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El efecto del metronidazol frente a un simbidtico en el curso
clinico y la microbiota intestinal central en perros con diarrea
aguda
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Resumen simple: Se discute la utilidad del metronidazol para el tratamiento de la diarrea aguda en
perros. El papel de Clostridium perfringens y Escherichia coli como enteropatégenos en la diarrea
aguda no complicada (EA) en perros es controvertido, mientras que algunas bacterias beneficiosas,
como Clostridium hiranonis, son miembros importantes de la microbiota intestinal normal. En este
estudio, se compararon los efectos del metronidazol y un simbiético sobre el curso clinico y la
microbiota intestinal central en perros con diarrea aguda. No se observé ningin beneficio
significativo del metronidazol en cuanto a la evolucién clinica. El metronidazol no tuvo ningin
efecto sobre la concentracién de C. perfringens, pero resulté en un aumento significativo de la
concentracion de E. coli, un aumento del indice de disbiosis y una reduccién en la concentracion de
C. hiranonis. En conclusiéon, a diferencia del tratamiento simbidtico, el tratamiento con
metronidazol tiene un impacto negativo en el microbioma sin afectar los resultados clinicos.
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Resumen: La utilidad de los
antibidticos en perros con
aguda (EA) es
controvertida. Tampoco esta
claro qué efecto tiene el
metronidazol sobre posibles
enteropatogenos

diarrea

como
Clostridium  perfringens 'y
Escherichia coli. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto del
metronidazol frente a un
simbioético en el curso clinico
y las bacterias intestinales
centrales de perros con EA.
Veintisiete perros con EA se
inscribieron en este ensayo
clinico prospectivo,
aleatorizado y ciego y se
trataron con metronidazol
(METg) o un simbidtico
(SYNg; E. faecium DSM 10663;

NCIMB 10415/4b170). El indice de Severidad de la Diarrea Aguda Canina (CADS) se registrd
diariamente durante once dias. Las bacterias se cuantificaron mediante qPCR. Los datos se analizaron
mediante modelos mixtos con medidas repetidas. Se observé una mayor concentracion de E. coli en el
grupo METg frente al grupo SYNg en el dia 6 (p < 0,0001) y en el dia 30 (p = 0,01). EIl metronidazol no
tuvo ningun efecto sobre C. perfringens. C. hiranonis fue significativamente menor en el grupo METg que
en el grupo SYNg en los dias 6 y 30 (p < 0,0001; p = 0,0015). No se observaron diferencias significativas
en el indice CADS, la consistencia fecal o la frecuencia de defecacién entre los grupos de tratamiento
(excepto para el indice CADS en un solo dia). En conclusién, el metronidazol tiene un impacto negativo
en el microbioma sin afectar los resultados clinicos. Por lo tanto, los simbiéticos podrian ser una opcién
de tratamiento preferida paralos perros con EA.

Palabras clave: antibiético; C. perfringens; C. hiranonis; E. coli; E. faecium; probiético; microbioma
intestinal; mejoria clinica; canino

1. Introduccion

La diarrea aguda sin complicaciones en perros (EA) es un motivo comun de consulta
veterinaria [1,2]. La EA se puede diferenciar del sindrome de diarrea hemorragica aguda
(AHDS), ya que la deshidratacién y la translocacién bacteriana pueden conducir a un
curso complicado [3].
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Por lo general, la mayoria de los casos de EA son leves y los perros generalmente se
pueden tratar como pacientes ambulatorios, sin requerir tratamiento especifico [4-7]. La
EA ocurre repentinamente y persiste por menos de 7 dias.

Por lo general, se desconocen las causas de la enfermedad de Alzheimer. La indiscreciéon
dietética, la dieta inadecuada, los cambios bruscos en la dieta, la intolerancia e
hipersensibilidad alimentaria, el estrés y los medicamentos que irritan el tracto
gastrointestinal (por ejemplo, antiinflamatorios no esteroideos) se encuentran entre los
factores de riesgo no infecciosos [8-10]. Las infecciones gastrointestinales transitorias
autolimitadas son otra causa potencial de EA en perros. En este contexto, Clostridium
perfringens (C. perfringens) y Escherichia coli (E. coli) se mencionan con frecuencia como
posibles enteropatdgenos. Sin embargo, las infecciones bacterianas son generalmente raras
en perros y estudios previos han demostrado que C. perfringens y E. coli también se pueden
detectar en perros sanos [11,12]. Sin embargo, la identificacién de estas bacterias en muestras
fecales de perros con EA se utiliza a menudo como indicacién para el tratamiento con
antibiéticos [10], que se inicia en el 49 al 71% de los perros que presentan EA [13-15].

