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RESUMEN

Se analizaron 39 muestras de colecta uterina proveniente de hembras caninas
enteras diagnosticadas con piometra en la ciudad de Trujillo, con el objetivo de
identificar y evaluar la sensibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas de
enterobacterias encontradas, que son los microrganismos aislados de mayor
frecuencia. La toma de muestra fue mediante aspiracion con jeringa de los
cuernos uterinos posterior a la ovariohisterectomia (OVH). Dichas muestras
fueron llevadas a cultivos en agar Mac Conkey y agar sangre, para ser sometidas
a pruebas bioquimicas para identificacién bacteriana. Posteriormente se evalud
la susceptibilidad antimicrobiana de cada cepa mediante el método Kirby Bauer.
De las muestras colectadas, solo 37 presentaron desarrollo bacteriano y se
aislaron 38 cepas bacterianas. La principal enterobacteria aislada fue E. coli
(75.7%), seguido de Enterobacter spp. (8.1%), Proteus spp. (2.7%) y Klebsiella
spp (2.7%). Se determiné que cepas de E. coli aisladas eran sensible a
cefalexina (100%), gentamicina (100%), ceftriaxona (96.4%), norfloxacina
(96.4%), ciprofloxacina (96.4%), aztreonam (96.4%), Amoxicilina asociado a
acido clavulanico (82.1%), cefalotina (82.1%), y cloranfenicol (78.6%); pero
resistente a tetraciclina (42.9%), Trimetropim mas sulfametoxazol (39.3%) y
ampicilina (17.9%). Mientras que Enterobacter spp. es sensible solo a
Gentamicina (100%), Ciprofloxacina (66.7%) y doxiciclina (66.7%); pero
resistente a ampicilina (100%), cefalotina (100%), ceftriaxona (100%), cefalexina
(100%), gentamicina (100%), Trimetropim mas sulfametoxazol (100%) y
tetraciclina (100%). Klebsiella spp. presentdé resistencia a aztreonam,
trimetropim/sulfametoxazol y cloranfenicol, ademas de su resistencia intrinseca.
Y Proteus spp. resultd altamente sensible excepto a Trimetropim/sulfametoxazol

y tetraciclinas.

Palabras clave: Colecta uterina, bacterias, OVH, resistencia, Escherichia coli
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ABSTRACT

39 samples of uterine collection were analyzed from whole female dogs
diagnosed with pyometra in the city of Trujillo, with the aim of identifying and
evaluating the in vitro antimicrobial sensitivity of the enterobacteria strains found,
which are the most frequently isolated microorganisms. The sample was taken
by aspiration with a syringe from the uterine horns after OVH. These samples
were cultured on Mac Conkey agar and blood agar, for biochemical tests for
bacterial identification. Subsequently, the antimicrobial susceptibility of each
strain was evaluated using the Kirby Bauer method. Of the collected samples,
only 37 showed bacterial growth and 38 bacterial strains were isolated. The main
enterobacteria isolated was Escherichia coli (75.7%), followed by Enterobacter
spp. (8.1%), Proteus spp. (2.7%) and Klebsiella spp. (2.7%). It was determined
that isolated E. coli strains were sensitive to cephalexin (100%), gentamicin
(100%), ceftriaxone (96.4%), norfloxacin (96.4%), ciprofloxacin (96.4%),
aztreonam (96.4%), amoxicillin associated with clavulanic acid (82.1%),
cephalothin (82.1%), and chloramphenicol (78.6%); but resistant to tetracycline
(42.9%), Trimethoprim plus sulfamethoxazole (39.3%) and ampicillin (17.9%).
While Enterobacter spp. is only sensitive to Gentamicin (100%), Ciprofloxacin
(66.7%) and doxycycline (66.7%); but resistant to ampicillin (100%), cephalothin
(100%), ceftriaxone (100%), cephalexin (100%), gentamicin (100%),
Trimethoprim plus sulfamethoxazole (100%) and tetracycline (100%). Klebsiella
spp. presented resistance to aztreonam, trimethoprim/sulfamethoxazole and
chloramphenicol, in addition to its intrinsic resistance. And Proteus spp. was
highly sensitive except to Trimethoprim/sulfamethoxazole and tetracyclines.

Keywords: Uterine collection, bacteria, OVH, resistance, Escherichia coli.



l. INTRODUCCION

Actualmente el perro, la especie mas comun por la que optan los
duefios de mascotas y el paciente de mayor frecuencia en clinica de menores,
suele padecer de enfermedades que afectan a diferentes aparatos o sistemas.
Entre ellos el aparato genital que es el cuarto aparato mas afectado
frecuentemente, representando al 4.29% de la casuistica en las clinicas
veterinarias (Olguin, 2019); Entre las mas frecuentes esta la piometra, ya que
afecta en un 23% a las hembras enteras (Zufiga, 2012; Salazar y Cabrera,
2019). Incluso una investigacion en ecuador sobre las principales patologias que
afectan el aparato reproductivo femenino incluye la piometra entre las mas

frecuentes (Torres, 2022).

La piometra es una enfermedad del tracto reproductivo proveniente
del llamado como complejo hiperplasia quistica (HEQ), que es un endometrio
con cambios patologicos por el aumento de progesterona, y la interaccion
bacteriana, cuyo principal agente causal reportado es la Esherichia coli (62 —
90%) (Silva y Loaiza, 2007).

En la zona de Tacna, se reportdé que la piometra afecta
incidentemente al 1.27% de las hembras de edad reproductiva, siendo las perras
de mayor edad (>10) y las de raza mestiza las de mayor frecuencia (Astete,
2015). Otros estudios en Bolivia y Ecuador coinciden que la incidencia de
piometra en la poblacion de total de canes es del 4% en los afios 2020 - 2021 y
2004 respectivamente. (Silva, 2021; Silva y Loaiza, 2007). Estos reportes nos
muestran la importancia de este tipo de infeccion en las clinicas veterinarias
actualmente ya que puede comprometer el potencial reproductivo y el riesgo de

mortalidad del paciente (Silva y Loaiza, 2007).

Las bacterias de esta infeccion evolucionan con el pasar de los
anos. Al igual que su susceptibilidad ante antimicrobianos debido al uso
frecuente de antibidticos en la practica de clinica diaria para enfrentar infecciones

gue se presentan, volviéndose asi resistentes ante antibiéticos a los cuales antes



eran sensibles. Con la aparicibn de cepas bacteriana resistentes los
antibacterianos empiezan a perder eficacia, fueron tal los resultados de las
estadisticas en el afio 2000 que se conocid como el afio de la “crisis de
resistencia” (Doti, 2009).

Actualmente en Brasil se reporta que el 48% de E. coli provenientes
de piometras son multirresistentes a antibioticos (Agostinho, 2013). Puesto que
las enterobacterias son una de las causas principales del desarrollo de piometras
es que se realiza este estudio para obtener informacién acerca de la
susceptibilidad antimicrobiana y nos ayude a los médicos veterinarios a evitar
complicaciones y prondésticos muy graves debido a la falta de informacion.
Ademas, que como médicos veterinarios tenemos el deber de eliminar la
renuencia a usar otros tratamientos ademas de los conocidos para asi frenar la

resistencia de bacterias.

Por otro lado, la falta de exdmenes y pruebas complementarias a
las mascotas, aumenta el desconocimiento del agente causante y su
susceptibilidad ante las herramientas (antibiéticos) que usamos como
tratamiento; afectando a su vez la recuperacion del canino con respecto a las
enfermedades (Torres, 2022). Ya que, al no ser identificados los
microorganismos causantes, se generan posibles cepas resistencias al aplicar

antibiéticos indiscriminadamente.

Por ello, el objetivo del presente estudio es determinar los
principales agentes bacterianos causantes de piometra canina y su resistencia
antimicrobiana de las enterobacterias encontradas, en la ciudad de Trujillo, de
manera que se brinde al médico veterinario mayor conocimiento sobre la
condicion actual de estas cepas bacterianas y en el futuro determinar las terapias
antibioticas con mayor eficacia para que su aplicacion, disminuya los casos de
resistencia antimicrobiana y evite el uso indiscriminado de antibiéticos; siendo

esta la importancia de los datos obtenidos en la investigacion.



