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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar si las bacterias &cido lactico (BAL) aisladas de heces y
de contenido duodenal de gatos y perros adultos, difieren en cuanto a la capacidad antioxidante. La
toma de muestras de heces se realiz6 directamente del ano, con hisopo estéril y el contenido duodenal
(CD) por aspirado a nivel de duodeno mediante laparotomia bajo anestesia general del paciente. Las
muestras fueron colocadas en tubo de vidrio que contenia 4,5 ml de caldo Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Himedia®) para luego ser cultivadas por agotamiento en placas con agar MRS (Himedia®) y aisladas e
identificadas mediante el kit de identificacion API50CH. Una vez identificadas las cepas, se determiné
dienos conjugados (DC) mediante extraccion con isopropanol, malondialdehido (MDA) por el test para
sustancias reaccionantes con el acido 2-tiobarbitirico (TBARS), superéxido dismutasa (SOD) y glutation
(GSH) mediante kit comercial. Las bacterias aisladas tanto en heces como en CD fueron L. leuconostoc,
L. plantarum y L. paracasei y los resultados obtenidos en las bacterias aisladas de heces fueron los
siguientes: DC 0,00174+ 0,00005 mol/mg PT, MDA 0,36+ 0,037 nmol/mg PT; GSH 7,7+ 0,6 U/g PT;
SOD 22,0+ 1,5 U/g PT mientras que para las bacterias aisladas de CD fue de DC 0,00172+ 0,00003;
MDA 0,40+ 27; GSH 8,9+ 0,4; SOD 22,1+ 2,3; sin presentar diferencias significativas entre la ubicacion
de la extracciébn de la muestra en ninguno de los parametros. Conclusién: las bacterias aisladas
presentaron alta actividad antioxidante la cual no es afectada por la ubicacion anatémica.
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ABSTRACT

The objective of this investigation was to determine whether lactic acid bacteria (BAL) isolated from
faeces and duodenal content of cats and adult dogs, differ in terms of antioxidant capacity. The stool
samples were taken directly from the anus, with sterile swab and duodenal contents (CD) by aspirate at
the duodenum level by laparotomy under general anesthesia of the patient, the samples were placed in
a glass tube containing 4.5 ml of Man Rogosa Sharpe broth (MRS) (Himedia®) to then be cultivated by
depletion in plates with MRS agar (Himedia®) and isolated and identified by the APIS0CH identification
kit. Once the strains were identified, conjugated dienes (DC) were determined by extraction with
isopropanol, malondialdehyde (MDA) by the test for reactants with 2-thiobarbituric acid (TBARS),
superoxide dismutase (SOD) and glutathione (GSH) by means of a kit. commercial. The bacteria
isolated in both feces and CD were L. leuconostoc, L. plantarum and L. paracasei and the results
obtained in the bacteria isolated from faeces were as follows: DC 0.00174 + 0.00005 mol / mg PT, MDA
0,36 +0.037 nmol/ mg PT; GSH 7.7+ 0.6 U/ g PT; SOD 22.0 £ 1.5 U/ g PT while for bacteria isolated
from CD was 0.00172 + 0.00003 DC; MDA 0.40 + 27; GSH 8.9 + 0.4; SOD 22.1 + 2.3; without
presenting significant differences between the location of the extraction of the sample in any of the
parameters. Conclusion: the isolated bacteria showed high antioxidant activity which is not affected by
the anatomical location.
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INTRODUCCION

Los probidticos constituyen una serie de
microorganismos vivos que coexisten en equilibrio en
diversos ambientes dentro de un hospedador sano, que
ingeridos en cierta cantidad se integran a la microbiota
del intestino para tener efectos benéficos sobre la salud
del hospedero [1]; tienen la capacidad de adherirse a
las células epiteliales del tracto gastrointestinal sin
desplazar a su flora nativa, producir sustancias
antimicrobianas y tener la capacidad de aumentar la
respuesta inmune y el metabolismo del hospedero [2].
Los probidticos constituyen una serie de
microorganismos y estan constituidos principalmente
por bacterias acido lactico (BAL) del género:
Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus, y
Saccharomyces [2], estas bacterias conviven
principalmente en el sistema digestivo de la mayoria de
las especies animales superiores y corresponden a
més del 90 % de la flora Bacteriana anaerobia estricta
del intestino delgado y esta constituida principalmente
por bacterias del género Lactobacillus spp vy
Bifidobacterium [3].

