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Palabras Resumen

C|6_1VeSZ _ Introduccion. La microbiota intestinal (MI) esta compuesta por un
]'CWC:‘_Jb'Ota conjunto de bacterias, que producen metabolitos que influyen en la
ecal, ] salud del hospedador. Las alteraciones en su diversidad y
coprocultivo; L S . e
disbiosis: composicion se conocen como disbiosis. Objetivo. Identificar la

coproparasitario microbiota intestinal en caninos con cuadros de gastroenteritis
hemorragica aguda. Metodologia. Se analizaron las heces de 10
caninos, mediante cultivos bacterioldgicos estandar y su valoracion
cualitativa mediante coproparasitarios directos. Resultados. El
69,4% de bacterias aisladas forman parte de la microbiota intestinal
normal, en su mayoria bacterias de la familia Enterobacteriaceae, y
en el 30,6% se aislaron bacterias consideradas patogenas (Shigella
23% y Aeromona hydrophila 7,6%). En el 100% de las muestras en
la evaluacion directa se reportd un incremento en la microbiota
intestinal. Conclusiones. Los cultivos bacteriolégicos no
permitieron identificar todas las bacterias presentes en las heces,
mientras que la evaluacion directa si permitié identificar
alteraciones en la cantidad de bacterias, determinando estados de
disbiosis en menor tiempo. El diagnéstico molecular permitiria la
identificacion de todas las bacterias presentes, tanto en pacientes
sanos como en pacientes con enfermedades gastroentéricas.

Keywords: Abstract

Fecal Introduction. The intestinal microbiota (IM) is composed of a set
Microbiota; of bacteria, which produce metabolites that influence the health of
coprocultive; the host. Alterations in diversity and composition are known as
dysbiosis; dysbiosis. Objective. To identify the intestinal microbiota in
coproparasitic. canines with acute hemorrhagic gastroenteritis. Methodology. The

feces of 10 canines were analyzed using standard bacteriological
cultures and their qualitative assessment by direct coproparasitic.
Results. 69.4% of the isolated bacteria are part of the normal
intestinal microbiota, mostly bacteria of the Enterobacteriaceae
family, and in 30.6% bacteria considered pathogenic were isolated
(Shigella 23% and Aeromona hydrophila 7.6%). In 100% of the
samples in the direct evaluation an increase in the intestinal
microbiota was reported. Conclusion. Bacteriological cultures did
not allow to identify all the bacteria present in the feces, while direct
evaluation did allow to identify alterations in the amount of
bacteria, determining dysbiosis states in less time. Molecular
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diagnosis would allow the identification of all bacteria present in
both healthy patients and patients with gastroenteric diseases.

Introduccion

La Microbiota intestinal (M) es el conjunto de bacterias presentes en el sistema digestivo,
la misma se caracteriza por que esta en constante cambio, debido a factores externos,
como la dieta, uso de antibidticos y /o enfermedades gastroentéricas (Abd, 2019;
Benvenuti et al. 2020). La Ml esta formada por una gran cantidad de especies de bacterias,
su alteracion en la diversidad y caracteristicas metabdlicas determinan los estados de
disbiosis, entendido este término como la alteracion en la composicion de la Ml (Abd,
2019; Blake et al. 2019; Chandler et al. 2017).

Esta M1 se estima que esta formada por un trillon (10* - 10'4) de células microbianas, lo
que representa alrededor de 10 veces mas, en el nimero de todas las células del
hospedador. Esta es una de las razones para entender la relacion entre la Ml y la
regulacion de la salud Benvenuti et al. (2020).

Estudios en humanos y en algunas especies animales han asociado la dishiosis con varias
enfermedades gastroentéricas, como enfermedad inflamatoria intestinal, colitis
granulomatosa, y se demostrd que la disbiosis puede ser un factor de riesgo que exacerba
la inflamacidn intestinal en animales susceptibles (Abd, 2019; Chandler et al. 2017).

Las bacterias intestinales desempefian un rol en la regulacién de la salud del animal, ya
que estimula el sistema inmune, actian como barrera de defensa para enteropatégenos,
ayudan en la digestion de fibras complejas, producen varios acidos grasos de cadena corta
y otros metabolitos que proveen nutrientes al enterocito (Abd, 2019; Blake, 2019; Handl,
2013; Thomson et al. 2022).

