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Resumen

En la actualidad los perros se han convertido en reservorios potenciales de la resistencia a los
antimicrobianos (RAM), caso que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha declarado como
“tratamiento de importancia critica” debido a que ha traido consigo miles de muertes a nivel mundial por
infecciones bacterianas no tratables y que en un futuro muy préximo sera una de las causas de mortalidad
mas importantes por delante del cdncer, por esta razén ha llamado la atencién de los diferentes sectores
para dar una solucidon efectiva y rapida a esta problematica, por lo que el presente proyecto de
investigacion tuvo como objetivo aportar con la idea de suplementar probiéticos como kéfir de leche a
perros para evaluar su actividad en el fenotipo de resistencia de Escherichia coli, bacteria que ha sido
vinculada como la especie con mayor gama de resistencia a los diferentes antimicrobianos. Por lo tanto,
se suministré 60 mL de kéfir de leche por via oral a perros adultos sanos (n = 12) por un periodo de 28
dias. Las tomas de las heces fecales se realizaron al dia 0 o control, sin suplementacién de kéfir; dia 14 y
28 con suplementacién de kéfir. La estadistica descriptiva reveld que 2 de los 12 perros al dia 0 mostraron
un fenotipo de multirresistencia, sin embargo, el Método de Jarlier no revelé la presencia de BLEE; el Blox-
Plot y test de comparaciones multiples de Duncan (valor — p <0,05) mostré que no hubo diferencias
significativas en la modulacion del fenotipo de resistencia de E. coli durante el periodo experimental de
todos los antibidticos evaluados (CAZ-30:0,3604;CR0O-30:0,1579;CZ-30:0,7033;TE-30:02117;SXT-
25:0,1308;AM-10:0,3585). En conclusién, la suministracion de kéfir por un periodo de 28 dias no mostré
efectos clinicamente adversos y ademas el fenotipo de resistencia de E. coli no se vio influenciado por las
de bacterias acido lacticas, marco que nos revela que E. coli esta tan adaptada a condiciones desfavorables

gue puede sobrevivir a cualquier efecto adverso.

Palabras clave: kéfir, microbiota intestinal, suplemento probidtico, resistencia a los

antimicrobianos
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Abstract

Currently, dogs have become potential reservoirs of antimicrobial resistance (AMR), a case that the World
Health Organization (WHO) has declared as "critically important treatment" because it has brought
thousands of deaths worldwide due to untreatable bacterial infections and in the very near future will be
one of the most important causes of mortality ahead of cancer, For this reason it has called the attention
of different sectors to provide an effective and rapid solution to this problem, so this research project
aimed to contribute with the idea of supplementing probiotics such as milk kefir to dogs to evaluate their
activity in the resistance phenotype of Escherichia coli, bacteria that has been linked as the species with
the widest range of resistance to different antimicrobials and especially for its easy propagation in
different environments and resistance to extreme conditions. Therefore, 60 mL of milk kefir was
administered orally to healthy adult dogs (n = 12) for a period of 28 days. Fecal samples were taken at day
0 or control, without kefir supplementation; day 14 and 28 with kefir supplementation. Descriptive
statistics revealed that 2 of the 12 dogs at day 0 showed a multiresistance phenotype, however, Jarlier's
Method did not reveal the presence of BLEE; Duncan's Box-Plot and multiple comparisons test (p-value
<0.05) showed that there was no significant difference in the modulation of the resistance phenotype of
E. coli during the experimental period for all antibiotics evaluated (CAZ-30:0.3604;CR0O-30:0.1579;CZ-
30:0.7033;TE-30:02117;SXT-25:0.1308;AM-10:0.3585). In conclusion, the supply of kefir for a period of 28
days showed no clinically adverse effects and furthermore the resistance phenotype of E. coli was not
influenced by those of lactic acid bacteria, which reveals that E. coli is so adapted to unfavorable

conditions that it can survive any adverse effects.

Key words: kéfir, intestinal microbiota, probiotic supplement, antimicrobial resistance.
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

Desde tiempos remotos los perros han formado parte de las familias con la diferencia que en el
pasado se mantenian fuera del hogar y eran destinados a actividades de caza y cuidado de ganado,
ahora se han convertido en la prioridad de muchos hogares y el estrecho contacto con los humanos ha
dado lugar a una interaccién microbiana continua. La velocidad a la que se desarrollan y se propagan las
bacterias resistentes a antibidticos ha aumentado de manera exponencial y este fenédmeno en animales
de companiia como canes ha sido descrito especialmente por programas nacionales de seguimiento de la
resistencia a los antimicrobianos como Suecia (SVARM), Noruega (NORM-VET) y Francia (RESAPATH) que
han reportado desde 1992, 2002 y 2009, respectivamente (Bourély et al., 2019; Guardabassi et al.,
2004). En Ecuador no existen este tipo de programas, pero en investigaciones como la de Ortega-
Paredes et al., (2019) y Alban et al., (2020) han reportado la presencia de E. coli productoras de BLEE en
heces fecales de canes, asi como también se sabe del primer caso reportado Ecuador en el 2001 de
Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa tipo 2 en un paciente que fallecié de meningitis

postquirurgica y shock séptico en un hospital de Azogues (Salinas & Jeannete, 2012).

El origen de los probidticos data en la época de los antiguos egipcios y fenicios y culturas
orientales, quienes contenian a la leche dentro de botellas hechas de la propia piel o estomago de los
animales lecheros, donde la leche entraba en contacto con las bacterias (posiblemente acidophilus y
bulgaricus) y consecuentemente se fermentaba, sin embargo, la primera acentuacién de su uso fue
descrita a principios de 1900 por Elie Metchnikoff cuando reporté el efecto de microbios en la salud
humana, dentro sus investigaciones sobre productos lacteos fermentados el primero en ser descrito fue

bacilo bulgaro (Gasbarrini et al., 2016).
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Por otra parte, la evidencia iconografica y escrita de algunos manuscritos religiosos de 3000 y
2000 a.C. nombran que el profeta Mahoma dio como obsequio los primeros granos de kéfir a los
antepasados de los montafieros del Caucaso(Aryana & Olson, 2017). El kéfir de leche tradicionalmente
se hace con leche de vaca, sin embargo, no se limita al uso de otras fuentes de leche ya sean de cabra,
oveja o bufalo; el kéfir desde siempre se ha descrito como una bebida de textura viscosa, sabor agrioy
acido, y con niveles de alcohol bajos(Bourrie et al., 2016). Aunque el kéfir no es tan popular como los
demads productos lacteos fermentados a través del tiempo las investigaciones han revelado su potencial
no solo en la salud humana si no también en la animal como alimento funcional puesto que tiene
caracteristicas antibacterianas, antifungicas, anticancerigenas, anti-alergénicas, fortalece el sistema
inmunoldgico, metabolizador del colesterol, cicatriza heridas y mejora el transito intestinal (Guzel-

Seydim et al., 2021).

En el Ambito veterinario debido a las diferencias que existen con respecto a la microbiota
intestinal entre humanos y animales de compafiia se ha establecido algunos nichos de mercado que
tiene como objetivo la suplementacion probidtica, entre ellos kéfir y se han generado varias marcas
especialmente extrajeras con diferentes presentaciones como The Honest Kitchen Daily Boosters Instant
Goat's Milk, Open Farm Raw Organic Grass-Fed Kefir Topper, Pet Food Raw Cow's Milk Kefir, Coco Love
Coconut Kefir for Dogs Nuggets, Champions Choice Natural Kefir y Only Natural Raw Goat Milk Kefir; en
el Ecuador no se patentado ninguna marca comercial probidtica para animales de compafiia (Metras et
al., 2020). Hasta el dia de hoy solo existen dos investigaciones que revelan el efecto del kéfir en perros.
Uno descrito por Kim et al., (2019) en donde evaluaron el efecto modulador del kéfir de leche en Ia
microbiota intestinal canina y el segundo por Gaspardo et al., (2020) que evalud la seguridad y facilidad
de administracion de Lactobacillus kefiri (bacteria lactica que conforma el 80% del consorcio) en perros

sanos y su capacidad para regular la microbiota intestinal con su consecuente secrecién de IgA.



18

Planteamiento del problema

Los perros en la actualidad son considerados parte del ndcleo familiar, en Ecuador 3 de cada 5
familias tienen un perro en su hogar (El Telégrafo, 2022) y a nivel de América Latina somos el continente
con mayor masa de mascotas, en el 2017 se notificd que para inicios del 2022 habra alrededor de 670
millones de mascotas en todo el mundo y que el 45% de ese crecimiento, aproximadamente, 730
millones de mascotas serd en América Latina y de esta region el 72%, es decir, 115 millones sera del

incremento de perros (Carbajo, 2021).

Aun no se puede pronosticar si el incremento de esta masa animal tendra un hogar o si su
destino seran las calles tanto urbanas como rurales. Segun el Distrito Metropolitano de Quito en un
censo realizado en mayo del 2018 se revelé que hay un perro abandonado por cada 22 habitantes,
dichas cifras se han actualizado, puesto que segun la Secretaria de Salud y Urbanimal comenta que la
crisis sanitaria de Covid-19 no solo deja secuelas en el ambito de salud si no que ha raiz de la pandemia
hubo un aumento de casos de abandono de perros, cifra que pasé a ser de 1 a 10 casos diarios (90%) en
abril del 2020, razoén por la que en enero de 2021 se decretd la Ordenanza 019 de Bienestar Animal
imponiendo una multa de 10 salarios basicos ($4.000) en el caso de abandono animal (El Comercio,

2019; La Hora, 2021).

El descontrol de este parametro ha dado lugar a que la interaccion humano-animal tanto de
manera directa o indirecta sea el perfecto vinculo de propagacién de microorganismos resistentes a
antimicrobianos (RAM), puesto que son patégenos oportunistas que se acoplan muy facilmente a los
ambientes desfavorables con el fin de propagarse libremente y sobre todo por el hecho de que estos
forman parte de la flora normal de la Tierra (Andersen, 2019). Se ha reportado que la mayor fuente de
contaminacion por estos patdgenos ocurre por medio de la via fecal-oral o por las heces fecales tanto de

animales como de humanos, las cuales estan expuestas muy facilmente en los diferentes ambientes
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compartidos por hombre y los animales, es decir, fuentes de agua, aire, suelos, alimentos, moscas,
manos humanas y fomites (Montealegre et al., 2018; Penakalapati et al., 2017). Estas diferentes
interacciones desempefian un papel muy importante en la transmisién de enfermedades entéricas,
especialmente dadas por los diferentes patotipos o fenotipos de resistencia de E. coli, las cuales tiene
la capacidad de transmitir o recibir horizontalmente los genes de resistencia de las diferentes bacterias
gue interaccionan entre ellas, ademas, se ha descrito que la vida Util en el medio ambiente de E.coli
multirresistente o betalactamasas de espectro extendido (BLEES) estan entre 2 dias a 16 meses
(Andersen, 2019), sin embargo, se ha reportado que bacterias multirresistentes se encuentran presentes
en cuevas de hace 4 millones de afios (Bhullar et al., 2012), en permafrost de 30.000 afios de antigliiedad
(Finley et al., 2013) y en el sistema gastrointestinal de tribus amazdnicas que nunca han estado

expuestos a antibioticos (Gogarten & Townsend, 2005).

La influencia que han tenido estos patdgenos en el ambito intrahospitalarios ha sido devastador
puesto que ha dejado muchas muertes y trastornos fisiolégicos nosocomiales (osteomielitis crénica),
intestinales (diarrea del viajero), comdrbidas (fibromialgia, asma.), de transmisidn sexual (VIH),
cancerigenos(ulcera péptica, leucemia), entre otras (Farifias & Martinez-Martinez, 2013; Galanakis et

al., 1997; Geisinger & Isberg, 2017).

En Ecuador el Ministerio de Salud Publica en el afio 2015 se unié al sistema de vigilancia y
monitoreo para contrarrestar la RAM , plan adoptado en la 68°Asamblea de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) instaurando en el Sistema de Salud Publica un Plan Nacional de prevencion y control de
la resistencia antimicrobiana (RAM) 2019-2023 (Ministerio de Salud Publica, 2019). Pese a ello, en
Ecuador hasta la actualidad no existe un dato que evidencie el consumo de antibidticos utilizados en

trastornos fisioldgicos tanto en el dmbito de la salud humana como animal (OPS, 2021).
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Sin embargo, este no es el hecho mas importante si no que la falta de regularizacién, uso
excesivo, mala practica sanitaria y la autoadministracién de antibidticos tanto en el ambito humano
como veterinario ha dado paso a que la diseminacién y adquisicion de los diferentes genes de
resistencia se de exponencialmente y que de ello este fendmeno sea ahora de gran impacto clinico,
epidemioldgico y microbioldgico. Es por esta razén que se debe poner en marcha el mayor control por
parte de los diferentes programas de administracion de antibiéticos o antimicrobianos y sobre todo el
apego cientifico al desarrollo de investigaciones que aporten al control y disminucion de la resistencia a
antibidticos en donde también se pueda evaluar con mayor profundidad la opcién del uso de probidticos

como kéfir de leche para combatir esta problematica.

Justificacion del problema

Una de las mayores amenazas que afronta la humanidad es la propagacion de bacterias
resistentes a los antibiodticos, agentes oportunistas responsables de muchas de las infecciones
intrahospitalarias que provocan la muerte o dejan secuelas graves en los pacientes internados. Se han
reportado 700.000 muertes al afio en todo el mundo por causa de las llamadas “superbacterias” que son
microorganismos que se hacen resistentes a los tratamientos antibidticos que hay para combatirlos, se
pronostica que esta cifra aumentara a 10 millones en el 2050 si no se toman medidas, por lo que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré a la resistencia a los antimicrobianos (RAM) como un
problema global de primer orden (Finisterra et al., 2021). Desde la década de 1940 los antibidticos
también se han utilizado en gran medida en los animales, tanto de manera terapéutica como no

terapéutica (Rhys-Davies & Ogden, 2020).

Las investigaciones del uso de antibiéticos en la medicina veterinaria se han enfocado sobre
todo en la industria ganadera, utilizados especialmente como agentes promotores del crecimiento y

profilacticos (Casewell et al., 2003) , sin embargo, debido al vinculo que se ha generado entre los
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animales de compaiiia y el humano, el especial cuidado y la mayor atencién se ha centrado en ellos y los
veterinarios que trabajan para animales pequefios han podido contar con una mayor fuente econdmica
para el andlisis de laboratorio y la terapia antimicrobiana , pero esta situacién ha dado lugar que de
cierta manera la prescripcién de antimicrobianos se lleve a cabo con un tratamiento empirico
inadecuado. Entre las infecciones mas comunes en los animales de compafiia se encuentran las
infecciones gastrointestinales y por lo general son tratadas con antibiéticos de manera prolongaday
repetida(Guardabassi et al., 2004) y no es solo el hecho de que los antibidticos se usan sin regularizacién
en estos casos si no que la resistencia a los antimicrobianos se ha dado ya como un proceso de
evolucién natural y se han generado cepas multirresistentes que han ejercido una presion selectiva en
las poblaciones bacterianas por el uso excesivo e inapropiado de antibidticos (Rhys-Davies & Ogden,

2020).