II.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Definicién de Piometra

Es una enfermedad hormonal progesterona dependiente del Gtero
que progresa de un Complejo Hiperplasia endometrial quistico hacia una
complicacion infecciosa bacteriana. (Silva y Loaiza, 2007). Aungque no siempre
la HEQ precede a la piometra; en animales jévenes se presenta previo al
desarrollo de piometra por la aplicacion de hormonas reproductivas con el fin de

evitar la prefiez (estrégeno y progesterona) (Feldman y Nelson, 2007).

2.2 Epidemiologia

A nivel mundial la investigacién mas reciente realizada en Reino
unido la frecuencia de presentacion de piometra fue de 2.2% (Gibson et al.,
2013).

En el Pera se reportaron las frecuencias de casos de piometra de
lima, en el periodo de los afios 2011 -2013, y Tacna, en el periodo 2010 — 2014,
de 4.4+0.58% (Solano et al., 2019) y 1.27% respectivamente (Astete, 2015).

2.2.1 Factores Predisponente o de riesgo

Aungque la piometra puede desarrollarse entre los seis meses
(después de la presentacion del primer estro) y 16 afios (Silva y Loaiza, 2007).
Los estudios reportan la edad como un factor asociado y de riesgo a cuadro
compatible con piometra. (Niskanen y Thrusfiel, 1998; Chang-Ming et al., 2005;
Egenvall et al., 2001 y Quispe, 2019). El rango de edad de mayor frecuencia,
sobre todo en Perd, se encuentra a partir de los nueve afios de edad en adelante.
(Chang-Ming et al., 2005; Astete, 2015; Solano et al., 2019). Esto se debe a que
hay mayor desarrollo de receptores de P4 en utero.

Uso de Hormonas (estrdgenos y progestagenos) como terapia
hormonal exdgena para evitar gestacibn es considerado como factor

predisponente a presentar piometra en hembras caninas jovenes (Feldman y



Nelson, 2007). Su uso a dosis altas o bajas son suficientes para desarrollar la

condicion de HEQ y progresivamente Piometra (Quispe, 2019).

Un estudio demostré a la pseudoprefiez como factor asociado y
protectivo a cuadros compatibles con piometra (Fidler et al., 1996; Quispe, 2019).
Puesto que en pseudoprefiez se disminuye los niveles de progesterona en
sangre, hormona crucial para el desarrollo de HEQ, y se aumenta los niveles de

prolactina (Tsutsui et al., 2007).

En cambio, ni la raza, ni la paridad, ni el tiempo transcurrido del
altimo parto son factores asociados, ni de riesgo a cuadros de piometra. ya que
no se encontrd asociacion estadistica (Quispe, 2019). Aunque existen estudios
descriptivos de mayor recurrencia de piometra en ciertas razas (Astete, 2015) no

hay asociacion significativa con piometra (Quispe, 2019).

2.3 Etiologia

Los elementos o aspectos causantes van relacionados con el ciclo
hormonal, en la fase diestro, luego del celo, es cuando ocurren cambios en el
endometrio que favorecen el crecimiento bacteriano. Para concluir ademas del
aumento de progesterona y los cambios morfolégicos del endometrio, esta la
infeccion bacteriana oportunista (Ordeix, 2019 y Torres, 2022).

Uso indiscriminado de anticonceptivos por via parental como los
progestagenos y estrogenos ya que potencian el efecto estimulante de la
progesterona (Feldman y Nelson, 2007).

Segun Orozco et al. (2005) la P4 inhibe la respuesta leucocitaria en
el utero, de esta manera la flora vaginal se abre paso y forma la infeccion

piometra (Sanchez et. al, 2017).



2.3.1 Agentes causales

La infeccibn de piometra es una invasion bacteriana de tipo
oportunista ya que las bacterias aisladas son parte de la flora bacteriana normal
de la vagina de las pacientes caninas. En el caso de Echerichia coli, se ha
demostrado que su ingreso al lumen uterino sucede por via ascendente
(Hangman y Kdhn, 2002).

A. Microbiota del aparato genital de la hembra canina

Existe una diversidad de microorganismos aerobicos vy
anaerobicos, siendo algunos posibles oportunistas, como Echerichia coli y
Streptococcus spp., asociados a abortos o infecciones. (Stomelli et al., 2000 y
Morales, 2019).

Los principales miscroorganismos aerébicos aislados en perras
sanas son Staphylococcus aureus, Sthaphylococcus epidermidis, Echerichia cli,
Pasteurella spp., y Streptococcus spp. (alfa o beta hemoliticos y no hemoliticos)
y en menor frecuencia, Pseudomona aureginosa, Proteus mirabilis,
Enterococcus faecalis, Pasteurella multocida, Mycoplasma spp., y Acinetobacter
spp. Al ser oportunistas se vuelven altamente patégenos cuando hay lesiones,
cambios en el pH vaginal, inmunodeficiencia general, alteraciones hormonales,
antibioticoterapia, etc. La Unica bacteria que es ajena a la flora vaginal y es

considerada patdégena es Brucella canis (Stomelli et al., 2000 y Morales, 2019).

Las bacterias que son anaerdbicas facultativas o no, aislados de
perras saludabes son: bacterioides spp., Peptostreptococcus spp., Clostridium
spp., Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Klebsiella pneumoniae,
Corynebacterium spp., y bacilos gram negativos y positivos (Johnston et al., 2001
y Groppetti et al., 2012).

Entre las levaduras que se encuentran: Rhodotorula y Malassezia

pachydermatis. y la de mayor importancia Candida spp. (en zona perianal y



vaginal, oportunista de infecciones dermatoldgicas y Oticas y de potencial

zoonotico) (Morales, 2019).

También estan presentes bacterias acido lacticas (BAL): que son
lactobacillus y enterococos como Lactobacillus plantarum y Enterococcus
canintestini. Tienen un efecto antimicrobiano debido a la produccion de acido
lactico, Sobre todo contra bacterias gram (-), de esta manera disminuyen asi el
pH y crea un medio favorable para el crecimiento de bacterias facultativas y
anaerodbicas. La disminucion de estas facilita la proliferacion de bacterias
patdgenas aumentando el riesgo de infecciones como la piometra (Sanchez,
2015).

Pinchetti et al. (2007) nos reporta en términos generales que 67%
de cepas bacterianas aisladas del utero de hembras caninas con piometra son
gram -, y el 33% son gram +. Entre estas la bacteria mas comunmente aislada
es la conocida E. Coli. Otras bacterias también encontradas con muchisima
menor frecuencia son Streptococcus hemoliticus, Staphilococcus, Klebsiella,
Pasteurella, Pseudomonas, Proteus, Moraxella, Aerobacter, Haemophilus y
Serratia (Esquivel, 2005; Schaer, 2006; Silva, 2021). De la misma manera
Krzyzanowski et al. (2000) describié frecuencias similares para E. coli (78%),
estreptococos (13%), estafilococos (6%) y P. aureginosa (3%). En cambio, en
estudios mas antiguos, los casos de E. coli aislados con piometra mostraban una
tasa del 90% (Fransson, 1997).

Estos porcentajes difieren de Feldman y Nelson (2007) que

encontraron que el 90% son Streptococcus grampositivos.

Otro estudio incluso mostr6 que puede haber ocurrencia de
asociaciones de microorganismos en estos casos. Esto se observd en cinco
(2,5%) muestras de las cuales se aislaron los siguientes microorganismos: E.
coli y Staphylococcus kloosii de los dos cuernos uterinos, E. coli y Enterococcus
faecium de los dos cuernos uterinos, E. coli y Streptococcus sp. proveniente de

un cuerno uterino y E. coli proveniente del otro cuerno uterino. Por ello este



estudio concluye que “La frecuencia de aislamientos de E. coli (76,6%) fue
estadisticamente superior (P<0,05) al compararlo con los demas
microorganismos, considerando las muestras que E. coli fue aislada sola y en

asociacion con otras bacterias” (Coggan et al., 2008).

B. Bacterias Gram (-)

En el Complejo HEQ/Piometra, son las bacterias gram negativas
las encontradas en mayor porcentaje (67 — 88.3%), entre cepas de
enterobacterias principalmente (54.88 — 86.1%) y pseudomonas en menor
cantidad; como Pseudomona aureginosa (2%) y Acinetobacter sp. (6.25%)
(Coggan et al., 2008; Padilha, 2010; Pereira, 2011; y Pinchetti et al. 2007; Rodan
et. al., 2021).