El agente antimicrobiano prescrito con mayor frecuencia en perros con EA es el
metronidazol, que represent6 el 47% de todas las prescripciones de antimicrobianos en un
estudio realizado en el Reino Unido [13]. El metronidazol es un fAirmaco 5-nitroimidazol y se
utiliza en el tratamiento de una variedad de enfermedades infecciosas, especialmente para
infecciones por bacterias anaerdbicas y protozoos [3,16,17]. El metronidazol es un farmaco
bactericida dependiente de la concentracién y estd ampliamente distribuido por todo el
cuerpo [3]. La activacion de este profarmaco incluye una reduccion del grupo nitro dentro
de la célula diana. Las reductasas de microorganismos anaerobios o microaerofilicos explican
la selectividad del metronidazol. La interaccién de los metabolitos generados con el ADN
conduce a la muerte celular de bacterias y protozoos [17].

En la lista de medicamentos esenciales de la Asociacién Mundial de Veterinarios de
Pequenos Animales (WSAVA, por sus siglas en inglés), el metronidazol figura como un
antibidtico que satisface la atencién primaria de la salud y el bienestar de perros y gatos
y se recomienda para el tratamiento de infecciones entéricas bacterianas y protozoarias
seleccionadas [18]. Sin embargo, existe una prescripcién rutinaria de metronidazol en la
EA. La eficacia del metronidazol en el tratamiento de la EA es muy controvertida,
especialmente teniendo en cuenta el desarrollo de cepas bacterianas resistentes y los
posibles efectos negativos sobre el microbioma intestinal (por ejemplo, disbiosis grave
debido a su espectro anaerdbico) [19-22]. En detalle, se observo una reduccion significativa
enla concentracion de Clostridium hiranonis (C. hiranonis) después de
ya se ha demostrado la administracion de metronidazol [19]. C. Hiranonis tiene
se ha reportado que es beneficioso en perros debido a su conversion de acidos biliares
primarios a secundarios, lo cual es importante en la regulacién de C. difficile y C.
perfringens tanto en perros como en humanos [23,24].

Los simbidticos tienen propiedades probidticas y prebidticas. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) los defini6 como cepas vivas de microorganismos estrictamente
seleccionados que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio
saludable al huésped. Los prebidticos son ingredientes alimentarios no digeribles que afectan
beneficiosamente al huésped al estimular selectivamente el crecimiento y/o la actividad
de una o un numero limitado de bacterias para mejorar la salud del huésped [25,26]. El
propésito de los simbidticos es superar algunas posibles dificultades en la supervivencia
de los probiéticos en el tracto gastrointestinal. Una combinacién de ambos componentes en
un solo producto deberia asegurar un efecto superior en comparaciéon con la actividad del
probidtico o prebidtico solo [27,28]. El propdsito del tratamiento simbidtico en el
tratamiento de la EA es apoyar las caracteristicas autolimitadas a través de la modulacién
positiva del microbioma intestinal; Por lo tanto, los simbi6ticos son alternativas utiles
para el tratamiento con antibidticos. Sin embargo, los resultados de diferentes estudios
que compararon el metronidazol con probidticos/simbidticos y un placebo son
inconsistentes. Un ensayo clinico sugiri6 que el tratamiento con metronidazol, en
comparaciéon con un placebo, puede acortar la duracién de la EA en perros (media de 2,1
frente a 3,6 dias) [6], mientras que otros ensayos clinicos no lograron mostrar una
mejoria clinica mas rapida en respuesta al metronidazol en comparaciéon con el
tratamiento con probioéticos, placebos o nutracéuticos [4,7].
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Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el impacto del metronidazol en
comparacién con el de la administracién de un simbidtico sobre el curso clinico y la
abundancia
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de especies bacterianas especificas, como C. perfringens, E. coli y C. hiranonis, y del
microbioma intestinal en general en perros con EA.

2. Materiales y métodos

Este estudio fue disefiado como un ensayo clinico prospectivo, ciego y aleatorizado
y fue aprobado por el comité ético del Centro de Medicina Veterinaria Clinica de la
Universidad Ludwig-Maximilians, Munich (referencia 205-06-03-2020). Los perros fueron
reclutados en dos clinicas de animales pequefios en Munich, Alemania, entre octubre de
2020 y enero de 2023.

Veintisiete perros con diarrea aguda < 5 dias de duracién, una puntuaciéon de
consistencia fecal de al menos 2 en el indice de gravedad de la diarrea aguda canina (indice
CADS; Tabla 1, [29]), se incluy6 un peso corporal entre 5 y 50 kg, y una edad minima de 9
meses.

Tabla 1. Sistema de puntuacién para el indice de Severidad de la Diarrea Aguda Canina (indice
CADS, maximo 15 puntos). Los niveles de gravedad fueron los siguientes: no significativos (0-3); leve
(4-5); moderado (6-8); y grave (=9).