Por ejemplo, Escherichia coli al ser un microorganismo oportunista con respecto a la evolucion
se ha adaptado de tal manera que ha adquirido elementos genéticos o mutaciones que funcionan como
factores de virulencia y aptitud, los que se expresan por medio de elementos genéticos méviles como
transposones, integrones o plasmidos que codifican para genes de resistencia a varios antibidticos como
sulfonamida (sull y sul2), aminoglucésidos (chuA y ratA) (Abdelhalim et al., 2020), fluoroquinolonas
(Gyr A, Gyr B, parCy parE) (Adamus-Biatek et al., 2018), quinolonas (gnrA, gnrB ygnrS), fosfomicina
(fosA, fosC2 y fosA3) (Diizglin et al., 2019), estreptomicina ( strA, strB y aadA2),y a tetraciclina (tet(A) y
tet(B))(Guardabassi et al., 2004; Lanz et al., 2003), actividades con las que se han podido propagar en
diferentes ambientes y medios; por otra parte, varias investigaciones han reportado la presencia
Escherichia coli multirresistente en heces fecales de canes con resistencia a B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), B-lactamasas AmpC mediadas por plasmidos (pAmpCs), carbapenémicos vy a las
fosfoetanolamina transferasas (resistencia a la colistina mévil, mcr) (Guerra et al., 2014; Ortega-Paredes

et al., 2019; Procter et al., 2014; P. L. C. Zhang et al., 2018).



22

Estos datos han sido alarmantes porque hasta la actualidad no se ha podido revelar cual es la
fuente y consecuente transmisién de la RAM, solo se cuenta con el hecho de que es una transmisién de
ir y venir entre humanos y animales; se revelo un dato en que la tasa de transmision de perro a humano
de Escherichia coli multirresistente (MDR) es del 8,8% y desde entonces sin duda ha ido en aumento

(Harada et al., 2012)

Razoén por lo que el control y prevencién de los diferentes vehiculos de transmisiéon de RAM es
de vital importancia; sobre todo con aquellos de interaccidn directa con los humanos como el caso de
las mascotas, especialmente perros que en las ultimas décadas la convivencia directa o indirecta entre
estas dos especies ha crecido exponencialmente, tanto al acariciar, tocar, lamer y frecuentar sitios
comunes que es lo que ha proveido las condiciones favorables para la transmisidn bacteriana (Bourély et

al., 2019).

El kéfir de leche es un potente probidtico capaz de regular el transito intestinal, desplazando los
patdgenos intestinales, mejorando su respuesta inmune y produciendo algunas sustancias
antimicrobianas como acidos grasos, acido lactico y acido acético (Saarela et al., 2000). Este probidtico
contiene mas de 50 especies de microorganismos, incluidas levaduras y bacterias dcido lacticas y acido
acéticas (Kim et al., 2019). El kéfir de leche esta conformado en mayor porcentaje por Lactobacillus, L.
kefir conforma el 80% del consorcio, cepa que ha demostrado un poder de adherencia a las células caco-
2 e inhibe la adherencia de Salmonella typhimurium y Escherichia coli 0157:H7(A. a. Hugo et al., 2008; A.
Santos et al., 2003). Otras especies de Lactobacillus derivadas del kéfir como L. acidophilus y L.
kefiranofaciens, como también cepas de S. thermophilus han revelado actividad antimicrobiana contra
toda una gama de organismos patdgenos, incluyendo E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, S.
typhimurium, S. enteritidis, S. flexneri, P. aeruginosae y Y. enterocolitica (Golowczyc et al., 2008; A. a.

Hugo et al., 2008; A. Santos et al., 2003; Yiiksekdag et al., 2004).
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Objetivos de la investigacion

Objetivo General
Analizar la resistencia fenotipica de Escherichia coli aislada de heces fecales de canes por una

suplementacién probidtica a partir de kéfir de leche.

Objetivos Especificos

Elaborar kéfir de leche a partir de nédulos comerciales y leche entera para la suplementacion

probidtica a canes.

e Aislar las bacterias en un medio selectivo diferencial para enterobacterias desde muestras de
heces fecales de canes.

e |dentificar las enterobacterias aisladas de muestras de heces fecales de canes por medio de
pruebas bioquimicas.

e Realizar un ensayo de sensibilidad antibiética de los aislados bacterianos con el uso del método

Kirby Bauer.

Hipdtesis

La suplementacion de kéfir de leche en la dieta de canes influye en el fenotipo de resistencia de

Escherichia coli aislada de heces fecales de canes en comparacion con la dieta sin suplementacion de kéfir

de leche.
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Capitulo II: Marco Tedrico

Antibidticos y resistencia

Los antibidticos son medicamentos con metabolitos naturales de microorganismos como
hongos, actinomicetos y bacterias que los secretan con el fin de supervivencia y persistencia en el
huésped y la clinica farmacéutica se ha aprovechado de estas caracteristicas para tratar infecciones
causadas por microrganismos patdgenos. El primer antimicrobiano hecho farmaco fue la penicilina
descrita por Sir Alexander Fleming en 1928 y a partir alli hubo la motivacidn de muchos cientificos en la
busqueda de compuestos naturales capaces de combatir multiples infecciones que hasta la actualidad se

usan(ur Rahman et al., 2018).

Con el avance de la tecnologia y por la dificultad de obtencién de estos metabolitos naturales se
ha visto la necesidad de producir medicamentos semisintéticos disefiados quimicamente en laboratorios

como las sulfonamidas y las quinolonas (Normark & Normark, 2002).

La manera de clasificar los antimicrobianos, segiin, Samaha-Kfoury & Araj, (2003) son tres:

. Estructura quimica
. Sitio objetivo de los medicamentos
. Impacto del resultado final en el objetivo

Los mecanismos de accion de los antimicrobianos,seglin,Samaha-Kfoury & Araj, (2003) son

cinco:

. Inhibicidn de la sintesis de la pared celular (penicilinas, monobactams, carbapenems y
bacitracina)

. Inhibicién de la membrana citoplasmatica (polimixinas)
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° Inhibicidn de la sintesis de proteinas bacterianas (cloranfenicol, lincosamidas,

macrdlidos, aminoglucdsidos, tetraciclina, etc.)

. Bloqueador de la sintesis de acidos nucleicos (quinolonas, nitroimidazoles y rifampicina)

. Bloqueador de la sintesis de acido félico (sulfonamidas, trimetoprima, etc.)

Las formas de interpretacion de los antimicrobianos de acuerdo con la probabilidad del éxito o

del fracaso terapéutico, segun, Cantén, (2010) son:

. Sensible: cuando la probabilidad de éxito terapéutico es alta debido a que el

antimicrobiano inhibe con éxito el aislado bacteriano.

. Intermedio: cuando el efecto terapéutico es incierto debido a que el antimicrobiano no

inhibe por completo el aislado bacteriano.

. Resistente: cuanto la probabilidad de fracaso terapéutico es alta debido a que el

antimicrobiano no inhibe el aislado bacteriano.

Tabla 1.

Antibidticos para enterobacterias

Familia de Caracteristicas Principales grupos Referencia
antibiodticos
B-lactamicos Es un bactericida que es capaz de Penicilinas, (Calvo &
producir la lisis celular debido a la cefalosporinas, Martinez-
capacidad de inhibir la sintesis y cefamicinas, Martinez,

degradar (por enzimas liticos o
autolisinas) la pared celular bacterianay
del peptidoglicano, el cual proporciona
rigidez y proteccion a la alta presidn

osmatica interna. El 50% de todos los

carbapenems,
monobactams e
inhibidores de la B-

lactamasa

2009; Davey
etal., 2015)
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Familia de Caracteristicas Principales grupos Referencia
antibiodticos

antimicrobianos prescritos pertenecen a

este grupo. La produccién de

betalactamasas que se hidrolizan

inactivan su funcion.

Cefalosporinas Producen la muerte del ente patdgeno Primera generacion:  (Mella M et
por lisis microbiana, este a través de la cefazolina, cefalotina al., 2001;
proteina fijadora de penicilina (PBP) Segunda generacion:  Rivas et al.,
produce la inactivacién de los cefuroxima, 2002)
inhibidores de la autolisina endégenala  cefoxitinaa,
que tiene la capacidad de romper las cefotetana, cefaclor,
paredes celulares de los cefamandol
microorganismos y consecuentemente Tercera generacion:
mueren. cefotaxima,

ceftriaxona,
ceftazidima, cefixima,
cefpodoxima

Aminoglucdsidos  Se caracterizan por ser bactericidas Estreptomicina, (M.
rapidos, no son metabolizados por los gentamicina, Rodriguez,
organismos y ademas muy pocos se tobramicina, 2002)

unen a las proteinas plasmaticas. Su
actividad se da sobre ciertas porciones
del Mrna de las células procaridticas el
cual tiene la capacidad de evitar la
sintesis proteica por la accion directa al
ribosoma (30S y 50S), lo cual produce
fallas en la lectura del codigo genético
causando una sintesis proteica

anormal o disminuida. Por otra parte

también tiene la capacidad de desplazar

el Mg2+vy el Ca2+ de la membrana

amikacina,
netilmicina,

neomicina
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Familia de

antibioticos

Caracteristicas Principales grupos

Referencia

Tetraciclinas

Fluoroquinolonas

citoplasmatica interfiriendo en su

integridad puesto que puede producir

aberturas en la pared celular con su

consecuente alteracidn del gradiente

electroquimico lo que causa un

debilitamiento bacteriano (Tgradiente

electroquimico T actividad

antimicrobiana)

Se caracterizan por ser antibidticos Clortetraciclina,
bacteriostaticos de amplio espectro. Su oxitetraciclina,
eficacia se da sobre todo en doxiciclina,
gramnegativos y muy pocos para minociclina,
grampositivos, tanto aerobios como tetraciclina.
anaerobios. Su actividad se ejerce al

alcanzar el ribosoma de las

gramnegativas por transporte activo los

cuales al llegar se unen de forma

reversible a los receptores de la

subunidad 30S y bloquean la fijacién del

aminoacil-Trna al sitio aceptor en el

complejo Mrna-ribosoma lo que provoca

gue no se de una nueva incorporacion

de aminodacidos a la cadena peptidica en

crecimiento, evitando la sintesis de

proteinas.

Son bactericidas sintéticos de amplio Norfloxacina,
espectro que tienen baja afinidad por enoxacina,
proteinas plasmaticas (13-30%). Ejerce ciprofloxacina,
su actividad directamente sobre ADN ofloxacina,

girasa de gramnegativos y la amifloxacina,

(Mendoza &
Campos,

2008)

(Leyva &
Leyva, 2008;
C. Rodriguez
& Obrador,
2020)
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Familia de

antibioticos

Caracteristicas

Principales grupos

Referencia

Inhibidores de la

via del folato

Penicilinas

topoisomerasa IV de los grampositivos,
estas proteinas son responsables de los
procesos replicacidn, transcripcion y
reparacion del ADN bacteriano, es decir,
del enrollamiento, ruptura y ensamblaje
de ADN por lo que una inhibicion de
estas funciones produce directamente la
muerte celular.

Son considerados como bacteriostaticos
capaces de bloquear la sintesis de
factores metabdlicos del
microorganismo. Usualmente en la
sintesis de acido fdlico por competencia
contra el acido p-amino benzoico en
bacterias susceptibles, también suelen
inhibir la dhidroteroato sintetasa,
enzima responsable de incorporar PABA
al acido dihidroterdico precursor del
acido félico.

Folatos: su sintesis, metabolismo,
transporte y su papel en el desarrollo de
plantas

Se caracterizan por ser un bactericida
que tiene como funcidén evitar la sintesis
de la pared celular al inhibir la enzima
transpeptidasa que es la responsable de
la formacion del peptidoglicano.
También impiden la divisién y el

crecimiento de los microorganismos

enoxacina,
levofloxacino,

moxifloxacino.

Trimetoprima
sulfametoxazol,
sulfisoxazol,
suladiazina,

sulfacetamida.

Penicilina G
Penicilina V
Ampicilina
Amoxicilina
Meticilina
Nafcilina

Carbenicilina

(Calvo &
Martinez-
Martinez,
2009; Reyes
etal., 2015)

(Alpizar
Olivares,
2000; R.
Rodriguez,

2017)
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Familia de Caracteristicas Principales grupos Referencia

antibioticos

susceptibles al producir su lisis y

deformamiento.

Con la llegada de la penicilina a la humanidad, se cre6 un ambiente optimista en el que se creia
que se habia acabado la era de los insectos y patégenos, sin embargo, el brote de nuevas infecciones dio
paso a que la penicilina ya no surgiera efecto debido a la capacidad que tienen los microorganismos para
adquirir resistencia antibidtica, debido a este fendmeno los cientificos se vieron en la obligacion de la
busqueda de nuevas fuentes antibidticas que combatieran la resistencia y asi fue como surgieron
antibidticos de segunda, tercera y una cuarta generacién, pero el oleaje de resistencia nunca a cesado y
los microorganismos han hecho de la resistencia un proceso de evolucion natural de tal forma que se
han vuelto multirresistentes, es decir, un solo microorganismo puede ser resistente a multiples familias
de antibidticos. Se revela resistencia no solo cuando un antibiético deja de ser efectivo si no también

cuando los patdgenos sobreviven a dosis mas altas del permisible(ur Rahman et al., 2018).

Escherichia coli en el sistema gastrointestinal

Escherichia coli es una bacteria gram negativa perteneciente a la familia de Enterobacterias y
comunmente siendo el bacilo mas estudiado en el mundo, de hecho, es la primera bacteria en colonizar
el intestino de mamiferos inmediatamente al nacer, por lo que usualmente es la causante de infecciones
del tracto gastrointestinal pero también ayuda al correcto funcionamiento del proceso digestivo(Puvaca
& de Llanos Frutos, 2021). Al ser un microorganismo oportunista con respecto a la evolucion se ha
adaptado de tal manera que ha adquirido elementos genéticos o mutaciones que funcionan como

factores de virulencia y aptitud por lo que esta bacteria consta en la lista de la Organizacion Mundial de
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la Salud (OMS) que contiene 12 familias de bacterias que son un peligro para la salud humana(Tagliabue

& Rappuoli, 2018)

La influencia E. coli en la vida animal tiene alta transcendencia no solo porque vive dentro de los
mamiferos y porque puede propagarse facilmente, si no también, porque es el reservorio mas
importante de genes de resistencia (codificados cromosdmicamente o mediados por plasmidos) y ha
demostrado que al estar en contacto con otras bacterias esta puede transmitir horizontalmente sus
rasgos resistentes a la genética de otros microorganismos que comparten el mismo entorno, asi como
también adquirirlo de ellos(Card et al., 2017; Puvacda & de Llanos Frutos, 2021; Tagliabue & Rappuoli,

2018).

Tabla 2.

