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1. Resumen

Clostridium difficile es la causa mds comun de diarrea asociada a hospitales y
antimicrobianos en los seres humanos, sin embargo, el papel de C. difficile en perros
diarreicos no estd definido. Los objetivos del presente trabajo son: Determinar la prevalencia
de C. difficile en perros con y sin diarrea y comparar si hay diferencias entre perros
hospitalizados y sanos. Analizar si la infeccion por C. difficile esta relacionada con el uso de
antibioticos u otros farmacos en perros y determinar la presencia de otros agentes zoon6ticos
en perros hospitalizados y sanos y su perfil de antibioresistencia. Para realizar este estudio se
obtuvieron muestras fecales con un hisopo estéril o bien de heces de 25 perros hospitalizados
y 25 perros sanos. Posteriormente las muestras fueron procesadas para realizar diagnostico
microbioldgico y diagnostico molecular. En el aislamiento microbiologico en medio selectivo
no se obtuvo ningun aislado de C. difficile en perros hospitalizados ni en perros sanos. Y a
partir de la PCR, los resultados fueron negativos en todas las muestras para el gen que
codifica la toxina A (tcdA) y el gen que codifica la toxina B (tcdB). Se obtuvieron aislados
puros de otros microorganismos zoonoéticos (Escherichia coli) y se realizaron antibiogramas
para obtener un perfil de resistencia. Se concluye que la prevalencia de colonizacion de C.
difficile es mas baja de la esperada, ya que no se ha obtenido ningtn resultado positivo de C.
difficile ni por aislamiento microbiologico especifico ni por deteccién por PCR de las toxinas
tcdA y tcdB. Se ha detectado la presencia de cepas de E. coli multirresistentes en la poblacion
canina de la region geografica estudiada, incluyendo antimicrobianos de uso generalizado en

veterinaria y en humana lo que podria suponer un riesgo para la salud publica.



2. Introduccion

La enteritis es un problema de salud comun en perros y gatos. La microflora intestinal de
estos animales es compleja y poco conocida (39). Los microorganismos comunmente
asociados a la presencia de diarrea en perros son Salmonella spp, Escherichia coli,

Campylobacter spp, Clostridium perringens 'y Clostridium difficile (6, 12).

La mayoria de ellos, como por ejemplo Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli (E.coli)
o Clostridium difficile (C.difficile) también suponen un problema de salud publica, ya que se
trata de agentes infecciosos que se pueden transmitir entre animales y humanos. Como se
comentard posteriormente la gran mayoria de estudios estdn centrados en humanos y
animales de produccion, pero recientemente se ha intentado determinar si los animales

domésticos juegan un papel en la transmision de animales a humanos.

C. difficile es una de las bacterias nosocomiales emergentes mas importantes en salud publica
en Europa y Norte América (11). La infeccion puede causar colitis y en casos mas graves
muerte por megacolon toxico y colitis pseudomembranosa. Seguin las ultimas publicaciones
del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades Infecciosas (CDC) de los EEUU esta
infeccion produce un total de 250.000 infecciones y 14.000 muertes al afio, representando

para la salud publica americana un gasto anual de 1 billon de dolares.

Aunque C. difficile es considerado un patdégeno nosocomial, actualmente se estd produciendo
un aumento muy significativo de la frecuencia e intensidad de estas infecciones en poblacion
general sana no hospitalizada, es decir brotes comunitarios, lo que hace necesario investigar
acerca de otras fuentes de infeccidn que puedan existir para el ser humano. Los ultimos

estudios demuestran que los animales domésticos podrian ser la fuente principal (2, 32).

3. Clostridium difficile

Los primeros datos de C. difficile son del afio 1935, cuando Ivan C. Hall y Elizabeth O Toole
aislan por primera vez un nuevo bacilo anaerobio a partir de heces de nifios sanos recién
nacidos (1, 17, 23, 30, 31). El nombre de la especie Bacillus difficilis fue elegido por su
morfologia bacilar, por ser anaerobio y formar esporas y, sobre todo, por la dificultad que

supuso su cultivo y aislamiento (30).



En 1938, Bacillus difficilis es rebautizado como C. difficile, por Prévot (ICSB, 1976) y por
tanto, trasladado al género Clostridium (1, 31). Durante las posteriores décadas C. difficile
aparece en la literatura de forma esporadica en diferentes estudios sobre la especie humana

pero no hubo evidencia de que C. difficile fuera patogénico (31).

Desde el comienzo del siglo XXI, ha habido un aumento de la incidencia y la gravedad de
infeccion por C. difficile en humanos en todo el mundo (17). En estas tltimas décadas C.
difficile se ha convertido en la principal causa nosocomial de morbilidad, mortalidad y

aumento de costes médicos (23).

C. difficile en animales se describio por primera vez y sin saberlo en 1968, cuando Small JD
inform6 de un caso de enteritis en hamsteres de laboratorio después de la administracion de
antibidticos. Desde entonces, los hamsteres se han utilizado como modelo animal para probar
la asociacion de C. difficile con la colitis pseudomembranosa en los seres humanos. A partir
de la década de los 70 se empiezan a publicar articulos relacionando C. difficile con

diferentes especies de animales, la mayoria se han centrado en animales de produccion (14,
43).

Posteriormente, C. difficile ha sido aislado en casi todos los mamiferos, incluyendo vacas,
caballos, cerdos, perros, elefantes, aves y primates no humanos. En la actualidad existe cierto
contraste con la investigacion médica humana, donde los estudios se centran principalmente
en el papel de C. difficile como causa de enfermedad, en cambio en animales se concentran

en la presencia de la bacteria en animales sanos que pueden actuar como reservorios (14).

