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UTILIZACION DEL PROBIOTICO Bacillus subtilis EN GATOS (Felis catus) EN ETAPA
DE CRECIMIENTO Y SU EFECTO EN LA CONCENTRACION DE UREA Y
AMONIACO EN SANGRE

Con el fin de determinar la eficacia de Bacillus subtilis como probiotico adicionado a la dieta de
gatos domésticos (Felis catus) en etapa de crecimiento, se utilizaron 18 gatos clinicamente sanos
(nueve machos y nueve hembras). Todos los gatos tenian una edad promedio entre dos y cuatro
meses y un peso entre 1.55 +0.25 a 0.73 + 0.20 kg. La distribucion de los gatos se establecio en tres
bloques de peso (alto, medio y bajo) y de forma aleatoria se tomaron dos gatos de cada bloque para
cada uno de los tres diferentes tratamientos: Grupo 1 Testigo (6 gatos); Grupo 2 Dosis baja del
probidtico a concentracion de 114 millones de UFC/animal/dia (6 gatos); Grupo 3 Dosis alta del
probidtico a concentracion de 229 millones de UFC/animal/dia (6 gatos). A todos los animales
experimentales se les proporcioné un alimento comercial especifico; siendo el tratamiento 1(testigo)
y los tratamientos 2 (dosis baja) y 3 (dosis alta) a los que se les proporciond ademas la dosis de
probidtico Bacillus subtilis en presentacion de tableta (diariamente durante 42 dias). Se realizaron
tres muestreos sanguineos a los dias 0, 21 y 42 de tratamiento en los tres grupos para obtener suero
y determinar concentraciones de urea (mmol/L) y amoniaco (umol/L). Otros parametros también
evaluados fueron: a) consumo de alimento (diario), b) ganancia de peso (semanal), c) conversion

alimenticia (semanal) y d) evaluacion de la calidad de las heces (diaria). En las variables medidas

de urea, consumo voluntario, ganancia de peso y conversion alimenticia no se encontraron

diferencias estadisticas entre tratamientos (p >0.05); sin embargo, si entre los tiempos (p <0.05).

Para el amoniaco sérico, el contenido promedio presentd diferencias en la interaccion tiempo por
tratamiento (p <0.05). En resultados de evaluacion de la calidad de las heces no se encontraron
diferencias significativas (p >0.05). Los resultados obtenidos permiten concluir que con la
suplementacion con el probiodtico Bacillus subtilis en gatos sanos (Felis catus) éste no provoco
cambios significativos entre los tratamientos en las variables medidas, con excepcion del amoniaco,

pero si entre tiempos.

PALABRAS CLAVE: Bacillus subtilis, probiético, gatos en crecimiento, urea y amoniaco.



ABSTRACT

This study was conducted to determine the efficacy of probiotic Bacillus subtilis as added to the diet
of domestic cats (Felis catus) in growth age. Eighteen clinically healthy cats (9 males and 9
females) were use. All cats had an average age between 2 to 4 months and weight between 1.55 +
0.25 a2 0.73 £ 0.20 kg. The distribution of cats was established in 3 blocks by weight (high, medium
and low) and 2 cats randomly in each block for every one of the three different treatments: Group 1,
control (6 cats); Group 2, low dose of probiotic concentration of 114 million CFU / animal / day (6
cats); Group 3, high dose of probiotic concentration of 229 million CFU / animal / day (6 cats). All
experimental animals were provided with a specific commercial feed; being treatment 1 (control)
and treatments 2 (low dose) and 3 (high dose) were further provided the probiotic Bacillus subtilis
dose in tablet (daily for 42 days). Three blood samples at days 0, 21 and 42 in the three treatment
groups for determining serum urea (mmol/L) and ammonia (mmol/L) concentrations were
performed. Other parameters were also evaluated: a) a food intake (daily), b) weight gain (weekly),
c¢) feed conversion (weekly) and d) evaluating the quality of stool evaluation (daily). For the
measured variables urea, voluntary intake, weight gain and feed conversion no statistically
differences between treatments (p >0.05) were observerd; however, it does between times (p <0.05).
For serum ammonia, the average content presented differences in treatment time interaction (p
<0.05). Results of quality assessment of stool were no significantly different (p >0.05). The results
obtained indicate that supplementation with the probiotic Bacillus subtilis in healthy cats (Felis
catus) caused no significant changes between treatments in the variables measured, except for

ammonia, but did between times.

Keywords: Bacillus subtilis, probiotic, growing cats, urea and ammonia.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los seres humanos tienen una historia larga y compleja de asociacion con perros y gatos. Esta
relacion tiene sus raices en la domesticacion y ha evolucionado con el tiempo; considerandose la
principal razén por la que las personas comparten sus vidas con perros y gatos, buscando una
compaiiia (Case et al., 2013).

La alimentacioén de los animales de compaiiia tiene algunas caracteristicas propias que la
hacen diferente de la alimentacién de los animales de abasto en los que se busca optimizar la
produccion. Los animales de compaiiia son considerados en muchas ocasiones como miembros de
la familia y se les trata como tal. Esto implica que no s6lo se busca alimentarlos sino suministrarles
la cantidad de nutrientes correcta (equilibrada) para optimizar su salud, mejorar su actividad y
longevidad (Boixeda et al., 2000).

El conocimiento de la nutriciéon basica y los requerimientos nutricionales de perros y gatos
sanos, es esencial para comprender las practicas de alimentacion (Case et al., 2013); donde la
principal funcion de los alimentos en la dieta de los animales es proporcionar nutrientes: proteinas,
carbohidratos, lipidos, minerales y vitaminas entre otros. La energia también es fundamental dentro
de la dieta. Sin embargo, en la actualidad se busca que los alimentos contengan un beneficio
adicional mejorando la salud de forma preventiva y terapéutica (Garssen ef al., 2003).

A través de la evolucidon, en el intestino se desarrolld una estrecha relacion entre la
microbiota intestinal y la salud de los individuos; demostrandose que estos microorganismos tienen
una funcién primordial de proteccion para la integridad del epitelio intestinal frente a las
infecciones (Quera y Quingley, 2005). Actualmente es posible manipular la variedad de la
microbiota intestinal a través de la dieta, constituyendo una alternativa idonea para fomentar las
propiedades funcionales hacia un efecto benéfico sobre el huésped; existiendo un creciente interés
en el disefo de alimentos con aditivos (suplemento, complemento) funcionales que favorezcan el
desarrollo de la microbiota deseable. Dentro de las estrategias desarrolladas para administrar
aditivos podemos mencionar tres: probidticos que consisten en cepas (bacterias) seleccionadas;
prebidticos que son ingredientes alimentarios no digeribles (fibra alimenticia, fructooligosacaridos e
inulina) que favorecen el desarrollo especifico de la microbiota deseable y simbidticos que

contienen una combinacion de probioticos y prebioticos (Vazquez, 2009).



Los probioticos se definen como: organismos vivos encontrados en suplementos dietéticos,
que tras su ingestion en cantidades adecuadas son capaces de ejercer un efecto benéfico sobre el
huésped, sin que éstos tengan estrictamente un valor nutritivo (Sanz et al., 2004). En seres humanos
el uso de los probiodticos es muy conocido y activo; sin embargo, el conocimiento sobre el
mecanismo de accion de éstos es atn limitado en animales de compaiiia, por lo que los avances en
este ambito posibilitaran su utilizaciéon de manera definida para cubrir necesidades especificas en
especies animales.

La finalidad de este estudio, es proporcionar informacion cientifica sobre el uso del

probidtico Bacillus subtilis en la nutricion de gatos sanos (Felis catus).



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Microbiota intestinal

El tracto intestinal de los animales contiene diferentes tipos de microorganismos, a los cuales se les
conoce como “microbiota intestinal”. Por mucho tiempo, la microbiota intestinal ha generado
interés porque los microorganismos estan involucrados en multiples procesos fisioldgicos en el
hospedero, perpetuando asi salud o enfermedad (Garcia, 2013). Dentro de estos procesos estan: la
resistencia contra la colonizaciéon por patégenos (Stecher y Hardt, 2001), la produccion de
sustancias utiles que actian como fuente de energia para las células epiteliales (Louis y Flint, 2009),
la modulacion del sistema inmunitario intestinal (Hooper y Mcpherson, 2010) y la captacion de
energia a partir de componentes de la dieta sin digerir (Cummings y Macfarlane, 1997). A cambio,
los microorganismos residentes obtienen como beneficio un ambiente ideal para sobrevivir;

constituyendo una simbiosis benéfica entre el huésped y su microbiota (Duerkop et al., 2009).

2.1.1 Funciones de la microbiota

El uso de animales criados bajo condiciones libres de patogenos, ha proporcionado informacion
importante acerca del efecto fisioldgico y patoldgico de la comunidad microbiana en el huésped. La
evidencia obtenida a través de estos estudios, sugiere que la microbiota intestinal tiene importantes
funciones metabdlicas: proteccion, absorcion, crecimiento celular epitelial y diferenciacion (Falk et

al., 1998).

2.1.1.1 Funciones metabolicas

Dentro de las principales funciones metabolicas de la microbiota estan: la fermentacion de residuos
alimenticios no digeribles y de moco endogeno producido por el epitelio (Cummings et al., 1997).
El metabolismo de la microbiota intestinal representa una parte importante de toda la actividad
bioquimica que se desarrolla en el organismo y tiene una gran influencia en el estado nutritivo y de

salud del individuo (Guarner, 2003). Las funciones metabodlicas de la microbiota intestinal



permiten: la generacion de nutrientes asimilables a partir de compuestos complejos no digeribles en
la porcion inicial del tracto intestinal (polisacaridos); la mejoria de la digestion y biodisponibilidad
de nutrientes de la dieta (lactosa y minerales) mediante el aporte de enzimas o la estimulacion de
actividades endogenas relacionadas con su utilizacion; el aporte de nuevos nutrientes (vitaminas),
mediante su sintesis o acumulacion y la reduccion de compuestos perjudiciales o antinutrientes
(amoniaco, fitatos) por asimilacion, degradacion o inhibicion (Sanz, 2004). También contribuyen a
la acidificacion del medio por la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) que
favorecen la protonacion del amoniaco a ion amonio, limitando su difusion en sangre y aumentando

su excrecion fecal lo que finalmente disminuye la uremia (Tungland et al., 2002).

2.1.1.2 Funciones de proteccion

Barrera protectora: los acidos grasos de cadena corta que son generados por las bacterias,
desempefian diferentes funciones a nivel local (intestinal) y sistémico (Hooper, 2002); se considera
que estos pueden contribuir a la funcion barrera protectora del epitelio intestinal, al acidificar el
medio debido a la actividad fermentativa que inhibe el desarrollo y la colonizacion de patdogenos.
Asi como; la produccion de elementos toxicos derivados de su metabolismo (amonio, compuestos
fenolicos, aminas) (Fanaro, 2003). El 4cido butirico constituye la principal fuente de energia para
los colonocitos estimulando la proliferacion celular, regulando la apoptosis y la composicion del

moco (Hooper, 2002).

2.1.1.3 Funciones de absorcion

Los acidos grasos de cadena corta favorecen la absorcion de minerales (calcio, magnesio y hierro)
clinicamente relevantes para el tratamiento y prevencion de osteoporosis y la anemia. Efectos
producidos, como consecuencia de la reduccion del pH luminal que aumenta la solubilidad y

favorece la absorcion por difusion pasiva (Teitelbaum et al., 2002).

2.1.1.4 Crecimiento celular epitelial y diferenciaciéon

Posiblemente el papel mas importante de los acidos grasos de cadena corta en la fisiologia

coldnica es su efecto trofico (nutricional) sobre el epitelio intestinal. La diferenciacion de las células



epiteliales es afectada considerablemente, debido a la interaccion con microorganismos residentes.
Los tres acidos grasos mas importantes (acético, propidnico y butirico) estimulan la proliferacion
celular epitelial y la diferenciacion tanto en el intestino delgado como en el intestino grueso
(Guarner et al., 2003).

