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RESUMEN

Para evaluar la eficiencia de la bebida probidtica refrescante fermentada
con Bacterias Acido Lacticas (BAL) a base de suero lacteo proveniente de la
industria quesera, en el tratamiento y prevencién de sintomas diarreicos en
infantes de edad escolar, se seleccionaron 30 nifios sanos de una escuela
primaria de una comunidad desde el mes de Marzo al mes de Junio de 2004,
donde inicialmente se entrevistaron a los padres para recabar informes sobre
casos diarreicos en sus hijos. En el cuestionario se pedian datos generales
como el nombre, edad, género y datos clinicos como el tiempo de evolucion de
la diarrea, frecuencia, sintomatologia, tratamientos, alergias y dieta. En todos

los casos se midid el peso y la estatura del nifio.

El rango de edad de los nifilos que participaron era de 6 a 13 afios donde
el 43.33 % eran nifas y el 56.67 % eran nifios. A cada infante se le tomo una
muestra fecal rectal con un hisopo “Cary Blair’, antes y después del tratamiento
para realizar un analisis bacteriolégico por coprocultivo y registrar la microflora

patdgena presente.

Se administré durante un mes una cantidad de 150 ml/dia de bebida
probidtica sin control de dieta en los tres grupos de estudio, que incluye al grupo
testigo. El primer tratamiento se realizé con 12 nifilos a quienes se les
administro la bebida con el probidtico AB1, el segundo grupo fue de 11 nifios a
quienes se les administré la bebida fermentada con el cultivo OM1 y el tercer

grupo de 7 nifios fungié como testigo.

Del total de las 30 muestras analizadas se identificaron 7 géneros y 13
especies: Escherichia coli, E. fergusonii; Enterobacter sp., Enterobacter
agglomerans, Enterobacter cloacae; Citrobacter freundii; Klebsiella sp,
K. pneumoniae, K. oxitoca; Kluyvera ascorbata, Serratia fonticola,

S. marcescens y Pseudomona aeruginosa.
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Los géneros que predominaron fueron Escherichia y Enterobacter, los

restantes aparecieron en una proporcion mucho menor y similar.

De acuerdo a la prueba de Kruskal — Wallis, para determinar si el
consumo de las bebidas probidticos influia en la sucesion de las bacterias en
forma positiva o negativa después de la administracion de las bebidas
probioticas se asignaron rangos segun el tipo de observacion en los resultados
de los analisis microbioldgicos y fueron: 1 cuando habia un cambio en el ultimo
analisis microbiolégico después del tratamiento respecto al primero, pero éste
se conservaba en un estado normal 6 en una condicion segura sin riesgo a
sufrir enfermedades infecciosas con cuadros diarreicos; rango 2 cuando habia
un cambio positivo; 3 cuando habia cambio pero se consideraba negativo o
potencialmente riesgoso; 4 cuando la sucesién de bacterias resultantes
después del tratamiento se consideraban aun negativas; 5 cuando no habia
resultados diferentes y éstos se conservaban en normales o sin riesgo y por
ultimo el rango 6 que significaba que no hubo cambio en los resultados y que a
su vez éstos permanecientes seguian siendo inseguros. Finalmente el resultado
fue H = 3.34 con una distribucion de X2 a un nivel de significancia de a = 0.05,
se indica que bajo la hipdtesis nula (Hp), no existe diferencia significativa entre
los diferentes cambios observados en los resultados microbiolégicos con los

distintos tratamientos.

Para complementar y corraborar el resultado anterior se utilizaron tablas
de contingencia con una distribucién de “Ji — cuadrada” en donde X? = 5.28 se
comprobd que las bebidas no tienen efecto y los cambios observados en los
resultados clinicos son independientes del empleo o no de las bebidas

probidticas.