3.1. Descripcion y patogenia de Clostridium difficile

C. difficile es un bacilo Gram positivo, anaerobio estricto y que mide aproximadamente
0’5x6um. Puede habitar en el tracto digestivo y causar enfermedad gastrointestinal en
muchas especies incluyendo humanos, caballos, cerdos, perros, gatos y animales de
laboratorio (7, 12, 17, 20, 23). Una de sus caracteristicas mas importante es la formacion de
esporas, que le otorga resistencia frente a condiciones adversas (19) y le permite permanecer

durante largos periodos de tiempo en el ambiente (29).



Se conocen mas de 400 cepas de C. difficile pero solo aquellas que producen toxinas causan
enfermedad (2, 17, 37). Se han descrito y caracterizado 3 toxinas: toxina A, toxina B y la
toxina binaria (12, 13). La secreciéon de toxinas ha sido el factor de patogenicidad mas

estudiado.

Los ribotipos toxigénicos de C. difficile producen dos toxinas principales toxina A
(enterotoxina) y toxina B (citotoxina), pero puede haber cepas que solo produzcan una de

ellas o ninguna (17, 39).

Las toxinas A y B estan codificadas por los genes tcdA y tcdB, respectivamente (12, 18). La
toxina A altera la union de las células de la mucosa con la membrana basal del colon y dana
las vellosidades. La toxina B entra en la célula mediante endocitosis e induce la apoptosis. La
toxina B es 1000 veces mas potente citotoxicamente que la toxina A (37). Ambas estimulan
los monocitos y los macrofagos, que a su vez liberan la interleucina 8, dando lugar a una
infiltracion con neutréfilos en el tejido. Sin embargo, la infeccion que producen la cepas
toxigénicas de C. difficile puede ser asintomatica, lo que implica que otros factores,

incluyendo el ambiente dentro del intestino, sean importantes (2, 33).

A parte de estas dos toxinas mencionadas, algunas cepas de C. difficile producen la toxina
binaria (CDT), como por ejemplo los ribotipos 027 y 078 (17, 39), que no esta relacionada
genética ni estructuralmente con las toxinas A y B (13). CDT esté codificada por dos genes
separados (cdtA y cdtB) que se encuentran fuera de la isla de patogenicidad cromosémica
(fraccion del ADN genomico de un microorganismo patdégeno que le faculta como virulento)
(13, 17, 18, 37). La relevancia clinica de esta toxina se esta investigando pero se ha

demostrado que favorece la colonizacioén del microorganismo (37).

C. difficile causa enfermedad por la colonizacion de la mucosa intestinal y la produccion de
toxinas (40). Se requieren multiples pasos para que la enfermedad se desarrolle (37). El
hospedador tiene que ingerir las esporas que germinaran para dar lugar a las formas
vegetativas, a continuacion se tiene que producir la alteraciéon de la microbiota intestinal
normal, usualmente por antibioticos (23), ya que C. difficile no es capaz de multiplicarse si la
flora intestinal estd normal (33). Por ultimo se producird la colonizacién de la mucosa y la

produccion de toxinas (2).



3.2. Presentacion clinica de Clostridium difficile

La infeccion por C. difficile es una enfermedad intestinal mediada por toxinas y las
manifestaciones extraintestinales son raras. Los signos clinicos que provoca C. difficile son
muy variables (17). La presentacion en humanos puede variar desde asintomatica hasta
diarrea leve y sindromes de enfermedades mas graves, incluyendo dolor abdominal, fiebre y
leucocitosis. También se pueden apreciar lesiones inflamatorias y la formacién de
pseudomembranas en el colon, megacolon o perforacion intestinal, sepsis, shock y muerte

(33, 39).

El rol de C. difficile en las enfermedades gastrointestinales de los perros no esta bien definido
(43). La enfermedad mas comun asociada a Clostridium spp en perros es la colitis aguda o
cronica (6). También se ha descrito la presencia de toxinas producidas por C. difficile

asociada a diarrea (6, 17, 21) o diarrea hemorragica (6, 12).

3.3. Epidemiologia

3.3.1. Prevalencia

La prevalencia de C. difficile es muy heterogénea, ya que su papel asociado a diarrea canina
no esta claro. Clooten ef al. (7) realizaron en 2007 un estudio cuyos objetivos eran determinar
la prevalencia de la colonizacion intestinal de C. difficile en perros y gatos hospitalizados. En
este estudio se reflejo que la tasa de deteccion de C. difficile en perros sanos, tanto de cepas
toxigénicas como no toxigénicas, oscila entre 0 a 10%. En perros ingresados en hospitales

veterinarios es del 18-40 % y en perros que visitan hospitales humanos alcanza un 58%.

Otro estudio realizado por Weese et al. (40) en 2009 para evaluar la presencia de C. difficile
en perros y en el ambiente doméstico indicod que el 10% de los perros estaban colonizados
por la bacteria y que el 31% de los hogares estaban contaminados con sus esporas, lo que

sugiere que la exposicion a este patdgeno puede ser comun.

Murphy et al. (25) describieron una proporciéon importante de hospitales veterinarios con
hisopos ambientales positivos para C. difficile, aunque la relevancia de la bacteria en las

pequenias clinicas veterinarias es incierta.



3.3.2. Transmision interespecie y factores de riesgo

La mayoria de estudios sobre C. difficile se basan en los seres humanos, pero esta bacteria
también se ha descrito como comensal o patégeno en numerosas especies de animales. Se ha
cuestionado cudl puede ser la fuente de exposicion para los humanos, aparte de los hospitales,

y se ha determinado que podria ser el contacto directo o indirecto con animales (14).

Muchos de los ribotipos de C. difficile aislados en perros y gatos son indistinguibles de los
encontrados en seres humanos, por eso ha aumentado la preocupacion sobre la transmision
zoondtica (40). Arroyo et al. (2) aislaron C. difficile a partir de muestras de perro (n=92),
caballo (n=21) y humano (n=20), y mediante PCR se identificaron 23 ribotipos diferentes. De
estos ribotipos, se identificaron 9 en perros, 12 en caballos y 7 en humanos de los cuales el

25% eran indistinguibles entre especies.