Las células mas abundantes en la superficie intestinal son los enterocitos, éstos poseen
membranas que junto con las uniones estrechas que forman con las células adyacentes, se vuelven
esenciales para prevenir la penetracion bacteriana mientras se permite el flujo constante de
nutrientes hacia los tejidos. Los enterocitos también tienen un papel importante en la promocion de
la compartimentacion de las bacterias simbidticas, al secretar una gran variedad de péptidos
antimicrobianos (defensinas y catelicidinas). Estas promueven la muerte bacteriana al provocar una
modificacion en la integridad de la pared celular bacteriana; estos péptidos antimicrobianos son
producidos de forma gradual o pueden ser inducidos por bacterias (Hooper et al., 2003).

La superficie del intestino también posee otras células menos abundantes que ayudan a
limitar la penetracion bacteriana a los tejidos. Las células caliciformes que son originadas por
cé¢lulas de Lieberkiihn; secretan una gran cantidad de mucina (proteina altamente glucosilada)
formando una capa protectora de moco sobre la superficie del epitelio. La capa de moco esta
conformada por dos estratos: externo, que se encuentra colonizado por bacterias e interno, que es
resistente a la penetracion bacteriana formando una zona de proteccion adyacente a la superficie
epitelial (Duerkop et al., 2009). Otras células originadas también por las de Lieberkiihn; son las de
Paneth, que secretan la gran mayoria de proteinas antimicrobianas producidas por el intestino y
albergan granulos secretores que tienen proteinas microbicidas que incluyen defensinas y lisozimas.
Estas células cuando perciben sefiales bacterianas, reaccionan descargando sus granulos
microbicidas al interior del lumen intestinal controlando asi, la penetracion hacia la mucosa tanto

de bacterias simbidticas como de patdégenas (Duerkop et al., 2009; Hooper et al., 2003).

2.1.2 Microbiota del gato

La colonizacion microbiana del tubo intestinal de los gatos, comienza al nacer y la composicion de
la microbiota intestinal se parece a la de los gatos adultos ya, en las primeras semanas de vida
(Simpson, 2011). Osbaldiston y Stowe (1971) comenzaron las primeras investigaciones sobre la
composicion de la microbiota intestinal en gatos, en su estudio encontraron colonias de: coliformes,
Streptococcus spp., Enterococcus spp. y Lactobacillus spp., los grupos de bacterias predominantes

a lo largo del tubo digestivo. En otros estudios encontraron, Bacteroides spp. y Clostridium spp.,



las bacterias mas comunes en el duodeno de los gatos (Papasouliotis et a/, 1998) basado en cultivos
bacterianos. La composicion de la microbiota intestinal puede ser influida por ciertos factores
externos como la dieta. Sin embargo, la microbiota es resistente a la mayoria de las influencias
ambientales restaurando rapidamente su equilibrio normal. Cada compartimento intestinal, alberga
un microbioma unico debido a las diferencias anatémicas y fisiologicas existentes en cada porcion
intestinal. Los microorganismos habitan nichos que les proveen sustratos y nutrientes que provienen
del hospedero para sus funciones especializadas y a cambio proporcionan productos y metabolitos

utiles para éste (Cuadro 1) (Suchodolski, 2011).

Cuadro 1
Funcion de 1a microbiota en el tracto intestinal normal

Tomado de Suchodolski (2011)

Actividad microbiana Productos Representativas

Descarboxilacion, desaminacion de Amoniaco. Clostridium spp.,

aminoacidos. Peptostreptococcus spp.,

Peptococcus spp.

Desconjugacion / deshidroxilacion de Acidos biliares secundarios  Clostridium hiranonis,

acidos biliares. (colato/desoxicolato). Lactobacillus spp.

Sintesis de vitaminas. Vitamina K,, B,, biotina, Enterococcus spp., Pseudomonas

acido folico. spp., Sphingomonas spp.,

Lactobacillus spp.

Fermentacion de carbohidratos.

Fermentacion de aminoacidos.

Degradacion de oxalato.

Degradacion de inulina y almidon.

Metabolismo de Hidrogeno, alcoholes y

acido acético.

Lactato, propionato,

acetato, butirato.

Hidroégeno, metano,
aminas, fenoles, amoniaco,
acidos organicos de sulfito
de hidrégeno.

Formato y dioxido de
carbono.

Lactato.

Metano y didxido de

carbono.

Clostridium cluster XIVa,
Prevotella spp., Faecalibacterium
spp., Bifidobacterium spp.
Bacterias reductoras de sulfato,
Desulfovibrio spp., Clostridium

spp., Peptostreptococcus spp.

Oxalobacter formigenes.

Bifidobacterium spp.

Methanobacterium spp.

Los gatos tienen concentraciones intestinales de microorganismos significativamente mas altas que

los perros, alcanzando concentraciones de hasta 10° UFC/g (unidades formadoras de colonia por



gramo) en el duodeno (Johnston, 1993). Las principales bacterias encontradas en el duodeno son: el
microorganismo aerobico Pasteurella spp y los anaerobios Bacteroides spp, Eubacteria spp y
Fusobacteria spp (Simpson, 2011). Los conteos bacterianos en colon van de 10° a 10" UFC/g de
contenido. Bacteroides spp., Clostridium spp., Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. y
Enterobacteriaceae spp. son grupos predominantes de bacterias cultivadas en perros y gatos. Las
bacterias aerobias y anaerobias facultativas se encuentran en mayor cantidad en el intestino delgado
y las anaerobias predominan en el intestino grueso (Cuadro 2) (Suchodolski, 2011).
Cuadro 2
Grupos bacterianos predominantes en el tracto intestinal de perros y gatos
Modificado de Suchodolski (2011).

Resultados de cultivos Resultados gen 16S RNA FISH'
Cantidad
Grupo bacteriano Log *UFC/g Grupo bacteriano Grupo bacteriano
Barras en espiral 3.0a6.8 Clostridios.
Intestino Bacteroides spp. 0as.5s Enterobacterias.
delgado. Lactobacillus spp. 1.0 a5.4 Lactobacilos.
Streptococcus spp. 3.0a5.2 Bacteroides.
Escherichia coli. 23a5.0 Campylobacterias. N/A
Clostridium 1.0a25 Actinomyces.
perfringens. Fusobacterias.
Pasterelas.
Espiroquetas.
Intestino  Bacteroides spp. 7.3a10.2 Aeromonadales. Bacteroides spp.
grueso. Bifidobacterium spp. 8.0 a 10.0 Bacteroides. Bifidobacterium spp.
Clostridium 5.5a 8.0 Bifidobacterium spp. Clostridium cluster IX.
perfringens. Coriobacterias. Clostridium cluster XI.
Clostridium spp. 7.3a9.5 Clostridios. Clostridium histolyticum.
Escherichia coli. 6.42a8.6 Enterobacterias. Desulfovibrio spp.
Lactobacillus spp. 5.5a9.0 Coliformes. Escherichia coli.
Prevotella spp. 7.0a8.5 Fusobacterias. Eubacterium spp.
Lactobacilos. Lactobacillus spp..

*UFC/g: unidades formadoras de colonias por gramo.

'FISH: Hibridacion in situ fluorescente.

N/A: No aplica.

El tracto intestinal de los gatos es relativamente corto en comparacion con los perros. Debido a que

los gatos son considerados carnivoros estrictos y utilizan la mayoria de los nutrientes de la carne,



que requieren menos superficie y longitud de area para la digestion. El ciego, colon y el recto
constituyen las tres partes del intestino grueso donde se produce la fermentacion de la materia
organica no digerida y donde se absorben liquidos, electrolitos, minerales y metabolitos bacterianos

(Pibot, 2010).

2.2 Propiedades morfofuncionales del intestino grueso

A diferencia del intestino delgado, el intestino grueso carece de vellosidades lo que le atribuye una
mejor capacidad de absorcion (Chivers, 1980). Las funciones mas importantes:

a) absorcion de agua y electrolitos con eficiencia, ya que no poseen mecanismos de transporte
activo, b) secreta moco debido a que el contenido es mas seco y favorece el transporte, expulsion de

excretas o heces y ¢) fermentacion bacteriana (digestion) (Desai et al., 2009) (Cuadro 3).

Cuadro 3
Proporciones respectivas del intestino en determinadas especies.

Modificado de: *Barone, 1984; **Meyer y col., 1993; ***Dukes, 1984

Perros Gatos Hombre
Intestino delgado* 1.7-6m 1.0-1.7m 6.0-6.5m
Intestino grueso* 03-1.0m 0.3-04m I.5m
Peso relativo del tracto 2.7 % (perros grandes). 7% 10%
digestivo/peso corporal** 7% (perros pequerios).
Tamaiio corporal/longitud 1/6 1/4 1/5
intestinal***

Probablemente porque no hubo la necesidad evolutiva para desarrollar un gran espacio de
fermentacion (Chivers y Hladik, 1980), el intestino grueso de los gatos se caracteriza por la
existencia de microbiota muy densa con una gran actividad metabdlica. Pctinobacteria spp y
Firmicutes spp son bacterias encontradas en intestino grueso (Desai et al., 2009). También se
encuentran miembros de la familia Clostridiaceae spp, Proteobacterias spp 'y Bacteroides spp (Tun
et al., 2012). Estos microorganismos también producen acidos grasos de cadena corta (De las
Cagigas et al., 2002) los cuales, son productos de la fermentacion bacteriana de las fibras, que son
una importante fuente de energia para los colonocitos, se absorben por difusién en el intestino

grueso y contribuyen a la salud intestinal (Boudreau, 1978; Drackley, 1998).
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El butirato es considerado de importancia en la salud colonica de los humanos, pero se conoce poco
en el caso de la salud intestinal de los gatos. Sin embargo, bacterias productoras de butirato son las
mas comunmente encontradas en las heces de estos felinos (Hamer, 2008).

Las bacterias del colon son capaces de digerir parte de las fibras no digeribles y otros
nutrientes de la dieta que escapan a la digestion del intestino delgado. Los productos de esta
digestion bacteriana contribuyen con el olor y color caracteristicos de las heces de los felinos, donde
los residuos alimenticios que no se digieren, las células que se desprenden, las bacterias y las
secreciones endogenas que no se absorben, constituyen la materia fecal que oportunamente
alcanzara el recto y sera excretada del cuerpo (Smeets, 1998). Las caracteristicas fecales pueden ser
afectadas por la cantidad y el tipo de materia no digerible que se presenta en la dieta de los perros y
gatos. Por ejemplo, cuando las proteinas no digeridas alcanzan el intestino grueso, la degradacion
bacteriana produce las aminas indol y escatol. Ademas, se produce sulfuro de hidrégeno a partir de
los aminoacidos sulfurados de las proteinas inadecuadamente digeridas o no digeridas (Brosley,
2000). El sulfuro de hidrogeno, los indoles y los escatoles, dan un fuerte olor a la materia fecal y el
gas intestinal. El grado de desarrollo de flatulencias y fuerte olor fecal en gatos que son alimentados
con sustancias poco digeribles varia de acuerdo con la cantidad y el tipo de alimento administrado y
la microbiota colénica de cada animal (Morris, 2000).

Es con base en lo anterior, que las investigaciones en la nutricion de los animales de
compaifiia comenzaron; encontrandose que la relacion entre la microbiota intestinal y la salud de los
individuos era importante. Estos estudios han demostrado que estos microorganismos tienen una
funcién importante de proteccion de la mucosa intestinal frente a las infecciones. El pH del colon
varia entre 4.5 y 7.5. Al generarse un cambio en la composicidon de la microbiota cambia también la
actividad enzimatica intestinal (Quera, 2005). Un pH menor a cuatro en el intestino grueso favorece
a las bacterias acido tolerantes, potencializando el crecimiento de las bacterias anaerobias y
provocando una alta concentracion de sulfatos; aumentando asi, el crecimiento de las bacterias
sulfato reductoras.

