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RESUMEN

En este estudio se evalud el afecto antibiotico de los granos de
kéfir, utilizando como material biolégico de andlisis ratas blancas
provenientes del bioterio de la Universidad Nacional Agraria la
Molina, se emplearon 24 ratas, a las cuales se separaron en cuatro
grupos, dos experimentales con sus respectivos grupos control.
Todas las ratas fueron sometidas a cortes en la region superior del
lomo izquierdo, para luego ser inoculadas con bacterias gram (+) y
gram (-) respectivamente y asi generarles una infeccién, a la cual
se le dio tratamiento con los emplastos de los granos de kéfir. Los
resultados obtenidos nos demostraron que los emplastos de granos
de kéfir tienen actividad antibiotica sobre las heridas infectadas de
las ratas en estudio, por lo tanto, determinante para la cicatrizacion
y curacién de las mismas. En base a los resultados obtenidos en
este estudio, se recomienda profundizar la investigacion a fin de
obtener nuevos descubrimientos, que conduzcan a la aplicacién de
los beneficios de los granos de kéfir, para el tratamiento de heridas
infectadas en seres humados, sobre todo para pacientes
diabeticos.



ABSTRACT

In this study the antibiotic affection of kefir grains were evaluated,
using biological material analysis white rats from the animal house
of the Universidad National Agrarian La Molina, 24 rats, which were
separated into four groups were used, two experimental with their
respective controls. All rats were subjected to cuts in the upper
region of the left flank and then be inoculated with gram (+) and
Gram (-) respectively and so generate them an infection, which will
be given treatment with poultices of grains kefir. The results showed
us that plasters kefir grains have antibiotic activity on infected
wounds of the rat study, therefore, crucial to healing and curing the
same. Based on the results obtained in this study, we recommend
further research to obtain new findings, leading to the application of
the benefits of kefir grains, for the treatment of infected wounds in
humados beings, especially for patients Diabetics.
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INTRODUCCION

Desde la antigledad el hombre ha tratado de aliviar sus dolencias
buscando en la naturaleza los remedios que pudieran curar sus
males. Con el tiempo encontro diversas fuentes que satisficieron de
alguna manera estas necesidades, asi encontr6 este tipo de

recursos en las plantas, animales y minerales.

La historia nos dice que la lucha del hombre con las infecciones ha
sido constante en el tiempo y el descubrimiento de la penicilina en
1929 por Alexander Fleming (1), marca un hito de importancia, al
respecto, e inicia la era de los antibibticos; en 1877 Pasteur y
Jouvert escribieron que la vida destruye a la vida entre las especies
microscoépicas, mas que entre las especies superiores. (1, 2, 3)

Sin embargo la gran diversidad de antibiéticos existentes y la
facilidad con que se obtienen para su utilizacién, ha hecho que en
la actualidad, no solo haya generado un uso y abuso de los
mismos; sino que la resistencia bacteriana a los antibiéticos cada
vez sea mayor y se convierta en un problema de salud publica en
el Peru y otras partes del mundo (3). De aqui, la necesidad de
explorar nuevas formas de accion antibidtica se hace imperiosa vy,
una manera de realizarlo, es considerando el antagonismo lactico

bien marcado en los Granos de Kéfir. (4, 5, 6, 7)

En la actualidad se sabe que muchos problemas de salud estan
relacionados a heridas de diversos tipos que se dan en las
personas, mas aun cuando éstas se infectan y se hace dificil su
cicatrizacion, cierre y curacion definitiva. Se sabe también que
estos problemas son mas frecuentes en personas que padecen de
enfermedades silenciosas como por ejemplo la diabetes mellitus (8,
9), por lo que encontrar un modo de desinfectar las heridas para su
pronta curacion es una necesidad, sobre todo si la actividad

antibiotica se ejerce de manera local, evitando la sistémica que,



como se sabe, hay mayor probabilidad de generar reacciones
adversas al medicamento (RAM) por parte de los pacientes (1, 3).
Asi pues, de acuerdo a lo mencionado, utilizar emplastos de
Granos de Kéfir para este proposito es lo que se estudia en este

trabajo de investigacion.
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CAPITULO |
.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcién de la Realidad Problematica.

Entre las enfermedades silenciosas y metabdlicas que son
recurrentes en la actualidad, la diabetes mellitus ocupa un lugar
preeminente en las estadisticas de hoy, “casi el 10% de la
poblacion mundial adulta padece diabetes, determinada por una
alta concentracion de glucosa en sangre en ayunas (mayor o igual
a 126 mg/dl). La diabetes aumenta el riesgo de padecer
cardiopatias y accidentes cerebrovasculares, y multiplica por 10 las
probabilidades de que haya que amputar una extremidad inferior.
Es una de las principales causas de insuficiencia renal, deficiencia
visual y ceguera. La mayor prevalencia de diabetes se da en la
region del mediterraneo oriental y la region de las américas (el 11%
en ambos sexos), y la menor, en la region del pacifico occidental y

la regién de Europa (el 9% en ambos sexos)”. (10)