La variacion de la prevalencia de cepas con el gen CDT podria ser una indicacion adicional
de superposicion de ribotipos de C. difficile entre humanos y animales. En los primeros
estudios sobre CDT, la prevalencia de cepas positivas para esta toxina en aislados humanos
fue relativamente baja (entre 1,6% y 10%). Por el contrario, la prevalencia de cepas CDT
positivas entre los animales fue mucho mayor, oscilando entre el 23% y el 100%, con una
menor prevalencia en caballos (hasta el 43%), seguido por los lechones (hasta el 83%), y por
el ganado (hasta el 100%). Originalmente, parecia que eran dos poblaciones mas bien
separadas de C. difficile y que las cepas CDT positivas eran mas propensas a estar asociadas
con los animales que con los seres humanos. Sin embargo, en los tltimos afos, la proporcion

de cepas CDT positivas en la poblacién humana ha aumentado gradualmente (32).

Para poder explicar la importancia de C. difficile en la comunidad se han determinado cuatro
fuentes de trasmision: el medio ambiente, el contacto con personas, el contacto con animales
infectados o portadores y los alimentos (14, 26). Una de las habilidades de C. difficile es la
formacion de esporas que pueden sobrevivir en el medio ambiente durante meses (14). En
ciertos ambientes se sabe que la presencia de esporas ya estd establecida como son los
hospitales de humana o las explotaciones agricolas de cerdos. La prevalencia de C. difficile
en heces de lechones recién nacidos puede ser del 100%, pero no hay pruebas que
demuestren la trasmision vertical en cerdos lo que hace pensar que estos animales se infectan
por la presencia de esporas en el ambiente que son capaces de transportarse por via aerogena

o por el personal de la granja (14).



Si los animales son de hecho una fuente potencial de infeccion de C. difficile para los
humanos, los alimentos también podrian ser una de las vias de transmision (32). C. difficile
ha sido aislado a partir de animales vivos, pero también se ha demostrado su presencia en
alimentos, lo que supone un factor de riesgo en la transmision de animales a humanos. En los
ultimos afos se han publicado diferentes estudios sobre la presencia de C. difficile en carne,
pescado o vegetales. De los estudios realizados en Europa, la prevalencias son bajas, en carne
se detectdo C. difficile en un 3% de las muestras. Pero en Estados Unidos y Canada el
porcentaje de muestras infectadas asciende hasta el 42% en algunos estudios (14). Por otro
lado se ha demostrado que aproximadamente el 20% de las muestras de carne molida al por

menor u otros productos carnicos contienen C. difficile (32).

3.5. Diagnéstico

Como en todas las patologias, ante un caso de diarrea es preciso diferenciar el diagnostico
clinico del diagnostico en laboratorio. Como ya se ha comentado anteriormente el diagnostico
clinico de C. difficile en perros es complicado debido a que la sintomatologia no esta
claramente determinada. Por otro lado, el diagnostico de laboratorio de C. difficile se basa en
la deteccion de toxinas o en el aislamiento de cepas toxigénicas a partir de muestras de heces.
Sin embargo, estos resultados deben combinarse con los hallazgos clinicos para diagnosticar
la enfermedad (1, 9). El diagnostico diferencial de C. difficile debe considerarse en cualquier
animal diarreico, pero la informacion objetiva sobre métodos Optimos para el diagnostico de

esta bacteria en perros y gatos es limitada (39).

3.5.1. Tipo de muestra, transporte y almacenamiento

Para poder realizar un correcto diagndstico, s6lo se deberian procesar las heces no formadas y
frescas. La actividad citotoxica se pierde muy rapidamente, lo que significa que si el anélisis
de muestras frescas no es posible deben almacenarse a 4°C o menos (9, 31). Algunos autores
afirman que tras la congelacion no se observa una pérdida de esporas, lo que permite

almacenar las muestras més tiempo hasta su procesamiento (11).

Una guia publicada recientemente sobre el uso de la microbiologia para el diagndstico de
enfermedades infecciosas (3) pone de relieve la importancia de la recogida, la temperatura y

el tiempo de transporte, ya que la interpretacion de los resultados dependera de la calidad de
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los especimenes recibidos para el andlisis. En concreto, con respecto a C. difficile, se
recomienda que las muestras de heces se reciban en recipientes estériles cerrados y se
mantengan a temperatura ambiente durante un méaximo de 2 horas, sobre todo si el objetivo

es detectar toxinas ya que €stas son muy labiles (3).

3.5.2. Aislamiento microbioldgico: Cultivo

El cultivo microbioldgico se reconoce como el método més sensible para la deteccion de C.
difficile, pero su especificidad es baja debido a que la tasa de transporte asintomatico de C.
difficile en perros, igual que en humanos, puede ser elevada (9, 31). Ademas el cultivo es un
método de diagndstico relativamente facil para los laboratorios que dispongan de personal

con la experiencia adecuada y con instalaciones para el cultivo anaerdbico (39).

El aislamiento de C. difficile supone una serie de retos debido a su escasa capacidad de
competencia frente a otros organismos de la flora intestinal. Las soluciones propuestas son:
por un lado favorecer el crecimiento de C. difficile mediante medios selectivos o de
enriquecimiento y, por otro, eliminar la flora acompafiante aprovechando la capacidad de

formacion de esporas de este microorganismo (31)

El primer medio selectivo utilizado para el aislamiento de C. difficile fue disefiado por
George et al. en 1979, el agar cicloserina-cefoxitina fructosa (CCF). Este medio de cultivo se
basa en la capacidad de la cicloserina y cefoxitina de inhibir el crecimiento de la flora
acompafante (1, 31). Las colonias de C. difficile se reconocen facilmente en este medio
cuando se observan bajo el microscopio. Tienen una apariencia similar al vidrio molido,
liberan un olor similar al estiércol de caballo y revelan una fluorescencia amarillo-verde bajo

iluminacioén ultravioleta (39).