La microflora intestinal en los caninos y felinos es
diversa y mantiene una estrecha relacion simbiotica
con el hospedero durante toda la vida y varia de
acuerdo a la porcién del intestino, edad del hospedero
[4] y alimentacidn [5, 6]. Algunas de las BAL tienen la
capacidad de producir factores importantes sobre la
alimentacion, salud del hospedero y estan relacionadas
directamente con estructuras linfoides organizadas en
la mucosa del intestino delgado (placas de Peyer) lo
que sugiere que las BAL modulan la respuesta
inmunitaria gracias a la sefializacion quimica [7].

Otro de los efectos protectores asociados a las BAL
constituye la capacidad antioxidante la cual fue
demostrada en bacterias &cido lactico del género
Lactobacillus aisladas de heces [8], esta capacidad
antioxidante permite a la bacteria sobrevivir en
ambientes adversos y ademas ofrece una resistencia
adquirida para el hospedero ante el ataque de radicales
libres provenientes de los estados inflamatorios e
infecciosos [9]. Rodriguez y col., [10] demostraron la
capacidad de las BAL de producir enzimas
antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD),
como una forma de defensa ante la produccién de
Especies reactivas de oxigeno (ROS) presente en
estados seniles y enfermedades. De igual manera Tang
y col., [11] demostraron la capacidad de cepas de
Lactobacillus plantarum ante la agresién de especies
reactivas como el peroxido de hidrégeno, y concluyeron
gue sus principales mecanismos de defensa
antioxidante estaban constituidos por la enzima SOD y
glutation peroxidasa

Existen varios estudios relacionados con la capacidad
antioxidante de las BAL, pero pocos lo han
determinado tomando en cuenta la regiones del

49

sistema digestivo de donde son aisladas, por tales
motivos en esta investigacion se plante6 determinar si
las BAL aisladas de contenido duodenal y de heces
difieren en cuanto a la capacidad antioxidante.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio
El estudio fue realizado en el hospital Veterinario Dr.
“Humberto Ramirez Daza”, en el laboratorio de

Microbiologia y en la Unidad de Investigacion en
Ciencias Funcionales "Dr. Haity Moussachet” (UNIHM)

del decanato de Ciencias Veterinarias, de la
Universidad Centroccidental “Lisandro  Alvarado”
(UCLA).

Poblacidon y Muestra

Se escogieron al azar 15 caninos mestizos de 1-3
afos de edad y 10 gatos mestizos de 2-3 afios de
edad, de los cuales se tomaron muestras tanto de
heces como del contenido duodenal.

Recoleccién de muestra de Heces

Se recolectaron las muestras de heces directamente en
el ano, con hisopo estéril que fue colocado en un tubo
de vidrio con caldo de cultivo De Man Rogosa Sharpe
(MRS) (Himedia®). El material se llevé a incubacion a
37 °C por 48 horas en un equipo Precision Scientific
Co., United Stated of America (USA)

Toma de muestra de Contenido Duodenal
aspiracion

por

Los animales del estudio fueron sometidos a anestesia
general con Isofluorano y se utiliz6 acepromazina
(Promace®) y propofol (Propofol Spiva®) como inductor
anestésico. Se realiz6 laparotomia exploratoria para
ubicar la primera porcién duodeno y realizar el aspirado
del contenido intestinal con una inyectadora estéril de
10 ml, el aspirado se colocd en un tubo de vidrio que
contenia 4,5 ml de caldo Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Himedia®). El material se llevé a incubacién a 37 °C
por 48 horas en un equipo Precision Scientific Co.,
United Stated of America ( USA).

Cultivo de colonias bacterianas

Para el cultivo se extrajo mediante hisopo y se realiz6
siembra por agotamiento, directamente en placas con
agar MRS (Himedia®). Se coloc6é cada una de las
placas invertidas en una jarra de anaerobiosis (jarra de
Dewards con vela) y se llevd a incubacion a una
temperatura de 37 °C por 48 horas (Precision Scientific
Co., USA). También se tomd con un asa de platino 10
ml de la suspension bacteriana del contenido duodenal
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y se repitié el procedimiento de siembra e incubacion,
indicado arriba para el hisopo.

Aislamiento e identificacibn de las colonias
bacterianas del género Lactobacillus spp.