Puntos
rarameters 0 1 5 3
Activity normal mildly decreased moderately decreased severely decreased
Appetite normal mildly decreased moderately decreased severely decreased
Vomiting (times/day) 0 1 2-3 >3
Fecal consistency normal moist, shaped pasty watery diarrhea
Defecation frequency (times/day) 1 2-3 4-5 >5

Se excluyeron los perros con antecedentes de signos gastrointestinales crénicos o
recurrentes o tratados con antibidticos o probidticos dentro de los 30 dias o
medicamentos antiinflamatorios dentro de los 7 dias anteriores a la presentacidn.
También se excluyeron los perros que cumplian alguno de los siguientes criterios que
indicaban una forma complicada de enfermedad gastrointestinal aguda: diarrea hemorragica,
signos de inflamacién sistémica o sepsis (Tabla 2), enfermedad grave (p. ej., estado mental
deprimido, dolor abdominal moderado a intenso) o deshidratacién significativa que
provocara hospitalizacién (Tabla 2).

Tabla 2. Signos clinicos de inflamacién sistémica, sepsis o deshidratacion.

Parametro Rango de referencia
Temperatura rectal <37,0y>39,0 € [<98.6 Ty >102.2 °F]
Poligrafo >140/min
Hematocrito >58%
CMB <5 X 109/L0>20 x 109/L
Neutroéfilos en bandas >1.5 x 109/L

La informacidn relevante sobre la historia clinica, como episodios diarreicos pasados,
otras enfermedades o enfermedades crénicas, la rutina de vacunacién y desparasitacién, la
descripcién exacta del episodio actual de EA, los signos clinicos adicionales (p. ej., vdmitos), la
administracién previa de medicamentos, la ingesta de material extrafio o nieve, la presencia
de factores relacionados con el estrés y la dieta o los cambios en la dieta, se recopilé de manera
estandarizada.

La base de datos minima para el trabajo de diagndstico incluyé un examen fecal de
endoparasitos mediante flotacion fecal y pruebas de antigenos para Giardia (SNAP Giardia
Test, Idexx GmbH, Kornwestheim, Alemania), y se realiz6 un recuento completo de
células sanguineas (ProCyte Dx, Idexx GmbH, Kornwestheim, Alemania).

Los perros de ambos grupos recibieron el mismo tratamiento estandarizado, incluyendo
maropitant (Prevomax, Dechra Veterinary Products Deutschland GmbH, Aulendorf,
Alemania) como antiemético (1 mg/kg administrado una vez por via subcutanea) y
metamizol (Novaminsulfon, Ratiopharm, Ulm, Alemania) como analgésico (30 mg/kg por os
cada 8 h durante 2 dias), y fueron alimentados con la misma dieta gastrointestinal alta en
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fibra (Gastrointestinal Biome dry, Nutricién para mascotas de Hill's
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GmbH, Hamburgo, Alemania) durante 7 dias. Se instruyé a los propietarios que alimentaran
solo la dieta prescrita y que no alimentaran golosinas ni sobras de la mesa durante el periodo
de estudio.

Ademas, en funcién de su aleatorizacion (lista creada por un rastreador de investigacidon
en linea: www.graphpad.com/quickcalcs/randomizel.cfm, consultado el 1 de septiembre de
2020), los perros del grupo de tratamiento con metronidazol (METg) recibieron
metronidazol (Metrobactin, Dechra Veterinary Products Deutschland GmbH, Aulendorf,
Alemania) por via oral a dosis de 10 a 20 mg/kg de peso corporal cada 12 h durante 7 dias,
y los perros del grupo de tratamiento simbiético (SYNg) recibieron un agente simbidtico
(NutraPro®X% E. faecium DSM 10,663 NCIMB 10415/4b1707, dextrosa, manano-
oligosacaridos, levadura de cerveza, inulina, minerales e higado de ave hidrolizado,
NutraPet Systems Deutschland GmbH, Schlaitdorf, Alemania) por sistema a 108 UFC/kg
de peso corporal cada 12 h durante 7 dias. Para el cegamiento, se utilizaron capsulas
idénticas que contenian metronidazol o el simbiotico, y cada perro recibié el mismo
ndmero de capsulas de acuerdo con su grupo de peso predefinido.

En el momento de la presentacion, el veterinario tratante evalu6 la actividad clinica
de la enfermedad utilizando informacién de la historia clinica y el examen fisico del paciente
(indice CADS dia 0). Durante los 10 dias siguientes (del dia 1 al dia 10), el propietario
evalué la puntuacién de actividad de la enfermedad en casa. El indice CADS incluye 5
parametros (actividad, apetito, tiempos de vomitos/dia, consistencia fecal, frecuencia de
defecacién veces/dia) con 0 a 3 puntos para cada parametro, y para un valor maximo
posible de 15 puntos. Los niveles de gravedad del indice CADS se definieron como no
significativos (0-3), leves (4-5), moderados (6-8) o graves (9). Para obtener datos mas
objetivos sobre el parametro consistencia fecal (CF) del indice CADS, se utilizé la Tabla de
Puntuacion Fecal de Purina (PFS; https://freedomservicedogs.org/ wp-
content/uploads/2022/04 /Purina-Fecal-Scoring-Chart.pdf, consultado el 1 de septiembre de
2020), mientras que PFS 2-3 = indice CADS FC 0; SSP 4-5 = indice CADS FC 1; PFS 6 =
CADS
indice FC 2; y PFS 7 = indice CADS FC 3. Para los perros que defecaron mas de una vez al dia,
la puntuacion de la FC se calculé como el promedio de todas las defecaciones de ese dia.

