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Analisis de las resistencias antimicrobianas en muestras clinicas de hospital veterinario

1. RESUMEN

Las resistencias antimicrobianas (RAM) son una de las principales amenazas para la salud
global, debidas en gran parte al uso excesivo e irresponsable de los antimicrobianos, tanto en
medicina veterinaria como humana. Es por esto por lo que el presente estudio tuvo como
objetivo analizar las muestras clinicas de los pacientes del Hospital Clinico Veterinario de la
Universidad Europea de Madrid desde su apertura en marzo de 2024 hasta abril de 2025,
realizando la identificacidon de las especies bacterianas aisladas de dichas muestras, y evaluando
su susceptibilidad a 19 antimicrobianos diferentes. Entre los hallazgos mas relevantes, cabe
destacar la alarmante frecuencia de RAM en las especies bacterianas aisladas (86,4%), y las
frecuencias de resistencia de los antimicrobianos estudiados (minima de 10% en amikacina y
maxima de 70% en penicilina). También se obtuvo un gran numero de aislamientos de
Escherichia coli en muestras de orina por lo que se realiz6 un analisis mas detenido para esta
bacteria y por ultimo, se detectdé una amenazante constancia de resistencias al antimicrobiano
imipenem, restringido en uso veterinario pero no en clinica humana, indicando esto una posible
transmision de bacterias resistentes entre especies. Estos resultados manifiestan la urgencia de

reforzar las medidas de control para los antimicrobianos desde un enfoque “One Health”.

Palabras Clave: Antimicrobiano, Bacteria, Resistencia, Multirresistencia, Escherichia coli, One

Health.

ABSTRACT

Antimicrobial resistances (AMR) are one of the main threats to global health, which are caused
mainly by the excessive and irresponsible use of antimicrobials, both in veterinary and human
medicine. For this reason, the present study aimed to analyze the clinical samples of patients
from the Hospital Clinico Veterinario from Universidad Europea de Madrid since its opening in
march 2024 until april 2025, executing the identification of isolated bacterias from said samples
and evaluating their susceptibility to 19 different antimicrobials. Among the most relevant

findings, it is worth highlighting the alarming frequency of AMR in the isolated bacterial species
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(86.4%), and the frequencies of resistance to the antimicrobials tested (minimum of 10% to
amikacin and maximum of 70% to penicillin). Moreover, many Escherichia coli isolates were
obtained from urine samples, so further analysis of this bacterium was conducted. Finally, a
threatening level of resistance to the antimicrobial imipenem, which is restricted for veterinary
use but not for clinical use in humans, was detected, suggesting transmission of resistant bacteria
between humans and pets. These results highlight the urgent need to strengthen antimicrobial

control measures from a One Health perspective.

Key words: Antimicrobial, Bacteria, Resistance, Multiresistance, Escherichia coli, One Health.

2.  INTRODUCCION

2.1.Definicion y origen de resistencias a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) de las bacterias, es una caracteristica natural o
adquirida que les permite no verse afectadas por la presencia de los mismos en el medio. En
condiciones normales, una bacteria que es sensible a un antimicrobiano, si se encuentra en
presencia de una concentracion suficiente de €ste, sufrird una inhibicidon de su capacidad para
proliferar y crecer, siendo asi eliminada del medio. En el caso de que la resistencia a un
antimicrobiano o familia de antimicrobianos por parte de una especie bacteriana sea intrinseca,
el gen, o los genes que codifican para esa resistencia se encuentran de manera natural en el
genoma de la especie bacteriana (1). Un ejemplo seria la resistencia natural de Escherichia coli,
una bacteria gram negativa, a la vancomicina (2), un antimicrobiano especifico de bacterias
gram positivas (3). Esta resistencia natural se debe a la permeabilidad de la membrana externa
que, gracias a su contenido en lipopolisacaridos, actia como una barrera fisica que imposibilita
la entrada de dicho antimicrobiano (2). Por otro lado, en el caso de una resistencia adquirida, la
especie bacteriana inicialmente sensible a un antimicrobiano o familia de antimicrobianos
desarrolla un mecanismo para eludir la accion de éste, como modificaciones en la diana del
farmaco, la expresion de bombas de expulsion activa, o la modificacion de las rutas metabdlicas
en las que estd implicado dicho antimicrobiano. Todos los genes que expresan para estos
fenotipos son adquiridos normalmente por conjugacion o transduccion (1), pasando la bacteria y

toda su descendencia, inicialmente sensible, a ser resistente a ese antimicrobiano. Cuando una
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bacteria presenta resistencia frente a tres o mas antimicrobianos de familias diferentes se

considera una bacteria multirresistente, 0 MDR por sus siglas en inglés (4).

Con el descubrimiento de la penicilina (P) en 1928 (4) el uso de antimicrobianos ha sido clave
para la prevencidon y tratamiento de infecciones, y fue desde ese momento que empezo el
problema de las RAM. Originalmente dicho problema estaba intimamente ligado a ambientes
hospitalarios, siendo infecciones intrahospitalarias o nosocomiales en las que se encontraba una
mayor incidencia de RAM. Entre otras cosas, esto se debia a que en los hospitales era donde se
utilizaban, y a dia de hoy se siguen utilizando, gran cantidad de antimicrobianos para el
tratamiento y prevencion de infecciones, lo que provocaba una alta presion selectiva para las
bacterias, que acababan desarrollando RAM. Debido a la alta carga de bacterias en un ambiente
hospitalario, la diseminacion de los genes de resistencia de unas bacterias a otras es
relativamente facil (5). Actualmente, la RAM se ha expandido més alla del &mbito hospitalario y
se encuentran ya en zonas mas comunes y transitadas como colegios, espacios publicos y

hogares, afectando no sélo a humanos, sino también a animales y plantas (6,7).
2.2.Importancia y consecuencias clinicas

Los antimicrobianos son farmacos muy utilizados debido a que son muy eficaces en la lucha
frente a infecciones y evitan muchas muertes, no solo en el ambito de la salud humana sino
también en el de la salud animal, utilizdndose por tanto en ganaderia (8). Sin embargo, no soélo se
han empleado para el tratamiento de infecciones, sino que en muchos casos se administran sin
tener un diagnoéstico definitivo de que la infeccidon sea bacteriana, e incluso se han llegado a
emplear a modo de prevencién. Alin mas, aunque en la actualidad este tipo de uso esta prohibido
en la Union Europea, durante muchas décadas se han empleado los antimicrobianos como
promotores del crecimiento en ganaderia y agricultura, obteniendo una mayor producciéon y con

ello mayores ganancias economicas (9).

El abuso y mal uso de los antimicrobianos es la principal razon por la que se incrementan los
casos de resistencias a antimicrobianos, las cuales suponen un gran problema global (10). La
pandemia silenciosa (11) es un término que se utiliza para referirse a la situacion actual de
resistencias a antimicrobianos, un problema de gran importancia que podria llevarnos a una
situacion en la que simples infecciones que a dia de hoy, o hace unas décadas eran sencillas de

tratar, pasen a ser infecciones de complejo tratamiento o incluso mortales (12). En 2019 se
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estimaron un numero de 4,95 millones de muertes en todo el mundo a causa de las resistencias
antimicrobianas (13). En la actualidad, las resistencias fuerzan a tratar las infecciones con
antimicrobianos de amplio espectro, disminuyendo las opciones de tratamiento dirigido, o de
mayor generacion, lo que supone un incremento de los costes de atencion sanitaria, y, ademas,
también exigen el desarrollo de nuevos antimicrobianos para el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias resistentes (1). A pesar de todo esto, actualmente la produccion de
antimicrobianos ya no reporta tantos beneficios econémicos en la industria como por ejemplo
aquellos dirigidos al tratamiento de enfermedades cronicas. Debido a esto, la inversion de fondos
en el sector farmacéutico se ha dirigido a la bisqueda, produccién y comercializacion de este

ultimo tipo de farmacos, y no al desarrollo de nuevos antimicrobianos (14).