Esta es una enfermedad que entre otras cosas trae consigo heridas
que son muy dificiles de cicatrizar y que por lo mismo casi siempre
van acompaifadas de infecciones que obliga al paciente a consumir
antibioticos, que si bien es cierto, por una parte controla la
infeccion, por otra parte genera en el paciente muchos problemas
relacionados al uso de antibiéticos por tiempo prolongado y
también las relacionadas a las reacciones adversas al
medicamento (RAM). (1, 3)

“El uso frecuente de antibiéticos en los pacientes con pie diabético
hace que las resistencias antimicrobianas sean uno de los factores
a tener en cuenta a la hora de elegir un antibiotico, especialmente
para evitar un tratamiento empirico inadecuado. La utilizacion
racional de los farmacos puede mejorar los resultados de las

infecciones de los pies diabéticos.” (4)
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1.2

1.3

Encontrar un método alternativo en la cura de las heridas de estos
pacientes sin que el antibidtico sea utilizado sistémicamente,
reviste importancia para la salud de cualquier diabético. Es aqui
donde este trabajo de investigacion se hace presente utilizando los
Granos de Kéfir como agente antibacteriano local, dada las
diferentes bacteriocinas que son capaces de producir debido a las
bacterias lacticas de su microbiota y al antagonismo lactico que es

inherente a estas. (7, 11)

Esta investigacion no es posible realizarla en humanos
directamente, por eso que en el presente trabajo se utilizaran ratas

blancas “Rattus norvegicus” para hacer el estudio.

Formulacion del Problema.

¢El uso de emplastos de granos de kéfir, tendra efecto antibiético

sobre las heridas infectadas en ratas blancas “Rattus norvegicus™?

Objetivos de la Investigacion.

1.3.1 Objetivo General

Determinar la actividad antibiética de los granos de kéfir, en

heridas infectadas en ratas blancas.

1.3.2 Objetivo Especificos

e Cuantificar y evaluar estadisticamente la mortalidad de las
ratas en estudio.

e Evaluar la infeccion, subsecuente inflamacion, proceso de
cicatrizacion y crecimiento de pelaje, en las heridas de las
ratas en estudio, en el tiempo.

e Preparar los emplastos de kéfir para evaluar su efecto
bactericida y cicatrizante en las heridas infectadas en las

ratas en estudio.

11
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Hipotesis de la investigacion.

1.4.1 Hipétesis general

Los granos de kéfir debido a las bacteriocinas que producen,
es probable que sean capaces de curar heridas infectadas en

ratas blancas.

1.4.2 Hipotesis Especificas

e Es probable que la infeccién provocada en las ratas sea
causal de mortalidad.

e La infeccion y la inflamacion inherente a las heridas de las
ratas en estudio, probablemente genere distorsion en el
crecimiento del pelaje circundante a las heridas.

¢ A medida que pasen los dias, es posible que se observe una
franca mejoria de las heridas infectadas de las ratas merced
al efecto bactericida y cicatrizante de los emplastos de los
granos de kéfir.

Justificacidén e importancia de la investigacion.

En la actualidad segun un ultimo informe de la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud), el uso irracional de antibiéticos se ha vuelto
una amenaza mundial (3) lo cual estd generando que una amplia
gama de bacterias, tanto gram positivas como gram negativas, que
normalmente eran sensibles a estos medicamentos, generen un
mecanismo de resistencia que dificulta y pone en riesgo el éxito
frente a un tratamiento antibiético. Siempre ha habido resistencia
bacteriana hacia los antibitticos; pero en la actualidad existen
bacterias para las cuales ya no hay tratamiento y esto ocurre en
todos los paises del mundo, siendo indistinto a una determinada
etapa etaria, sexo, cultura, sociedad, etc. (2, 3). Como ya se ha
mencionado, en los diabéticos, las probabilidades de que haya que

amputar una extremidad inferior como resultado final a una
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infeccion en la cual la terapia antibidtica no tuvo éxito, es
multiplicada por 10 respecto a una persona que no padece de
dicha enfermedad (10) por lo que en esta investigacion se busca
dar una nueva alternativa a estos pacientes, ya que segun
investigaciones se ha corroborado que los Granos de Kéfir, debido
a su amplia flora bacteriana, tendria actividad antibidtica merced a
la produccion de bacteriocinas gracias a un mecanismo conocido
como antagonismo lactico(5, 6, 7, 11, 12) ,que usado en forma
topica podria generar la mejora de las misma, facilitando su

cicatrizacion.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

En Peru existen solo dos estudios realizados en granos de
kéfir, pero ninguno esta destinado a demostrar sus
aplicaciones medicinales de este producto. Los estudios que
actualmente se encuentran son investigaciones realizadas en
otros ambitos ya sea al campo alimentario, zootecnista y

biotecnolégico; dentro de ellos cabe mencionar:

En la siguiente investigacion, realizada por Mg. Arévalo
ORTIZ Fermin (2005) “ESTUDIO DE LA VELOCIDAD DE
AGITACION EN LA OBTENCION DE LA BIOMASA DE LA
MICROBIOTA DE LOS GRANOS DE KEFIR UTILIZANDO
SUERO DE LECHE Y MELAZA DE CANA, hace referencia
gue esta mezcla de microorganismo requiere agitacion para
optimizar su crecimiento y que puede crecer en un amplio

rango de velocidades. (21)

En la siguiente investigacion, realizada por Sasaki, T. D.
(1995) “PROCESOS DE ELABORACION DE KEFIR”, se
concluye que los granos de kéfir deben ser rejuvenecidos
para la elaboracién del producto, el producto de mayor
aceptacion fue elaborado con leche 3% de grasa, incubado
a 25°C hasta una acidez final de 86°D y madurado a 25°C,
hasta una temperatura final de 110°D y que el Kkéfir
elaborado tuvo una vida en almacenamiento de 6 dias a una

temperatura de 8°C. (4)

En la siguiente investigacion, realizada por Maria del socorro
ramirez (2005) “ACTIVIDAD INHIBITORIA DE CEPAS DE

14



BACTERIA ACIDO LACTICAS FRENTE A BACTERIAS
PATOGENAS Y DETERIORADORAS DE ALIMENTOS”, se
concluyé que de las 293 cepas de BAL en estudio, el
24.57% mostraron actividad antibacteriana contra al menos
uno de los microorganismos patdgenos y/o deterioradores
de prueba, de las cepas de BAL en estudio solo de obtuvo
inhibicion en contra de bacterias Gram negativas, por
consecuente se recomienda continuar con la purificacion de
los compuestos antimicrobianos involucrados en la actividad
inhibitoria, con el fin de lograr su utilizacién en diversos

alimentos. (5)

En la siguiente investigacion, realizada por Ana Guadalupe
(2012) “ESTANDARIZACION DEL PROCESO DE
FERMENTACION DE LECHE ENTERA
ULTRAPASTEURIZADA CON GRANULOS DE KEFIR”, se
concluye que la produccién de biomas de los granulos de
kéfir, segun el analisis de varianza realizado el aumento de
biomasa medio a 25°C es mayor que a 30°C y 35°C,
estableciéndose las condiciones 6ptimas de fermentacion a
25°C. también se ha demostrado que existe diferencia
significativa entre las medidas de pH en los 3 niveles de
temperatura de fermentacion correspondiente a 25°C, 30°C
y 35°C, y que por consecuente el tiempo de fermentacién,
depende de la temperatura, por ende se produce un
descenso en el pH de la leche entera ultrapasteurizada

durante el proceso de fermentacién. (13)

En la siguiente investigacion, realizada por Alejandra
Londero A. (2012) “OBTENCION DE UN PRODUCTO
PROBIOTICO PARA AVES A PARTIR DE SUERO DE
QUESERIA FERMENTADO CON MICROORGANISMOS
DE KEFIR” se concluye que los granulos de kéfir cultivados

en suero y el suero fermentado con los mismos contienen
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microorganismos  pertenecientes a las  especies:
Lactobacillus kéfir, Lactobacillus kefiranofaciens,
Lactobacillus parakefir, lactococcus lactis, kluyveromyces
marxianus y Saccharomyces cerevisiae. Cuando los
granulos son inoculados en suero en concentracion 1 % plv
el producto fermentado obtenido presenta similar
concentracion de levaduras y mayor concentracion de
bacterias acidos lacticos que al inocular los granulos en
concentracion 10 % p/v. Sin embargo la acidificacion,
degradacion de lactosa y produccién de acidos organicos es
menor al emplear menor concentracion de inéculo. Se
seleccion6 por lo tanto el empleo de granulos en
concentracion 10 % p/v a fin de aumentar la velocidad de

fermentacion. (6)

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Granos de Kéfir

La historia del kéfir se pierde en el tiempo. Se
considera su origen en el norte del Caucaseo (china).
Desde tiempos inmemorables, los habitantes de estas
montafias aprendieron a elaborar una bebida
refrescante a partir de la leche de vaca y cabra
utilizando un cultivo con una forma especial: los granos
de kéfir. (4)

Nadie sabe donde ni como se originaron estos granos,
pero entre los tartaros existe la leyenda de que fue el
mismo Mahoma quien recibio los granos de Ala, y este
a su vez los transmiti6 a los musulmanes.
Ensefiandoles su utilizacion y prohibiéndoles ensefiar
su uso a los infieles, ya que si esto ocurria, los granos
de kéfir (también denominados “mijo del profeta”). Esta
leyenda explica por qué los granos de kéfir y los

16



métodos empleados en la fabricacién del kéfir fueron
un secreto por un largo tiempo. (4)

Los médicos rusos, se dieron cuenta del efecto
beneficioso del kéfir en las enfermedades del intestino
y el estdbmago, y el primer trabajo cientifico acerca del

kéfir fue publicado a finales del siglo pasado. (4, 21)

Los granos de kéfir se caracterizan por tener una forma
irregular, una superficie arrugada, un color blanco o
ligeramente amarillento, una consistencia elastica y un
especifico sabor acido, son unos cultivos
acusadamente simbidticos con estructura determinada.
Este grano se comporta biolégicamente como un
organismo vivo. Crece, se multiplica y transmite sus

caracteristicas a las siguientes generaciones. (4, 21)

El diametro de los granos puede variar entre 1-2 a3 a 6
cm o mas, y los granos activos de kéfir flotan en la

superficie de la leche. (4, 21)

Durante la fermentacion, los granos de kéfir se hinchan

y ascienden poco a poco a la superficie.