Se recogieron muestras fecales naturales de cada perro el dia 0 antes de iniciar el
tratamiento y el dia 6 y el dia 30. Las alicuotas para el analisis se congelaron a 80 °Calas
pocas horas de la recoleccidn (<6 h) y posteriormente se enviaron como lotes en hielo
seco al Laboratorio Gastrointestinal de la Universidad de Texas A&M.

El indice de Disbiosis (ID) es un modelo matematico utilizado para cuantificar la disbiosis
intestinal en muestras fecales de perros. Para calcular la ID, se realizé un ensayo de qPCR
individual para 7 taxones bacterianos (Faecalibacterium spp., Turicibacter spp., Streptococcus
spp., E. coli, Blautia spp., Fusobacterium spp. y C. hiranonis) y el total de bacterias como se
describié anteriormente [30]. El DI es un valor numérico tnico, y previamente se habia
establecido un intervalo de referencia de 9,1 a 9,3 basado en 116 perros sanos. Un DI < 0 se
defini6 como la ausencia de cambios en la diversidad general. Si los grupos bacterianos
individuales estaban fuera del intervalo de referencia, esto sugeria cambios menores. Los
valores entre 0 y 2 se definieron como una
aumento de la DI, lo que sugiere un cambio de leve a moderado en la diversidad Beneral.
Un DI 2 se defini6 como significativamente aumentado, consistente con un cambio
importante en la diversidad general [5]. Se ha demostrado que esta clasificacién predice con
precision los cambios en el microbioma, segtn lo evaluado por secuenciaciéon de escopeta de
ADN [31]. Otro estudio demostré6 que cuando la abundancia de
C. hiranonis (en log10) es >4.5, esencialmente todos los acidos biliares primarios se convierten
en secundarios
acidos biliares [32].

Las abundancias del gen 16S del ARNr de C. perfringens, el gen de la enterotoxina de C.
perfringens y el gen NetF de C. perfringens en las heces se analizaron mediante ensayos
de qPCR como se describid anteriormente [5,11]. Los intervalos de referencia para perros
sanos se habian establecido previamente a partir de los datos de 120 perros sanos. El
intervalo de referencia de C. perfringens se definié de 1,1 a 6,5, y el de enterotoxina de C.
perfringens de 1,8 a 5,1. Las toxinas NetF y Clostridium difficile de C. perfringens se
consideraron negativas. Los resultados de la qPCR se expresaron como la cantidad logaritmica
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de ADN (fg) para cada grupo bacteriano por cada 10 ng de ADN total aislado.

El analisis de potencia indicé que era necesario incluir en el estudio al menos 8
perros por grupo para detectar una diferencia de 2 puntos en el indice CADS entre
tratamientos (DE estimada de 1,5, potencia de 80% y p < 0,05). Los andlisis estadisticos
se realizaron mediante
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Pad Prism (GraphPad Prism c¢9.0, GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). La
normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Anderson-Darling.

Las diferencias entre los grupos en cuanto a sexo, edad, peso corporal y raza se
evaluaron con la prueba U de Mann-Whitney. La evoluciéon del indice CADS y los de las
variables individuales, la DI y las bacterias individuales se analizaron mediante analisis de
efectos mixtos con comparaciones multiples para la comparacion entre el METg y el SYNg.

(El nivel de significancia elegido para determinar la significacién estadistica fue p < 0,05).

3. Resultados
3.1. Poblacion de estudio

Un total de 27 perros fueron incluidos en el estudio (METg, n = 15; SYNg, n = 12). No
hubo diferencias significativas entre los grupos al inicio del estudio en cuanto a edad, sexo,
peso corporal o distribucién por razas (Tablas 3 y 4).

Tabla 3. Distribuciéon por sexo y raza al inicio del estudio en perros con EA; abreviaturas: METg: grupo
de tratamiento con metronidazol; SYNg: grupo de tratamiento simbiético.