En resumen, la RAM es un problema que no afecta a una tunica disciplina, véase la salud
humana, sino que es un problema “One Health” o de Salud Global (15), término que se utiliza
para unificar la salud humana, animal y del medio ambiente. La interconexion entre estos tres
nichos implica una mayor facilidad para la propagacion de la RAM a través de los mismos
(16,17). De este modo, una bacteria resistente que se haya desarrollado en un hospital clinico
humano puede diseminarse a través del medio ambiente para finalmente darse un caso en un
paciente veterinario y viceversa, genes de resistencias propias de cepas bacterianas que afectan a

animales pueden transferirse a especies bacterianas propias de humanos o plantas (18).

Varios ejemplos de este tipo de situaciones se detallan en estudios que documentan casos de
trasmision de RAM desde patdégenos humanos hacia animales de compaiiia y viceversa. Casos

CcCOmao.:

1. Un estudio publicado en el Journal of Clinical Microbiology identifico cepas de
Klebsiella pneumoniae comunes entre perros, gatos y sus propietarios. Tras realizar
analisis gendmicos, se evidencié que las bacterias aisladas de animales y humanos
cohabitantes eran genéticamente indistinguibles, sugiriendo asi una transmision
bidireccional de cepas resistentes entre especies (19).

2. Otro ejemplo de esto es el de un estudio que evalud la presencia de genes que codificaban
para RAM en muestras fecales de perros y sus propietarios. Se encontraron multiples
perfiles de resistencia y genes asociados a resistencia a B-lactdmicos y aminoglucdsidos
compartidos entre humanos y animales. Esto sugiere una transferencia de genes de

resistencia en entornos domésticos (20).
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3. Finalmente, una investigacion demostrd6 que mascotas pueden albergar cepas patdgenas
humanas de E. coli, como ST131 y STI1193, conocidos por su multirresistencia y
capacidad para causar infecciones extraintestinales. Esto sugiere que las mascotas pueden

actuar como reservorios y vectores en la diseminacion de estas cepas resistentes (21).
2.3 Actualidad en veterinaria.

Debido al avance de la RAM, y el impacto que tiene tanto en salud publica como en sanidad
animal, se han ido tomando una serie de medidas en los ultimos afos con el objetivo de reducir
el uso de antimicrobianos y por tanto la presion ambiental a las que se ven sometidas las
bacterias. Por ejemplo, el uso profilactico de antimicrobianos en veterinaria esta prohibido desde
2019 en Europa salvo ciertas excepciones (Reglamento UE 2019/6). Todas estas medidas estan
coordinadas desde 2014 en Espafia por el Plan Nacional de Resistencia a Antimicrobianos
(PRAN), tanto a nivel veterinario como médico, y gracias a su actuacion se ha conseguido una
reduccion del uso de antimicrobianos en un 69% y 17% en los respectivos sectores (22) siendo
un ejemplo a nivel europeo. Con este objetivo de seguir reduciendo el uso de antimicrobianos e
impulsar las buenas practicas surgio el Real Decreto 666/23 de 18 de julio (23), que regula la
distribucion, prescripcion, dispensacion y uso de medicamentos veterinarios (24). Esta ley se
introdujo con el objetivo de paliar el problema de las resistencias, estableciendo nuevos
requisitos para la gestion del uso de medicamentos y politicas farmacéuticas veterinarias,
especialmente, los antimicrobianos. Gracias a ella, se promueve el uso racional de
antimicrobianos y se demanda que los veterinarios justifiquen bien la prescripcion de los
mismos. Tampoco es mandatorio realizar un cultivo bacteriano si hay signos clinicos claros, es la
primera vez y se va a administrar un antimicrobiano de categoria D (primera linea de eleccion
veterinaria). Pero si el cuadro clinico es mas complejo o hay infeccion recurrente, se realiza un
cultivo bacteriano y un analisis de las resistencias, mediante una técnica conocida como

antibiograma.

Las tres principales técnicas para revisar la susceptibilidad de las bacterias a los antimicrobianos
son la difusion por disco (Kirby-Bauer), las microdiluciones en caldo Miieller- Hinton (MH) y el

E-test (25) (Figura 1).

e [a difusion por disco es una técnica en la que se preparan suspensiones bacterianas en

placas de agar MH para después colocarse discos con los antimicrobianos a estudiar. Tras
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un cultivo de 24h a 37°C se mide la longitud del didmetro del halo de inhibicion que
produce cada uno de esos discos en el crecimiento de la bacteria, y se compara con los
puntos de corte estandar (26) de bases de datos de organismos institucionales como el
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (27) o, como en el caso de este estudio, el
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (28) para definir
si la bacteria es resistente o sensible a cada antimicrobiano.

e La técnica de microdilucion en caldo MH se realiza en una placa multipocillo con un
gradiente de concentracion de los antimicrobianos a estudiar. Se inoculan los pocillos con
una suspension de la bacteria de interés y las placas se incuban durante 24h a 37°C. Tras
la incubacion se mide la concentracion bacteriana en cada pocillo mediante
espectrofotometria, esto nos permite determinar la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) (29) para cada antimicrobiano. Esta CMI se compara con los puntos de corte
publicados por el CLSI o EUCAST (30) para definir si la bacteria es resistente o
sensible.

e Finalmente, el E-test es una técnica que se utiliza con menor frecuencia. Permite
determinar la CMI a partir del halo de inhibicion que se produce alrededor de una tira con

un gradiente de concentracion del antimicrobiano a analizar sobre una placa de agar MH

31).
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Figura 1: Ejemplos de las tres principales técnicas para revisar la susceptibilidad a los antimicrobianos. A: Difusion

por disco (Kirby-Bauer). B: Microdiluciéon en caldo (32). C: E-test (33).

La creciente amenaza que supone la RAM en todos los &mbitos de la salud global hace necesario

un control riguroso del uso de los antimicrobianos y un seguimiento constante de los perfiles de
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resistencia bacteriana. En este contexto, la creacion de un registro sistematico de los casos
detectados en el Hospital Clinico Veterinario (HCV) de la Universidad Europea de Madrid
permitira, no solo conocer la situacion actual de la RAM en pacientes animales, sino también
sentar las bases para futuras investigaciones y medidas de accioén. Este estudio tiene como
finalidad atender a la necesidad urgente de vigilar el uso racional de antimicrobianos en el marco

de la salud global.

3. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo es realizar una recopilacion de los perfiles de RAM
detectados en el HCV de la Universidad Europea de Madrid desde su apertura en marzo de 2024
hasta abril de 2025. Por tanto, el estudio presenta una fase retrospectiva (desde marzo de 2024

hasta febrero de 2025) y otra prospectiva (desde febrero hasta abril de 2025).
Este objetivo se puede desglosar en dos objetivos especificos, que son:

1. Describir los resultados de las muestras con crecimiento bacteriano procesadas en el
hospital a lo largo de su primer afio de apertura en base al origen de la muestra (tejido/6rgano) y

la especie animal del paciente.
2. Analizar el perfil de RAM observado en cada caso.

Como objetivo secundario, en este trabajo se pretende generar un registro de las muestras con
crecimiento bacteriano recibidas en el hospital a lo largo del primer afio de apertura y de todos
sus diferentes perfiles de resistencia y sensibilidad, con el fin de facilitar la accesibilidad a los

datos y simplificar la labor en caso de un posterior estudio.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1.Recogida de muestras

Para la realizacion de este estudio, se recopilaron los informes de todas las muestras recogidas en

el HCV, respetando en todo momento la Ley de Bienestar Animal recogida en el Real Decreto
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53/2013 (34), y la ley 41/2002 de 14 de noviembre que regula la autonomia del paciente y
declara los derechos y obligaciones en cuanto a la informaciéon y documentacién clinica (35),
Dichas muestras provenian de pacientes de diferentes especies (canina, felina y equina) que
fueron derivados al HCV por diferentes razones entre marzo de 2024 y abril de 2025. El tipo de
muestra fue variado (orina, heces, heridas, lavados, etc.) y en todos los casos se recogieron los
siguientes datos: numero de identificacion en la base de datos del HCV (ID), nombre del
paciente, especie animal, tipo de muestra y fecha de recogida de la muestra. Todos estos datos a
excepcion del nombre del paciente, debido a la confidencialidad y ley 41/2002 de 14 de
noviembre (35), fueron recogidos en una base de datos de Excell para el posterior analisis de

aquellas muestras que dieron positivo en crecimiento bacteriano (Anexo I, Tabla I).