Al observarse un porcentaje alto de cambios positivos no relacionados
estadisticamente con la aplicacion de los tratamientos, se determiné el intervalo
de 69 % - 96 % (0.69 — 0.96) donde se contiene la proporcién con un 95 % de

nivel de confianza, de observaciones positivas.
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| INTRODUCCION

La produccién de leche bovina para el afo de 2003 fué de 9, 842, 422
litros, aproximadamente 10 millones. Se reportan también 14.598 ton de queso
panela producidos el mismo afio por SIAP (2004) que se fabricaron con
112,292.308 litros de leche (rendimiento del queso panela = 13 %) que es
apenas el 1.14 % de la produccioén nacional total anual de leche bovina de los
que se obtendrian 97,694.30796 litros de suero dulce (87 %), de los cuales
obtendriamos 0.976 ton de proteinas séricas: a — lactoalbumina, B —
lactoglobulina, seroalbumina bovina, inmunoglobulina, péptidos proteicos,
cenizas y lipidos. Se obtendrian 19, 538.86 dosis de aporte proteico para nifios
de 6 — 13 anos que es de 50 g/ dia (IDR) (Badui D. S. 1999).

La lactosa se encuentra en la proporcion de 40 — 50 gr/L de leche, que
aislada, podria ser aprovechada formando parte en productos dietéticos, como
soporte y diluyente de diversos medicamentos en farmacia, y como componente
de los medios de cultivo de mohos y actinomices en la industria de los
antibidticos, en la produccion de acido lactico por fermentacién para diversas
aplicaciones en la industria alimenticia, farmacéutica, textil, curtidos, plasticos,
etc. (Alais, C. 1986)

Segun la CANILEC (Camara Nacional de la Industria Lechera) la cual
esta conformada por 310 afiliaciones de industria formal y abastece el 86 % de
la demanda en el pais, la cual registré6 una produccidén de 6,800 millones de
litros para el 2003. Contribuyendo en un 13 % al producto interno bruto (PIB) de
la industria alimentaria. El consumo aparente para el ultimo afo fue de 14, 170
millones de litros de leche. La produccion de leche en polvo para el afio 2003

fué de 150, 835 ton. (Liconsa utilizdé 90 000 ton de leche en polvo).
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Las condiciones de la vivienda en la ciudad de Saltillo es mayor a 50 %
en calidad, amplitud y en servicios basicos como se muestra en el siguiente

cuadro:

Cuadro 1. Indicadores de condicion de la vivienda en la ciudad de Saltillo

Numero Centro Indicador  Indicador  Indicador
de casos '  Urbano ? de de de
calidad® amplitud*  servicios
basicos °
4 Saltillo Zc 51.2 54.5 79.9

1. Es lareferencia de los centros urbanos estudiados
Zc — Zona conurbada
Se refiere al % de viviendas que cuentan con techo de concreto, paredes de tabique y pisos
de mosaico o madera.

4. Se refiere al % de viviendas que cuentan con mas de dos cuartos y menos de 6 habitantes.
(No considera la cocina exclusiva como cuarto).

5. Se refiere al % de viviendas que contaban con agua en su interior, drenaje a red publica o

fosa séptica y con energia eléctrica.

Fuente: CITIGROUP BANAMEX, 2001.

Segun la CONAPO, Coahuila es una de las entidades con un muy bajo
indice de marginacion (FAO, 2003).

Las enfermedades diarreicas son una de las causas mas comunes de
mortalidad en nifios de paises en desarrollo y son responsables de tres a cinco
millones de muertes al afio. En México se ha mantenido estable pero mostrando
una tendencia ascendente hacia el final de la década de los noventa (Mota-
Hernandez F, 2001). La mortalidad en el afo de 2002 por enfermedades
infecciones intestinales en ninos en edad escolar (5 — 14 afios) se posiciond en
la onceava causa de muerte, siendo del 1.8 % y para nifios en edad preescolar
(1 — 4 anos) ascendié como primera causa de muerte teniendo un 9.8 %
(INEGI/SSA, 2002). Siendo evidente la necesidad de atender este problema,
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que es uno de los motivos de consulta frecuente y cotidiano en el primer nivel

de atencion.