La formulaciéon original del medio CCF ha sido ampliamente modificada, incluida la
sustitucion de la yema de huevo por la sangre (9). También se ha demostrado que la adicion
de 1 g de taurocolato, desoxicolato o colato al medio CCF induce la germinacion de esporas

de C. difficile (11, 15).
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La segunda estrategia se basa en eliminar la flora competidora, dado que C. difficile tiene una
alta capacidad de supervivencia de la forma de resistencia (esporas). Los métodos descritos

son el choque térmico y el choque de etanol (1).

Delmée et al. (9) y Marler et al. (22) concluyen que un pretratamiento de las muestras con
choque de etanol o de calor se ha asociado con un aumento de la sensibilidad. Pero en otros
casos se considera que lo que mejora la sensibilidad del método es un aumento en el tiempo
de enriquecimiento (34). También hay quien apunta que el uso de ambos métodos aumenta la

recuperacion de C. difficile hasta un 96% (22).

El papel principal del cultivo en el diagnostico es descartar C. difficile, ya que un resultado
negativo de una muestra de heces correctamente recogida, manipulada y procesada por un
laboratorio experimentado tiene un excelente valor predictivo negativo. Los resultados del
cultivo positivo pueden ser Utiles como una prueba complementaria para proporcionar mayor
confianza en los ensayos positivos de la toxina fecal. El cultivo es muy util para estudios

epidemiologicos (39).

3.5.3. Deteccion por métodos moleculares

En las ultimas décadas ha aumentado el desarrollo de métodos basados en la biologia
molecular para identificar este microorganismo. La principal ventaja es su alta especificidad
y sensibilidad en humanos (1). Estos métodos se basan principalmente en reacciones de PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) en las que se amplifica un fragmento concreto de un
gen diana especifico del microorganismo. Se han descrito multiples reacciones para estudiar

los genes que codifican las cepas de C. difficile (12).

Esta técnica estd muy desarrollada en humanos, pero en animales tiene limitaciones.
Actualmente no hay pruebas de PCR validadas para C. difficile en animales y ninguna
evidencia de que estas pruebas sean ttiles clinicamente como pruebas tnicas. El uso de PCR

directa para el diagnostico de C. difficile en perros y gatos no se recomienda (17).

La PCR puede ser util conjuntamente con el cultivo. La prueba en aislados de C difficile para

genes de toxina puede diferenciar entre cepas toxigénicas y no toxigénicas, mejorando asi la

12



especificidad del cultivo pero teniendo atn las limitaciones en especificidad asociadas con la
presencia de cepas toxigénicas en las heces de un pequenio porcentaje de individuos sanos (2,

12).

3.5.4. Técnicas immunoldgicas
Se dispone de técnicas inmunoldgicas comerciales para la deteccion de la toxina A y/o B,
para la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) y también para combinaciones de ambas

(toxinas y GDH) (31).

Actualmente encontramos en el mercado muchos ELISA disponibles comercialmente para la
deteccion de toxinas A o toxinas A y/o B en heces. Los ELISA son rapidos, tienen buena
sensibilidad y especificidad cuando se usan con especimenes humanos (88% - 97% y hasta
100%), sin embargo, el rendimiento en perros es mucho menor. A pesar de esta limitacion,
los ELISA se utilizan comunmente para el diagnostico de C. difficile en perros y gatos,
debido a su disponibilidad, facilidad, coste y falta de otras opciones. Los resultados positivos
de ELISA, particularmente cuando se combinan con un antigeno comun positivo o un cultivo
positivo, son sugestivos de C. difficile, sin embargo, la baja sensibilidad de algunos ensayos

significa que el valor predictivo negativo de ELISA es marginal (31, 39).

3.6. Tratamiento

No hay informacién objetiva sobre el tratamiento para enteritis por C. difficile en perros o
gatos. En general, se trata de forma similar a cualquier otra enfermedad diarreica con terapia
de apoyo. Si la diarrea esta asociada a la terapia antimicrobiana, puede ser suficiente con el

cese de la administracion (39, 40).

El tratamiento antimicrobiano especifico dirigido contra el C. difficile entérico se administra
habitualmente, aunque no esta claro si se necesita o no en todos los casos y muchas
infecciones pueden ser autolimitantes. El metronidazol (perros: 10-15 mg / kg por via oral
cada 8-12 horas durante 5 dias, gatos: 62,5 mg cada 12 horas durante 5 dias) tiende a ser el
farmaco de eleccion. Se puede utilizar metronidazol intravenoso (15 mg / kg cada 12 horas

durante 5 dias) si la terapia oral no es una opcion (39).

13



En humanos, también se utiliza metronidazol o vancomicina oral. Sin embargo, algunos
estudios consideran que esta ultima es inapropiada en perros y gatos debido a la falta de
evidencia de necesidad o eficacia en animales. Otras opciones de tratamiento utilizadas por
algunos veterinarios incluyen adsorbentes intestinales, probidticos y cambios en la dieta (17,

23,37).

El tratamiento de perros y gatos aparentemente sanos no estd indicado, ya que no hay

evidencia de que el tratamiento en estos animales pueda eliminar la colonizacion de la

bacteria (39).

El tratamiento de las mascotas en los hogares donde los seres humanos estan infectados por
C. difficile tampoco esta indicado. Si hay alguna sospecha de que las mascotas pueden estar
involucradas en la transmision, los esfuerzos estdn mejor enfocados en las practicas de
control de la infeccion. La duracion del tratamiento debe depender de la respuesta clinica, no
de los resultados de laboratorio, y no hay indicacion de repetir las pruebas como base para

determinar la duracion del tratamiento (39).

3.7. Clostridium difficile y el uso de antibioticos
La relacion que hay entre el uso de antibidticos y la colonizacion intestinal de C. difficile no
estd claramente determinada en todas las especies. En el caso de los humanos, siempre se ha

relacionado C. difficile con el uso de antibidticos pero en perros no hay conclusiones claras

(33).