La recogida de muestras se realizd en las consultas o quir6fanos del HCV por los veterinarios
clinicos correspondientes. Dependiendo de la naturaleza de la muestra, ésta podria ser tomada
mediante hisopado, impronta de tejido o extraccion de fluido corporal. Una vez en el laboratorio,

se procesaron en las siguientes 24 horas, conservandose en nevera a 4+1°C.
4.2.Medios de cultivo

Los medios de cultivo que se utilizaron para el aislamiento y la observacién de las colonias

bacterianas fueron:

e Agar sangre como medio generalista.

e Agar MacConkey (McK) por su selectividad por las enterobacterias y debido a que
permite diferenciar entre fermentadores y no fermentadores de lactosa.

e Agar CLED para la inhibicion del crecimiento de Proteus spp. en muestras de orina.

e Agar Lab Lemco (LB) o en caso de cepas que crecian con mayor dificultad Lab Lemco
con sangre al 5% (LBs) para la obtencion de cultivos monoclonales.

e Agar Miieller Hinton (MH), y para los casos de dificil crecimiento, MH con sangre

(MHs) al 5%, para la realizacion de antibiogramas por difusion por disco.

Todos ellos fueron preparados en el mismo laboratorio mediante formulacion en polvo,
siguiendo las instrucciones del comerciante, y en el caso del LBs y MHs con suplemento de
sangre de oveja comercializada, siendo todo de la marca Oxoid™ de Thermo Fisher™. Todos los

medios de cultivo plaqueados se conservaron en nevera a 4+1°C.
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4.3.Cultivo y aislamiento bacteriano

El cultivo de las muestras se realizo manteniendo la esterilidad con mechero Bunsen, segun el

formato en el que llegaran:

e Las muestras recogidas en hisopo estaban conservadas con medio Cary Blair,
DELTALAB®. En estos casos, se realizo la siembra por agotamiento del cultivo en la
placa de Petri con el medio correspondiente segun el origen de la muestra.

e [as muestras de fluidos corporales venian en el interior de jeringas estériles. Tras
homogeneizarlas, se tomaron 100uL que se depositaron en un borde de la placa de Petri y
con un hisopo estéril se extendieron ocupando aproximadamente 1/3 de la placa. A
continuacion, se realizd una siembra por agotamiento.

e Las muestras de tejido biopsiado se cortaron por la mitad con una hoja de bisturi estéril y
con el lado recién cortado fue improntado en 1/3 de la superficie de la placa de Petri. A
continuacion, se realizd una siembra por agotamiento.

e [as muestras de heces podian llegar en un bote con gran cantidad de materia orgénica, o
en un hisopo. Los hisopos se sembraron por agotamiento como se describe anteriormente.
Las muestras de heces que llegaron en botes estériles se diluyeron en una proporcion 1:10
en agua de peptona Oxoid™ de Thermo Fisher™ y con un hisopo estéril se sembraron

por agotamiento en la placa correspondiente.

Cada muestra se sembr6 por duplicado en los medios correspondientes: agar sangre en todos los
casos, McK en caso de sospecha de Enterobacterias y CLED en caso de muestras de orina. Una
placa de cada duplicado se incubd a 37+1°C durante 24 horas en aerobiosis y otra placa se
incubd en las mismas condiciones, pero con atmosfera anaerobica mediante el uso de un sistema

AnaeroGen™ 2,5 L de Oxo0id™ de Thermo Fisher™.

Tras la incubacion se observd la existencia o ausencia de crecimiento bacteriano y en caso de
haberlo, se procedidé a la caracterizacion de las diferentes colonias formadas en cada placa,
determinando el tamafio, la forma, color de las colonias, en el caso de las placas de McK y de
Cled fermentacion o no de la lactosa, y finalmente en el caso de las placas de LBs la presencia

de hemolisis alfa (completa), beta (incompleta) o gamma (no hemolisis) (Figura 2). Las placas
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con crecimiento negativo a las 24 horas se incubaron otras 24 horas para confirmar el

crecimiento negativo de las mismas.

A B @

Figura 2: Ejemplos de placas con crecimiento microbiano procedentes de distintas muestras. (A) Cultivo de
crecimiento en masa en LBs procedente de dos colonias aisladas, una colonia no hemolitica (izquierda) y una
colonia alfa hemolitica (derecha). (B) Cultivo de orina en agar Cled con dos colonias, una fermentadora de lactosa
(coloraciéon amarilla) y otra no fermentadora (coloracion azul). (C) Cultivo de heces en McK con dos colonias, una

no fermentadora de lactosa (coloracion naranja, rodeada) y otra fermentadora (coloracion rosa).

De cada placa con crecimiento se recogio en esterilidad una unica colonia aislada para realizar
un cultivo en masa en medio LB, o en caso de las especies con peor crecimiento, también una
siembra en LBs. Todas estas placas se incubaron de la misma manera que se habian incubado las

placas iniciales de las que provenian.

4.4.1dentificacion bacteriana y conservacion de las cepas bacterianas

A partir de los cultivos el LB o LBs procedentes de aislados se realizd la tincion de Gram (36)
empleando reactivos de Thermo Scientific™ Remel™ para comprobar la morfologia de las
bacterias y su clasificacion como bacterias grampositivas o gramnegativas. A continuacion, se
realizaron las pruebas bioquimicas de actividad oxidasa mediante el uso de tiras (Cromakit®) en
el caso de las bacterias identificadas como gramnegativas, y de actividad catalasa (Cromakit®)

en el caso de las grampositivas.
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La identificacion se completd mediante el sistema RapidID™ de Thermo Fisher™ con cuatro
pruebas diferentes dependiendo de las clasificaciones previas de la tincion de Gram y las pruebas
de catalasa y oxidasa. En el caso de las bacterias grampositivas, catalasa positivas se realizé la
prueba RapidID™ Staph Plus, en el caso de las bacterias grampositivas catalasa negativas se
realizo la prueba RapidID™ STR System, para el caso de las bacterias gramnegativas oxidasa
positivas se realizo la prueba RapidID™ NF Plus System, y finalmente en el caso de las
bacterias gramnegativas oxidasa negativas se realizé la prueba RapidID™ One (Figura 3). La
observacion de la coloracion de la prueba, siguiendo el protocolo del comerciante, permitio la

identificacion del género y la especie de la cepa bacteriana.

Figura 3: Tira RapidID™ Staph Plus (izquierda) y RapidID™ One (derecha). En cada celda se lleva a cabo una
reaccion enzimatica y metabolica, lo que provoca un cambio en la coloracidon, que permite la determinacion de la

especie bacteriana.

La conservacion de las especies bacterianas de interés se llevo a cabo en agua de peptona
(Ox0id™) suplementada con glicerol al 30% (UltraPure™) en crioviales estériles de 2 mL, que

se almacenaron a -80+1°C.

