaciones del Manual de Normas de Bioseguridad de
CONICYT (Chiong et al., 2018). Ademas, se debieron seguir una serie de medidas de
bioseguridad que incluyeron el uso de delantal dentro del laboratorio, lavado de manos, uso
de guantes y correcta manipulacion los instrumentos que fueron utilizados, entre otros. Todos
los residuos soélidos contaminados fueron autoclavados y los residuos liquidos fueron
clorados antes de la descarga. La eliminacién de todos los desechos toxicos, liquidos o
solidos fue realizada por una empresa externa. Igualmente, este proyecto contd con un

certificado de bioseguridad emitido por el Comité de Bioseguridad de FAVET (Anexo 3).
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RESULTADOS
1. Obtencion de muestras desde las macrozonas de la Region Metropolitana

Se obtuvo un total de 618 muestras rectales de perros sin antibioticos ni patologias
infecciosas de diversas comunas de la Region Metropolitana. La distribucion de muestras por
macrozona se observa en la Figura Nro. 1.

S-P N-O
15% 14%

14%
15%

S-0
14%

Figura Nro. 1: Muestras obtenidas de las diferentes macrozonas de la Region
Metropolitana. N-O, nororiente = 84; N, norte = 89; N-P, norponiente = 85; C, centro = 86; S-O, suroriente
= 84; S, sur = 94; S-P, surponiente = 96.

2. Desarrollo de colonias a la prueba de screening

En las placas sin suplementar, utilizadas como control de crecimiento, se identificaron
616/618 (99,7%) muestras con desarrollo compatible con Enterococcus spp. En cuanto a las
placas suplementadas con antibidticos, se observaron 201/618 (32,5%) aislados desde placas
suplementada con ampicilina y 205/618 (33,2%) desde placas suplementada con
vancomicina. Finalmente, se recuperaron 406 aislados compatibles con Enterococcus spp.

resistentes a ampicilina y/o vancomicina, para realizar la identificaciéon molecular.
3. Identificacion molecular de cepas aisladas al screening

Mediante PCR, 250/406 (62%) aislados correspondieron a E. faecalis o E. faecium.
Entre estas cepas, 69/250 (28%) correspondieron a E. faecalis y 181/250 (72%) a E. faecium.
En la Figura Nro. 2 y Nro. 3 se puede ver la distribucion de especie aislada segtin la placa

suplementada en la prueba de screening.
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Figura Nro. 2: Porcentaje (%) de Figura Nro. 3: Porcentaje (%) de

cepas de Enterococcus segin especie cepas  Enterococcus  segin  especie

aisladas desde placas suplementadas con aisladas desde placas suplementadas con

ampicilina. n = 168. vancomicina. n = 82.
4. Cuantificacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) a ampicilina y

vancomicina

Se observo que 60% de las cepas analizadas fueron resistentes a bencilpenicilina. En
el caso de vancomicina, todas las cepas analizadas fueron sensibles. En base a los resultados
de CMI se calcul6 la CMIso y CMlIoo para benicilpenicilina y vancomicina, los cuales se

observan en la Tabla Nro 2.

5. Cuantificacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) a otros
antibioticos
Del total de cepas analizadas, se obtuvieron 246 cepas con resistencia a al menos un
antibiotico. En base a los antibioticos analizados, se observé que 200 (80%) cepas fueron
resistentes a enrofloxacino, 213 (85%) a marbofloxacino, 184 (74%) a eritromicina, 130
(52%) a doxiciclina, 148 (59%) tetraciclina, y 142 (56%) a nitrofurantoina. En la Tabla Nro.
2 se puede observar la CMIso y CMIyg para estos antibidticos; mientras que en la Tabla Nro.
3, se observa el porcentaje de resistencia a estos antibidticos de acuerdo a la especie
bacteriana. Los resultados obtenidos por SENSITITRE se encuentran en las Tablas Nro. 5,

Nro. 6 y Nro. 7 en el Anexo 4.
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Tabla Nro. 2: CMIso y CMlIyg de los antimicrobianos analizados contra E. faecalis y

E. faecium aisladas de perros.

Clase % de cepas E. fuecalis E. fuecium Punto de Corte
Antimicrobiana AB resistentes CMIs CMIy CMIs CMly CLSI(ug/mL)
(ugmL) (ugmL) (ug/mL) (ug/mL)
. a S: <8
B-lactimicos BPEN 60 4 >64 >64 >64 R: >16
S: <4
Glucopéptidos® VAN 0 1 2 0,5 2 I: 8- 16
R:>32
S:1
ENR 80 1 >4 >4 >4 I. 2
. R: >4
Fluoroquinolonas® S 1
MAR 85 2 >4 >4 >4 I. 2
R: >4
S:<0,5
Macrdlidos® ERI 74 2 >8 1 >8 I.1-4
R: >8
S: <4
DOX 52 <0,5 >16 8 >16 I: 8
c e e R:>16
Tetraciclinas S: <4
TET 59 <1 >16 >16 >16 I: 8
R:>16
S: <32
Nitrofuranos® NIT 57 <16 64 64 64 1: 64
R:>128

Se analiz6 el 100% de cepas recuperadas e identificadas de las placas suplementadas con ampicilina al screeening, por medio
del sistema automatizado VITEK?2. "Se analizé el 25,6% de las cepas recuperadas e identificadas de las placas suplementadas con
vancomicina al screening, por medio del sistema automatizado SENSITITRE. °Se analiz6 el 100% de cepas recuperadas e identificadas de
ambas placas suplementadas al screeening, por medio del sistema automatizado VITEK2. BPEN, bencilpenicilina; VAN, vancomicina;
ENR, enrofloxacino; MAR, marbofloxacino; ERI, eritromicina; DOX, doxiciclina; TET, tetraciclina; NIT, nitrofurantoina. Puntos de corte

obtenidos del CLSI, 2020 y CLSI, 2022.