Cepas patogénicas intestinales de E. coli

Patotipos Descripcion Referencia

E. coli enteropatogénica Causa diarrea en humanos, monos, conejos, (Mirsepasi-
(EPEC) perros y ovejas por su capacidad de adherirse a Lauridsen et al.,
la mucosa intestinal utilizando una proteina 2019; Teixeira et
intimina y una adhesina, no secreta toxinas al., 2015)
termoestables (ST) ni termoldbiles (LT) su
finalidad es destruir las microvellosidades
intestinales.
La presencia o ausencia del plasmido de factor
de adherencia la subclasifica en tipica y atipica.
E. coli enterotoxigénica Se adhiere a los enterocitos y secreta toxinas (Nataro &
(ETEC) como la enterotoxina resistente al calor (ST) yla Kaper, 1998)
enterotoxina termolabil (LT) mediante fimbrias
o pili de distinto tipo lo que produce una alta

concentracion de AMP ciclico aumentando la



Patotipos

Descripcion

Referencia

E. coli enteroinvasiva (EIEC)

E. coli enteroagregativa

(EAEC)

E. coli productora de toxina

Shiga (STEC)

secrecién de calcio por las células criptales y la
inhibicién de la reabsorcién de cloruro de sodio
por las microvellosidades por lo que causa una
deshidratacién muy fuerte, dando como cuadro
clinico la conocida diarrea del viajero.

Causa diarrea sanguinolenta en nifos y adultos,
es un de las E.coli que causa mas dafo por su
capacidad de invasidn al epitelio intestinal, no
fermenta lactosa; tiene la capacidad de liberar
calcio en altas cantidades impidiendo Ia
solidificacion 6sea, causando artritis y en
algunos casos arterioesclerosis.

Causa diarrea acuosa sin fiebre y producen
toxinas como la termoestable enteroagregante
(EAST) y la toxina codificada por 31recimien
(PET). La procedencia de su nombre se debe a
qgue sus fibrinas son capaces de aglutinar las
células de los tejidos. Se ha descrito una cepa
compuesta llamada E. coli enteroagregativa
hemorragica (ECEAH) que produce el mismo
cuadro clinico pero con hemorragia.

Una persona infectada con STEC puede
mostrarse como asintomatica o mostrar un
cuadro clinico de diarrea, calambres
abdominales, vomitos y fiebre y en casos graves
puede desarrollar el sindrome urémico
hemolitico (SUH) y la colitis hemorragica (CH).
Por otra parte, también puede afectar al sistema
nervioso produciendo convulsiones, accidente

cerebrovascular y llegar hasta el coma.

(Nataro &
Kaper, 1998;
Vidal et al,
2007)

(Nataro &
Kaper, 1998;
Vidal et al,
2007)

(ACHIPIA, 2017,
Ripodas Navarro

etal., 2017)
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Patotipos

Descripcion Referencia

Usualmente los animales de granja contienen
STEC en su organismo y lo proliferan por medio

de sus heces fecales.

E. coli de adherencia difusa Este tipo de bacteria se ha descrito como una (Riveros et al.,

(ADEC)

cepaindependiente de los patotipos de E.coli,se 2011)
ha encontrado en nifios de 1 a 5 afios y aun no
se conoce su manera de proliferacion vy
mecanismo de transmisién. Para difundirse
utiliza una fimbria de superficie conocida como
F1845. Usualmente causa diarrea aguda sin

vestigio de sangre en las heces.

E. coli enterohemorragica Causa diarrea hemorragica y usualmente falla (Riley et al.,

(EHEC)

Tabla 3.

renal, es comun en nifios y ancianos. Unade sus 1983)
cepas mayor descrita es Escherichia coli
0157:H7 causante del brote de diarrea aguda en
EEUU y es capaz de secretar toxinas de tipo

Shiga (STEC) o verocytotoxina (VTEC)

Genes de resistencia revelados por Escherichia coli

Resistencia Genes Referencia
B-lactamicos y chuAvyratA (Abdelhalim et al., 2020)
aminoglucésidos AmpC
Tetraciclina tetAy tetB (Kilani et al., 2020)
Sulfonamida sull, sul2 y sul3 (Guardabassi et al., 2004; Lanz et al., 2003)

Fluoroquinolonas
Estreptomicina
Quinolonas

Fosfomicina

Gyr A, Gyr B, parCy parE (Adamus-Biatek et al., 2018)

strA, strB y aadA2 (Guardabassi et al., 2004; Lanz et al., 2003)
gnrA, gnrB ygnrS (Dizgiin et al., 2019)

fosA, fosC2 y fosA3 (Dlzgiin et al., 2019)
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Formas de propagacion de E. coli

Se ha reportado que la mayor fuente de contaminacién por estas bacterias viene de las heces
fecales de los animales, las cuales estan expuestas muy facilmente tanto a los humanos como a los
diferentes animales que merodean sitios contaminados, en la Figura 1 se describen todas las diferentes
rutas de contaminacién; las principales rutas de contaminacidn directa son: las fuentes de agua tanto
potables, almacenadas, estanques abiertos, subterraneas como superficiales(1); el suelo tanto en
hogares como en ambientes publicos(2); los alimentos por la mala manipulacién durante los procesos de
produccién especialmente las vinculadas con el sacrificio y la mala coccion(3); las moscas son
potenciales vectores de contaminacién y transmision al estar en contacto directo con desechos tanto
organicos como inorganicos(4); las manos humanas por el mal aseo y el continuo tacto con los animales
(5) y los fémites como utensilios, aparatos eléctricos, juguetes o muebles estan predispuestos a
contaminarse muy facilmente por el contacto directo con animales a medida que los usan o juegan con
ellos(6). Por otra parte, las principales rutas de contaminacion indirecta son: interaccion con los
diferentes vehiculos como las moscas y manos mal aseadas con los alimentos, productos agricolas
contaminados, agua contaminada para el aseo, lavar o cultivar productos, pies o zapatos con tierra
contaminada, fomites contaminados usados como recipientes para la comida (7); contaminacion via

fecal-oral (8)(Figura 1) (Penakalapati et al., 2017).



Figura 1.

Rutas de contaminacion directa e indirecta de patégenos como E. coli
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Nota: Lineas continuas contaminacion directa, lineas discontinuas contaminacion indirecta. Tomado de

(Penakalapati et al., 2017)

Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Son enzimas que revelan resistencia a todos los antibidticos betalactamicos, tienen la capacidad

de hidrolizar oximino-cefalosporina, es decir, cefalosporinas de 32 y 42 generacién (espectro extendido)

y monobactdmicos, pero menos a cefamicinas y carbapenémicos. Son susceptibles a B-inhibidores de la

lactamasa como al acido clavulanico, sulbactam y tazobactam. Su mecanismo de accion se da cuando

hay la produccién de B-lactamasa la cual rompe el anillo B-lactdmico y hace que el antibidtico sea

inactivo antes de que alcance el objetivo de PBP (complejo enzimatico de sintesis de peptidoglicano). Su

origen data en la década de los 80s por el uso excesivo de cefalosporinas con el fin de tratar

enterobacterias patdgenas (ur Rahman et al., 2018).
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Los mecanismos de resistencia o proteccidn contra los B-lactamicos segin Puvaca & de Llanos

Frutos, (2021) son:

Produccion de B-lactamasas, que producen que los B-lactdmicos sean ineficaces

Inhibicién de la penetracidn de antibidticos en la ubicacion prevista

Modificacién de los PBP del sitio de destino

Activacién de bombas de eflujo

Existen diferentes grupos de BLEE debido a los diferentes esquemas de evolucion, en el caso de

enterobacterias se describen tres grupos:

. TEM: se origind por la mutacion plasmatica de genes cldsicos TEM-1y TEM-2 por
sustitucion de aminoacidos Unicos o multiples alrededor del sitio activo; son capaces
de hidrolizar la penicilina y la cefalosporina de 12 generacién como la cefalorruidina y
el 90% de las resistencias contra ampicilina se debe a la codificacion de estos genes (ur
Rahman et al., 2018; Zhao & Hu, 2013).

. SHV: se origind a partir de la mutacién puntual en SHV-1 debido a la sustitucién de
glicina por serina en las 238 posiciones, muestra un perfil hidrolitico a cefotaximay
ceftazidima, esta enzima se encuentra principalmente en K. pneumonia, han revelado
tener genes de resistencia tanto en el plasmido como en el cromosoma(Perilli et al.,
2011; ur Rahman et al., 2018).

° CTX-M: son cefotaximasas codificadoras de plasmido de rapido crecimiento, pese a
gue se han descubierto recientemente ya se han reportado 172 variantes con
diferente secuencia de aminodcidos y caracteristicas funcionales. Tiene caracteristicas
de coresistencia, es decir, que junto la presencia de otras enzimas de resistencia se

expresa mas notablemente y hace imposible la aplicacién de un tratamiento. A



36

diferencia de las enzimas nombradas estas no surgieron por alteraciones enzimaticas
existentes, si no mas bien por la transferencia horizontal de novo de genes de Kluyvera

spp. (D’Andrea et al., 2013; ur Rahman et al., 2018).

Debido a las caracteristicas que fueron revelando las BLEE han hecho que la propagacion en el
medio ambiente y entorno clinico sea muy sencillo, y con ello surgié la dificultad de tratarlos por su
dificil deteccidén e inconsistencia en la notificacién. Ademas, las BLEE se han expandido tanto que su
material genético de resistencia cambia de acuerdo al entorno geografico en el que se encuentra y ha
ido rondando por el mundo dejando muchas secuelas econémicas y vitales(Rice et al., 1990). Las BLEE
se han convertido en los principales epicentros de pandemias mundiales debido a que han causado
brotes incluso en lugares donde la suministracién de antibidticos no llegaba, su propagacion
especialmente de clones y pldsmidos se dan en sectores publicos y hospitalarios sobre todo de las
familias TEM (TEM-24, TEM-4 y TEM-52), SHV (SHV-5, SHV-12) y CTX-M (CTX-M-9, CTX-M-3, CTX-M-14 o
CTX-M-15) comunes en E. coli, la cual tiene una alto potencial de causar infecciones intestinales y

extraintestinales (Jostins et al., 2012; ur Rahman et al., 2018).

Mecanismo de transferencia horizontal de genes de resistencia

La transferencia horizontal de genes (HGT) es un proceso mediante el cual las bacterias
transfieren sus genes proveyendo de nuevas caracteristicas o rasgos a las diferentes poblaciones
bacterianas, que no necesariamente son en una relacién padre-descendencia ni provenientes de un
mismo ambiente (Khan et al., 2019). Dicho mecanismo es el utilizado para la propagacion de los genes
de resistencia a los antibidticos, los cuales pueden darse por tres métodos segln Levy & Marshall,

(2004) :

° Por transduccién mediante bacteriéfagos.
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. Por trasformacidon mediante la incorporacién de ADN libre en el cromosoma, plasmido o
material genético de la bacteria.

° Por conjugacidon mediante plasmidos, transposones e integrones.

Se he evidenciado que el método mas usado para la transferencia de genes de resistencia es el
de conjugacidén y que esta transferencia usualmente se da entre microorganismos del mismo género, sin
embargo, también se ha evidenciado que se de en géneros muy distintos (Evans et al., 2020; Redondo-

Salvo et al., 2020).

Figura 2.

Mecanismos de transferencia horizontal de genes de resistencia

Bacteriophage Free DNA .
Plasmid

D I D AB" - Antibiotic resistant gene

Nota: Tomado de (Alekshun & Levy, 2007; Kunhikannan et al., 2021)

Por otra parte, la adquisicidn de resistencia se puede dar por mecanismos intrinsecos o
adquiridos. Los mecanismos intrinsecos hacen referencia aquellos genes adquiridos naturalmente por
sistemas cromosémicos y de eflujo del huésped. Por el contrario, los mecanismos adquiridos hacen
referencia a aquellas mutaciones que se dan por HGT, dichas mutaciones pueden deberse segin Nishita

et al., (2017) por:

. La alteracion de la proteina por la modificando o eliminando el sitio de unidn.
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. Inactivacién de agentes microbianos por la segregacién enzimatica.
. Alteracion de los canales transmembrana impidiendo la unién o paso del medicamento.
. Expulsidn del medicamento mediante bombas de regulacion ascendente.

Suplementos alimenticios

Los suplementos alimenticios son complementos alimentarios procesados industrialmente o
naturales que al formar parte de la dieta diaria provee al consumidor de beneficios potenciales para la

salud mas alla de la nutricidn basica (Granato et al., 2020).

Dentro de estos suplementos se encuentran los famosos probiéticos, prebidticos, simbidticos,
paraprobidticos y postbidticos. Los probidticos tienen un efecto directo en el microbiota intestinal
mediante la entrega selectiva de cepas bacterianas o de un consorcio de microorganismos beneficiosos
para el tracto gastrointestinal; los prebidticos son usualmente utilizados como sustrato o alimento para
el crecimiento de los microrganismos beneficiosos pero al mismo tiempo pueden brindarle de beneficios
a la salud del huésped como la Inulina de raices de achicoria, fructooligosacaridos (FOS), isomalto-
oligosacaridos (IMO) y xilooligosacaridos (XOS), entre otros; los simbidticos son una combinacion de los
dos por accién sinérgica con el fin de potenciar sus propiedades; los paraprobidticos son probidticos
inactivados o muertos por calor y los postbiéticos son las sustancias producidas por la actividad
metabdlica de los microorganismos como enzimas, vitaminas, fenoles, bacteriocinas, acido lactico, entre

otras(Markowiak & Slizewska, 2017, 2018; Yadav et al., 2022; Zétkiewicz et al., 2020).

Alimentos fermentados

Son alimentos o bebidas producidos a través del crecimiento microbiano controlado, y la
conversion de componentes de los alimentos a través de la accién enzimatica. Son alimentos que
ocupan las recetas principales en las cocinas de casi todas las culturas en el mundo debido a sus

multiples beneficios en la salud humana y especialmente la salud gastrointestinal. Estos productos
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contienen al menos 10° células microbianas por gramo, con concentraciones que varian en funcién de
varias variables, como la regidn, la edad y el momento en que se consumen los alimentos (Dimidi et al.,

2019)

Métodos para la fermentacion de alimentos
° Fermentos silvestres o espontaneos: la fermentacién se da de manera natural por la accion
de los microorganismos en alimentos crudos o entorno en procesamiento. Por ejemplo,
kimchi y algunos productos de soja(Dimidi et al., 2019; Rezac et al., 2018).
° Fermentos dependientes del cultivo: la fermentacidn comienza con la adicidn de cultivos
iniciadores o previamente fermentado (backslopping) que pueden ser de origen natural o

comercial, por ejemplo, kéfir, kombucha y natto(Dimidi et al., 2019; Marco et al., 20173).