4.5. Susceptibilidad a los antimicrobianos

Para estudiar la sensibilidad de las bacterias a los antimicrobianos se realizd un antibiograma
mediante el método de difusion disco-placa (Kirby-Bauer). La seleccion de los 12
antimicrobianos para el antibiograma se basod en el panel de antimicrobianos empleados de
manera rutinaria en el tratamiento de pacientes veterinarios en el momento de la realizacion del
mismo. En total se analiz6 la susceptibilidad a seis grupos de antimicrobianos: beta-lactamicos
(penicilinas, carbapenémicos y cefalosporinas), tetraciclinas, sulfamidas, anfenicoles,
aminoglucésidos y macrolidos (Anexo I, Tabla II). A partir de los cultivos en LB procedentes de
aislados se realizd una suspension en agua desmineralizada Sensititre™ de Thermo Fisher™

estéril y se homogeniz6 en un vortex hasta obtener una turbidez equivalente a 0,5 en la escala

11



Universidad
Europea MADRID

MacFarland. A continuacion, se empap6 un hisopo estéril con la suspension bacteriana y con €l
se realiz6 una siembra en césped en dos placas de agar MH (Oxo0id™. Seguidamente, se
colocaron seis de los discos de antimicrobiano en cada placa, analizandose un total de doce
antimicrobianos para cada especie bacteriana. Los antibiogramas se incubaron durante 24 horas
a 37+1°C en aerobiosis. Pasadas las 24 horas se midieron los halos de inhibicion del crecimiento
que produjeron cada uno de los antimicrobianos para cada especie bacteriana (Figura 4). Tras
esto, para cada muestra se recogi6 en un informe a qué antimicrobianos fue considerada sensible
y a qué antimicrobianos fue considerada resistente segin los puntos de corte establecidos en

EUCAST.

Figura 4: Antibiograma por difusion en disco de una especie bacteriana aislada de una muestra de orina. En la figura
de la izquierda se observa halo de inhibicion para 4 de los antimicrobianos testados y ausencia de halo en 2. En la
figura de la derecha se observa halo de inhibicion para 5 de los antimicrobianos testados y un halo cuyo diametro

indica la resistencia de la bacteria al antimicrobiano testado.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Descripcion de las muestras

Se realizaron un total de 198 cultivos bacterianos desde la apertura del HCV hasta abril de 2025.
Las muestras de las que procedian los cultivos fueron tomadas de cuatro especies taxondmicas

diferentes: canina (Canis lupus familiaris), felina (Felis catus), equina (Equus ferus caballus)y
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caprina (Capra aegagrus hircus). Las muestras procedentes de la especie canina fueron las
predominantes (59,1%) seguidas de las procedentes de la felina (36,4%), mientras que la equina

(3,5%) y la caprina (1,0%) se reportaron en menor medida (Figura 5).

Total

m Cabra ®mCanina ™ Equino = Felina

Figura 5: Representacion en un grafico circular del nimero de muestras para cada especie animal incluida en el

estudio. Se observa un claro predominio de las muestras procedentes de canes.

Las muestras incluidas fueron recogidas a partir de 19 tipos distintos de lesiones, fluidos y
tejidos corporales animales (Figura 6), dependiendo de la sintomatologia del paciente, siendo las
mas frecuentes las muestras de orina (47%), seguidas de las de bilis (8%) y liquido articular

(8%). El resto de muestras se encontraron en una frecuencia menor o igual al 5% (Figuras 6 y 7).

Total

a2t e
i

R\

= Absceso Bilis = Bolsa gutural = Broncopulmonar
= Cilculos = Exudado = Heces = Hemocultivo
= Henda Higado Leche Lesi6n supraorbitaria
Linfonodo Liqudo articular = Ligmdo cadera = Liqudo cefalorraquideo
= Liquido periimplante = Oido = Ojo = Orina
= Pancreas = Pulmén = Quiste interprostatico = Safena
Subcutaneo Tejido abdomen Timpano Traquea
Tubo nasogastrico u Vejiga » Vulvar » Yugular
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Figura 6: Representacion en un grafico circular del nimero de cada tipo de muestra bioldgica incluida en el estudio.

Se observa un claro predominio de la recepcion y analisis de muestras de orina.

Tipo de muestra (Crecimiento positivo)

11111 2

1
1
1
3

30

1

/o
=

2

Absceso Liquido subcutaneo = Bolsa gutural » Caleulos Hemocultivo = Herida = Broncopulmonar
= Traquea = Ojo = Oido = Broncoalveolar = Leche Liquido articular = Liqudo perimplante

= Orina = Tejido abdomen = Tubo nasogastrico * Vejiga Heces

Figura 7: Representacion en un gréafico circular del nimero de cada tipo de muestra biolégica con crecimiento

bacteriano. Se mantiene el predominio de la recepcion y analisis de muestras de orina.

5.2 Identificacion de los aislados obtenidos

A lo largo de todo el estudio, del total de 198 muestras, 66 dieron positivo en crecimiento
bacteriano y, por consiguiente, se continuaron utilizando para el estudio. De las 66 muestras en
las que hubo crecimiento bacteriano, se aislaron un total de 19 especies bacterianas diferentes. A
la hora de la identificacion se dieron varios casos en los que la realizacion de la tira RapidID™
no permiti6 la alcanzar el nivel de especie y simplemente permitid la determinacion del género.
Esto pudo deberse a que los sistemas de RapidID utilizados durante el estudio estaban basados
en datos de bacterias aisladas a partir de muestras humanas. Varios estudios respaldan esta
hipotesis, asegurando que los sistemas de identificacion bacteriana como el RapidID o los
sistemas API 20E de BioMerieux tienen un pequefio porcentaje de error (37,38), ya que estos
han sido desarrollados utilizando cepas humanas y no contienen suficientes cepas veterinarias en
sus bases de datos (39). Entre ambos tipos de cepas puede haber una diferencia fenotipica
significativa que implique una mayor dificultad a la hora de la identificacion con sistemas
basados en caracteristicas bioquimicas, como en este caso (40,41). Esto supone un problema ya
que limita la precision de la identificacion, lo que puede llevar a diagnosticos incorrectos y

posibles tratamientos inadecuados (42).
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Asi pues, en estas situaciones para poder llevar a cabo la identificacion de la especie se habria
requerido llevar a cabo una secuenciacion de la cepa bacteriana. El protocolo del hospital indicé
que, en estos casos, en el informe del laboratorio microbiologico para el diagndstico de los
veterinarios, se indicaria simplemente el género seguido de la abreviatura “spp.”, species
plurima en latin, que se utiliza para hacer referencia a todas o algunas de las diferentes especies

del género.

Una vez realizadas todas las identificaciones del estudio se analizaron las frecuencias de las
especies bacterianas. Hubo una clara predominancia de obtencion de E. coli con un 43,9% de
frecuencia, seguido de Pseudomonas aeruginosa con una frecuencia del 10,6%. Especies como
Staphylococcus chromogenes y Staphylococcus spp. fueron obtenidas con una frecuencia del
6,1%, especies como Streptococcus spp. y Serratia marcescens fueron obtenidas con una

frecuencia del 4,55% y finalmente el resto de especies bacterianas obtenidas a lo largo del

estudio aparecieron con una frecuencia igual o menor al 3,1% (Figura 8).

Especie aislada

4

3
4

§

29

Alcaligenss faecalis
Escherichia coli

» Morganella morganii
Pseudomonas aeruginosa

" Staphylococcus epidermidis

Corynebacterium spp.
= Klebsiella pneumoniae
» Pasteurella multocida
» Serratia marcescens

Staphylococcus spp.

» Enterobacter cloacae m Enterococcus spp.

= Klebsiella pneumoniae = Moraxella spp.
u Proteus mirabilis m Providencia rettger:
= Staphyvlococcus chromogenes ® Staphylococcus cohnii

Streptococcus spp.

Figura 8: Representacion en un grafico circular del nimero de cada especie bacteriana aislada durante el estudio. Se

observa una clara predominancia en la identificacion de Escherichia coli, seguida de Pseudomonas aeruginosa.

