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Resumen

Laresistencia a los antibidticos (RAM) es una amenaza creciente para la salud publica a nivel
mundial. Aunque la RAM se ha enfocado principalmente en humanos y en la produccion
animal, el papel de los perros como posibles reservorios y transmisores de bacterias
resistentes ha recibido menor atencion, a pesar del uso frecuente de antibidticos en esta
especie de compaiiia. Para generar informacion sobre este fendmeno, el presente estudio tuvo
como objetivo describir las enterobacterias resistentes a los antibidticos compartidas entre
perros y sus duefios. Para lograrlo, se desarrolld una investigacion cuantitativa y exploratoria
por medio de la recoleccion de muestras fecales de perros y sus duefios. Los resultados
metagenomicos y de secuenciacion muestran una asociacion alta entre la diversidad de estos
genes tanto en perros como en humanos. Esto demuestra que las bacterias en ambas
poblaciones son resistentes a los mismos grupos de antibioticos por los mismos mecanismos.
Este proyecto genera una primera aproximacion al estudio de la RAM vinculada a perros
mascota. Los resultados serdn divulgados mediante informes académicos y espacios de
transferencia de conocimientos en instituciones publicas y privadas. Estos hallazgos pueden
ser utilizados por los profesionales de salud y tomadores de decisiones para generar
estrategias de prevencion y control de la RAM en Guatemala.

Palabras clave

1. Salud Pablica | 2. Antibidticos | 3. Enterobacteriaceae | 4. 5.

Abstract

Antibiotic resistance (AMR) is a growing threat to public health worldwide. Although AMR
has primarily been studied in humans and in animal production systems, the role of dogs as
potential reservoirs and transmitters of resistant bacteria has received less attention, despite
the frequent use of antibiotics in this companion species. To generate information on this
phenomenon, the present study aimed to describe antibiotic-resistant enterobacteria shared
between dogs and their owners. To achieve this, a quantitative and exploratory research
approach was conducted through the collection of fecal samples from dogs and their owners.
Metagenomic and sequencing results show a strong association in the diversity of these genes
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in both dogs and humans. This demonstrates that bacteria in both populations are resistant to
the same groups of antibiotics through the same mechanisms. This project provides a first
approach to the study of AMR associated with companion dogs. The results will be
disseminated through academic reports and knowledge transfer activities in public and
private institutions. These findings may be used by health professionals and decision-makers
to develop prevention and control strategies for AMR in Guatemala.

Keywords

1. Public Health | 2. Antibiotics 3. Enterobacteriaceae | 4. 5.

1 Introduccion

La resistencia a los antibioticos (RAM) se refiere a la capacidad de los microorganismos para
contener los efectos de los farmacos terapéuticos; y se produce cuando las bacterias
(patogenas o comensales) sufren cambios al exponerse a los antibidticos, convirtiéndose en
microorganismos multirresistentes (Caneschi et al., 2023). Este fendmeno causa ineficacia
en el tratamiento sindréomico de las enfermedades, prolongando la permanencia de
infecciones en los animales, humanos y plantas (Galarce et al., 2021). La resistencia a los
antibidticos genera una preocupacion a nivel mundial en salud ptblica, porque la propagacion
de bacterias multirresistentes ha aumentado dramaticamente en los ultimos 50 afios, debido
al uso irracional y excesivo de antibioticos en medicina humana y veterinaria (Galarce et al.,
2021). Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA), en 2019 murieron 5
millones de personas a nivel mundial por causas relacionadas a la resistencia a los
antimicrobianos y 1.3 millones de personas murieron como resultado directo de bacterias
resistentes a antibioticos (WOAH,2023). En Ameérica Latina y el Caribe, hubo 338,000
muertes asociadas y 84, 300 muertes directamente atribuibles a la resistencia bacteriana
(Medina-Pizzali et al., 2021). Las seis principales bacterias causantes de muertes asociadas
con la resistencia son Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Murray
et al., 2022). Para este afio 2024, segin la Organizacion Mundial de Salud (OMS), confirmo
que las enterobacterias gramnegativas, se encuentran en la categoria de prioridad critica,
debido a su virulencia, resistencia, opciones de tratamiento limitadas y tasa de mortalidad
alarmantes (WHO Bacterial Priority Pathogens List 2024). Sin embargo, el impacto de la
RAM en animales todavia se desconoce a nivel mundial debido a que los datos se limitan a

pérdidas productivas y seguridad sanitaria alimentaria mas que aspectos clinicos (Galarce et
al., 2021).
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La resistencia a los antibidticos se produce por el uso incorrecto, irracional y excesivo de
antibidticos (i.e. utilizdndolos innecesariamente y sin preinscripcion médica). En medicina
veterinaria existe evidencia que el uso de antibioticos en animales de produccion contribuye
a la seleccion y transmision de bacterias zoondticas resistente a los antibioticos a través de la
cadena alimentaria (Guardabassi et al., 2004). No obstante, se ha pasado por alto otras fuentes
de transmision diferente de los alimentos, como la transmisidon por perros mascota, ya que
estos pueden son considerados como una fuente potencial a los humanos (Guardabassi et al.,
2004).

La relacion entre los perros y los humanos ha ido cambiando y evolucionando a través del
tiempo, debido a que cada vez se tiene un vinculo humano-perro mas estrecho, convirtiéndolo
en un miembro mas de la familia actual (AVMA, 2024). Esto hace que se mantenga contacto
directo y constante, ya que se comparte vivienda, ambiente, medicamentos (e.g antibioticos)
hasta bacterias y sus mecanismos de resistencias (Tompson et al., 2021). Ademas, los perros
estan expuestos a los mismos antibiodticos del sector agropecuario por medio de la dieta y
tratamientos veterinarios. Adicionalmente, se utilizan antibioticos de prescripcion humana
para tratamientos veterinarios (Naziri et al., 2022). Estas practicas provocan una mayor
oportunidad de transmision de bacterias resistentes a los antibidticos entre los perros y sus
duenos. Se ha demostrado la transmision de enterobacterias resistentes entre perros mascota
y personas, tanto en clinicas veterinarias como en sus hogares, destacando asi su importancia
para la salud publica (Pomba et al., 2017) (Schmitt et al., 2021). Con el aumento de personas
aumenta la cantidad de perros acompafidndolos, logrando poblaciones muy grandes de
animales con potencial de ser reservorios o transmisores de RAM (Pomba et al., 2017)
(Schmitt et al., 2021). Para el caso de Guatemala la poblacion de perros en los ultimos afios
ha ido aumentando. Segun el Programa de Zoonosis del Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social para el afio 2022 existian 3.5 millones de perros en el pais, los cuales son
identificados como mascotas (Ministerio de Economia y PRONACOM, 2023).

En el pais, la mayoria de las acciones para controlar y prevenir la RAM por parte de
ministerios, se han centrado en la salud humana y en los animales de produccién, dejando a
un lado a los perros. A nivel académico, el impacto del uso de antibidticos en los perros ha
sido pobremente abordado, la mayor parte de los estudios se enfocan en sensibilidad
antibidtica y se encuentran en literatura gris; ninguno ha explorado directamente la
resistencia y multirresistencia, asi como tampoco ha correlacionado los resultados con
enterobacterias resistentes entre perros mascota y humanos; y con el fenémeno de la RAM
en el pais. A nivel social, se espera que la informacion generada por este estudio tenga
impacto en la educacion sobre el uso responsable de antibidticos y promueva practicas

(6))
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sociales como la higiene adecuada y medidas de preventivas, como la vacunacién en
animales y personas, que ayudan a reducir la propagacion de microorganismos resistentes.

Por lo tanto, este estudio generd informacion de la relacion existente entre las enterobacterias
resistentes o multirresistentes a los antibioticos provenientes de perros mascota y sus duefios.
Se espera que los resultados generados prueben el posible papel de los perros mascotas en la
RAM. Ademas, la informacion del estudio podra ser utilizada por las autoridades e
instituciones de salud publica y académicas con el fin de crear una linea base para establecer
futuras regulaciones, ampliar los sistemas de vigilancia y orientar el uso correcto de estos
medicamentos en el area de medicina humana y veterinaria en el pais.

2 Contexto de la investigacion

En Guatemala existe un estimado de 140 principios activos de antibidticos para propositos
terapéuticos, estos dan origen a 2 mil productos farmacéuticos. Se sabe que en el area de
medicina veterinaria los antibioticos son utilizados, al igual que en medicina humana, para el
tratamiento de enfermedades (Arguello, 2019). Entre los mas utilizados estdn los
betalactamicos, penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas, macrélidos, aminoglucdésidos,
carbapenémicos, lincomicinas, sulfonamidas y nitro furanos (Arguello, 2019). En otros
paises se reporta que los antibidticos mas utilizados, para el tratamiento de infecciones
bacterianas en perros, son penicilinas, cefalosporinas, macrolidos, lincosamidas, acido
fusidico, tetraciclinas, cloranfenicol, betalactdmicos, sulfonamidas, aminoglucdsidos y
fluoroquinolonas (Guardabassi et al., 2004).

El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala (MSPAS), regula
legalmente la prescripcion y la venta de antibidticos, por medio de la vigilancia, monitoreo
y control de productos farmacéuticos, haciendo ilegal su comercializacion sin receta médica
(Arguello, 2019). Para el caso de los animales, no existe un control y monitoreo de
antibioticos en perros mascota, ni ningun tipo de regulacion que restrinja su libre venta y uso,
y tampoco existe regulacion que requiera receta veterinaria (Arguello, 2019).

Para concientizar sobre el fendmeno de resistencia a los antibioticos y el uso adecuado de los
antibidticos en el pais, el MSPAS publicé en el afio 2023, un acuerdo ministerial sobre la
creacion de una Mesa Técnica de la Resistencia a los Antimicrobianos (FAO, 2024). Esta
mesa tiene como objetivo promover y proponer politicas, planes, proyectos y estrategias
orientadas al uso adecuado de los antimicrobianos (incluidos los antibidticos) para reducir el
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riesgo a estos. Ademas, para el afio 2024, se llevo a cabo el primer taller sobre el “Plan de
Accion Nacional de Resistencia Antimicrobiana 2024-2028”; enfocado principalmente en los
sectores de la alimentacion, ambiente y la agricultura (FAO, 2024).

Por todo lo anterior, y para tener una vision mas amplia de esta crisis de salud publica humana
y veterinaria, es necesario conocer la situacion de resistencia a los antibioticos en las
diferentes especies de animales, incluyendo las especies que no se han tomado en cuenta,
como los perros mascota. Para lograrlo, esta investigacion propone estudiar bacterias
seleccionadas provenientes de perros y sus duefios, la caracterizacion de estas bacterias y la
identificacion de resistencia a los antibidticos en las mismas. Esto con el objetivo de describir
la correlacion del fendmeno entre humanos y sus mascotas.

Se realizo el estudio en el casco urbano del municipio de Zacapa, de la cabecera de Zacapa,
del departamento de Zacapa, iniciando en febrero y finalizando en diciembre del afio 2025.
La mayor parte del proyecto estd enfocado en la toma y anélisis de muestras en el Laboratorio
del Centro Universitario de Zacapa (CUNZAC). Directamente, con la identificacion de
enterobacterias resistentes en perros mascota y sus duenos, se beneficiaran a la poblacioén que
componen las comunidades donde se realizara la parte central del estudio en el municipio de
Zacapa, esto representa alrededor de 60,424 habitantes, compuesta por 29,201 de hombres y
31,223 de mujeres, de toda la poblacion humana reportada dentro del area total de la Zacapa
(INE, 2019).

Indirectamente, se beneficiara a la poblacion de Guatemala, ya que la informacion generada
podra ser utilizada para presentar ideas de mejora en los sistemas de salud humana y
veterinaria. De forma mas amplia, la identificacion de las enterobacterias resistentes y a los
antibioticos que presenten resistencia permitiria entender mejor la problematica y podria
focalizar de mejor manera las medidas de monitoreo, prevencion y control.
Institucionalmente se veran beneficiados las instituciones publicas y privadas que participen
en las conferencias de sensibilizacion, concientizacion y fortalecimiento del conocimiento
sobre la RAM asociada a perros mascota.

3 Revision de literatura

Los antimicrobianos son medicamentos que revolucionaron el tratamiento de enfermedades
en la medicina humana y animal, porque tuvieron un impacto positivo en la salud de las
personas y animales, por ejemplo: aumentaron la expectativa de vida (Carnero, 2021). Estos
medicamentos se definen como una sustancia que mata o detiene el crecimiento de
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microorganismos patégenos como virus, bacterias, hongos y parasitos (WHO, 2021). Dentro
de los antimicrobianos encontramos a los antibidticos que son medicamentos que se utilizan
para eliminar o matar bacterias (WHO, 2021). Los antibioticos se han utilizado para curar
infecciones bacterianas durante mas de 70 afios, y se han fabricado de forma industrializada
para cubrir la demanda en los hospitales y clinicas médicas en salud humana (Davies, 2010).
Dichas mejoras en la produccion de antibidticos han provocado que sean menos costosos y
sean mas accesibles, por lo que a su vez ha fomentado su uso sin receta, libre acceso y a la
automedicacion en personas (Davies, 2010). Ademas, de emplearlo en otros campos no
humanos, como en la medicina veterinaria (Davies, 2010; Wegener, 2012).

El uso de antibidticos en la medicina veterinaria no es muy diferente en las observadas en la
medicina humana, ya que se utilizan antibioticos para tratar y eliminar las infecciones
bacterianas, asi evitar la transmision de enfermedades (Economou. V y Gousia. P, 2022). En
el &mbito veterinario, también existe el uso irracional y excesivo de los antibidticos; lo que
ha sido impulsor de la resistencia a los antibioticos (RAM) asi como a la aparicion de nuevos
mecanismos de resistencia y de bacterias resistentes y multirresistentes (Tompson et al.,
2021). Sin embargo, se le ha dado mayor importancia a la transmision de bacterias zoondticas
resistentes entre los animales de produccion y los humanos; dejando a un lado a la RAM
relacionada a perros mascotas.

Los perros y humanos tienen una la relacion que ha ido evolucionando significativamente a
lo largo de los afios, debido a la domesticacion y coevolucion basada en la necesidad
compartida de refugio, alimento y proteccion (Walsh, n.d.). En las civilizaciones antiguas,
los perros generalmente se mantenian a fuera de los hogares, ya que eran utilizados en la
agricultura, caza, pesca y pastoreo, asi como guardianes para el hogar y la proteccion de nifios
(Walsh, n.d.). Dicha interaccion ha ido cambiando en las tltimas décadas, ya que los perros
estan cada vez mas en contacto con los humanos, porque se volvieron cada vez mas valorados
como compafieros y miembros importantes de la familia moderna (AVMA, 2024). Una de
las consecuencias de ese cambio, es la existencia de una relacion de salud y bienestar
humano-perro, influencia por comportamientos e interacciones emocionales, fisicas, sociales
y psicologicas (AVMA, 2024). Esa relacion hace que se mantenga contacto directo y
constante con los mismos; esto facilita y aumenta la posibilidad de que las personas se
infecten con bacterias a través de sus perros (Tompson et al., 2021).

Si bien, este tipo de relacion humano-perro, es un factor relevante que impulsa la transmision
de la RAM entre humanos y perros (Pomba et al., 2017). Existen otros factores que aceleran
la resistencia a los antibidticos como las practicas inadecuadas por parte de los veterinarios,
por ejemplo, el uso de antibidticos en enfermedades de origen viral y la preinscripcion de
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antibidticos de uso humano para el tratamiento de infecciones bacterianas en perros (Pomba
et al., 2017). Ademas, la identificacion bacteriana y las pruebas de susceptibilidad a los
antibioticos, frecuentemente, no se llevan a cabo para sustentar el tipo de antibiotico, dosis,
la frecuencia y duracion en los perros, lo que conduce a un tratamiento empirico inadecuado
(Tompson et al., 2021). Estas practicas claramente representan un riesgo para la salud publica
humana y animal porque aumenta la presion de seleccion de cepas resistentes y la transmision
de bacterias zoonoticas resistentes a los antibioticos de perros a humanos y de humanos a
perros (Zhao et al., 2022)

La primera vez que se describio una bacteria resistente a los antibioticos proveniente de perro
mascota fue en 1994, en donde se reportd Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(Guardabassi et al., 2004). En 2016, se informd sobre la deteccion de Escherichia coli
resistente aislada de mascotas y posible transmision entre animales y un trabajador de una
tienda de mascotas. En ese mismo afio en Brasil, se detecto la presencia de Escherichia coli
multirresistente en perros y en sus duefios (PAHO, 2023). En este afio 2024, investigadores
en China examinaron cepas de Escherichia coli recolectadas de heces de perro que padecian
diarrea, aislaron 135 cepas por medio de métodos fenotipicos y posteriormente analizaron la
susceptibilidad antimicrobiana de todos los aislamientos utilizando el método estandar de
difusion de disco; los resultados fueron que, mas del 87% son resistentes al menos a un agente
antimicrobiano de uso comun, la mayor parte dirigida al antibiotico ampicilina (Yuan et al.,
2024).