Se ha demostrado que la dieta posee una influencia en la composicion de la microbiota por
la cantidad y calidad de proteinas procesadas del alimento, concentracion de fibra alimentaria,

hidratos de carbono digestibles y la presencia de aditivos (probioticos) (Marshall Jones et al., 2006).
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2.3 Absorcién y digestion de nutrientes en el intestino

Al comienzo del consumo del alimento, se desencadenan sobre €l procesos quimicos y fisicos, los
cuales inducen la ruptura de la unién quimica de los nutrientes complejos a través de enzimas, antes

de ocurrir la absorcion de los productos finales de la digestion (Cuadro 4).

Cuadro 4

Productos finales de la digestion de carbohidratos, proteinas y grasas

Tomado de Case (2011)
Nutrientes
Enzimas Productos Finales
Amilasa, lactasa, Glucosa, galactosa y
CankiusEaips Sucrasa, maltasa. fructosa.
Dipeptidasa Dipéptidos.
Aminopeptidasa Aminoacidos libres.
Proteinas Pepsindgeno, pepsina, nucleotidasa,
nucleosidasa, tripsina, quimiotripsina,
carboxipeptidasa, nucleasa.
Lipasa intestinal. Glicerol.
e Lipasa pancredtica. Acidos grasos.

Monoglicéridos, diglicéridos.

La absorcion de nutrientes se lleva a cabo en el intestino delgado a través de varios procesos: a)
difusion pasiva (gradiente osmoético) como los electrdlitos y el agua; b) difusion facilitada
(transporte de grandes moléculas), a través de la membrana celular asociadas a un gradiente de
presion y c) transporte activo, relacionado con proteinas transportadoras localizadas en las
membranas de los enterocitos, en contra del gradiente de concentracién y por lo tanto requiere un
gasto de energia (Case, 2011; Daristotle, 2011).

Carbohidratos simples, algunos aminoacidos simples, di y tri péptidos son absorbidos a
través de un proceso activo ligado al transporte de sodio (Mellanby, 2005; Sato, 1993). Pequefios
péptidos absorbidos hacia la célula, se hidrolizan a aminoacidos simples antes de liberarse hacia la
circulacion portal, azicares y aminoacidos son absorbidos hacia los capilares de las vellosidades y
por medio de éstos, ingresan en la vena porta hacia el higado (Case, 2011; Daristotle, 2011). El
higado procesa los monosacaridos y los aminoacidos absorbidos, algunos monosacaridos se
convierten en glucégeno como forma de almacenamiento de carbohidratos y cierta cantidad de

glucosa se secreta directamente hacia la circulacion. Algunos aminodcidos, se liberan hacia el
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torrente sanguineo donde circulan hacia los tejidos para ser absorbidos por las células y el exceso de
aminoacidos se convierte en aminoacidos no esenciales o es metabolizado por el higado para la
obtencion de energia (Case, 2013).

En la absorcion de las grasas, hay interaccion de micelas que contienen acidos biliares,
monoglicéridos, diglicéridos y acidos grasos de cadena larga y debido a que son miscibles con agua,
tienen la capacidad de viajar hacia las microvellosidades donde se rompen y sus particulas de grasa

son absorbidas por las células (Mellanby, 2005).

2.4 Importancia nutricional de aminoacidos y proteinas en gatos

Los requerimientos proteicos comparativamente altos de los gatos, se deben a sus altas necesidades
en el mantenimiento del recambio de las proteinas corporales, mas que a sus demandas para el
crecimiento (Mellanby, 2005). Las proteinas provienen de distintos origenes: a) proteinas exdgenas
via ingestion; b) proteinas enddgenas y c) de recambio metabdlico. Constituidas basicamente por
carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O), nitrogeno (N); aunque algunas pueden contener también
azufre (S) y fésforo (P) y en menor proporcion diversos elementos como hierro (Fe), cobre (Cu),
magnesio (Mg) o yodo (I). Las proteinas son biomoéleculas constituidas por la uniéon de cadenas de
aminoacidos, que tienen bajo peso molecular y se caracterizan por poseer un grupo amino (-NH,) y
un grupo carboxilo (COOH) (Sanchez, 2010).

La proteolisis, es el proceso de degradacion de las proteinas. Su digestibilidad varia segiin
la configuracion y composicion de los aminoacidos que la compongan. Los aminoacidos tienen
dentro de sus funciones: el transporte 0ptimo de nutrientes, liberacion de moléculas, mediante las
cuales se forman otras (Purinas, Pirimidinas, base de Porfirinas), son fuente importante de energia
en dos procesos fisiologicos: 1. exceso de proteinas por ingesta y 2. estado de ayuno (Sanchez,
2010).

Las proteinas no se almacenan como la glucosa o las grasas, pero si son degradadas o
catabolizadas en un grupo amino y un esqueleto carbonado que consta de dos fases: I: Remocion del
grupo amino (excrecion); transaminacion (formacion de nuevos aminoacidos) y II: Desaminacion
oxidativa (formacion de un i6n amonio); ruptura del esqueleto carbonado (para formar
intermediarios energéticos).

En la desaminacion directa u oxidativa, el carbono del glutamato que sustenta el grupo

amino es oxidado y se expulsa como grupo amonio (NH,"). El i6n amonio producto de la
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desaminacidon oxidativa del glutamato resulta toxico para las células y debe ser transportado al

higado y transformado para ser excretado (Figura 1) (Case, 2013).

TRANSDESAMINACION

| TRANSAMINACION I DESAMINACION
OXIDATIVA

\Amlnoécldo ' \u cetoglutarato l,‘ , INADH + H* | iNH.’I
A —

o -

GDH
\a cetoacido I Vl Glutamato l

N7
V

l ELIMINACION DEL GRUPO AMINO

Figura 1
Transdesaminacion

Tomado de Cotto (2013)

El higado es el organo principal de la degradacion de aminoacidos, pero también se produce en
tejidos extra hepaticos como el tejido muscular. El exceso de amoniaco generado en otros tejidos
(extra hepaticos) se transporta al higado para su conversion en la forma que se excretan: El ion
amonio producto de la degradacion de las proteinas musculares es llevado al higado en forma de
alanina a través del ciclo glucosa-alanina. Esto le permite al misculo eliminar el amonio y disponer
de glucosa. Este ion amonio finalmente generado en el higado lo transforma en un compuesto que
pueda excretarse sin que haya pérdida importante de agua; lo convierte en urea (ureotélicos-

mamiferos) (Sanchez, 2010; Daristotle, 2011; Case, 2013).

2.4.1 Formacion de Amoniacoy urea

El amoniaco (NH;") es producido por células que se encuentran en todo el cuerpo especialmente en
los intestinos, higado y rifiones (Case, 2013). La mayor parte del amoniaco que el organismo
produce es biotransformado por el higado en urea; ésta también es un residuo pero es mucho menos
toxica que el amoniaco. El amoniaco es especialmente toxico para el cerebro (Correa, 2004; Case,

2013). Una parte del amoniaco es producido a partir de urea y se utiliza para la sintesis de proteinas
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bacterianas que se elimina en las heces por lo tanto, éste se incrementa en la excrecion fecal
(Younes, 1997).

El gato presenta requerimientos proteicos sustancialmente mas altos que otros mamiferos,
como los perros (Mellanby, 2005; Sato, 1993). Esta necesidad se debe, a que los gatos requieren
mantener el equilibrio de nitrégeno (Rogers, 2008). Los elevados requerimientos proteicos, son el
resultado de la incapacidad de las enzimas catabolizadoras de aminodcidos y nitrogeno presentes en
el higado del gato para disminuir su actividad de forma efectiva en una respuesta a una mejor
ingesta de proteinas (Rogers, 2008). Mamiferos que reciben dietas ricas en proteinas desencadenan
la accidon de las enzimas involucradas en el catabolismo de los aminoacidos, la eliminacion del
nitrogeno y la gluconeogénesis, aumentan su actividad para usar los carbonos del eje central de los
aminoacidos excedentes y convertir el exceso de nitrogeno en urea para su excrecion. Por el
contrario, cuando se administran dietas pobres en proteinas, la actividad de estas enzimas disminuye
(regulacion negativa) lo que permite la conservacion de aminodcidos para la sintesis de proteinas
corporales y conduce a una menor produccion de nitrogeno a través del ciclo de la urea (Figura 2)

(Russell, 2002; Rogers, 2008).
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Figura 2
Ciclo de la Urea
Tomado de Blanco (2007)

El flujo de nitrogeno (N) a través del ciclo de la urea dependera de la composicion de la dieta rica

en proteinas, que provoca un aumento en la oxidacion de aminoacidos, amonio y urea (enzimas del
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ciclo elevadas). Segun el metabolito que forme su esqueleto carbonado encontramos aminoacidos:
Glucogénicos; su esqueleto carbonado se transforma en metabolitos que originan glucosa.
Cetogénicos; el esqueleto carbonado se transforma en metabolitos que originan cuerpos cetonicos.
Mixtos,; su esqueleto carbonado se transforma en metabolitos que originan glucosa y cuerpos
cetonicos. En condiciones fisiologicas la mayor parte de los aminoacidos originan intermediarios
del ciclo de Krebs (Correa, 2004). El ciclo de Krebs (de los acidos tricarboxilicos o el acido citrico)
es una via metabolica presente en todas las células aerobias, es decir, las que utilizan oxigeno como
aceptor final de electrones en la respiracion celular. En los organismos aerobios las rutas
metabolicas responsables de la degradacion de los glucidos, acidos grasos y aminoacidos convergen
en el ciclo de Krebs, que a su vez aporta poder reductor a la cadena respiratoria y libera CO2, como
se observa en la figura 3. Los aminoacidos pueden dar indirectamente acetil-CoA o directamente

intermediarios del ciclo de Krebs.
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Figura 3
Vias catabdélicas de glicidos, aminoacidos y acidos grasos al ciclo de Krebs.
Tomado de Monza (1999)

Existen por lo tanto, factores que pueden controlar la hidrolisis de la urea: la demanda de amoniaco

para la sintesis de proteina bacteriana, la cantidad de urea transferida al sitio de hidrodlisis, la

actividad de las ureasas bacterianas y la disponibilidad de otra fuente de nitrogeno (Younes ef al.,
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1997). La cantidad de urea y amoniaco colonico depende de la disponibilidad de carbohidratos
fermentables para el mantenimiento de la alta actividad de las ureasas. La transferencia de urea es
proporcional al gradiente de concentracion de urea a través de la pared del colon. En consecuencia,
en presencia de carbohidratos fermentables (oligosacaridos, los cuales tienen efectos osmoticos y
favorecen la actividad ureolitica) y en caso de hiperuremia esta transferencia en el colon puede llega
a ser considerable (Younes et al., 1997).

La urea podria ser utilizada en el ileon distal el cual presenta alta permeabilidad para esta
molécula; sin embargo, la poblacion bacteriana en el ileon terminal es solo una milésima parte o
menos que la encontrada en colon; asi la transferencia de urea para el colon puede ser mayor porque
el tiempo de transito en el colon es mas largo (Arias, 2014).

La incorporacion de amoniaco en proteina bacteriana conduce a una pérdida irreversible de
nitrégeno a través de la ruta fecal y es significativa cuando la cantidad de carbohidratos

fermentables es alta (Arias, 2014)

2.5 Factores que causan alteraciones intestinales

Los desordenes intestinales en los animales de compaiia que responden al manejo nutricional
incluyen: proliferacion bacteriana en el intestino delgado, diarrea con respuesta a antibioticos,
proliferacion de patdogenos, varios tipos de desordenes inflamatorios y diarrea aguda inespecifica
(Williams, 1996; Westermarck, 2005). La proliferacion bacteriana en el intestino delgado ocurre
cuando hay cambios cuantitativos y cualitativos en la poblacidon bacteriana dentro de la luz de la
porcion superior o proximal del intestino delgado (Williams, 1996; Westermarck, 2005). En un
animal sano las poblaciones bacterianas aumentan en numero desde la parte proximal hacia la parte
distal de forma anatomica del tubo gastrointestinal (Batt, 1996).