La compleja microflora presente en el grano de kéfir se
encuentra inmovilizada en una matriz compuesta por
un polisacéarido llamado kéfiran, que es de origen
microbiolégico. Algunas grasas de leche y proteinas
desnaturalizadas de la misma, se encuentran también

relacionadas con esta matriz. (4, 21)
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2.2.2 La Microflora del Kéfir

La microflora basica del grano de kéfir se encuentra
compuesta por bacterias acido lacticas, bacterias acido
acéticas y levaduras. Su distribucién en los diferentes
estratos del grano de kéfir, han sido demostrados en

diferentes trabajos. (4, 21)

La actividad antimicrobiana del kéfir se atribuye al &cido
lactico, acido acético, perdxido de hidrogeno, didéxido
de carbono, diacetilo, acetaldehido, y/o bacteriocinas
producidos por Lactobacillus. También se ha
encontrado que el kéfir inhibiria la germinacion de
endosporas de Bacillus cereus y, si los Granos de Kéfir
se hallaran contaminados con endosporas de este
patdogeno, paulatinamente irian perdiendo dicha
contaminacion hasta desaparecer a través de los
sucesivos repiques en leche no contaminada. (4, 5, 7,
21)

Las levaduras que no fermentan la lactosa se
encuentran ubicadas en los estratos profundos del
Grano de Kéfir, mientras que las levaduras que
fermentan la lactosa se encuentran presentes
principalmente en las capas periféricas. La microflora
de la superficie del Grano de Kéfir, incluye Streptococci
mesofilicos, Lactobacilos mesofilos, Lactobacilos

termofilos y bacterias acido acéticas. (4, 21)

Una relacion de los principales microorganismos
presentes tanto en los Granos de Kéfir como en la

bebida kéfir se presenta en el cuadro N° 1. (4).
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TABLA No 1: MICROFLORA DE LOS GRANOS DE KEFIR

Y DE LA BEBIDA DE KEFIR.

Microflora Granos de kefir Bebida Kefir
LEVADURAS
1.- Saccharomyces delbrueckii 106/g 105/g
LACTOBAQLOS
1.- Lb. Kefir 109/g 106/ ml - 108/ mi
2.- Lb. Brevis 109/g 106/ mi
3.- Lb. Acidophilus 099 | L.l
STREPTOCOCA
1.- Sr. Durans Ausente 106/ g
LACTOCOCO
1.- Lact. Lactis Ausente 109/ ml
LEJGONOSTOC
1.- Leuc. Mesenteroides 106/ g 109/ ml
BACTERIASAQDO ACETICAS 108/g 106/ ml

2.2.3 Actividad Antibi6tica de los Granos de Kéfir.

El efecto antimicrobiano de las BAL (bacterias &cido
lacticas) contra otras bacterias se conoce desde hace
muchos afios. Metchnikof sefialaba que una flora nativa
intestinal estable regula la toxemia cromica natural que
tiene un papel primordial en el envejecimiento y muerte.
Aparte de la competencia por sustratos, los sitios de
colonizacion y los productos de la fermentacion,

resultan inhibitorios para muchos patégenos. (5, 13)

Los coliformes son activamente inhibidos por la
microflora natural del kéfir y bacterias patdgenas tales
como la Shiguella y Salmonella, no se desarrollan
cuando son introducidas en la leche junto con el starter
del kéfir. Asimismo, el desarrollo del bacilo de la
tuberculosis es inhibido en presencia de la microflora

de los Granos de Kéfir. (4)

También se ha demostrado que el kéfir inhibe el
crecimiento de Streptococcus pyogenes y Candida
albicans; en otro estudio, cepas de lactococcus lactis
subsp. Lactis, L. lactis subsp. Ceremonis y L.

thermophilus, aislados de kéfir inhibieron el crecimiento

19



de S. aureus. Ademas, dos cepas de L. lactis y una
cepa de L. ceremonis inhibieron el crecimiento de E.
coliy Pseudomonas aeruginosa; se ha descrito también
gue una bacteriocina producida por una cepa
clasificada como Lactobacillus spp. Tiene actividad
contra listeria innocua F; finalmente un numero de
Lactobacillus spp. Aislados a partir de kéfir presentaron
actividad antimicrobiana contra bacterias
enteropatogénicas y afectaron la adhesion de

salmonella typhimurium a células Caco-2. (7)