METg (n = 15) SYNg (n =12) p Valor

Sexo 7 hombres, 8 mujeres 4 hombres, 8 mujeres 0.69

Mestizos (3), Miniatura

Pastor australiano (1), Mestizos (5), Vizsla (2),
Schnauzer gigante (1), Perro Golden Retriever (1),
maltés (1), Chihuahua (1),

Razas Caniche (1), Pug (2), Americano Pastor Australiano (1), 0.27

Bulldog (1), Bichén Frisé (1), Shi Tzu (1), Yorkshire

Border Collie (1), Labrador (1), Terrier (1)

Yorkshire Terrier (1), Bulldog
Francés (1)

Tabla 4. Peso corporal y distribucién por edad al inicio del estudio en perros con EA; abreviaturas:
METg: grupo de tratamiento con metronidazol; SYNg: grupo de tratamiento simbidtico.

METg (n = 15) SYNg (n=12)
. - p Valor
Mediana (rango) Mediana
(rango)
Peso corporal (kg) 12.7 (5-36.3) 17.2 (5-35.5) 0.31
Edad (afios) 4.7 (1-13) 5.2 (2-12) 0.81

Los perros presentaron una mediana de duracién de la diarrea de 1 dia (rango METg
1-5 dias; Rango de SYNgde 1 a 4,5 dias). Trece (48%) perros experimentaron vomitos ademas
de diarrea. Diecinueve (73%) de los propietarios informaron que su perro podria haber
ingerido una sustancia inadecuada o que habian observado una ingesta. Una experiencia
estresante en los ultimos dias antes de la presentacion que condujo a la EA fue reportada
por 5 propietarios (19%). Veintiséis perros fueron alimentados con una dieta comercial, y
un perro fue alimentado con una dieta vegana comercial. Se entregaron golosinas y sobras de
lamesa a 17 perros (63%). Once (41%) perros fueron desparasitados regularmente, y la
dltima desparasitacién ocurri6é hace una mediana de 3,2 meses (rango de 1 a 24 meses).
Dieciséis (59%) perros fueron desparasitados irregularmente. Ninguin perro ha sufrido otra
enfermedad aguda en los ultimos 30 dias. En 10 (37%) perros, se documenté una afecciéon
crénica no gastrointestinal. En los ultimos 30 dias se administré medicacién a 8 (27%)
perros, y 3 (11%) perros recibian medicacion a largo plazo. Diecinueve (70%) propietarios
informaron varios episodios previos de diarrea, y la mediana de intervalo con el dltimo
episodio de EA fue de 4,2 meses (rango 2-8).

3.2. Eficacia del tratamiento

Ninguno de los perros de ninguno de los grupos requirié un tratamiento médico
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La mediana del indice CADS en el dia 0 fue de 6,5 (rango 4-15). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el indice CADS entre el METg y el SYNg en
ninguno de los dias excepto el dia 3 (p = 0,02; Figura 1). En el dia 3, mas perros en el SYNg
tenian menos apetito y actividad. No hubo diferencias significativas en ningtin dia durante el
periodo de estudio entre el METg y el SYNg en cuanto a los parametros especificos de diarrea
FC (Figura 2a) y frecuencia de defecacion (DF) (Figura 2b).
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Figura 1. Evaluacion clinica de los signos clinicos segtn el indice de Severidad de la Diarrea Aguda
Canina (CADS). Los indices incluyeron las variables actividad, apetito, vomitos (horas/dia),
consistencia fecal y frecuencia de defecacién (horas/dia). Cada variable se punttia de 0 a 3, y la
suma de las puntuaciones da como resultado una puntuacién acumulada total. Los puntos
muestran la mediana y las barras de error muestran el rango. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el METg y el SYNg en ninguno de los dias, excepto en el dia 3

(recuadro rojo; p = 0,02).
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Figura 2. (a) Evaluacion clinica del parametro consistencia fecal (CF) del indice CADS mediante la Tabla
de Puntuacién Fecal (PFS) de Purina. El indice CADS (FC) se puntué de 0 a 3, con SSP 2-3 = indice
CADS FC 0; SSP 4-5 = indice CADS FC 1; SSP 6 = indice CADS FC 2; y PFS 7 = indice CADS FC

3. Los puntos muestran la mediana y las barras de error muestran el rango. No se observaron
diferencias significativas en el indice CADS FC entre los grupos de metronidazol y tratamiento
simbiético. b) Evaluacién clinica del pardmetro frecuencia de defecacion (FD) segtin el indice CADS.
Las puntuaciones oscilaron entre 0y 3, con 0 = 1; 1 = 2-3; 2 = 4-5; y 3 = >5 veces/dia. Los puntos
muestran las medias y las barras de error muestran los DE. No se observaron diferencias
significativas en el indice CADS DF entre los grupos de metronidazol y tratamiento simbiético.