El uso de probidticos ayuda a prevenir el estrefiimiento y diarrea,
controlar el crecimiento de flora nociva, favorecer el incremento de bacterias
benéficas. Reducir sustancias téxicas y estimular el sistema inmunolégico,

fortaleciendo la resistencia a infecciones (Gonzalez U. M., 2004).

El suero de queso es un efluente de dificil manejo y un poderoso
contaminante de las aguas por su alta demanda biolégica de oxigeno (50,000
ppm). La contaminacion de una planta productora de quesos es comparada con
la contaminacion que produciria una poblacion de seiscientas personas. A
pesar de que la proteina de suero es de mejor calidad que la caseina, en los
paises en desarrollo es desechado o utilizado para el consumo de cerdos
desperdiciando asi el alto valor nutricional de sus proteinas: a — lactoalbumina y
B — lactoglobulina que constituyen el 80 % de la proteina presente en el suero,
las cudles presentan mayor cantidad de aminoacidos azufrados (cisteina y
metionina) que se encuentran insuficientes en la caseina; este factor les afiade
un valor biolégico de 1.0 superior al 0.8 de la caseina (MONOGRAFIAS, 2004).

JUSTIFICACION
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Por lo anterior, el presente trabajo pretende revelar el efecto del uso de
bacterias acido lacticas caracterizadas como probidticas con la técnica de
analisis microbioldgico: coprocultivo; en nifos de edad escolar para la
prevencion o reduccion de la incidencia de cuadros diarreicos causados por
infecciones bacterianas. Se utilizara el suero dulce proveniente de la industria
quesera como sustrato y vehiculo para el desarrollo de las bacterias probidticas,
ademas, aprovechar el alto valor nutricional del mismo que de otra manera se

desecharia, contribuyendo al ya deteriorado medio ambiente.

OBJETIVO GENERAL

+ Evaluar “in vivo” las propiedades terapéuticas de dos productos probidticos

(cultivos AB1 y OM1) sobre el control y balance de la flora intestinal de nifios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Activar los cultivos liofilizados AB 1 y OM 1 y registrar su
cinética.

o] Seleccionar a nifios con problemas diarreicos de zonas
marginadas de alto riesgo.

o] Obtener un estudio clinico bacteriolégico: coprocultivo, y
registrar la ecologia enterobacteriana presente antes y después del

tratamiento.

(o] Administrar los tratamientos a los grupos:
a) AB1 b) OM1 c) Testigo
o] Comparar los resultados de los tratamientos ab y c.
o] Disminuir los agentes bacterianos causantes de cuadros
diarreicos.
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o Evaluar la eficiencia de los tratamientos con las bebidas
probidticas en la disminucion de la prevalencia de enterobacterias
patdgenas promotoras de enfermedades gastrointestinales.

o Mantener un balance saludable de la microflora intestinal.

Il REVISION DE LITERATURA

2 LA LECHE Y SUS PRODUCTOS

2.1. DEFINICION

La leche de vaca para consumo humano, es el producto proveniente de
la secrecion natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas. Se excluye
el producto obtenido 15 dias antes del parto y 5 dias después de éste o cuando
tenga calostro (NOM-091-SSA1-1994).

2.1.1. COMPOSICION FiSICO - QUIMICA DE LA LECHE

La composicion varia ampliamente, dependiendo de diversos factores
entre los que destacan: especie, raza e individuo, etapa de lactancia, edad,
enfermedades (en particular las enfermedades de la ubre) y nutricion. Estas
diferencias son en parte de origen genético y en parte se deben a factores

fisiolégicos y ambientales.

La leche es un producto nutritivo complejo que posee mas de 100
substancias que se encuentran ya sea en solucion, suspension o emulsiéon en

agua. Por ejemplo:

* La caseina, se encuentra dispersa en una suspension coloidal, estas
particulas se llaman micelas con un diametro que varia de 40 a 300 nm y un
peso molecular de 200 a 2800 millones de daltones; en un ml de leche existen
de 5000 a 15 millones.
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* La grasa y las vitaminas liposolubles se encuentran en forma de

emulsion.