2.2.4. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son producidas especialmente por
lactococos y lactobacilos. Se caracterizan por presentar
una actividad bactericida dirigida hacia bacterias gram
positivas; en cambio, las bacterias gram negativas son
pocos sensibles a estas sustancias debido a la

constitucion de su pared celular y membrana. (5, 7, 11)

Las bacteriocinas se definen como péptidos
biologicamente activos que tienen propiedades
inhibidoras contra otras especies estrechamente
relacionadas con la cepa productora (5). El interés por
las mismas deriva del hecho de que son producidas por
organismos que se encuentran en los alimentos y, por
esta razon, podrian ser consideradas como "naturales”
y, por lo tanto, mas admisibles que los conservadores
quimicos. Las bacteriocinas pueden usarse en
conservacion de alimentos en su forma natural o
mediante cultivos iniciadores que forman
bacteriocinas en los alimentos. El uso potencial de

estos productos y el de determinadas enzimas en
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conservacion de alimentos se describe con el término

«bioconservacion». (7)

2.2.5 Antagonismo Lactico

El acido lactico es producido por la via homofermentativa
de las BAL, puede interactuar con las membranas
celulares 'y causar acidificacion intracelular vy
desnaturalizacion de proteinas; sin embargo, por la via
heterofermentativa se produce en pequefias cantidades
junto con el acido acético, etanol y diéxido de carbono.
El grado de disociacién del acido lactico depende del pH,
donde un bajo pH se encuentra en la forma no
disociada, siendo toxico para hongos, levaduras y varias
bacterias. En la actividad antimicrobiana, los is6meros
del acido lactico difieren, ya que el acido L-lactico es

mas inhibitorio que el isémero D-lactico. (5)

2.2.6 Resistencia Bacteriana

Las bacterias, por su tremenda capacidad de
adaptacién, pueden desarrollar mecanismos de
resistencia frente a los antibidticos. Existe una
resistencia natural o intrinseca en las bacterias si
carecen de diana para un antibiético (como la falta de
pared celular en el Mycoplasma, en relaciébn con los
betalactamicos). La resistencia adquirida es la realmente
importante desde un punto de vista clinico; es debida a
la modificacion de la carga genética de la bacteria y
puede aparecer por mutacibn cromosomica o0 por
mecanismos de transferencia genética. La primera
puede ir seguida de la selecciobn de las mutantes
resistentes como ocurre con la rifampicina vy

macrolidos; pero la resistencia transmisible es la mas



importante, estando mediada por  plasmidos,
transposones o integrones, que pueden pasar de una
bacteria a otra. (3, 15, 16)

La resistencia a los antibidticos recién se esta
empezando a ver como una preocupacion de la
sociedad y, desde el punto de vista econdémico, como un
elemento negativo. (3) Es importante considerar que en
la practica diaria los distintos tipos y mecanismos de
resistencia que presentan las bacterias frente a los
antimicrobianos disponibles, ya que es sabido que las
infecciones causadas por bacterias resistentes se
asocian a una mayor morbilidad, mortalidad y coste que
las causadas por bacterias sensibles de la misma

especie. (15)

2.2.7 Heridas infectadas en diabéticos

Dependiendo de la gravedad o extension de la lesién,
las infecciones serdn mono o polimicrobianas, siendo la
etiologia méas frecuente en los  episodios
monomicrobianos los microorganismos gram positivos v,
mas especificamente, los estafilococos. Cuando la
infeccién se agrava se hace polimicrobiana y, a pesar de
gue los microorganismos gram positivos siguen siendo
los méas frecuentemente aislados, a menudo también

estan presentes bacilos gramnegativos (9, 17, 18)

En dos ensayos clinicos recientemente publicados sobre
“pie diabético”, los cocos gram positivos representaron
del 70 al 80% de los aislamientos, situandose la
incidencia de S. aureus meticilino-resistente entre el 5y

15%, aunque en algunas series estos porcentajes
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llegaron a representar hasta el 30% de incidencia, por lo
gue el conocimiento de la flora local de la herida es
recomendable dada la gran variabilidad de estudios. El
conocimiento de la presencia o0 no de S. aureus
meticilino-resistente, a su vez, es importante porque se
asocia con una pobre cicatrizacion, bacteriemia, mayor
incidencia de pérdida de extremidad y mortalidad por
septicemia. (9, 17, 18)

2.3 Definicién de Términos béasicos.

Kéfir: es una bebida lactea fermentada naturalmente
carbonatada con un sabor ligeramente acido, a levaduray e
consistencia cremosa. Cuando se agita, la bebida produce
espuma y efervescencia, caracteristica por la que se le ha
denominado la champafia de los productos lacteos
cultivados.

Granos de kéfir: son cultivos acusadamente simbioticos
con estructura determinada. Este grano se comporta
biologicamente como un organismo vivo. Crece, se
multiplica y transmite sus caracteristicas a las siguientes
generaciones.

Bacterias gram (+): grupo de bacterias que se tifien de azul
oscuro o violeta por la tinciéon gram.

