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Resistencia a los antimicrobianos (RAM)
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Interaccion humano-perro-ambiente
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INTRODUCCION

Fenotipo de resistencia de Escherichia coli
—.(/ Microorganismo
_' ~ oportunista

- Microbiota autdctona
- Infecciones gastrointestinales

Genes de resistencia (TEM,
SHV, CTX-M)
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Kéfir de leche

(Ahmed et al., 2013; Altay et al., 2013; Giiven et al., 2003; Ozdestan & Uren, 2010; Rosa et al., 2017; Sarkar, 2008) —

Modula el SGT:

Fusobacterias, Firmicutes,
Ruminococcaceae, Selenomonadaceae y
Sutterellaceae a excepcion de
Enterobacteriaceae

Antimicrobiano contra:
Candida albicans, Salmonella
spp., E. coli, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis,
Staphylococcus spp. y
Pseudomonas aeruginosa

Bacterias:

Acido lacticas (L. kefiri —
80%)y acido acéticas (A.
lovaniensis)

Levaduras:
Fermentadoras de lactosa y no
fermentadoras (S. cerevisiae)

INTRODUCCION

Composicion quimica Descripcion
Humedad 90%

Azlcares 6% (lactosa)
Grasa 3,5%

Proteina 3%

Ceniza 0,7%

pH 4,2-4,6

Etanol 0,5-2,0% (viv)

Acidos organicos

Acido lactico (0,8 y 1,0 % (p/v)), acido acético, &cido

piravico, acido hiparico, acido propiénico y acido butirico

Componentes aromaticos

Diacetilo, etilo y acetaldehido

COo2

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

Aminoacidos esenciales

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

Lipidos* Monoacilgliceroles, diacilgliceroles y TAG, NEFA vy
esteroides.

Vitaminas * B1, B2, B5, B12, C, A, K, caroteno, &cido félico, biotina,
tiamina y riboflavina.

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

Aminas biogénicas

2,4y 35,2 mg/L

Antioxidantes

L]
b UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

INNODVACION PARA LA EXCELENCIA



OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la resistencia fenotipica de Escherichia coli aislada de
heces fecales de canes por una suplementacion probioética a

partir de kéfir de leche.
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Objetivos Especificos

Elaborar kéfir de leche a partir de ndédulos comerciales y leche entera
para la suplementacion probidtica a canes.

OBJETIVOS

.

Aislar las bacterias en un medio selectivo diferencial para |
enterobacterias desde muestras de heces fecales de canes. )
Identificar las enterobacterias aisladas de muestras de heces fecales |

de canes por medio de pruebas bioquimicas. |

4 N
Realizar un ensayo de sensibilidad antibiotica de los aislados |
bacterianos con el uso del método Kirby Bauer. )

ESPPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
|||||||| 6N PARA LA EXCELENCIA




HIPOTESIS

H,: La suplementacion de kéfir de leche en la dieta de canes no 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.

H;: La suplementacion de kefir 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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MATERIA

.. ., Muestreo y
Preparacion de d?alfrgg'rgstar‘%gn monitoreo de Aislamiento de Pruebas
kéfir de leche a a Perros y las heces enterobacterias bioquimicas
monitoreo fisico fecales

@Kéﬁ' ‘ '\ MKL @
= Punmacién fecal ; / mR / mdo'

o . (PE):1- 7

i 6o mL n=12 dl[g 24h

Método de Kirby
Bauer y Jarlier

s Puniaje de condicion da8
. corporal (PCC):1-5 o
e, o e 4
= Bacterias

Antiblograma
24 - 48 h
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RESULTADOS Y DISCUSION