Finalizada la incubacion de 48 horas, mediante lupa
estereoscoOpica se seleccionaron las colonias con las
caracteristicas del género para posteriormente realizar
la prueba de la catalasa, en las que resultaron
negativas a la prueba se procedi6 a realizar frotis y
tefiirlas con Gram para ser observadas con objetivo de
inmersién de 100X en un microscopio Lieder Serie MC-
300 (Portland, OR, EE.UU.). Para la identificacion del
género bacteriano se utilizo el kit de identificacion
APIS0CH. La lectura de las galerias del sistema
API50CH se realiz6 a las 24 y 48 horas, de incubacién
a una temperatura de 37°C por 48 horas, en un equipo
Precision Scientific (Co., EE.UU).

Determinaciéon de biomarcadores de estrés
oxidativo en el sobrenadante de células bacterianas
del género Lactobacillus spp.

En el caso de los dienos conjugados (DC), éstos fueron
extraidos con isopropanol y mediante el coeficiente de
extincion molar 27000 M-1/L y fue calculada su
concentracion en moles/l para luego expresarlos en
moles de DC/mg de proteinas [12]. El malondialdehido
(MDA), producto final del proceso de lipoperoxidacion,
se determind mediante el test para sustancias
reaccionantes con el acido 2-tiobarbitirico (TBARS)
[13]. Los resultados se expresaron en nmoles de MDA
/mg de proteinas.

Las proteinas totales en el sobrenadante de células
bacterianas del género Lactobacillus spp. fueron
determinadas mediante el Kit Pierce modificado
(Rockford, IL, EE.UU.) basado en la técnica de
Bradford (1976). Para ello el reactivo de color reacciona
con la proteina en medio acido, simultdneamente
ocurre un cambio de color de marron a azul en la
muestra, cuya absorbancia fue leida a 595 nm en un
espectrofotometro Genesys 5 (Rochester, NY, EE.UU.).
El calculo de la concentracion de proteinas se realizd
mediante una curva estandar obtenida con diluciones
de una solucién patrén de 2 mg/ml de albumina sérica
bovina, en un rango de 2,5 a 10 pg de proteinas.

Determinacién de la actividad de la superdxido
dismutasa (SOD)

Para la preparacion de la muestra, dos asadas del
cultivo fueron tomadas y colocadas en un tubo
Eppendorf con 0,5 ml de buffer de lisis (20 mM de tris
base, 1 mM de EDTA, 210 mM de manitol y 70 mM
sacarosa a pH 7,2) frio y se mezclé en un vortex
Thermoline® modelo 376000 por dos minutos, para
luego ser centrifugada a 1500 X g por 10 minutos a 4°C
en la microcentrifuga para tomar el sobrenadante de
células bacterianas del género Lactobacillus spp. para
la determinacion de la SOD mediante el kit comercial
(Cayman, EE.UU.).

Determinacion de la concentraciéon de Glutatién
Reducido en el sobrenadante de células bacterianas
del género Lactobacillus spp.

Se tomé dos asadas del cultivo y se colocaron en un
tubo Eppendorf con 0,5 ml de buffer de lisis (20 mM de
tris base, 1 mM de EDTA, 210 mM de manitol y 70 mM
sacarosa a pH 7,2) frio y mezclado en un vortex
Thermoline® modelo 376000 por dos minutos, la
muestra fué centrifugada a 1500 X g por 10 minutos a
4°C en la microcentrifuga y el sobrenadante de células
bacterianas del género Lactobacillus spp. se utilizd
para la determinacion del glutation mediante el Kit para
determinacion de GSH (Calbiochem, EE.UU.).

Analisis de los resultados

Los datos fueron transcritos en el computador
utiizando el paquete estadistico SPSS 15.0 para
Windows y analizados mediante Prueba t de Student
(p<0,05).

RESULTADOS

Al realizar el estudio se pudo aislar L. leuconostoc, L.
plantarum y L. paracasei tanto en heces como en
contenido intestinal. En la tabla 1 se puede observar los
niveles de dienos conjugados (DC), malondialdheido
(MDA), actividad enzimatica de la superoxido
dismutasa (SOD) y glutation reducido (GHS) en
bacterias Lactobacillus spp. aisladas de las heces y
contenido intestinal, las cuales no presentaron
diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los
pardmetros analizados.

Tabla 1.- Media y desviacion estandar de niveles de DC, MDA, GHS y actividad de SOD de bacterias Lactobacillus
spp aisladas de heces y contenido intestal. ... .