Probidticos en la salud y en la enfermedad gastrointestinal

Los probidticos se definen segun la FAO y la OMS como “microorganismos vivos estrictamente
seleccionados que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la
salud del huésped” (Ganguly et al., 2011; Gasbarrini et al., 2016). Su capacidad amortiguadora y
protectora contra afecciones intestinales es lo ha motivado su consumo puesto que se ha reportado que
los microorganismos procedentes de los fermentos pueden sobrevivir en el ambiente intestinal (pH
bajo, sales biliares, adherencia al moco intestinal) y efectuar su accidn regulando el transito intestinal,
desplazando los patdgenos intestinales, mejorando su respuesta inmune, produciendo algunas
sustancias antimicrobianas, produciendo péptidos bioactivos que ayudan a la salud cardiovascular, la
conversion de compuestos en metabolitos biolégicamente activos (acido lactico a compuestos
fendlicos), la reduccion de toxinas y antinutrientes (la soja puede reducir el acido fitico) y el
desdoblamiento de carbohidratos a compuestos mas simples, lo ayuda a los pacientes intolerantes a

fermentos por el sindrome del intestino irritable (Abu-Salem et al., 2014; Derrien & van Hylckama Vlieg,
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2015; Dimidi et al., 2019; Filannino et al., 2015; Laatikainen et al., 2016; Marco et al., 2017b; Pessione &

Cirrincione, 2016; Salazar et al., 2016; C. Zhang et al., 2016).

Kéfir de leche

El kéfir de leche (la palabra kéfir proviene del eslavo keif que significa “vivir bien” o “bienestar”)
es un fermento tradicional originario del Caucaso, pertenece al tipo de fermentos dependientes de
cultivo, puesto que para iniciar su fermentacion en leche necesita de los denominados “granulos de
kéfir” que son un consorcio de microorganismos en donde conviven de manera simbidtica mas de 50
especies de microorganismos como levaduras fermentadoras de lactosa (por ejemplo, Kluyveromyces
marxianus, Kluyveromyces lactis, Debaryomyces hansenii, etc ) , levaduras no fementadoras de lactosa
(por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces unisporus ), bacterias acido lacticas y acido
acéticas alojadas en una matriz de polisacaridos y proteinas llamada kefiran (la D- glucosay D —
galactosa son responsables de esta conexion) que es soluble en el agua, viscosa y resistente a la
hidrélisis enzimatica del ambiente intestinal (Kim et al., 2019; Lopitz-Otsoa et al., 2006; Saarela et al.,
2000). En la parte exterior de los granos de kéfir se encuentran solamente bacterias, en especial Bacillos,
mientras que en la parte interna contiene levaduras y en la interfaz interna y externa una composicién
mixta en donde se disponen bacterias con filamentos, polisacaridos largos, levaduras y hongos(Rosa et
al., 20172). El kéfir de leche esta conformado en mayor porcentaje por Lactobacillus, L. kefiri conforma
el 80% del consorcio, cepa que ha demostrado un poder de adherencia a las células caco-2 e inhibe la
adherencia de Salmonella typhimurium y Escherichia coli 0157:H7(Hugo et al., 2008; Santos et al., 2003).
Otras especies de Lactobacillus derivadas del kéfir como L. acidophilus y L. kefiranofaciens, como
también cepas de S. thermophilus han revelado actividad antimicrobiana contra toda una gama de
organismos patdgenos, incluyendo E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, S. typhimurium, S. enteritidis, S.
flexneri, P. aeruginosae y Y. enterocolitica (Golowczyc et al., 2008; Hugo et al., 2008; Santos et al., 2003;

Yiksekdag et al., 2004).



41

Propiedades organolépticas del kéfir de leche
Todas las caracteristicas que se nombraran a continuacion dependen en gran medida de la zona
geografica, tipo y volumen de leche, tiempo y temperatura de fermentacién y condiciones de

almacenamiento(Rosa et al., 2017).

Granulos: aspecto de coliflor de consistencia irregular, multilobular, gelatinosas, elasticas,
coloracidn beige, viscosa, su didmetro oscila entre 0,3 a 3,5 cm. Su aspecto de debe principalmente por
la existencia de Lactobacillus kefiranofaciens y Lactobacillus kefiri(Lopitz-Otsoa et al., 2006; Rezac et al.,

2018).

Fermento: es una bebida levemente efervescente, ligeramente carbonatada, textura cremosa,
sabor y olor agrio o margo (debido a aminas bioactivas como penicilamina y la histamina y acidos como
lactico, acético, piravico, propidnico, butirico, etc.), coloracidon marfil. Los subproductos de fermentacion
como acidos acéticos y lacticos, acetaldehidos (generadores de sabor), didxido de carbono y etanol son

los responsables de sus propiedades organolépticas(Rezac et al., 2018).

Tabla 4.

Composicion de los grdnulos.

Componentes Contenido
Grasa 4,4%
Cenizas 12,1%
Mucopolisacaridos 45,7 %
Proteina total 34,3%
Proteinas insolubles 27 %
Proteinas solubles 1,6 %
Aminoacidos libres 55%

Vitaminas ByK



Minerales

Azucares

Triptéfano, Ca, Py Mg
D- glucosa y D — galactosa (1:1)

Nota: Tomado de (Marshall & Cole, 1985; Rosa et al., 2017; Wszolek et al., 2006)

Tabla 5.

Composicion quimica del kéfir de leche.

Componentes Descripcion
Humedad 90%

Azucares 6%

Grasa 3,5%

Proteina 3%

Ceniza 0,7%

pH 4,2-4,6

Etanol 0,5-2,0% (v/v)

Acidos organicos

Componentes aromaticos
Cco2

Aminoacidos esenciales

Lipidos*

Vitaminas *

Minerales

Aminas biogénicas

Acido lactico (0,8 'y 1,0 % (p/v)), acido acético,
acido pirdvico, acido hipurico, acido
propidnico y acido butirico

Diacetilo, etilo y acetaldehido

0,08y 0,2 % (v/v)

Lisina (376 mg/100 g); isoleucina (262
mg/100 g); fenilalanina (231 mg/100 g);
valina (220 mg/100 g); treonina (183 mg/100
g); metionina (137 mg/100 g); y triptéfano
(70 mg/100 g)

Monoacilgliceroles, diacilgliceroles y TAG,
NEFA y esteroides.

B1, B2, B5,B12, C, A, K, caroteno, acido félico,
biotina, tiamina y riboflavina.

Mg, Ca, P, Zn, Cu, Mn, Fe, Coy Mo

2,4y 35,2 mg/L

42
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Componentes Descripcion

Antioxidantes Catequina

Nota: * su concentracidn varia de acuerdo al tipo de leche. Tomado de: (Ahmed et al., 2013; Altay et al.,

2013; Given et al., 2003; Ozdestan & Uren, 2010; Rosa et al., 2017; Sarkar, 2008)

Microbiologia del kéfir de leche

El kéfir junto con sus granulos contiene un sin nimero de microorganismo que hasta la
actualidad no se han descrito por completo, se estima que son mds de 300 y lo que se sabe es que esta
simbiosis es la responsable del ciclo de fermentacién y de su capacidad de mantenerse inalterado por
variaciones del tipo de leche, por contaminacion bacteriana, por la presencia de antibidticos u otros
compuestos inhibitorios ( Santos, 2008). Muchos autores comentan que seria casi imposible poder algun
dia describir totalmente su microbiologia puesto que esta depende de muchos factores como la
ubicacién geografica (altitud — latitud), procedencia de los granulos de kéfir, diversas técnicas utilizadas
en el procesamiento, temperatura y tiempo de fermentacion, tipo y volumen de leche, condiciones de
almacenamiento de los granulos y el kéfir, cantidad de granulos en la leche y agitacion(Rosa et al.,
2017). En investigaciones realizadas por Witthuhn et al., (2005) y Irigoyen et al., (2005) se demostré que
la poblacién microbiana en las primeras horas de fermentacién puede variar de 6,4x10% hasta 8,5x108
UFC/g para bacterias y de 1,5x10° hasta 3,7x108 UFC/g para levaduras; y al cabo de 24 horas esta
puede presentar 108 UFC/MI de Lactobacillus, 10° UFC/MI de Lactococcus, 10 UFC/MI de levaduras y

10® UFC/MI de bacterias acido acéticas.

Con respecto a los granulos el 65 al 80 % de su composicidn son Lactobacillus y Lactococcus y el
restante son levaduras, por otra parte la composicion del kéfir de leche ha revelado que el mayor
porcentaje de bacterias presentes pertenecen a Lactobacillus kefiri en un 80% y el porcentaje restante

pertenecen a subgéneros de Lactobacillus y levaduras(Leite et al., 2012; Wang et al., 2008).



Tabla 6.

Microorganismos encontrado en el kéfir de leche
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Microorganismo

Género

Especie

Bacterias Acido Lacticas

Bacterias Acido Acéticas

Levaduras

Lactobacillus spp.

Lactococcus spp.
Streptococcus spp.

Acetobacter spp.

Fermentadoras de lactosa

L. plantarum

L. kefiranofaciens

L. paracasei

L. kefiri

L. parakefiri

L. acidophilus

L. casei

L. sunkii

L. johnsonii

L. rhamnosus

L. brevis

L. delbrueckii

L. helveticus

L. bulgaricus

L. fermentum

L. reuteri

L. lactis

S. thermophilus

A. lovaniensis
Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces lactis
Debaryomyces hansenii
Candida kefyr
Torulaspora delbrueckii
Kazachastania aerobia
Yarrowia lipolytica

Kazachstania unispora
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Microorganismo Género Especie

Lachanceae meyersii
Saccharomyces cerevisiae
No fermentadoras de lactosa Saccharomyces unisporus
Pichia fermentans
Saccharomyces turicensis

Nota: Tomado de: (Slattery et al., 2019)

Forma de fabricacion del kéfir de leche

Los principales materiales para la elaboracion del kéfir de leche son los granulos de kéfir o
bulgaros y la leche, la cual puede ser entera, descremada, semidescremada o pasteurizada, se puede
utilizar de cualquier origen ya sea de cabra, oveja, camello o bufala, pero la leche de vaca es la mas
comun. Para iniciar la fermentacién se pone en contacto los granulos y la leche en un recipiente de vidro
parcialmente cerrado porque se debe permitir la interaccién con el oxigeno, usualmente la relacién
granulos:leche se da de manera empirica, pero se ha descrito que la relacidn ideal es de 1:30 a 1:50
(p/v), la temperatura de fermentacion es de 8 — 25 °C, en un tiempo variable de 10 a 40 h, pero

usualmente esta ocurre a las 24 h(Gliven et al., 2003; J. P. V. Santos, 2008; Slattery et al., 2019).

Una vez que se haya dado la fermentacidn se filtra el fermento y se separan los granulos de la
leche de kéfir y esta listo para el consumo o se lo puede refrigerar para evitar que continue la
fermentacidn, en la etapa de enfriamiento usualmente ocurre una pequefia etapa de fermentacion
alcohdlica o lo que se le conoce como etapa de maduracién, aqui se produce la acumulacion de diéxido
de carbono, etanol y complejo de vitamina B, en esta etapa también hay una disminucién del contenido
de lactosa y en esta instancia el kéfir de leche es mucho mas comprometedor para aquellas personas

con intolerancia a la lactosa o diabetes(Garrote et al., 2010; Rosa et al., 2017c).
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Kéfir en la enfermedad y salud gastrointestinal

Una de las ventajas potenciales que ha revelado el kéfir de leche ante otros productos lacteos es
gue se puede consumir por todas las personas en general, especialmente aquellas intolerantes a la
lactosa debido a que las bacterias procedentes del fermento tienen la capacidad de secretar B-
galactosidasa que es una enzima capaz de hidrolizar la lactosa y reducir con ello su concentracion, se ha
descrito que el kéfir de leche posee mas del 60% de B-galactosidasa que cualquier otro lacteo(Hertzler &
Clancy, 2003). Varios estudios han demostrado que el kéfir de leche revela un impacto en el
estrefiimiento y puede mejorar la puntuacion de satisfaccién intestinal y reducir el transito intestinal
(Maki et al., 2018; Rezac et al., 2018; Turan et al., 2014). Se ha demostrado también que el kéfir de
leche tiene la capacidad de desplazar Helicobacter pyloriy erradicarlo por completo (Bekar et al., 2011).
Se ha descrito que L. plantarum CIDCA 83114 una cepa aislada del kéfir desarrolla un papel antagonista
contra E. coli enterohemorragica (EHEC) in vitro (A. A. Hugo et al., 2008), tiene la capacidad de inhibir los
efectos citotoxicos de la toxina Shiga tipo Il producida por E. coli 0157: H7 (Kakisu et al., 2013) y ademas
desarrolla un efecto protector a las células epiteliales por la colonizacién de Shigella flexneri (Bolla et al.,
2016). Por otra parte, L. kefiri tiene la capacidad de evitar la adhesién y la invasidn de Salmonella spp.,

Typhimurium spp. a células Caco-2/TC-7(Golowczyc et al., 2007).

Con respecto al potencial de las cepas de levaduras del kéfir como S. cerevisiae, S. unisporus, I.
occidentalis y K. marxianus se ha reportado que estas tienen la capacidad de sobrevivir en el ambiente
gastrointestinal y ademas se adhieren a células Caco-2(Diosma et al., 2014) y por su parte una cepa
CIDCA 8154 de K. marxianus ha demostrado reducir las tasas de oxidacidon intracelular protegiendo a las
células epiteliales del estrés oxidativo, por otra parte también se ha evidenciado que protege del dafio
histopatoldgico y de los niveles bajos de IL-6 circulante de ratones infectados in vivo con colitis (D. E.

Romanin et al., 2016). Por otra parte D. Romanin et al., (2010), describieron que cepas de levaduras
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provenientes del kéfir demostraron modular una variedad de agonistas proinflamatorios como flagelina,

IL-1B, TNF-aLy LPS.

El kefiran también ha revelado varios beneficios en la salud gastrointestinal, este al ser un
polisacarido no digerible tiene la capacidad de sobrevivir al ambiente acido del intestino grueso y
efectuar sus funciones antimicrobianas , antiinflamatorias y antialergénicas (Kwon et al., 2008;
Rodrigues et al., 2005; Vinderola et al., 2006) . Por otra parte, este puede elevar los niveles de
bifidobacterias en el colon y el nimero de células intestinales productoras de mucus (Medrano et al.,
2011). Ademas, el kefiran desarrolla un papel antagonista contra los factores de virulencia de patégenos
in vitro y disminuir la presion arterial y los niveles de colesterol en suero (Maeda et al., 2004; Medrano

etal., 2008)

Marco legal del kéfir de leche

Tabla 7.

Composicion del kéfir de leche segun el Codex Alimentarius (Codex Stan 243-2003)

Componentes Contenido
Proteina lactea min 2,7%

Acido lactico min 0,6%

Grasa lactea min 10%

Total de microorganismos min 107 (UFC)/mL
Levaduras min 10% (UFC)/mL
Bacterias probidticas min 10° (UFC)/mL

Nota: Tomado de Codex Alimentarius., (2003) »
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Tabla 8.