Examenes fisicos y
parametros fecales

Tabla 1. Plydeal axanination and fecsl parsrmetars of dogs ond ©

and 14"
, - . , o, . Pararnatar d o d 14
Tabla 1. Examenes fisicas y pardmetros fecales de los perros en la investigacion al dia 0
o
Raza Género Edad Peso (kg) Puntaje de condicidn corporal Puntuacion fecal E'E’Tg(kgj EE'EESEE £.94 EE"E%? 268
(afos) (PCC)(1-5) (PF)(1-7) Pecal watar oortarts | ) ol £4 147 TOTOE 174
: o
K1 Mestizo MC 5 17.6 3 5 [an,t::ll ok J40 054 36T L OEF
_ _kelt, Dlood 1n daces [ O
k2 Mestizo MC 7 13,86 3 5 e . — S .
K3 Mestizo HC 10 18.96 4 1 D]ffrgrern lattars in & rowr u;dlaate a sigrificart, difference (F < 006
_ by paired and 2-way Stodeart s £test). Kim et al. 2019
ki  Mestizo HC 10 18 4 1 (Kimetal,, )
kS Mestizo HC . 16,7 3 1 Tabla 2. Examenes fisicas y pardmetros fecales de los perros durante la
k7 Pitbull MC 2 25 3 1 dul
Par L A
ks Mestizo MC 1 19.3 4 1 arametros Geriatricos ultos
k9 Mestizo HC 7 15,6 3 1 Peso (kg) 16,44 £1,45 17,8+ 3,5
] Puntuacion de
k10 Mestizo MC 1 11,58 2 2 condicién corporal 3,83+0,6 3+05
k1l  Mestizo MC 12 16 4 1 (PCC)
k12 Mestizo MC 10 16,2 5 5 Puntuacion fecal (PF) 3

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

Estadistica descriptiva >

Antibiogramas al dia 0 Tabla 3. Patrones de susceptibilidad por las cefalosporinas de los aislados de las heces fecales de canes
100%
S 90fyg E . Numero de Numero total
= ?832 . stpe_czle aislados de Nivel de resistencia (%) Patrén de
£ 60% sty resistentes  aislamientos  conICdel 95%  susceptibilidad
© 28% Tiempo Antibidticos
©
o 282’;0 CAZ-30 1 24 4,17 (24,66 - 28,18) Muy sensible
= )
£ 10% o CRO-30 1 24 417 (31.71-38,79)  Muy sensible
S 0% )
S SO Gz CRO" eN-10 TE-30 CIP-5| )1 AM-10 CZ-30 AK-30 CXM e Cz-30 5 24 20,83 (20,67 - 27,08)  Sensible
[} .
o R 83,33 4,17 417 0 125 0 4,17 54,17 20,83 12,5 20,83 45,83 CXM-30 > 24 20,83 (17,38 - 23,21) —Intermedia
g ml 0 417 4,17 833 0 0 0 16,67 16,67 4,17 50 @ 37,5 CAZ-30 1 24 4,17 (24,91 - 30,59) Muy sensible
§ ®S 16,67 91,67 91,67 91,67 87,5 100 95,83 29,17 62,5 83,33 29,17 16,67 Escherichia 14 CRO-30 1 24 4,17 (33,81 _ 41,94) Muy sensible
(@]
2B =S m| mR coli CZ-30 4 24 16,67 (19,74 - 25,17) Sensible
.100 100 CXM-30 1 24 4,17 (21,46 - 26,63) Sensible
CAZ-30 0 24 0,00 (26,99 - 29,93) Muy sensible
0 24 0,00 (31,77 - 35,32) Muy sensible
1 24 4,17 (21,46 - 24,21) Sensible
0 24 0,00 (22,87 - 24,55) Sensible

m :

Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing (M100-S24).
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(Ortega-Paredes et al., 2019) (Alban et al., 2020; Tellevik et al., 2016)
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Tabla 4. Patrones de susceptibilidad de los aislados de las heces fecales de canes

Especie Ndmero de Numero _ _ _ ’
bacteriana aislados total de Nivel de resistencia Patron _d_e
aislada Tiempo Antibiéticos resistentes aislamientos (%) con IC del 95% susceptibilidad
SAM-20 20 24 83,33 (8,34 - 14,83) Resistente
CN-10 0 24 0,00 (19,29- 20,88)  Muy sensible
TE-30 3 24 12,50 (23,04 - 33,21)  Muy sensible
do CIP-5 0 24 0,00 (41,07 - 46,43)  Muy sensible
SXT-25 1 24 4,17 (28,79- 36,88)  Muy sensible
AM-10 13 24 54,17 (7,04 - 15,38) Resistente
AK-30 3 24 12,50 (21,75-24,00)  Muy sensible
AMC-30 11 24 45,83 (7,42 - 13,74) Muy resistente
SAM-20 21 24 87,50 (3,17 - 8,24) Muy resistente
CN-10 2 24 8,33 (20,98 - 23,10)  Muy sensible
TE-30 4 24 16,67 (17,86 - 28,05)  Muy sensible
Escherichia " CIP-5 1 24 4,17 (40,84 - 46,82)  Muy sensible
coli SXT-25 6 24 25,00 (19,71 - 33,46)  Muy sensible
AM-10 17 24 70,83 (5,48 - 13,10) Muy resistente
AK-30 1 24 4,17 (22,17 - 25,42)  Muy sensible
AMC-30 20 24 83,33 (5,48 - 11,77) Muy resistente
SAM-20 22 24 91,67 (5,95 - 11,47) Muy resistente
CN-10 0 24 0,00 (16,46 - 19,79)  Muy sensible
TE-30 3 24 12,50 (19,31 - 27,27)  Muy sensible
428 CIP-5 0 24 0,00 (32,47 - 39,78)  Muy sensible
SXT-25 2 24 8,33 (22,89 - 30,52)  Muy sensible
AM-10 7 24 29,17 (10,81 - 14,52)  Resistente
AK-30 0 24 0,00 (19,97 -21,95)  Muy sensible
AMC-30 7 24 29,17 (11,41 - 15,43)  Resistente

(Patangia et al., 2022).

RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentajes del diametro de

Porcentaje del diametro de inhibicién

Antibiogramas al dia 14

100%
90%
80%
70%
60%

0% IIIII I

c 50%
S 40%
S 30%
2 20%
£ 10%
SAM CAZ ng) CN-10 TE-30 CIP-5 SXT Al'\g CZ-30 AK-30 CXM AMC‘
=R 87,5 4,17 417 833 16,67 417 25,00 70,83 16,67 4,17 4,17 83,33
=l 833 000 000 000 000 000 417 417 3333 000 16,67 8,33
mS 417 9583 9583 91,67 83,33 9583 70,83 2500 50,00 9583 79.17 833
ES m| ER
Antibiogramas al dia 28
100%
90%
80%
70%
60%
50%
20%
30%
20%
10%
0% SAM CAZ CRO SXT CXM AMC
CN-10 TE-30 CIP-5 AM-10 CZ-30 AK-30 -
=R 91,67 0O 0 0 1250 0 8,33 2917 417 0 0 29,17
= 0 O0 0 417 0 0 0 41,67 5000 417 2083 62,50
=S 833 100 100 9583 87,50 100 91,67 2917 4583 9583 7917 8,33

ES E| BR
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Estadistica inferencial

tipo III'

Cuadro de Analisis de la Varianza (5
F.V. =1 gl CH F p-wvalor
Modelo 57,39 2 25,69 0,60 0,552z
Dia E7,39 2 28,69 0,60 0O,55Z:z
Error 1566,17 33 47,46

Total 1623,56 35

Te=st:Duncan Alfa=0,05

Error: 47,4594 gl 33

Dia Mediass n E.E.

28 3,50 12 1,99 4

o E,25 12 1,99 4

14 6,58 12 1,99 4

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 77,8333 gl =24

hntibidtico Mediss n E.E.

CIP-5 0,33 3 1,62 4

CAZ-30 0,67 3 1,62 4

CHN-10 0,67 3 1,62 4

CRO-30 0,67 3 1,62 4

AE-30 1,33 3 1,62 4

CHEM-30 2,00 3 1,62 4

SET-25 3,00 3 1,62 A4

TE-30 3,33 3 1,62 4

Cz-30 3,93 3 1,68 A4

AM-10 12,33 3 1,62 E
AMC-30 12,67 3 1,62 E
SAM-Z20 21,00 3 1,62 C

Medias con une leirae comiil mo 508 SFigmificativamente diferentes (p > O, 08)

Marmera de muestras resistentes

24

16

12

RESULTADOS Y DISCUSION

Reasistencia de los antibidticos en el periodo experimental

H : H

T
SaM-20

T T T T T T T T T
CH-10 TE-30 CIP-5 SHT-25 Ah-10 CZ-30 AK-30 CHM-30 AMC-30
Antibidtico

Modulacién por Kim
et al., (2019)

Fusobacterias, Firmicutes,
Ruminococcaceae, Selenomonadaceae y
Sutterellaceae a excepcion de
Enterobacteriaceae
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CONCLUSIONES

/7~ O
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.

N

Se aislo enterobacterias de las heces fecales de canes mediante medios selectivos-diferenciales por la '»
coloracién 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 >

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.

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 reveld 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.
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RECOMENDACIONES

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

Identificar y aseverar la presencia de bacterias multirresistentes mediante técnicas mas robustas de metagenomica.

e ] o P N
Realizar un analisis de Acidos Grasos de Cadena Corta (SCFA) de las heces fecales de canes para asegurar la |
produccion acidos propionico, acético, formico, butirico y lactico provenientes de las bacterias acido lacticas y
aceticas del kéfir de leche para darle robustes a la investigacion

resultados mas robustos.

Analizar el fenotipo de resistencia de otras especies bacterianas.
N

@ ESPE
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Aumentar los dias de suplementacion y el nimero de repeticiones para poder establecer una estadistica y

7
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