Tabla Nro. 3: Resistencia fenotipica de 69 cepas de E. faecalis y 181 de E. faecium

a siete antimicrobianos.

BPEN ENR MAR ERI DOX TET NIT
n % n % n % n % n % n % n | %
E. faecalis 13 19 36 52 45 65 53 77 32 46 34 49 13 |19
E. faecium 90 50 164 91 168 93 131 72 98 54 114 63 129 | 71

BPEN, bencilpenicilina; ENR, enrofloxacino; MAR, marbofloxacino; ERI, eritromicina; DOX, doxiciclina; TET, tetraciclina;

NIT, nitrofurantoina. Puntos de corte obtenidos del CLSI, 2020 y CLSI, 2022.

6. Perfiles de resistencia y evaluacion de multirresistencia en las cepas de E.

faecalis y E. faecium obtenidas

En las cepas analizadas se describieron 34 perfiles de resistencia a los

antimicrobianos. En la Tabla Nro. 4 se encuentra el detalle de los perfiles de resistencia. Se
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puede observar que 152 (61%) de las cepas analizadas exhibieron MDR. De éstas, 24 cepas

(16%) de E. faecalis presentaron MDR, en comparacion a las 128 cepas (84%) de E. faecium.

Tabla Nro. 4. Perfiles de resistencia de cepas de E. faecium y E. faecalis analizadas.

N° E. E.
cepas %o Perfil de resistencia faecalis faecium
250 1 0,4 | BPEN 1 0
1 0,4 | BPEN + ENR + MAR 0 1
1 0,4 | BPEN + ENR + MAR + ERI 0 1
1 0,4 | BPEN + ENR + MAR + ERI + TET 0 1
6 2,4 | BPEN + ENR + MAR + ERI + NIT 0 6
1 0,4 | BPEN + ENR + MAR + DOX + TET 0 1
1 0,4 | BPEN + ENR + MAR + ERI + CHL 0 1
1 0,4 | BPEN + ENR + MAR + ERI +DOX + TET 0 1
18 7,2 | BPEN + ENR + MAR + DOX + TET + NIT 3 15
15 6 | BPEN + ENR + MAR + ERI + TET + NIT 1 14
64 21,6 | BPEN + ENR + MAR + ERI + DOX + TET + NIT 8 56
1 0,4 | BPEN + ENR + MAR + ERI + DOX + TET + CHL 0 1
BPEN + ENR + MAR + ERI + DOX + TET + NIT +
2 0,8 0 2
CHL
13 5,2 | ENR + MAR 3 10
27 10,8 | ENR + MAR + ERI 12 15
2 0,8 | ENR + MAR + TET 1 1
8 3,2 | ENR + MAR + NIT 0 8
1 0,4 | ENR + DOX + TET 0 1
1 0,4 | ENR + MAR + DOX + TET 0 1
15 6 | ENR+MAR + ERI+ NIT 0 15
8 3,2 | ENR + MAR + ERI + DOX + TET 4 4
7 2,8 | ENR + MAR + DOX + TET + NIT 0 7
4 1,6 | ENR + MAR + ERI + DOX + TET + CHL 4 0
12 4,8 | ENR + MAR + ERI + DOX + TET + NIT 0 12
1 0,4 | MAR 1 0
6 2,4 | MAR + ERI 4 2
1 0,4 | MAR + DOX + TET 0 1
1 0,4 | MAR + ERI + NIT 0 1
5 2 | MAR + ERI+DOX + TET 4 1
13 5,2 | ERI 9 4
1 0,4 | ERI+NIT 0 1
10 4 | ERI+DOX + TET 7 3
4 1,6 | DOX+ TET 2 2
3 1,2 | NIT 1 2
4 1,6 | SENSIBLES 4 0

BPEN, bencilpenicilina; ENR, enrofloxacino; MAR, marbofloxacino; ERI, eritromicina; TET, tetraciclina; NIT, nitrofurantoina;

DOX, doxiciclina; CHL, cloranfenicol.
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DISCUSION

En esta Memoria de Titulo se describe la presencia de cepas de Enterococcus spp.
resistentes a ampicilina en perros en la Region Metropolitana, y también entrega los perfiles
de resistencia de dichas cepas. No se registraron cepas resistentes a vancomicina en esta
investigacion. Sin embargo, se debe considerar que los estudios realizados sobre la materia
a nivel internacional no utilizan la misma metodologia para la ejecucion de las
investigaciones, por lo que las comparaciones que se realizan en este apartado son

fundamentalmente para entender el fenomeno en si.