En humanos, la susceptibilidad antibidtica de C. difficile esta cambiando. Histéricamente la
mayoria de los ribotipos que afectaban a humanos eran resistentes a clindamicina pero
actualmente se han encontrado cepas que ademas han desarrollado una resistencia adquirida a
las fluoroquinolonas. Se han aislado cepas del ribotipo 027 con estas caracteristicas en tres
paises europeos (Francia, Irlanda y Suiza). En relacion a los antibidticos que se utilizan
actualmente para tratar C. difficile (metronidazol y vancomicina) la reduccion de la respuesta
clinica al tratamiento no se ha atribuido a la resistencia al farmaco sino a un aumento de la

concentracion minima inhibitoria (33)
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En el mundo de la veterinaria hay multiples articulos publicados con informaciones
contradictorias respecto a la asociacion de la infeccion con el uso de antibioticos. Un estudio
realizado en 2007 por Clooten et al. (7) identificaron que la administracion de
antimicrobianos antes del ingreso en un hospital, o la administracion de farmacos
inmunosupresores durante la hospitalizacion, son factores de riesgo para la colonizacion
hospitalaria de C. difficile. Por el contrario los estudios publicados por Rodriguez et al. (31) y
Weese et al. (40) describieron que la infeccion de C. difficile en perros no esta tan asociada a

los hospitales o a la terapia antimicrobiana como en el caso de los humanos.

Riley et al. 1991 (28) realizaron un estudio con perros que acudian al veterinario y
determinaron que existia una diferencia estadisticamente significativa en las tasas de
aislamiento de C. difficile entre los animales que habian recibido la terapia con antibidticos y
los que no lo hicieron. La tasa de aislamiento de C. difficile de los animales que recibieron
antibioticos (mas comunmente una combinacion de penicilina y estreptomicina) fue el doble
que en los animales que no recibieron antibioticos. Por lo tanto, en este estudio la situacion
en animales parece ser analoga a la situacion en seres humanos, donde la terapia con

antibidticos es el principal factor que predispone a la colonizacién o infeccion por C. difficile.

4. Objetivos
¢ Determinar la prevalencia de C. difficile en perros con y sin diarrea y comparar si hay
diferencias entre perros hospitalizados y sanos.
* Analizar si la infeccion por C. difficile esta relacionada con el uso de antibidticos u
otros farmacos en perros.
* Determinar la presencia de otros agentes zoondticos en perros hospitalizados y sanos

y su perfil de antibioresistencia.

15



5. Material y métodos

5.1. Poblacion muestreada

Para la realizacion de este estudio experimental se obtuvieron muestras a partir de perros
hospitalizados en el Hospital Clinic Veterinari de la Universidad Auténoma de Barcelona
situado en Bellaterra (Barcelona) y a partir de perros sanos de Barcelona y alrededores

seleccionados aleatoriamente.

Se recogieron un total de 25 muestras de animales hospitalizados que sufrian un cuadro
diarreico. En el caso de los perros sanos también se muestrearon un total de 25 animales y
como criterios de inclusidon se tuvo en cuenta la ausencia de enfermedad y que no hubieran

sido tratados con antibidtico durante el Gltimo mes.

Los animales hospitalizados tenian edades de entre 2 meses a 15 afios y los animales sanos de
4 meses a 11 afios. Las muestras se recogieron por un periodo de tiempo comprendido entre

febrero y mayo.

5.2. Muestras
Todas las muestras se obtuvieron del recto con un hisopo estéril o bien de heces cuando fue
posible. En el momento de la obtencion de la muestra, se rellend un cuestionario con

informacion sobre el individuo (anexo 1).

Todas las muestras fueron conservadas en refrigeracion inmediatamente después de su

recogida y fueron procesadas en el laboratorio en menos de 24 horas.

5.3. Aislamiento microbioldgico
El nimero total de muestras sometidas al aislamiento microbiologico fue de 50. Se realizo

aislamiento en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis.

El aislamiento microbioldgico general consistid6 en sembrar la muestra en Agar Sangre
(Difco) y Agar MacConkey (Oxoid) en condiciones de aerobiosis a 37°C durante 24 horas. El
medio Agar Sangre es un medio no selectivo, en cambio el Agar MacConkey es un medio

selectivo diferencial utilizado para el aislamiento y diferenciacion de bacilos Gram negativo
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fermentadores y no fermentadores de lactosa. Las muestras que dieron un resultado
microbiologico puro fueron resembradas en medios no selectivos (Agar sangre o Agar TSA)
para realizar posteriormente diferentes pruebas para su identificacion: tincion de Gram,
oxidasa y catalasa y otras pruebas bioquimicas convencionales (SIM, TSI, citrato,
fenilalanina, urea y rojo metilo). Las colonias puras aisladas en cultivo puro se congelaron a
-80°C en un medio de glicerol al 1% y el hisopo original se conservo en una solucion de

tampon fosfato salino a -80°C para su posterior procesamiento para diagndstico molecular.

En este estudio también se realizd aislamiento microbiologico selectivo para C. difficile
(medio base Cat. 1447 + suplemento Cat. 6061, Lab. Conda) en anaerobiosis estricta (BD
GasPak™ EZ Container Systems, BD Diagnostics) a 37°C durante 48 horas. Previamente al
cultivo en medio selectivo, se planted realizar un choque térmico siguiendo el protocolo
descrito por Janezic et al. 2016 (15), para conseguir la germinacién de la esporas. A partir de
las muestras de hisopos se hicieron alicuotas de 0,2 ml del PBS y se impregné el hisopo
original diluyéndolo también con tampon fosfato (1:1). A continuacioén se inici6 el choque
térmico a 70°C durante 20 minutos y se centrifugé a 13000 rpm durante 10 minutos para
recuperar el pellet. Al realizar este protocolo a partir de hisopos rectales cantidad de materia
solida era pequefia y la recuperacion del pellet no siempre se podia realizar, ademas no
siempre fue posible obtener dos hisopos (uno para diagnéstico microbioldgico y otro para
diagndstico molecular). Por ello se procedid a la siembra de la muestra sin la aplicacion del

tratamiento.