Se sabe que en 4rea de la medicina veterinaria los antibioticos son utilizados, al igual que en
medicina humana, para el tratamiento de enfermedades. Sin embargo, existen antibioticos de
uso humano considerados de importancia critica en la medicina humana, que son recetados
en perros, estos son los betalactamicos como los carbapenémicos (Gentilini et al., 2018;
Naziri et al., 2022). Se han reportado bacterias que representan una amenaza de resistencia
pandémica hacia los carbapenémicos entre los humanos y perros (Gentilini et al., 2018;
Naziri et al., 2022). Por ejemplo, se realizo un estudio transversal con 105 perros mascota
hospitalizadas y 100 perros mascota no hospitalizadas, para un total de 205 perros, en donde
se recolectaron muestras de heces provenientes de ambos grupos, para analizar la
susceptibilidad utilizaron difusion de disco conteniendo imipenem (antibidtico
carbapenémico), los resultados fueron que 8 perros hospitalizados y 1 perro no hospitalizado
eran portadores de bacterias resistentes a los carbapenémicos (Gentilini et al., 2018).

A su vez, se han reportado tasas crecientes de bacterias resistentes, especialmente
de Escherichia coli (Lupo et al., 2017), Salmonella entérica, Salmonella typhimurium
(Gentilini et al., 2018), y Klebsiella pneumoniae entre humanos y mascotas (Murray et al.,
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2022) (Gentilini et al., 2018; Rincén-Real & Suarez-Alfonso, 2022). Las enterobacterias,
actualmente presentan desafios y son una amenaza para la salud publica en el d&rea humana y
animal, principalmente las enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), debido que en humanos son bacterias dificiles de tratar y cominmente no
responden a los antibidticos de primera eleccion, también estos microorganismos suelen ser
resistentes a otros antibidticos como las fluoroquinolonas, aminoglucésidos 'y
sulfametoxazol/trimetoprim (Schmitt et al., 2021). De hecho, en un estudio de medicina
humana se documento6 que las tasas de transmision de BLEE entre las personas en entornos
domésticos superaron en niumero las tasas de transmision dentro del hospital (Schmitt et al.,
2021). Esto indica que la transmision en los hogares de las personas puede desempefiar un
papel importante en la propagacion de BLEE (Schmitt et al., 2021). En el caso de las
mascotas, existen factores de riesgo que elevan la probabilidad de colonizacion de BLEE en
perros mascota, por ejemplo, dieta a base de alimentos crudos (Morgan et al., 2023),
hospitalizacion previa de los perros, administracion de terapia antimicrobiana y el contacto
cercano y directo entre los perros con sus duefios, puede ser un factor de riesgo para la
transmision de resistencia a los antibidticos y BLEE, porque en los hogares, en donde las
personas son portadores de BLEE, se han detectado cepas idénticas en sus perros (Schmitt et
al., 2021).

Por consiguiente, la resistencia a los antibioticos es una de las principales crisis y desafios
para la salud publica y bienestar animal, humano, ambiental. La resistencia a los antibioticos
ha afectado a todos los paises del mundo, afectando mayormente a los paises de bajos y
medianos ingresos (Jiménez Pearson et al., 2019). Algunos factores que aceleran su
propagacion en paises con baja economia es la falta de recursos en la atencion hospitalaria,
la atencion limitada en la prevencion y control de infecciones y la falta de laboratorios de
microbiologia (Jiménez Pearson et al., 2019; Medina-Pizzali et al., 2021). Segun, la Red
Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLaVRA),
establecida por OPS y la OMS en 1996; compuesta por 20 paises, incluido Guatemala. Se ha
observado una tendencia creciente en las bacterias resistentes a los carbapenémicos (Jiménez
Pearson et al., 2019; Medina-Pizzali et al., 2021), incluyendo a perros mascota. Sin embargo,
en Latinoamérica existen desafios para la evaluaciébn y monitoreo del consumo de los
antibidticos en humanos, animal y ambiental, debido a los deficientes sistemas de vigilancia
y datos escasos e inconsistentes.

Para este afio 2024, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualizo el listado de
patdgenos bacterianos de importancia para la salud publica para guiar la investigacion, el
desarrollo y las estrategias para prevenir y controlar la resistencia a los antimicrobianos, en
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la cual destacan los patdgenos bacterianos gramnegativos y enterobacterias de prioridad
critica, alta y media (WHO Bacterial Priority Pathogens List 2024).

Debido a esto, es necesario identificar e investigar las enterobacterias resistentes,
multirresistentes y el fenomeno de resistencia a los antibioticos en perros mascotas en
Guatemala. Esto permitiria crear la primera aproximacién y caracterizacion de informacion
para imitar las medidas implementadas en otros paises (AVMA, 20224) y la necesidad de
generar propias estrategias para comprender y mitigar la resistencia a los antibidticos en
Guatemala.

4 Planteamiento del problema

A nivel mundial, el interés por la resistencia a los antibidticos en perros ha aumentado, debido
en parte, a un nimero creciente de reportes sobre perros infectados con enterobacterias
multirresistentes a los antibioticos, por ejemplo, Salmonella spp y Escherichia coli (Murphy
et al., 2009) (Wei et al., 2020) . Las bacterias, histéricamente, han provocado epidemias y
pandemias en poblaciones humanas y animales, causando alta mortalidad (Carnero, 2021).
Por lo que, las bacterias asociadas a perros mascota son importantes desde punto de vista de
salud publica, debido a su posible papel como reservorios de bacterias zoondticas (Wei et al.,
2020). Ademas, existe una estrecha y antigua relacion del humano con los perros, que hace
que se mantenga contacto directo y constante con los mismos; esto facilita y aumenta la
posibilidad de que las personas se infecten con bacterias a través de sus perros. (Tompson et
al., 2021) (Wei et al., 2020). Sin embargo, en Guatemala este fendmeno no se ha estudiado y
por lo tanto no se toma en cuenta en la concientizacion del uso correcto de los antibioticos, asi
como establecer futuras regulaciones para el control de aparecimiento y propagacion de
bacterias resistentes a los antibidticos en las poblaciones humanas y animales. El resultado
de esta investigacion permitié conocer la situacion de las enterobacterias resistentes en perros
y personas, por medio de caracterizar informacion para crear una primera aproximacion de
la resistencia a los antibioticos en esta especie en el pais.

El valor social del presente estudio es el de proporcionar nueva evidencia cientifica necesaria
que ayudard a la comprension de la situaciéon de la resistencia a los antibidticos en
enterobacterias aisladas de perros y personas en el pais. Asimismo, evidencio el papel de los
perros en la resistencia a los antibioticos. Los resultados generaron informacioén que podra
ser utilizada para el desarrollo de futuras estrategias de prevencion en la diseminacion del
fendmeno estudiado y para promover la concientizacion sobre el uso adecuado y racional de
antibidticos, tanto en medicina veterinaria como en la medicina humana. Ademas, los
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hallazgos podran orientar acciones en instituciones publicas y privadas, con el objetivo de
mitigar la resistencia antimicrobiana y contribuir al fortalecimiento de la salud de las
poblaciones humana como animal en Guatemala.

a. ;Como esta la situacion de resistencia antibidtica en las enterobacterias aisladas en la
poblacién de perros mascota y sus duefios en Guatemala?

b. ;Cudles son las enterobacterias aisladas que presentan resistencia, que se encuentran en la
poblacion de los perros mascota y sus duefios en el casco urbano del municipio de Zacapa?

c. (Cuales son las enterobacterias aisladas en perros mascota y sus duefios que presentan
sensibilidad, resistencia o multirresistencia a los antibidticos?

5 Objetivos
General:

e Generar informacidon relevante sobre la resistencia a los antibidticos en
enterobacterias aisladas de perros mascota y sus duenos.

Especificos:

e Describir las enterobacterias resistentes o multirresistentes a los antibidticos aisladas
de perros mascota y propietarios.

e Identificar la asociacion entre las enterobacterias y genes de resistencia antibiotica
aisladas entre los perros mascota y propietarios.

e Realizar un andlisis comparativo de los perfiles de sensibilidad y resistencia a los
antibioticos en enterobacterias aisladas de perros mascota y humanos.

e Fortalecer las capacidades técnicas y cientificas locales mediante la transferencia
tecnologica de métodos de secuenciacion masiva y andlisis bioinformaético, aplicados
al estudio de la resistencia a los antibioticos en enterobacterias.

6  Hipétesis (si aplica)
El fendmeno de la resistencia a los antibidticos que se observa a nivel mundial en las
enterobacterias entre perros mascota y sus duefios también esta pasando en Guatemala.
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7 Método

7.1  Tipo de investigacion.
7.1.1 Disefio del estudio.

Se realizo un estudio exploratorio (Hallingberg et al., 2018). Se colecto muestras de heces en
parejas, consistentes en un perro mascota y su duefio, que fueron perros aparentemente sanos
y su respectivo duefio sano como poblaciones para comparar las enterobacterias.

Los participantes fueron personas del casco urbano la cabecera de Zacapa, municipio de
Zacapa. Se recolectaron 17 muestras en pareja de contenido intestinal, proveniente de perros
mascotas aparentemente sanas y sus duefios sanos, durante los 5 meses del periodo de colecta
de muestras.

7.2  Recoleccidon de informacion.

7.2.1 Consentimiento informado y escrito:

Previo a la toma de muestra y realizar el cuestionario, se leyé un consentimiento informado
a las personas que desearon participar voluntariamente en el estudio. En este consentimiento
se les explico el objetivo del proyecto, términos éticos y condiciones de la inclusion en la
investigacion, los procedimientos para la toma de muestra de ellos y su perro mascota, y las
medidas de bioseguridad que debieron seguir. También se explico que los datos recolectados
serviran para realizar el analisis y posteriormente la publicacion de los resultados, ademas de
solicitar la autorizacion para participar en el cuestionario por medio de una entrevista. Los
duefios que consintieron participar recibieron un consentimiento escrito, el cual firmaron una
copia, y se les entrego para que puedan leer las veces que sean necesarias, y la otra copia se
conservo y resguardd por equipo de investigacion.

7.2.2  Cuestionario:

Luego que el duefio dio consentimiento para participar en el estudio se realizé una entrevista
para que el duefio pudiera contestar el cuestionario. Se realiz6 de manera privada,
exclusivamente a los participantes que cumplieron con los criterios de inclusion, dentro del
laboratorio de microbiologia del centro universitario con el fin de brindar un entorno
confidencial y adecuado para la firma del consentimiento informado y resolucion de dudas.
No se tomaron datos sensibles ni informacion que pudieran identificar a las personas que
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participaron en el estudio. El equipo investigador les pregunt6 datos de su perro mascota y
datos sociodemograficos que fueron anotados en una hoja destinada para el cuestionario. La
participacion de los duefios fue completamente voluntaria, y podrian retirarse del estudio en
cualquier momento.

Solamente el equipo de investigadores fueron los encargados de la entrevista y tuvieron
acceso a las muestras, resultados y datos obtenidos del cuestionario. Las muestras no seran
utilizadas en futuros estudios. No obstante, a partir del consentimiento informado se solicito
la autorizacion del duefio para el uso de sus resultados y los datos para futuras investigaciones.

7.3 Recoleccion, transporte y manejo de muestras:

Recoleccion de las muestras de heces en perros mascota:

En el caso de los perros aparentemente sanos, las muestras se obtuvieron post defecacion
recolectado por los duefios del animal en sus hogares. Para esto, los participantes recibieron
una induccion por parte de los miembros del equipo investigador, previo a la obtencion de la
muestra. Esta induccion educativa incluy¢ las técnicas y procedimientos para la adecuada
colecta de las heces, bajo los principios de bioseguridad y proteccion personal del duefio y la
mascota. Esto con el fin de asegurar que no haya exposicion directa del duefio con las heces
del animal, y que la integridad de la muestra sea adecuada para los objetivos del estudio.

Si no era posible recolectar la muestra post defecacion en perros sanos, se procederia a
realizar un hisopado rectal utilizando un hisopo estéril con punta de fibra, lubricados
previamente para evitar incomodidades al animal, este procedimiento fue realizado por un
médico veterinario siguiendo procedimientos veterinarios estdndares de recoleccion de
muestras de animales con la utilizacion de un hisopo estéril y equipo de proteccion personal.
(Manual de recoleccion de muestras de animales, World Organisation for Animal Health
WOAH). Durante el hisopado, el perro mascota fue colocado sobre una mesa de inspeccion
y sujetado por su duefio, deforma andloga a los procedimientos rutinarios que se utilizan en
la clinica veterinaria para tomar la temperatura utilizando un termdémetro rectal.

La participacion en este estudio no implicd un riesgo adicional al que las personas pudieran
enfrentar cotidianamente al limpiar las heces de sus perros. Esto se debe a que no se llevaron
a cabo ensayos clinicos ni experimentos, y no se les pidid a los participantes que realicen
actividades fuera de lo que normalmente implica ser duefio de un perro. Por lo tanto, se
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solicit6 unicamente a las personas que tenian un perro sano que proporcionaran las heces de
su mascota y lo entregaran al equipo investigador.

Se les explicdé que no debian recoger la muestra directamente, sino que debia hacerlo
utilizando una bolsa plastica o por medio de un recipiente. La muestra fue depositada en un
recipiente estéril de boca ancha con capacidad de 120 ml con rosca para evitar derrames y
asegurar que no hubiera contacto con la muestra (MSPAS, 2015). La cantidad solicitada de
muestra fue de 5 gramos (5ml) a 10 gramos (10 ml) (Manual de recoleccion de muestras de
animales, World Organisation for Animal Health WOAH). Se proporciondé y mostré un
recipiente utilizado para las muestras de heces, a modo que pudieran visualizar la cantidad
requerida. Ademas, se les explic6 que debian realizar el lavado de manos minuciosamente
con aguay jabon antes y después de proporcionar la muestra. Si llegaban a tener dificultades,
el equipo investigador cont6 con un médico veterinario que pudiera tomar la muestra,
siguiendo las mismas medidas de prevencion que se debe de realizar con cualquier contacto
con una mascota.

7.4 Recoleccion de las muestras de heces en duefos:

Se hizo una difusion dentro de las instalaciones del centro universitario para reclutar a las
personas interesadas en participar en el estudio. Las personas interesadas en participar fueron
invitadas a acudir en un espacio privado dentro del laboratorio de microbiologia, donde se
les brind6 informacion detallada del estudio. En este entorno privado, se explicé el proceso
de la toma de muestra, se resolvieron dudas, y en caso de aceptar participar, se procedio a la
firma del consentimiento informado y entrega del consentimiento escrito.

En el caso de las personas que confirmaron su participacion, se les solicitdé que
proporcionaran una muestra de heces con intervalo de tiempo maximo de 48 horas de haber
firmado el consentimiento, para dar tiempo que leyeran el consentimiento y resolucion de
dudas que pudieran surgir. La muestra fue recolectada por ellos mismos en sus hogares. Se
tomo como guia el manual de Normas y procedimientos para la toma de muestras y su envid
al Laboratorio Nacional de Salud, el cual establece los lineamientos de bioseguridad y
transporte, tomando en cuenta el posible riesgo de contaminacion segin la muestra (MSPAS,
2015). Para la toma de muestra se les indic6 que debian realizar el lavado de manos
minuciosamente con agua y jabon antes y después de realizar la deposicion. La muestra fue
depositada en un recipiente estéril de boca ancha con capacidad de 120 ml con rosca para
evitar derrames y asegurar que no haya contacto con la muestra (MSPAS, 2015). La cantidad
solicitada de muestra fue de 1 gramos (Iml) a 5 gramos (5ml) (MSPAS, 2015). Se
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proporciond y mostro un recipiente utilizado para las muestras de heces, a modo que pudieran
visualizar la cantidad requerida. Este es un procedimiento similar al que realizan las personas
y los laboratorios clinicos cuando solicitan muestras de heces para andlisis coprologicos.

El equipo investigador estuvo debidamente equipado con material de proteccion necesario
para el manejo y transporte seguro de muestras bioldgicas, incluyendo guantes de latex, bata
de manga larga y mascarilla (MSPAS, 2015). Asimismo, contd con material para el descarte
residuos potencialmente infecciosos o peligrosos. Considerando que no se utilizaron
materiales, objetos o equipo punzantes ni cortantes, el descarte de residuos se realizd por
medio de bolsas para residuos bioldgicos, siguiendo los procedimientos de bioseguridad de
manejo de muestras del manual del Laboratorio Nacional de Salud (MSPAS, 2015).