Requisitos microbioldgicos en leche fermentada segtn norma NTE INEN 2395:2011

Requisito n m M
Coliformes totales (UFC/g) 5 10 100
Recuento de E. coli (UFC/g) 5 <1 -
Recuento de mohos y Levaduras (UFC/g) 5 200 500

Nota: n= Numero de muestras a evaluar ; m= indice maximo permisible para determinar nivel de buena
calidad; M= indice maximo permisible para determinar nivel aceptable de calidad. Tomado de INEN,(

2011)

Mercado de suplementos alimenticios para animales de compaiiia

En la actualidad se ha experimentado un alza en el mercado sobre los suplementos alimenticios
para mascotas y se muestran con un futuro comprometedor como una nueva linea de negocio puesto
gue las mascotas en especial los perros se han convertido en la prioridad de muchos hogares por el lazo
emocional-afectivo entre mascota-humano y su bienestar tanto fisioldgico como emocional se ha vuelto
fundamental, por lo que las vitaminas, minerales y demds nutrientes es lo que se necesita para que las
mascotas puedan vivir una vida saludable. Esta creciente aceptacién también ha sido aceptada ya por
muchos veterinarios que corroboran que con este tipo de suplementos se puede prevenir o aliviar
sintomatologias o trastorno del animal y sobre todo se ha visto un incremento en el promedio de vida
de las mascotas y de este hecho también ha surgido que aumenten los problemas de salud por causa del
envejecimiento y los veterinarios aconsejan el uso de suplementos alimenticios que les alivien o

prevengan de diversos problemas de salud(Gaviria, 2016).

En la regidn latinoamericana este realce de linea de negocio también ha sido muy bien

influenciado puesto que somos el continente con mayor masa de mascotas; en el 2017 se reporté la
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existencia de 670 millones de mascotas en todo el mundo y ya para el 2022 se estima que habra 730
millones del cual el 45% del crecimiento se dara en América Latina y el Caribe y de esta region el 72%, es
decir, 115 millones sera del incremento de canes. Es por esta razén que se han calculado proyecciones
en el mercado de mascotas, en el 2018 la industria global del Pet Food se valord, en 83.02 mil millones
de ddlares; actualmente, después de todos los percances ocurridos en el afio 2020 por la pandemia de
covid-19, se pronostica que, para el afio 2025, la industria reciba una tasa de crecimiento anual
compuesta de 4,5%. Por lo que se espera que para el aiio 2025 la industria llegue a los 90.4 mil millones
de ddlares. Por otra parte, la industria de mascotas Packaged Facts pronostica que haya un aumento en
sus ventas a diferencia del 2021 del 5,5% para el 2022, seguido de un aumento del %5 para los afos

2023 y 2024(Carbajo, 2021).

Estas cifras prometedoras a la evolucidn de las ventas de los productos que comienzan a tener

mayor demanda segun Afepadi, (2018) son:

. Para huesos y articulaciones: este debido al incremento de esperanza de vida de las
mascotas, entonces las mascotas empiezan a revelar trastornos articulares y los
suplementos mas demandados para aliviar los sintomas o prevenir son glucosamina,
condroitina, el metilsulfonilmetano (MSM), la boswellia o yuca.

. Para control de peso o colesterol: este debido al factor comun que tienen los perros en
desarrollar cuadros de sobrepeso y obesidad y se ha visto que una buena
suplementacién probidtica ayuda a regular o prevenir estos trastornos.

. Para el control digestivo: sobre todo en este aspecto los suplementos alimenticios han
sido mas demandados, con el fin de mantener y promover la salud gastrointestinal por

medio de recetas Unicas de prebidticos, probidticos y enzimas digestivas.
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. Para el tratamiento del pelaje: se ha evidenciado que los animales de compaiiia
especialmente perros estdn muy expuestos alergias estacionales, picores o irritaciones
de piel, por lo que las suplementaciones de acidos grasos como Omega-3 y probidticos

con estas caracteristicas antioxidantes son cada vez mas demandados.

Mercado de probidticos para animales de compaiiia

Muchos estudios han revelado la importancia del uso de suplementaciones probidticas por los
multiples beneficios que otorgan a la salud por lo que se pronostica que los ingresos anuales mundiales
alcancen los 64 mil millones de délares para 2023(Sb et al., 2020). La comercializacion de probidticos se
ha dado de diferentes formas como cdpsulas, alimentos fermentados y suplementos lacteos, otro de los
beneficios de las caracteristicas que los probidticos han revelado al consumidor son debido a su bajo
costo, baja probabilidad de eventos adversos y por su facilidad de ingesta(Reid et al., 2019). Por sus
multiples beneficios sobre todo por trastornos gastrointestinales y como suplementacion después de
una fuerte ronda de antibidticos los veterinarios recetan su consumo pese a que son productos que no
han sido regularizados hasta la actualidad y solo se tiene evidencia empirica de sus beneficios(Metras et

al., 2020).

El crecimiento del mercado probidtico en América Latina y el Caribe aun es incierto, a diferencia
de Asia, China, India y Japdn que son regiones que dominan el mercado probidtico pese a los percances
vividos por la pandemia de covid-19 y esto debido a su elevado avance tecnolégico y por sus estrategias

de inversion de |+D para la creacién de nuevas cepas probidticas potenciales(Mordor Intelligence, 2020).

En la actualidad solo existe un estudio llevado a cabo por Metras et al., (2020) que revela el
contenido real de los productos comerciales de kéfir disefiados para animales de compaiiia en el que se
encontraban varias marcas especialmente extrajeras con diferentes presentaciones como The Honest

Kitchen Daily Boosters Instant Goat’s Milk, Open Farm Raw Organic Grass-Fed Kefir Topper, Pet Food
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Raw Cow’s Milk Kefir, Coco Love Coconut Kefir for Dogs Nuggets, Champions Choice Natural Kefir y Only
Natural Raw Goat Milk Kefir; en el Ecuador no se patentado ninguna marca comercial probiética para
animales de compaiiia; y esta experimentacion reveld que las seis marcas analizadas no contenian los
recuentos bacterianos puestos en la etiqueta y ademds muchas de las afirmaciones con respecto a los
beneficios en la salud no tiene respaldo cientifico y pese a ello se comercializan. En la actualidad solo
existen dos ensayos clinicos publicados en perros el de Kim et al., (2019) en donde evaluaron el efecto
modulador del kéfir de leche en la microbiota intestinal canina y se demostré que esta es capas de
modular la microbiota a partir de la 2 semana de suplementacién continua y el segundo por Gaspardo et
al., (2020) que evalud la seguridad y facilidad de administracién de Lactobacillus kefiri (bacteria lactica
gue conforma el 80% del consorcio) en perros sanos y su capacidad para regular la microbiota intestinal

con su consecuente secrecidn de IgA, sin embargo, no lograron demostrar el efecto deseado.

Sistema digestivo de los perros

Los perros son seres oportunistas y generalistas en su mayoria, puesto que genéticamente son
omnivoros, es decir, comen tanto vegetales como carne y su digestion es a fin con cualquiera de las dos
dietas; pese de que estos fueron domesticados ya hace mas de 12.000 o 14.000 afios su sistema
digestivo sigue siendo igual y no ha cambiado pese a los cambios dietéticos que ha experimentado hasta

la actualidad (Gaviria, 2016).

El sistema digestivo de los perros es mucho mas complejo pero muy parecido a la del humano
con algunas diferencias marcadas sobre todo respecto a la seccién de ingesta como la boca, faringe y
es6fago que tienen una longitud mayor a la del humano y varia de acuerdo con la raza, las paredes
internas del eséfago son muy gruesas debido a que tiene como funcidn triturar lo que mas se pueda el
bolo alimenticio puesto que los perros a penas y mastican el alimento y es por esto también que sus

glandulas salivales no secretan la ptialina (encargada de la hidrélisis de los carbohidratos), y también
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tiene muy pocas papilas gustativas. Una vez que ya pasa a la seccion de digestion el bolo alimenticio ya
tiene contacto con los acidos gastricos, que en este caso es mucho mas acido que la del humano debido
a que le permite digerir huesos o combatir contra patdgenos; el tamaio del estémago y del higado
también son mucho mayores y el estdmago no sirve solo para digerir si no también para almacenar
alimento; en esta seccidn es donde se secretan la mayor cantidad de enzimas digestivas especialmente
provenientes del pancreas, antes de que el bolo alimenticio sea almacenado en la vesicula biliar este
pasa por un tratamiento de bilis, en donde digieren todas las grasas y aqui también el higado tiene la
funcidn de eliminar sustancias téxicas; la longitud del intestino delgado varia de acuerdo al tamaiio del
perro pero se suele encontrar dentro de un intervalo de 2 a 6 metros y es donde se produce la mayor
cantidad de reacciones quimicas para la digestién. Una vez que el bolo alimenticio ya pasa a la seccidn
impulsiva este va primero al intestino grueso, que contrario al delgado tiene una longitud muy pequefia
gue va desde los 20 a los 80 cm, sin embargo, aqui el bolo alimenticio pasa un buen tiempo con el fin de
qgue se fermenten todos los alimentos no digeridos , y aquellos que no han sido bien digeridos se quedan
almacenados en vez de ser expulsado, como son usualmente los huesos(Ishida et al., 2018; Tello

Valencia, 2013).

Figura 3.

Sistema digestivo de perros

Nota: Tomado de («Carnivores, Omnivores & Herbivores», 2017)
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Microbiota intestinal de perros

Para empezar a describir el microbiota intestinal canina se debe comprender a que se refiere el
término “microbiota” el cual fue acufiado por Joshua Lederberg y se refiere a toda esa comunidad
ecolégica de microorganismos comensales, simbidticos y patdgenos que comparten un espacio corporal
(Schmitz & Suchodolski, 2016). En el caso de los canes su microbiota intestinal es tan compleja y variada
gue supera a la del humano puesto que presenta mas de un millar de fenotipos bacterianos y su
diversidad va aumentando de acuerdo aumenta el paso por el sistema gastrointestinal y esta diversidad
se ve muy marcada entre las diferentes razas de canes, nichos intestinales y area geografica
(Grzeskowiak et al., 2015). Se describe que el microbiota intestinal de canes es 10 veces mds que el
numero de células del huésped. Ademas, esta complejidad microbiana es esencial para la regulacion de
la salud y la inmunidad del huésped puesto que los metabolitos producidos por estos microorganismos
son los que mantienen el equilibrio microbiota-huésped (eubiosis); algunos de los beneficios que estos
microorganismos otorgan al huésped es que son una barrera de defensa contra patégenos transitorios,
descomponen y obtienen energia de los nutrientes, producen metabolitos nutricionales a los
enterocitos y ayudan a la regulaciéon del sistema inmune. Cuando hay una alteracion o desequilibrio de
la microbiota-huésped se le conoce como disbiosis, es decir, hay un aumento desmedido de
microorganismos patdgenos y es lo que produce los trastornos del sistema gastrointestinal como las

enteropatias crénicas y la colitis granulomatosa en perros(Pilla & Suchodolski, 2020).

En la actualidad, se ha podido identificar la mayor cantidad de microorganismos del tracto
gastrointestinal a través de la amplificacion del gen del ARNr 16S en una secuenciacion de alto

rendimiento, a continuacidn, se reportan algunas de ellas:
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Figura 4.

Tracto gastrointestinal canino y sus microorganismos dominantes.
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Efecto de la dieta probidtica sobre la microbiota intestinal canina

El efecto de una suministracidn probidtica en animales de compafiia como los perros no ha sido
muy bien estudiado por lo que no existe un respaldo cientifico fuerte que describa la calidad de los
productos probidticos para animales de compafiia o de la supervivencia probidtica en el sistema
gastrointestinal, este tipo de suministracion se ha estudiado principalmente en animales de granja para

el control de diversos trastornos y enfermedades(Grzeskowiak et al., 2015).
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Con el tiempo se han descrito los multiples beneficios que pueden otorgar los probiéticos a las
mascotas como: la regulacion del sistema inmunoldgico, ayuda a mantener perfiles bajos de estrés y
obesidad, desplaza enteropatégenos causantes de infecciones, promueve el crecimiento y desarrollo y

regula los trastornos alérgicos(Grzeskowiak et al., 2015).

La falta de respaldo cientifico segin Schmitz & Suchodolski, (2016) dicen que se debe
principalmente a 4 razones y es debido a que se han utilizado técnicas de secuenciacién muy
tradicionales que han limitado la cuantificacién de un gran nimero de bacterias, la mayoria de los
estudios se han efectuado en canes sanos lo que ha imposibilitado la comparacién con canes enfermos o
susceptibles a trastornos gastrointestinales, en la mayoria de los estudios se han tomado muestras de
heces fecales en lugar de biopsias de mucosas o ingestas y por ultimo se han suplementado una gran
gama de productos probidticos y dosis lo que de igual forma a dificultado la comparacién con otras

investigaciones.

La mayoria de probidticos tienen como base bacterias acido-lacticas (BAL) las mismas que se
encuentran en pequeias cantidades en el intestino canino, incluida las especies de Lactobacillus como L.
fermentum (VET9A), L. plantarum (VET14A), L. rhamnosus (VET16A) los cuales han demostrado su
potencial probidtico por su capacidad de adherencia al moco intestinal pudiendo de esta manera
desplazar enteropatégeno como Enterococcus canis, C. perfringens, Salmonella entérica, etc

(Grzeskowiak et al., 2015).

Hay varias evidencias que revelan el supuesto potencial de bacterias probidticas aisladas de
animales y aplicadas en perros como es el caso del estudio de O’Mahony et al., (2009) en la que se puso
a prueba la calidad de L. acidophilus (DSM13241) el cual sobrevivio al transito intestinal y aumento a los
lactobacilos y disminuyd los clostridios en las heces fecales causantes de diarrea crénica en perros. Por

otra parte una investigacion realizada por Weese & Anderson, (2002) reveld que la aplicacion de E.
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Faecium (NCIB 10415) como cepa probidtica en canes produjo un aumenté de los recuentos bacterianos
de Salmonella spp. y Campylobacter spp. pero redujo los niveles clostridiales; es por esto que varios
investigadores se han replanteado el uso de estas cepas como potenciales probidticos y buscar otras
fuentes de suplementacion como es el caso de las bebidas fermentadas como kéfir de leche, pese al
impulso en la actualidad solo existen dos investigaciones que pusieron a prueba el potencial probiético
del kéfir de leche, el uno desarrollado por Kim et al., (2019) en donde evaluaron el efecto modulador del
kéfir de leche en la microbiota intestinal canina y se demostrd que esta es capaz de modular la
microbiota a partir de la 2 semana de suplementacién continua y el segundo por Gaspardo et al., (2020)
gue evalué la seguridad y facilidad de administracidon de Lactobacillus kefiri (bacteria lactica que
conforma el 80% del consorcio) en perros sanos y su capacidad para regular la microbiota intestinal con

su consecuente secrecion de IgA, sin embargo, no lograron demostrar el efecto deseado.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo permiten el crecimiento de microorganismos en el laboratorio, los cuales
les brindan los nutrientes y condiciones fisicoquimicas necesarias para su desarrollo. Usualmente los
medios son dispensados en cajas Petri o en tubos de ensayo de acuerdo la utilidad de la prueba. Los
medios de cultivo se clasifican de acuerdo con su proporcién en agar en sdélidos, semisdlidos y liquidos y
de acuerdo a su utilidad en nutritivos, de enriquecimiento, selectivos y diferenciales(Barrero Cuevas,

2016).