En base a la metodologia planteada, se supero el tamafio muestral esperado de 597
muestras, recolectando un total de 618 muestras desde distintas comunas de la Region
Metropolitana. Desde estas muestras, se observd crecimiento compatible con Enterococcus
spp. en un 99,7% de ellas. En este sentido, las bacterias del género Enterococcus son
comensales y parte de la microbiota intestinal de los animales domésticos (Murray et al.,
2013), por lo que el porcentaje de deteccion de este género bacteriano suele ser elevado,
incluso alcanzando un 100% (Kataoka et al., 2013; Bertelloni ef al., 2016; Bang et al., 2017,
Ben Said et al., 2017; Kubasova et al., 2017). Asi, el resultado obtenido en este estudio era
esperable, considerando que los perros que participaron debian encontrarse sin terapia
antimicrobiana durante el ultimo mes, identificando de esta forma la microbiota normal del

intestino de los individuos en estudio.

Al screening en las placas suplementadas con antibidticos, se obtuvo en total 406
aislados compatibles con Enterococcus spp., los cuales fueron seleccionados para su
posterior identificacion molecular. De esta prueba de screening, 201 (32,5%) aislados
correspondieron a placas suplementadas con ampicilina y 205 (33,2%) a placas
suplementadas con vancomicina, siendo una primera aproximacioén a la susceptibilidad
antimicrobiana de las cepas en estudio. En la literatura no se encuentran estudios con
metodologia similar a la utilizada en este estudio; sin embargo, el CLSI recomienda realizar
una prueba de screening en placa para evaluar la resistencia de vancomicina para poder
identificar las especies de Enterococcus spp. previo a la CMI, ya que algunas especies como
E. gallinarum y E. caddeliflavus presentan resistencia intrinseca a vancomicina (CLSI,

2023).
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En cuanto a la identificacion molecular, correspondieron en total a 250 cepas de E.
faecalis o E. faecium, lo que equivale a un 62% de los aislados procesados. De estas 250
cepas, el 72,4% fueron identificadas como E. faecium, mientras que el 27,6% restante a E.
faecalis, lo cual concuerda con lo descrito por otros autores occidentales, donde la especie
mas prevalente obtenida desde muestras fecales de perros es E. faecium (Cinquepalmi et al.,
2013; Iseppi et al., 2015; Bertelloni et al. 2016; Ben Said et al. 2017; Kubasova et al., 2017;
Stepien-Pysniak et al., 2021). Por otro lado, algunos autores asiaticos (Kataoka, et al., 2013;
Bang, et al., 2017) han reportado que la especie de Enterococcus identificada en mayor
frecuencia es E. faecalis, mostrando una similitud epidemioldgica en la distribucion de las
especies del género (60% E. faecalis vs 40% E. faecium). La distribucion de las especies de
Enterococcus varia en base a diversos factores, tanto ambientales, ubicacion geografica,
alimento consumido e incluso la estacion del afio; como también factores del individuo donde
se incluye la edad y sexo. Las especies que se identifican con mayor frecuencia en perros son
E. faecalis, E. faecium, E. hirae y E. durans (Torres et al., 2018). Sin embargo, también se
encuentran E. gallinarum y E. caddeliflavus (Murray et al., 2013), que como se menciond

anteriormente, presentan resistencia intrinseca a vancomicina.

Al momento de analizar la CMI de las cepas de Enterococcus spp, se pudo observar
que el 60% de los aislados obtenidos de las placas suplementadas con ampicilina, presentaron
resistencia a bencilpenicilina, siendo E. faecium mayormente resistente con una CMIso >64
pg/mL, en comparacion a E. faecalis con una CMIso de 4 pg/mL. En este contexto, y similar
a lo reportado en esta Memoria de Titulo, Jackson et al. (2009) describieron el 63% de las
cepas aisladas desde perros correspondientes a E. faecium resistentes a bencilpenicilina y
todas las cepas de E. faecalis analizadas fueron susceptibles a este antibidtico, observando
mayor resistencia en las cepas de E. faecium. Por otra parte, Iseppi et al. (2015) obtuvieron
cepas de Enterococcus spp. aisladas desde heces de perros y gatos, donde describieron un
56,5% de las cepas analizadas fueron resistentes a ampicilina. Se sefiala en la literatura que
E. faecalis normalmente exhibe niveles mas bajos de CMI en comparacion a E. faecium, lo
cual se atribuye a que E. faecalis presenta menores mecanismos de resistencia
antimicrobiana, y dentro de los que presenta, suelen expresarse en muy baja cantidad (Torres

et al., 2018), lo cual fue observado en la presente Memoria de Titulo.
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Por otra parte, este género bacteriano es intrinsicamente resistente en distintos niveles
a diferentes B-lactamicos, ya que cuentan con PBPs (proteinas de unidn a penicilina) de baja
afinidad a los antibidticos de esta clase. Estas bacterias son completamente resistentes a
cefalosporinas, sin embargo, se describe cierta sensibilidad a penicilina y ampicilina. Esta
sensibilidad se puede ver modificada por una sobreproduccion de las PBPs de baja afinidad
o por una mutacion en dichas proteinas, generando resistencia a altos niveles de penicilina,
principalmente registrado en E. faecium (Torres et al., 2018; Kakoullis et al., 2021). En el
caso de E. faecalis, es menos comun encontrar mutaciones de las PBPs; sin embargo, se
describe la presencia del gen plasmidial blaZ que codifica para pB-lactamasas, la cual in vitro
se expresa en bajas cantidades, pudiendo mostrarse como susceptible a ampicilina cuando se
realizan las pruebas de CMI (Torres ef al., 2018). Es por esto que es importante determinar
la base genética de la resistencia de las cepas aisladas y, eventualmente, poder evaluar la
presencia del gen blaZ en aquellas cepas que aparentemente resultaron susceptibles a la

prueba CMI pero resistentes a la prueba de screening.