15



Universidad
Europea MADRID

En el momento de la realizacion del estudio, se conservaron tres cepas bacterianas con el fin de
expandir una coleccion ya existente de cepas de referencia, incluyendo diferentes especies.
Dichas cepas fueron: Pasteurella multocida, procedente de una muestra de herida que en el
ensayo de susceptibilidad antimicrobiana no obtuvo ninguna resistencia; Enterococcus spp.
procedente de una muestra de herida que en el ensayo de susceptibilidad antimicrobiana obtuvo
6 resistencias a antimicrobianos de 3 familias distintas; y finalmente una Pseudomonas
aeruginosa procedente de una muestra de orina que en el ensayo de susceptibilidad

antimicrobiana obtuvo 8 resistencias de 5 familias de antimicrobianos diferentes.

En el estudio se tratdo de identificar la presencia de alguna tendencia en la distribucion de
determinadas especies bacterianas entre las distintas muestras biologicas analizadas. Sin
embargo, el bajo nimero de muestras y aislados impidié el correcto andlisis estadistico. No
obstante, tras analizar los tipos de muestras y qué especies bacterianas se identificaron en ellas
(Anexo I, Tabla III) tinicamente fue destacable la frecuencia la aparicion de E. coli en muestras
de orina, aislandose dicha bacteria en un 83,3% de los casos. El resto de especies bacterianas
aisladas de muestras de orina fueron, Klebsiella pneumoniae, que se obtuvo en un 10% de los
casos, y Enterococcus spp. y Pseudomonas aeruginosa que se aislaron en un 3,33% de los casos
(Figura 9). Comparado con estudios previos, E. coli es la especie bacteriana que provoca
infecciones de tracto urinario en veterinaria con mayor frecuencia (43,44), lo que explica la

prevalencia de esta bacteria en este tipo de muestras bioldgicas durante el estudio.

Especie aislada
1 1

25

n Orina Enterococcus spp. Orina Escherichia coli

Orina Klebsiella pneumoniae Orina Pseudemonas aeruginosa

Figura 9: Representacion en un grafico circular del nimero de aislamientos de diferentes especies bacterianas en

muestras de orina durante el estudio. Se observa una clara predominancia de Escherichia coli.
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5.3 Sensibilidad a los antimicrobianos

Como se ha mencionado previamente, a cada especie aislada a partir de una muestra se le realizo
un antibiograma mediante el método de difusion por disco para determinar la sensibilidad de
dicha bacteria frente a aproximadamente 12 antimicrobianos seleccionados en base al panel de
los 19 antimicrobianos empleados de manera rutinaria en el tratamiento de pacientes veterinarios
en el momento que se llevo a cabo la prueba (Anexo I, Tabla I1 ). De las 66 cepas bacterianas
que fueron evaluadas mediante un antibiograma, 9 (13,6%) no presentaron resistencia a ninguno
de los antimicrobianos a los que fueron expuestas, mientras que los otros 57 (86,4%) mostraron
resistencia a al menos un antimicrobiano. De estas, 21 (36,8%) mostraron resistencia a tres o
mas familias de antimicrobianos, por lo que se consideraron bacterias multirresistentes, siendo
estas un 31,8% del total de bacterias analizadas durante el estudio. Los 21 casos de
multirresistencia se dieron entre un total de 8 especies bacterianas diferentes (Anexo I, Tabla

v).

Bacterias multirresistentes

1 2

3

= Enterobacter cloacae Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae Staphylococcus epidermidis
» Serratia marcescens ® Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus spp. ® Morganella morganii

Figura 10: Representacion en un grafico circular de las diferentes especies bacterianas que resultaron
multirresistentes en el estudio y el niimero de casos por especie. Se observa una predominancia de Pseudomonas

aeruginosa como bacteria multirresistente.

Este resultado esta asociado a estudios que analizan la preocupante situacion de las RAM, que se
han consolidado como una de las principales amenazas globales para la salud publica. En 2019

se estimd que aproximadamente 4,95 millones de personas fallecieron en todo el mundo debido
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a infecciones resistentes a antimicrobianos, de las cuales 1,27 millones fueron directamente
atribuibles a la resistencia bacteriana, y mas de 929,000 muertes resultaron consecuencia de
unicamente seis patdgenos (entre los cuales se encontraron E. coli y Klebsiella pneumoniae, que
han aparecido con frecuencia a lo largo de este estudio, con perfiles de resistencia preocupantes),
cifras que resultan alarmantes. Mas del 70% de estas muertes se relacionaron con resistencia a
antimicrobianos de primera linea como los B-lactdmicos, lo que evidenci6 que los tratamientos
estandar pierden efectividad con el paso del tiempo. Este aumento de las RAM de primera linea
también se ha documentado en infecciones animales. Esto implica un desafio significativo para
los veterinarios, ya que las RAM afectan tanto a la salud animal como a la salud publica en

general (13.45).

Debido a que la seleccion de los antimicrobianos para cada ensayo de susceptibilidad estaba
condicionada por las caracteristicas de cada caso clinico, en este trabajo no todos los
antimicrobianos se emplearon de manera equitativa por lo que los resultados de las resistencias
para cada uno de ellos no fueron comparables directamente en la mayoria de casos (Tabla 5).
Para poder llevar a cabo una comparacion de las resistencias entre diferentes antimicrobianos es
necesario comparar los porcentajes que indiquen la frecuencia de casos de resistencia para cada
uno (cantidad de casos de resistencias/cantidad de veces que se ha utilizado). Véase el caso del
Imipenem (IMI) (Anexo I, Tabla II), al cual presentaron resistencia 23 de las bacterias aisladas,
frente a la Amoxicilina (AML), a la cual inicamente 1 bacteria ha tenido resistencia; en cambio
el IMI ha sido utilizado 66 veces, mientras que la AML simplemente ha sido utilizada 7. Si se
lleva a cabo una comparacioén de porcentajes se comprueba que el IMI ha tenido un porcentaje

de 34,8% de resistencias y la AML un 14,3% (Tabla 5).
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Tabla 5: Ntimero de usos de cada antimicrobiano para la realizaciéon de un antibiograma a lo largo del estudio.

Antimicrobiano N° usos N° casos de resistencia | Antimicrobiano N° usos N° casos de resistencia
(% frecuencia) (% frecuencia)
AMC y IMI 66 23 (34,8%) STX 61 15 (24,6%)
AMP 39 18 (46,2%) P 30 21 (70,0%)
CTXy CAZ 37 6 (16,2%) AML 7 1 (14,3%)
CIP 53 8 (15,1%) EFT y CN 30 4 (13,3%)
C 51 9(17,6%) AZM 24 4 (16,7%)
MAR 33 7 (21,2%) DTX 32 14 (43,8%)
CL 39 10 (25,6%) ENR 61 18 (29,5%)
TE 37 13 (35,1%) AK 30 3 (10,0%)

Los antimicrobianos frente a los cuales se detecté un mayor nimero de resistencias, y por tanto
se consideran menos eficaces, fueron la penicilina (P) con un 70,0% [21/30] de perfiles de
resistencia, y la ampicilina (AMP) con un 46,2% [18/39] de perfiles de resistencia, ambas
pertenecientes a la familia de los B-lactdmicos y subfamilia de las penicilinas (Anexo I, Tabla I).
Por otro lado, la amikacina (AK) y la gentamicina (CN), ambas de la familia de los
aminoglucoésidos, y el ceftiofur (EFT), de la familia de los B-lactdmicos y subfamilia de las
cefalosporinas, tuvieron los menores casos de resistencia, con porcentajes de 10% [3/30] y
13,3% [4/30] respectivamente (Tabla 5), siendo por tanto los antimicrobianos mas eficaces en
este estudio. Un trabajo que se realiz6 en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad
Alfonso X en Madrid obtuvo frecuencias de resistencias similares cuando analizaron muestras
recogidas de diferentes superficies del hospital (46). En paralelo, un segundo estudio que se
realizd con gatos callejeros, gatos hospitalizados, y trabajadores de un veterinario en Corea del
Sur obtuvieron resultados que mostraban frecuencias de RAM similares a este estudio, tanto para
la AMP, como para las cefalosporinas, pero en cambio los carbapenémicos en dicho estudio

tuvieron frecuencias muy bajas en comparacion con este (47).