Logistica para la entrega de las muestras de heces por parte de los participantes al equipo
investigador:

La recoleccion de las muestras de heces se organizé de forma flexible, de acuerdo con la
disponibilidad del participante. En el caso de que el duefio obtuviera primero la muestra de
su perro sano, debia informar al equipo investigador, y se coordiné la recoleccion de su propia
muestra en un intervalo de tiempo méximo de 48 horas, y viceversa en caso de que primero
se obtuviera la muestra humana. El objetivo de este intervalo de tiempo fue asegurar que las
muestras estén en parejas, es decir una muestra del duefio y una muestra de perro sano. No
fue necesario que las muestras sean recolectadas y entregadas al mismo tiempo, pero si
debian ser entregadas dentro del periodo de tiempo establecido, para que fueran analizadas
en el laboratorio en parejas. Las muestras que no se encontraron en parejas fueron excluidas
en el estudio, asi como se indica en los criterios de exclusion del estudio.

Tanto la muestra de heces del perro como del duefio fueron entregadas al equipo investigador,
en un plazo de tiempo maximo de 3 horas después de haber sido recolectada la muestra. La
entrega se coordind de forma personalizada, en un punto que el propio participante indico
como comodo y accesible. Con el fin de resguardar la privacidad, no se solicit6 la direccion
exacta de domicilio; en su lugar el participante pudo proponer un lugar de entrega, que fue
acordado previamente con el equipo investigador. Como alternativa, las muestras también
podian ser entregadas directamente en el laboratorio de microbiologia del centro
universitario, en la hora de la mafiana en el que no se lleven a cabo las actividades
académicas, dado a que el horario académico entre semana inicia a partir del mediodia.
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7.5 Transporte de la muestra de heces:

Las muestras fueron transportadas en cadena de frio de 2 a 8°C. Los recipientes de plastico
con las muestras de heces se colocaron en una bolsa de plastico debidamente cerrada y luego
se transportaron en una hielera, con hielo en bolsa para conservar las muestras a una
temperatura adecuada (MSPAS, 2015).

7.6 Manejo y almacenamiento de las muestras de heces:

Las muestras de perros mascota y sus respectivos duefios fueron entregadas el mismo dia de
su recoleccion, manteniendo la cadena de frio, al Laboratorio de Microbiologia del Centro
Universitario de Zacapa (CUNZAC). El tiempo entre recoleccion y la entrega de la muestra
no excedi6 de 2 a 3 horas de haber sido recolectada (MSPAS, 2015).

Se almacenaron en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Universitario de Zacapa
(CUNZAC) hasta finalizar el estudio. Ninguna muestra se utiliz para otros estudios y no se
conservaron para analisis posteriores.

El descarte final de material, equipo desechable y residuos de muestras se depositod en bolsas
de descarte y se contratd servicios de una empresa especializada en el descarte de material
biologico. (MSPAS, 2015).

7.7 Registro de datos de la muestra:

Las muestras de heces de los duefios como de los perros mascota se identificaron y se
asignaron un codigo de identificacion para resguardar la privacidad y garantizar la
confidencialidad de las personas, debido a que no se tomaron datos de identificacion de los
duefos. Se recolectaron los datos por medio de un cuestionario dirigido a los duefios, con la
informacion de los perros en una ficha fisica: sexo, edad, raza, zona en la que vive el perro,
dieta que consume el perro, agua que toma el perro, si la mascota convive con otros animales,
si el perro vive adentro o afuera de la casa, y si el perro ha recibido antibidticos en los tltimos
6 meses, si la respuesta es afirmativa, que tipo de antibidtico y quién se lo recetd al perro.
Esta ultima pregunta, también fue realizada a los duefos de las mascotas. Ademads, a los
duefos se les pregunt6 datos sociodemograficos.
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7.8  Procesamiento de secuencias y control de calidad:

El flujo bioinformatico se muestra en la figura O1. Las secuencias crudas en formato FASTQ
(lecturas pareadas) fueron inicialmente evaluadas en términos de calidad utilizando FastQC.
Todos los archivos contenidos en el directorio 01-secuencias fueron procesados de manera
individual mediante un script automatizado en Bash, generando reportes en el directorio 02-
fastqc. El andlisis se ejecutd en paralelo utilizando un ntimero configurable de hilos (4 por
defecto).

Posteriormente, las lecturas fueron sometidas a un proceso de filtrado y recorte utilizando
fastp. Se procesaron pares de archivos (_ R1 y R2), aplicando un umbral de calidad de Q30
y una longitud minima de lectura de 50 pb. Ademas, se eliminaron los primeros 4 nucledtidos
de cada extremo de las lecturas. Los archivos filtrados fueron almacenados en el directorio
03-trimmed, mientras que los reportes en formato HTML y JSON se guardaron en 03-
trimmed/reports. El procesamiento se realizo utilizando 8 hilos por defecto.

7.8.1 Eliminacién de contaminacion del hospedero.

Para remover posibles secuencias contaminantes de origen hospedero, las lecturas filtradas
fueron alineadas contra un indice de referencia combinado (humano-perro) utilizando
Bowtie2 en modo very-sensitive. Las lecturas no alineadas (no hospedero) fueron
recuperadas utilizando la opciéon --un-conc-gz y almacenadas en el directorio 06-
decontaminated.

Los alineamientos fueron procesados con SAMtools, generando archivos BAM ordenados,
indexados y métricas de alineamiento (flagstat). Los resultados se organizaron en
subdirectorios especificos para archivos BAM y registros de ejecucion. Este paso se ejecutd
utilizando 8 nucleos de procesamiento.

7.8.2 Ensamblaje metagenomico.

Las lecturas descontaminadas fueron ensambladas de novo utilizando MEGAHIT,
empleando lecturas pareadas como entrada. El ensamblaje se realizo con 16 hilos y utilizando
el 80% de la memoria disponible (-m 0.8). Los ensamblajes generados se almacenaron en el
directorio 07-assembly, generando un conjunto de contigs por muestra.

7.8.3 Organizacion y preparacion de contigs

Los contigs ensamblados (final.contigs.fa) fueron organizados mediante la creacion de
enlaces simbdlicos en el directorio 08-contigs-symlinks, facilitando su acceso en analisis
posteriores. Adicionalmente, se gener6 un archivo samplesheet.csv que contiene la
correspondencia entre el identificador de cada muestra y la ruta absoluta a su archivo de
contigs, permitiendo la integracion con pipelines posteriores.
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7.8.4 Evaluacion de ensamblajes.

La calidad de los ensamblajes fue evaluada utilizando MetaQUAST, procesando cada
archivo de contigs de forma individual. Los resultados, incluyendo métricas de calidad
estructural y estadisticos de ensamblaje, fueron almacenados en el directorio 09-metaquast.
El analisis se ejecutod utilizando 12 hilos.

7.8.5 Perfil taxonoémico.

La composicion taxonémica de las muestras fue inferida utilizando MetaPhlAn, a partir de
las lecturas filtradas (previas a la descontaminacidn). Se utiliz6 una base de datos local
(mpa_vJan25 CHOCOPhIAnSGB 202503) y se ejecut6 el andlisis en modo pareado. Los
perfiles taxondmicos resultantes fueron almacenados en el directorio 09-metaphlan, junto
con los archivos intermedios de mapeo (mapout). El procesamiento se realizé utilizando 12
nucleos.

7.8.6  Prediccion de genes.

La prediccion de genes codificantes se llevd a cabo utilizando Prodigal en modo
metagenomico (-p meta), a partir de los contigs ensamblados. Para cada muestra, se
generaron archivos de proteinas (.faa), nucleé6tidos (.fna) y anotaciones (.gff). El proceso fue
paralelizado, permitiendo la ejecucion simultdnea de hasta 4 muestras. Los resultados se
almacenaron en el directorio 11-prodigal, junto con archivos de registro.

7.8.7 Analisis de ortologia.

Para el analisis de relaciones de ortologia, se utilizo Proteinortho. Previamente, las secuencias
de proteinas provenientes de la base de datos CARD fueron procesadas utilizando SeqKit
para estandarizar los encabezados de las secuencias. Posteriormente, se ejecutd
proteinortho6.pl sobre los archivos .faa, utilizando 16 CPUs para la deteccion de ortogrupos.

Los resultados generados (proteinortho-graph) fueron procesados mediante un script en
Python, el cual segmento el grafo en bloques independientes, extrajo las relaciones entre
pares de secuencias y generd archivos tabulares con las dos primeras columnas (pares de
relaciones), facilitando su anélisis posterior.

7.8.8 Software y automatizacion.

Todos los andlisis fueron implementados mediante scripts en Bash y Python, organizados
como un pipeline modular reproducible. El uso de paralelizacion mediante multiples hilos y
ejecucion concurrente permitid optimizar el tiempo de procesamiento en un entorno de
computo de alto rendimiento.

7.8.9 Construccion de matrices de ortologia y conteo de genes.

Los resultados del analisis de ortologia generados por Proteinortho fueron procesados
mediante un script en R para construir matrices de presencia/ausencia y conteo de genes
asociados a resistencia antimicrobiana.
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Inicialmente, se cargaron los archivos derivados del grafo de ortologia (* cut.txt) ubicados
en el directorio 03-proteinortho-graph. Cada archivo fue leido como una tabla tabulada y
transformado para generar una variable identificadora de especie basada en los nombres de
las dos primeras columnas. Posteriormente, los dataframes individuales fueron
estandarizados en su estructura y combinados en un Unico dataframe global
(ortologos_graph), permitiendo integrar todas las relaciones ortologicas detectadas.

Paralelamente, se utilizo0 el archivo de salida principal de Proteinortho
(myproject.proteinortho.tsv) para generar una matriz de ortélogos. Este archivo fue
preprocesado eliminando columnas redundantes, corrigiendo inconsistencias en la
nomenclatura de genes (e.g., mefF—mef(F)) y separando entradas multiples mediante
expansion de filas. Se eliminaron entradas vacias o sin correspondencia en la base de datos
de referencia.

A partir de estos datos, se construy6 un dataframe en formato largo que contiene las variables
especie, gen de referencia (CARD), ortélogo y un indicador de conteo. Este indicador fue
posteriormente actualizado mediante comparacion directa con las relaciones presentes en el
grafo de ortologia, asignando valores binarios (0/1) para indicar la presencia o ausencia de
cada ortologo en cada especie.

7.8.10 Generacion de matrices de presencia/ausencia.

El dataframe resultante fue transformado a formato ancho mediante operaciones de pivoteo,
generando una matriz de conteos donde las filas corresponden a especies y las columnas a
genes de resistencia. Esta matriz fue convertida a formato matricial para analisis posteriores.

Adicionalmente, se integrd informacion funcional proveniente de la base de datos CARD
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database), incorporando anotaciones de familia
génica, mecanismo de resistencia y clase de antibidtico mediante diccionarios de
correspondencia. Se generd una segunda matriz agregada a nivel de familias génicas,
permitiendo reducir la dimensionalidad y facilitar la interpretacion funcional de los datos.

7.8.11 Normalizacion y filtrado de datos

Las matrices de conteo fueron filtradas eliminando columnas con valores constantes (sin
variacion entre especies). Posteriormente, se aplic6 una estandarizacion mediante
escalamiento (z-score), seguida de una transformacion para asegurar valores no negativos, lo
cual es necesario para la correcta visualizacion en mapas de calor. Las matrices finales fueron
exportadas en formato CSV para su uso en analisis posteriores.

7.8.12 Analisis de clustering y visualizacion

Se realiz6 un andlisis de agrupamiento jerarquico utilizando la distancia euclidiana y el
método de enlace promedio (UPGMA). Adicionalmente, se aplicd clustering basado en k-
means tanto en filas como en columnas (k = 10 para especies y k = 5 para variables),
permitiendo identificar patrones estructurales en la distribucion de genes de resistencia.
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La visualizacion se llevé a cabo mediante la libreria ComplexHeatmap en R, generando
mapas de calor a partir de las matrices normalizadas. Se definieron escalas de color
personalizadas, incluyendo gradientes centrados en valores minimos, intermedios y
maximos, asi como una codificacion especifica para valores cero.

7.8.13 Anotacién funcional y taxondmica.
Se incorporaron anotaciones adicionales tanto para filas (especies) como para columnas
(familias génicas), incluyendo:

Grupos filogenéticos de las especies, integrados mediante archivos de metadatos externos

e Mecanismos de resistencia (RM)

e (lases de antibioticos (DC)

e (lasificacion de multirresistencia, definida como resistencia a tres o mas clases de
antibidticos.

e Estas anotaciones fueron integradas en los mapas de calor mediante esquemas de
colores personalizados, facilitando la interpretacion bioldgica de los patrones
observados.

7.8.14 Generacion de figuras.

Los mapas de calor fueron exportados en formato PNG con alta resolucion (300 dpi),
asegurando su calidad para publicacion. Se generaron multiples versiones de las figuras,
incluyendo configuraciones con y sin anotaciones, para distintos propdsitos analiticos y de
presentacion.

7.9  Analisis de diversidad microbiana y comparacion entre hospedadores.

Los perfiles taxondmicos de las muestras fueron obtenidos mediante MetaPhlAn, generando
estimaciones de abundancia relativa para cada taxdn presente. Posteriormente, los perfiles
individuales fueron integrados en una matriz consolidada en formato tabular, donde cada fila
representa un clado taxondmico y cada columna corresponde a una muestra.

Con el objetivo de centrar el andlisis en la fraccion bacteriana del microbioma, se filtraron
unicamente los taxones pertenecientes al dominio Bacteria (k_ Bacteria). Asimismo, el
analisis se restringio al nivel de especie, identificado mediante el prefijo t_ en la nomenclatura
taxonomica.

La matriz de abundancias fue transformada a formato largo utilizando la libreria pandas en
Python, generando una estructura que facilita el manejo y filtrado de los datos.

Para minimizar la influencia de abundancias extremadamente bajas y posibles artefactos
técnicos, se establecido un umbral de deteccion (> 0.1%), a partir del cual se considerd que
una especie estaba presente en una muestra. Con base en este criterio, se construyd una
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representacion binaria de presencia/ausencia, donde cada muestra fue caracterizada por el
conjunto de especies detectadas.

Esta representacion permitio modelar cada muestra como un conjunto (set) de especies
bacterianas, facilitando la comparacion directa entre muestras mediante operaciones de
interseccion.

Las muestras fueron clasificadas de acuerdo con el hospedero en dos grupos: humano (Homo
sapiens) y perro (Canis lupus familiaris). A partir de esta clasificacion, se evaluo la similitud
taxondmica entre ambos grupos mediante la identificacion de especies bacterianas
compartidas.

Para ello, se realizaron comparaciones pares entre todas las muestras humanas y todas las
muestras caninas. En cada comparacion, se calcul6 la interseccion entre los conjuntos de
especies presentes, obteniendo tanto el nimero de especies compartidas como su identidad.

Este enfoque permitio construir una representacion detallada de las relaciones entre muestras
de distintos hospedadores, asi como identificar patrones de co-ocurrencia bacteriana. De
manera complementaria, se determind el conjunto global de especies compartidas entre
humanos y perros mediante la interseccion de los conjuntos agregados de cada grupo.

El analisis de redes se llevo a cabo utilizando la libreria NetworkX en Python. Se construyo
un grafo bipartito no dirigido en el que los nodos se dividieron en dos conjuntos disjuntos:
uno correspondiente a las muestras humanas y otro a las muestras de perros.

Las aristas entre nodos de ambos conjuntos se definieron inicamente cuando existia al menos
una especie bacteriana compartida entre las muestras correspondientes. El peso de cada arista
se establecid como el numero de especies compartidas, mientras que la identidad de dichas
especies se almacend como atributo adicional de la arista.

Este enfoque permitio representar de manera explicita las relaciones de similitud microbiana
entre hospedadores, destacando tanto la intensidad como la composicion de dichas
interacciones.

La visualizacion del grafo bipartito se realizo mediante la libreria Matplotlib en conjunto con
NetworkX. Se empled una disposicion bipartita, en la cual las muestras humanas fueron
posicionadas en el eje izquierdo y las muestras de perros en el eje derecho.

Los nodos fueron coloreados segtn el hospedero, mientras que el grosor de las aristas fue
escalado proporcionalmente al nimero de especies compartidas entre pares de muestras. Esta
representacion permitid una interpretacion visual directa de la similitud microbiana entre
hospedadores, facilitando la identificacion de relaciones fuertes y débiles dentro del sistema.

Como complemento al andlisis de red, se generaron matrices de similitud basadas en el
nimero de especies compartidas entre pares de muestras. Estas matrices constituyen una base
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para analisis adicionales, como clustering jerarquico, visualizaciéon mediante mapas de calor
o analisis multivariados.
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Figura 01. Diagrama de flujo del analisis bioinformatico.
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8 Enfoque y alcance de la investigacion.

El estudio ofrece un enfoque cuantitativo, en el cual se identifico y cuantificd las
enterobacterias en perros y sus duefios en Guatemala a través de técnicas de laboratorio
estandarizadas y moleculares. Tiene un alcance exploratorio, debido a que se quiere
evidenciar el papel e impacto de los perros mascota en la crisis de salud publica de la
resistencia a los antibidticos.

9 Disefio de la investigacion.

El proyecto fue un estudio exploratorio, no experimental, de corte transversal que se realizéd
en el casco urbano del municipio de Zacapa ubicada en la cabecera de Zacapa. La comunidad
se selecciono6 debido a que no se han realizado estudios de salud previos sobre la resistencia
a los antibidticos vinculando los perros mascota y sus duefios.