Medios selectivos

Poseen componentes inhibidores que evitan el crecimiento de cierto tipo de microorganismoy
solo permite el crecimiento de las bacterias deseadas. Por ejemplo, el agar MacConkey posee sales
biliares y cristal violeta, el cual inhibe el desarrollo y crecimiento de bacterias grampositivas y hongos,

permitiendo el desarrollo de bacterias gramnegativas(Barrero Cuevas, 2016).
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Medios diferenciales

Poseen componentes que ayudan al manifiesto de algunas caracteristicas comunes de especies
o grupos de microorganismos. Por ejemplo, agar MacConkey posee lactosa y rojo neutro (como
indicador) lo que causa la revelacion de las bacterias fermentadoras de lactosa puesto que se muestran
con una coloracién rosa intenso mientas las que no fermentan (lactosas negativas) simplemente no

producen color y se muestran incoloras o blanquecinas(Barrero Cuevas, 2016).

Medios de cultivo utilizados en la presente experimentacion

Agar MacConkey

Se caracteriza por ser un medio selectivo-diferencial que usualmente se utiliza para el
aislamiento e identificacién de enterobacterias como bacilos gramnegativos. Esta compuesto por sales
biliares, cristal violeta, lactosa y rojo neutro. Los compuestos selectivos son las sales biliares y el cristal
violeta puesto que no permiten el crecimiento de grampositivos y hongos; por otra parte , lactosay el
rojo neutro(indicador de pH) son los compuestos diferenciales que permiten la identificacién de
bacterias fermentadoras o no fermentadoras de lactosa, las lactosas positivo acidifican el medioy
revelan una coloracién rasa intenso (por ejemplo, E. coli) mientras que las lactosas negativas no
acidifican el medio y se muestran incoloras o blanquecinas (por ejemplo, Salmonella spp.)(Barrero

Cuevas, 2016).

Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)

Se caracteriza por ser también un medio selectivo-diferencial. Esta compuesto por sales biliares
y colorantes como fucsina acida y azul de bromotimol, los cuales retrasan el crecimiento de otras
bacterias diferentes al género de Salmonella spp. y Shigella spp., Los componentes diferenciales ayudan
identificar las bacterias fermentadoras o no fermentadoras de lactosa en este caso las lactosas negativas

presentan una coloracién verdeazulada mientras que las lactosas positivas revelan una coloracién
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amarillo a salmén debido al cambio de color del azul de bromotimol (por ejemplo, E. coli)(Barrero

Cuevas, 2016).

Agar Miiller-Hinton

Es un medio no selectivo y no diferencial, es decir, en el crecera cualquier tipo de
microorganismo. Estd compuesto por extracto de carne, hidrolizado de caseina, almidén y agar. Este se
diferencia mucho se los otros medios porque es ideal para pruebas de sensibilidad a antibidticos y esto
debido a que es un agar suelto, es decir, contiene menor proporcién de agar que otros medios, lo que le
posibilita que los antibidticos se difundan con mayor facilidad en el medio y se observen las zonas de
inhibicidn, ademas, el almiddn tiene la capacidad de absorber las toxinas liberadas por las bacterias

evitando asi que estas interfieran con los antibiéticos(BD, 2017).

Caldo Nutriente

Se caracteriza por ser un medio no selectivo, se utiliza usualmente para el crecimiento de
microorganismos no exigentes. Estd compuesto por pluripeptona, es decir, una mezcla de partes iguales
de peptona de carne, caseina y extracto de levadura como fuentes de carbono y nitrégeno, y cloruro de

sodio que se encarga de mantener el equilibrio osmotico del medio (Britania, 2016).

Pruebas Bioquimicas

Indol

Es una prueba que permite la identificacidn de aquellas bacterias que tienen la capacidad de
romper el triptdfano con la ayuda de la enzima triptofanasa causando una hidrdlisis del aminodcido y su
desaminacién, obteniendo como productos finales indol, acido pirdvico, amoniaco y energia.
Usualmente para esta prueba se utiliza previamente un medio de crecimiento bacteriano como caldo
nutriente y una vez que las bacterias ya hayan crecido en el medio se dispensa un par de gotas del

reactivo de Kovac que esta compuesto por para-dimetil-aminobenzaldehido mas alcohol amilico o
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isoamilico y acido clorhidrico concentrado; y a partir de ahi se efectta la reaccidn descrita, cuando la
reaccion es positiva se da la formacidn de un anillo rojo, esto debido a que cuando se da la produccién
de indol este reacciona en medio 4cido con el p-dimetil-aminobenzaldehido formando un compuesto

quinoidal de color rojo violeta(Vasconez et al., 2017).

Figura 5.

Reaccidn de la prueba del indol
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Nota: Tomado de (Vasconez et al., 2017).

Triple Sugar Iron Agar/ Agar triple azicar hierro (TSI)

Se caracteriza por ser un medio diferencial, especialmente para bacterias gramnegativo, capaces
de fermentar azucares y producir sulfuro. Esta compuesto por peptona, extracto de carne y levadura,
sacarosa, glucosa, lactosa, sulfato de hierro, cloruro sédico (mantiene el balance osmatico), tiosulfato de
sodio y rojo fenol (indicador del pH). Segun, (BD, 2015) nos habla de que se pueden evidenciar varias

reacciones en el medio de TSI

° Cuando las bacterias son fermentadoras de glucosa estas acidifican el medio y
revelan una coloracién amarilla en el fondo del tubo, por el contrario, si son

fermentadoras de glucosa negativo el medio permanecera de color rojo.
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. Cuando las bacterias son fermentadoras de lactosa o sacarosa estas acidifican el
medio y revelan una coloracién amarilla en la parte superior del medio, si son
fermentadoras de glucosa negativo el medio permanecera de color rojo.

) Si se da una reduccion de las sales de hierro, es decir, del tiosulfato de sodio con la
consecuente formacién de acido sulfurico con las fuentes de iones Fe3+ (sulfato de
hierro y amonio) produciran sulfuro de hierro que se revelara con un
ennegrecimiento del medio el cual suele impedir observar la fermentacion de la
glucosa, sin embargo, esto revela directamente que es una bacteria fermentadora
de glucosa.

. Si existe un desplazamiento o rotura del medio esto significa que la bacteria es

productora de gas.

Capitulo lll: Materiales y Métodos

Figura 6.

Evaluacion del kéfir de leche en el fenotipo de resistencia de Escherichia coli.
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Zona de estudio

El proyecto involucrd dos fases:

Obtencién de muestra canina

Las muestras de heces caninas fueron recolectadas de la Veterinaria Acciéon Animal, cuyo
propietario corresponde al sefior Camilo Ramirez, en la Parroquia Conocoto, Sector la Moya, Cantdn
Ruminahui, de la Provincia de Pichincha, ubicado en la calle Eugenio Espejo y Mejia al suroriente del

pais, Latitud: 0°18'05.9"S, Longitud: 78°28'25.0"0.

Trabajo de laboratorio
Después de la recolecta el trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de enzimologia
CICTE de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, que se encuentra ubicada en la Av. General

Rumifiahui S/N y Ambato.

Preparacion del Kéfir

Para la elaboracién de la suplementacion probidtica de kéfir de leche se utilizaron 75 gr de
granulos iniciadores de leche obtenidos comercialmente, los cuales se inocularon en 720 mL de leche
entera, en un recipiente de vidrio de boca ancha, se cubrié el recipiente con papel toalla para evitar
cualquier tipo de contaminacién y se cultivaron a temperatura ambiente por 18 — 20 h. Después de la
fermentacidn a un pH de 4, se separaron los granulos de la leche de kéfir utilizando un cernidor

esterilizado. El fermento fue preparado diariamente durante todo el periodo experimental.

Animales y disefio experimental

En la presente experimentacion se incluyeron perros adultos sanos, de los cuales 11 fueron
mestizos y uno de raza pitbull (n=12, 7 machos, 5 hembras; edad media de perros < 6 (adultos; rango:1-
5) y geriatricos(rango: 7-12) de 1,83+1,28 y 9,33 + 1,58 afios respectivamente)(Tabla 1). Los perros

fueron cedidos por la Veterinaria Accién Animal — Ecuador, estos estaban bajo el cuidado y proteccion



62

de la institucion. Seis de los perros estaban alojados individualmente y los otros 6 en dos grupos de 3, la
limpieza de las jaulas se efectué constantemente por el personal de la veterinaria y se les proporcioné
ejercicio al aire libre una vez al dia. La alimentacion de los perros se mantuvo con total normalidad,
balanceado, dos veces al dia y el agua fue dada ad libitum. La investigacién se realizo en tres fases, la
primera fase o fase de adaptacién, tomd un total de 3 dias, en la que cada perro fue sometido a una
administracién diaria de 60 mL con el fin de observar su tolerancia al kéfir de leche, posterior a esta
fase, prosiguid la fase de descanso o vacio de 5 dias previo al dia 0 (d0) de la fase experimental.
Finalmente, la fase experimental tuvo una duracion de 28 dias con una suplementacién diaria de 60 mL
de kéfir de leche, controlando su administracion hasta su consumo total. El consumo, tanto de los

alimentos, agua como de kéfir de leche se registraron diaria e individualmente para cada perro.

Tabla 9.

Caracteristicas de los perros en investigacion

Raza Género Edad Peso Puntaje de Puntuacion fecal
condicién (PF)

corporal (PCC)

k1 Mestizo MC 5 17,6 3 5
k2 Mestizo MC 7 13,86 3 5
k3 Mestizo HC 10 18,96 4 1
k4 Mestizo HC 10 18 4 1
k5 Mestizo HC 1 16,7 3 1
k6 Mestizo HC 1 16,6 3 1
k7 Pitbull MC 2 25 3 1
k8 Mestizo MC 1 19,3 4 1
k9 Mestizo HC 7 15,6 3 1
k10 Mestizo MC 1 11,58 2 2
k11 Mestizo McC 12 16 4 1
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k12 Mestizo MC 10 16,2 5 5

Nota: HC = hembra castrada, MC = macho castrado. Todos los perros mantenian una dieta balanceada.

Condicidn corporal

El puntaje de condicidn corporal (PCC) de cada perro se monitorizé contantemente durante toda
la fase experimental, la cual fue evaluada segun Kim et al., (2019) de la siguiente manera: 1 = muy
delgada (los huesos como las costillas se podian observar y palpar facilmente sin cobertura de grasa), 2 =
bajo peso (los huesos se podian palpar con una pequefa cantidad de cobertura de grasa), 3 = ideal (las
costillas se pueden palpar a través de una ligera cubierta de grasa), 4 = sobrepeso (costillas dificiles de
palpar debido a la cobertura de grasa moderada), y 5 = obesos (costillas dificiles de palpar debido a la

gruesa cubierta de grasa).

Muestreo

La toma de las muestras fecales frescas se realizé al dO, d14y d28 de la fase experimental.
Inicialmente las muestras pasaron por una evaluacién de acuerdo con la puntuacion fecal (PF) de Bristol
(Lewis & Heaton, 1997): 1 = bultos duros separados; 2 = grumoso y parecido a una salchicha; 3 = una
forma de salchicha con grietas en la superficie; 4 = como una salchicha o serpiente suave y suave; 5 =
manchas suaves con bordes claros; 6 = consistencia blanda con bordes irregulares; y 7 = consistencia
liquida sin piezas soélidas. Se realizaron las tomas de heces inmediatamente después de la defecacidn
voluntaria de los perros durante su respectivo paseo individual, mediante un hisopado en diferentes
areas de las heces para mantener la aleatorizacion de la muestra y posterior a ello, se realizé la
inoculacidn primaria en medios selectivos - diferenciales para enterobacterias como Agar MacConkey
(Titan Biotech) y Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (MERCK). Posteriormente, las muestras fueron
trasladadas en un contenedor en un periodo aproximado de 3 h a temperatura ambiente al laboratorio

para continuar con su siembra.
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Siembra y aislado de bacterias

Inmediatamente, al llegar las muestras al laboratorio se realizo la estriacion por agotamiento del
inoculo primario de los medios selectivos - diferenciales para enterobacterias y se colocaron en fundas

de plastico estériles por 48 - 72 h.

Identificacion de enterobacterias

Después de las 48 - 72 horas del aislado bacteriano se tomaron 5 colonias del cultivo las cuales
fueron seleccionadas por su aspecto, textura, olor, color y capacidad de fermentar la lactosa y se

sembraron en medios de indol y TSI, al cabo de 24 horas se observaron los resultados.

Sensibilidad antibiotica

Utilizando el método Kirby Bauer, para la preparacidn del inéculo se tomé con un hisopo 2 de las
5 colonias aisladas en TSI, se sembrd en 9 mL de agua estéril hasta conseguir una turbidez del 0.5 de la
escala de MacFarland. Al haber obtenido la turbidez ideal se introdujo un hisopo dentro de la
suspension y se elimind el exceso de liquido rotando el hisopo por las paredes del tubo. A continuacion,
dentro de un area totalmente estéril se inoculd las placas de Mueller-Hinton deslizando el hisopo por la
superficie del agar 2 veces, rotando la placa unos 180° cada vez y pasandola por ultimo por la periferia
del agar con el fin de cubrir el medio totalmente y no dejar ninguna zona libre, se coloco la tapa de la
placay se dejo secar de 3 a 5 minutos antes de depositar los discos; inmediatamente se colocaron los
discos con antibiéticos mediante el uso de pinzas estériles con una distancia a la pared de la placa de 15
mm y entre ellos de 30 mm, se oprimio ligeramente los discos para asegurar un buen contacto con el
medio de cultivo, las placas fueron colocadas en fundas estériles y se dejo inocular las placas invertidas
por un periodo de 48 h a temperatura ambiente. Con respecto al Método de Jarlier, el procedimiento se
dio a la par y de la misma manera con la diferencia que se colocé un disco inhibidor de B — lactamasas

(Amoxicilina/ac. clavulanico) en el medio de la placa y alrededor de él se colocaron las cefalosporinas
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(Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefazolina y Cefuroxima). La medida del didametro de la zona de inhibicidn se

midid con una regla milimetrada desde el exterior de la placa sin quitar la tapa, para el caso de la

revelacion de BLEE con el Método de Jarlier se observo si hubo alguna sinergia entre la Amoxicilina/ac.

clavulanico y las cefalosporinas y finalmente se interpretaron los resultados segun Performance

Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing (M100-S24).

Tabla 10.

Antibidticos probados y clases de antibidticos correspondientes al fenotipo de E. coli

Codigo Antibiético Clase de antibiético
SAM-20 Ampicilina/sulbactam B - lactamasas
CAZ-30 Ceftazidima Cefalosporinas
CRO-30 Ceftriaxona Cefalosporinas
CN-10 Gentamicina Aminoglucdsidos
TE-30 Tetraciclina Tetraciclinas
CIP-5 Ciprofloxacina Fluoroquinolonas
SXT-25 Trimetoprima/sulfametoxazol Inhibidores de la via del folato
AM-10 Ampicilina Penicilinas
CzZ-30 Cefazolina Cefalosporinas
AK-30 Amikacina Aminoglucdsidos
AMC-30 Amoxicilina/ac. clavulanico B - lactamasas
CXM-30 Cefuroxima Cefalosporinas

Analisis estadistico

Todos los datos se representan como la media + margen de error. Para los andlisis estadisticos

se utilizé el software InfoStat se aplicé tanto una estadistica descriptiva como diferencial. Para graficar

los resultados de la resistencia fenotipica de E. coli se utilizé un Box-Plot, posterior a ello se realizé un

test de comparaciones multiples de Duncan utilizaron un valor — p <0,05.
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Capitulo IV: Resultados

Animales

Los exdmenes fisicos y parametros fecales de los 12 perros adultos sanos incluidos en el estudio
mostraron una edad media de perros < 6 (adultos) y geriatricos de 1,83+1,28 y 9,33 + 1,58 afos
respectivamente. El peso de ambos grupos no vario se mantuvo en una media de 17,8 + 3,5y 16,44
+1,45 kg respectivamente, al igual la puntuacién de condicién corporal (PCC) de3+0,5y 3,83 +0,6 se
mantuvo en un promedio normal y su puntuacidn fecal (PF) inicial y final fue normal (rango: 1-5). En

conclusion, no hubo cambios significativos de PCC, PF ni peso durante el periodo experimental.