En el caso del IMI, resulta interesante que se haya obtenido un 34,8% [23/66] de frecuencia de

resistencias ya que los carbapenémicos unicamente estan permitidos para el tratamiento de casos
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clinicos excepcionales y no se encuentran aprobados para su uso rutinario en veterinaria por
agencias regulatorias como la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus
siglas en inglés) (48) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, por sus siglas en inglés)
(49), pero si se encuentran aprobados para su uso en medicina humana (50) para su uso
hospitalario o en infecciones causadas por bacterias multirresistentes. Esto puede indicar una
posible transmision de genes de RAM desde bacterias patégenas de humanos a bacterias
patdgenas de animales. Gran cantidad de estudios respaldan la existencia de este fendmeno, el
cual se ha estudiado especialmente en situaciones domésticas, demostrandose transmision de
bacterias resistentes o transferencias de genes de resistencia entre bacterias patdgenas de
animales domésticos a sus duefios, o viceversa (51). Este escenario reafirma la importancia del
enfoque “One Health” y la necesidad de poner en practica estrategias de control frente a este tipo

de situaciones.

Las resistencias han puesto en riesgo la eficacia de numerosos antimicrobianos que
anteriormente han sido fundamentales en el tratamiento de infecciones graves. Un documento
del 2024 de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) destaca que las familias de
antimicrobianos mas comprometidas son las cefalosporinas, los carbapenémicos, las
polimixinas, las quinolonas y los aminoglucésidos, clasificados por la OMS como
“antimicrobianos de maxima prioridad criticamente importantes” (HPCIA). Este documento
confirma que se ha registrado resistencia frente a todas las familias de antimicrobianos incluidos

en los paneles de sensibilidad antimicrobiana, incluyendo:

e [Los considerados altamente importantes (tetraciclinas, sulfonamidas, anfenicoles,
penicilinas de 1.* y 2.? generacion).

e Los criticamente importantes (macrolidos, aminoglucosidos).

e Los de maxima prioridad (cefalosporinas de ultima generacién, quinolonas y

polimixinas).

Esto evidencia la disminucion de los tratamientos antimicrobianos eficaces y demuestra la
amenaza de la transmision global de genes de resistencia entre bacterias, especialmente de
algunas como Escherichia coli, Salmonella spp. y Klebsiella spp.. La OMS destaca que esta
presion selectiva se ve agravada por el uso no humano de antimicrobianos, como seria el caso

del ambito veterinario y produccion alimentaria. Se exigen medidas urgentes de vigilancia,
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regulacion y control de los antimicrobianos bajo un enfoque integral “One Health” que abarque

la salud humana, animal y ambiental (52).

5.4 Analisis individualizado del perfil de resistencia de Escherichia coli

Debido a que en el estudio Uinicamente se obtuvo un tamafio muestral suficiente en el caso de
aislados de E. coli, el andlisis del perfil de resistencia se realizd solamente sobre esta especie

bacteriana.

E. coli fue expuesta al total de los 19 antimicrobianos incluidos en el panel de este estudio, pero
no fue expuesta a todos en igual cantidad. Unicamente 6 de estos antimicrobianos fueron
expuestos una cantidad de veces suficientes para realizar un histograma (Figura 11) y revisar los
perfiles de resistencia. Estos fueron: amoxicilina-clavuldnico (AMC), ciprofloxacina (CIP),
cloranfenicol (C), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), imipenem (IMI) y enrofloxacina (ENR).
Tras la realizacion de los histogramas se pudo comprobar que los antimicrobianos AMC, IMI y
ENR presentaron al menos un caso de RAM, siendo AMC el menos efectivo para esta bacteria,
si se basa en la media del tamafio de los didmetros formados por los halos de inhibicion, en
contraste con el punto de corte, mientras que si se basa en la frecuencia de resistencias el IMI
resulta el menos efectivo. Por otro lado, CIP, SXT y C no presentaron ningun caso, siendo el
SXT el mas efectivo para E. coli, basandose en la media del tamafio de los halos de inhibicion en

contraste con el punto de corte (Tabla 6).
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Tabla 6: Media de la longitud del halo de inhibicién de todos los aislados de E.coli y punto de corte extraido de

EUCAST para cada antimicrobiano del que se ha realizado un histograma.

Antimicrobiano Media longitud del halo Punto de corte extraido Porcentaje de
de inhibicion (mm) de EUCAST (mm) resistencias
Amoxicilina-clavulanico 18,7 19 20,7%
(AMC)
Ciprofloxacina (CIP) 29,3 24 0%
Cloranfenicol (C) 22,9 17 0%
Trimetoprim- 22,6 11 0%
sulfametoxazol (SXT)
Imipenem (IMI) 23,0 21 31%
Enrofloxacina (ENR) 27,4 25 3,7%
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Figura 11: Histogramas del diametro del halo de inhibicién (eje y) frente a cada caso de aislamiento de Escherichia

coli (eje x) para los 6 antimicrobianos mas usados en los ensayos de susceptibilidad de esta bacteria. La linea

discontinua indica el punto de corte extraido en EUCAST para cada antimicrobiano en E. coli (por encima de la

linea se encuentran los halos que se consideran sensibles y en la linea o por debajo de ella los halos que se

consideran resistentes).

Diversos estudios han analizado la resistencia de E. coli a estos antimicrobianos. En el caso de la

AMC se observaron frecuencias de casos de resistencias bajas, llegando a porcentajes de

sensibilidad en el 100% de los casos en aislados procedentes de terneros y su entorno (53), u

obteniendo resistencias en un 4,44% de los aislamientos de mamiferos silvestres en Ecuador (54)
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y en porcinos de Catalufia (55); aunque en algin estudio se han reportado porcentajes de
resistencia de aproximadamente el 95% (56). Por otro lado, la resistencia a la CIP se reporta
como elevada, llegando a frecuencias del 89% en humanos y del 100% en pollos (57), como un
23,3% en mamiferos salvajes (54), y en porcinos (55). En cuanto al C, se ha registrado un 100%
de resistencia en bacterias aisladas de terneros (53). Respecto al SXT, la tasa de resistencias es
también alta, con frecuencias del 60,1% en aislamientos de muestras de orina humana en México
(58), 28,9% en animales silvestres (54). Por el contrario, el IMI presenta una eficacia alta,
reportandose una sensibilidad del 100% en terneros (53) y en muestras porcinas (55).
Finalmente, para la ENR se ha registrado resistencia del 100% en muestras humanas y animales
(57), asi como en porcinos (55) y terneros (53). Los resultados obtenidos en dichos estudios
discrepan de los resultados obtenidos en este estudio, donde se observan porcentajes de
resistencia a la AMC mas altos, mucho mas bajos para ENR, ninguna resistencia a CIP, C y SXT,

y mucho maés elevados para IMI.

Otros trabajos detallan los cambios temporales de los perfiles de resistencia en E.coli. El primero
de ellos estudid la variacion temporal de aislamientos procedentes de muestras de orina humana
en Sidney entre los afios 2008 y 2018, obteniendo resultados que demostraron el aumento de las
resistencias a SXT desde un 15,1% a un 22,5% y de las resistencias a AMC desde un 1,6% a un
7,4% (59). El segundo estudio (60) reportd la variacion geo-temporal de aislamientos
procedentes de muestras porcinas de diferentes paises europeos entre los afios 2004 y 2017,

obteniendo los siguientes resultados:

e Un aumento de la resistencia a SXT desde un 37,5% a un 55,6%.

e Un aumento de la resistencia a AMC desde un 1,2% a un 2%.

e Un aumento de la resistencia a C desde un 16,5% a un 23,6%.

e Una disminucion de la resistencia a CIP desde un 0,5% a un 0%.

e [os niveles de RAM eran menores en paises como Noruega, Suecia y Finlandia, donde se
usaron menor cantidad de antimicrobianos en la industria porcina; y los niveles eran
mayores en paises como Espafia, Portugal y Bélgica, donde se usaron antimicrobianos

con mayor frecuencia.