3.3. Andlisis del microbioma

No hubo diferencias significativas en la DI fecal en el dia 0 entre los dos grupos. La
mayoria de los perros tenian una DI normal (DI < 0) o cambios menores (DI < 0) el dia de
la presentacion (Figura 3b). Hubo una diferencia significativa en el DI entre los dos
grupos en dia 6 (media de METg de 5,3 £ 2,63); media de SYNg de 3,1 (2,02); p <0,0001) yel
dia 30 (media de METg de 1,3 (4,69} media de SYNg de 3,7 (1,15); p = 0,0004; Figura 3a). En
la tltima grabacién El 33% de los perros en el METg todavia tenfan un aumento de la D],
mientras que todos los perros en el SYNg tenian una DI < 0, y el 58% de estos perros
mostraron cambios menores en el dia 30.
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Figura 3. a) El DI a lo largo del tiempo. Los puntos muestran las medias y las barras de error
muestran los SD (a,c). Un DI < 0 indica un microbioma normal ((b) puntos negros) o cambios
menores ((b) puntos grises; cuando al menos un taxdn bacteriano esta fuera del intervalo de
referencia), un DI de 0 a 2 indica cambios leves a moderados ((a,b) puntos marrones), mientras que un
DI 2 2 indica cambios significativos ((a,b) puntos rojos). Hubo una diferencia significativa en el DI en el dia
6 (p <0,0001) y en el dia 30 (p = 0,0004) entre los dos grupos.

(b) EI DI en el dia 0. La mayoria de los perros tenian una DI normal o cambios menores (puntos
grises) el dia de la

presentacion. ¢) Concentraciéon de C. hiranonis a lo largo del tiempo. El eje Y representa las heces
logaritmicas de ADN/g; El drea gris muestra el intervalo de referencia de las cepas bacterianas
individuales. Aunque no hubo diferencia en el dia 0, se observé una diferencia significativa en Ila
abundancia de C. hiranonis en el dia 6 y el dia 30 (recuadros rojos; p < 0,0001; p = 0,0015).

No se observaron diferencias significativas en la abundancia de C. hiranonis en el dia 0
entre los dos grupos. En el dia 0, el 78% de todos los perros tenian C. hiranonis dentro del
rango de referencia. Hubo una diferencia significativa en la abundancia de C. hiranonis entre
el tratamiento con metronidazol
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y el grupo de tratamiento simbidtico en el dia 6 y el dia 30 (dia 6, media de METg 1,6 log
ADN/g heces (DE 1,68); SYNg media 6,2 log ADN/g heces (DE 0,64), p < 0,0001; dia 30,
METg media 3,4 log ADN/g heces (DE 3,05); SYNg media 6,4 log DNA/g heces (DE 0,37),
p =0,0015). C. hiranonis fue de <4,5 log DNA/g de heces en el dia 6 en el 93% de los perrosy
en el dia 30 en el 42% de los perros en el METg (Figura 3c).

Tres taxones bacterianos, cuantificados por PCR, Turicibacter spp., Bifidobacterium spp.y
Streptococcus spp., no se vieron afectados significativamente por el metronidazol en
comparacion con el tratamiento sinbidtico, mientras que una disminucién significativa en las
abundancias de Faecalibacterium spp. (p = 0.0015), Fusobacterium spp. (p = 0.0048) y Blautia
spp. (p = 0,02) debido al metronidazol durante el estudio.

En el 9% de todos los perros, la concentracién de E. coli aumentd (>8 log DNA/g de
heces) en el dia 0. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
abundancia de E. coli en el dia 0 entre los dos grupos. Hubo diferencia significativa entre
el METg y el SYNg en cuanto a la concentracién de E. coli en el dia 6 (media de METg 7,1
log DNA/g heces (0,84); SYNg media 3,6 log DNA/g heces (1,92); p 0,0001) y el dia 30 (METg
media 6,4 log DNA/g heces (1,78); SYNg media 4,1 log DNA/g heces (2,46); p = 0,01;
Figura 4a).
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Figura 4. Abundancia de cepas de E. coli (a), C. perfringens (b) y C. perfringens que codifican enterotoxina
(c) en los dias 0, 6 y 30. Los puntos muestran la media, las barras de error muestran la DE, el eje Y
representa las heces logaritmicas de ADN/g y el area gris muestra el intervalo de referencia para las
bacterias individuales. (a) Hubo una diferencia significativa en la concentracién de E. coli entre el METg
yel SYNgeneldia6 (p < 0,0001) y el dia 30 (recuadros rojos; p = 0,01). (b,c) No hubo diferencias
significativas en la abundancia de

C. perfringens o cepas de C. perfringens que codifican enterotoxinas en cualquiera de los dias registrados.

El diadelainclusién, la concentracién de C. perfringens se incrementé en el 35% de todos
los perros por encima del intervalo de referencia (>6,5 log DNA/g de heces). No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en cuanto a la abundancia de
C. perfringens cuantificada por qPCR en los dias 0, 6 o 30. La concentracién de C.
perfringens volvid al intervalo de referencia (<6,5 log DNA/g de heces) en todos los perros
del estudio el dia 6 y en el 78% de los perros el dia 30 (Figura 4b), independientemente
del tratamiento.
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En el dia 0, en el 25% de los perros de ambos grupos, se incrementd la abundancia de
cepas de C. perfringens que codifican enterotoxina (>5,1 log DNA/g de heces). No hubo
diferencias estadisticamente significativas en la abundancia de cepas de C. perfringens que
codifican enterotoxinas entre los dos grupos en los dias 0, 6 y 30 (Figura 4c).