El peristaltismo normal ayuda a limitar la poblacién bacteriana en la porcion proximal del
intestino delgado por medio de un “arrastre” bacteriano regular hacia la parte distal. La reduccion
de la motilidad permite que haya un mayor sustrato disponible para las bacterias intestinales lo que
puede conducir a un aumento de las poblaciones microbianas y cambio en el equilibrio de la flora
normal. En animales sanos existen muchos géneros y especies de microorganismos intestinales en
un equilibrio comensal que promueven el funcionamiento digestivo e inmune normal (lactobacilos,
bacteroides, fusobacterias) (Balish, 1977; Batt, 1996).

Cuando un cambio en la poblacion normal de microorganismos permite la proliferacion de

una o mas especies bacterianas patogenas, puede producirse una enfermedad clinica que produce
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dafio en el huésped por la produccion de toxinas carcindgenas o compuestos putrefactos que pueden
afectar directamente la mucosa intestinal, causar enfermedad sistémica e inhibir el desarrollo de
bacterias benéficas. Uno de los patégenos intestinales mas comunes en los animales de compaiiia es
Clostridium perfringes (Batt, 1996; Tiwedt, 1993). Las poblaciones microbianas son susceptibles a
cambios dentro del lumen del intestino y pueden ser afectadas por estrés, infeccion, administracion
de antibioticos, factores nutricionales, problemas de motilidad y la inmunosupresion (Batt, 1996;

Tiwedt, 1993).

2.5.1 Factores de estrés en los gatos

Situaciones de estrés provocan que muchos gatos sufran alteraciones en su comportamiento, como
puede ser; marcar con orina, agresividad, depresion, ansiedad. El estrés implica una respuesta de
adaptacion ante el cambio, pero algunos gatos no se adaptan adecuadamente o el tiempo de
adaptacion es largo (Vivas, 2008). Hay muchas situaciones habituales potencialmente estresantes
para un gato y deben ser manejadas adecuadamente durante la crianza felina (Valentina, 2009).

El estrés puede producirse por cambios en su territorio (cambios fisicos, numero de gatos,
numero de personas). El gato divide su territorio en zonas de descanso, comida, juego, eliminacion
y exploracion mediante la utilizacion de marcas olfativas y visuales: El marcaje facial, consiste en
depositar feromonas familiares sobre su entorno. Es una actividad individual, diaria y necesaria para
el reconocimiento como familiar de su entorno. Esta marca es olfativa y su fin es el propio gato y no
otros gatos. La desaparicion de las feromonas faciales por cambios en su entorno provoca la
desorganizacion de éste y la aparicion de cuadros de estrés (Vivas, 2008; Valentina, 2009). Las
actividades que pueden causar estrés en los gatos son: a) cambios de habitat (cambios de entorno y
marcas faciales perdidas); b) construccion o pintura (movimiento excesivo de personas, materiales y
nuevos olores); ¢) nuevas personas en el lugar (sélo si causa cambios en el entorno); d) presencia de
nuevos gatos (competencia por los recursos, originando ansiedad) (Valentina, 2009).

Gutiérrez et al., (2003) menciona que el estrés puede ocasionar episodios de acidosis
metabolica, que es el principal contribuyente al catabolismo proteico por via proteolitica ubiquitina-
proteosoma dependiente de ATP. La acidosis estimula el catabolismo de aminoacidos esenciales de
cadena ramificada al incrementar la oxidacion acelerando el catabolismo de proteinas musculo
esqueléticas (proteina enddgena), lo que da como resultado una mayor produccion de derivados de

la digestion como el amoniaco.
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CAPITULO 3

MARCO TEORICO

3.1 Alimentos funcionales

La funcion primaria de los alimentos es proveer nutrientes y energia. Estos nutrientes pueden incluir
macronutrientes (proteinas, grasas, carbohidratos, fibra y agua) y micronutrientes (minerales,
vitaminas y diversos elementos en cantidades traza). Los alimentos también poseen la funcion
secundaria de brindar satisfaccion sensorial en su sabor, textura y color. Una tercera funcion
encontrada recientemente es la capacidad que tiene el alimento de modular sistemas fisiologicos
(inmunes, enddcrinos, nerviosos, circulatorios y digestivos) mas alla de sus efectos nutricionales.
Alimentos que cumplen con estas funciones son llamados "Alimentos funcionales" (Garssen et al.,
2003).

Un alimento funcional se define como "aquel que contiene un componente nutricio o no
nutricio con efecto selectivo por encima de su valor nutricional sobre una o varias funciones del
organismo donde sus efectos positivos mejoran la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo de

enfermedad" por el Instituto internacional de ciencias de la vida (Ashwell, 2004).

3.2 Probioticos

Los probidticos han sido definidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura; con sus siglas en inglés
FAO, 2002 como: “microorganismos vivos que ejercen una accion benéfica sobre la salud del
huésped al ser administrados en cantidades adecuadas”. También se les conoce como
bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos (Blanco et al., 2002).

Gracias a la observacion del microbidlogo ruso Elie Metchnikoff, del Instituto Pasteur
(Nagendra, 2007), quien por primera vez afirmo que “la dependencia de los microbios intestinales
con respecto a los alimentos hace posible adoptar medidas para modificar la microbiota de
nuestro organismo y sustituir los microbios nocivos por microbios utiles” propuso la teoria de que
productos lacteos fermentados contienen bacterias que ayudan en el proceso de descomposicion en

el intestino, contrarrestan la formacion de ateroesclerosis y extienden la vida. Se pensd que estos

19



efectos eran debidos a la presencia de Lactobacillus, aunque poco después se comprobd que estos
productos fermentados contenian predominantemente Lactobacillus acidophilus (Nagendra, 2007).

Las bacterias que se encuentran de manera natural en el intestino se denominan
"autoctonas" y éstas colonizan el intestino como resultado de la exposicion ambiental y
alimentacion; las bacterias "aloctonas" se introducen al tubo digestivo como suplementos dietarios a
través del alimento o agua de bebida (Chichlowski, 2007).

En la alimentaciéon animal los probidticos son definidos como "formas vivas de
microorganismos que son aplicados como aditivo alimenticio para fomentar el equilibrio de la
flora intestinal, tiene efectos favorables para el animal" (Fuller, 1989). Los probioticos son
utilizados en la alimentacion humana y alimentacion animal principalmente como alternativas al
uso de antibioticos y son empleados como promotores del crecimiento. Su uso en humanos busca la
promocion de beneficios a la salud a largo plazo. En el caso de implementarlos en animales es que
su uso provoque efectos a corto plazo. Algunos parametros productivos como el incremento de la
masa corporal, la conversion alimenticia y la disminucion en la frecuencia de diarreas son utilizados
como "efectos favorables" del uso de probioticos (Simdn, 2005).

No existe una clase universal de bacterias probidticas; se utilizan bacterias autoctonas como
es el caso de las bacterias 4cido lacticas (Lactobacillus spp) y bacterias aloctonas como las bacterias
formadoras de esporas (Bacillus spp) (Hong, 2005). Los principales microorganismos utilizados
como probiodticos en medicina humana y en animales son las bacterias acido-lacticas (BAL) de las
cuales los lactobacilos, las bifidobacterias y los enterococos son los mas empleados (Hassan y
Frank, 2001). La especie utilizada determina en forma directa el tipo de beneficio que el aditivo

pueda tener asi como, la concentracion, la dosis y la viabilidad microbiana (Weese, 2002).

3.2.1 Caracteristicas

Para que un microorganismo pueda ser incorporado como aditivo, tiene que cumplir con los
postulados de Huchetson:

1. ser habitante normal de la microbiota intestinal, 2. tener un tiempo corto de reproduccion, 3. no
patogeno, 4. no presentar ningin signo de toxicidad, 5. capaz de producir compuestos
antimicrobianos, 6. no promover resistencia hacia antibioticos, ni interferir con efectos benéficos de
lactobacterias, 7. ser resistentes a la acidez gastrica y a lisis por la bilis. Tener la capacidad de
adherirse al epitelio, modular la respuesta inmunologica del huésped, poder colonizar el intestino y
mantener el equilibrio entre la microbiota intestinal normal y las bacterias patogenas. Debe existir

evidencia clara de sus efectos benéficos y deben ser estables durante el proceso de produccion,
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comercializacion y distribucidn para llegar vivo al intestino. Importante, que sea capaz de atravesar
la barrera gastrica para poder llegar al sitio de accion (Simon, 2005).

Los probioticos son utilizados en gran medida en la terapéutica para el tratamiento de
enfermedades o afecciones intestinales como la diarrea idiopatica y asociada al estrés. Asi como, en
infecciones bacterianas; donde estos probioticos son utilizados como promotores de la salud y las
bacterias mas comunmente utilizadas y estudiadas son; Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp,
aunque algunas levaduras y especies de Enferococcus spp también son usadas como promotores de
ganancia de peso en animales de produccion (Marshall-Jones, 2006).

Desde el punto de vista productivo, segin Angel (2013), los probidticos provocan
modificaciones de los procesos digestivos y metabolicos de los animales, que se traducen en
aumentos de la eficiencia y utilizacion de los alimentos, mejorando significativamente la ganancia
de peso, conversion alimenticia y consumo de alimento. Por lo tanto, se pretende siempre conseguir
una buena situacién sanitaria y un excelente rendimiento en carne para obtener resultados
rentablemente econdmicos.

Para Garcia (2012), la solucion mas adecuada para asegurar el rendimiento de la
alimentacion, con progresiva ganancia de peso, es la prevencion de variaciones en la flora,
asegurando la presencia de un numero suficiente de bacterias benéficas, capaces de dominar el

medio e inhibir el desarrollo de los patogenos.

3.2.2 Mecanismos de Accién
Los efectos positivos y diversos modos de accion en general de los probioticos, son los siguientes:

1) Restauran el equilibrio ecoldgico intestinal normal.

2) Protegen al huésped de la colonizacion de patogenos intestinales al reducir el pH
intraluminal inhibiendo el crecimiento de agentes patdogenos y mediante la produccion de
bacteriocinas u otros péptidos antimicrobianos, como las defensinas (Escalante, 2001).

3) Aumentan la funcion de la barrera de la mucosa al estimular la fosforilacion de la actina y
la ocludina en las uniones estrechas.

4) Reducen la absorcion intestinal de compuestos potencialmente toxicos como el amoniaco
debido a la disminucion del pH intestinal (Rami ef al., 2011).

5) Al producir acidos grasos de cadena corta (AGCC) promueven la salud e integridad de la
mucosa local mediante la estimulacion del flujo de sangre epitelial gastrointestinal y la

promocion de la integridad de la mucosa (Laflamme, 2007).
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6) Tienen efecto sobre el sistema inmunologico aumentando las concentraciones de IgG en
sangre y de IgA en el lumen intestinal asi como el numero de macréfagos, neutrofilos y
eosinofilos relacionados con una respuesta inmune inflamatoria (Holzapfel, 2001).

7) Producen vitaminas: las bifidobacterias producen vitaminas del complejo B.

8) Disminuyen la produccion de enzimas como la glucuronidasa, la glucosidasa, la
nitroreductasa y la ureasa. Estas enzimas participan en la activacion metabolica de los
mutagenos y carcinogenos (Torres, 1999).

9) Efecto protector por antagonismo (competencia de nutrientes en sitios de adhesion) (Penna,

1998).

Bacillus subtilis sintetiza una amplia gama de metabolitos entre ellas natocinasas, que son un tipo
de proteasa de serina con accion fibrinolitica, aminocoumacina A; que es un antibidtico con
actividad contra Staphilococcus aureus, Enterococcus faecium, Shigella flexneri, Campylobacter

Jjejuni y Helicobacter pylori, e isocoumarina que es una proteasa (Hong, 2005; Cutting, 2011).