10 Poblacion, muestra y muestreo.

Criterios de inclusion: Toda persona mayor de edad duena de un perro que aceptd participar
en la entrevista, y que dio su consentimiento para brindar una muestra de heces.

Criterios de exclusion: Toda persona que no otorg6 su consentimiento, que no era duefia del
perro o que no proporcion6 muestras de heces correspondiente al duefio, debido a que las
muestras fueron recolectadas en parejas (duefio y perro mascota). También se excluyeron a
los perros y sus duefios, aunque estén clinicamente sanos, que estuvieran recibiendo
tratamiento en el momento del estudio por enfermedades respiratorias, digestivas o de la piel.
No se tomaron muestras de animales agresivos, hembras prefiadas, animales recién
rescatados/adoptados y tampoco de animales de menos de un afio de edad.

Debido a que este es un estudio que pretende hacer la primera exploracion de RAM entre
perros mascotas y sus duefios en Guatemala, la muestra fue tomada a conveniencia (Golzar
etal., 2022). Por cuestiones de fondos, se tomaron muestras en pareja de contenido intestinal,
proveniente de perros y sus duefios sanos, durante los 5 meses del periodo de colecta de
muestras.
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11 Técnicas.
Recoleccion de datos.

Se realiz6 la técnica de entrevista, por medio de un cuestionario disefiado para medir las
preguntas de investigacion (Bryson et al, 2012).

Cuestionario.

Se recolectaron los datos sociodemograficos de los duefios de los perros, incluyendo origen
étnico con el que se identificaban, sexo, lugar de residencia sin preguntar la direccion exacta,
edad, grado de escolaridad y profesion u oficio. Y si habia consumido antibidticos en los
ultimos 6 meses antes de la toma de muestra, si la respuesta es afirmativa, que tipo de
antibidtico y quién se lo receto. Esta ultima pregunta, también fue realizada en la recopilacion
de datos en los perros. La informacion de las mascotas incluyo6 sexo, edad, raza, zona en la
que vive el perro, dieta que consume el perro, agua que toma el perro, si la mascota convive
con otros animales, y si el perro vive adentro o afuera de la casa.

12 Procesamiento de muestras.

12.1 Extraccion de ADN de muestras fecales utilizando kit Qiagen:

Se realizé una secuenciacion por muestra. Para la preparacion de la muestra, se tomaron
aproximadamente 200 mg de material fecal (o entre 180 y 220 mg segln las instrucciones
del kit). Y se colocaron en un tubo microcentrifugo de 2 ml (generalmente provisto).

Para la lisis, se afiadi6 el Buffer InhibitEX (o un buffer de lisis similar), tipicamente alrededor
de 1.4 ml, a la muestra. Se vortexe6 vigorosamente para homogeneizar. Posteriormente, la
mezcla se incubo a 70 °C durante 5 minutos (opcional, pero mejora el rendimiento) y se
vortexed brevemente nuevamente.

La muestra se centrifugo a alta velocidad (~14,000 rpm) durante 1 minuto. Esto sedimenta
particulas y restos fecales. El sobrenadante se transfirié cuidadosamente (que contiene el
ADN) a un tubo microcentrifugo nuevo de 1.5 ml. Se afiadieron ~15 pul de proteinasa K y
~200 pl de Buffer AL, la mezcla vortexed. Luego, se incub6 a 70 °C durante 10 minutos para
lisar completamente las células. Se afiadi6 etanol al 100% (~200 pl) y se mezclo bien con
vortex.
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La mezcla se transfirié a una columna QIAamp colocada en un tubo de recoleccion y se
centrifugo a 6,000 x g (~8,000 rpm) durante 1 minuto. Para el lavado, se afiadié Buffer AW1
y se centrifug6. Luego, se afiadi6 Buffer AW2 (segundo lavado) y se centrifugd a maxima
velocidad durante 3 minutos para secar la membrana.

Finalmente, la columna de centrifugacion se colocd en un tubo microcentrifugo limpio de 1.5
ml y se anadio el buffer de elucion (~100 pl, usualmente Buffer AE) directamente sobre la
membrana. Se incubd 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugd para eluir el ADN.

12.2 Preparacion de librerias de secuenciacion.

12.2.1 Cuantificacion y Control de Calidad del ADN:

Se medid la concentracion de ADN usando Qubit, Nanodrop o equipo similar. Se verifico la
integridad del ADN mediante electroforesis en gel o Bioanalyzer. Se asegurd que la cantidad
de ADN de entrada cumpliera con los requisitos del protocolo (tipicamente entre 1 ngy 1 pg,
segun el kit).

12.2.2 Fragmentacion del ADN:

El ADN se fragment? al tamafo deseado (usualmente 200-500 pb) utilizando fragmentacion
mecanica (por ejemplo, sonicacidon con Covaris o fragmentacion enziméatica (usando enzimas
del kit). La distribucion del tamafio de los fragmentos se verifico con Bioanalyzer o
TapeStation.

12.2.3 Reparacion de extremos y adicion de A (A-tailing):

Se repararon los extremos fragmentados del ADN para generar extremos romos.
Posteriormente, se afiadi6 una base “A” a los extremos 3’ de los fragmentos de ADN. Esto
prepara los fragmentos para la ligacion de adaptadores.

12.2.4 Ligacion de adaptadores:

Se ligaron los adaptadores de secuenciacion que contenian secuencias para union al flow cell.
secuencias de indice (cddigos de barras) para multiplexar muestras. Se utilizé una ligasa de
ADN para unir los adoptadores a los fragmentos con “A” afiadida.
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12.2.5 Purificacion:

El ADN con adaptadores ligados se purificé utilizando perlas magnéticas (por ejemplo,
AMPure XP). Esto elimina adaptadores sobrantes, cebadores y fragmentos pequefios no
deseados.

12.2.6 Amplificacion de la biblioteca (PCR):

La biblioteca se amplifico por PCR para enriquecer los fragmentos con adaptadores ligados.
Se anadio6 las secuencias para union al flow cell y los indices (si no estan incluidos en los
adaptadores). Se optimizo el nimero de ciclos de PCR para evitar sobreamplificacion.

12.2.7 Purificacion de la biblioteca:
Los productos de PCR se purificaron utilizando perlas magnéticas para eliminar cebadores,
nucleodtidos y enzimas. La biblioteca final se colocé en un buffer de baja salinidad o agua.

12.2.8 Cuantificaciéon y control de calidad de la biblioteca:
Se cuantificé la biblioteca con qPCR, fluorometria (Qubit) o Bioanalyzer. Se verifico la
distribucion del tamafio de los fragmentos y la ausencia de dimeros de adaptadores.

12.2.9 Normalizacion y mezcla:
Las concentraciones de las bibliotecas se normalizaron para la multiplexacién. Se mezclaron
varias bibliotecas con indices inicos en caso de secuenciar multiples muestras.

12.2.10 Desnaturalizacion y carga:

Las bibliotecas de doble cadena se desnaturalizaron a cadenas simples. Posteriormente, se
diluyeron a la concentracion adecuada para la generacion de clusters y se cargaron en el flow
cell para secuenciacion en Illumina.

13 Resumen de las variables o unidades de analisis.
Tabla 1. Objetivos, variable, instrumentos y unidad de medida o cualificacion utilizada en
la investigacion.

Objetivo especifico Variable Instrumentos Unidad .de mg(}lda ©
cualificacion
Describir las Presencia de Biologia molecular | Dos niveles:
enterobacterias enterobacterias en y métodos de Presencia (1) /
resistentes o las muestras. metagendmica, Ausencia (0).

“La Usac investiga para el bienestar de

las personas y el desarrollo sustentable”

29



US AC e Direccion General
de Investigacion
TRICENTENARIA

Universidad de San Carlos de Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion

Universidad de San Carlosde Guatemala

multirresistentes a
los antibioticos
provenientes de
perros mascota y
personas.

bioinformaticay
secuenciacion.

Nombre cientifico.

Identificar la
asociacion entre las
enterobacterias y
genes de resistencia
antibiotica aisladas
entre los perros
mascota y
propietarios.

Identificar las
enterobacterias
comunes entre
perros mascotay
sus duenos.

Biologia molecular
y métodos de
metagenomica,
bioinformatica y
secuenciacion.

Nombre cientifico.

Describir los
antibioticos
sensibles, resistentes
y multirresistentes
de las
enterobacterias
aisladas
provenientes de
perros mascota y
humanos.

Presencia de
resistencia a los
antibioticos.

Biologia molecular
y métodos de
metagenomica,
bioinformatica y
secuenciacion.

Dos niveles:
Presencia (1) /
Ausencia (0).

Nombre cientifico.

Fortalecer los
conocimientos a
través de la
transferencia de
tecnologica de los
métodos de
secuenciacion
masivay
bioinformaticos

para el analisis de
RAM.

Participacion en
congresos de
Bioinformatica y
difusion del
proyecto en
instituciones

publicas y privadas.

Presentaciones,
materiales impresos
y digitales.

Cantidad de

personas que
asistiran a las
conferencias.

1.1. Procesamiento y analisis de la informacion.

Anadlisis de datos y estadisticos:

Los datos obtenidos se resumieron utilizando estadistica descriptiva. Se utilizd una
estandarizacién que tenga una media igual a 1 y se realizd andlisis multivariado y de
ordenamiento. Se analizaron los datos con estadistica descriptiva, para ordenar, estandarizar
y resumir las caracteristicas méas importantes de los datos. Luego, que los datos fueron
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estandarizados y resumidos se realizo el analisis multivariado para entender la interaccion
entre las variables.

Ademas, se realizd un analisis de abundancia de los genes de resistencia (ARGs). Para la
visualizacion de los resultados se elabor6é un mapa de calor, en donde en el eje de la “X” se
colocaron a las especies, en el eje de las “Y” a los genes de resistencia y en el gradiente de
color la abundancia. Para analizar la diversidad alfa, se utilizé métricas de diversidad como
la riqueza (ntimero total de ARGs identificados), para medir la diversidad considerando la
riqueza como la equitatividad se utilizé el Indice de Shannon y para evaluar la dominancia
de ciertos ARGs se utiliz6 el Indice de Simpson. Se utilizaron las distancias Bray-Curtis, que
evalian la similitud basada en la abundancia relativa, y el indice de Jaccard, que mide la
similitud en funcion de la presencia o ausencia de los ARGs.

Para la visualizacion de los andlisis se llevo a cabo mediante un andlisis de coordenadas
principales (PCoA), que gener6 graficos bidimensionales para representar las diferencias en
la composiciéon y un andlisis de agrupamiento de cluster, representado mediante
dendrogramas basados en distancias taxondmicas o funcionales. Para determinar diferencias
significativas en la composicion de ARGs entre los grupos, se empled la prueba Permanova
(Adonis).

La visualizacion de los resultados fue clave para interpretar la distribucion y composicion de
los genes de resistencia a antibioticos (ARGs). Se emplearon diversos enfoques graficos que
permitieron explorar patrones de abundancia, similitud, y exclusividad de los ARGs.

Los graficos de barras apiladas fueron empleados para mostrar la proporcion de las clases de
ARGs, facilitando la identificacion de patrones dominantes en las distintas categorias. Este
tipo de visualizacidon permitié6 comparar la composicion relativa de los ARGs y observar
posibles tendencias o diferencias en las fuentes analizadas.

Para destacar genes compartidos y exclusivos, se utilizaron diagramas de Venn. Estos
diagramas permitieron visualizar de forma clara las intersecciones y diferencias en los
conjuntos de ARGs, proporcionando una perspectiva intuitiva de la distribucion de los genes
de resistencia.

Finalmente, se generaron graficos de analisis de coordenadas principales (PCoA) o escalado
multidimensional no métrico (NMDS) para explorar las diferencias en la composicion de
ARGs. Estos métodos redujeron la dimensionalidad de los datos complejos y proyectaron las
muestras en un espacio bidimensional, donde la proximidad entre puntos refleja la similitud
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en su composicion de ARGs. Estas visualizaciones son utiles para identificar agrupamientos
0 patrones asociados a las categorias.

14 Analisis de diversidad.

Las métricas de diversidad alfa y beta fueron calculadas previamente a partir de la tabla de
abundancia taxonémica generada con MetaPhlAn, utilizando el script calculate diversity.R
incluido en las utilidades de MetaPhlAn. A partir de estas salidas, se realizé en R un analisis
comparativo entre muestras de humano y perro, integrando tanto estadistica descriptiva como
analisis multivariado y pruebas de hipdtesis.

Inicialmente, se construyd una tabla de metadatos que asignd a cada muestra su hospedero
correspondiente, clasificandolas en dos grupos: humano y perro. Posteriormente, se importd
la salida de diversidad alfa basada en el indice de Shannon, generada previamente por
MetaPhlAn. Esta tabla fue reorganizada para incorporar explicitamente el identificador de
muestra y luego se integro con los metadatos mediante una unién por el nombre de la muestra.
Con el fin de describir la diversidad alfa en cada grupo, se calcularon estadisticos descriptivos
por hospedero, incluyendo media, mediana y desviacion estandar del indice de Shannon. Para
evaluar si existian diferencias significativas en la diversidad alfa entre humanos y perros, se
aplico una prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras independientes. Los resultados
se visualizaron mediante diagramas de caja complementados con puntos individuales,
incorporando en la figura tanto los estadisticos descriptivos como el valor de p
correspondiente a la prueba de Wilcoxon. La figura fue exportada en formato PNG con
resolucion de 300 dpi.

Para el andlisis de diversidad beta, se importd la matriz de distancias Bray—Curtis calculada
previamente con MetaPhlAn. Esta matriz fue convertida a un objeto de distancias en R y
utilizada para realizar un analisis de coordenadas principales (PCoA) mediante escalamiento
métrico clasico (cmdscale). A partir de este procedimiento se obtuvieron las coordenadas de
las muestras sobre los dos primeros ejes, que posteriormente se integraron con la tabla de
metadatos para identificar visualmente los grupos de hospedero. La ordenacion se represent6
graficamente mediante un diagrama de dispersion coloreado por grupo y se exportd
igualmente como imagen PNG.

Con el objetivo de evaluar formalmente si la composicion microbiana diferia entre humanos
y perros, se aplicé un andlisis de varianza multivariado permutacional (PERMANOVA)
usando la funcion adonis2 del paquete vegan, tomando como variable explicativa el
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hospedero y como base la matriz de distancias Bray—Curtis. Este analisis permitio estimar la
proporcion de variacion explicada por el factor hospedero y determinar su significancia
estadistica mediante permutaciones.

Dado que la interpretacion de PERMANOVA puede verse afectada por diferencias en la
dispersion interna de los grupos, se evalué ademas la homogeneidad de dispersion
multivariada mediante la funcidén betadisper, seguida de un andlisis de varianza sobre las
distancias al centroide de cada grupo. Este paso permiti6 verificar si las diferencias
observadas entre humanos y perros respondian a cambios reales en la composicion de las
comunidades y no unicamente a diferencias en la variabilidad interna de cada grupo.
Finalmente, como parte de la organizacion y trazabilidad del andlisis, se exportaron dos tablas
adicionales: una tabla de diversidad alfa integrada con metadatos y una tabla con las
coordenadas obtenidas del PCoA. Todo el procesamiento posterior al calculo de diversidad
se realizo en R utilizando los paquetes ggplot2, dplyr, vegan, readr y tidyr.

15 Aspectos éticos y legales

Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité de ética de la Facultad de Medicina
Veterinaria y de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de
Guatemala.

16 Resultados y discusion

16.1 Resultados

Durante el periodo de muestreo de mayo a octubre de 2025, se recolectaron 17 muestras de
heces en parejas, duefios y sus perros sanos, y se recopilo informacion por medio de un
cuestionario dirigido a los duefios, con la informacion de los perros en una ficha fisica: sexo,
edad, raza, zona en la que vive el perro, dieta que consume el perro, agua que toma el perro,
si la mascota convive con otros animales, si el perro vive adentro o afuera de la casa, y si el
perro ha recibido antibidticos en los Ultimos 6 meses, que tipo de antibidtico y quién se lo
receto al perro. Esta ltima pregunta, también fue realizada a los duefios de las mascotas.
Ademas, a los duefios se les pregunto datos sociodemograficos.

16.1.1 Datos sociodemograficos de dueios de perros mascotas:

La mayoria de los participantes del estudio fueron mujeres (76%) y los hombres (24%). Con
relacion a la etnia, todos los participantes se identificaron como ladinos (100%). Los grupos
mas frecuentes de edad fueron de 18 a 24 afios y 35 a 44 afos (41%), seguido por el grupo
de 55 a 64 afios (12%), y por ultimo el grupo de 25 a 34 afios (6%) (Tabla no. 1).
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Los participantes reportaron ser estudiantes (24%), proveedores de salud y produccion
animal y agricultura (12%) y el resto reportaron alguna otra ocupacion diferente a estas
(41%), incluyendo administracion de empresas, entrenador, fotografo, comerciante,
secretaria bilingiie, docente y ama de casa. Con relacion al grado de escolaridad, la mayoria
de los participantes cuenta con educacion superior (65%), seguida de educacion media
(35%), mientras que no se reportaron personas en las categorias en educacion primaria o sin
educacion (Tabla no. 1).