Principalmente la familia Enterobacteriaccae son bacilos gram (-)
de 2,4 um por 0.4 — 0,6 um, no forman esporas, son catalasa positivos y oxidasa
negativos, pueden ser moviles debido a que poseen flagelos periticos 0 no
moviles, crecen en medios con peptona 0 con extracto de carne. Forman
colonias lisas y regulares en agar Mac Conkey a temperatura optima de 37°C,
estando en condiciébn aerbébica o anaeroObicas, fermentan D — Glucosa y a
frecuentemente producen gas.

Algunas Especies son Klebsiella sp., Yersinia sp., Poteus sp., etc.
y la mas importante debido a que ha sido aislada frecuentemente la Echerichia
Coli (Gentilini et al., 2007).

e Echerichia coli

Es un habitante saprofito del intestino, aunque algin serotipo es
agente causal de diarreas en neonatos, adultos y en el hombre. Se presenta
como bacilos rectos gram negativos que miden de 1 — 1,5 pm por 2 a 6 pum;
pueden verse solos o0 en pares. Poseen pared bacteriana y fimbrias (Gentilini et
al., 2007).

La Echerichia coli encontrada como causante de piometra, guarda

semejanza con la E. coli de tipo fecal procedente de la microbiota intestinal de la



misma perra, por lo que se concluye que hubo una contaminacion fecal al tracto
genitourinario (Fransson, 2003).

Presenta la capacidad de formar biofilms causando una resistencia
pesar del tratamiento. Produce alfa — Hemolisina, encima encontrada en el 48%
de las muestras lo que causa que se considere la piometra en perras como

gravemente patogénica (Morales, 2019).

Segun un estudio en sao paulo se encontré que Echerichia coli fue
el microorganismo encontrado mas frecuente (76.6%) la cual mostro mayor
sensibilidad para norfloxacina (94%), polimixina B, sulfazotrim, cloranfenicol y
enrofloxacina (75.5%), gentamicina (70.2%), amikacina (55.6%). Y resistencia a

cephalosporina (86.1%) y ampicilina (68.9%) (Coggan et al., 2008).

e Otras enterobacterias

Otros hallazgos provenientes de piometra fueron: Klebsiella spp. (4
- 6,25%), Citrobacter diversus (3%), Salmonella spp. (2%), Proteus mirabilis (2%)
Morganella morgani (1%) y Enterobacter aerogenes (5.6 - 8.3%) (Coggan et al.,
2008; Pereira, 2011; y Pinchetti et al. 2007).

C. Bacterias Gram (+)

e Streptococcus

Son bacterias anaerobias facultativas de forma esféricas u ovoides,
de tamafio 0,5 y 2 um de diametro, se los encuentra agrupados en pares o en
cadenas. También son inméviles y no esporulados. Requieren un medio de
crecimiento rico en nutrientes, su atmosfera debe ser enriquecida con CO2.
Presentan un metabolismo fermentativo en hidratos de carbono con produccion
de acido, mas no gas. Son catalasas negativas y algunos son hemoliticos
(Gentilini et al., 2007).

Entre los Streptococcos 3 — Hemoliticos tenemos a: S. pyogenes,

S. agalactiae, S. dysgalactiae, S.equi subesp. equi, S. equi subesp.



zooepidermis, S. canis y S. porcinus. Y entre los Streptococcus no B —

Hemoliticos: S. Equinus, S. gallolyticus y S. suis (Gentilini et al., 2007)

Moricato et al. (2007) hizo un reporte de un caso de S. porcinus,
considerandolo de importancia ya que se distribuye entre la mayoria de animales
domésticos, causa la mastitis bovina, también ha sido atribuido como agente
infeccioso en humano asociado al tracto genital femenino. Microbiolégicamente
crece en agar sangre con extensas zonas de hemolisis. Mayormente en los
aislamientos resulta resistente a tetraciclinas y susceptible a penicilina,

eritromicina, vancomicina y trimetropin sulfametoxazol.

Su hallazgo en un caso de piometra es muy inusual por ello
Sanchez et al. (2017) reportd un caso cultivado en agar sangre y que luego se
hizo tincion gram para tipificacion. Esta cepa bacteriana reportd resistencia a
doxiciclina, gentamicina y tetraciclina y sensibilidad a eritromicina, cefalexina,
penicilina, cefquinona, amoxicilina + &cido clavulanico, enrofloxacina y

trimetropin-sulfametoxasol (Sanchez et al., 2017).

Kalenski et al (2012) encontré que en el 3,03% de las muestras
analizadas la cepa bacteriana fue un Streptococcus B-hemolitico; por el contrario
del S. porcinus hallado por Moricato et al., (2007), detectdé que la gentamicina
tuvo mayor efectividad antimicrobiana puesto que 88,89% de las cepas aisladas
fueron susceptibles. Lo que nos da a notar que si hay cambios importantes en

cuanto a la susceptibilidad de un microorganismo ante los antimicrobianos.

Por otro lado S. porcinus debemos resaltar que los resultados que
se obtuvieron en el presente caso coinciden con los de los diferentes
aislamientos reportados en humanos por Gaudreau et al (2007); Moricato et al
(2007) y Palavecino (2004) encontrando similitud en la sensibilidad a otros
antibiéticos como penicilina, eritromicina, vancomicina, amoxicilina + &acido
clavulanico, trimetropin-sulfametoxasol y enrofloxacina; y resistencia a

doxiciclina, gentamicina y tetraciclina.
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e Staphylococcus spp.

Son cocos esféricos, hallados generalmente en forma irregular de
racimos de uvas. Son catalasa positivo inmoviles, no esporulados, aerobios o
anaerobios facultativos. Si fermentan carbohidratos y producen pigmentos de
color blanco o amarillo dorado. Consta de 32 especies. Suelen encontrarse en la
microbiota normal de la “piel y las mucosas de mamiferos. Se los asocia con
infecciones supurativas, 6seas, genitourinarias, de piel y de tejidos blandos. Son
oportunistas pudiendo llegar a causar septicemias e intoxicaciones alimentarias
(Gentilini et al., 2007).

Algunas especies son: S. Aureus, S. intermedius, S, delphini, S.

schleiferi subsp. Coagulans, S. epidermis, etc (Gentilini et al., 2007).

Con la variedad existente de cepas patégenas encontradas en
piometra y sus diferencias en resistencia/susceptibilidad Sanchez et al. (2017)
demuestra que es necesario realizar aislamiento y tipificacién bacteriana con
antibiograma con fin de conocer la patogenicidad de los agentes etiolégicos y asi

realizar de manera racional los tratamientos antimicrobianos.

2.3 Tipos

El tipo de piometra se nombra dependiendo si el cérvix permite la

salida de fluido acumulado en el Gtero o no (Feldman y Nelson, 2007).

2.3.1. Piometra Abierta

También llamada piometra de cuello abierto por el exudado
sanguinolento o mucopurulento de la vagina, usualmente se ve después de 4 a

8 semanas posterior al celo (Feldman y Nelson, 2007).

2.3.2. Piometra cerrada

No hay presencia de liquido mucopurulento saliendo de la vagina,

sin embargo, la perra se encuentra mucho mas afectada, presentando vomitos y
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diarrea, con mayor frecuencia que las perras con piometra de cuello cerrado
(Wheaton et al., 1989).

2.3.3. Piometra de muiidén

Es el acumulo de pus en el mufidn del cuello uterino determinado
en hembras que se les ha realizado una OVH previamente. Es considerada una
de las complicaciones causada por dejar un remanente ovarico que continua la
actividad hormonal. La prevalencia de piometra de muiidn es practicamente nula,
por esta ventaja se recomienda la OVH a edad temprana (Salazar y Cabrera,
2019).

2.4 Métodos Diagnésticos

En la anamnesis se debe tener en cuenta la sospecha en toda perra
no esterilizada en fase de diestro, es dificil de diagnosticas ya que la mayoria de
signos clinicos mencionados anteriormente son inespecificos; a excepcion de
secrecion vulvar. También si el historial del paciente cumple con los factores de
riesgo también mencionados (Uso de hormonas exdgenas) (Feldman y Nelson,
2007).

Exploracion fisica: se puede hallar en el 67% edematizacion vulvar,
en el resto se puede encontrar normal o reducido; en el 40.6% se puede hallar
secrecion purulenta, 40.6% hemorragica y 15.6%serohemorragica (Arunina,
2023).

Aunqgue los Signos y hallazgos clinicos no son patognoménicos de
la enfermedad suele haber: Decaimiento, vomito, descargas vaginales de
secrecion purulenta (exudado tipico de Streptococcus spp. Y Streptococcus
spp.) 0 serosanguinolenta (exudado espeso, viscoso, denso de color rojo opaco
tipico de infecciones causadas por E. coli y Proteus spp.), fiebre, leucocitosis,

poliuria, polidipsia, deshidratacién, diarrea (Silva y Loaiza, 2007).