3.2.3 Uso del género Bacillus dentro de los probiéticos

Entre las especies ampliamente estudiadas se encuentra Bacillus subtilis, B. clausii, B. cereus, B.
coagulans y B. licheniformis.

La produccién de endosporas es una caracteristica tipica de todas las bacterias de los
géneros Bacillus y Clostridium. Las esporas del género Bacillus son estables al calor y por lo tanto
proveen ventajas frente a otras que no forman esporas (Lactobacillus spp) como, que pueden ser
almacenadas a temperatura ambiente en forma desecada sin algiin pH gastrico bajo y la dosis total
de bacterias ingeridas alcanzaran el intestino delgado de forma intacta, por lo que este
microorganismo ha sido utilizado como probidtico en productos utilizados como suplementos y/o
complementos en humanos principalmente por desérdenes gastrointestinales provocados por

antibioticos (Cutting, 2011).

3.2.3.1 Caracteristicas de Bacillus subtilis como probiotico

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva no patogénica que produce endosporas, las cuales
resisten factores fisicos perjudiciales (temperatura, desecacion, radiacion, a los 4acidos y
desinfectantes quimicos) crece lentamente y poco en medio rico de cultivo TSA (Triptisoy Agar).

Identificandose su presencia, con la tincion de esporas segin Schaeffer-Fulton (Morales, 2014).
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Estos microorganismos viven en limites de temperatura (55-70°C); pueden soportar un pH bajo (2-
3), lo que permite su paso a través de la barrera gastrica, donde las esporas germinan en el intestino
delgado y son capaces de poblar brevemente el tracto intestinal.

Bacillus, se adhiere firmemente a la mucosa intestinal; reduce la exposicion de los agentes
toxicos a las células de la mucosa y la cantidad de patdgenos intestinales como: Escherichia coli,
Clostridium perfringens y Salmonella spp,; reducir la emision de agentes patdgenos, mejorar el
entorno de reproduccion mediante la reduccion de la concentracion de gases nocivos y amoniaco
(Phalakornkule et al., 2005).

Durante el uso de Bacillus subtilis como probiotico, se ha encontrado que mejora la funcion
inmune de los animales y mejora la resistencia a la enfermedad. El empleo de probidticos a base de
Bacillus spp y sus endosporas, esta encaminado a mejorar el balance microbiano intestinal, inhibir
el crecimiento de bacterias dafiinas, producir enzimas hidroliticas (proteasas, amilasas y
glicosidasas) para mejorar la utilizacién de los alimentos, desdoblando las moléculas mas complejas
y transforméandolas en moléculas simples, ayudando a incrementar los contenidos de bacterias acido

lacticas en el tracto intestinal, favoreciendo asi la acidez del intestino (Bautista, 2014).

3.2.3.2 Consideraciones Metabélicas de Bacillus subtilis

Su metabolismo puede ser aerobio, anaerobio o fermentativo. Dentro del metabolismo aerobio de
Bacillus subtilis la cadena respiratoria es la fase final para la obtencion de ATP. B. subtilis crece
aerdbicamente si la fuente de carbono en el medio puede ser metabolizado, de tal manera, que la
energia producida permita su crecimiento. Cuando el alimento escasea, el microorganismo entra en
esporulacion donde utiliza su productos del metabolismo fermentativo (como el acetato) por lo que
presenta poco crecimiento (Errington et al., 2003). Bacillus subtilis realiza una fermentacion
caracteristica, en la que los productos principales son 2-3 butanadiol, glicerol y diéxido de carbono
acompanados de pequenas cantidades de lactato y etanol. No puede crecer de forma anaerobia a
expensas de glucosa probablemente porque no puede reducir la triosa a fosfato o glicerol (Errington
et al.,2003).

Durante el crecimiento de B. subtilis en glucosa, sin limitacion de oxigeno, se produce
acido acético como subproducto. Esto sucede como respuesta a un exceso en el flujo de entrada de
glucosa y por tanto a un incremento en el flujo glucolitico a acido piravico, el cual, la célula es
incapaz de utilizar en su totalidad para biosintesis en el ciclo de Krebs (Phalakornkule ez al., 2000);
este fendmeno ocurre cuando existe glucosa en el medio, en concentraciones suficientes. Esta

reportado que cuando hay limitacion de oxigeno, B. subtilis lleva a cabo la fermentacion acido
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mixta y formacion de butanadiol a partir de acido piravico, el cual es convertido por la piruvato
deshidrogenasa en acetilCoA (Nakano et al., 1997).

Otra caracteristica es, que produce enzimas extracelulares que descomponen polisacaridos,
acidos nucleicos y lipidos, permitiendo que el organismo pueda emplear estos productos como
fuente energética. Crecen bien en medios sintéticos que contienen azucares, acidos organicos y
alcoholes. Bacillus es una de las 40 especies reconocidas que tienen capacidad motora, muestra
velocidad de crecimiento alta, facil reconocimiento, debido a que es catalasa y Voges-Proskauer

positivo, positivo a la hidrélisis del almidon (Cutting, 2011).

3.2.4 Importancia de los probidticos en animales de compaiiia

Los probidticos se han utilizado terapéuticamente en perros y gatos enfermos, en el tratamiento de
la diarrea o profilacticamente para minimizar dafios en la microbiota intestinal por el uso de
antibidticos o por gastroenteritis. Los médicos veterinarios han utilizado las preparaciones
comerciales de uso humano para este tipo de problemas dando buenos resultados en la mayoria de
los casos (Garcia, 2012). Perros y gatos que llegan a vivir en refugios o cachorros y gatitos que son
vendidos en tiendas de mascotas o mercados se ven amenazados por infecciones, estrés, un nuevo
hogar, cambios de dieta, etcétera (Adams, 1997). Todas son condiciones que pueden tener efectos
en la microbiota intestinal de perros y gatos lo que puede afectar la resistencia de la mascota a
enfermedades y por lo tanto puede ser benéfica la utilizacion de probioticos (Garcia 2012).

Es posible suponer que la administracion de probidticos en gatos, tenga como consecuencia
una reduccion significativa de problemas intestinales, ademas de beneficios sistémicos ya que los
productos finales de la fermentacion de estas bacterias podrian beneficiar la salud de los rifiones, al
reducir la produccion de amoniaco y por consiguiente la carga de urea. Las bacterias intestinales
sintetizan ureasa que convierten la urea en amoniaco y dioxido de carbono (Reid, 2010). El
amoniaco es utilizado por las bacterias como fuente de nitrogeno para la formacion de proteina; este
proceso elimina el nitrégeno ureico de la circulacion y lo incorpora a la proteina bacteriana que
finalmente se excreta en las heces (Vazquez, 2009).

Los cultivos de Bacillus spp y sus endosporas estimulan la respuesta inmunoldgica
favoreciendo la diferenciacion de células supresoras o estimuladoras y como resultado final mejora

los rendimientos productivos (Espinosa, 2005).
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CAPITULO 4

4.1 JUSTIFICACION

El uso de probidticos en medicina humana ha traido muchos beneficios a la salud de las personas.
Los probioticos han sido utilizados en perros y gatos terapéuticamente en el tratamiento de
alteraciones del tubo digestivo o profilacticamente para minimizar los dafios causados a la
composicion de la microbiota intestinal debido al uso de antibitticos o alteraciones gastroentéricas.
Los médicos veterinarios han utilizado las preparaciones comerciales de uso humano para este tipo
de problemas obteniendo resultados benéficos en la mayoria de las ocasiones.

Es importante crear informacion cientifica mediante trabajos experimentales controlados en
gatos sanos (Felis catus) para mostrar los beneficios o los problemas que puede provocar la
suplementacion de probidticos en su dieta diaria, probando los efectos de estos suplementos sobre
los valores de diversos analitos sanguineos como urea y amoniaco, asi como en el consumo diario,
conversion alimenticia, ganancia de peso y la calidad en las heces.

La administracion de bifidobacterias como probidticos ha sido recomendada por
veterinarios para su uso en gatos. Sin embargo, practicamente no existen estudios sobre el uso de
probidticos en esta especie.

La finalidad de este estudio fue obtener informacion que permita determinar si el uso del

probidtico Bacillus subtilis en gatos puede tener efectos benéficos en su salud.

4.2 HIPOTESIS

La complementacion con el probidtico Bacillus subtilis en la alimentacion de gatos
domésticos sanos (Felis catus) disminuira significativamente las concentraciones de urea y

amoniaco S€ricos.
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OBJETIVOS

4.3 Objetivo general

Evaluar el efecto de Bacillus subtilis adicionado como probidtico en la dieta de gatos sanos (Felis
catus) en etapa de crecimiento sobre la concentracion de urea y amoniaco séricos, el consumo de

alimento, la ganancia diaria de peso, la conversion alimenticia y la calidad de las heces.

4.4 Objetivos especificos

Asociado al suplemento de un probiodtico basado en Bacillus subtilis en gatos en etapa de
crecimiento, se hicieron las siguientes determinaciones (antes, durante y después de Ia
suplementacion):

e Cuantificar la concentracién de urea y amoniaco s€ricos.

Durante la suplementacion:

e Cuantificar el consumo de alimento.

e Cuantificar la ganancia de peso.

e Cuantificar la conversion alimenticia.

e Evaluacion de la calidad de las heces.

Se evalud la informacion anterior, para determinar la eficiencia del uso del probidtico.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1 Modelo animal

Se emplearon 18 gatos domésticos sanos (Felis catus) nueve hembras y nueve machos en etapa de
crecimiento (entre dos y cuatro meses de edad) cuyos pesos oscilaban de 1.55 + 0.25 a 0.73 + 0.20
kg, ninguno de ellos fue esterilizado para evitar modificaciones en su conducta.

En todos los gatos se realizO una anamnesis verificando los siguientes parametros:
temperatura corporal, frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria, las cuales presentaron valores
promedio dentro de limites de referencia; integridad tegumentaria, aspecto saludable y estaban libre
de parasitos externos. Los animales fueron desparasitados utilizando "PET GARD" tabletas, de
CPMax (dosis de 30 mg/kg de albendazol, 100 pg/kg de ivermectina y 5 mg/kg de prazicuantel).
Con lo anterior, los animales se consideraron clinicamente sanos y aptos para participar en la fase
experimental.

Las muestras de gatos (18) se dividieron en tres bloques (cada uno con 6 individuos) de
acuerdo a su peso: 1) pesos altos en promedio 1.55 + 0.25 kg; 2) pesos medios en promedio 1.15 +
0.09 kg y 3) pesos bajos en promedio 0.73 + 0.20 kg y se seleccionaron aleatoriamente, dos gatos

de cada bloque para que recibieran uno de tres tratamientos:

1-(sin probidtico); 2-(probiotico a dosis baja) y 3-(probidtico a dosis alta).

5.2 Alojamiento

Los animales se alojaron (domicilio particular) en dieciocho jaulas individuales (Figura 4) plegables
de acero, pintadas de color negro (no tdxico) puerta con cerrojo individual y charola contenedora de
heces/orina, con medidas en centimetros de: 37, 50, 58 (L x A x H) equipadas con platos de plastico
(10 cm de diametro) y bebederos con balin (capacidad de 500 ml). Las instalaciones fueron
adaptadas con base en las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999;
asi como especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio
y del documento "Confortable Environmentally Enriched Housing For Domestics Cats" (Vivienda

confortable y medio ambiente enriquecido, para gatos domésticos) (Loveridge, 1994).
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Figura 4
Jaulas dispuestas en forma vertical en los tres diferentes tratamientos.
Los gatos tenian periodos de juego y libertad de 30 minutos tres veces al dia con atencion
individual. Durante estos periodos tenian acceso a rascaderos y juguetes para gatos (pelotas,

juguetes de hilo y juguetes colgantes).