Identificacion de enterobacterias

El aspecto de las colonias de Escherichia coli en Agar MacConkey (Titan Biotech) se observaron
con colonias rosadas estrelladas convexas en su interior y el medio bajo ellas se torné rosado por su
capacidad de fermentar la lactosa (Figura 7B), con respecto a las colonias de Escherichia coli en Agar
Xilosa Lisina Desoxicolato (MERCK) las colonias se observaron color crema y achatadas (Figura 7A); la

textura de las colonias de Escherichia coli en ambos medios fue rugosa y con un olor a queso.

Las pruebas bioquimicas para comprobar y revelar la presencia de E. coli mostraron ser
degradadoras de lactosa por el aspecto A/A y con gas en el medio de TSI (Figura 7C), para la prueba de
indol, también mostraron ser positivas por la presencia del anillo rojo caracteristico de bacterias capaces

de romper el indol del aminoacido triptéfano por desaminacién reductiva(Figura 7D).
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Figura 7.

Identificacion de Escherichia coli en medios selectivo-diferencial

Nota: Agar Xilosa Lisina Desoxicolato colonias color crema y achatadas (A) en Agar MacConkey colonias
rosadas estrelladas convexas en su interior (B). Pruebas bioquimicas: aspecto A/A y con gas en el medio
TSI, capacidad de las bacterias para fermentar azucares (C), indol positio por presencia del anillo rojo,

capacidad de las bacterias para romper el anillo del triptéfano (D).

Sensibilidad antibiotica

Estadistica descriptiva

La evaluacién de las 12 muestras con B — lactamasas, cefalosporinas, aminoglucdsidos,
tetraciclinas, fluoroquinolonas, inhibidores de la via del folato y penicilinas al d0 mostré que k6 fue la
Unica resistente a todas las cefalosporinas (CAZ-30,CRO-30,CZ-30 y CXM - 30), sin embargo, no hubo
ninguna interaccion con amoxicilina mas acido clavulanico(AMC-30) utilizando el Método de Jarlier que

revelaria la presencia de BLEE; por otra parte k3 también se revelé como una posible presencia de BLEE



68

porque mostro resistencia intermedia para Ceftazidima (CAZ-30; 4,17%(24,66-28,18)) y Ceftriaxona
(CRO-30;4,17%(31,71-38,79)) y para el caso de Cefazolina(CZ-30) y Cefuroxima (CXM-30) no fue la Unica
muestra en presentar resistencia sino que se obtuvo un 20,83%(20,72-27,08; 17,38- 23,21) de
resistencia para ambos antibidticos pero a pesar de ello no hubo ninguna interacciéon con amoxicilina
mas acido clavulanico(AMC-30); con respecto a tetraciclina (TE-30) k1, k3 y k6 mostraron
resistencia(12,5%(23,04 — 33,21)); k1 fue el Unico que mostro resistencia por
trimetoprima/sulfametoxazol (SXT-25; 4,17%(28,78-36,88)); en el caso de la ampicilina(AM-10) mas de
la mitad se mostraron resistentes (54,17%(7,04- 15,38)) y k8 y k9 con resistencia intermedia(16,67%);
por otra parte para la amoxicilina mds acido clavulanico(AMC-30) casi la mitad se mostrd resistente
(45,83%(7,42 —13,74)), el 37,5% de resistencia intermedia y solo 16,67% fueron sensibles; la resistencia
de ampicilina/sulbactam (SAM-20) se revel6 en la mayoria de las muestras (83,33%(8,34 — 14,83)); y por
ultimo la mayoria de las muestras se revelaron sensibles para gentamicina, ciprofloxacina y amikacina

(Figura 8).
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Figura 8.
Proporciones agrupadas de aislados de resistencia a antibidticos al dia O en perros por didmetro de

inhibicion
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Para el d14 la mayoria de las muestras siguieron mostrando resistencia a
ampicilina/sulbactam(SAM-20; 87,5%(3,17 — 8,24)); resultado semejante a la resistencia a amoxicilina
mas acido clavulanico (AMC-30; 83,33%(5,48 — 11,77)) en la mayoria de las muestras a excepcion de k2 y
k12 que fueron sensibles(8,33%); en el caso de la resistencia a las cefalosporinas con posible presencia
de BLEE solo k3 reveld este comportamiento con resistencia a CAZ-30,CRO-30, CXM-30y CZ —30 (24,91-
30,59; 33,81 -41,94; 21,46 — 26,63 y 19.74 — 25,17)) pero tampoco hubo ninguna interaccién con
amoxicilina mas acido clavulanico utilizando el Método de Jarlier; las muestras presentaron resistencia
del 16,87% vy resistencia intermedia del 33,33% a cefazolina (CZ —30; 19.74 — 25,17); k2 y k11
mostraron resistencia a gentamicina(CN-10;8,33%(20,98 — 23,10)); k5,k6 y k11 mostraron resistencia a
tetraciclina(TE-30 ;16,67%(17,86 — 28,05)); k3 fue la Unica muestra que mostrd resistencia a
ciprofloxacina(CIP-5 ;4,17%(40.84 — 46,82)); el % de las muestras mostraron resistencia a

trimetoprima/sulfametoxazol (SXT-25; 25%(19,71 — 33,46));la mayoria de las muestras mostraron
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resistencia a ampicilina(AM-10;70,83%(5,48 — 13,10)) ; y k2 fue la Unica que mostré resistencia a

amikacina(AK-30;4,17%(22,17 — 25,42)) (Figura 9).
Figura 9.
Proporciones agrupadas de aislados de resistencia a antibidticos al dia 14 en perros por didmetro de

inhibicion.
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Finalmente, para el dia 28 la resistencia por ampicilina/sulbactam (SAM-20;91,67%(5,95 —
11,47)) prevalecid en la mayoria de las muestras, a excepcién de k8 y k10 que fueron sensibles (8,33%);
no se revelaron resistencia por cefalosporinas a excepcion de la resistencia por cefazolina(Cz-
30;4,17%(21,46 - 24,21)) en k11 y resistencia intermedia para la mitad de las muestras (50%) y
resistencia intermedia por cefuroxima (CXM-30,20,83%(22,87-24,55)); k1 y k3 mostraron resistencia a
tetraciclina(TE-30,12,50%(19, 31 — 27,27)); k1 y k5 mostraron resistencia por
trimetoprima/sulfametoxazol(SXT-25, 8,33%(22,89 — 30,52)); para ampicilina (AM-10) el 29,17%(10,81 —
14,52) mostro resistencia y el 41,67% resistencia intermedia; mas de la mitad de las muestras mostraron

resistencia intermedia (62,50%(11,41 — 15,43)) y 1/3 de ellas fueron resistentes (29,17%) a amoxicilina
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mas acido clavulanico(AMC-30); en el caso de la gentamicina(CN-10; 4,17%(16,46 — 19,79)) y amikacina
(AK-30,4,17%(19,97 — 21,95)) solo k10 y k12, respectivamente mostraron resistencia intermedia y por

ultimo todas las muestras se revelaron sensibles para ciprofloxacina(CIP-5) (Figura 10).

Figura 10.

Proporciones agrupadas de aislados de resistencia a antibidticos al dia 28 en perros por didmetro de

inhibicion
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Patrones de susceptibilidad por las cefalosporinas de los aislados de las heces fecales de canes.

Especie
bacteriana

aislada

NuUmero de

aislados

Numero
total de

Tiempo Antibidticos resistentes aislamientos

Nivel de resistencia

(%) con IC del 95%

Patron de

susceptibilidad

CAZ-30 1 24 4,17 (24,66 -28,18) Muy sensible

CRO-30 1 24 4,17 (31.71-38,79) Muy sensible
% Cz-30 5 24 20,83 (20,67 -27,08) Sensible

CXM-30 5 24 20,83 (17,38-23,21) Intermedia

CAZ-30 1 24 4,17 (24,91 -30,59) Muy sensible

Escherichia CRO-30 1 24 4,17 (33,81-41,94) Muy sensible
coli ai4 Cz-30 4 24 16,67 (19,74 -25,17) Sensible
CXM-30 1 24 4,17 (21,46 - 26,63) Sensible

CAZ-30 0 24 0,00 (26,99 -29,93) Muy sensible

CRO-30 0 24 0,00 (31,77 -35,32) Muy sensible
028 Cz-30 1 24 4,17 (21,46 -24,21) Sensible
CXM-30 0 24 0,00 (22,87 -24,55) Sensible

Tabla 12.

Patrones de susceptibilidad por las 8 — lactamasas, aminoglucdsidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas,

inhibidores de la via del folato y penicilinas de los aislados de las heces fecales de canes.

Especie Nimerode Numero
Nivel de resistencia Patrén de
bacteriana aislados total de
(%) con ICdel 95%  susceptibilidad
aislada Tiempo Antibidticos resistentes aislamientos
SAM-20 20 24 83,33 (8,34-14,83) Resistente
Escherichia
do CN-10 0 24 0,00 (19,29-20,88) Muy sensible
coli
TE-30 3 24 12,50 (23,04 -33,21) Muy sensible
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Especie
bacteriana

aislada

Numero de

aislados

Numero
total de

Tiempo Antibidticos resistentes aislamientos

Nivel de resistencia

(%) con IC del 95%

Patron de

susceptibilidad

CIP-5
SXT-25
AM-10
AK-30
AMC-30
SAM-20
CN-10
TE-30
CIP-5
d14
SXT-25
AM-10
AK-30
AMC-30
SAM-20
CN-10
TE-30
CIP-5
d28
SXT-25
AM-10
AK-30
AMC-30

0
1
13
3
11
21

N O NN O Ww O

24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24

0,00
4,17
54,17
12,50
45,83
87,50
8,33
16,67
4,17
25,00
70,83
4,17
83,33
91,67
0,00
12,50
0,00
8,33
29,17
0,00
29,17

(41,07 - 46,43)
(28,79 - 36,88)
(7,04 - 15,38)
(21,75 - 24,00)
(7,42 - 13,74)
(3,17 - 8,24)
(20,98 - 23,10)
(17,86 - 28,05)
(40,84 - 46,82)
(19,71 - 33,46)
(5,48 - 13,10)
(22,17 - 25,42)
(5,48 - 11,77)
(5,95 - 11,47)
(16,46 - 19,79)
(19,31 -27,27)
(32,47 - 39,78)
(22,89 - 30,52)
(10,81 - 14,52)
(19,97 - 21,95)
(11,41 - 15,43)

Muy sensible
Muy sensible
Resistente
Muy sensible
Muy resistente
Muy resistente
Muy sensible
Muy sensible
Muy sensible
Muy sensible
Muy resistente
Muy sensible
Muy resistente
Muy resistente
Muy sensible
Muy sensible
Muy sensible
Muy sensible
Resistente
Muy sensible

Resistente

Estadistica inferencial

El test de comparaciones multiples de Duncan muestra que no hubo diferencias significativas

(valor- p =0,552) en los patrones de susceptibilidad de las 72 muestras evaluadas durante el periodo

experimental (Tabla 13).



Tabla 13.

Test de Duncan de los patrones de susceptibilidad durante el periodo experimental.
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Dia Medias n E.E

0 5,25 12 1,99
14 6,58 12 1,99
28 3,50 12 1,99

Nota: Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (valor — p > 0,05).

El Box-Plot que describe el fenotipo de resistencia de Escherichia coli aislada de las heces fecales

de canes de todos los antibidticos evaluados (Figura 11) muestra que el antibidtico que mds muestras

resistentes tuvo durante el periodo experimental fue ampicilina/sulfactam (SAM-20; 3,17 — 14,83),

seguida de amoxicilina mas acido clavulanico (AMC-30; 7,42 — 15,43) y ampicilina (AM-10; 7,04 — 15,38)

en 66, 63 y 48 muestras de las 72 evaluada, respectivamente.
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Figura 11.

Resistencia fenotipica de Escherichia coli en el periodo experimental.
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Los resultados obtenidos se aseveran con lo obtenido en el test de comparaciones multiples de
Duncan que analiza las medias del nUmero de muestras resistentes (Tabla 14) puesto que la
ampicilina/sulfactam (SAM-20), amoxicilina mas acido clavulanico (AMC-30) y ampicilina (AM-10) se
encuentran en dos grupos claramente diferenciados (B y C) del grupo de antibidticos que

permanecieron sensibles durante todo el periodo experimental (A).

Tabla 14.

Test de Duncan de nimero de muestras resistentes por cada antibidtico puesto a prueba.

Antibiotico Medias E.E
CIP-5 0,33 1,62 A
CAZ-30 0,67 1,62 A

CN-10 0,67 1,62 A



CRO-30

AK-30

CXM -30

SXT-25

TE-30

Cz-30

AM-10

AMC-30

SAM - 20

0,67

1,33

2,00

3,00

3,33

3,33

12,33

12,67

21,00

1,62

1,62

1,62

1,62

1,62

1,62

1,62

1,62

1,62

Nota: Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (valor — p > 0,05).

Capitulo V: Discusién
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En la presente investigacidn se reportd que a los 28 dias de suministracion de kéfir de leche no

se observo diferencias significativas de la resistencia fenotipica de Escherichia coli aislada de heces
fecales de canes (valor —p = 0,552), ademas, no se manifestd ningun efecto adverso clinicamente
evidente. Se dice que, entre las propiedades beneficiosas para la salud, el kéfir de leche ha reportado
tener propiedades antibacterianas (Bourrie et al., 2016; Kim et al., 2016; Rosa et al., 2017a; Slattery et

al., 2019); sin embargo, esto no se ha estudiado con profundidad en perros y entre las investigaciones

existentes es complicado comparar y extrapolar resultados debido a que se utilizan diferentes cepas de

diferentes aislados, diferentes formas de aplicacion, de dosis, tiempos, diferentes razas y edades de

perros, diferente estado fisioldgico y otras variables (Gaspardo et al., 2020).

La mayoria de las especies de Lactobacillus derivadas del kéfir han revelado ser potentes

antibacterianos, por ejemplo, L. kefiri ha demostrado tener la capacidad adherirse a las células caco-2 e

inhibir la adherencia de Salmonella typhimurium y Escherichia coli 0157:H7(A. a. Hugo et al., 2008; A.
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Santos et al., 2003). Otras especies como L. acidophilus y L. kefiranofaciens, también cepas de S.
thermophilus han revelado actividad antimicrobiana contra toda una gama de organismos patdgenos,
incluyendo E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, S. typhimurium, S. enteritidis, S. flexneri, P. aeruginosae
y Y. enterocolitica (Golowczyc et al., 2008; A. a. Hugo et al., 2008; A. Santos et al., 2003; Yiksekdag et al.,

2004).