La identificacion de las bacterias presentes puede ser beneficioso, incluso en pacientes
sanos, y orienta en los adecuados tratamientos con antibioticos en ciertas enfermedades
gastroentéricas, por lo que, todo tratamiento gastroentérico, debe ademas estar enfocado
en reestablecer la MI normal (Abd, 2019; Handl et al. 2022).

Dentro de los principales cuadros de disbiosis en perros (Canis lupus familiaris), se cita
la gastroenteritis hemorragica aguda (GHA), la cual es una enfermedad con causa
desconocida, que afecta en mayor parte a caninos jovenes y de razas pequefias (Blake et
al. 2019; Handl et al. 2013; Unterer et al. 2021). Los signos clinicos son vomito,
decaimiento, diarrea con sangre explosiva, anorexia y marcada deshidratacion (Blake et
al. 2019; Unterer et al. 2021). Su etiologia aun es desconocida, pero se sugiere que podria
ser una respuesta inmune inadecuada a las bacterias, principalmente hipersensibilidad a
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Clostridium perfringens, endotoxinas bacterianas o ciertos componentes de la dieta. C.
perfringens se ha aislado de cultivos intestinales de perros con GHE, pero su rol en el
desarrollo de la enfermedad se desconoce (Unterer et al. 2021; Honaker et al. 2020;
Honneffer et al. 2019). Su diagndstico se basa en el desarrollo agudo de los signos clinicos
acompanados de hemoconcentracion (hematocrito mayor a 60%) (Unterer et al. 2021).

En los ultimos afios, el estudio de la MI ha aumentado debido a su potencial rol
etiopatoldgico en la salud y enfermedad del hospedador (10). En caninos se han
identificado otros enteropatogenos, tales como el Campylobacter, Clostridium,
Salmonella, Shigella, los cuales también se los ha encontrado en animales sanos. Por lo
que su rol en el desarrollo de enfermedades no es claro (Blake et al. 2019).

La MI normal identificada por método tradicional de cultivos se ha reportado que tiene
un rango de 107 a 10° unidades formadoras de colonia (UFC) por gramo (g) (Huang et al.
2019). Esta formada por 3 principales filos: Firmicutes, Bacteroidetes y Fusobacterias,
los cuales constituyen aproximadamente el 99% de la Ml total (Kieler et al. 2017). Dentro
del filo Firmicutes se encuentran las clases Clostridia, Bacilli y Erysipelotrichi; en el filo
Bacteroidetes se encuentran los géneros Megamonas, Prevotella, Bacteroides;
Fusobacterium es el género mas representativo dentro del filo Fusobacteria (Kim et al.
2017; Suchodolski, 2021).

La MI del intestino delgado comprende una mezcla de bacterias aerdbicas y anaerdbicas
facultativas, mientras que en el intestino grueso es casi exclusivo para anaerobias
(Chandler et al. 2017). Helicobacter spp. predomina en el estémago de caninos, pero
Streptococcus y Actinobacillus se pueden aislar también (Abd, 2019). En intestino
delgado predomina Clostridium, Lactobacillales y Proteobacteria, y en intestino grueso
es comun aislar Clostridiales, Bacteroides spp., Prevotella spp. y Fusobacteria (Kim et
al. 2017; Li et al. 2021).

No hay una prueba especifica para identificar la Ml y disbiosis. Debido a la complejidad
de la MlI, el mejor método de diagnéstico debe ser una combinacion de cultivos y técnicas
de diagnostico molecular (Li et al. 2021; Ramadhani et al. 2021; Werner et al. 2020).

Los cultivos bacterianos son Utiles en la deteccion de enteropatgenos especificos, y
permite la determinacién de una infeccion activa, prueba de sensibilidad a antibioticos y
la genotipificacion de las bacterias aisladas (Li et al. 2021; Pilla et al. 2021).