Grupo DC
(mol/mg PT)

RSN GEN(O)I 0,00174+ 0,00005

CD (n=10)

0,00172+ 0,00003

MDA
(nmol/mg PT)
0,36+ ,037

0,40+ 027

GHS SOD
(U/lg PT) (U/g PT)
7,7£0,6 22,0+15

89+04 22,1+23

Las bacterias de heces y contenido duodenal (CD) no presentaron diferencias significativas. Prueba t (p>0,05).
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DISCUSION

Las BAL especificamente del género Lactobacillus spp
han sido aisladas en diferentes habitats, y requieren
factores importantes para su crecimiento, tales como
azlcares fermentables, productos hidrolizados de
proteinas, vitaminas, baja tensién de oxigeno, entre
otros [14]. Ademas, muestran caracteristicas Unicas
gue les permiten colonizar y sobrevivir en el tracto
gastrointestinal de diferentes especies animales [15]. A
pesar de que son microorganismos especificos de cada
especie animal, en la actualidad se ha demostrado su
utilizacion en diferentes animales y se ha hecho
habitual su uso en diversas enfermedades infecciosas y
en cuadros cronicos intestinales, inmunomodulacion,
biodisponibilidad  de  nutrientes, enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus, entre otras [16].

En esta investigacion se aisld bacteria del género
Lactobacillus spp. identificadas como de las especies
de L. leuconostoc, L. plantarum y L. paracasei tanto en
heces como en contenido intestinal. De igual manera,
se ha aislado en perros adultos, bacterias con
capacidad probiética pertenecientes al género
Lactobacillus spp. a partir de heces de perros adultos
[17, 18] y las principales especies encontradas fueron:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus reuteri [17]. Y en otras especies animales
en heces (ternero, pato, pollo y cerdo), se aislaron y
caracterizaron 14 cepas correspondientes al Género
Lactobacillus spp, predominando los L. acidophilus, L
delbrueki y L rhamnosus [19]. Por su parte, Kim y col.
[17], que trabajaron con cerdos, reportaron que las
principales BAL aisladas en heces fueron de las cepas
L. salivarius, Bifidobacterium thermacidophilum, L.
reuteri y L. amylovorus.

En cuanto los parametros de estrés oxidativo no hubo
diferencias significativas entre las dos cepas de
Lactobacillus, lo que indica que no existe un aumento
significativo de las concentraciones de DC y MDA que
son factores importantes presentes en estados
inflamatorios del intestino delgado, hallazgos similares
encontraron Fabian y Elmalfa [20] en el uso de
probiéticos y cepas de lactobacillus casei, lo que
sugiere que existe una red antioxidante importante que
evita la formacién de ROS y protege a la célula del
ataque de los mismos.

En esta investigacion se determiné que las bacterias
aisladas del género Lactobacillus spp presentan
actividad de la enzima antioxidante SOD, tal como han
sido reportado por diferentes investigadores, con el fin
de neutralizar los radicales libres (RL) [21]. Saide y
Gilliland, elemento que le permite su supervivencia en
el tracto digestivo [22]. La actividad enziméatica de la
SOD tanto en heces (22,0 U/g PT = 1,5) como
contenido duodenal (22,1+ 2,3 U/g PT) present6 mayor
actividad a la reportada por Kullisaar y col. [23] con
niveles de 0,854 + 0,309 y 0,761 + 0,014 U/mg de
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proteina, pero en otro tipo de cepa bacteriana
(Lactobacillus fermentum), lo que pudiera inferir que las
especies aisladas en esta investigacion (L.
leuconostoc, L. plantarum y L. paracasei) poseen
mayor capacidad antioxidante, tal como fue observado
con el L. plantarum, el cual puede tolerar peréxido de
hidrégeno hasta 2,0 mM in intro con capacidad de
inhibicién de la peroxidacién lipidica [11, 24].

En esta investigacion se determind la presencia de
glutation (GSH) en las cepas aisladas (L. leuconostoc,
L. plantarum y L. paracasei) tanto en heces como en
contenido duodenal, al igual que lo reportado por Yoon
y Byun, [25] (2004). Elemento importante debido a que
estudios realizados en L. fermentum, muestran que son
capaces de sintetizar GSH, incluso con un sistema
completo de glutatién: sintesis, absorcién y capacidad
de rotacion redox; esta caracteristica hace que L.
fermentum tenga efecto protector contra el estrés
oxidativo [23], lo cual se demostré al administrar L.
fermentum como probiético al modelo de colitis en rata,
facilitando la recuperacion del tejido inflamado, efecto
que ha sido asociado por incremento de los niveles de
glutatién [26].

CONCLUSION

Las bacterias aisladas presentaron alta actividad
antioxidante la cual no es afectada por la ubicacion
anatémica.
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