16.1.2 Uso de antibioticos de duefios de perros mascotas:

La mayoria de los participantes (71%) indicd no haber recibido antibidtico en los ultimos 6
meses. Los participantes que afirmaron utilizar antibidticos (29%), el mas frecuentemente
reportado fue la amoxicilina (12%), seguido de levofloxacina (6%), azitromicina (6%) y
ciprofloxacina (6%). En cuanto a la prescripcion del antibiodtico, indicd automedicacion
(18%) y haberlo recibido por un proveedor de salud (12%) (Tabla no. 1).

Tabla no. 1:
Datos sociodemograficos de duefios de perros.

Categoria Datos N=17 Porcentaje
Sexo. Femenino 13 76%
Masculino 4 24%
Etnia. Maya 0 0%
Xinca 0 0%
Garifuna 0 0%
Ladina 17 100%
Otro 0 0%
Edad en ainos. 18-24 7 41%
25-34 1 6%
35-44 7 41%
45-54 0 0%
55-64 2 12%
Escolaridad. Sin estudios 0 0%
Primaria 0 0%
Educacion media 6 35%
Educacion
Superior 11 65%
Otro 0 0%
Profesion-oficio. | Estudiante 4 24%
Docente 2 12%
Proveedor de salud 2 12%
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Produccion animal
y agricultura 2 12%
Otro 7 41%
Recibio
antibiotico. No 12 71%
Si 5 29%
Nombre del
Antibioético. Levofloxacina 1 6%
Azitromicina 1 6%
Ciproflozaxina 1 6%
Amoxicilina 3 18%
Quién selo
receto. Proveedor de salud 2 12%
Automedicado 3 18%

16.1.3 Datos de perros mascota:

Los datos de los perros mascota incluidos en el estudio, con relacién a la edad el grupo mas
frecuente fue el de 4 a 6 anos (42%), seguido por el grupo de 1 a 3 afios y de 7 a 10 afos
(26%), por ultimo, el de perros con 11 afios a mas (5%) (Tabla no.2).

La mayoria de los animales participantes fueron machos (63%) y el resto fueron hembras
(37%). En relacion con la raza, la mayor raza reportada correspondié a Chihuahua (32%),
seguida por perros mestizo o sin raza definida y French poodle (16%), por tltimo, un solo
perro fue de una raza diferente (5%). En cuanto a la procedencia, la mayoria era regalado
(53%), seguido por comprado (21%), nacido en casa (16%) y por tltimo adoptado (11%), no
se reportaron perros de origen callejero (Tabla no.2).

La mayoria de los perros vive en zonas urbanas (84%), mientras que los otros perros
habitaban en zonas urbanos como rurales (16%). En relacion, en donde viven las mascotas
en el hogar, la mayoria habitaba dentro de la vivienda (53%), seguido por los perros que
permanecen tanto dentro como fuera del hogar (42%) y se tuvo un solo reporte de un perro
vivia en el exterior (5%). Y la mayoria de los perros convivia con otros animales en su
vivienda (68%), principalmente con otros perros (32%), gatos (16%) y con vacas (16%), o
ambos (Tabla no.2).

Con respecto a la fuente de agua de bebida utilizada para las mascotas, lo mas comun fue el
agua del chorro (42%), luego el agua potable (32%), agua de garrafon (16%) y agua filtrada
(11%). Segun el tipo de alimento que se daba a la mascota, predomind la combinacion de
alimentacion casera y concentrado comercial (42%), seguida de la dieta exclusivamente
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concentrado comercial (32%). La dieta cruda y la combinacion de dieta casera, cruda y
natural fueron las menos reportadas (16%) (Tabla no.2).

16.1.4 Uso de antibidticos en perros mascota:

La mayoria de los duefios reportaron que sus perros no habian recibido antibidtico en los
ultimos 6 meses al momento de la entrevista. La mascota en la que se reporto el uso de
antibiotico (11%), recibié amoxicilina y ninguno se encontraba bajo tratamiento antibidtico
(Tabla no.2).

Se analizaron 14 muestras provenientes de personas y sus mascotas del casco urbano de
Zacapa, las cuales fueron procesadas por medio de secuenciacion.

Tabla no.2:
Datos de los perros mascota.

Categoria Datos N=19 Porcentaje
Edad en afios la3 5 26%
4a6 8 42%
7al0 5 26%
11 o mas 1 5%
Sexo Macho 12 63%
Hembra 7 37%
Raza Basset Hound 1 5%
Chihuahua 6 32%
Schnauzer 1 5%
French Poodle 3 16%
Pug 1 5%
Pastor Belga Malinois 1 5%
Dachshund 1 5%
Dogo 1 5%
American Bully 1 5%
Mestizo 3 16%
Procedencia Callejero 0 0%
Adoptado 2 11%
Comprado 4 21%
Regalado 10 53%
Nacido en casa 3 16%
Zona que vive | Urbana 16 84%
Rural 0 0%
Ambas 3 16%
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Vive a fuera o

adentro de la

casa Adentro 10 53%
A fuera 1 5%
Ambas 8 42%

Agua de bebida | Agua filtrada 2 11%
Agua pura garrafon 3 16%
Agua del chorro 8 42%
Agua potable 6 32%

Tipo de dieta Casera 1 5%
Cruda 1 5%
Natural 0 0%
Concentrado 6 32%
Casera y concentrado 8 42%
Casera, cruday
natural 3 16%

Convive con

otros animales | Si 13 68%
No 6 32%

Con qué tipo de

animal convive

el perro Perro 6 32%
Gato 3 16%
Perro y gato 3 16%
Perro y vaca 1 5%

Recibid

antibidtico en

los ultimos 6

meses Si 2 11%
No 17 89%

Nombre del

antibiotico Amoxicilina 1 5%

Sintomas de

diarre al

momento de la

muestra Si 1 5%
No 18 95%
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Perro se
encuentra en
tratamiento en
el momento de
la muestra Si 0 0%
No 19 100%

16.1.5 Analisis de diversidad microbiana y comparacion entre hospedadores.

Los perfiles taxondmicos de las muestras fueron obtenidos mediante MetaPhlAn, generando
estimaciones de abundancia relativa para cada taxon presente. Posteriormente, los perfiles
individuales fueron integrados en una matriz consolidada en formato tabular, donde cada fila
representa un clado taxonémico y cada columna corresponde a una muestra.

Con el objetivo de centrar el andlisis en la fraccion bacteriana del microbioma, se filtraron
unicamente los taxones pertenecientes al dominio Bacteria (k_ Bacteria). Asimismo, el
analisis se restringio al nivel de especie, identificado mediante el prefijo t_ en la nomenclatura
taxonomica.

La matriz de abundancias fue transformada a formato largo utilizando la libreria pandas en
Python, generando una estructura que facilita el manejo y filtrado de los datos. Para
minimizar la influencia de abundancias extremadamente bajas y posibles artefactos técnicos,
se establecid un umbral de deteccion (> 0.1%), a partir del cual se considerd que una especie
estaba presente en una muestra. Con base en este criterio, se construyd una representacion
binaria de presencia/ausencia, donde cada muestra fue caracterizada por el conjunto de
especies detectadas.

Esta representacion permitié modelar cada muestra como un conjunto (set) de especies
bacterianas, facilitando la comparacion directa entre muestras mediante operaciones de
interseccion.

Las muestras fueron clasificadas de acuerdo con el hospedero en dos grupos: humano (Homo
sapiens)y perro (Canis lupus familiaris). A partir de esta clasificacion, se evalud la similitud
taxondmica entre ambos grupos mediante la identificacion de especies bacterianas
compartidas.

Para ello, se realizaron comparaciones par a par entre todas las muestras humanas y todas las
muestras caninas. En cada comparacion, se calculo la interseccion entre los conjuntos de
especies presentes, obteniendo tanto el nimero de especies compartidas como su identidad.
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Este enfoque permitio construir una representacion detallada de las relaciones entre muestras
de distintos hospedadores, asi como identificar patrones de co-ocurrencia bacteriana. De
manera complementaria, se determind el conjunto global de especies compartidas entre
humanos y perros mediante la interseccion de los conjuntos agregados de cada grupo (Imagen

no. 1).
Imagen no. 1: Diversidad de especies de bacterias humano y perro.
Shannon diversity: Humano vs Perro
6
Wilcoxon p = 0.0111
mean = 4.12 mean = 3.05
median = 4.27 median = 3.2
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16.1.6 Analisis de conglomerado (clustering) y visualizacion del mapa de calor.
Se realizdé un analisis de agrupamiento jerarquico utilizando la distancia euclidiana y el
método de enlace promedio (UPGMA). Adicionalmente, se aplicé clustering basado en k-
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means tanto en filas como en columnas (k = 10 para especies y k = 5 para variables),
permitiendo identificar patrones estructurales en la distribucion de genes de resistencia.

La visualizacion se llevd a cabo mediante la libreria ComplexHeatmap en R, generando
mapas de calor a partir de las matrices normalizadas. Se definieron escalas de color
personalizadas, incluyendo gradientes centrados en valores minimos, intermedios y
maximos, asi como una codificacidon especifica para valores cero (Apéndice no. 1).

Las columnas son los genes de resistencia a los antibidticos (ARGs), el color de cada celda
representa abundancia de los genes: el color naranja indica que es mas abundante que el
promedio, color verde menos abundante, el color amarillo es intermedio y el gris ausente o
muy bajo la deteccion de genes (Apéndice no. 1). Mientras que las filas corresponden a las
muestras de perros en color verde y humanos en color morado.

16.1.7 Anotacion funcional y taxondmica.
Se incorporaron anotaciones adicionales tanto para filas (especies) como para columnas
(familias de genes), incluyendo:

e Grupos filogenéticos de las especies, integrados mediante archivos de metadatos
externos.

e Mecanismos de resistencia (RM).

e Tipo de antibioticos (DC).

e C(lasificacion de multirresistencia, definida como resistencia a tres o mas clases de
antibioticos.

16.1.8 Grupos filogenéticos de las familias y especies de bacterias:

Se puede observar la composicion bacteriana a nivel filo, clase, orden, familia, género y
especie de las muestras de duefios y sus perros mascota, en la cual evidencia diferencias y
similitudes en la abundancia de microorganismos.
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Imagen no. 2:

Composicion bacteriana a nivel de filo entre duefios y sus perros mascota.
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Imagen no. 3:

Composicion bacteriana a nivel de clase entre duefios y sus perros mascota.
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Imagen no.4:

Composicion bacteriana a nivel de orden entre duefios y sus perros mascota.
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Imagen no.5:

Composicion bacteriana a nivel de familia entre duefios y sus perros mascota.

Composicion bacteriana a nivel de family
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Imagen no.6:

Composicion bacteriana a nivel de género entre duefios y sus perros mascota.
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Imagen no.7:

Composicion bacteriana a nivel de especie entre duefos y sus perros mascota.
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En la composicion taxondmica de las muestras humanas como el de sus mascotas se observo
dominio del filo Firmicutes. En las muestras humanas, los filos dominantes fueron
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Firmicutes y Bacteroidota, mientras que en las de perros domino los filos Fusobacteriota y
Actinomycetota (Imagen no. 2).

A nivel de clase, en ambos grupos dominaron Clostridia y Bacteroidia. En las muestras
humanas se observo predominio de Clostridia. En contraste, en las muestras de perros la cual
presentd mayor abundancia de Fusobacteriia, Negativicutes y Gammaproteobacteria
(Imagen no.3).

A nivel de orden, la diversidad bacteriana en humanos estuvo dominada por Lachnospirales
y Bacteriodales. A diferencia de las muestras de perros que dominaron Fusobacteriales y
Selenomonadales (Imagen no. 4).

En cuanto a nivel de familia, en humanos predominaron Lachnospiraceae, Bacteroidaceae'y
Prevotellaceae, mientras que en perros se observo mayor abundancia de Selenomonadaceae,
Coriobacteriaceae, Fusobacteriaceae y Peptostreptococcaceae (Imagen no. 5).

Por ultimo, se encuentran los niveles de género y especie (Imagen no. 6 y 7), en las muestras
humanas predomino la categoria “otros”, lo que sugiere una mayor diversidad de géneros y
una menor dominancia de géneros especificos. Por lo contrario, en las muestras de perros
que presentd una mayor dominancia de los géneros Megamonas, Faecalibacterium,
Bacteriodes, Phocaeicola y Blautia. A nivel de especie, domino Megamonas funiformis.

Tipos de Antibidticos:

Tabla no. 3:
Nombre de los antibioticos encontrados en perros y sus duefios, ordenados segun el
mecanismo de accion.

CCa O A€ d O O O1c A€ D10 O
bicion de la esis de la pared celula Penicilina
Cefalosporina

Carbapenémico
Glucopéptido
Fosfonico
bicion de la esis de proteina Aminoglucoésidos
Tetraciclinas
Macrélidos
Lincosamidas
Fenicoles
Acido fusidico
Antibioticos peptidicos

Inhibicidn de sintesis de acidos nucleicos. Fluoroquinolonas
| Rifamicinas
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Nitroimidazoles
Alteracion de vias metabolicas. Sulfonamidas
Diaminopirimidinas
Alteracion de la membrana celular. Mupirocina
\ Algunos antibioticos peptidicos

Tabla no. 4:

Genes de resistencia encontrados en perros y sus duefos.

Nombre del antibiético. Gen de resistencia.
Aminoglucésidos ACC(2), AAC(3), AAC(3)-1Vb, ACC (6)
Betalactamicos CTX-M-101, blaTEM, AmpC
Tetraciclinas tet(32), tetM, tetO
Macrolidos erm(37), mefA, msrD
Glicopéptidos vanR, vanH, vanS, vanZ
Sulfonamidas sull, sul2
Trimetoprim dfrAl, dfrA34
Quinolonas qnrB5, ParC
Fenicol catA, floR
Otros ACC-1

Se identificaron genes de resistencia a los antibidticos asociados a diferentes clases de
antibioticos. Los resultados mostraron que los antibidticos aminoglucésidos presentaron
genes como AAC(2), AAC(3), AAC(3)-1Vb, y AACG6).

En el caso de los betalactdmicos, se detectaron genes como CTX-M-101, blaTEM y AmpC.
Para las tetraciclinas, se identificaron genes como tet(32), tetM y tetO. También, los

47
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macrolidos estuvieron representados por los genes erm(37), mefA y msrD. En los
glicopéptidos, se encontraron los genes vanR, vanH, vanS, vanZ.

Por otro lado, las sulfonamidas presentaron genes como sull y sul2, mientras que en
trimetoprim se identificaron dfr41 y dfrA34. En el grupo de quinolonas, se detectaron genes
como gnrB5y ParC.Y en el grupo fenicol se identificaron genes como catA4 y floR. También
se detectaron otros genes como ACC-/, que no se agrupan en una sola categoria, pero que
contribuyen a la resistencia a los antibidticos.

Estas anotaciones fueron integradas en los mapas de calor mediante esquemas de colores
personalizados, facilitando la interpretacion bioldgica de los patrones observados (Apéndice
no. 1).

16.1.9 Analisis de redes:

Se llevé a cabo utilizando la libreria NetworkX en Python. Se construy6 un grafo bipartito
no dirigido en el que los nodos se dividieron en dos conjuntos disjuntos: uno correspondiente
a las muestras humanas y otro a las muestras de perros.

Las aristas entre nodos de ambos conjuntos se definieron inicamente cuando existia al menos
una especie bacteriana compartida entre las muestras correspondientes. El peso de cada arista
se establecid como el numero de especies compartidas, mientras que la identidad de dichas
especies se almacend como atributo adicional de la arista.

Este enfoque permitio representar de manera explicita las relaciones de similitud microbiana
entre hospedadores, destacando tanto la intensidad como la composicion de dichas
interacciones.

La visualizacion del grafo bipartito se realizo mediante la libreria Matplotlib en conjunto con
NetworkX. Se empled una disposicion bipartita, en la cual las muestras humanas fueron
posicionadas en el eje izquierdo y las muestras de perros en el eje derecho (Imagen no.8).

Los nodos fueron coloreados segun el hospedero, mientras que el grosor de las aristas fue
escalado proporcionalmente al nimero de especies compartidas entre pares de muestras. Esta
representacion permitié una interpretacion visual directa de la similitud microbiana entre
hospedadores, facilitando la identificacion de relaciones fuertes y débiles dentro del sistema.