2.4.1 Examenes Ecogréficos
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El estudio ecografico esta determinado como método diagnostico
atil y confiable para Complejo Hiperplasia Endometrial Quistica — piometra
(Bigliardi et al, 2004).

Se describe el utero y cuellos uterinos aumentados en tamafo,
simétrico o con cambios focalizados. La presencia ecografica de contenido
intrauterino homogéneo en la luz del Gtero anecogénico o0 ecogénico en etapa de
diestro del ciclo estral, nos indica el diagnostico de HEQ y/o Piometra, aunque
es determinante la imagen ecogréfica, el diagndstico se complementa con el

hallazgo secrecidn en la exploracion fisica (Silva y Loaiza, 2007).

2.4.2 Hemograma

La anemia se puede presentar de tipo normocitica no regenerativa
(57%) o anemia hipocromica microcitica no regenerativa (12%), indicando un

estado cronico de pérdida de sangre (De Schepper et al., 1987).

Leucograma alterado, frecuente mente se halla leucocitosis,

neutrofilia con desviacion a la izquierda, monocitosis y toxicidad neutrofilica.

Septicemia o0 toxemia: cuando se observa una desviacion a la
izquierda de neutrdfilos debido a la supresion de la médula 6sea (Feldman y
Nelson, 2007).

2.5 Prondstico

El diagndstico de Piometra debe ser tratado como emergencia,
puesto que puede estar cursando ya una endotoxémia y /o septicemia, por
consiguiente, existe un riesgo de abdomen agudo por peritonitis, perforacion

uterina, incluso hasta la muerte (Pinchetti et al, 2011).

Una ovariohisterectomia (OVH) realizada con éxito, manejo
antibiético adecuado y sin contaminacion abdominal, indica un buen prondstico.

Excepto cuando se presenta proteinuria posterior, en este caso hay una
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predisposicién a desarrollar IRC (Fossum, 1999; Heiene et al., 2007 y Quispe,
2019).

Morbilidad y mortalidad asociado a nivel de creatinina superior a
2,5 mg/dl (Sant Anna et al., 2014).

2.6 Tratamiento

2.6.1 Quirdrgico

La OVH es la primera opcién puesto que se elimina la superficie
de receptore de P4 y la aparicion del ciclo estral. Previamente se estabiliza al
paciente con fluidoterapia y antibiéticos selectivos de acuerdo al estado del
paciente (Pinchetti et al 2011).

2.6.2 Tratamiento alternativo: Hormonal + antibiético

Este tratamiento cobra importancia cuando se trata de un ejemplar
de alto valor genético y/o con futuros planes de reproduccion, o perras en mal
estado con riesgo anestésico. Para una aplicacién exitosa es necesario tomar
previamente muestras de la secrecion para un examen microbiolégico
(Ptaszynska, 2007 y Fieni et al. 2014).

A. Prostaglandinas
Las PGF2a se usan a dosis repetidas para tratar piometra abierta
en perras jovenes sin patologias renales ni hepaticas y en ausencia de hipertrofia
uterina. En piometras cerradas puede ocasionar peritonitis (Fieni et al. 2014).
B. Aglepristona
Es un anti progestageno que compite con los receptores de la

progesterona en el utero, impidiendo la gestacion. La administracion d una

concentracion eficaz durante determinado tiempo permite que la mucosa uterina
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se recupere. Esto suele ocasionar expulsion fetal, descarga vaginal, reduccion
del apetito, alteraciones en el comportamiento y congestion mamaria. Su sola
administracion es eficaz y segura para el tratamiento de piometra cerrada, ya

que induce la apertura cervical (Fieni et al. 2014).

El protocolo es inyectar por via subcutanea a 10 mg/kg los dias 1,
2 y 8, verificando este ultimo dia la explusion de toda la secrecion. Se puede
administrar otra dosis el dia 15 de ser necesario y ocasionalmente el dia 30 (Fieni
et al. 2014).

C. Otras alternativas al tratamiento con aglepristona

Tenemos el uso de Cabergolina 5 pg/kg/d PO y Cloprostenol 1
ug/kg/d SC, durante 7 a 14 dias, en caso de piometras de cuello abierto donde
se tiene un éxito de curacion de un 83% de as perras en el dia 14 (Corrada et al.
2006). O también el uso de Cabergolina 5 pg/kg/d PO y Cloprosteno 5 pg/kg/3d
SC junto con Sulfamidas, tanto para casos de piémetras con cuello abierto o
cerrado; este protocolo registra tener un éxito del 90% de las perras a los 10 dias
de tratamiento, aunque existe posibilidad de recidivas menor al 5% (England et
al Russo, 2007).

D. Antibioticoterapia (tratamiento complementario)

De acuerdo a la cepa aislada de bacteria y los resultados de
antibiograma, es que se de tomar decision del antibiotico adecuado para usar,
en vez del uso indiscriminado que crea resistencia. Por ello es que es
recomendado tomar una muestra del exudado y hacer un andlisis microbiolégico
con antibiograma.

Se recomienda el uso de la asociacion de sulfadoxina y
trimetoprima por via subcutanea al 7.5% a 30 mg/kg o la asociacion de
amoxicilina y acido clavulanico a 2.5 mg/kg cada 12 hora via oral (Fieni et al.
2014).
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2.7. Sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos

Es de importante determinar la susceptibilidad de las cepas
actuales ante los antimicrobiano debido a la evolucion microbiana a cepas
resistentes. Su evaluacion se hace mediante pruebas in vitro de susceptibilidad
con quimioterapicos seleccionados de acuerdo a la sensibilidad demostrada por

el microorganismo causal.

Entre los métodos de medicion de resistencia esta el método Kirby
Bauer que consiste en colocar discos antibidticos, La determinacion de
concentracion inhibitoria minima del antibiético, y a concentracion bactericida
minima. El fin de estas pruebas es mejorar el valor predictivo clinico de los

resultados de las antibioticoterapias (Gentilini, et al., 2007).

2.7.1. Tipos y mecanismos generales de resistencia:

A. Natural o intrinseco:

Se da debido a la estructura y fisiologia natural de la especie,
codificado en su cromosoma, suelen producirse por impermeabilidad o enzimas

inactivantes al antimicrobiano (Gentilini et al., 2007).

Segun el apéndice B del Documento presentado por la CLSI
VETOL1S (2023) E. coli ni Proteus mirabilis presentan una resistencia intrinseca
a Betalactamicos. A diferencia de Klebsiella aerogenes que presenta resistencia
intrinseca ampicilina, amoxicilina con &cido clavulanico, amoxicilina con
sulbactam y a cefalosporinas de primera y segunda generacion. Klebsiella spp.
posee resistencia instrinseca a ampicilina; y Proteus mirabilis a Tetraciclinas,

nitrofurantoin, polimixina B y Colistin.

B. Mutacional:

Se da por las mutaciones en la informaciéon del cromosoma.

Pueden ocurrir de las 2 siguientes maneras:
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e Mutaciones en genes preexistentes:

Afecta a los genes estructurales y regulatorios (Gentilini et al.,
2007).

e Mutaciones en genes adquiridos:

Suceden cambios en la estructura molecular genera grandes

diferencias en la funcién enzimatica (Gentilini et al., 2007).
e Adquirida:

El microrganismo adquiere un caracter de resistencia que antes

estaba ausente (Gentilini et al., 2007).

Un estudio con 151 cepas de E. coli, reporta que el 86,1% de estas
fueron resistentes a cefalotina, 68,9% a ampicilina, 46,4% a cefoxitina, 34,4% a
tobramicina, 32,5% a tetraciclina, 29,8% a amicacina, 27,8% a cefalexina, 15,2%
a gentamicina, 13,9% a cefotaxima, 13,2% a sulfazotrina, 12,6 % a enrofloxacina,
10,6 % a aztreonam, 7,9 % al cloranfenicol, 6% a la neomicina, 2% a la
norfloxacina y 0,7% a polimixina B. La mayor sensibilidad fue para norfloxacino
(94%), polimixina B (82,8%), sulfazotrina (76,8%), enrofloxacino (75,5%) y
cloranfenicol (75,5%) (Coggan et al., 2008).