Los resultados obtenidos en los trabajos publicados mencionados difieren de los resultados
obtenidos en este, donde se observan aumentos de la frecuencia de resistencia a IMI y AMC, y

por otro lado una disminucion de la frecuencia a ENR, CIP, C y SXT, en comparacion con
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dichos trabajos. Esto puede deberse a varias razones, la principal es la evidente diferencia de las
condiciones en las que se llevaron a cabo los estudios. El disefio metodoldgico no fue el mismo,
la homogeneidad en el tipo de muestras y en la cantidad de cada una de ellas fue distinta.
Ademas de esto, los otros estudios contaban con un tamafio muestral mucho mayor y se realizé

un analisis mas profundo.

Dado que este estudio se desarrolld en un laboratorio clinico veterinario, no fue posible ejercer
control sobre el nimero y tipo de muestras recibidas y posteriormente analizadas, tampoco sobre
las bacterias aisladas de dichas muestras, asi como en los antimicrobianos incluidos en los test de
sensibilidad. Esto condiciond significativamente el disefio del trabajo. La falta de homogeneidad
en estos aspectos ha imposibilitado la realizacion de andlisis estadisticos solidos debido al bajo
tamafio muestral (N). Estas limitaciones también impidieron establecer comparaciones fiables
entre la eficacia de las distintas familias de antimicrobianos. Asimismo, los bajos casos de
aislamiento de muchas de las especies bacterianas han dificultado el andlisis individualizado y
comparativo entre las diferentes especies, permitiendo tnicamente un analisis mas detallado
sobre los casos de Escherichia coli aislados en muestras de orina y sus perfiles de resistencia,

por ser estos los mas frecuentes a lo largo del estudio.

5.5 Enfoque de Objetivos de Desarrollo Sostenible

Este estudio se enmarca dentro del enfoque One Health y contribuye directamente a los

Objetivos del Desarrollo Sostenible (61) mediante 4 objetivos diferentes:

e ODS 3 (Salud y bienestar): En el marco de este objetivo se identifican dos metas
especificas a las cuales el estudio contribuye significativamente. Meta 3.3, que busca
combatir enfermedades transmisibles, puesto que este estudio ayuda a mejorar
diagnosticos, guiar tratamientos adecuados y prevenir resistencias, y la Meta 3.9, que
busca reducir enfermedades relacionadas con productos quimicos peligrosos, como
seria el ejemplo de los antimicrobianos usados irresponsablemente.

e ODS 12 (Produccion y consumo responsables): El propdsito de este objetivo se
cumple con la insistencia a lo largo del estudio del uso responsable y racional de los

antimicrobianos.
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e ODS 15 (Vida de ecosistemas terrestres): El uso excesivo de antimicrobianos en
animales puede tener efectos en la fauna, suelos y ecosistemas, por ello, el énfasis que
se hace durante este estudio en la vigilancia para evitar la propagacion de resistencias
que puedan afectar también al medioambiente, cumple con el marco de este objetivo.

e ODS 17 (Alianzas para lograr los objetivos): Al tratarse de un de un estudio que
implica el enfoque multidisciplinar de “One Health”, la colaboracion entre

profesionales de diferentes disciplinas refuerza este objetivo.

6. CONCLUSIONES

Este estudio pone de manifiesto la importancia de realizar el andlisis microbiologico, incluyendo
la identificacién bacteriana y los ensayos de susceptibilidad a antimicrobianos, en pacientes
veterinarios, no solo para mejorar el diagnostico y tratamiento individual de cada paciente, sino
también como una herramienta para la vigilancia y la gestion de las RAM. Gracias a estos
procedimientos se pudo realizar un registro de las especies bacterias circulantes del HCV y sus

perfiles de resistencia.

Entre los hallazgos mas relevantes, se destaca el aislamiento frecuente de Escherichia coli en
muestras de orina. La frecuencia, a lo largo de todo el estudio, de aislamientos bacterianos con
resistencia y multirresistencia resultd alarmante, lo que demanda implementar medidas de
control de los antimicrobianos de manera inmediata. El principal hallazgo fue una alta frecuencia
de resistencia a multiples antimicrobianos, destacando un 70% en penicilina y un preocupante
34,8% en imipenem, a pesar de su uso restringido en veterinaria. Este tltimo resultado corrobora

la transmision de dichas resistencias entre patdgenos animales y humanos.

Este estudio ha presentado algunos casos de ineficacia de identificacion bacteriana por el método
RapidID™, por lo que seria pertinente ampliar a un ambito veterinario las bases de datos de
dichas pruebas, o incorporar herramientas como MALDI-TOF o PCR en tiempo real,
permitiendo una identificacion mas precisa y corta, que facilitaria tratamientos mas precisos y
reduciria el uso empirico de antimicrobianos. Por otro lado, el uso de la secuenciacion genomica

permitiria rastrear genes de resistencia y comprender mejor los mecanismos de resistencia.
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En definitiva, la identificaciéon bacteriana y los ensayos de susceptibilidad de las muestras
clinicas veterinarias no solo son pilares fundamentales del diagndstico, sino también una
funcional herramienta para combatir el problema de las RAM. Los resultados obtenidos aportan
evidencia de este problema y refuerzan la necesidad urgente de tomar medidas conjuntas entre la
salud veterinaria y la salud humana para preservar la eficacia de los antimicrobianos y asegurar a

largo plazo la salud global.

Conflicto De Intereses: La autora declara no tener ningtn conflicto de intereses.
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8. ANEXOS

ANEXO L.

Tabla I: Registro de las muestras recogidas en el HCV. Datos: ID del estudio, fecha de recogida, especie del

paciente, origen de la muestra biologica y especie bacteriana aislada de la muestra.

ID Recogida de Especie animal Muestra Especie aislada
muestra
1
05/07/2024 Felina Orina Escherichia coli
2
19/07/2024 Canina Orina Escherichia coli
3
30/07/2024 Canina Calculos Escherichia coli
4 Klebsiella
29/08/2024 Canina Orina pneumoniae
5
09/09/2024 Canina Oidos Staphylococcus spp.
6
10/09/2024 Canina Orina Escherichia coli
7 Klebsiella
16/09/2024 Canina Orina pneumoniae
8 Enterobacter
16/09/2024 Canina Herida cloacae
9 Enterobacter
25/09/2024 Canina Herida cloacae
10 Staphylococcus
25/09/2024 Canina Herida chromogenes
11 Staphylococcus
26/09/2024 Canina Herida epidermidis
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12

27/09/2024 Canina Orina Escherichia coli
13

27/09/2024 Canina Orina Escherichia coli
14

30/09/2024 Felina Orina Escherichia coli
15

02/10/2024 Felina Orina Escherichia coli
16

02/10/2024 Felina Orina Escherichia coli
17

14/10/2024 Canina Calculos Escherichia coli
18

18/10/2024 Felina Tubo nasogastrico Escherichia coli
19 Pseudomonas

21/10/2024 Canina Liquido articular aeruginosa
20

22/10/2024 Canina Orina Escherichia coli
21

23/10/2024 Canina Orina Escherichia coli
22 Pseudomonas

23/10/2024 Felina Tejido abdomen aeruginosa
23

24/10/2024 Canina Liquido articular | Staphylococcus spp.
24

25/10/2024 Felina Orina Escherichia coli
25

28/10/2024 Canina Liquido articular | Serratia marcescens
26 Pseudomonas

31/10/2024 Canina Liquido articular aeruginosa
27

05/11/2024 Felina Orina Escherichia coli
28

11/11/2024 Canina Orina Escherichia coli
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29