Como complemento al analisis de red, se generaron matrices de similitud basadas en el
numero de especies compartidas entre pares de muestras. Estas matrices constituyen una base
para analisis adicionales, como clustering jerarquico, visualizacion mediante mapas de calor
o analisis multivariados (Imagen no.8).
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Imagen no. 8&:

Anadlisis en redes de muestras humanas fueron posicionadas en el eje izquierdo y las
muestras de perros en el eje derecho.
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17 Discusion

17.1 Datos sociodemograficos de duefios de perros mascotas:

Los resultados obtenidos en el estudio evidencia que la mayoria de la participacion fue de
mujeres, esto puede explicarse debido a que, en la poblacion de la cabecera departamental de
Zacapa, las mujeres representan el 52% de la poblacion total, mientras que los hombres
constituyen el 48% (INE, 2018). Por lo que, existe una mayor probabilidad de que las mujeres
participen en mayor proporcion en estudios realizados en esta area.

En relacion con la edad de los participantes, los grupos més representados fueron entre 18 a
24 anos y de 35 a 44 afos, ambos con un 41%. En el municipio Zacapa, la poblacion joven
entre 15 a 24 afios representa el 11% del total, siendo este grupo el dominante que se
encuentra en una etapa activa (INE, 2018). Mientras que las personas entre 35 a 44 afios
representan el 6% de la poblacion del municipio de Zacapa (INE, 2018), lo cual podria
explicar la participacion de este grupo en el estudio.

En cuanto a la etnia de los participantes, el 100% se identificé como ladino. Este resultado
podria estar relacionado con la composicion demografica de la poblacion del municipio de
Zacapa, ya que, segin datos del Instituto Nacional de Estadistica de Guatemala (INE), la
poblacion ladina representa el 97% de los habitantes del municipio (INE, 2018). El total en
el departamento de Zacapa la poblacion de 15 a 64 anos representa el 62.3% (INE, 2018).

En los datos de la profesion u oficio de los participantes, el grupo mas frecuente correspondid
a la categoria de “otros” con el 41%, seguido por estudiantes el 24%, y en menor cantidad se
encuentran los proveedores de salud y las personas dedicadas a la produccién animal y
agricultura, ambos con un 21%. Este resultado podria estar relacionado con la diversidad de
actividades econdmicas presentes en el departamento de Zacapa de acuerdo con los datos del
INE, una de las caracteristicas del mercado laboral es la participacion de la poblacion en
multiples sectores productivos (INE, 2023).

Con relacion al grado de escolaridad, la mayoria de los participantes cuenta con educacion
superior (65%), seguida de educacion media (35%). Sin embargo, estos resultados difieren
con la distribucion educativa reportada por el INE para el municipio de Zacapa, en donde
indica que las personas que cuentan con educacion superior representan el 7%, mientras que
las personas que poseen educacion media representan 32%, siendo el segundo nivel educativo
mas reportado (INE, 2018). Si bien en el estudio existe una mayor proporcion de personas
con formacion superior en comparacion con la poblacion general de municipio, se debe a que
el lugar principal de reclutamiento de los participantes para este estudio fue en el centro
universitario de Zacapa, lo que incrementa mayor participacion de personas que tengan
estudios superiores.

“La Usac investiga para el bienestar de

las personas y el desarrollo sustentable”




US AC s Direccion General

de Investigacion
TRICENTENARIA
Universidad do San Carlos do Guatomaia Universidad de San Carlosde Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion
17.2 Uso de antibioticos en duefios de perros mascotas:

Los resultados muestran que, si bien la mayoria de los participantes no reportd uso reciente
de antibidticos, aun existe una proporcion de personas que los utilizan, incluyendo reportes
de automedicacion. La automedicacion antibidtica consiste en que una persona toma
antibidticos sin receta médica o sin consultar a un profesional de la salud (Gashaw et al,
2025). Lo que significa que la persona no ha sido diagnosticada con una infeccion bacteriana,
y en su lugar se autodiagnostica y se trata con antibidticos (Gashaw et al, 2025). Las personas
que realizan automedicacion no siguen dosis adecuadas, suspenden antibidticos antes del
tiempo necesario ¢ intercambian medicamentos con personas cercanas como familiares y
amigos, sin orientacion de un profesional de salud (Gashaw et al, 2025). Los participantes
que recibieron antibidticos mediante receta médica sugieren que una parte de la poblacion si
recurre a los servicios de salud para el tratamiento de las enfermedades.

Por otro lado, los participantes que afirmaron utilizar antibidticos (29%), el més frecuente
fue la amoxicilina (12%), seguido de levofloxacina (6%), azitromicina (6%) y ciprofloxacina
(6%). Este reporte podria estar relacionado con la amplia disponibilidad de estos
medicamentos en farmacias y puntos de venta accesible a la poblacion (Moreno et al, 2023).
Debido a que en un estudio realizado en Guatemala en 443 tiendas minoristas y farmacias
evidenci6 que el 67% de los establecimientos encuestados comercializan antibidticos, lo que
refleja la facilidad con la que estos medicamentos pueden ser adquiridos por las personas
(Moreno et al, 2023).

Ademéds, dentro de estos establecimientos, el antibidtico con mayor demanda fue la
amoxicilina con el 83% (Moreno et al, 2023). La alta disponibilidad de amoxicilina coincide
con los hallazgos reportados en el estudio, donde este antibidtico también fue el mas
reportado por los participantes. En el caso de los antibioticos como levofloxacina y
ciprofloxacina, que pertenecen al grupo de fluoroquinolonas, y la azitromicina, al grupo de
macroélidos, sugiere la utilizacion de antibidticos de amplio espectro, los cuales se encuentran
entre los maés utilizados en Guatemala (Arguello, 2019).

También, la disponibilidad de antibiodticos sin receta médica en establecimientos y farmacias
facilita las practicas de automedicacion y al uso inadecuado de estos medicamentos (Moreno
et al, 2023) como se observo en el estudio, donde los participantes de distintas profesiones
entre ellos médica y cirujana, estudiantes y administrador de empresas, consumieron
amoxicilina y levofloxacina por automedicacion. Estas practicas contribuyen al uso
inadecuado y excesivo de los antibioticos, las cuales son unas de las principales causas del
incremento de resistencia a los antibidticos en personas y principal factor que determina la
aparicion de patogenos farmacorresistentes (OMS, 2021).
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17.3 Datos de perros mascota:

Los resultados indican que la mayoria de la poblacién esta en la edad adulta, y el resto se
distribuye en las edades juveniles y geriatricas, lo que corresponde a la curva de distribucion
poblacional normal.

Segun el sexo, la mayoria fue del sexo macho (63%) en comparacion a las hembras (37%).
En relacion con la raza, la mayor raza reportada correspondié a Chihuahua (32%), seguida
por perros mestizos o sin raza definida y French poodle (16%), por tltimo, las otras razas
estuvieron representadas por un solo perro (5%).

En cuanto a la procedencia, la mayoria era regalado (53%), seguido por comprado (21%),
nacido en casa (16%) y por ultimo adoptado (11%), no se reportaron perros de origen
callejero. Estos resultados difieren con tendencias recientes en Latinoamérica, en donde la
adopcion de mascotas, principalmente perros ha aumentado tras la pandemia por COVID-19,
por factores como el confinamiento, el teletrabajo y la necesidad de compaiiia (Forbes, 2025).
Sin embargo, en el area de estudio la adopcidon representd la menoria, lo que podria
relacionarse la forma en que las personas adquieren mascotas que esta fuertemente
influenciada por factores culturales, sentimentales y socioecondmicos (Lepe Lopez, 2022)
(Udvarhelyi-Toéth et al, 2024).

La mayoria de los perros vive en zonas urbanas (84%), mientras que los otros perros
habitaban en zonas urbanas como rurales (16%). Esto se debe a que el lugar del estudio fue
en el municipio de Zacapa, en el casco urbano. En donde la poblacion reside totalmente en
un area urbana (INE, 2018). Ademas, la tenencia de mascotas en Guatemala indica que el
69% de nuevos hogares con mascotas pertenece a la poblacion urbana (Burrion, 2025).

Los resultados obtenidos en donde viven las mascotas en el hogar, la mayoria vivia dentro
de la vivienda (53%), seguido por los perros que permanecen tanto dentro como fuera del
hogar (42%) y se reportd que un perro vivia en el exterior (5%). Asimismo, la mayoria de los
perros convivia con otros animales en su vivienda (68%), principalmente con otros perros
(32%), gatos (16%) y con vacas (16%), o ambos. Esto puede atribuirse a que la relacion entre
los perros de compaiiia y sus propietarios tiende a ser mas estrecha, caracterizandose por un
contacto directo y constante, asi como por el hecho de compartir los mismos espacios dentro
del hogar (AVMA, 2024). De igual manera, estos hallazgos coinciden con reportes realizados
en contextos urbanos, donde se ha identificado que el principal motivo de la tenencia de
perros es como animales de compaiiia, integrandose como un miembro mas del nucleo
familiar y favoreciendo una convivencia estrecha con humanos y otros animales (Alberca
Castillo et al, 2022).
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Con respecto a la fuente de agua de bebida, la fuente mas comun fue el agua del chorro (42%),
seguido por el agua potable (32%), agua de garrafon (16%) y agua filtrada (11%). Estos
resultados sugieren que los perros reciben agua apta para el consumo tanto para las personas
como para las mascotas, ademas tienen diferentes fuentes de agua de bebida. Esto tiene
relacion al contexto urbano donde se desarrollo el estudio, debido a que en el municipio de
Zacapa el 64% de las viviendas cuenta con acceso de agua entubada para el consumo (INE,
2018), lo que puede influir en la disponibilidad y mejor calidad del agua que se les
proporciona a las mascotas.

Segun el tipo de alimento que se daba a la mascota, predomin6d la combinacion de
alimentacion casera y concentrado comercial (42%), seguida de la dieta exclusivamente
concentrado comercial (32%). La dieta cruda y la combinacion de dieta casera, cruda y
natural fueron las menos reportadas (16%). A nivel centroamericano 6 de cada 10 hogares
mezclan la comida casera con el alimento procesado, evidencia que la combinacion de dietas
es algo comun en la region (Ortiz, 2024). En Guatemala, el concentrado comercial o alimento
seco se mantiene como una opcion relevante ya que a finales de 2023 dicho alimento lleg6 a
mas hogares que compraban este tipo de alimento (Ortiz, 2024).

17.4 Uso de antibidticos en perros mascota:

En relacion con el uso de antibidticos, la mayoria de los perros no recibié antibidtico en los
ultimos 6 meses y ninguno se encontraba bajo tratamiento antibidtico. Este hallazgo sugiere
que los perros no han estado expuestos recientemente a antibioticos, por via oral o parenteral.

La mascota que reportd el uso de antibidtico (11%) habia recibido amoxicilina seis meses
antes de la toma de muestra, y fue adquirido en un agroservicio. La amoxicilina es uno de los
antibioticos mas utilizados en la practica veterinaria en Guatemala (Zudiga, 2023). Sin
embargo, no fue adquirido en una clinica veterinaria, lo que podria estar relacionado con la
disponibilidad de estos medicamentos en establecimientos comerciales (Moreno et al, 2023)
sin contar con un médico veterinario, debido que en el casco urbano de Zacapa existe una
clinica veterinaria atendida por un médico veterinario colegiado.

17.5 Diversidad de especies de bacterias humano y perro:

Se observaron diferencias en la diversidad alfa, indice de Shannon, entre humanos y perros.
Los humanos presentaron valores mas altos de diversidad de bacterias (media =4.12; mediana
=4.27 en comparacion con los perros (media =3.05; mediana =3.2).

La mayor diversidad de especies de bacterianas observada en humanos puede deberse a la
influencia de varios factores asociados al estilo de vida como la edad, el estado de salud, una
alimentacion mas variada y el lugar donde viven ya que se ha reportado una mayor diversidad

“La Usac investiga para el bienestar de

las personas y el desarrollo sustentable”




US AC s Direccion General

de Investigacion
TRICENTENARIA
Universidad do San Carlos do Guabomala Universidad de San Carlosde Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion

bacteriana en personas que viven en areas rurales en comparacion con las areas urbanas,
probablemente debido a una mayor exposiciéon a microorganismos que se encuentran en los
entornos naturales (Pavlickova et al., 2025).

Por otro lado, los perros mascota suelen presentar menos diversidad por tener una
alimentacion mas uniforme y vivir en condiciones mas controladas, lo que podria disminuir
la diversidad de bacterias (Pavlickova et al., 2025). Este hallazgo coincide con los resultados
obtenidos en relacion con el tipo de alimento de los perros, en donde la mayoria le daban
concentrado comercial ya sea combinado con comida casera o como Unica fuente de
alimento. Ademas, estos resultados son importantes, considerando que el estudio se llevé a
cabo en el area urbana de Zacapa, lo que podria influir en los patrones de diversidad
observados.

17.6 Composicion bacteriana de humanos y perros mascota a nivel taxonémico:

Los resultados obtenidos de los analisis de secuenciacion incluyeron las interacciones en los
niveles taxondmicos desde filo hasta especie. En todos los niveles las interacciones entre la
diversidad entre humanos y perros fueron consistentes con elementos particulares
dependiendo del nivel. Se discute la interaccion entre las comunidades bacterianas
enfatizando las mds importantes desde el punto de vista fisiologico utilizando los ejes
centrales de un sistema digestivo carnivoro (perro) y un sistema digestivo omnivoro
(humano).

Se sabe que Firmicutes es uno de los filos bacterianos predominantes que colonizan el
intestino sano de vertebrados, incluyendo al humano y los perros (Dias et al., 2025). Los
resultados coinciden con este fendmeno, y con estudios previos (Dias et al., 2025; Kim et al.,
2025; Pavlickova et al., 2025), en donde se describe que en muestras humanas como el de
sus mascotas se ha observado el dominio del filo Firmicutes (Pavlickova et al., 2025).

Esta relacion estrecha entre vertebrados y Firmicutes esta causada por interacciones
microbianas dinamicas relacionadas con los antecedentes genéticos del huésped, asi como
con factores sociales y ambientales (Dias et al., 2025; Pavlickova et al., 2025).

En las muestras humanas el otro filo dominante fue Bacteroidetes. Esto es algo esperado
puesto que Firmicutes y Bacteroidetes se consideran dos filos bacterianos dominantes en la
microbiota humana, y la proporcion que existe entre ambos se considera como un indicador
de salud importante, debido a que el desequilibrio de estos filos se asocia con enfermedades
autoinmunes o cancer (Pavlickova et al., 2025).

“La Usac investiga para el bienestar de

las personas y el desarrollo sustentable”




US AC s Direccion General

de Investigacion
TRICENTENARIA
Universidad do San Carlos do Guatomaia Universidad de San Carlosde Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion

En el caso, de los filos predominantes en perros nuestros hallazgos concuerdan con reportes
en donde identifican Fusobacteria y Actinomycetota, pero las proporciones tienen
variaciones significativas entre los estudios (Pavlickova et al., 2025). Las diferencias
probablemente se deben a factores como la raza, la edad, la dieta, entorno y las condiciones
de vida (Pavlickova et al., 2025). Los filos Fusobacteria y Actinomycetota desempenan
papeles esenciales en la digestion, la regulacion inmunitaria y la funcién metabolica tipica
en el sistema digestivo carnivoro (Kim et al., 2025; Pavlickova et al., 2025).

A nivel de clase, la presencia elevada de Gammaproteobacteria en perros no es rara ya que
forma parte del microbioma normal, un incremento podria relacionarse como un indicador
de cambios en la estabilidad del microbioma, ya que en este grupo incluyen bacterias
oportunistas que tienden a proliferar bajo condiciones de disbiosis, cambios en la dieta o
ambiente (Kim et al., 2025; Pavlickova et al., 2025)

A nivel de orden, la dominancia de Lachnospirales y Bacteroidales en humanos también era
esperada ya que estas son de las bacterias que mas se encuentran en el tracto digestivo
humano, especificamente en el colon, y se asocia a una microbiota orientada a la degradacion
de carbohidratos complejos (Zaplana et al., 2024). En contraste, la predominancia de
Fusobacteriales y Selenomonadales en perros concuerda con una microbiota adaptada al
metabolismo de proteinas en animales carnivoros (Kim et al., 2025; Pavlickova et al., 2025).
Esta diferenciacion funcional entre ambos hospedadores refleja la influencia de la dieta en la
estructuracion del microbioma intestinal.

En cuanto al nivel de familia, la predominancia de Lachnospiraceae, Bacteroidaceae y
Prevotellaceae en humanos sugiere una microbiota asociada con un estado de equilibrio y
eficiencia metabolica en la fermentacion de fibra y funcion inmunitaria (Zaplana et al., 2024).
Por el contrario, la mayor abundancia de Selenomonadaceae, Coriobacteriaceae,
Fusobacteriaceae y Peptostreptococcaceae en perros podria indicar una comunidad mas
especializada en la utilizacion de proteinas de la dieta animal (Pavlickova et al., 2025).