Las cepas menos frecuentes que generan piémetra también
presentan cierta resistencia a diferentes medicamentos. Sanchez et. al, (2017)
reportd un caso de Streptococcus (-hemolitico especificamente S. porcinus
resultdé sensible a eritromicina, cefalexina, penicilina, cefquinona, amoxicilina +
acido clavulanico, enrofloxacina y trimetropin - sulfametoxasol y resistente a

doxiciclina, tetraciclina y gentamicina.

Como se puede notar la resistencia encontrada es un riesgo
potencial para la salud humana. Ademas, que la transferencia de la resistencia

antimicrobiana se produce en forma bidireccional entre el humano y el animal.



1. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugar de lainvestigacion

El presente estudio de investigacion se realiz6 en la ciudad de
Trujillo. La muestra de colecta uterina se tomé de los centros médicos
veterinarios con casos de piometra. El procesamiento del andlisis microbiologico
de las muestras se desarrollé en los laboratorios del Programa de estudio de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Privada Antenor Orrego
Ubicada en la Av. América Sur 3145 Urb. Monserrate, La Libertad en la ciudad

de Truijillo durante los meses del segundo semestre del afio 2023.

6.2. Tamano de muestra

Para la determinacion del tamafio muestral, se utiliz6 la formula
para un tamafio de muestra superior al 70% (Jaramillo y Martinez, 2010). Para
ello se usaron los siguientes datos: 10% de error y usando la prevalencia de

79.5% obtenido del estudio realizado por Coggan et al. (2008).

n=_P
(1-p)d

Donde:
e p (proporcién esperada): 0.795 del estudio anterior en Brasil
(Coggan et al.,2008)
e ( (proporcion no esperada): 1 —p =1 —0.795= 0.205
e E: Precisién (10% =0.1)

Se obtuvo una muestra de 39 muestras de colecta uterina canina,

los cuales cumplian los siguientes criterios de inclusién.

Criterios de inclusion: Canes hembras mayores de 1 afio, no
esterilizadas, con diagndstico ecografico de piometra; y cuyos duefios acepten

colaborar con el estudio.
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6.3. Variables a evaluar:

e Cepas de enterobacterias

e Sensibilidad antimicrobiana

6.4. Procedimiento

6.4.1 Recolecciéon de datos

Se trabaj6é con 39 colectas uterinas de perras enteras entre un afo
con 11 meses a 12 afios de edad, cuyos duefios aceptaron participar de manera
voluntaria en el estudio. Los duefios firmaron el consentimiento informado de la

presente investigacion.

6.4.2 Evaluacion

Las perras candidatas para el presente estudio se identificaron
mediante la historia clinica (perras enteras en etapa reproductiva) junto al
reconocimiento de signos clinicos descritos anteriormente y confirmado por un

diagndstico ecografico.

Una vez comprobado el diagndstico de piometra por el médico
veterinario de los centros de atencion veterinaria de Trujillo fueron seleccionadas

como candidatas para el presente estudio.

6.4.3 Procedimiento de toma de muestra

Las muestras, fueron recolectadas de Uteros extraidos mediante
ovariohisterectomia, usando la técnica aséptica de aspiracion con una jeringa
estéril de 5 ml llevandola a frascos estériles rotulados con los datos de
procedencia, datos del paciente (nombre), nimero de muestra y la fecha de
recoleccion identificado. Las muestras fueron transportadas en condiciones

refrigeradas hacia el laboratorio.
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6.4.4 Procedimiento de aislamiento de cepas
A. Procedimiento para preparacion de medio de cultivo

Los siguientes medios de cultivo fueron seleccionados para aislar
los diversos tipos de cepas microbianas que se conocen como causantes de la

piometra.

- Agar sangre: tipo de respiracion es aerobica y anaerébica a 37°C
+_ 1°C, durante 48 — 24horas, se encuentran bacterias aerobias y

anaerobios mesofilos

- Agar Mac Conkey: tipo de respiracion para cultivo es aerobica,
37°C +_ 1°C, durante 24 horas, se encuentran enterobacterias

totales y coliformes como la E. coli (Gentilini et al., 2007).

Se vertieron 10 ml aprox. del agar en placas Petri, este
procedimiento se hace al lado del mechero y sin hablar para evitar la
contaminacion. Inmediatamente se flameo la superficie del agar con el mechero,
y asi eliminar las burbujas formadas. Luego, una vez solidificado el agar, se
invirtieron las placas y se incubaron en estufa a 37°C por 24 — 48 horas.
Finalmente se rotularan y se refrigeraran a 4°C hasta su uso (Morales, 2019).

B. Siembray aislamiento de bacterias

Para la siembra se utilizo la técnica de zigzag por agotamiento con
el asa de siembra Kolle. Posteriormente se coloc6 en la incubadora las placas
sembradas, las placas de agar sangre y agar Mac Conkey se incubaran en

condiciones anaerdbicas por 24 horas (Segovia, 2019).
6.4.5 Procedimiento de identificacion Bacteriana

Luego de aisladas las colonias se procedio a la descripcion de las

caracteristicas morfolégicas basicas de cada cepa para su identificacion.

Para la descripcion macroscopica se tomo en cuenta los términos
determinados por Granados y Valverde (2003) en cuanto a forma, superficie,
elevacion, tamafio, contorno, color, opacidad, estructura interna y consistencia.
(Morales, 2019).
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Dependiendo si hubo crecimiento en uno de los agares se
determind si las cepas son gram positivas (Sthaphylococcus y Streptococcus
crecen bien en agar sangre, mas no en agar Mac Conkey) o0 negativas
(Enterobacterias y coliformes que se desarrollan especificamente en agar Mac
Conkey) (Gentilini, et al., 2007).

Las colonias que se formaron en Agar Mac Conkey se clasificaron
como Enterobacterias y coliformes que fueron diferenciadas las bacterias rojas
como lactosa (+), como la E. Coli y Klebsiella spp., y las transparentes o de color
canela como lactosa (-); que podrian ser la Salmonella spp. y Shiguella spp. Para
la tipificacibn mas especifica se realizd posteriormente pruebas bioquimicas
como la lectura de Sulfide Indole motility (SIM), lectura de citrato de Simmons,
lectura de Lisine Iron Agar (LIA), lectura Triple Suggar Iron (TSI) y la lectura de
Indol.

En cambio, las colonias que crecieron solo en agar sangre se
pueden determinar como Streptococcus Beta — hemoliticos si se observan
rodeadas por una zona de hemolisis o Stafilococcus en caso que no haya
hemolisis. Se confirma con la observacion microscépica y su diferenciacion con

la prueba de catalasa (Gentilini et al., 2007).

Para identificacion microscoépica si se trataban de bacterias Gram
negativas y/o positivas se realiz6 la técnica de tincion Gram; primero se realiz6
un frotis de la muestra en un portaobjetos. El frotis se tifié con cristal violeta de
genciana. Luego se lavé con agua destilada, y por consiguiente si le colocé
Lugol. A continuacién, se aplicé alcohol cetona. Y finalmente se tifié con
safranina para luego ser lavado con agua destilada. Asi la muestra quedaba lista
para ser observada al microscopio (Prescott et al., 2004).

Al visualizar la muestra en el microscopio se determiné mediante la
coloracién las cepas Gram negativas; si son tefiidos de color rosaceo se
determinaron como bacterias gram (-), y Si en caso son violeta se determinaron

como gram (+) (Gentilini, et al., 2007).

6.4.6 Procedimiento para el antibiograma
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Previamente se prepararon las placas Petri con 10 ml de agar
Muller Hinton, de la misma manera en la que se describi0 previamente la
preparacion de placas con agares. Se utilizaron los dos métodos de preparacion
del indculo. En el método de desarrollo previo se seleccioné el Infusion cerebro
corazon (BHI) como caldo apropiado para ser transferida unas 5 colonias del
agar Mac Conkey para posteriormente incubar el caldo en un tubo de ensayo a
35 — 37°C hasta ajustar la turbidez al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland. Para
el método directo de inoculacion se seleccionaron algunas colonias del agar
nutritivo con el asa de siembra y se hizo una suspension en solucién salina
fisiologica, ajustando el inéculo a una turbidez equivalente al estandar 0.5 de la
escala de McFarland (Malbran, 2012) (revisar con libro de microbiologia

practica).