5.4. Diagndstico molecular
El nimero total de muestras sometidas al diagnostico molecular fue de 50 y el proceso constod

de tres fases, explicadas a continuacion:

La primera parte del proceso consistié en la extraccion de ADN a partir de los hisopos
originales conservados en PBS a -80°C, mediante el “Ql4amp DNA Stoll Mini Kit” siguiendo
el protocolo descrito por el fabricante. Como control positivo de la extraccion se utilizéd una
muestra positiva de C. difficile aislado de porcino, proporcionada por el laboratorio de
diagnostico de enfermedades infecciosas de la Universidad Autonoma de Barcelona, y como

control negativo agua destilada estéril.
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La siguiente parte del proceso fue la PCR (Polymerase chain reaction), que se llevo a cabo
para la amplificacion de los genes que codifican las toxina A (fcdA4) y la toxina B (¢#cdB) de C.
difficile. La PCR se llevo a cabo siguiendo el protocolo previamente descrito por Persson et
al. (27), con algunas modificaciones de las cantidades y puesta a punto previamente por el

departamento de Enfermedades Infecciosas de la Universidad Autonoma de Barcelona.

A partir de la solucion obtenida de la extraccion de ADN se tomaron 2,5 pl de DNA
problema y se completé con un volumen de 22,5 pul de la Mix de la PCR por muestra (buffers,
dNTPs, MgCl,, Primers (F y R), AmpliTaq DNA polimerasa) y agua destilada, el volumen
total es de 25ul. Las cantidades de cada reactivo se describen en la tabla 1, éstas se
multiplicaban por el nimero de muestras afiadiendo una extra como margen de error de

pipeteo.

Tabla 1. Composicion de la Mix de la PCR realitzada para las toxinas A y B de C.difficile.

Reactivos Concentracion | Volumen (ul)
H,0 - 15,9
Buffer 1xPCR 2,5
dNTPs 1,2uM 0,3
MgCl, SmM 1,5
Primer (F y R)* 1,5 uM 1
AmpliTaq DNA 1,5U 0,3
polimerasa
DNA - 2,5
Total - 25

*Toxinas Ay B de C. difficile F, Forward, R, Reverse.

Los primers usados (Secuencia 5° = 3’) fueron (27):
* CD-TcdA F: GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA
* CD-TcdA R: AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG
* CD-TcdB F: CCAAAGTGGAGTGTTACAAACAGGTG
* CD-TcdB R: GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA

La reaccion de amplificacion seguida fue:
1. Desnaturalizacién 10 minutos a 94°C
2. Amplificacion 30 ciclos 50 segundo a 94°C
3. 40 segundos a 54°C
4. 50 segundos a 72 °C
5

3 minutos a 72 °C
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La tultima etapa fue la electroforesis en gel de agarosa al 2% en un tampoén TrisBorato EDTA
(TBE). Los resultados de la amplificacion se observaron tras someterlos a una electroforesis a
100V durante 30 minutos. Los fragmentos de amplificacion se tifieron durante 10 minutos

con bromuro de etidio y se observaron bajo luz UV.

6. Resultados

6.1. Prevalencia de Clostridium difficile
En este estudio los dos métodos utilizados para conocer la prevalencia de C. difficile fueron
el aislamiento microbiolégico y la PCR aplicados a 25 muestras de perros hospitalizados con

diarrea y 25 perros sanos.

En el aislamiento microbioldgico en medio selectivo no se obtuvo ningun aislado de C.
difficile. Asimismo, a partir de la PCR los resultados fueron negativos en todas las muestras

para el gen que codifica la toxina A (tcdA) y el gen que codifica la toxina B (tcdB) de C.
difficile.

6.2. Prevalencia de otras bacterias de interés zoonotico
A partir de los medios de cultivo sembrados en condiciones aerobiosis se obtuvieron aislados
de otras bacterias y se procesaron aquellos cultivos que presentaban un crecimiento puro o

una poblaciéon homogénea mayoritaria en la placa.

A partir de las 25 muestra rectales de los perros hospitalizados, en medio no selectivo (Agar
Sangre) se obtuvieron un 8% de cultivos puros (n=2), un 68% de cultivos mixtos (2 0o mas
colonias no identificadas y morfologicamente diferentes) (n=17) y un 24% sin crecimiento
(n=6). En el medio selectivo MacConkey los resultados fueron un 52% de cultivos puros
(n=13), un 8% de cultivos mixtos (n=2) y un 40% de cultivos sin crecimiento. El
microorganismo mas frecuente fue Escherichia coli con un total de 8 cultivos puros en medio
selectivo, un 32% del total de muestras de perros hospitalizados. En el resto de cultivos puros

se aislo Proteus spp 'y Klebsiella pneumoniae.
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El resultado de las 25 muestras rectales de perros sanos en medio de cultivo selectivo fueron
80% en cultivo mixto (n=20), 20% sin crecimiento (n=5) y no se obtuvo ningun cultivo puro.
En medio selectivo se obtuvo un 56% de cultivos puros (n=14), un 20% de cultivo mixto
(n=5) y un 24% sin crecimiento (n=6). Como en el caso anterior, el microorganismo mas
frecuente en medio selectivo fue Escherichia coli en un total de 13 cultivos, un 52% del total

de las muestras obtenidas a partir de perros sanos. En el cultivo puro restante se aislo Proteus

spp.

Debido al mayor nimero de aislados de Escherichia coli que se obtuvieron respecto a otros
microorganismos se decidié valorar el perfil de resistencia antimicrobiana de esta bacteria.
Para ello se utiliz6 el método de difusion en agar segiin Kirby Bauer, consistente en la
inoculacién de una suspension 0,5 McFarland de cada una de las cepas en una placa de
Mueller Hinton. En cada antibiograma se incluyeron los siguientes antibidticos: ampicilina,
amoxicilina-acido clavulanico, cefalexina, ceftiofur, enrofloxacino, marbofloxacino,
ciprofloxacino, trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina, tobramicina, amikacina,

tetraciclina y doxiciclina.