5.3 Alimentacion y suplementacién

Alimentacion.- Se utilizo como alimento un extrurizado comercial (Cat Chow® gatitos de Purina)
que contiene los nutrientes necesarios. El contenido del alimento (analisis garantizado) mencionado

en su empaque se describe en la Cuadro 5.

Cuadro 5

Analisis garantizado del alimento utilizado durante el experimento (MS%)

Nutriente % de inclusion

Proteina cruda (PC) 36.0
Grasa cruda (GC) 11.0
Fibra cruda(FC) 3.0
Humedad 12.0
Cenizas 8.0

Calcio 1.1-1.6

Fésforo 1.0-1.05
Taurina 0.16
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Mediante esta informacion se determiné la cantidad de energia metabolizable del alimento mediante

el empleo de factores Atwater modificados para su uso en gatos (Cuadro 6).

Cuadro 6

Energia metabolizable del alimento utilizado en el experimento.

Nutriente Factor de ajuste Kcal/gramo
(Atwater)
Proteina cruda: 36% 3.5 126
Grasa cruda: 11% 8.5 93.5
Carbohidratos: 30% 3.5 105
Total 324.5 Kcal/100 g

El contenido de carbohidratos del alimento se estimé por sustraccion: 100% - % de proteinas - % de
grasas - % de fibras - % de cenizas - % de humedad = % de carbohidratos.

Posteriormente se determind el requerimiento energético (acorde a su peso) de la racién
para cada uno de los gatos; el célculo se realizo mediante la siguiente formula:

Kx PV
En la formula, las variables corresponden a:

e K .- Esel nivel de actividad y puede ser: 50 = inactivo, 60 = activo y 70 = muy activo

e PV .- Esel peso vivo del animal expresado en kilogramos

Una vez determinada la cantidad de energia que provee el alimento y el requerimiento

energético del animal, se realiz6 el calculo para determinar la raciéon que consumiria cada gato:

o Necesidad energética por gato: 70 x 1.05 kg = 73.5 Kcal EM/dia
e Cantidad de energia metabolizable del alimento: 324.5 Kcal/100 g

La cantidad de alimento que se ofrecio, se estim¢6 dividiendo el requerimiento energético diario de

la mascota entre la densidad energética del alimento (Case, 2011) de lo anterior resulta:

73.5 Kcal EM/dia
324.5 Kcal/100 g

=23¢g
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En promedio, se pueden ofrecer 23 gramos de alimento para cada gato al dia, tomando como
referencia un peso en particular. Sin embargo, es importante tener en cuenta que cada gato tiene un
consumo diferente y que éstos se encontraban en etapa de crecimiento.

En este estudio, no se tomaron en cuenta los valores de consumo antes descritos, debido a
que uno de los parametros medidos fue el consumo voluntario y se requiri6 el dato de alimento
rechazado. Estos calculos se explican en este trabajo para poder proveer una guia o punto de partida
al determinar las necesidades diarias de un gato sano, justificando que este estudio contiene
elementos y parametros nutricionales y de alimentacion dirigidos a animales de compaiiia.

Los gatos fueron alimentados cuatro veces al dia en los siguientes horarios 09:00, 13:00,
17:00 y 21:00 h. Se permitieron 20 minutos en cada horario para que los animales consumieran su
alimento segun las recomendaciones de la literatura (Loveridge, 1994). Diariamente se proporciond
agua limpia y fresca ad libitum a todos los animales.

Se ofrecieron 80 gramos de alimento comercial (para cada uno de los gatos) en la primera
comida; los platos de alimento se retiraban entre cada horario establecido; al final del dia resultaba

un sobrante del alimento y se pudo obtener asi el valor del rechazo. El consumo total por animal

se obtuvo con la siguiente formula:

CDA=gAS - CAR

CDA: Consumo diario de alimento
gAS: gramos de alimento suministrado

CAR: cantidad de alimento restante

Con los datos obtenidos del consumo diario, se obtuvo la conversion alimenticia de cada uno de

los individuos con la siguiente formula:
CA=KgAC

KgPG

CA: Conversion alimenticia
KgAC: Kilogramos de alimento consumido

KgPG: Kilogramos de peso ganado
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Suplemento.- Se utilizo el probiodtico Bacillus subtilis CALSPORIN®, de laboratorios Nutek S.A.
de C.V. (tabletas) que consiste en un cultivo seco a base de esporas viables de Bacillus subtilis Cepa

3102, 750 millones UFC/tableta; contenido en 2.21g, con capacidad de germinacion.

Explicados anteriormente los grupos y el nimero de animales en cada uno de ellos en la seccion de
"Modelo Animal", los grupos se nombraron de la siguiente forma:
Tratamiento 1: Grupo 1 "testigo" se proporciono solo alimento seco.

Tratamiento 2: Grupo 2 "dosis baja" se proporcion6 alimento seco y 114 millones de UFC/g por

animal.

Tratamiento 3: Grupo 3 "dosis alta" se proporcion6 alimento seco y 229 millones de UFC/g por

animal.

El probidtico se adicionod en la primera comida del dia (molido y mezclado) mediante una pequefia

porcion de alimento himedo de marca comercial, asi como también al grupo testigo (Figura 5).

Figura 5
Presentacion de tableta del probiético

Bacillus subtilis.
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La porcion de alimento hiimedo fue utilizada para facilitar la ingesta del probidtico y no se

considerd dentro de la cantidad de alimento consumido (Figura 6).

Figura 6
Administracion del probiotico
Bacillus subtilis mezclado con

alimento humedo.

Al no existir referencias sobre la dosis adecuada de Bacillus subilis para su uso en gatos, se utilizo

la recomendacion del laboratorio. La suplementacion tuvo una duracion de 42 dias.

5.4 Registro de peso

Para conocer la ganancia de peso promedio por semana, se pesaron los animales los dias 8, 15, 22,
29 y 36 del estudio a las 11:00 am, el procedimiento se realizé utilizando una bascula digital
(Sartorius, TE410) con capacidad maxima de pesaje de 4100 g y una minima de 0.1 g.

El pesaje se realiz6 de manera individual colocando cada uno de los gatos en un recipiente
rectangular de plastico (36 cm X 21cm X 10 cm). Con los datos obtenidos de cada registro de peso

semanal, se obtuvo la ganancia diaria de peso mediante la siguiente formula:

2P/D-PI
N°D

GDP=

GDP: Ganancia de peso
XP/D: Sumatoria de peso por dia
PI: Peso inicial

N°D: Numero de dias.
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5.5 Toma de muestras sanguineas

Antes de colectar las muestras, los 18 gatos fueron sometidos a un periodo de ayuno de 8 h; la
primera muestra se colectd 24 horas antes de comenzar a administrar el probidtico y se considerd
como el valor testigo. Posteriormente para reportar si el probidtico tuvo respuesta en cada uno de
los gatos se realizaron dos muestreos mas con 21 dias de diferencia. En los tres casos, la muestra se
utiliz6 para determinar las concentraciones de urea y amoniaco; al final del estudio cada analito se
determino tres ocasiones en cada uno de los gatos.

Las muestras sanguineas se colectaron por veno-puncion (via yugular) utilizando una
jeringa insulinica de 1 ml (aguja 22G) estéril (Figura 7) se retir6 la aguja y se colocd la sangre en
tubos para la recoleccion y transporte de sangre (vacutainer®) (sin aditivo) de 1 ml y se taparon. Se
colocaron los tubos en posicion vertical dejando reposar a temperatura ambiente durante 20 minutos
hasta que la sangre coagulara. Se retir6 el tapon y se transfirio el suero a un tubo para centrifuga.
Posteriormente se colocaron los tubos en una microcentrifuga (Biofurge primo R) y se centrifugé a
1500 rpm (5 min). Con el suero obtenido, se realizé el analisis para obtener los valores de los
analitos de urea (mmol/L) y amoniaco (umol/L) del estudio, utilizando una pipeta aforada o
volumétrica (la cual posee una ampolla calibrada para un volumen tnico) y procesando las muestras
en el Analizador Quimico Veterinario Idexx VetTest 8008 (Figura 8) ubicado en el Laboratorio de

Microbiologia Ruminal del Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica FMVZ, UNAM.

Figura 7 Figura 8

Obtencion de muestras sanguineas por Analizador Idexx Vet Test 8008.
venopuncion yugular.

5.6 Evaluacion de las heces

Calificacion del efecto probidtico en la digestion animal, diariamente se observo la materia fecal y

se califico por el sistema de puntuacion sugerido por WALTHAM (Moxham, 2001) (Figura 9).
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5.7 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se utilizo el programa JMP version 7.0 elaborado por el SAS
Institute. El disefio del estudio es de un solo factor (probidtico a tres niveles) en bloques
generalizados al azar con mediciones repetidas en el tiempo. Las respuestas a medir fueron urea
(mmol/L), amoniaco (umol/L), consumo voluntario (g), ganancia de peso (g) y conversion
alimenticia.

El modelo que corresponde al disefio del estudio, es un modelo univariado mixto para un
estudio longitudinal, que considera el comportamiento de las variables respuesta a lo largo del
tiempo. Para la variable amoniaco, la interaccion tiempo por tratamiento si resulto significativa y
por lo tanto se hicieron comparaciones multiples con la prueba de Tukey porque permite controlar
el nivel global de significancia del experimento, utilizandose el ajuste de Bonferroni. El modelo
utilizado fue el siguiente:

Yijm = 0+ o + Bj + Gigjpateat T S1 1t T (b)im + (SH)im + (0Siim + Eijiim
Donde:

Yijum: valor de la respuesta del gato k en el tiempo m, con el sexo 1, en el bloque j con el
tratamiento i. i=1,2,3 j=1,2,3, K=1,2 1=1,2 m=1,..,3(5)

u: respuesta promedio general

o;: efecto del tratamiento 1

B;: efecto del bloque j

Guijateat : €fecto del gato k anidado en el bloque j y tratamiento i, aleatorio

S: efecto del sexo (covariable)

T efecto de tiempo m

(at)y, : efecto de la interaccion entre el tratamiento i y el tiempo m

(St)im: efecto de la interaccion entre el sexo 1y el tiempo m

(aSt)im: efecto de la interaccion entre el tratamiento i, el sexo | y el tiempo m,

Ejjm: error aleatorio del gato k en el tiempo m, con el sexo I, en el bloque j, en el tratamiento i

En virtud de que la conformacion de heces se midid en una escala ordinal, se realiz6 la prueba no

paramétrica de Kruskal Wallis para realizar la comparacion entre tratamientos.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Amoniaco

Para los valores del analito amoniaco entre tratamientos, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (0.1817). Dichos valores se encuentran en el cuadro 7.

Cuadro 7
Valores séricos de amoniaco (umol/L) por tratamientos en animales suplementados con

probiético Bacillus subtilis.

No. *Referencia Media*DE**
Animales (nmol/L) (nmol/L)
Testigo Dosis baja Dosis alta
18 0-80 115.83%60.1° 158.83%70.8" 138.83%69.1°

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Referencia de Bush, (1999). **Desviacion Estandar.

Sin embargo, en los valores séricos de amoniaco entre tiempos (Cuadro 8), se encontr6 diferencia

estadistica (0.0001) entre el valor de la muestra a los 42 dias, con respecto al valor del dia 0 y 21.

Cuadro 8
Valores de amoniaco (umol/L) entre tiempos en animales suplementados con probidtico

Bacillus subtilis.

No. *Referencia Media*DE**
Animales (nmol/L) (pmol/L)
Dia 0 Dia 21 Dia 42
18 0-80 175.78%57.1%° 144.39%65.3% 93.33%32.8 °©

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Referencia de Bush, (1999). **Desviacion Estandar.

36



Para el contenido promedio de amoniaco sérico, interaccién tiempo-tratamiento, se encontrd
diferencia estadisticamente significativa (0.0467).