El método realizado fue el método manual Kirby — Bauer que
consiste en colocar un hisopo estéril dentro de los tubos con la suspension y se
hace girar varias veces en la pared interna del tubo. Luego, se inocula en la
superficie seca de la placa con agar de Mueller Hinton con el hisopo, de esta
manera se garantiza una distribucion uniforme (Instituto Nacional de Salud,
2002). Por consiguiente, se colocaron las placas recién sembradas en la estufa

durante 3 -5 minutos para secarlas.

Se colocaron los discos de los antibiéticos, escogidos teniendo
como base la lista de discos de sensibilidad antibiética sugeridos por el
documento M100 de la CLSI (2023) (Aztreonam 30 pg, ampicilina 10 ug,
cefalexina 30 ug, cefalotina 30 ug, ceftriaxona 30 pg, amoxicilina con acido
clavulanico 20/10 g, ciprofloxacina 5 pg, norfloxacina 10 ug, tetraciclina 30 ug,
doxiciclina 30 pg, timetropin/sulfametoxazol 1.25/23.75 pg, amikacina 30 ug,
gentamicina 10 ug y cloranfenicol 30 pg), con dispensadores o con pinzas
estériles, a menos de 15 mm del borde de la placa, y fueron distribuidos de forma

gue no se presente superposicion entre los halos de inhibicion.

Las placas se incubaron invertidas, a 37°C en atmosfera
aerobica por 18-24 horas. La interpretacion se realizé midiendo el diametro (en

mm) de las zonas de completa inhibicién con una regla.
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Los resultados de la susceptibilidad/sensibilidad se clasifican en 3
categorias: sensible (S), intermedia (1) y resistentes (R). Se interpretdé tomando
como referencia el halo de inhibicion de mayor medida. “Sensible” es la infeccién
puede ser tratada de forma apropiada con dosis habituales de ese
antimicrobiano. El “intermedio” se podria interpretar que es eficiente en ciertas
localizaciones donde se alcanzan elevadas concentraciones del antibiotico o
cuando se usan altas dosis de este. Y, por ultimo, “resistente” que nos indica que
=el microorganismo posee mecanismos de resistencia determinados para ese

antimicrobiano (Picazo, 2000).

Los Criterios de interpretacién presentados en el cuadro 1 fueron
de acuerdo a la tabla 2A publicada por el “Clinical Laboratory Standards Institute
“(CLSI VET 01, 2023), la tabla 2A del documento M100 del CLSI (2023) y la tabla
de, “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST,
2023).

Cuadro 1. Criterios de interpretacion de diametro critico para Enterobacterias.

Contenido del Diametro en mm

Agente Antimicrobiano Di Referencia
isco S [ R
Ampicilina 10 pg 217 14-16 <13 CLSI, 2023
Cefalotina 30 ug > 15-17 <14  CLSI, 2023
Ceftriaxona 30 ug 226 23-25 <22 CLSI, 2023
Cefalexina 30 ug 214 - <14 EUCAST, 2023
Amoxicilina/acido
clavulanico 20/10 pg 218 14-17 <13  CLSI, 2023
Amikacina 30 ug 220 17-19 <16 CLSI, 2023
Gentamicina 10 pg 216 13-15 <12 CLS;S/Z%TOL
Norfloxacina 10 pg 217 13-16 <12 CLSI, 2023
Ciprofloxacino 5 g 226 22-25 <21 CLSI, 2023
Aztreonam 30 ug 221 18-20 <17 CLSI, 2023
Trimetropim/sulfametoxazol 1.25/23.75pug 216 11-15 <10 CLSI, 2023
Cloranfenicol 30 ug 218 13-17 <12 CLsSI, 2023
Tetraciclina 30 pg 215 12-14 <11 CLSI, 2023
Doxiciclina 30 ug 214 14-13 <10 CLSI, 2023

*Adaptado de: CLSI (2023) y EUCAST (2023).



23

6.6. Andlisis estadistico

En este estudio los datos fueron procesados y analizados en el
programa Excel. Para determinar la tasa de sensibilidad antimicrobiana a los

diferentes antibidticos se empled la siguiente formula.

% # de cepas resistentes

100

total de aislamientos

Se describié en una Tabla de porcentajes las cepas bacterianas
patogenas identificadas como causantes de piometra canina de hembras no
esterilizadas en Trujillo, 2023. En base a los datos obtenidos se determiné el

género mas frecuente.

Se realizaron cuadros de frecuencia de las cepas de
enterobacterias encontradas. De las cepas enterobacterianas encontradas se
realiz6 cuadros de frecuencia de los resultados de cada categoria (Sensible,
Intermedio, Resistente) para cada especie encontrada.



V. RESULTADOS

De un total de 39 muestras analizadas, de colecta uterina obtenida
de perras no esterilizadas con piometra, solo se observo crecimiento bacteriano
en 37 de ellas. Se identificaron en total 38 cepas bacterianas, de las cuales 5
son bacterias gram positivas. La mayor frecuencia de microorganismos aislados
fueron enterobacterias; mostrando una frecuencia del 86.5% en la que se aislan
solas y en asociacion con Gram positivas (1/37), donde la concurrencia de

asociacion fue del 2.7%.

Cuadro 2. Frecuencias de microorganismos aislados procedentes de Uteros de

hembras caninas no esterilizadas con piometra de Truijillo,2023

. _ _ Frecuencia de cepas aisladas
Microorganismo aislado

N° Porcentaje
Enterobacterias 32 86.5%
Bacterias Gram positivas 4 10.8%
Asociacion entre enterobacterias y Gram
N 1 2.7%
positivas
Total 37 100%

En el cuadro 3 se observa que, de las muestras con desarrollo
bacteriano, el total de enterobacterias aisladas representa el 89.2%. Donde E.
coli fue la cepa més aislada, con una frecuencia del 75.7%. La segunda
enterobacteria aislada con mayor frecuencia fue Enterobacter spp. (8.1%). Y en

menor frecuencia (2.7%) Klebsiella spp. y Proteus spp.
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Cuadro 3. Frecuencias de cepas enterobacterianas aisladas obtenidas de uteros

de hembras caninas no esterilizadas con piometra de Trujillo,2023.

o Frecuencia de enterobacterias aisladas
Enterobacteria aislada

# Porcentaje
Escherichia coli 28 75.7%
Enterobacter spp. 3 8.1%
Klebsiella spp. 1 2.7%
Proteus spp. 1 2.7%
Total 33 89.2%

En el cuadro 4 se muestra que de las 28 cepas aisladas de E. coli;
el 42.9%  fueron resistentes a  tetraciclina; el 393% a
Trimetropim/sulfametoxazol; 17.9% a ampicilina; 14.3% a Cloranfenicol; 7.1% a
amikacina; y 3,6% a ceftriaxona, amoxicilina/acido clavulanico, ciprofloxacino,
aztreonam y doxiciclina. Tuvo mayor sensibilidad hacia gentamicina y cefalexina
reportando el 100% de susceptibilidad; seguido por ceftriaxona, norfloxacina,
ciprofloxacina y aztreonam con el 96.4%, amoxicilina asociada a A&cido
clavulanico con el 82.1%; y cefalotina y cloranfenicol con el 78.6%. Ademas,
posee una importante sensibilidad intermedia frente a Amikacina (43%),

cefalotina (21%) y ampicilina (14%).
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Cuadro 4. Frecuencias de sensibilidad antimicrobiana de cepas de E. coli
aisladas obtenidos de Uteros de hembras caninas no esterilizadas

con piometra de Trujillo,2023.

Sensibilidad Antimicrobiana de Escherichia coli

Agente antimicrobiano R ! S

# % # % # %
Ampicilina 5 179 4 14 19 679
Cefalotina 0 0 6 21 22 786
Ceftriaxona 1 3.6 0 27 964
Cefalexina 0 0 0 28 100
Amoxicilina/acido clavulanico 1 3.6 4 14 23 821

Amikacina 2 71 12 43 14 50
Gentamicina 0 0 0 28 100
Norfloxacina 0 1 36 27 964
Ciprofloxacino 1 3.6 0 27 96.4
Aztreonam 1 3.6 0 27 96.4
Trimetropim/sulfametoxazol 11 393 2 71 15 536
Cloranfenicol 4 143 2 7.1 22 78.6

Tetraciclina 12 429 2 71 14 50
Doxiciclina 1 3.6 7 25 20 714

El cuadro 5 muestra que la mayor sensibilidad de las cepas de
Enterobacter spp. aisladas fue frente a los discos antibioticos del grupo de las
quinolonas. Norfloxacino con un 100% y ciprofloxacino con un 66.7% de
inhibicién. La doxiciclina también mostré una alta sensibilidad del 66.7%, pero
ademas una susceptibilidad intermedia del 33.3%. Los antibi6ticos a los que
Klebsiella aerdgenes presentd ser medianamente sensible con un 33.3% fueron
la asociacién de amoxicilina con acido clavulanico, amikacina, ciprofloxacino, y
aztreonam. Cabe resaltar que presentd resistencia a varios de los
antimicrobianos probados: a amoxicilina con &cido clavulanico, aztreonam y
cloranfenicol con una frecuencia del 66.7%. Y una resistencia total (100%) a

ampicilina, cefalotina, ceftriaxona, cefalexina, gentamicina, y tetraciclina.
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Cuadro 5. Frecuencias de sensibilidad antimicrobiana de cepas de Enterobacter
spp. aisladas obtenidas de uteros de hembras caninas no

esterilizadas con piometra de Truijillo,2023.