13/11/2024 Canina Orina Escherichia coli
30

25/11/2024 Cabra Leche Providencia rettgeri
31 Staphylococcus

25/11/2024 Cabra Leche cohnii
32

25/11/2024 Canina Orina Escherichia coli
33

25/11/2024 Canina Hemocultivo Serratia marcescens
34

25/11/2024 Canina Vejiga Serratia marcescens
35 Klebsiella

28/11/2024 Canina Orina pneumoniae
36

02/12/2024 Canina Heces Escherichia coli
37

04/12/2024 Canina Orina Enterococcus spp.
38

05/12/2024 Felina Orina Escherichia coli
39 Staphylococcus

09/12/2024 Canina Liquido articular chromogenes
40 Staphylococcus

11/12/2024 Felina Oidos chromogenes
41 Pseudomonas

16/12/2024 Canina Liquido articular aeruginosa
42

09/01/2025 Canina Orina Escherichia coli
43 Pseudomonas

15/01/2025 Canina Liquido articular aeruginosa
44

30/01/2025 Felina Orina Escherichia coli
45 Pasteurella

03/02/2025 Canina Herida multocida
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46

04/02/2025 Felina Orina Escherichia coli
47

05/02/2025 Canina Orina Escherichia coli
48

05/02/2025 Canina Herida Enterococcus spp.
49 Pseudomonas

11/02/2025 Canina Ojo aeruginosa
50

12/02/2025 Equino Broncopulmonar Streptococcus spp.
51

18/02/2025 Canina Oidos Staphylococcus spp.
52 Pseudomonas

25/02/2025 Canina Orina aeruginosa
53

25/02/2025 Canina Orina Escherichia coli
54

26/02/2025 Canina Orina Escherichia coli
55 Liquido Staphylococcus

05/03/2025 Canina periimplante chromogenes
56

11/03/2025 Canina Broncoalveolar Moraxella spp.
57

26/03/2025 Canina Orina Escherichia coli
58

27/03/2025 Felina Orina Escherichia coli
59 Morganella

01/04/2025 Canina Liquido subcutaneo morganii
60

03/04/2025 Canina Liquido subcutaneo|  Proteus mirabilis
61

04/04/2025 Canina Orina Escherichia coli
62

07/04/2025 Equino Traquea Streptococcus spp.
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63

07/04/2025 Canina Oidos Staphylococcus spp.
64

08/04/2025 Equino Bolsa gutural Streptococcus spp.
65

11/04/2025 Canina Absceso Alcaligenes faecalis
66 Corynebacterium

11/04/2025 Canina Absceso spp.
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Tabla II: Antimicrobianos utilizados para el estudio, clasificados por familias, junto con su respectivo codigo de

letras que aparece en los discos antimicrobianos empleados en la realizacion de los antibiogramas.

Clase Antimicrobianos Codigo
Beta-lactimicos Penicilinas Amoxicilina-Clavulanico AMC
Amoxicilina AML
Ampicilina AMP
Penicilina G P
Ciprofloxacina CIP
Marbofloxacina MAR
Enrofloxacina ENR
Carbapenémicos Imipenem IMI
Cefalosporinas Cefotaxima CTX
Ceftiofur EFT
Cefalexina CL
Ceftazidima CAZ
Tetraciclinas Tetraciclina TE
Doxiciclina DXT
Sulfamidas Trimetoprim-Sulfametoxazol SXT
Anfenicoles Cloranfenicol C
Aminoglucésidos Amikacina AK
Gentamicina CN
Macroélidos Azitromicina AZM
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Tabla III: Especies bacterianas aisladas para cada tipo de muestra analizada en el estudio. En la columna de la

derecha, nimero de especies aisladas en cada caso.

Muestra Especie aislada Cuenta de Especie aislada
Alcaligenes faecalis 1
Absceso Corynebacterium spp. 1
Total Absceso 2
Bolsa gutural Streptococcus spp. 1
Total Bolsa gutural 1
Broncoalveolar Moraxella spp. 1
Total Broncoalveolar 1
Broncopulmonar Streptococcus spp. 1
Total Broncopulmonar 1
Calculos [Escherichia coli 2
Total Calculos 2
Heces [Escherichia coli 1
Total Heces 1
Hemocultivo Serratia marcescens 1
Total Hemocultivo 1
[Enterobacter cloacae 2
Enterococcus spp. 1
Pasteurella multocida 1
Staphylococcus chromogenes 1
Herida Staphylococcus epidermidis 1
Total Herida 6
Providencia rettgeri 1
Leche Staphylococcus cohnii 1
Total Leche 2
Pseudomonas aeruginosa 4
Serratia marcescens 1
Staphylococcus chromogenes 1
Liquido articular Staphylococcus spp. 1
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Total Liquido articular 7
Liquido periimplante Staphylococcus chromogenes 1
Total Liquido periimplante 1
Morganella morganii 1
Liquido subcutaneo Proteus mirabilis 1
Total Liquido subcutaneo 2
Staphylococcus chromogenes 1
Oidos Staphylococcus spp. 3
Total Oidos 4
Ojo Pseudomonas aeruginosa 1
Total Ojo 1
[E'nterococcus spp. 1
[Escherichia coli 25
Klebsiella pneumoniae 3
Orina Pseudomonas aeruginosa 1
Total Orina 30
Tejido abdomen Pseudomonas aeruginosa 1
Total Tejido abdomen 1
Traquea Streptococcus spp. 1
Total Traquea 1
Tubo nasogastrico Escherichia coli 1
Total Tubo nasogastrico 1
Vejiga Serratia marcescens 1
Total Vejiga 1
Total general 66
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Tabla IV: Casos de multirresistencia en el estudio. Especie bacteriana, nimero de sensibilidades y resistencias que
tuvo cada especie bacteriana a diferentes antimicrobianos y nimero de familias o clases de antimicrobianos a los

que fue resistente la especie bacteriana.

Bacteria N° sensibilidades N° resistencias N° familias resistentes
[Enterobacter cloacae 8 4 3
Enterobacter cloacae 5 12 6
[Escherichia coli 9 5 3
[Escherichia coli 9 5 4
[Escherichia coli 10 4 3
[Escherichia coli 9 3 3
Klebsiella pneumoniae 6 10 4
Klebsiella pneumoniae 9 10 4
Staphylococcus

epidermidis 8 3 3
Serratia marcescens 7 5 3
Serratia marcescens 5 5 5
Serratia marcescens 5 7 4
Pseudomonas aeruginosa 7 9 5
Pseudomonas aeruginosa 3 11 6
Pseudomonas aeruginosa 4 10 6
Pseudomonas aeruginosa 5 10 6
Pseudomonas aeruginosa 5 6 4
[Pseudomonas aeruginosa 4 8 5
Pseudomonas aeruginosa 6 5 4
[Enterococcus spp. 9 3 3
[Enterococcus spp. 11 6 3
(Morganella morganii 6 6 3
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ANEXO II.

LISTADO DE ABREVIATURAS

- RAM: Resistencia a antimicrobianos

- CMI: Concentracion minima inhibitoria

- McK: Agar MacConkey

- LB: Agar Lab Lemco

- LBs: Agar Lab Lembo con sangre

- Cled: Agar CLED

- MH: Agar Miieller-Hinton

- MHs: Agar Miieller-Hinton con sangre

- CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute

- EUCAST: Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
- MDR: Multi Drug Resistant, Multirresistente

- HCV: Hospital Clinico Veterinario

- PRAN: Plan Nacional de Resistencia a Antimicrobianos
- CIA: Antimicrobianos Criticamente Importantes
- AMC: Amoxicilina-Clavulanico

- AML: Amoxicilina

- AMP: Ampicilina

- P: Penicilina

- CIP: Ciprofloxacina

- MAR: Marbofloxacina

- ENR: Enrofloxacina

- IMI: Imipenem

- CTX: Cefotaxima

- EFT: Ceftiofur

- CL: Cefalexina

- CAZ: Ceftazidima

- TE: Tetraciclina

- DXT: Doxiciclina

- SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol
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C: Cloranfenicol

AK: Amikacina

CN: Gentamicina

AZM: Azitromicina

EMA: Agencia Europea de Medicamentos

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

HPCIA: Antimicrobianos de Maxima Prioridad Criticamente Importantes
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