En cuanto a la presencia de cepas resistente a vancomicina, en un inicio se registrd
un 33% de resistencia al screening, pero posteriormente al determinar la CMI de dichas cepas
se observo que todas eran sensibles, concordando con lo descrito por diversos autores autores
(Iseppi et al., 2015; Bang et al., 2017; Ben Said et al., 2017; Tro$cianczyk et al., 2021). Se
debe tener en cuenta que la vancomicina es un antibidtico de uso exclusivamente
intrahospitalario en medicina humana (Vandecasteele y De Vriese, 2010); sin embargo, es
de conocimiento comun dentro de los médicos veterinarios la utilizacion de este antibidtico
de forma extra-etiqueta en la préctica clinica de pequefios animales, por lo cual fue
importante incorporarlo dentro del estudio. Ademas, la resistencia adquirida a glicopéptidos
en E. faecalis y E. faecium estd mediada por los genes vanA y vanB, los cuales se encuentran
en distintos transposones y han sido identificados tanto a nivel cromosomal como plasmidial
(Murray et al., 2013; Torres et al., 2018), por lo que se debe tener en consideracion la
transmision de dichos determinantes de resistencia a otras bacterias e incluso entre los duefios
y sus perros o viceversa. El CLSI cuenta con un protocolo para realizar la prueba de screening
en agar suplementado con vancomicina, la cual utiliza una concentracion de 6 pg/mL, por lo
cual se puede presentar desarrollo de bacterias sensibles, con sensibilidad intermedia y

resistentes (CLSI, 2022), por lo cual se utilizdo las bases de dicho protocolo con
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modificaciones para solamente observar el crecimiento de las bacterias resistentes en este
estudio. Adicionalmente, se sabe que la vancomicina es un antibidtico bastante 1abil a los
cambios de temperatura, por lo cual una preparacion inadecuada del medio suplementado o
una mala preservacion del antibiotico puede llevar a falsos positivos (Thermofisher, s/f). Por
ello, es importante considerar que esta diferencia se pudo deber a distintos aspectos

metodoldgicos al momento de realizar el proceso en el laboratorio del estudio.

El 61% de las cepas analizadas se consideré MDR, y de éstas el 84% correspondieron
a E. faecium. Asimismo, se puede encontrar en la literatura que la presencia de cepas de
Enterococcus spp. MDR aisladas desde animales de compaiiia, principalmente perros, varia
desde un 22% a un 97%, estando en su mayoria sobre el 50%. Ademas, se destaca que en
todos estos estudios predomina E. faecium con porcentajes mayores de MDR (Cinquepalmi
etal.,2013; Bertelloni et al.,2016; Ben Said et al., 2017; Oguttu et al., 2021; Stgpien-Pys$niak
et al., 2021; Troscianczyk et al., 2021). En este contexto, Bertelloni et al. (2016) registraron
un 64% de cepas de Enterococcus spp. con MDR aisladas de muestras fecales de perros
clinicamente sanos, obteniendo un valor bastante similar al obtenido en esta Memoria de
Titulo. Los autores analizados en este apartado definieron la MDR en base a los criterios de
Magiarakos et al. (2012), al igual que en el presente estudio; sin embargo, se debe considerar
que el género Enterococcus spp. presenta resistencia intrinseca a diversos antibidticos, como
lo son algunas penicilinas semisintéticas, cefalosporinas, bajos niveles a aminoglucésidos,
clindamicina y sulfametoxazol-trimetoprim. Ademads, E. faecalis presenta resistencia
intrinseca también a polimixinas, estreptogramneas y quinopristin/dalfopristin (Murray et al.,
2013; Torres et al., 2018; CLSI, 2023), lo cual se debe tener en consideracion al momento
de realizar las pruebas de susceptibilidad, pero fundamentalmente en la evaluacion de la
MDR para no incluirlos; sin embargo, varios estudios los incluyen en sus determinaciones.
En esta Memoria de Titulo no fueron considerados los antibidticos a los cuales Enterococcus
spp. presenta resistencia intrinsica, ni aquellos que no tienen efectividad clinica, atin cuando

se muestren susceptibles in vitro, para evaluar esta MDR.

En este estudio se registraron 34 perfiles de resistencia en las 250 cepas analizadas,
siendo los mas frecuentes de encontrar: bencilpenicilina + enrofloxacino + marbofloxacino
+ eritromicina + doxiciclina + tetraciclina + nitrofurantoina (22%), enrofloxacino +

marbofloxacino + eritromicina (11%) y bencilpenicilina + enrofloxacino + marbofloxacino
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+ doxicilcina + tetraciclina + nitrofurantoina (7%). En estos tres perfiles se observa
resistencia, ademds de a [-lactdmicos, a enrofloxacino y marbofloxacino, ambos
pertenecientes a la clase de las fluoroquinolonas. La resistencia a fluoroquinolonas en
Enterococcus spp. estd asociada a una mutacion en las regiones determinantes de resistencia
a quinolonas (Kakoullis ef al., 2021), la cual podria estar presente en las cepas estudiadas.
La RAM a fluoroquinolonas es importante de tener en cuenta en Enterococcus spp., ya que
E. faecium es causante de infecciones urinarias en perros (ITUs) (Damborg et al., 2008), v,
ademas, se estima que en Chile el enrofloxacino es el antimicrobiano de eleccidon en cuanto
se trata de infecciones genitourinarias (Galarce et al., 2021), lo cual puede estar ejerciendo
una presion en la seleccion de bacterias que presenten dicha resistencia. Las cepas de E.
faecium resistente a ampicilina complejo clonal 17 (AREF CC17) son usualmente resistentes
a varios B-lactdmicos y fluoroquinolonas y se han encontrado en infecciones urinarias en
perros (Damborg et al., 2008). Se requiere mayor investigacion genética de los aislados para
saber si las cepas aisladas corresponden o no a AREF CC17, considerando que el 45% de las

cepas analizadas presentaron resistencia a bencilpenicilina y enrofloxacino.