Bacterias gram (-): grupo de bacterias que aparecen
coloreadas de color rosa cuando se utiliza la técnica de
coloracion de gram.

Infeccion: invasion y multiplicacién de agentes patdégenos
en los tejidos de un organismo.

Diabetes: la diabetes es una afeccién cronica que se
desencadena cuando el organismo pierde su capacidad de

producir suficiente insulina o de utilizarla con eficacia.
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Cicatrizacion: proceso que tiene como finalidad la
restauracion de la integridad fisica a través de la formacién
de tejido fibroconectivo.

Inflamacion: respuesta protectora del organismo, ante una
agresion, cuyo objetivo final es destruir, diluir o aislar la
causa inicial de la lesién celular y reparar el dafio causado.
Escala de Mc Farland: la utilidad de la escala es poder
realizar suspensiones bacterianas ajustadas a un patron,
generalmente se suele usar el 0,5 Mc Farland, para esto se
toma una muestra de nuestra bacteria y la inoculamos en un
tubo con una solucion salina, en el momento que se
produzca un poco de turbidez ya estamos en el 0,5.

Prueba de chi cuadrado: Esta prueba puede utilizarse
incluso con datos medibles en una escala nominal. La
hipotesis nula de la prueba Chi-cuadrado postula una
distribucién de probabilidad totalmente especificada como el
modelo matematico de la poblacion que ha generado la
muestra.

Antagonismo Lactico: el acido Lactico puede interactuar
con las membranas celulares y causar acidificacion
intracelular y desnaturalizacion de proteinas.

Bacteriocinas: sustancias quimicas producidas por
bacterias, las cuales se caracterizan por presentar una

actividad bactericida.
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Tipo

El presente trabajo de investigacion es experimental y

exploratorio. (28)

3.2. Disefio

El presente trabajo de investigacion es transversal. (28)

3.3. Poblacion y Muestra

3.4.

Poblacion: Ratas blancas (rattus norvegicus) del bioterio de

la Universidad Agraria la Molina.

Muestra: 24 ratas blancas (rattus norvegicus)

Metodologia.

3.4.1. Materiales

Agente biolégico:

a)

b)

Granos de kéfir proveniente de dos casas
naturistas de Lima.

Ratas blancas “Rattus norvegicus” de 3 meses de
edad de sexo femenino entre 120 y 160 g de peso,
provenientes del bioterio de la Universidad
Nacional Agraria la Molina de la facultad de
Zootecnia.

Cepas de bacterias gram positivas y gram
negativas obtenidas de un laboratorio de andlisis

clinico.
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Materiales de laboratorio:

a) Modulo basico de biologia experimental.
b) Escala de Mc Farland.

3.4.2. Método.

a) Se tomaran 24 ratas blancas “Rattus norvegicus” y se

dividirdn en cuatro (04) grupos de seis (06) ratas cada grupo,
llamados grupo E1, C1, E2 y C2. En donde:

E1l: Grupo de ratas infectadas con bacterias Gram + y tratadas
con granos de kéfir.

C1l: Grupo de ratas infectadas con bacterias Gram + y sin
aplicacion de granos de kéfir.

E2: Grupo de ratas infectadas con bacterias Gram - y tratadas
con granos de kéfir.

C2: Grupo de ratas infectadas con bacterias Gram - y sin
aplicacion de granos de kéfir.

b) A las 24 ratas se les practicara una herida abierta de 2,50 cm

c)

de largo y 1 mm de profundidad en el lomo posterior derecho.
Para esto se les afeitara dicho espacio una superficie de 2 cm

de ancho por 3 cm de largo, es decir 6 cm?, (20)

Al grupo E1 se le aplicard 3 gotas de una suspension salina de
la bacteria gram positiva a una concentracion de 108
bacterias/ml graduadas de acuerdo a la escala No. (1.5) de Mc
Farland, asegurandose que la suspensién se extienda por toda
la herida a fin de que se asegure la infeccion inherente.
Transcurrido 60 minutos se le aplicard un emplasto de granos
de kéfir a la herida infectada, tratando que estas estén en

contacto intimo.
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d)

f)

9)

h)

Al grupo E2 se le aplicara 3 gotas de una suspension salina de
la bacteria gram negativas a una concentracion de 108
bacterias/ml graduadas de acuerdo a la escala No. (1.5) de Mc
Farland, asegurandose que la suspension se extienda por toda
la herida a fin de que se asegure la infeccién inherente.
Transcurrido 60 minutos se le aplicarda un emplasto de granos
de kéfir a la herida infectada, tratando que estas estén en

contacto intimo.

Al grupo C1 se le aplicara 3 gotas de una suspensién salina de
la bacteria gram positiva a una concentracion de 108
bacterias/ml graduadas de acuerdo a la escala No. (1.5) de Mc
Farland, asegurandose que la suspension se extienda por toda
la herida a fin de que se asegure la infeccion inherente.