En perros hospitalizados el perfil de resistencia antimicrobiana mostré que el 100% de las 8
cepas de E.coli obtenidas en cultivo puro eran resistentes a 3 o mas antimicrobianos. Los
mayores porcentajes de resistencia se encontraron en la ampicilina (100%), el trimetoprim-

sulfametoxazol (75%) y en tercer lugar la cefalexina (62,5%) (Figura 1).
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Figura 1. Perfil de sensibilidad de los antibiogramas de los E. coli
aislados en cultivo puro (n=8) a partir de las muestras de perros
hospitalizados.
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En perros sanos el perfil de resistencia observado fue muy diferente ya que solo el 15,4% (2/
13) de los E. coli aislados en cultivo puro eran resistentes a 3 o mas antimicrobioanos. Sin
embargo en una de las cepa se observo resistencia a todos los antibimicrobianos excepto a la
amikacina. Los mayores porcentajes de resistencia se encontraron en la ampicilina (100%), la

amoxicilina- acido clavulanico (82,4%) y la tetraciclina (15,4%) (Figura 2).

Perfil de resistencia antimicrobiana en perros sanos

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0% | |

50,0% BSENSIBLE

40,0% BINTERMEDIO

30,0% BRESISTENTE

20,0%

l i plnlnlnln s 0

\d > & e \d > > g \d
\V\é oj‘ ‘j}e o@ S & & o \Oe \Oe & & Ra & Ra
& & ’ N A > S S » «§ §
& - X & & & & 5 &' O O
N S < © q\’o :‘Vo &‘S‘ & & ys"\\ & &
v v S N O O & N & Q
S & N3
< & &

Figura 2. Perfil de sensibilidad de los antibiogrames de los E. coli
aislados en cultivo puro (n=13) a partir de las muestras de perros sanos.

7. Discusion

Como se ha demostrado en diferentes estudios C. difficile coloniza el tracto digestivo de un
elevado nimero de especies: humanos, cerdos, bovidos, caballos, perros, aves o roedores (7,
12, 17, 20, 23). El principal objetivo de este estudio eran determinar la prevalencia de C.
difficile en perros hospitalizados y en perros sanos y realizar una comparacion a partir de los
resultados obtenidos, aunque en ambos casos la prevalencia obtenida fue del 0%. En estudios
previos se la descrito de forma generalizada una prevalencia para perros sanos era del 0-10%
(7, 8, 41, 42) y en perros hospitalizados entre el 18-40% (7, 28). El amplio rango de
prevalencia en perros hospitalizados cuestiona si la hospitalizacion es un factor de riesgo para

la colonizacion de C. difficile en perros, tal y como se ha demostrado en humanos.
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En humanos la incidencia intrahospitalaria en Europa es muy variable entre paises y la
informacion sobre la incidencia de C. difficile es limitada. Una encuesta europea realizada en
212 hospitales por el European Study Group of C. difficile (ESGCD) en el Reino Unido,
Francia, Bélgica, Dinamarca, Alemania, Italia y Espafia (4) mostré que la incidencia variaba
considerablemente, dependiendo de las estrategias del estudio y de las pruebas diagnosticas
utilizadas. La incidencia fue de 11 casos por cada 10.000 ingresos. Por el contrario, los datos
de estudios en los Estados Unidos mostraron que la incidencia entre los pacientes

hospitalizados es més alta, oscilando entre 10 y 200 por cada 10.000 ingresos (29).

En el caso de hospitales veterinarios encontramos pocos estudios realizados en Europa, se
destaca un estudio comparativo entre humanos y animales de Koene et al. (18) en el que se
muestra una prevalencia intrahospitalaria del 25% en perros diarreicos hospitalizados en el

Hospital Veterinario de Utrecht (Holanda).

En Estados Unidos, en un estudio realizado por Clooten et al. (7) en Ontario se aislo C.
difficile en 73/402 (18%) animales, de los cuales 3/42 (7,1%) en gatos y 70/360 (19%) en
perros. Las tasas de colonizacion se fueron incrementando progresivamente con la duracion
de la hospitalizacion. En este estudio se observo un elevado porcentaje de perros colonizados
por C. difficile en el momento de la admision en el hospital, esto podria ser debido al papel de
los perros como reservorio y por ello podrian ser una posible fuente de infecciéon importante

para la especie humana.

La terapia antimicrobiana no ha sido identificada como un factor de riesgo en perros, en
contraste con los humanos donde encontramos diferentes estudios que demuestran que es un
fuerte factor de riesgo para la colonizacion de C. difficile (5). En el presente estudio también
se pretendia analizar si habia relacion entre la terapia antimicrobiana y la colonizacion de C.
difficile en perros pero no ha sido posible determinar, debido a que 96% de los perros
hospitalizados estaban en tratamiento antimicrobiano y el 100% de los perros sanos no habian

estado en los ultimos meses y los resultados fueron negativos para ambos grupos.

Otro factor de riesgo que favorece la colonizacion de C. difficile es la edad. En un estudio
realizado en 2016 por Hussain et al. (15) se demostrd que las mayores prevalencias de C.
difficile se encontraban en cerdos de 4 a 8 dias, en terneros de 5 a 30 dias y pollos de 1 a 2

semanas. Estos resultados muestran que el factor de riesgo en animales esta en aquellos de
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menor edad, al contrario que en la especie humana donde las mayores prevalencias se
encuentran en personas de edad avanzada (23). En nuestro estudio se incluyeron animales de
todas las edades en los dos grupos (perros hospitalizados y perros sanos) con el objetivo de
comprobar si este podria ser un factor de riesgo, aunque la ausencia de aislamiento de C.

difficile no ha permitido determinarlo.