En cuanto a la presencia de eritromicina en los dos perfiles de resistencia mas
frecuentes, se debe sefialar que los enterococos son frecuentemente resistentes a los
macrolidos, generalmente mediado por el gen ermB, reduciendo la unién al ribosoma de
eritromicina, lincosamidas y estreptograminas B, ademas de presentar resistencia intrinseca
a clindamicina. Por ésto, no se utilizan como drogas de eleccion para infecciones causadas
por Enterococcus (Cercenado, 2011). Es altamente probable que este gen esté presente en las
cepas analizadas, considerando que el 74% de las cepas analizadas resultaron resistentes a

eritromicina.

En relacion a la presencia de cepas resistentes a doxiciclina y tetraciclina, se puede
mencionar que la resistencia a tetraciclinas est4 asociada a la presencia de bombas de eflujo
y la presencia de proteinas de proteccion ribosomal, ligado a la presencia de los genes fetL y
tetM, los cuales suelen encontrarse en transposones de la familia Tn9/6, permitiendo que
esta resistencia sea transferida a otras bacterias (Wilcks et al., 2005; Kakoullis et al., 2021).
Se deberia investigar la presencia de dicho transposon en los aislados resistentes y la
presencia de dicho transposon en humanos, de esta forma poder evaluar el riesgo zoonotico

de la resistencia encontrada en este estudio.
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La presencia de resistencia a nitrofurantoina dentro de los perfiles de RAM mads
frecuentes llama la atencion, ya que la adquisicion de esta resistencia es infrecuente debido
a su complejo mecanismo de accidon. A pesar de esto, se ha registrado un aumento en la
resistencia a esta droga en E. faecium, debido a que se esta utilizando con mayor frecuencia,
sobre todo en ITUs no complicadas (Meena et al., 2017). En este contexto, Zhang et al.
(2022) describieron como principal mecanismo de resistencia en Enterococcus spp. la
mutacion en los genes ef040 y ef0648, los cuales codificarian enzimas nitroreductasas. Sin
embargo, no se encuentran completamente descritos los mecanismos de esta resistencia.
Adicionalmente, los mismos autores sefialaron la presencia de resistencia a ampicilina,
fluoroquinolonas y tetraciclinas en aquellas cepas que presentaron resistencia a
nitrofurantoina. En esta Memoria, el 42% de los aislados presentaron resistencia a estos
cuatro antibidticos en simultaneo, por lo cual, seria necesario desarrollar un estudio genético
para detectar la presencia de dicha mutacion y determinar el riesgo que puede significar para

la salud publica bajo el enfoque de “Una Salud”.

En un estudio realizado en un perro con colangitis/coleosistitis, se obtuvieron dos
cepas de Enterococcus spp. Asi, desde el sitio de infeccion se aislo una cepa de E. faecium y
desde torulado rectal una cepa de E. faecalis. La importancia de este estudio radica en que
ambas cepas compartian el mismo perfil de resistencia a penicilinas, fluoroquinolonas,
tetraciclinas, macrélidos y aminoglucésidos (Sposato et al., 2022), un perfil bastante similar
a los obtenidos en esta Memoria de Titulo. Como se menciond anteriormente, el riesgo de
transmision de los determinantes de resistencia antimicrobiana es alta y queda ejemplificado
en el estudio de Sposato ef al. (2022), donde, a pesar de ser dos especies diferentes,

presentaron el mismo perfil de resistencia.

Por ultimo, con el presente estudio se reporta la presencia de E. faecium y E. faecalis
resistentes a diversos agentes antimicrobianos en perros sanos con duefio en la Region
Metropolitana, lo cual constituye un riesgo potencial para la salud publica al ser un agente
con potencial zoondtico, ademas de ser un riesgo para la salud individual de estos animales,
ya que puede comprender un desafio terapéutico en una futura infeccion. Estos resultados
sugieren la importancia de abordar con el enfoque de “Una Salud” estas tematicas, ya que no
solo los animales de compafiia pudieran actuar como reservorios, necesitando mas

investigaciones al respecto. Adicionalmente, los resultados obtenidos por esta investigacion
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sugieren la importancia de incorporar otras aristas dentro del “Plan Nacional Contra la
Resistencia a los Antimicrobianos” en cuanto al enfoque de pequefios animales, ya que de
momento no se incluye propiamente tal la vigilancia de la RAM en pequefios animales, sino
mas bien la vigilancia y control del uso de antimicrobianos por parte de los médicos

veterinarios.
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CONCLUSION

Se obtuvieron 41% de cepas resistentes a ampicilina, mientras que no se registraron

cepas resistentes a vancomicina. Por ello, se rechaza la hipotesis planteada.