Finalmente, a nivel de género y especie, la mayor proporcion de la categoria “otros” en
humanos sugiere una microbiota mas diversa y menos dominada por taxones especificos, lo
cual suele asociarse con mayor estabilidad ecologica. En contraste, la dominancia de géneros
como Megamonas, Faecalibacterium, Bacteroides, Phocaeicola y Blautia en perros indica
una comunidad mas estructurada y posiblemente mas dependiente de condiciones dietéticas
especificas (Pavlickova et al., 2025). La predominancia de Megamonas funiformis refuerza
esta idea, dado que este género ha sido asociado con dietas ricas en carbohidratos facilmente
fermentables, lo que podria reflejar la influencia de alimentos comerciales en perros
(Pavlickova et al., 2025).
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17.7 Analisis en redes muestras humanas y muestras de perros:

La red de conexiones muestra una alta interrelacion entre las muestras de los duefios y sus
perros mascota, indicando que comparten microorganismos. Sin embargo, la variabilidad del
grosor de las lineas sugiere que algunas asociaciones son mas fuertes que otras, lo cual
reflejan diferencias en la abundancia o frecuencia de ciertas bacterias. La falta de una division
indica que las muestras analizadas no estan completamente separadas, sino que comparten
muchos microorganismos entre ellos, lo que refleja una superposicion en la composicion
microbiana entre personas y sus perros. Estos resultados respaldan la coexistencia de
bacterias comunes entre ambos grupos.

Estos resultados concuerdan con estudios realizados y con los hallazgos de este estudio, los
cuales evidencian que los perros mascotas y sus duefios comparten factores ambientales y de
estilo de vida, como vivir en el mismo hogar y mantener habitos de alimentacioén similares
(Do et al., 2024) (Pavlickova et al., 2025). Debido a que, la mayoria de los perros de este
estudio recibian una alimentacion que incluia alimentos caseros, y en algunos casos, el agua
proviene de las mismas fuentes que consumen sus duefos, lo que evidencia una estrecha
relacién y comparten practicas cotidianas entre ambos.

Ademés, los duefios, al ser los principales cuidadores de sus mascotas, tienen un contacto
directo y constante con los animales y sus heces, lo que es un factor importante que influye
en la composicion de bacterias intestinales (Do et al., 2024) (Pavlickova et al., 2025).

17.8 Analisis de conglomerados (clustering) y mapa de calor:

Los resultados del andlisis del genoma de las muestras de nuestro estudio, nos permitio
observar y comparar las caracteristicas de las comunidades bacterianas de los perros mascota
y sus duefios, con lo que realizamos una evaluacion consistente de sus resistomas. Podemos
asumir que lo que observamos es el resistoma normal en las poblaciones y no algo que fuera
marcado por uso de antibidticos durante el periodo de estudio pues que, la ausencia de
exposicion reciente a antibidticos reportada por los participantes, de al menos seis meses,
reduce su influencia antibidtica en la microbiota.

Cuando analizamos las relaciones entre el microbioma y el resistoma, por medio del mapa
de calor, observamos una distribucion heterogénea de los genes de resistencia (ARGs) entre
las muestras, lo que indica que la resistencia no se presenta de manera uniforme. Sin embargo,
se identificaron patrones de ARGs compartidos entre los duefios y sus mascotas, lo que sugiere
la circulacion de determinantes de resistencia entre ambos (Zhao et al., 2022).
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Los ARGs mas abundantes fueron los aminoglucosidos (aac(2'), aac(3'), aac(3)-1Vb, aac(6')),
betalactamicos (CTX-M-101, blaTEM, AmpC) y tetraciclinas (tet(32), tetM, tetO), seguidos
por macrolidos (erm(37), mefA, msrD), fenicoles (catA, floR) y resistencia a multiples
farmacos. En relacion con los mecanismos de accion, los mas frecuentes fueron la
inactivacion enzimatica y los mecanismos de eflujo, mientras que la alteracion de la diana 'y
la proteccion ribosomal fueron los que se observaron en menor proporcion.

El mecanismo de accion que predominé fue las enzimas modificadoras de aminoglucésidos
(AMES), las AME que se encontraron fueron los genes de aminoglucosidos acetiltransferasa
aac (2°), acc (3°) y aac(6') que confieren resistencia a la amikacina y gentamicina
(Thacharodi & Lamont, 2022). Ademas, el gen aac(3)-1Vb provoca resistencia a un gran
nimero de aminoglucésidos, incluido el antibidtico veterinario atipico apramicina (Plattner
et al., 2020). Desde el punto de vista clinico y de salud publica es importante debido a que
los genes de resistencia a aminoglucosidos se han encontrado frecuentemente contiguos a
genes de betalactamasas, lo que sugiere una posible coseleccion de resistencia a multiples
antibioticos (Thacharodi & Lamont, 2022).

La deteccion de categorias asociadas a multirresistencias que observamos en nuestros
resultados es muy relevante en el contexto de impacto a la salud humana y animal, ya que
indica la presencia de bacterias que contienen multiples mecanismos de resistencia. La
coexistencia de estos mecanismos en varias muestras refuerza la evidencia de perfiles de
multirresistencia dentro de la poblacion analizada, lo cual podria indicar que las infecciones
bacterianas seran mas dificiles de tratar en estas personas y sus perros, lo cual se agrava ya
que, la similitud que estas describiendo ac4, entre los perfiles de ARGs entre duefios y sus
perros, sugiere un posible intercambio de estas determinantes entre especies (Zhao et al.,
2022; Cui et al., 2026). Hay que mencionar que la microbiota intestinal es un conjunto de
microorganismos dindmicos y altamente diverso, que incluye en menor proporcion bacterias
patogenas como los miembros Enterobacteriaceae y Enterococcaceae (Dongre et al., 2025;
Tan et al., 2025).

Hablando de la composicion de la diversidad en la comunidad bacteriana humana y animal,
observamos que el filo Firmucutes dominada en ambos grupos. Cabe destacar que
Firmicutes, son bacterias grampositivas, que poseen mecanismos de resistencia a los
antibidticos comunes, como la mutacion y modificacion del sitio diana, ambos fueron
encontrados en los nuestros resultados, lo que condicionan su perfil de susceptibilidad frente
a multiples antibioticos (Tan et al., 2025). Esta capacidad es relevante porque los patogenos
oportunistas como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Enterococcus spp (estas dos
ultimas fueron encontradas en los resultados de este estudio), pueden adquirir ARGs de
miembros de la microbiota comensal por medio de elementos genéticos moviles (Tan et al.,
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2025). Esto es importante ya que, se ha documentado la propagacion de ARGs entre bacterias
comensales y oportunistas que colonizan el intestino humano (Tan et al., 2025), un fendmeno
que en el contexto de convivencia entre humanos y perros mascotas podria potenciarse
mediante la exposicion compartida y la presion selectiva en lugares compartidos como el
hogar, tal y como fue reportado por los participantes de nuestro estudio.

Nuestros resultados también mostraron que, en las muestras humanas, el filo Bacteroidota
fue el mas presente, lo que coincide con lo esperado ya que este grupo bacteriano representan
aproximadamente el 90% de las especies en el intestino de un adulto sano (Dongre et al.,
2025; Tan et al., 2025). En contraste, la microbiota intestinal de los perros estuvo dominada
por Fusobacteriota y Actinomycetota un patrdon consistente con los descrito en animales
sanos (Kubinyi et al., 2020). La microbiota intestinal es un lugar de intercambio y evolucion
de la resistencia a los antibioticos (RA) (Pavlickova et al., 2025). La alta densidad de las
bacterias y la densa capa de moco en el intestino proporciona un entorno ideal para la
transferencia horizontal de genes bacterianos (Pavlickova et al., 2025; Cui et al., 2026).

Por lo que, nuestros resultados pueden indicar que este entorno actiia como un reservorio
relevante de genes de resistencia a los antibidticos (ARGs) (Dongre et al., 2025; Tan et al.,
2025; Cui et al., 2026). La elevada densidad y diversidad bacteriana del intestino favorecen
la interaccion y el intercambio genético, lo que incrementa la probabilidad de transferencia
horizontal (Dongre et al., 2025; Tan et al., 2025). Por ejemplo, los Bacteroides pueden
desempefiar un doble papel, manteniéndose como parte de la microbiota normal pero
también, actuando como reservorio y potenciales diseminadores de resistencia (Dongre et al.,
2025). Entonces las bacterias de este grupo que detectamos podrian contribuir como
reservorios secundarios que facilitan la persistencia génica y la posible transferencia
horizontal dentro del microbioma intestinal (Dongre et al., 2025; Tan et al., 2025; Cui et al.,
2026). La co-ocurrencia de multiples genes de resistencia dentro de patrones similares en el
mapa de calor (Apéndice no. 1) respalda la idea de que estos determinantes pueden estar
asociados en elementos genéticos moviles, favoreciendo su diseminacion conjunta (Tan et
al., 2025; Cui et al., 2026).

Por otro lado, se detectdé la presencia de bacterias patdogenas del grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pnuemoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeroginosa y Enterobacter spp), 1o cual es altamente relevante
para la salud publica debido que estas bacterias tienen la alta capacidad para adquirir,
desarrollar y diseminar resistencia a multiples antibidticos (Carnero & Nogales, 2021;
Sakalauskiené et al., 2025; Tan et al., 2025). Ademas, son las responsables de la mayoria de
las infecciones nosocomiales a nivel mundial (Carnero & Nogales, 2021; Sakalauskiené et
al., 2025).
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Las bacterias ESKAPE que se encontraron en nuestras muestras tanto en humanos como en
perros son Enterococcus faecium, Klebsiella pnuemoniae, Enterobacter spp. Es importante
mencionar que los mecanismos de resistencia bombas de eflujo son comunes en estas
especies (Sakalauskiené et al., 2025), y esto coindice con nuestros analisis en donde este fue
uno de los mecanismos de resistencia que predominé en los resultados.

Se ha evidenciado que los perros domésticos pueden actuar como reservorios y fuentes
potenciales de transmision de ARGs dentro del entorno familiar, ya que sus heces contienen
diversos genes (Cui et al., 2026). Estudios metagenomicos, como el de nuestro estudio,
muestran una alta similitud entre el resistoma intestinal de perros y sus duefios, lo que sugiere
una coexistencia e intercambio de estos genes. Esto coincide con nuestros resultados, en
donde se evidencio6 que los perros domésticos actuan como reservorios de genes de resistencia
a los antibidticos y bacterias patdgenas, con mayores abundancias que en humanos (Cui et al.,
2026). Se identifico a Enterobacteriaceae como un grupo bacteriano comun entre ambos, lo
que sugiere una conexion directa. En conjunto, los hallazgos indican un patréon compartido
de resistoma entre perros y sus duefios (Cui et al., 2026). Lo que sugiere una posible
transmision compartida de estos patégenos entre humanos y sus perros mascota, con
implicaciones importantes en la transmision de genes de resistencia a los antibidticos
(Sakalauskiené et al., 2025; Cui et al., 2026). Esto indica que la convivencia con perros
mascota estd asociada a un resistoma intestinal compartido, reflejando patrones
correlacionados en ARGs y bacterias resistentes (Cui et al., 2026). Sin embargo, aun se tiene
que investigar el impacto real de la convivencia con perros en el microbioma y el resistoma
intestinal humano, debido a limitaciones en estudios previos.

Por lo tanto, en el contexto de la poblacion estudiada en Zacapa, la coexistencia de multiples
mecanismos dentro de los mismos conglomerados confirma que las resistencias pueden estar
influenciadas por factores antropogénicos, particularmente la amplia disponibilidad y el uso
frecuente de estos medicamentos. En Guatemala, se ha reportado que el 67% de 433 tiendas
minoristas y farmacias comercializan antibidticos (Moreno et al., 2023), lo que evidencia la
facilidad de acceso para la poblacion. Esta situacion puede favorecer el uso inadecuado o sin
prescripcion, incrementando la presion selectiva sobre las comunidades bacterianas y
promoviendo la presencia de ARGs (Zhao et al., 2022).

Un hallazgo importante es que los participantes tanto duefios como mascotas reportaron el
uso de amoxicilina, considerando que la amoxicilina es uno de los antibidticos mas utilizados
en la practica veterinaria y de mayor disponibilidad en farmacias y tiendas minoristas en
Guatemala (Zufiiga, 2023; Moreno et al., 2023). Sin embargo, a pesar de su amplio uso
reportado, este antibidtico no se evidencio en los andlisis moleculares, no tiene presencia en
el analisis de mapa de calor y la resistencia en redes en las muestras de duefios y sus perros
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mascotas. Asi como tampoco se detectd Escherichia coli patdogena en las muestras
analizadas, un resultado relevante considerando que esta bacteria es unos de los principales
indicadores de RA de interés en salud publica.

18 Beneficiarios directos e indirectos

Tabla 2. Beneficiarios directos e indirectos de la investigacion

Beneficiarios Bgne.ﬁciarios
Resultados, directos (institucion, Numero de ! ndl.rect_(?s Numero de
productos o organizacion, sector beneficiarios (1nst1j[uc1(.)’n, Beneficiarios
hallazgos académico o tipo de directos organtzacion, indirectos
sector académico
personas) o tipo de personas)
Listado de Dueiios de perros 100 personas. Poblacion
enterobacterias | mascota que guatemalteca que
comunes entre participen en el tenga perros
perros y sus estudio. mascota.
duenos.
Facultad de
Medicina
Veterinaria.
Ministerio de
Salud.
Listado de genes | Duefios de perros 100 personas. Poblacion
de resistencia a | mascota que guatemalteca que
los antibiodticos | participen en el tenga perros
circulantes entre | estudio. mascota.
mascotas y
propietarios. Facultad de
Medicina
Veterinaria.
Ministerio de
Salud.
Fortalecimiento | Red Nacional de 100 personas. Gremio 3,000
y transferencia | Vigilanciay veterinario de agremiados.
de los Control de la Guatemala.
conocimientos Resistencia
de herramientas | Antimicrobiana
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. Beneficiarios
Beneficiarios indirectos
Resultados, directos (institucion, Numero de Y Numero de
N . (institucion, o
productos o organizacion, sector beneficiarios Y Beneficiarios
L . . organizacion, o
hallazgos académico o tipo de directos L. indirectos
sector académico
personas) .
o tipo de personas)
moleculares y (RedRam) de Gremio de
computacionales | Guatemala. Médicos de
en la resistencia Guatemala
alos Centro de
antibioticos, asi | Investigacion y
como la RAM Estudios
asociadas a Avanzados
perros mascota | (CINVESTAYV)
y duefios.
19 Estrategia de divulgacion y difusion de los resultados.
Tabla 3
Si No
Presentacion TV
Entrevistas radiales
Podcast X
Entrevista DIGI
Recursos audiovisuales
Congresos cientificos nacionales o internacionales X
Talleres
Publicacién de libro
Publicacién de articulo cientifico X
Divulgacion por redes sociales institucionales X
Presentacion publica
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Si
Presentacion autoridades USAC
Presentacion a beneficiarios directos X
Entrega de resultados X
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Docencia en grado

Docencia postgrado

Poster cientifico

Trifoliares

Conferencias

Otro (describa)

20 Contribucion a las Prioridades Nacionales de Desarrollo (PND)

En relacion con las prioridades nacionales y objetivos de desarrollo, este estudio contribuye
al tercer objetivo de desarrollo sostenible de la Agenda 2030 de las Naciones Unidas propone
“Garantizar una vida saludable y promover el bienestar para todos y todas en todas las
edades”. En donde Guatemala definié como estrategia “Lograr cobertura sanitaria universal,
el acceso a servicios de salud esenciales de calidad y acceso a medicamentos y vacunas,
eficaces, asequibles y calidad para todos”. Adicionalmente, la agenda estratégica de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, tiene como mision promover por todos los medios
a su alcance la investigacion en todas las esferas del saber humano, cooperar en el estudio y
solucion de los problemas nacionales y manifiesta abiertamente politicas sociales con énfasis
en educacion y salud “garantizando el acceso publico y universal a la salud y a la seguridad
social” (Murphy Olympo Paiz Recinos et al., n.d.).