Actualmente no esta claro si C. difficile causa signos clinicos en perros, por ello uno de los
objetivos era determinar si C. difficile estaba relacionado con cuadros de diarrea. Para ello
solo se tomaron muestras de perros hospitalizados con diarrea. En un estudio realizado en
Suecia por Wetterwik et al en 2013 (43), se compar6 la colonizacion de C. difficile en
animales sanos y en animales con diarrea. Se obtuvieron muestras de 50 perros sanos y 20
perros con diarrea. El protocolo de diagnéstico fue muy semejante al seguido en este estudio
y se consiguid aislar C.difficile en 2/50 (4%) muestras de perros sanos y en 2/20 (10%)
muestras de perros enfermos. En perros diarreicos el ribotipo aislado fue 014 y en perros
sanos el ribotipo 010 y el 009. Aunque el tamafio de la muestra de este estudio es semejante
al nuestro, el tiempo de incubacion de cultivo microbiologivo en anaerobiosis fue de 10 dias
mientras que en nuestro caso se limit6 a 48 horas, lo cual puede haber sido un condicionante

para nuestros resultados.

Como ya se ha comentado anteriormente el diagnodstico de C. difficile es complejo y se
necesita un choque térmico previo al cultivo y una incubacion en condiciones de anaerobiosis
y durante un periodo de tiempo que varia de 48h a 10 dias dependiendo de los estudios (7, 15,
18, 40, 43). El choque térmico es un proceso sencillo si las muestras obtenidas son heces pero
a partir de hisopos rectales el procedimiento es complejo, ademas los materiales e
infraestructuras disponibles para realizar el presente estudio no permitia periodos de

incubacidn superiores a 48 horas.

Finalmente, cabe destacar la elevada prevalencia de bacterias multirresistentes (MR),
concretamente Escherichia coli en perros hospitalizados. De los E. coli obtenidos en cultivo
puro (13/25), todos fueron resistentes a 3 0 mas antimicrobianos. En un estudio publicado por
Wedley et al. (38) en 2017, también demostraron que es frecuente aislar E£. coli MR en perros
que visitan hospitales veterinarios y que los mayores porcentajes de resistencia se muestran
en ampicilina, tetraciclinas y trimetropin-sulfametoxazol. Estos resultados pueden atribuirse a

numerosos determinantes responsables de crear nuevas resistencias, entre ellos el elevado uso
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que se hace de estos farmacos y la facilidad de transmision de genes de resistencia a otra flora
comensal, ya sea del ambiente o en el propio organismo.

Los resultados que encontramos en animales sanos son menos alarmantes, aun asi el 15,4%
de los E. coli aislados eran MR. En 2015 Schmidt et al. (35) realizaron un estudio para
determinar la prevalencia de resistencia antimicrobiana en E. coli en perros de raza
Labradores sanos, y examinar la asociacion con los factores de riesgo. La prevalencia de E.
coli MR aislados fue de 30% (n=73). Esta elevada prevalencia se relaciond con el estrecho
contacto con otros perros o con humanos, y por lo tanto la facil transmision de resistencias

antimicrobianas, y también con el consumo de carne cruda, principalmente de ave.

En el presente estudio ha sido complicado determinar las vias de transmision de estas
resistencias. Hay que destacar que unos de los perros sanos mostrd un perfil de resistencia a
todos los antimicrobianos analizados excepto a la amikacina y este perro en concreto visitaba
a diario un hospital veterinario pero sin recibir tratamiento. La adquisicion de estas
resistencias antimicrobianas podria deberse al ambiente o a la transmision entre

hospedadores.

El incremento de bacterias MR a antimicrobianos de uso convencional es uno de los mayores
problemas a los que se enfrenta la salud publica y animal (42). Los perros son un importante
reservorio de bacterias MR y el conocimiento de los factores de riesgo asociados a la
transmision de estas resistencias permitirda un mejor manejo. Es importante que los
veterinarios informen a los propietarios sobre el correcto uso de los antimicrobianos y de

otros posibles factores como por ejemplo la alimentacidén con carne cruda.

8. Conclusiones
1. No se ha obtenido ningtn resultado positivo de C. difficile en la poblacion canina de
la region geografica estudiada ni por aislamiento microbioldgico especifico ni por

deteccion por PCR de las toxinas tcdA y tcdB.
2. Se observa un prevalencia de colonizacion de C. difficile més baja de la esperada en la

poblacion canina de la region geografica estudiada, esto puede ser debido al tamafio

de la muestra, el tipo de muestra obtenido o el método de diagndstico realizado.
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3. Se ha detectado la presencia de cepas de E. coli multirresistentes en la poblacion
canina de la region geografica estudiada, incluyendo antimicrobianos de uso
generalizado en veterinaria y en humana lo que podria suponer un riesgo para la salud

publica.

4. La prevalencia de cepas de E. coli multirresistentes en perros hospitalizados ha sido
del 100% mientras que en perros sanos ha resultado ser del 15% en la region
geografica estudiada. Estas diferencias pueden estar relacionadas con un mayor uso

de antimicrobianos entre la poblacion de perros con diarrea.
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10. Annexo 1

ANIMAL:

INFORMACION GENERAL

FECHA:

N° DE MUESTRA:

DIAS HOSPITALIZADO:
EDAD:

SEXO:

RAZA:

PESO:

CAUSA DE HOSPITALIZACION:

TRATAMIENTOS

ANTIBIOTICOS: SI
INICIO:

ANTIACIDOS: SI
INICIO:

IMMUNOSUPRESORES:
INICIO:

OTROS:

NO
FIN:

NO
FIN:

SI
FIN:

NOMBRE:
PAUTA:

NOMBRE:
PAUTA:

NO
PAUTA:

NOMBRE:

MUESTRA:

DIARREA: SI

CONSISTENCIA:

FRECUENCIA:

NO

COLOR:

OLOR:

OTROS

CIRUGIA: SI

ANESTESIA: SI

NO

NO
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