El 61% de las cepas analizadas presentaron MDR a antibidticos de uso comun en la
practica clinica veterinaria, por lo cual es necesario aumentar las investigaciones sobre la
resistencia antimicrobiana en animales de compafiia, tanto a nivel nacional como
internacional, para poder tener un apropiado manejo de estas drogas y ralentizar la aparicion
de nuevas cepas MDR generando desafios terapéuticos en enfermedades consideradas

comunes.
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ANEXO 1. Consentimiento informado para el proyecto de investigacion.

Consentimiento informado para el proyecto de investigacién “Revelando el
rol de Jlos perros como reservorios de bacterias resistentes a
antimicrobianos criticos y sus factores de riesgo asociados: Un problema
critico para la salud animal”

Investigador Principal: Dra. Lissette Lapierre.

Investigadores Participantes: Nicolas Galarce G.; Gabriel Arriagada; Fernando
Sanchez; Carlos Zelaya; Sofia Matus; Rocio Vilches; Mauricio Miranda; Camila Varela.

Fecha:

Este Formulario de Consentimiento Informado se dirige a tutores de animales de
compania los cuales se les invita a participar en el proyecto FONDECYT No1210692
‘Revelando el rol de los perros como reservorios de bacterias resistentes a
antimicrobianos criticos y sus factores de riesgo asociados: Un problema critico para la
salud animal”.

Yo , con domicilio en la comuna de . propietario
de: . Manifiesto que he sido informado e invitado a participar en el proyecto
FONDECYT No1210692 investigacién denominada "Revelando el rol de los perros
como reservorios de bacterias resistentes a antimicrobianos criticos y sus factores de
riesgo asociados: Un problema critico para la salud animal”, el cual es un proyecto de
investigacién cientifica que cuenta con el respaldo y financiamiento de la agencia
nacional de investigacion y desarrollo, FONDECYT.

Entiendo que este estudio busca conocer datos epidemiocldgicos sobre mi y sobre mi
mascota, abarcando aspectos del entorno, clinicos y demograficos; y consistira en
responder una encuesta que demora alrededor de 6 minutos y la toma de muestra de
heces de mi mascota. Me han explicado que este proceso sera estrictamente
confidencial, es decir, mi nombre no sera utilizado en ningdn informe cuando los
resultados de la investigacion sean publicados. Asimismo, mi participacion es voluntaria
y sé que puedo negar mi participacion, sin expresion de causa ni consecuencias
negativas para mi. El estudio no conlleva ningln riesgo, ni recibe ningin beneficio y no
recibiré ninguna compensacién por participar.

Si tiene alguna pregunta sobre esta investigacion, se puede comunicar con los
investigadores participantes mediante los siguientes correos elecirdnicos,

proyectodetituloramperros@gmail.com ; llapierre@uchile.cl y ngalarce@ug.uchile.cl.
Por lo tanto, acepto voluntariamente participar en este estudio y declaro haber recibido

una copia del presente documento.

Firma Tutor
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ANEXO 2. Certificado de Bioética para el proyecto de investigacion.

VID:=: CICUA

Vicarmacants Se veigeode ¢ Owasrole COMITE INSTITUCIONAL OF

,.-'.' % |
.
LN
™ 1
\ 2
%y
AL Bl
= UNIVERSIDAD DE CHILL CUIDADO Y USO D ANIMALLS

Santiago, 25 de marzo de 2021
Certificado N2: 21439 - VET - UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica que
en el Protocolo 04 - 2021 del Proyecto de Investigacion titulado “Revealing the role of pet dogs as
reservoirs of bacteria resistant to critical antimicrobials and its associated risk foctors: A critical
problem for animal health” de |a investigadora Dra. Lisette Lapierre Acevedo, Profesora Asistente,
Departamento de Medicina Preventiva Animal, Facultad de Ciendias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile, no se plantean acciones en sus procedimientos que contravengan las normas
bioéticas de manejo y cuidado de animales. Asi mismo la metodologia experimental planteada satisface
lo estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

La investigadora se ha comprometido a la ejecucidn de este proyecto dentro de las especificaciones
sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacidn sin previa aprobacién por parte de este
Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de 600 perros, especie Canis lupus fomiliaris,
provenientes de |a Red de Atencion Veterinaria de la Universidad de Chile en la Regién Metropolitana,
desde abril de 2021 a diciembre de 2021, tiempo estimado de ejecucidon del estudio, el cual serd
financiado por FONDECYT Regular proyecto N21210692.

E] CICUA de la Universidod de Chile, formo porte de lo Vicerrectorio de Investigacion y Desorrollo, y esté
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinorios, 39 acodémicos (12 de eflos médicos veterinarios),
¥ 9 miembros no asociados o lo ocodemia o investigocidn, y que cuentan con experiencia en bioética
relocionade © montencidn y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de lo
aprobacién def “Protocolo de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio ocudioso y de la
ocogida de los investigadores de los observaciones exigidoes por el Comité.

Cuidado
* acva % .
vID -
Ronald Vargas Casanova AR “Emilio Herrera Videla
Director \ g Presidente
QCUA -VID ~ 1. CICUA-VID
Universidad de Chile '%h* ** Universidad de Chile

idad 00

Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)
Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo (VID) — Universidad de Chile
tp://www.uchile.cl/portal finvestigacion/152 120/ comite-institudonal-de-cuidado-y-uso-de-animales-cicua
email: coordinador cicua@uchile.cl
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ANEXO 3. Certificado Bioseguridad para el proyecto de investigacion.