De acuerdo a esta importancia en la salud de los animales, se desarrollé este estudio que
consistié en analizar muestras fecales de caninos que acudieron a 2 centros veterinarios
de la ciudad de Quito, con signos de GHA vy evaluado mediante dos técnicas de
identificacion de MI: cultivo bacterioldgico y coproparasitario directo.
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Metodologia

Se realiz6 un estudio cuasi experimental, descriptivo, transversal, con el fin de identificar
la microbiota intestinal y sus alteraciones en caninos con cuadro de gastroenteritis
hemorragica aguda.

Seleccion de la unidad experimental

La investigacion fue realizada con la muestra de heces de 10 caninos, el criterio de
inclusion fue que presenten un cuadro de diarrea con presencia de sangre, y un
hematocrito mayor a 60%; que acudieron a dos centros veterinarios de la ciudad de Quito.
Las muestras fueron recogidas dentro de cada centro, en envases plasticos desechables
para ese fin y procesadas en el momento.

Se realizaron examenes coproparasitarios directos, para identificar cualitativamente la Ml
fecal, sequido de coprocultivo para la identificacion de las familias bacterianas presentes.

Coproparasitario directo

Es un método répido y simple para identificar principalmente helmintos, se puede
también valorar de forma réapida y cualitativamente la MI. Para su realizacion, una
pequefia muestra de heces se coloco sobre un portaobjetos limpio, se mezclé con unas
gotas de solucidn fisiol6gica, se colocé en una placa cubreobjetos y se observé al
microscopio. Este método no se lo utiliza para una determinacion cuantitativa. Se utilizo
un microscopio marca Zeiss modelo Primo Star, de fabricacion alemana. Se observé con
lente 40x para valorar motilidad de los microorganismos y presencia de bacterias
(Honneffer et al. 2019).

Coprocultivo

Las muestras se sembraron de forma directa en cuatro medios de cultivo: en agar verde
brillante que permite el crecimiento de enterobacterias patdgenas; en agar sangre que
proporciona el crecimiento de bacterias y hongos; en agar chocolate que favorece el
desarrollo de ciertas bacterias exigentes; y agar SS que favorece el crecimiento de
Salmonella y Shigella. Los medios fueron incubados a 37 grados centigrados (°C). Se
evaluo el crecimiento bacteriano a las 24; 48 y 72 horas.

Resultados y discusion

La tabla 1, muestra los datos de los 10 pacientes reportados en el lapso del estudio y a los
cuales se les analizaron sus muestras fecales. Se analizaron 13 muestras, se excluyeron 3
resultados, ya que no se presentaron crecimiento bacteriano a las 72 horas.
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Tabla 1.

Descripcion etnografica de las muestras

Muestra Identificacion Raza Edad Sexo
1 Luna Shih tzu 1 afio Hembra
2 Tomas Mestizo 1 afio Macho
3 Maradonio Mestizo 1 afio Macho
4 Yoshi Mestizo 10 afios Macho
5 Niurka Rottwailer 8 aflos Hembra
6 Laura Mestizo 1 afio Hembra
7 Pugsi Mestizo 1 afio Macho
8 Tommy Yorshire 1 afio Macho

terrier
9 Igor Labrador 1 afio Macho
10 Lucas Yorkshire 4 afios Macho
terrier

En la tabla 2 se muestran los hallazgos en los cultivos bacteriol6gicos obtenidos en
medios estdndares para cultivos de heces. Los resultados de la evaluacion directa
determinaron cualitativamente la MI, la cual se reporta en nimero de cruces en base a la
cantidad de bacterias observadas, ademas de observar formas parasitarias en la muestra.
En todas las muestras analizadas se reportd alteracion en la Ml, lo cual en ciertos casos
puede ayudar de forma mas rapida para la determinacion de un estado de disbiosis
(Suchodolski et al., 2016), ya que se evaltan de forma directa y es relativamente rapido,
frente a un cultivo bacterioldgico que tarda al menos 72 h, y como se vio en el estudio,
no todos tienen resultado positivo o aislaron bacterias patdgenas. De todas las muestras
procesadas, solo una reportd formas parasitarias (Ancylostoma spp.).

En el 100% de las muestras analizadas presentaban una alteracion cualitativa de la Ml,
estableciendo asi un cuadro aparente de disbiosis intestinal (Huang et al. 2019;
Suchodolski et al. 2016).
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Tabla 2.