Al grupo C2 se le aplicara 3 gotas de una suspension salina de
la bacteria gram negativa a una concentracion de 108
bacterias/ml graduadas de acuerdo a la escala No. (1.5) de Mc
Farland, asegurandose que la suspensidn se extienda por toda

la herida a fin de que se asegure la infeccion inherente.
Se haran revisiones periédicas de las heridas cada 8 horas y
se registraran los siguientes datos (cicatrizacion de la herida,

presencia o ausencia de infeccion y su evolucion).

El tiempo de experimentacion serd por un periodo de 7 dias.

3.5 Variable e Indicadores

3.5.1 Variable Independiente

e Actividad antibiotica de los granos de kéfir
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3.5.2 Variable Dependiente

e Cicatrizacion de las heridas infectadas de las
ratas.

3.6 Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos.
e Prueba estadistica de Chi cuadrado X?. (18, 19)

e Tabla de recopilacion de dato.
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Presentacion de resultados

En los anexos N°1, N°2, N°3 y N°4 se presentan los resultados obtenidos de

la evolucion diaria de las heridas infectadas de las ratas de los grupos E1, C1,

E2 y C2, durante siete dias.

En la tabla 2 se muestra los resultados del efecto de los granos de kefir sobre

las heridas infectadas en las ratas en estudio.

Tabla 2: Resultados de la actividad antibiotica de los granos de kéfir.

INFECCION CON GRAM +

INFECCION CON GRAM -

CON KEFIR

SIN KEFIR

CON KEFIR

SIN KEFIR

SUPERVIVENCIA

6

6

6

3

GRADO DE INFECCION

++

+++

+

+++

CRECIMIENTO DE PELO

+++

++

+

CICATRIZACION

+++

++

++

Fuente: Propia.

Imagen N°1: Corte de pelo del lomo de la rata.
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Fuente: Propia.
Imagen N°2: Corte e inoculacion de la cepa bacteriana.

Fuente: Propia.

Imagen N°3: Aplicacion de los emplastos de granos de kéfir.
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Fuente: Propia.

Imagen N°4: Granos de kéfir.

Fuente: Propia.

Imagen N°5: Cicatrizacidén y crecimiento de cabello.

Fuente: Propia.




Imagen N°6: Cicatrizacion y crecimiento de cabello.

Fuente: Propia.

Imagen N°7: Cicatrizacién y crecimiento de cabello.

Fuente: Propia.
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En el anexo No. 5 se muestra las Tablas de Contingencia y el desarrollo de la
Prueba Estadistica Chi Cuadrado respectiva, en relacion a la supervivencia de
las ratas infectadas con bacterias gram -. Del resultado de la prueba se puede
colegir que los granos de kéfir tienen efecto significativo sobre la curacion y

supervivencia de las ratas en estudio.
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DISCUSION

De los resultados obtenidos se puede observar que los granos de kéfir tienen
efecto desinfectante sobre las heridas infectadas de las ratas en estudio y, por lo

tanto, determinante para la cicatrizacion y curacion de las mismas.

Al hacer un analisis global y exhaustivo de los resultados se evidencia que
dichos resultados van mas alla de una cicatrizacién o curacion de las heridas, ya
que el empleo de los granos de kéfir para combatir la infeccion en las heridas de
las ratas, hace la diferencia entre la supervivencia o la muerte de los animales

de experimentacion.

Lo dicho anteriormente es consecuencia del resultado respecto a este punto, ya
que de la tabla 2, se puede extractar que de las 6 ratas del grupo experimental
gue fueron infectadas con bacterias gram — y tratadas con granos de kéfir, las 6
vivieron; en tanto que de las 6 ratas infectadas con bacterias gram — del grupo
control, esto es, que no fueron tratadas con granos de kéfir, 3 de ellas murieron y
3 vivieron. Esto quiere decir que los granos de kéfir tienen efecto curativo sobre
las heridas infectadas, combaten la infeccion y ayudan a la cicatrizacion y
curacion de las mismas. Este hecho puede ser explicado tanto por el
antagonismo lactico que presenta los granos de kéfir (5,6,7) como por la
produccion de bacteriocinas (5,6,7) por parte de la misma microbiota, los cuales
tienen efecto antibidtico sobre las bacterias que infectan las heridas de las ratas.
Esta aseveracion ademas es respaldada con la prueba Chi Cuadrado (18,19)
gue se ha realizado y cuyo texto completo de la misma se encuentra en el
apéndice (5 6,7).

Por otro lado, en el caso del estudio realizado con bacterias gram +, aun cuando
el resultado es diferente, no deja de tener correlacion con lo realizado con
bacterias gram -, pues si bien es cierto que no se presentd mortalidad en el
grupo control, es cierto también que los granos de kéfir juegan un rol importante
en el propdsito de combatir la infeccion y facilitar la cicatrizacion y curacién de
las mismas, ya que el grado de infeccién para las ratas que no recibieron el

tratamiento con los granos de kéfir fue mas severa que para las que recibieron
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tratamiento con granos de kéfir. Esto se puede corroborar al hacer las
comparaciones respectivas de las heridas infectadas del grupo control y
experimental que se presentan en las figuras. Adicionalmente, respecto a esta
prueba en particular, es posible que esto se deba al hecho de que las ratas,
inherentemente, tienen mayor inmunidad a las bacterias gram +, y por lo tanto
explique la supervivencia de las ratas en este grupo de estudio, las cuales fueron

infectadas con bacterias gram +.