En el dia 0, 3 perros (13%) dieron positivo para la abundancia de cepas de C. perfringens
que codifican la toxina NetF. Ningtn perro fue positivo para Clostridioides difficile (C. difficile)
el dia 0.

4. Discusion

Los resultados de este ensayo clinico prospectivo y ciego mostraron que, en
comparacién con un simbiético, el metronidazol no tuvo ningin efecto sobre la
concentracién de C. perfringens, pero resulté en un aumento significativo de la
concentraciéon de E. coli, un aumento del indice de disbiosis y una reducciéon en la
concentracion de C. hiranonis. No se observaron diferencias significativas en cuanto a la
mejoria clinica. Por lo tanto, el metronidazol tuvo un efecto negativo en el microbioma
central sin afectar los resultados clinicos.

Una encuesta reciente entre veterinarios mostré que el manejo clinico de la diarrea
aguda iopatica no es consistente con las recomendaciones basadas en la evidencia
[13,15]. Esta proporcién subraya la necesidad continua de recomendaciones basadas en
la evidencia y promueve la difusién de nueva informaciéon [15]. El presente estudio revel6
que para los perros con EA, el uso rutinario de metronidazol no mejora el curso clinico,
pero tiene un impacto negativo en el microbioma intestinal, mientras que los simbiéticos
tienen resultados clinicos similares pero ayudan en la recuperacién del microbioma.

Aunque el indice CADS fue menor en el grupo de metronidazol en el dia 3, no hubo
diferencias significativas en los paradmetros especificos de la diarrea FC y DF en este dia.
En el resto de los dias, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
tratamiento. Por lo tanto, los resultados confirmaron los hallazgos de estudios previos de
que no existe una diferencia relevante entre el metronidazol y el tratamiento simbi6tico
en términos de mejoria clinica en perros con EA [4,7,22].

Ademas del curso clinico, los resultados del presente estudio mostraron que la EA
no conduce a alteraciones importantes en la microbiota intestinal central, lo que tampoco
se observé en otros estudios que evaluaron la diarrea aguda, incluida la AHDS, en perros
[5,33]. El leve aumento de la DI podria estar relacionado con pequeiias alteraciones en la
microbiota central y el aumento de C. perfringens y E. coli. Por el contrario, se pueden
observar alteraciones importantes en la microbiota intestinal central y una falta de C.
hiranonis en un subconjunto de perros con enteropatias croénicas (CE) [30,34]. C.
hiranonis desempefia un papel importante en el mantenimiento de un microbioma
intestinal normal debido a su capacidad para convertir los acidos biliares primarios en
acidos biliares secundarios a través de la 7-a-deshidroxilaciéon [14,19]. Un estudio
demostré que cuando la abundancia de
C. hiranonis (enlog10) es >4.5, esencialmente todos los 4cidos biliares primarios se convierten
en secundarios
acidos biliares [32]. Se cree que los acidos biliares secundarios protegen contra el
crecimiento de varios patégenos, incluido C. difficile [32]. La disbiosis intestinal esta
relacionada con la EC y, a menudo, con una menor abundancia de C. hiranonis [30,35]. La
presencia de C. difficile, a su vez, esta fuertemente relacionada con la disminucién de C.
hiranonis [35]. En el presente estudio, un perro mostré un aumento de la DI con una
severa disminucion de la abundancia de C. hiranonis el dia de la presentacion, lo que
podria sugerir disbiosis asociada a la EC subclinica [5]. Este perro se present6 24 meses
después con signos gastrointestinales crénicos y gastritis crénica moderada a severa
segun hallazgos patohistologicos. Por el contrario, en el dia 0, todos los demds perros con
diarrea aguda tuvieron
C. hiranonis dentro o ligeramente por debajo del intervalo de referencia, y C. difficile no se
detecto6 en ninguno de los perros.