% Universidad de Chile

iafavet

Facultad de Clancias Veterinarias y Pecuanas

CERTIFICADO N° 169

Santiago, 25 de marzo 2021.-

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciendias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile ha revisado el proyecto Fondecyt 1210692 “Revealing the role of
pet dogs as reservoirs of bacteria resistant to critical antimicrobials and its
associated risk factors: A critical problem for animal health”, de la investigadora
responsable Dra. Lisette Lapierre Acevedo, académica del Departamento de Medicina
Preventiva Animal de la Facultad de Gencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile.

La evaluacion del dtado proyecto permite acreditar que las normas de biosequridad que
se encuentran descritas en el mismo y en el formulario de solicitud de certificados de
bioseguridad de FAVET, son las adecuadas segln las especificaciones contenidas en el
"Manual de Normas Bioseguridad y Riesgos Asodados Fondecyt — CONICYT, version 2018
y en el "Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, de la Organizacién Mundial de la Salud
(versién 2005)°, que previenen los riesgos para las personas, los animales y el
medicambiente.

Se otorga el presente certificado a solicitud de la interesada, para los fines que estime
conveniente.
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ANEXO 4. Resultados cepas analizadas por sistema automatizado SENSITITRE.

Las 64 cepas analizadas por SENSITITRE presentaron resistencia a al menos un antibiotico de los analizados. En base a
los antibidticos analizados en la placa, se observd que 38 (59%) de las cepas analizadas fueron resistentes a BPEN, 33 (52%) a
ampicilina (AMP), 63 (98%) a ciprofloxacino (CIP), 51 (79%) a levofloxacino (LEV), 20 (31%) a moxifloxacino (MOX), 57 (89)
a ERI, 51 (80%) a TET, 8 (13%) a tigeciclina (TIG), 24 (37%) a NIT, 9 (14%) a CHL, 15 (23%) a daptomicina (DAP), 12 (19%)
a linezolid (LIN), 19 (30%) a altas concentraciones de gentamicina (GEN), 25 (39%) a altas concentraciones de estreptomicina

(EST), 57 (89%) a rifampicina (RIF).

Se analizaron 8 cepas de E. faecalis de las cuales 3 (38%) de las cepas fueron resistentes a BPEN, 2 (25%) a AMP, 7 (88%)
a CIP, 4 (50%) a LEV, 6 (75%) a ERI, 8 (100%) a TET, 4 (50%) a CHL, 1 (13%) a GEN, 2 (25%) a EST y 4 (50%) a RIF. En
cuanto a las 56 cepas de E. faecium analizadas, 35 (63%) presentaron resistencia a BPEN, 31 (55%) a AMP, 56 (100%) a CIP, 47
(84%) a LEV, 20 (36%) a MOX, 51 891%) a ERI, 43 (77%) a TET, 8 (14%) a TIG, 24 (43%) a NIT, 5 (9%) a CHL, 12 (21%) a
LIN, 15 (27%) a DAP, 18 (32%) a GEN, 23 (41%) a EST y 51 (91%) a RIF.

Se pudo observo la presencia de MDR en 7 cepas (11%) de E. faecalis y 11 cepas (89%) de E. faecium.

Tabla Nro. 5: Resistencia fenotipica de 8 cepas de E. faecalis, 56 cepas de E. faecium a 16 antimicrobianos evaluados por

SENSITITRE.

BPEN | AMP CIP LEV | MOX ERI TET TIG NIT | CHL | VAN | LIN DAP GEN EST RIF
n % n % n % n % n % n % n % n | % n % |n| % |n| % | n % n % n % n % n %
E.

. 37, 2 87, 5 7 10 5 12, 2 5
{aecah 300 2 T A g 006 o8 S0 0 004 S0 00 0 0 0 1| 2254
E. 3 305105 418 2135|994 124 120121 2145
{"l’“’" P T S L VA T O A O VA N L L S A N S 0 S 2 S O B O

BPEN, bencilpenicilina; AMP, ampicilina; CIP, ciprofloxacino; LEV, levofloxacino; MOX, moxifloxacino; ERI, eritromicina; TET, tetraciclina; TIG, tigeciclina; NIT, nitrofurantoina;

CHL, cloranfenicol; VAN, vancomicina; LIN, linezolid; DAP, daptomicina; GEN, gentamicina en alta concentracion; EST, estreptomicina en alta concentracion; RIF, rifampicina.
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Tabla Nro. 6: CMIso y CMIyg de los antimicrobianos analizados por SENSITITRE contra E. faecalis (8) y E. faecium (56)

aisladas de perros.

E. faecalis E. faecium Punto de
- . . . Rango
Clase Antimicrobiana Antimicrobianos CMI L CML L CMlso CMloo (Rg/mL) Corte
BPEN 4 >8 >8 >8 1->8 ;’ 5186
B-lactamicos S_< 3
AMP 1 >8 >8 >8 0,25 ->8 R > 16
S: <1
CIP 2 >2 >2 >2 <1->2 1.2
R: >4
Quinolonas §:=2
LEV 2 >4 4 >4 1->4 1.4
R: >8
MOX 1 2 4 >4 <025 - >4 o=
= R: >4
S:<0,5
Macrolidos ERI >4 >4 4 >4 <0,25->4 IL1-4
R: >8
S: <4
TET >16 >16 >16 >16 <2->16 1.8
Tetraciclinas R:>16
S: <0,25
TIG 0,12 0,12 0,12 0,5 0,06 - >0,5 R: >0.5
S: <32
Nitrofuranos NIT <32 <32 <32 >64 <32 ->64 1. 64
R:>128
S: <8
Fenicoles CHL <2 >16 8 8 <2->16 1. 16
R:>32
S: <2
Oxazolidinones LIN <1 <1 <1 4 <1-4 1: 4
R: >8
S: <2
Lipopéptidos ciclicos DAP 2 2 4 >4 2->4 1.4
R: >8
S: <1
Rifamicinas RIF 2 4 4 >4 <0,5->4 1.2
R: >4
Aminoglucésidos GEN <500 <500 <500 >500 <500 - >500
EST <1000 >1000 <1000 >1000 <1000-1000