21 Vinculacion

Este estudio incluy6 la participacion del Centro Universitario de Zacapa (CUNZAC) de la
Universidad del San Carlos de Guatemala (USAC). Para llevar a cabo este proyecto, el
CUNZAC utilizd su laboratorio especializado para transferir conocimientos sobre las
técnicas de laboratorio en el analisis de enterobacterias y la resistencia a los antibidticos a
estudiantes de grado y posgrado. Ademas, para obtener las muestras se trabajo con la
comunidad del casco urbano del municipio de Zacapa, cabecera de Zacapa, fomentando la
participacion comunitaria en el proceso de recoleccion de datos.
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Se realizo la difusion del proyecto en el congreso de Bioinformatica y Redes Complejas,
organizado por el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV) de
Irapuato, México en colaboracion con CUNZAC. También participé en el podcast
“Miércoles de Ciencia” de la Secretaria Nacional de Ciencia y Tecnologia (SENACYT) de
Guatemala. Y en el II Seminario en linea: Innovaciones y alternativas a los antimicrobianos
organizado por la Red Nacional de Vigilancia y Control de la Resistencia Antimicrobiana
(RedRam) de Guatemala, con el tema “Herramientas moleculares y computacionales para el
estudio de resistencia a los antimicrobianos”. Las actividades educativas y de transferencia
de conocimientos fueron publicadas en las redes sociales institucionales para estudiantes de
grado y posgrado, y profesionales de salud y de cualquier éarea.
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22 Conclusiones

e Este es el primer estudio realizado en Guatemala que demuestra un patron
significativo de resistomas compartidos entre los perros mascotas y sus duefios,
sentando un precedente en el pais para el estudio de la resistencia a los antibidticos en
la interfaz humano-animales de compaiiia.

e Las bacterias ESKAPE que se encontraron en nuestras muestras tanto en humanos
como en perros son Enterococcus faecium, Klebsiella pnuemoniae, Enterobacter spp.

e Los ARGs mas abundantes fueron los aminoglucosidos (aac(2'), aac(3'), aac(3)-1Vb,
aac(6")), betalactamicos (CTX-M-101, blaTEM, AmpC) y tetraciclinas (tet(32), tetM,
tetO), seguidos por macrolidos (erm(37), mefA, msrD), fenicoles (catA, floR) y
resistencia a multiples farmacos.

e Los resultados obtenidos evidencian la importancia del vinculo humano-animal como
via de intercambio de genes de resistencia a los antibioticos en el ambiente compartido,
y ponen en evidencia que los factores como la convivencia estrecha, los hébitos de
higiene, el estilo de vida, la dieta y el uso de antibioticos, actian de manera conjunta
como determinantes en el resistoma en ambas poblaciones.

e Estos resultados pueden ser utilizados para fortalecer los esfuerzos de control de la
resistencia a los antibidticos en medicina humana y veterinaria en el pais.

23 Recomendaciones

Se recomienda realizar més estudios como este incluyendo un gradiente geografico mas
amplio y aumentando el nimero de muestras para poder comparar otras caracteristicas
inherentes de otras poblaciones animales y humanas. Ademas, los resultados del presente
estudio deben ser utilizados como una primera aproximacion a la problematica de la RA mas
alla de las poblaciones humanas y de los animales de produccion, remarcando la importancia
y el papel de las especies de compaiiia en este fenomeno.
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25 Apéndice 1.

Apéndice no. 1: Mapa de calor de presencia ausencia.
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26 Apéndice no. 2:
Consentimiento informado y escrito para personas participantes en el estudio.
Introduccion:

Este es un estudio realizado por el Centro Universitario de Zacapa (CUNZAC) de la
Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC) con el apoyo de la Direccion General de
Investigacion (DIGI) de la misma universidad. El objetivo de este estudio es conocer mejor
las bacterias presentes en las heces de los perros y sus duefios. Con esta informacion,
buscamos apoyar a las personas e instituciones que trabajen en salud animal y humana, para
mejorar el uso de antibioticos en el pais.

Procedimiento:

Su participacion es de manera voluntaria y puede dejar de participar en cualquier momento.
Puede hablar con alguien quien usted se sienta comodo antes de decir su participacion en el
estudio, ademas se le dara una copia de este consentimiento para que la puede leer cuantas
veces sea necesario. Si en el transcurso de la lectura del consentimiento informado de la
investigacion usted tiene dudas, por favor hagalo saber para que se pueda explicar
nuevamente.

Si usted acepta participar en este estudio, se le pedird que, de su muestra de heces con un
intervalo de tiempo de 48 horas de haber firmado el consentimiento, para dar tiempo que lea
el consentimiento y dar respuesta a las dudas que pueda tener. Su muestra sera recolectada
en su hogar por usted, se requiere aproximadamente 1 gramo (1ml) a 5 gramos (5ml), siempre
y cuando usted este sano, y se le pedira responder un breve cuestionario con informacion y
algunos datos suyos como edad, sexo, ocupacion, grado de escolaridad.

Una vez tenga su muestra, deberd entregar su muestra al equipo investigador en un tiempo
maximo de 3 horas. En caso de que tenga primero su muestra, deberd informar al equipo
investigador, y se coordinara la recoleccion de su muestra, y en un periodo de tiempo maximo
de 48 horas, puede entregar la muestra de heces su mascota. Este tiempo es para asegurar que
las muestras estén en parejas, es decir una muestra de usted y una muestra de su perro. No es
necesario que las muestras sean recolectadas y entregadas al mismo tiempo, pero si deben
ser entregadas dentro del periodo establecido, para que sean analizadas en el laboratorio. Las
muestras que no se encuentren en parejas no seran incluidas en el estudio.

La entrega se hara en un lugar comodo y cercano que usted diga. También podra entregarlas
en el laboratorio de microbiologia del centro universitario, siempre que sea en un horario sin
clases (por la mafiana entre semana antes de medio dia). NO se le pedird ningin dato de
identificacion como direccion de su casa como tampoco identificacion.

“La Usac investiga para el bienestar de

las personas y el desarrollo sustentable”




US AC s Direccion General

de Investigacion
TRICENTENARIA
Universidad do San Carlos do Guabomala Universidad de San Carlosde Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion

La participacion de usted serd solo en una ocasion. Su informacion serd codificada,
almacenada en una base de datos con contrasefia y seran tratados con total confidencialidad
y solo se usaran con fines académicos.

La muestra de heces suya sera procesada para ver las bacterias que contienen sus heces en el
laboratorio del Centro Universitario de Zacapa (CUNZAC) de la Universidad de San Carlos
de Guatemala. La muestra, resultados, las respuestas que usted dio en el cuestionario, asi
como los datos generados durante el estudio seran manejados, analizados, resguardados y
almacenados inicamente por el equipo investigador y solo ellos tendran acceso a ellos, no se
compartirdn con ninguna persona ajena al estudio.

Usted no recibira dinero ni otro tipo de beneficio econdmico por participar en este estudio.
Pero su participacion es muy valiosa ya que, al dar las muestras de heces suya, y al responder
el cuestionario, estard ayudando a generar informacion importante para entender mejor el uso
de los antibioticos en las personas. Esta informacion puede ayudar a futuros estudios y apoyar
a instituciones de la salud humana.

Si usted esta de acuerdo, y no tiene dudas, le solicitamos que firme el consentimiento
informado. Los resultados obtenidos de su muestra se le seran compartidos por medio de
correo electronico. Si no cuenta con correo electronico, puede dar su nimero de celular, asi
como expresar que se le entregue los resultados de forma fisica.

Una vez terminado el estudio, las muestras seran eliminadas de forma segura, respetando su
privacidad y los principios éticos de la investigacion. Pero solicitamos su consentimiento
para utilizar los resultados del estudio para futuras investigaciones.

Riesgos:

El procedimiento para tomar la muestra de heces suya no representa un riesgo alto si se siguen
correctamente las medidas de higiene que el equipo investigador le indicara.

Para recolectar las muestras:

Es muy importante que se lave bien las manos con agua y jabon antes y después de tomar la
muestra suya.

No debe tener contacto directo con las heces suyas. Para evitarlo, se le entregara un recipiente
estéril con tapadera, especialmente para recolectar las muestras de manera segura.

En el caso de su propia muestra de heces, este proceso es similar al que se realiza cuando un
laboratorio clinico pide una muestra de heces para analisis de salud.

Cuestionario:

Como parte del estudio, también se le pedird responder algunas preguntas y algunos datos
suyos como edad, a que se dedica, sexo, grado de educacion. No existe riesgo al responder
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estas preguntas, y puede dejar de responder en cualquier momento si asi lo desea. Si hay
alguna preguntar que no quiere contestar, solo hagalo saber y pasaremos a la siguiente.
Recuerde que su participacion en este estudio es totalmente voluntaria y usted puede retirarse
en cualquier momento de la investigacion. Las preguntas se haran en un lugar privado en el
laboratorio de microbiologia de CUNZAC y duraran alrededor de 10 a 15 minutos
aproximadamente.

Consentimiento informado:

Declaro que he recibido y comprendido toda la informacion sobre el estudio. Estoy de
acuerdo en dar una muestra de heces y que se tomen datos relacionados a edad, sexo,
ocupacion y grado de escolaridad. Se que mis datos y los resultados seran registrado en una
base de datos de manera confidencial, protegiendo mi privacidad. Confirmo que he tenido la
oportunidad de hacer preguntas, que todas mis dudas fueron resueltas, y que entiendo que
puedo retirarme del estudio en cualquier momento.

Preguntas, dudas o preocupaciones:

Si tiene dudas sobre participar en el estudio dando las muestras o contestando las preguntas,
puede preguntar a la coordinadora del estudio.

(Esta de acuerdo en participar en este estudio?

Si, permiso otorgado. No, permiso denegado.

Fecha y lugar:

Firma de la persona:

Firma del testigo (familiar, persona de confianza o allegada o representante legal) que ha
recibido la informacion por deseo del participante:

Correo electronico o numero de celular (inicamente para mandar el resultado de la muestra
y/o hacer entrega presencial de los resultados):

(Autorizo el uso de resultados para futuros estudios?
Si, permiso otorgado. No, permiso denegado.

Fecha y lugar:

Firma de la persona:

Firma del testigo (familiar, persona de confianza o allegada o representante legal) que ha
recibido la informacion por deseo del participante:
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27 Apéndice no. 3:
Consentimiento informado y escrito para toma de muestra de heces para perro mascota.
Introduccion:

Este es un estudio realizado por el Centro Universitario de Zacapa (CUNZAC) de la
Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC) con el apoyo de la Direccion General de
Investigacion (DIGI) de la misma universidad. El objetivo de este estudio es conocer mejor
las bacterias presentes en las heces de los perros y sus duefios. Con esta informacion,
buscamos apoyar a las personas e instituciones que trabajen en salud animal y humana, para
mejorar el uso de antibioticos en el pais.

Procedimiento:

Su participacion es de manera voluntaria y puede dejar de participar en cualquier momento.
Puede hablar con alguien quien usted se sienta comodo antes de decir su participacion en el
estudio, ademas se le dard una copia de este consentimiento para que la puede leer cuantas
veces sea necesario. Si en el transcurso de la lectura del consentimiento informado de la
investigacion usted tiene dudas, por favor hagalo saber para que se pueda explicar
nuevamente.

Si usted acepta participar en este estudio, se le pedird que, de la muestra de heces de su perro
con un intervalo de tiempo de 48 horas de haber firmado el consentimiento, para dar tiempo
que lea el consentimiento y dar respuesta a las dudas que pueda tener. Se le pedird que tome
una muestra de heces de su perro de aproximadamente 5 gramo (5ml) a 10 gramos (10 ml),
siempre y cuando su perro se encuentre sano, y se le pedird responder un breve cuestionario
con informacioén de su perro mascota. La participacion de su mascota sera solo en una
ocasion. La informacion de su mascota sera codificada, almacenada en una base de datos con
contrasefia y seran tratados con total confidencialidad y solo se usaran con fines académicos.

Una vez tenga la muestra de su perro, debera entregar su muestra al equipo investigador en
un tiempo maximo de 3 horas. En caso de que tenga primero la muestra de su perro, debera
informar al equipo investigador, y se coordinara la recoleccion de su muestra, y en un periodo
de tiempo de 48 horas, puede entregar su muestra de heces. Este tiempo es para asegurar que
las muestras estén en parejas, es decir una muestra de usted y una muestra de su perro. No es
necesario que las muestras sean recolectadas y entregadas al mismo tiempo, pero si deben
ser entregadas dentro del tiempo establecido, para que sean analizadas en el laboratorio. Las
muestras que no se encuentren en parejas no seran incluidas en el estudio.

La entrega se hara en un lugar comodo y cercano que usted diga. También podra entregarlas
en el laboratorio de microbiologia del centro universitario, siempre que sea en un horario sin

“La Usac investiga para el bienestar de

las personas y el desarrollo sustentable”




US AC s Direccion General

de Investigacion
TRICENTENARIA
Universidad do San Carlos do Guabomala Universidad de San Carlosde Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion

clases (por la mafiana entre semana antes de medio dia). NO se le pedira ningun dato de
identificacion como direccidon de su casa como tampoco identificacion.

La muestra de heces de su perro sera procesada para ver las bacterias que contienen las heces
de la mascota en el laboratorio del Centro Universitario de Zacapa (CUNZAC) de la
Universidad de San Carlos de Guatemala. La muestra, resultados, las respuestas que usted
dio de su perro mascota en el cuestionario, asi como los datos generados durante el estudio
seran manejados, analizados, resguardados y almacenados Unicamente por el equipo
investigador y solo ellos tendran acceso a ellos, no se compartiran con ninguna persona ajena
al estudio.

Usted no recibira dinero ni otro tipo de beneficio econdmico porque su mascota participe en
este estudio. Pero la participacion de su perro mascota es muy valiosa ya que, al dar las
muestras de heces del perro, y al responder el cuestionario, estard ayudando a generar
informacion importante para entender mejor el uso de los antibidticos en los perros. Esta
informacion puede ayudar a futuros estudios y apoyar a instituciones de la salud animal.

Si usted estd de acuerdo, y no tiene dudas, le solicitamos que firme el consentimiento
informado. Los resultados obtenidos de la muestra de heces de su perro se le seran
compartidos por medio de correo electronico.

Una vez terminado el estudio, las muestras de heces de su perro seran eliminadas de forma
segura, respetando su privacidad y los principios éticos de la investigacion. Pero solicitamos
su consentimiento para utilizar los resultados del estudio para futuras investigaciones.

Riesgos:

El procedimiento para tomar la muestra de heces de su mascota no representa un riesgo alto
si se siguen correctamente las medidas de higiene que el equipo investigador le indicara.

Para recolectar las muestras:

e Es muy importante que se lave bien las manos con agua y jabon antes y después de
tomar la muestra de su mascota.

e No debe tener contacto directo con las heces de su perro. Para evitarlo, se le entregara
un recipiente estéril con tapadera, especialmente para recolectar las muestras de
manera segura.

e Si su perro presenta diarrea, no se le pedira que tome la muestra. Debido a que la
muestra de perros con diarrea unicamente sera tomada por un médico veterinario.

Cuestionario:

Como parte del estudio, también se le pedird responder algunas preguntas y algunos datos de
su mascota. No existe riesgo al responder estas preguntas, y puede dejar de responder en
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cualquier momento si asi lo desea. Si hay alguna preguntar que no quiere contestar, solo
hagalo saber y pasaremos a la siguiente. Recuerde que su participacion en este estudio es
totalmente voluntaria y usted puede retirarse en cualquier momento de la investigacion. Las
preguntas se haran en un lugar privado en el laboratorio de microbiologia de CUNZAC y
duraran alrededor de 10 a 15 minutos aproximadamente.

Consentimiento informado:

Declaro que he recibido y comprendido toda la informacion sobre el estudio. Estoy de
acuerdo en dar una muestra de heces de mi perro mascota sana y que se tomen datos
relacionados a mi perro. Se que los datos y los resultados seran registrado en una base de
datos de manera confidencial, protegiendo mi privacidad. Confirmo que he tenido la
oportunidad de hacer preguntas, que todas mis dudas fueron resueltas, y que entiendo que
puedo retirarme del estudio en cualquier momento.

Preguntas, dudas o preocupaciones:

Si tiene dudas sobre participar en el estudio dando las muestras o contestando las preguntas,
puede preguntar a la coordinadora del estudio:

(Esta de acuerdo en dar muestra de heces de perro?
Si, permiso otorgado. No, permiso denegado.

Fecha y lugar:

Firma de la persona:

Firma del testigo (familiar, persona de confianza o allegada o representante legal) que ha
recibido la informacion por deseo del participante:

Correo electronico o nimero de celular (Gnicamente para mandar el resultado de 1la muestra
y/o hacer entrega presencial de los resultados):

(Autorizo el uso de resultados para futuros estudios?
Si, permiso otorgado. No, permiso denegado.

Fecha y lugar:

Firma de la persona:

Firma del testigo (familiar, persona de confianza o allegada o representante legal) que ha
recibido la informacion por deseo del participante:
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28 Apéndice no. 4:
Participacion en el podcast “Miércoles de Ciencia” de Secretaria Nacional de Ciencia y
Tecnologia (Senacyt) de Guatemala.
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29 Apéndice no. 5:
Participacion en el II Seminario en linea de RedRam: Innovaciones y alternativas a los antimicrobianos. Con
el tema “Herramientas moleculares y computacionales para el estudio de resistencia a los antimicrobianos”,
impartido por el Dr. Manuel Barrios de CUNZAC

Il SEMINARIO EN LINEA

25 DE JULIO - 10:00 A 12:00 H

“INNOVACIONES Y ALTERNATIVAS
A LOS ANTIMICROBIANOS”

FACILITADORES

DR. MANUEL BARRIOS
CUNZAC, Guatemala

M.SC. FRANCISCO LOPEZ
Guatemala/Polonia

M.SC. PABLO CIFUENTES
Cofundador y CTO de PhageLab, Chile

DR. NICOLAS WINTER

FAORLC, Chile INSCRiBASE
AQUI

Su participacién no | t

P
uracién del seminario: 2 horas

Participantes nacionales:
Si de participacion, tiene un costo de Q. 50.00.
: Participantes extranjeros:

Si requiere constancia de participacion, tiene un costo de US $10.00.
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