Como se observo anteriormente, la administraciéon de metronidazol resulté en una
disminucion significativa en C. hiranonis y un aumento significativo enla DI [19,20,22,36],
que aun era detectable 3 semanas después del final del tratamiento en el 33% de los
perros. Los resultados indican que la microbiota tiende a volver a la normalidad en la
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mayoria de los perros; Sin embargo, el retorno a las condiciones de pretratamiento
parece ser individualizado. Este resultado apoya los hallazgos de otros estudios que
también revelaron una tendencia individual hacia un retorno después de la retirada del
tratamiento con antibiéticos [19,37-39]. Por lo tanto, el metronidazol tiene efectos agudos
y duraderos sobre la
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microbioma intestinal en algunos perros. Aunque todos los perros en el grupo simbiotico
tuvieron una DI < 0 en el dia 30, el 58% de esos perros ain mostraron cambios menores
en el dia 30. Por lo tanto, si bien el efecto de la EA en el microbioma intestinal parece ser
leve, se deben asumir cambios menores al menos hasta un mes después de un periodo de
EA.

A diferencia de la bacteria beneficiosa C. hiranonis, ciertas especies bacterianas, como
E. coli 'y Clostridium perfringens, se mencionan repetidamente como posibles causas de la
enfermedad de Alzheimer. Los resultados del presente estudio revelaron un aumento
autolimitado de C. perfringens en la EA. Este hallazgo apoya la hip6tesis de que el aumento
de C. perfringens en la EA representa una parte transitoria de la disbiosis intestinal leve
[11]. Ademas, no se observaron diferencias en la abundancia entre el metronidazol y el
tratamiento simbiético a lo largo del tiempo, por lo que no es necesario un tratamiento
especifico para C. perfringens. Del mismo modo, se observé un aumento de la abundancia de
cepas de C. perfringens que codifican enterotoxinas en la EA; sin embargo, este cambio
también parece ser parte de la disbiosis intestinal transitoria [11]. La toxina formadora de
poros NetF de C. perfringens no parece desempefiar un papel importante en perros con EA
sin complicaciones, ya que se detect6 en solo unos pocos perros el dia de la presentacion.
Estudios previos han demostrado que NetF estd mas fuertemente asociado con AHDS en
perros, ya que mas del 50% de estos perros albergan estas cepas toxigénicas de NetF en
la presentacion [33,40,41].

Elaumento de E. coli en el METg puede interpretarse como el resultado de un cambio

en el
composicion bacteriana debido al efecto del metronidazol contra las bacterias
anaerobias, como se demostré anteriormente [19]. Aunque E. coli es un habitante normal
del intestino y la mayoria de las cepas no son patégenas en la mayoria de los perros,
algunas cepas pueden estar involucradas en la patogénesis de enfermedades
gastrointestinales, por ejemplo, la colitis ulcerosa histiocitica (HUC) en perros o
infecciones extragastrointestinales en el tracto urinario o heridas [42]. Los resultados del
presente estudio mostraron que en el grupo simbidtico, la presencia de E. coli fue
autolimitada, mientras que el metronidazol condujo a un patrén de disbiosis con aumento
de E. coli.

Este estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, los propietarios
proporcionaron tratamientos y dieta en casa. Aunque los propietarios estaban
capacitados en la administracién de capsulas, es posible que los tratamientos o la dieta
no se administraran en su totalidad. Ademas, los propios propietarios puntuaron los
parametros del indice CADS. Aunque varias variables pueden evaluarse objetivamente
(p. €j., la frecuencia de defecacion y la consistencia fecal segin la tabla de puntuacién fecal de
Purina ), otras (p. ej., la actividad) son relativamente subjetivas. La impresién clinica
también varia en funcién del tiempo que se pasa con el perro, que difiere entre los
propietarios. Una limitacidon notable de este estudio es la ausencia de un grupo placebo,
lo que impide la comparacién con un tnico tratamiento de apoyo. Otra limitacién radica
en el tamafio relativamente pequefio de la muestra de perros dentro de ambos grupos de
tratamiento. Sin embargo, el impacto perceptible del metronidazol en el microbioma
intestinal fue evidente y consistente con investigaciones previas. En consecuencia, parece
improbable que los resultados hubieran sufrido una alteracidon sustancial incluso con un
grupo de participantes mas grande.

5. Conclusiones

En conclusidn, los resultados de este ensayo clinico prospectivo y ciego que compara el
metronidazol y un simbidtico en perros con EA muestran que el metronidazol causa cambios
significativos en el microbioma intestinal, especialmente en C. hiranonis. Esto subraya el uso
cuidadoso del metronidazol. Ademas, el aumento de cepas bacterianas especificas,
denominadas enteropatégenos potenciales, como C. perfringens y E. coli, son autolimitadas y
se normalizan simultidneamente con la mejoria clinica y sin tratamiento antibiético. El
simbiotico no fue inferior al metronidazol en términos de mejoria clinica y, por lo tanto, debe
considerarse como una alternativa ahorradora de antibi6ticos. Estos agentes pueden influir
positivamente en el caracter autolimitado de la EA a través de la modulacién beneficiosa del
microbioma intestinal y se han utilizado de forma segura durante varios afios. Sin embargo,
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debido al pequefio nimero de pacientes y a la falta de un grupo placebo, se necesitan mas
estudios.
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