BPEN, bencilpenicilina; AMP, ampicilina; CIP, ciprofloxacino; LEV, levofloxacino; MOX, moxifloxacino; ERI, eritromicina; TET, tetraciclina; TIG, tigeciclina; NIT, nitrofurantoina;
CHL, cloranfenicol; LIN, linezolid; DAP, daptomicina; RIF, rifampicina; GEN, gentamicina en alta concentracion; EST, estreptomicina en alta concentracion. Puntos de corte obtenidos del CLSI,

2020 y CLSI, 2022.

36



Tabla Nro. 7: Perfiles de resistencia de cepas analizadas por medio del sistema automatizado SENSITIRE con el plato

GPALLIF, en base las cepas analizadas por este método.

N° cepas | % | Perfil de resistencia E. faecalis | E. faecium
64 1 2 | BPEN + CIP + ERI + TET 1 0
1 2 | BPEN + CIP + ERI + TET + RIF 0 1
1 2 | BPEN + CIP + ERI + TET + RIF + GEN 1 0
1 2 | BPEN + CIP + LEV + ERI + TET + NIT + RIF 0 1
1 2 | BPEN + CIP + LEV + ERI + TET + NIT + EST + RIF 0 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + TET + RIF 0 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + ERI + CHL + EST 0 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + ERI + TET + RIF 0 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + TET + NIT + RIF 0 1
2 3 | BPEN + AMP + CIP + ERI + TET + GEN + EST 0 2
2 3 | BPEN + AMP + CIP + LEV + TET + NIT + RIF 0 2
2 3 | BPEN + AMP + CIP + ERI + TET + EST + RIF 1 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + LEV + ERI + TET + DAP + RIF 0 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + LEV + ERI + TET + EST + RIF 0 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + ERI + TET + DAP + EST + RIF 0 1
2 3 | BPEN + AMP + CIP + LEV + ERI + TET + CHL + EST + RIF 0 2
3 5 | BPEN + AMP + CIP + LEV + MOX + ERI + TET + GEN + RIF 0 3
1 2 | BPEN + AMP + CIP + LEV + ERI + TET + CHL + DAP + GEN + EST 0 1
10 16 | BPEN + AMP + CIP + LEV + MOX + ERI + TET + GEN + EST + RIF 0 10
1 2 | BPEN + AMP + CIP + LEV + MOX + ERI + TET + NIT + EST + RIF 0 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + LEV + ERI + TET + NIT + LIN + DAP + RIF 0 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + LEV + MOX + ERI + TET + NIT + GEN + EST + RIF 0 1
1 2 | BPEN + AMP + CIP + LEV + MOX + ERI + TIG + NIT + DAP + GEN + EST + RIF 0 1
1 2 | CIP+LEV +RIF 0 1
2 3 | CIP + LEV + ERI + RIF 0 2
1 2 | CIP + ERI + TET + RIF 0 1
3 5 | CIP+LEV + ERI + TET + RIF 0 3
1 2 | CIP+LEV + ERI + NIT + RIF 0 1
1 2 | CIP + LEV + ERI + TET + CHL 1 0
1 2 | CIP + LEV + ERI + TET + NIT + RIF 0 1
1 2 | CIP + LEV + ERI + NIT + DAP + RIF 0 1
1 2 | CIP + LEV + ERI + NIT + LIN + RIF 0 1
2 3 | CIP + LEV + ERI + TET+ CHL + RIF 2 0
1 2 | CIP + LEV + ERI + NIT + LIN + DAP + RIF 0 1
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CIP + LEV + ERI + TET + CHL + EST + RIF

CIP + LEV + MOX + TET + NIT + LIN + DAP + RIF

CIP + LEV + ERI + TET + NIT + LIN + DAP + RIF

CIP + LEV + ERI + TIG + NIT + LIN + DAP + RIF

CIP + LEV + ERI + TIG + NIT + CHL + LIN + RIF

CIP + LEV + MOX + ERI + TIG + NIT + LIN + DAP + RIF

CIP + LEV + ERI + TET + TIG + NIT + LIN + DAP + RIF

CIP + LEV + MOX + ERI + TET + TIG + NIT + LIN + DAP + RIF
1 2 | TET 0

BPEN, bencilpenicilina; CIP, ciprofloxacino; ERI, eritromicina; TET, tetraciclina; RIF, rifampicina; GEN, gentamicina en alta concentracion; LEV, levofloxacino; NIT, nitrofurantoina;

[\CRIVUSHEOVHY SR (ORI ORISR} V]

— N[N = = = | = | =

— OO0 |0 0o o
— NN === = O

EST, estreptomicina en alta concentracion; AMP, ampicilina; CHL, cloranfenicol; DAP, daptomicina; MOX, moxifloxacino; LIN, linezolid; TIG, tigeciclina.
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