Sensibilidad Antimicrobiana de Enterobacter spp.

Agente antimicrobiano R ! >
# % # % # %
Ampicilina 3 100 0 0 0 0
Cefalotina 3 100 0 0 0 0
Ceftriaxona 3 100 0 0 0 0
Cefalexina 3 100 0 0 0 0
Amoxicilina/acido clavulanico 2 667 1 33.3 0 0
Amikacina 1 333 1 33.3 1 333
Gentamicina 3 100 0 0 0 0
Norfloxacina 0 0 0 0 3 100
Ciprofloxacino 0 0 1 33.3 2 66.7
Aztreonam 2 66.7 1 33.3 0 0
Trimetropim/sulfametoxazol 3 100 0 0 0 0
Cloranfenicol 2 667 O 0 1 333
Tetraciclina 3 100 0 0 0 0
Doxiciclina 0 0 1 33.3 2 66.7

En el cuadro 6 muestra la sensibilidad antimicrobiana de las otras
enterobacterias aisladas en el presente estudio. Proteus spp. mostré ser sensible
a la mayoria de antibibticos; excepto a la asociacion de Trimetropim con
sulfametoxazol, tetraciclina y doxiciclina con los que mostro resistencia. Mientras
que Klebsiella spp. presentd susceptibilidad a norfloxacino, ciprofloxacino,
amikacina, gentamicina, ampicilina y doxiciclina; susceptibilidad intermedia a
cefaloina y tetraciclina; y resistencia a ceftriaxona, cefalexina, la asociacion de
amoxicilina con acido clavulanico, aztreonam, la asociacion de trimetropim con

sulfametoxazol, y cloranfenicol.
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Cuadro 6. Sensibilidad antimicrobiana de otras Enterobacterias aisladas
obtenidas de uUteros de hembras caninas no esterilizadas con

piometra de Trujillo,2023.

o ) Enterobacterias aisladas
Agente antimicrobiano

Proteus spp. Klebsiella spp.

Ampicilina S R

Cefalotina

Ceftriaxona

Cefalexina

Amoxicilina/4cido clavulanico

Amimkacina
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacino

Aztreonam

Trimetropim/sulfametoxazol

A U OV O w w w I U XD

Cloranfenicol

Tetraciclina

J U w U u n ununo on nununuon

Doxiciclina




V. DISCUSION

De acuerdo a los datos presentados de la frecuencia de cepas
aisladas de piometras caninas en la ciudad de Trujillo, 2023; las enterobacterias
fueron el principal agente etiolégico, con un total de 33 cepas de solo
enterobacterias (86.5%) y 1 en asociacion con bacterias Gram positivas (2.7%).
Este resultado corresponde al 89.2% de las muestras analizadas con desarrollo
bacteriano (37/39); el cual es el mayor de los porcentajes hasta ahora reportados
anteriormente en otros paises. Sin embargo, coincide con ser la de mayor
frecuencia en piometras caninas comparado con otros grupos bacterianos
(Coggan, 2008; Pereira, 2011; Pinchetti 2011; Silva y Loaiza, 2007 y Rocha,
2022).

El que haya habido 2 muestras que no presentaron desarrollo
bacteriano en incubacion aerobia de 35 a 37°C podria deberse a que se trataba
de alguna bacteria anaerobia. Ya que también forman parte de la microbiota
vaginal (Johnston et al., 2001 y Groppetti et al., 2012) y ademas han sido aisladas
antes, ya sea sola o en asociacion por Pereira (2011) como agentes causales de

piometra canina.

La concurrencia del 2.7% en la presentacién de casos de piometra
causada por microorganismos asociados es similar al informado por Coggan et
al. realizado el 2008 (2.5%).

El porcentaje de incidencia de E. coli esta dentro del rango de 62 —
90% de Silva y Loaiza (2007); confirmando ser el microorganismo mas
frecuentemente aislado (75.7%). Su predominancia se debe a que es parte de la
microbiota vaginal (Stomelli et al., 2000 y Morales, 2019) y posee la habilidad de
gue en cierta etapa del ciclo estral llega a adherirse a sitios especificos del
endometrio y multiplicarse (Fledman y Nelson, 2007) a causa de cambios en el
pH vaginal, inmunodeficiencia general, alteraciones hormonales (Stomelli et al.,
2000 y Morales, 2019).
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En cuanto a la segunda enterobacteria mas aislada (8.1%),
Enterobacter spp., en América no ha habido reportes de aislamientos hasta el
2021 en un estudio hecho en Brasil por Ronda et al. (1/18), previamente en
Europa, un estudio hecho en Portugal por Pereira (2011), reporté una frecuencia
del 8.3% de aislamientos provenientes de piometras caninas muy similar al

presentado en esta investigacion.

En cuanto a la frecuencia de Proteus spp. (2.7%) es 0.7 mayor al
de 2% reportado por Coggan (2008); por lo tanto, se podria sostener que su
frecuencia esta entre 2 - 3%. Ademas, Klebsiella spp. y otras especies de
enterobacterias si han sido reportadas por Coggan (2008), Pincchetti (2011) y
Padilha (2010).

Los resultados susceptibilidad antimicrobiana de E. coli procedente
de piometras caninas encontradas en este trabajo tienen diferencias y similitudes
con los obtenidos por otros autores. Las variaciones observadas entre los
resultados y los reportes por Coggan et al. (2008); Pereira (2010) y por Padilha
(2011) los cuales presentaron resultados con poca variacion entre las tasas de
resistencia frente a la asociacion de trimetropim con sulfametoxazol (13.2 —
14.6%), cloranfenicol (7.7 — 7.9%) y tetraciclina (11.1% - 32.5%). En comparacion
con los datos de las 28 cepas de E. coli aisladas presentan una resistencia menor
a los resultados actuales. Pudiendo deducir que actualmente la resistencia de E.
coli a estos antibiéticos ha aumentado. En cambio, los reportados son de menor
o nulo porcentaje de resistencia frente a ampicilina, cefalotina, cefalexina,
amikacina, gentamicina, norfloxacina y aztreonam que los observados en Brasil
por Coggan et al. (2008) y Padilha, (2010). Y los antibiéticos con los que presento
resistencia no reportada anteriormente son Ceftrixona (3.6%), la asociacion de
amoxicilina con &cido clavulanico (3.6%), ciplofloxacino (3.6%) y doxiciclina
(3.3%). La diferencia porcentual observada en la resistencia antimicrobianos
podria deberse al contexto geografico su realidad en cuanto a la salud publica y

animal.

E. coli tuvo una alta sensibilidad frente a norfloxacino (94%).
Zulphazotrin (76.8%), enrofloxacina (75,5%), cloranfenicol (75.5 - 78.6%),
ciploloxacino (84.60 %) y Meropenem (92.3%) segun Coggan et al. (2008) y
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Padilha (2010) al igual que los resultados de las 28 cepas de E. coli; los cuales,
ademas de los ya mencionados también presentaron la mayor sensibilidad a
Cefalexina (100%), Gentamicina (100%), Aztreonam (96.4%), Ceftriaxona
(96.4%), amoxicilina + acido clavuldnico (82.1%), cefalotina (78% vy
Cloranfenicol. Sin embargo, la sensibilidad a tetraciclina (50%), ampicilina
(67.9%), y Trimetropim mas sulfametoxazol (53.6%) es mucho menor en
comparacion con los reportados por otros autores (Coggan, 2008 y Pereira,
2011).