Los valores de amoniaco del tratamiento dosis baja a los 21 dias, difieren en el contenido
promedio de amoniaco del testigo en el mismo tiempo y del contenido promedio de los tres
tratamientos (testigo, dosis baja y dosis alta) a los 42 dias (Cuadro 9).

En el caso del tratamiento dosis alta al dia cero, éste difiere en los valores del contenido
promedio de amoniaco de los tres tratamientos (testigo, dosis baja y dosis alta) a los 42 dias
(Cuadro 9).

Para los valores del tratamiento dosis baja en el dia cero, éstos difieren en el contenido

promedio de amoniaco del testigo a los 42 dias (Cuadro 9).

Cuadro 9
Amoniaco sérico (umol/L) interaccion tiempo-tratamiento en gatos suplementados con

probidtico Bacillus subtilis.

MUESTREO TRATAMIENTO NO. REFERENCIA*  MediaDE**
(DIAS) ANIMALES (umol/L) pmol/L
0 Testigo 6 0-80 168.5%72 4™
0 Dosis baja 6 0-80 169.3%46.0™
0 Dosis alta 6 0-80 189.5%58.2%
21 Testigo 6 0-80 105.0%23.5 "
21 Dosis baja 6 0-80 203.8%82.4°
21 Dosis alta 6 0-80 124.3%24 0%
42 Testigo 6 0-80 74.0430.2 ¢
42 Dosis baja 6 0-80 103.3%43.1
42 Dosis alta 6 0-80 102.6*14.9 <

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Referencia de Bush, (1999). **Desviacion Estandar.
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6.2 Urea

El efecto del probiodtico a base de Bacillus subtilis, sobre la concentracion de urea sérica se muestra

a continuacion. No se encontrd diferencia estadisticamente significativa (0.4593) entre tratamientos.

(Cuadro 10).

Cuadro 10

Valores séricos de urea (mmol/L) por tratamientos en animales suplementados con probidtico

Bacillus subtilis.

No. **Referencia MediaDE**
Animales (mmol/L) (mmol/L)
Testigo Dosis baja Dosis alta
18 4.1-10.8 4.75%4.71° 5.06%5.56" 4.75%4.0°

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).

*Referencia de Bush, (1999). **Desviacion Estandar.

Sin embargo, en el cuadro 11, se muestra que existid una diferencia significativa (0.0113) en el

contenido de urea entre el valor del dia 21 y el dia 0.

Cuadro 11

Valores de urea sérica (mmol/L) efecto tiempo en los gatos del experimento durante la

suplementacion de Bacillus subtilis.

No. **Referencia MediaDE**
Animales (mmol/L) (mmol/L)
Dia 0 Dia 21 Dia 42
18 4.1-10.8 5.16%4.440" 4.45%3.89" 4.96%5.13%

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Referencia de Bush, (1999). **Desviacion Estandar.
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En el caso de los niveles promedio de urea sérica, interaccion tiempo-tratamiento, los valores se

muestran en el cuadro 12 y no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa (0.0864).

Cuadro 12
Urea sérica (mmol/L) interaccién tiempo-tratamiento en gatos suplementados con probiético

Bacillus subtilis.

Muestreo  Tratamiento No. *Referencia Media*DE**
(Dias) animales  (mmol/L) (mmol/L)
0 Testigo 6 4.1-10.8 5.58%4.13a
0 Dosis baja 6 4.1-10.8 5.05%3.32a
0 Dosis alta 6 4.1-10.8 4.86%5.19a
21 Testigo 6 4.1-10.8 4.05%1.21a
21 Dosis baja 6 4.1-10.8 4.69%5.49a
21 Dosis alta 6 4.1-10.8 4.61%3.07a
42 Testigo 6 4.1-10.8 4.632.40a
42 Dosis baja 6 4.1-10.8 5.44%4.20°
42 Dosis alta 6 4.1-10.8 4.80%4.07°

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Referencia de Bush, (1999). **Desviacion Estandar.
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6.3 Consumo voluntario

Para el efecto del probidtico Bacillus subtilis en el consumo voluntario a través del tiempo, los
valores se presentan en el cuadro 13. Este valor reveld6 que no existio diferencia estadistica
significativa (0.6899) entre tratamientos.
Cuadro 13
Consumo voluntario (g) entre tratamientos en los gatos suplementados con el probiético

Bacillus subtilis.

No. Media"DE*
Animales (®
Testigo Dosis baja Dosis alta
18 49.5%10.0° 53.5%11.2° 52.6%12.41°

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Desviacion Estandar.

Sin embargo, se encontrd una diferencia significativa (0.0001) entre tiempos; entre el valor del dia

8 y los cuatro tiempos subsecuentes (15, 22, 29 y 36 dias).Figura 10. Ver anexo I.

Figura 10

Consumo voluntario semanal (g) de gatos suplementados con probiético Bacillus subtilis.
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Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
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6.4 Ganancia de peso

Durante la suplementacion del probiodtico Bacillus subtilis, el efecto en los valores de la ganancia de

peso entre tratamientos, no mostraron diferencia estadisticamente significativa (0.2241). Cuadro 14.

Cuadro 14

Ganancia de peso por tratamientos (g) de gatos suplementados con Bacillus subtilis.

No. Media"DE*
Animales (2)
Testigo Dosis baja Dosis alta
18 94.90%53.86" 94.97%62.14° 64.90761.53"

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).

*Desviacion Estandar.
Sin embargo, se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en el peso (0.0007) al dia 22
que difiere de los dias 29 y 36. Ademas de una diferencia entre los valores al dia 29 con los dias 8y

15. Figura 11. Ver anexo IL.

Figura 11
Ganancia de peso semanal (g) de gatos suplementados con el probiotico a base de Bacillus
subtilis.
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Existe diferencia estadisticamente significativa si las literales son diferentes (p <0.05).
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6.5 Conversion alimenticia

Para los valores de la conversion entre tratamientos (cuadro 15), durante la suplementacion del

probidtico, no se encontraron diferencias significativas (0.1165) entre tratamientos.

Cuadro 15

Conversion alimenticia por tratamientos (g) en gatos suplementados con Bacillus subtilis.

No. Media*DE*
Animales (2
Testigo Dosis baja Dosis alta
18 5.275.38" 5.6%6.21° 6.276.15

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Desviacion Estandar.

En los valores de la conversion alimenticia entre tiempos, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa (0.0001), que corresponde a los valores del dia 36 y 29 con respecto
al valor del dia 22. Asi como, el valor del dia 29 contra los valores del dia 22 y 15. Figura 12. Ver

anexo III.

Figura 12
Conversion alimenticia (g) de gatos suplementados con el probiético Bacillus subtilis.
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Existe diferencia estadisticamente significativa si las literales son diferentes (p <0.05).
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6.6 Evaluacion de la calidad de las heces.

Para el efecto del probidtico entre tratamientos en la calificacion de la calidad de las heces, este

reveld que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (0.0955). (Cuadro 16).

Cuadro 16

Analisis de heces por tratamientos de gatos suplementados con probidtico Bacillus subtilis.

Tratamiento No. Animales Sumatoria de Media de

puntuacion puntuacion
Testigo 6 34.00 5.66
Dosis baja 6 66.50 11.08
Dosis alta 6 70.50 11.75

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
Aproximacién de chi cuadrada, prueba de una via.
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CAPITULO 7

DISCUSION

7.1 Amoniaco

En el presente estudio, se obtuvo un aumento significativo en el contenido de amoniaco
sérico, encontrandose una diferencia estadistica significativa con el testigo a los 21 dias, esto pudo
ser debido al incremento en la concentracion de microorganismos a nivel coldénico que promovio la
degradacion de la proteina no digerida, incrementando la produccion de amoniaco y su difusion
hacia el torrente sanguineo. Algunos estudios refieren que la proteina de menor calidad promueve el
incremento de proteina no digerida a nivel colénico; la que es utilizada por los microorganismos
produciendo mayor cantidad de amoniaco. Swanson (2012) reportd que las dietas que requieren
minima digestion también reducen las secreciones gastrica, pancredtica, biliar e intestinal y
contribuyen en la reduccion del recuento total de bacterias en el intestino; lo que ocasiona que éstas
no ocupen esta proteina de escape en la produccién de amoniaco. Arias (2014) en su experimento
con perros y el uso de fructooligosacaridos, reporté que una dieta formulada con proteinas de alta
digestibilidad y en un porcentaje moderado reduce la concentracion de productos de su
fermentacion, tales como amoniaco, fenoles, indoles y acidos grasos de cadena corta en las heces.
Carpintero (2014) reporta la utilizacion en perros del suplemento probiotico Bacillus subtilis, un
aumento en la concentracion de amoniaco sanguineo debido a, que este probidtico puede no ser
eficiente al competir con bacterias ureasas positivas o en la utilizacion del amoniaco como fuente de
nitrégeno. Braissant (2010), Bongaerts ef al., (2005) y Monfort et al., (2002) mencionan que de
forma normal la microbiota gastrointestinal produce amoniaco a partir de bacterias ureasa positivas
y de la desaminacion de los aminoacidos de la dieta. En el caso del grupo experimental tres (dosis
alta), los niveles de amoniaco no se elevaron como en el caso del grupo dos, debido a, que de inicio
se encontré una mayor concentracion de microorganismos, estos aprovecharon el amoniaco para su
propio metabolismo y por tanto este no difundi6 hacia la sangre. Portella (2010) report6é también en
un estudio realizado con cachorros de la raza Beagle y utilizando dos dietas diferentes haber
encontrado una disminuciéon en las concentraciones de amoniaco, en una dieta con mayor

digestibilidad y mayor cantidad de oligosacaridos fermentables. Este analito al dia 21 también
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presentd aumento en el contenido promedio de los 3 tratamientos (control, dosis baja, dosis alta) a
los 42 dias, debido a que la microbiota pudo ya haberse equilibrado.

Las medias de los animales no se mantuvieron en los rangos de referencia para gatos sanos
(Felis catus) con valores entre 0-80 pmol/L (Bush, 1999) estos valores estuvieron entre 102 y 203
umol/L. con excepcion del tratamiento 1 (control) en el tiempo 3 (42 dias) con un rango de

referencia normal de 74 pmol/L.

7.2 Urea

Para este analito se encontr6 una disminuciéon en la concentracion de los valores en el
segundo muestreo al dia 21 con respecto al valor basal al dia cero. Esto pudo ser ocasionado por el
manejo inicial de los gatos en la toma de muestra. Al ser la primera ocasion en que iban a ser
manipulados y veno-puncionados por via yugular, sufrieron estrés (el cual, pudo detectarse de
forma fisica, por el comportamiento presentado), lo que promovio la liberacion de hormonas del
estrés (cortisol, adrenalina) provocando una demanda mayor en la cantidad de energia haciendo uso
de la proteina endogena para cubrir esta necesidad ya que los gatos se encuentran en
gluconeogénesis constante y la desaminacion de las proteinas da como resultado la formacion de
altas cantidades de amoniaco que a su vez aumenta la sintesis de urea para eliminar este exceso por
lo cual los niveles de urea séricos se elevaron en los tres grupos, sin embargo, cabe recalcar que los
rangos de referencia de las medias para gatos sanos (Felis catus) se encontraron dentro los valores
normales entre 4.1-10.8 mmol/L (Bush, 1999) donde las medias poblacionales estuvieron entre 4.05
y 5.58 mmol/L.