Estudios realizados en perros utilizan cepas probidticas de aislados diferentes al kéfir de leche,
pero tienen en comun que se trata de las mismas especies de Lactobacillus, de estos estudios muy
pocos analizan la presencia de sustancias antimicrobianas, por ejemplo, Strompfova et al., (2012, 2018)
a través de un andlisis de Acidos Grasos de Cadena Corta (SCFA) reporté altas concentraciones en las
heces de perros de acidos propidnico, acético, féormico, butirico y lactico a partir del dia 14 de
suplementacion, la suministracion de la investigacidn del 2012 se realizé en forma liofilizada con 2 gr/dia
(108UFC/g) de la cepa canina L. fermentum AD1-CCM7421 , en cambio, para la del afio 2018 se utilizd
una dosis de 1 mL/dia (4 x 10° UFC/mL) de la cepa canina L. fermentum CCM 7421; cepas a las que se les
comprobd ser aptas a resistir el ambiente intestinal. Por otra parte, Gémez-Gallego et al., (2016)
suplemento a perros una leche agria con tres especies de Lactobacillus spp. (2x10°UFC/mL), la cual
redujo enteropatégenos potenciales como Clostridium perfringens productora de toxinas a, y

Enterococcus faecium.

Hasta la fecha no existe ningln estudio que haya evaluado la influencia del kéfir de leche en la

resistencia fenotipica de Escherichia coli o del microbiota intestinal de los perros.

En la actualidad, solo existen dos ensayos clinicos publicados en perros Kim et al., (2019) en
donde evaluaron el efecto modulador del kéfir de leche en la microbiota intestinal canina, en donde
demostré que es capaz de modular la microbiota a partir de la segunda semana de suplementacion

continua; y, el segundo por Gaspardo et al., (2020) que evalud la seguridad y facilidad de administracion
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de Lactobacillus kefiri (bacteria lactica que conforma el 80% del consorcio) en perros sanos y su
capacidad para regular la microbiota intestinal con su consecuente secrecidn de IgA, sin embargo, no

lograron demostrar el efecto deseado.

Escherichia coli al ser un microorganismo oportunista con respecto a la evolucion se ha
adaptado de tal manera que ha adquirido elementos genéticos o mutaciones que funcionan como
factores de virulencia y aptitud, los que se expresan por medio de elementos genéticos méviles como
transposones, integrones o plasmidos que codifican para genes de resistencia a varios antibidticos como
sulfonamida (sull y sul2), aminoglucésidos (chuA y ratA) (Abdelhalim et al., 2020), fluoroquinolonas
(Gyr A, Gyr B, parCy parE) (Adamus-Biatek et al., 2018), quinolonas (gnrA, qnrBy qnrS), fosfomicina
(fosA, fosC2 y fosA3) (Diizglin et al., 2019), estreptomicina ( strA, strBy aadA2),y a tetraciclina (tetAy
tetB)(Guardabassi et al., 2004; Lanz et al., 2003), actividades con la que ha podido propagarse en
diferentes ambientes y medios; por otra parte, varias investigaciones han reportado la presencia
Escherichia coli multirresistente en heces fecales de canes con resistencia a B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), B-lactamasas AmpC mediadas por plasmidos (pAmpCs), carbapenémicosy a las
fosfoetanolamina transferasas (resistencia a la colistina maévil, mcr) (Guerra et al., 2014; Ortega-Paredes
et al., 2019; Procter et al., 2014; P. L. C. Zhang et al., 2018). Es por esta razon que esta bacteria se
encuentra en la lista de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como una de las 12 familias de

bacterias que son un peligro para la salud humana(Tagliabue & Rappuoli, 2018).

Esta evidencia respalda los resultados obtenidos en la presente investigacion puesto que
aunque no se hayan obtenido B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) mediante el Método de Jarlier,
dos de los doce perros al dia cero mostraron una inclinacidon de pertenecer a este grupo por la
resistencia mostrada a la mayoria de las cefalosporinas evaluadas (CAZ-30,CRO-30,CZ-30 y CXM - 30) y a
otros antibiéticos como ampicilina(AM-10:54,17%(7,04- 15,38)), amoxicilina mas acido clavuldanico(AMC-

30: 45,83%(7,42 — 13,74)), ampicilina/sulbactam (SAM-20: 83,33%(8,34 — 14,83)) y tetraciclina (TE-30:
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12,50%(23,04 - 33,21)), datos que nos dan un indicio de la posible presencia de bacterias
multirresistentes pero que se necesitan pruebas mas especificas, por ejemplo, una secuenciacién de
tipificacién de multilocus, gPCR o FISH para poder ser reveladas (Pilla & Suchodolski, 2020). Ademas, se
cuenta con el hecho que la E. coli productora de BLEE puede formar parte de la microbiota intestinal del
huésped sano durante muchos afios hasta que se produzca una infeccién y el sistema inmunolégico del
huésped este comprometido y sin duda su presencia se revelaria, en este caso los perros se
encontraban sanos y no hubo evidencia de algun tipo de infeccién por lo que se puede decir que la
presencia de E. coli productora de BLEE pudo ser minima (Tellevik et al., 2016) o mantenerse asi durante
la suplementacion de kéfir de leche al estarle administrando microorganismos capaces de modular la
microbiota intestinal evitando la presencia de posibles infecciones como es lo que demostré Kim et al.,
(2019) en su investigacion. Otra hipétesis podria atribuirse al hecho de la toma de las muestras puesto
gue la toma se realizé inmediatamente de una sola defecacién, por lo que la probabilidad de haber

tomado una cepa productora de BLEE también fue minima

Por otra parte, los resultados de la resistencia evidenciada al dia 0 en algunos aislados del
presente estudio por tetraciclina (TE-30), ampicilina/sulfactam (SAM-20), ampicilina (AM-10) y
amoxicilina mas acido clavuldnico(AMC-30) corroboran con los datos mostrados en Alban et al., (2020) y
Ortega-Paredes et al., (2019) que también aislaron E. coli de las heces fecales de perros para ver su
resistencia fenotipica y en ambos estudios existe la resistencia por los cuatro antibidticos nombrados.
Sin embargo, en el caso de Alban et al., (2020) los perros analizados fueron tanto enfermos como sanos,
jévenes como geriatricos y en ambos casos mostraron resistencia por ampicilina/sulbactam, con lo que
se puede afirmar que la presencia de bacterias resistentes no depende de la edad ni el estado fisioldgico
como fue lo evidenciado en la presente investigacién puesto que se contd con perros sanos entre

adultos y geriatricos y la mayoria de ellos presentaron dicha resistencia. Lo que quiere decir que la
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resistencia a antimicrobianos (RAM) ya no solo se adquiere por el medio ambiente o el uso excesivo de

estos sino también por la transferencia vertical entre madre y feto (Patangia et al., 2022).

Aun no se ha revelado cual es el real vehiculo de transmisidn de la resistencia a antimicrobianos
(RAM), solo se cuenta con el hecho de que es una transmision de ir y venir entre mascotas, humanos y
ambiente con una tasa de transmision minima de Escherichia coli multirresistente del 8,8% entre
mascota-humano (Harada et al., 2012), pero este fendmeno no solo se da por este hecho sino también
porque E. coli posee muchos genes de resistencia que se encuentran en los plasmidos, lo que le da una
ventaja de propagacion horizontal entre las diferentes bacterias que se encuentren en su entorno (Card
et al., 2017; Puvaca & de Llanos Frutos, 2021; Tagliabue & Rappuoli, 2018). Como fue el caso reportado
por Loayza et al., (2018) en Ecuador para averiguar si la infeccion peritoneal de un nifio fue adquirida
por transferencia horizontal del gen mcr-1 de E. coli proveniente de las mascotas de su hogar y sin lugar
a duda este hecho fue afirmado puesto que el plasmido que contenia dicho gen se encontraba en todos
los aislados tanto animal, humano como ambiente, lo que quiere decir que este gen se transmiti
horizontalmente entre los diferentes fenotipos de resistencia de E. coli de la mascota en el hogar del

nifo.

Por otra parte, describir con certeza de donde los perros han adquirido cierta resistencia es
dificil de mostrar, puesto que las bacterias resistentes se encuentran en todas partes, pero, existen
indicios de su procedencia, por ejemplo, la dieta de los perros con comida cruda (Davies et al., 2019) o
balanceada (Finisterra et al., 2021) ha revelado la presencia de bacterias multirresistentes, asi como
también, el hecho de que los antibidticos se usan sin regularizacién en el ambito veterinario y no solo
por esto sino que la resistencia a los antimicrobianos se ha dado ya como un proceso de evolucién
natural que se encuentra en todos los ambientes y ha generado cepas multirresistentes que han
ejercido una presidn selectiva en las poblaciones bacterianas por el uso excesivo e inapropiado de

antibidticos(Rhys-Davies & Ogden, 2020).
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La subsistencia de bacterias autdctonas y no autéctonas de la microbiota del huésped como
Escherichia coli pertenecientes al filo Proteobacteria que es sin duda las que mads prevalecen en el
sistema gastrointestinal canino (yeyuno:46%; duodeno: 26,6%; estomago: 96%; colon: E. coli (1,4%);
heces: 5 - 6% )(Grzeskowiak et al., 2015a; Pilla & Suchodolski, 2020; Schmitz & Suchodolski, 2016) a
pesar de que se esté efectuando una suplementacidn probiética, este hecho es muy interesante, debido
a que cuando se da una suplementacion con kéfir de leche este provee al sistema gastrointestinal de
bacterias acido lacticas las cuales acidifican el intestino del huésped por la produccién de muchos acidos
organicos causando un ambiente desfavorable para proteobacterias como E. coli (Dharmasena et al.,
2016), ademas, estas bacterias acido lacticas compiten con las Enterobacterias mediante la producciéon
de sustancias bacteriocinas o exopolisacaridos antimicrobianos para contrarrestarlos (Jeong et al.,
2017), sin embargo, las Enterobacterias prevalecen, hecho que se puede correlacionar con que este tipo
de bacterias ya que estan estrechamente relacionadas a enfermedades inflamatorias intestinales en
perros, trastornos a los que los perros son muy susceptibles por factores como una mala nutricion en las
diferentes etapas de crecimiento, constante cambio de comida, consumo de desechos o restos de
comida y consumo de utensilios de plastico, madera u otro material, por lo que controlar la poblacién de
Enterobacterias mediante la suministracion de kéfir de leche podria ser poco relevante o causar pocas
modificaciones con el hipotético caso de que esto pueda cambiar si se lo suplementara de por vida o en
grandes cantidades y si se utilizara algunos tipos de microorganismos en especifico, (Kim et al., 2019;
Vazquez-Baeza et al., 2016), este hecho se evidencia en la investigacidn de Kim et al., (2019) puesto que
la suplementacion de kéfir de leche por dos semanas pudo disminuir significativamente la presencia de
Fusobacterias, Firmicutes, Ruminococcaceae, Selenomonadaceae y Sutterellaceae pero menos de

Enterobacteriaceae .

Dentro de este hecho también hay que considerar lo dicho por varios autores con respecto a la

eficiencia digestiva de los nutrientes en los diferentes periodos de edad de los perros, sin embargo, la
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mayoria de los perros sin importar la raza mantienen una eficiencia digestiva a medida que envejecen,
tomando en cuenta solo ciertos aspectos como la secrecidn de acido clorhidrico y produccién de acidos
biliares que si disminuyen, pero estos tienen poca relevancia al digerir y adquirir los nutrientes de los
suplementos alimenticios , pero también existe el hecho de si el perro tuvo o no varios trastornos
gastrointestinales a lo largo de su vida, que sin lugar a duda van a exhibir una disminucién en la
digestibilidad aparente de los nutrientes (Harper, 1998) y en el caso de este estudio no se puede
concluir con este hecho debido a que los perros pertenecen a una asociacién de rescate animal que no
tuvo un seguimiento de la salud intestinal de los canes desde su nacimiento, sin embargo, Kim et al.,
(2019) en su estudio también incluyo perros de diferente sexo y edad y pese a ello el kéfir moduld con

éxito la microbiota intestinal de cada uno de ellos.

Los hallazgos obtenidos en esta investigacién se vinculan mucho con este hecho porque se
analizo solo la resistencia fenotipica de Escherichia coliy se demostré que el kéfir de leche no influencio
en su actividad durante los 28 dias de suplementacidn, los patrones de susceptibilidad se encontraron
siempre en los mismos intervalos de confianza al 95%, también se dio el hecho que los datos se
mostraron cada vez mas simétricos lo que podria interpretarse con la idea hipotética nombrada
anteriormente de que quizas se necesita mas cantidad o concentracion, tiempo y microorganismos

especificos para poder obtener los resultados deseados.
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

e Los canes consumieron el 99% de los 60 mL de suplementacién diaria de kéfir de leche
establecida a un pH de 4 por un periodo de 28 dias sin mostrar ningun efecto adverso clinicamente
evidente.

e Se aislé enterobacterias de las heces fecales de canes mediante medios selectivos-
diferenciales por la coloraciéon rosada del medio y las colonias estrelladas convexas en su interior en
el Agar MacConkey (MKL), y colonias color crema y achatadas en el Agar Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD), con textura rugosa y olor a queso en ambos medios.

e Las pruebas bioquimicas comprobaron y revelaron la presencia de Escherichia coli en los
180 aislados por el aspecto A/A y presencia de gas en TSI e indol positivo.

e El método de Kirby Bauer reveld que 4 (4,17%) de las 24 muestras al dia cero mostraron
un fenotipo de multiresistencia, sin embargo, el método de Jarlier no revelo la presencia de
Escherichia coli productora de BLEE, por otra parte, se reveld resistencia durante todo el periodo de
experimental por ampicilina/sulfactam (SAM-20; 3,17 — 14,83), ampicilina (AM-10; 7,04 — 15,38) y
amoxicilina mas acido clavulanico (AMC-30; 7,42 — 15,43) en 66,48 y 63 muestras de las 72 evaluada,
respectivamente.

e Lasuplementacion probidtica de kéfir de leche a 12 perros no revelé cambios
significativos en la resistencia fenotipica de Escherichia coli aislada de heces fecales (valor —p =

0,552).
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Recomendaciones

e Estandarizar protocolos de administracion de kéfir de leche a perros sanos para evaluar
el potencial efecto sobre el equilibrio del microbiota intestinal.

e Realizar un andlisis de Acidos Grasos de Cadena Corta (SCFA) de las heces fecales de
canes para asegurar la produccién acidos propidnico, acético, fdrmico, butirico y lactico
provenientes de las bacterias acido lacticas y acéticas del kéfir de leche para darle robustes a la
investigacion.

e Aumentar los dias de suplementacién y el nUmero de repeticiones para poder establecer
una estadistica y resultados mas robustos.

e Analizar el fenotipo de resistencia de otras especies bacterianas.

e Identificar la presencia de bacterias multirresistentes mediante técnicas mas robustas de

metagendmica
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