Como otro punto de importancia tenemos el crecimiento del pelo alrededor de
las heridas. Como se puede observar en la figura N°5, es claro que las heridas
con mayor infeccion e inflamacion son las correspondientes a las ratas que no
fueron tratadas con granos de kéfir y, por ende, la caida del pelo circundante a la
herida se hace visible debido a la inflamacion e infeccion severa que ahi se
presenta, en tanto que en las ratas que recibieron tratamiento con granos de
kéfir, el crecimiento del pelo fue, al parecer normal, debido a que como se
combate la infeccion, la inflamacion también esta disminuida, de tal manera que

no afecta o afecta muy poco a los foliculos pilosos circundantes a la herida.

Finalmente, respecto a la cicatrizacion de las heridas, es claro que esto es
consecuencia de una infeccion superada y una inflamaciéon controlada, por lo
que una vez mas se puede decir que los granos de kéfir tienen un efecto
cicatrizante sobre las heridas de las ratas en estudio por las razones ya
expuestas, pues, en general, las ratas que recibieron tratamiento con granos de
kéfir, pudieron cicatrizar sus heridas con mas facilidad y en menor tiempo que
las ratas que no recibieron el tratamiento con los granos de kéfir. Lo mencionado
se puede observar en las figura N°5, N°6 y N°7, y en el apéndice donde se hace
un registro diario de las evolucion de las heridas de la totalidad de las ratas en

estudio.

Asi pues, a la luz de los resultados obtenidos en este estudio, es evidente que
los granos de kéfir juegan un papel determinante en la desinfeccion, cicatrizacion
y curacion de las heridas infectadas de las ratas estudiadas, sea esta infeccién

causada por bacterias gram + como por bacterias gram -.
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CONCLUSIONES

Los granos de kéfir tienen efecto antibiotico sobre heridas infectadas tanto

por bacterias gram +, como por bacterias gram -.

Los granos de kéfir deben su efecto curativo, antibidtico y disminuyen la
inflamacion de las heridas, merced a su antagonismo lactico y a la

produccién de bacteriocinas.

Los granos de kéfir tienen mayor efecto antibiético en las bacterias gram +,
que en las gram -, esto se pudo corroborar con los resultados obtenidos,
debido a que la tasa de mortalidad en las ratas del grupo E1 fue nula, a

diferencia de las del grupo E2 donde murieron tres de ellas.

Los granos de kéfir ayudan a la pronta cicatrizacion de las heridas infectadas
en ratas debido a que controlan la infeccidén y por ende la inflamacion de las
mismas, ayudando también al pronto crecimiento del pelaje en el area

afectada.
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RECOMENDACION

En base a los resultados obtenidos en este estudio, se recomienda profundizar
la investigacion a fin de tener nuevos descubrimientos, que conduzcan a la
aplicacion de los beneficios de los granos de kéfir, para el tratamiento de heridas
infectadas en seres humanos; sobre todo en pacientes diabeticos, en los cuales

la cicatrizacion de las heridas es un verdadero problema de salud.
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ANEXOS



Anexo N°5: Tablas de contingencia

OBS. VIVE MUERE TOTAL
Con Kéfir 6 0 6
Sin Kéfir 3 3 6

Total S 3 12

ESP. VIVE MUERE TOTAL
Con Kéfir 4.5 1.5 6
Sin Kéfir 45 1.5 6

Total 9 3 12

Ho: El Kéfir no tiene efecto curativo.
Hi: El Kéfir si tiene efecto curativo.
SIG: 0.05

GL = (F-1) (K-1) = (2-1) (2-1) =1
X? Tabulado con 0.05/ GL = 3.84

X2 Calc. = (6-4.5)2/4.5 + (0-1.5)%/1.5 + (3-4.5)2/4.5 + (3-1.5)2/1.5

X2 Calc=0.50+ 150+ 0.50 +1.50
X2 Calc = 4.

Como X2 Calculado es mayor que X?tabulado, se acepta (Hi).
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Anexo N°6: Cepas de bacterias Gram + y Gram —

Anexo N°7: Tubos de ensayo con la dilucion de las bacterias.
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Anexo N°8: Ratas para el trabajo de experimentacion.
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Anexo N°10: Lomo descubierto para proceder a realizar corte.

Anexo N°11: corte realizado para proceder a inocular las bacterias, e

inducir la infeccion.




Anexo N°12: Inoculacion de la cepa bateriana respectiva.

Anexo N°13: Preparacion del emplasto de granos de kéfir.




Anexo N°14: Aplicacién del emplasto de kéfir.
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