Para el dia 21 bajaron los niveles de este analito, debido a que para el segundo manejo en la
toma de muestra sanguinea, estos ya conocian el procedimiento y no se estresaron de la misma
forma que la primera vez. En el tercer muestreo, los niveles en los tres grupos alcanzaron sus
niveles normales, debido a un acondicionamiento adecuado en el manejo de la obtencion de sangre.
Gutiérrez (2003) menciono que el estrés puede ocasionar episodios de acidosis metabolica, es el
principal contribuyente al catabolismo proteico por medio de la via proteolitica ubiquitina-
proteosoma dependiente de ATP. La acidosis, estimula el catabolismo de aminoacidos esenciales de
cadena ramificada al incrementar la oxidacion, acelerando el catabolismo de proteinas musculo
esqueléticas (proteina enddgena). La protedlisis resulta de la activacion de la ubiquitina-proteosoma
dependiente de ATP, asociada a acidosis metabolica, exceso de glucocorticoides y resistencia a la

insulina. La acidosis metabolica y la urea per se, cumplen criterios de toxinas urémicas.
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Ohta (2009) estudio con ratas desarrolld un estado de estrés emocional (Inmovilizacion,
restriccion o soledad) aunado a una combinacion con exposicion al frio e inmersién en agua, estos
factores son causas de elevacion enzimatica y hormonal, que pueden provocar dafios a tejidos uno
de ellos, lesiones en la mucosa intestinal. Los productos que se aumentaron en rifién y corazon, en
esta condicion fueron: la alanina sérica, creatinina, urea, glucosa, cortisona, hormona
adrenocorticotropa (ACTH).

En esta condicidn, se eleva la actividad simpatica, induciendo los incrementos enzimaticos en
plasma via a y B-adrenoreceptores, asi como nervios colinérgicos que estan relacionados con la
induccion del estrés, incrementando en plasma nitrogeno uréico y glucosa, ya que las enzimas
producidas en este proceso, inducen el estrés oxidativo en varios tejidos.

En otro estudio, en el cual se dieron probioticos a gatos con problemas renales, se observo
una disminucion significativa en los valores de urea y Creatinina, independientemente del Tx que
seguian y el tipo de alimento. Esto debido a que en su estudio, utilizaron una mezcla probiotica
(Streptococcus termophilus, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium langum) junto con
prebioticos, resultando asi, la utilizacion de un simbidtico, dando una respuesta positiva en los
valores de los analitos séricos antes mencionados
Aparentemente, los probidticos son benéficos en gatos con problemas renales, pero en animales
sanos como este estudio, no modificaron los valores de amoniaco y urea por debajo del rango
normal.

Debido al aumento de amoniaco en el primer dia de la toma de muestra éste debe ser
metabolizado en el higado y transformado en urea a nivel renal por tal motivo al dia cero se
encontré un aumento en los niveles de este analito en los tres tratamientos del estudio.

A diferencia del amoniaco que se incremento en el segundo muestreo en el grupo dos, la urea
no se elevo, lo cual puede deberse a que las bacterias intestinales sintetizan ureasa, que convierte la
urea en amoniaco y CO, El amoniaco es utilizado por las bacterias como fuente de nitrogeno para la
formacion de proteina, este proceso elimina el nitrégeno ureico de la circulacion y lo incorpora a la
proteina bacteriana, que finalmente se excreta en las heces. De ahi que los niveles séricos de este
analito no fueran diferentes en los tres grupos a través de este estudio.

De acuerdo con Krimer (2012) la urea es un compuesto que se produce en el higado como
mecanismo para eliminar el amoniaco, se excreta principalmente por via renal, y una baja
proporcion se excreta a nivel gastrointestinal, generalmente en el colon se reabsorbe de forma
directa o como amoniaco. Levin, et al. (2003) dijo que la permeabilidad de la urea a nivel colénico
es muy baja, pudiendo ser en conjunto, la causa por la que la concentracion sérica no se modifico.

Sin embargo, Hesta (2001) report6é cambios en los niveles de urea con la suplementacion de inulina
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al 1%, hace mencion de una fermentacion a nivel colonico en gatos complementados con inulina y

oligofructosa, por lo que se podria aplicar el concepto de trampa de nitrogeno.

7.3 Consumo voluntario

En los valores del consumo semanal, no se encontr6 diferencia entre los tiempos de muestreo para
todos los animales. Sin embargo, si se encontrd diferencia entre tratamientos y tiempos; resultando
este cambio a los ocho dias de comenzado el experimento y los cuatro tiempos subsecuentes (15,
22, 29 y 36 dias) donde el consumo aumentd progresivamente; lo que se esperaba en este
experimento por la etapa de crecimiento en la que se encontraron los gatos.

Cupp Carolyn (2006) observé en gatos gerontes que el uso de probioticos no alter6 el peso-
consumo de los gatos del estudio, lo que difiere con lo encontrado en este estudio ya que de forma
fisioldgica y para cubrir las necesidades en el crecimiento de los tejidos, el consumo de los gatos en
crecimiento aumento6. Los gatos gerontes tuvieron una vida mas larga en promedio de un afio mas
de vida y con menos enfermedades que los que no recibieron probiéticos. En el presente estudio no
se hizo un seguimiento de los animales por lo que en este punto no podria efectuarse una

comparacion.

7.4 Ganancia de peso y conversion alimenticia.

Se encontré una disminucion en el valor de la ganancia de peso para todos los gatos al dia 29
con respecto a al valor de ganancia al dia 22. Esto se debi6 a un cambio en el ambiente natural
(época de lluvias), en el lugar donde se encontraron los gatos del estudio experimental. El agua de
lluvia se filtr6 en el espacio fisico, lo que provocod que el ambiente se tornara mas frio, la lluvia
generd aumento del ruido y se desarrolld la fase de estrés en los animales. Marlotti (2009)
mencion6 en su estudio con perros y gatos que el estrés ambiental puede ocasionar pérdida total o
disminucion parcial del apetito o una mala conversion alimenticia; repercutiendo en parametros
relacionados como la ganancia de peso. Estas alteraciones deben resolverse rapidamente para evitar
dar una alimentacion asistida.

Vazquez (2009) en su estudio con gatos, reportd que con la adicion de probidticos a la dieta
de los gatos en crecimiento, no tuvo efectos adversos ni benéficos en el consumo voluntario, ni en
la ganancia de peso, la variable incrementd con el tiempo, siendo 20% mayor en gatos en

crecimiento que en los de mantenimiento.
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Vivas (2008) en su estudio reportd que gatos que fueron confinados a lugares pequefios donde se
restringe su actividad provocd una modificacion de sus rutinas naturales y necesariamente la
localizacion de sus recipientes de alimentacion y bebidas demasiado cerca de la caja sanitaria lo que
va en contra de su comportamiento higiénico propio de la especie provocando estrés y una
alteracion en el consumo, ganancia y conversion alimenticia. En este estudio, los gatitos fueron
confinados a jaulas individuales por requerir la observacion y calificacion de las heces fecales no se
utiliz6 arena para gato, lo mas probable es que los gatitos hayan sufrido episodios de estrés debido a
no utilizar la arena para la deposicion de sus heces alterando asi su comportamiento natural.
Ademas de que en ese periodo los cambios climatologicos resultaron en fuertes lluvias provocando
estrés y cambios en el consumo, asi como en la ganancia de peso a los 29 y 36 dias. Estudios
realizados en el 2010 han demostrado que el uso de mezclas de probidticos como promotores de

crecimiento, obtienen mejores resultados que los aditivos usando un solo probiodtico.

7.6 Evaluacion de la calidad de las heces

En este estudio dentro de la evaluacion de la calidad de las heces entre tratamientos no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Bortolozo (2002) inform6 que dentro de los
Bacillus mas utilizados se encuentra Bacillus subtilis, el cual es considerado como uno de los
microorganismos transitorios del aparato gastrointestinal, pues no posee la capacidad de adherirse al
epitelio intestinal favoreciendo la colonizaciéon de otros microorganismos como es el caso de
Lactobacillus acidophilus. Vazquez (2009) reporté en su estudio con gatos adultos que la
administracion de bacilos (Bacillus clausii) contribuy6 significativamente a mejorar la consistencia
fecal. Asimismo, de manera empirica se detectd que los gatitos en los que utilizé tratamientos con
enterococos tuvieron una mayor produccion de gas intestinal y las heces tenian un olor fétido.

Esto puede ser debido a que la microbiota de los gatos adultos se encuentra ya desarrollada
y diferenciada; en el caso de los gatos en crecimiento existen variaciones en el nimero y tipos de
microorganismos que la conformaran.

Portella (2010) en su estudio con perros de la raza Beagle, cachorros de siete a ocho meses
de edad, adicioné a la dieta un probidtico a base de Bacillus subtilis (C-3102, 1X10' UFC/g™);
reportd que el excesivo crecimiento de algunas especies bacterianas en el intestino, pueden causar
desordenes intestinales. Una de las bacterias relacionadas en la colonizacion de la microbiota del
colon es Clostridium perfringens, quien metaboliza nitrdgeno, compuesto que produce heces
putrefactas provocadas por la produccion de aminas biogénicas (aminas biologicamente activas,

compuestos organicos de bajo peso molecular, que contienen nitrogeno, y que estan presentes de
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manera natural en los alimentos, ejemplos, catecolaminas e indolaminas, incluyendo acetil colina,
histamina, tiamina, dopamina, serotonina, norepinefrina y epinefrina, formadas por la accion de
organismos vivos) y fenoles, que provocan un olor fétido. Ademas, muchos de estos catabolitos
influyen negativamente en la salud del paciente provocando altas concentraciones de amoniaco que
perturban el recambio celular; lo que se relaciona a los 22 dias del estudio, donde todos los
tratamientos presentaron cuadros diarreicos y en este tiempo el aumento en los valores de
amoniaco.

Bortolozo (2002) inform6 que dentro de los Bacillus mas utilizados se encuentra Bacillus
subtilis, el cual es considerado como uno de los microorganismos transitorios del aparato
gastrointestinal, pues no posee la capacidad de adherirse al epitelio intestinal favoreciendo la

colonizacion de otros microorganismos como es el caso de Lactobacillus acidophilus.
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CAPITULO 8

8.1 CONCLUSIONES

Se concluye que la suplementacion con el probiotico Bacillus subtilis en dosis 1.1 gy 2.2 g al dia
por grupo y por gato sano en crecimiento durante los 42 dias de experimentacion, no tiene efecto en

las concentraciones de urea y amoniaco sérico

La adicion de probidticos a la dieta de gatos sanos, no tuvo efectos adversos ni benéficos en el
consumo voluntario, ni en la ganancia diaria de peso. Estas variables se incrementaron con el

tiempo como se esperaba en animales en crecimiento.
La conversion alimenticia no reportd cambios significativos con la suplementacion del probidtico.

Para la evaluacion de la calidad de las heces, el probidtico no provocod cambios significativos en

éstas.

8.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda la administracion del probidtico a base de Bacillus subtilis, junto con un prebidtico

para estudiar las posibles respuestas en animales con alimentos con cantidades de proteina elevada.

Se recomienda la utilizacion de otro tipo de microorganismo probidtico que se encuentre mas en
relacion con la microbiota normal de gatos sanos (Lactobacillus) ya que el microorganismo Bacillus

subtilis parece no tener efecto en los parametros medidos en este estudio.
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CAPITULO 10

ANEXOS

I. Consumo voluntario semanal (g) de gatos suplementados con probiético Bacillus

subtilis.

Dias No. de Mediat+DE*.
animales (g)

8 18 45.7+7.42°

15 18 52.1+10.0

22 18 547+ 9.9°

29 18 56.7+ 9.6 °

36 18 57.1+14.1°

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Desviacion Estandar.

II. Ganancia de peso semanal (g) de gatos suplementados con el probidtico a base de

Bacillus subtilis.

Dias No. de Media+D.E.*
animales (g)
8 18 98.67+63.81
15 18 102.78+60.51
22 18 120.67+53.27 *
29 18 40.67+43.53 ¢
36 18 61.00+44.75

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Desviacion Estandar.

I11. Conversion alimenticia (g) de gatos suplementados con el probiético Bacillus subtilis.

Dias No. de Media+D.E.*
animales (g)
8 18 6.81+8.20"
15 18 4.53+7.9%®
22 18 4.00+2.62°
29 18 73+12.8 °©
36 18 5.5+7.6 ™

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
*Desviacion Estandar.
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