Cultivos bacterioldgicos y valores obtenidos de la evaluacién directa

Paciente Resultado cultivo Resultado de evaluaciéon
bacterioldgico directa

Paciente 1 Aeromona hydrophila Microbiota aumentada ++
Paciente 2 Proteus spp. Microbiota aumentada ++
Paciente 3 Proteus spp. Microbiota aumentada ++
Paciente 4 Fusobacteria Microbiota aumentada +++
Paciente 5 Actinobacteria, Fusobacteria Microbiota aumentada ++
Paciente 6 E. coli, Shigella Microbiota aumentada ++
Paciente 7 Shigella Microbiota aumentada +++
Paciente 8 Actinobacteria, Spirochaetes Microbiota aumentada ++
Paciente 9 Proteus spp. Microbiota aumentada +++
Paciente 10 Shigella Microbiota aumentada +++

La tabla 3 indica la frecuencia de las bacterias aisladas. En el 23% de las muestras se aislo
Proteus spp. y Shigella, siendo las bacterias con mayor porcentaje de crecimiento.
Shigella es una bacteria de mayor presentacion en humanos, la cual produce signos leves
a moderados de diarrea, su aislamiento en heces caninas sugiere ingesta de heces humanas
por parte del animal (Kim et al. 2017). Proteus spp. pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, y se puede encontrar ocasionalmente en las heces de caninos, varios
estudios reportan que las bacterias de la familia Enterobacteriaceae, constituyen el 99%
de la Ml en caninos (Handl et al. 2013). Aeromona hydrophila se aislo en una de las
muestras, esta bacteria se le encuentra en habitats acuaticos, en caninos una vez ingerida
puede afectar la mucosa intestinal, produciendo cuadros gastroentéricos de diarrea (Kim,
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et al. 2017). En una de las muestras se aislé Escherichia coli, de la familia
Enterobacteriaceae, en su mayoria forma parte de la MI normal en caninos, pero algunas
pueden ser patdgenas y provocar diarrea (Honaker, et al. 2020; Kim et al. 2017). En el
10% de las muestras se aislaron Fusobacteria y Actinobacteria, bacterias que también
forman parte de la MI normal en caninos, y no estan relacionadas con cuadros de
gastroenteritis (Li et al. 2021; Pilla et al. 2021).

Tabla 3.

Frecuencia de bacterias aisladas en las muestras analizadas

Agente aislado Frecuencia Porcentaje (%)
Aeromona hydrophila 1 7,6
Proteus spp. 3 23
Fusobacteria 2 10
Actinobacteria 2 10
Spirochaetas 1 7,6
Shigella 3 23
Escherichia coli 1 7,6

Fuente: Elaboracion propia
Conclusiones

e En solo el 30,6% de las muestras hubo crecimiento de bacterias patdgenas
(Shigella 'y Aeromona hydrophila), en el 69,4%, se aislaron bacterias presentes en
la MI normal. Los cultivos tienen una desventaja, ya que no se puede realizar una
caracterizacion profunda de las bacterias presentes, subestima el total de bacterias
y no permite la identificacion de la mayor parte de bacterias del tracto intestinal.
Una de las causas de la incapacidad para identificar el total de bacterias en
cultivos, es porque las bacterias necesitan requerimientos Optimos para su
desarrollo, y en su mayoria predominan bacterias anaerobias, que son fragiles y
predispuestas a dafios durante el manejo, y se estima que menos del 20% de las
bacterias intestinales son cultivables.

e Por lo tanto, los medios de cultivos estandar no son eficaces en la determinacion
de la microbiota intestinal ni de estados de disbiosis. La valoracion directa nos da
caracteristicas rapidas y cualitativas de la microbiota, indicando estados de
aparente disbiosis, sin embargo, no caracteriza las bacterias presentes. La
identificacion de la MI puede tener varias ventajas, y ayudar en los diagnosticos
y tratamientos adecuados, asi como en determinar estados o factores que la alteren
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y predispongan a cuadros gastroentéricos, sin embargo, es necesario implementar
técnicas de diagndstico mas especificas como métodos moleculares, ya que los
cultivos bacterioldgicos estandar identifican muy pocas bacterias presentes en las
heces, lo que dificulta tener una caracterizacion de MI normal y de las bacterias
patogenas.
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