Pereira (2011) reporto resistencia de Enterobacter aerogenes. a las
aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina), amoxicilina con acido clavulanicoy a
cefalosporinas como: cefalotina, cefalexina, cefazolina (primera generacion) y
cefoxitina de (segunda generacion). Coincidiendo con los resultados de
resistencia Enterobacter spp. aislados. Esto se debe a que Enterobacter spp.
posee resistencia intrinseca a ampicilina, amoxicilina con acido clavulanico, y
cefalosporinas de primera y segunda generacion (CLSI, 2023). Por otro lado, los
resultados muestran ademas una resistencia total, no reportada antes, a
trimetropim con sulfametoxazol, gentamicina y tetraciclina con una tasa del
100%, y en menor frecuencia a amoxicilina con acido clavulanico, aztreonam, y

cloranfenicol (66.7%).

En cuanto a los resultados de susceptibilidad de otras
enterobacterias, ademas de E. coli y Enterobacter spp., nuevamente cabe
resaltar la resistencia a Trimetropim con sulfametoxazol, y el cierto grado de
resistencia frente a tetraciclina. Proteus spp. es sensible a la mayoria de la lista
de antibiéticos probados ya que no posee una resistencia intrinseca a penicilinas
ni cefalosporinas, con excepcion de tetraciclinas tal como lo confirma el resultado
(CLSI, 2023). Klebsiella spp. posee una resistencia intrinseca a ampicilina,
confirmado por los datos presentados. Los resultados también nos muestran que
podria tener ademas de la resistencia a la ampicilina, resistencia a las
cefalosporinas, al aztreonam y tetraciclinas. Convirtiéndose solo en sensible a
Quinolonas (ciprofloxacina y norfloxacina) y aminoglucésidos (amikacina y

gentamicina).
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La amoxicilina con é&cido clavulanico, y trimetropim con
sulfametoxazol fueron descritos como antimicrobianos para el protocolo de
antibioticoterapia (Fieni et al. 2014). Sin embargo, varias de las enterobacterias
aisladas en el presente estudio, presentaron un mayor porcentaje de resistencia
frente a los antibioticos mencionados (3.6% y 39.3% respectivamente) que, en
comparacion con las reportadas en otros paises y afios anteriores, los convierten

en agentes ineficaces para combatir infecciones uterinas.



VI. . CONCLUSIONES

Se determind que 89.2% de las piometras caninas en la ciudad de Trujillo,
2023 fueron causadas por enterobacterias.

Las cepas de enterobacterias aisladas de piometra canina de perras
enteras en la ciudad de Trujillo 2023 fueron Escherichia coli, con mayor
frecuencia, y en menor porcentaje Enterobacter spp., Proteus spp.
Klebsiella spp.

Las cepas de E. coli aisladas de piometras caninas de la ciudad de Truijillo,
2023 presentan mayor sensibilidad a Gentamicina, Norfloxacina,
ciprofloxacino, aztreonam, amoxicilina con acido clavulanico, cloranfenicol
y cefalotina. Sensibilidad intermedia a amikacina y doxiciclina. Y una
resistencia creciente frente a trimetropim con sulfametoxazol (39.30%).
La enterobacteria, Enterobacter spp. posee resistencia intrinseca, y
ademas muestra resistencia a otros antibioticos que normalmente se usan
para combatir infecciones de la clinica diaria, como gentamicina,
trimetropim con sulfametoxazol y tetraciclina. Sin embargo, aun es
altamente sensible a norfloxacina, seguido de ciprofloxacino y doxiciclina.
Klebsiella spp. posee resistencia intrinseca y resistencia a Aztreonam,
cefalosporinas y Trimetropim asociado a sulfametoxazol; y Proteus spp.
es sensible a los antibidticos probados excepto, Trimetropim asociado a
sulfametoxazol y a tetraciclinas

La mayor resistencia en enterobacterias fue frente Trimetropim asociado

a sulfametoxazol y a tetraciclinas.



VIl.  RECOMENDACIONES

Realizar cultivos y antibiogramas para seleccionar el mejor antibiotico
para cada caso particular de las pacientes con piometra caninas y
conseguir asi un tratamiento eficaz; evitando el uso indiscriminado de
antibioticos pudiendo causar resistencias adquiridas y la formacion de
cepas multirresistentes.

Tener en cuenta que existe la posibilidad de presentacién ocasional de
cepas multirresistentes entre las cepas bacterianas patbgenas causantes
de piometra canina, lo que puede aumentar el desarrollo de cepas
enterobacteriales multirresistentes.

Hacer una identificacion genotipica de los microorganismos hallados
mediante PCR y conocer las especies que causan piometra canina en la
ciudad de Trujillo y ademas corroborar la resistencia intrinseca.

Hacer uso de los datos de esta investigacion para estudios comparativos
de sensibilidad antimicrobiana con otras cepas de enterobacterias de
diferente procedencia.

Utilizar el presente estudio para seleccidbn de antibidtico en la

modificacion de protocolos de tratamientos contra piometra canina.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado de toma de muestra

Fecha: [/ [
Y O o , con DNI
..................... , con el domicilio
....................................................................................... : en
calidad de propietario de la mascota de nombre ........................ , de

............. de edad. Autorizo su participacion en el trabajo de investigacion:
"Evaluacion de resistencia bacteriana de los principales microorganismos
bacterianos causantes de piometra en hembras caninas no esterilizadas en
la ciudad de Trujillo, 2023". Desarrollada por la Br. Jana Alejandra Arteaga

Velez, quien previamente informd el procedimiento de manera detallada.

Ante lo expuesto firmo este consentimiento para participar en dicho estudio.
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Anexo 2. Evidencias de la ejecucién de la propuesta.

-~ <H

Recoleccion de muestras y sembrado de las muestras de colecta

uterina provenientes de piometra canina de la ciudad de Trujillo.
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Colonias
aisladas en
agar sangre y
pruebas

bioquimicas.

Equipos y Materiales de Trabajo: Agares en estufa, Autoclave,
Incubadora aerobia del laboratorio del programa de Estudios de

Medicina Veterinaria y zootecnia de la Universidad Privada Antenor

Antibiograma, con visualizacion

de halos de Inhibicion
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Anexo 3. Ficha de Registro de informacion

INFORME DE RESULTADOS E INTERPRETACION DE ESTUDIO
MICROBIOLOGICO DE MUESTRAS DE PIOMETRA CANINA 2023

N° Muestra:
Tincién Gram:

Se observo:
Cultivo:

e Agar Mc Conckey

e Agar Sangre: hemolitico
Tincién Gram posterior al cultivo

Se observo:

Pruebas Bioquimicas:

e Citrato:
e SIM:
e LIA:
e TSI

Microorganismo identificado:

Otras:

ANTIBIOGRAMA PARA ENTEROBACTERIAS (leer entre las 15 -18h)

AGENTE GRUPO CO:\IC)C'\IIEI\[I)';TAC TAMARNO INTERPRET

GRUPO ANTIMICROBIAN (prueba/re LABORATORIO CODIGO CION DE

o orte) ANTIBIOTICO DE HALO RESULTAD!

p EN DISCO
Ampicilina Grupo 1 Biodisc SAC AM10 10 pg
. Cefalotina Grupo 1 Biodisc SAC CF30 30 ug
Betalactamicos
Ceftriaxona Grupo 1-3° Bioanalyse Turquia CRO30 30 ug
Cefalexina 1° gen. Biodisc SAC CFL30 30 ug
Aminopenicilina Amoxicilina/
P acido clav. Grupo 1 Bioanalyse Turquia AMC30 20/10 pg
Aminoglucésidos Amimkacina Grupo 1 Bioanalyse AK30 30 ug
Gentamicina Grupo 1 Biodisc SAC GM10 10 ug
Quinolonas Norfloxacina Grupo 1 Biodisc SAC NX10 10 ug
ciprofloxacino Grupo 1 Biodisc SAC CIP5 5ug
Monobactams  Aztreonam Grupo 1 TM media 30 ug
Sulfonamidas  Sulfametropim Grupo 1 Bioanalyse SXT25 25 ug
Anfenicones Cloranfenicol Grupo 2 Biodisc SAC C30 30 ug
predictor
o de

Tetraciclina Tetraciclina doxiciclina  Biodisc SAC TE30 30 ug
Doxiciclina Bioanalyse DOx30 30 ug
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Anexo 4. Imagen para difusién en redes

Campaiia de recoleccion de
secreciones uterinas para cultivo
y antibiograma 7=

* La muestra se recolectard del
utero post OVH.

*Se le enviara el informe de

resultados directamente al
médico tratante.