* La lactosa, proteinas séricas, sales minerales y otras substancias son

hidrosolubles.

Cuadro 2. Propiedades fisico — quimicas de la leche de vaca

Componente Comg;)ilmon Estado fisico de los componentes
Agua 905 Agua libre (disolvente) + agua ligada (3.7 %)
Gldcidos: lactosa 49 Solucién
Lipidos
Materia grasa propiamente dicha 35 Emulsion de los glébulos grasos (3a 5 p)
Lecitina (fosfolipidos) 34
Parte insaponificable (esteroles, 0.5
carotenos, tocoferoles)
0.5
Proétidos 34 Suspension micelar de fosfocaseinato de cal
Caseina 27 (0.0820.12 p)
Protidos 5.5
“solubles”(globulinas, albiminas) 15 Solucién (coloidal)
Sustancias nitrogenadas no proteicas Solucidn (verdadera)
Sales 9 Solucion o estado coloidal (P y Ca)
del acido citrico (en &cido) 2 (Sales de K, Ca, Na, Mg, etc.)
del acido fosférico (P,Os) 2.6
del acido clorhidrico (NaCl) 1.7
Componentes diversos
(vitaminas, enzimas, gases disueltos) trazas
Extracto seco (total) 127
Extracto seco desengrasado 92
PROPIEDADES FISICAS:
Densidad de la leche completa 1.032
Densidad de la leche descremada 1.036
Densidad de la materia grasa 0.940
Poder caldrico (por litro), calorias 700
pH 6.6 6.8
Conductibilidad eléctrica, mhos | 45X 10 ~*
Tension superficial (dinas/cm/15°) 53
Viscosidad absoluta (15°) | 0.0212 — .0354
Viscosidad relativa (especifica) 16-2.15
indice de refraccion 1.35
Punto de congelacion -055°
Calor especifico 0.93

Fuente: Alais C., 1986.
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2.1.2. VALOR NUTRICIONAL DE LA LECHE

2.1.21. AGUA

El valor nutricional de la leche como un todo es mayor que el valor
individual de los nutrientes que la componen debido a su balance nutricional
unico. La leche tiene un conteniendo aproximado de agua del 90%
constituyendo al suero lacteo: Liquido obtenido de la coagulacion de la caseina
de la leche, mediante la accién de enzimas coagulantes de origen animal,
vegetal o microbiano, por la adicién de acidos organicos o minerales de grado
alimentario; acidificacion por intercambio idnico hasta alcanzar el punto
isoeléctrico de la caseina (NOM-035-SSA1-1993), la diferenciacidon entre uno y
otro se deriva por su pH, el suero dulce, proviene de la mayoria de los quesos
madurados, y el suero acido es un subproducto por ejemplo del llamado queso

cottage.

Cuadro 3. Diferencias de composicion del suero

dulce y acido proveniente de la fabricaciéon de queso

Componentes Suero dulce | Suero acido
% %
= Soélidos totales 6.5 52
= Lactosa 4.9 4.3
= Proteina 0.8 0.6
= Nitrégeno no protéico (% del total) 22.0 27.0
= Acido lactico 0.15 0.75
= Cenizas 0.56 0.46
= pH 6.2 4.6

Fuente: Badui D. S., 1999.
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La cantidad de agua en la leche es regulada por la lactosa que se
sintetiza en las células secretoras de la glandula mamaria. El agua que va en la

leche es transportada a la glandula mamaria por la corriente circulatoria.

2.1.2.2. HIDRATOS DE CARBONO

CroH CHOH
HO 2 oH oH
+ =
oH HA, H A4
H H
Galactosa Glucosa

Figura 1. Sintesis de la lactosa en  percibe por el sabor dulce. La

El principal hidrato de carbono en

la leche es la lactosa (Figura 1). A pesar

de que es un azucar, la lactosa no se

la ubre a partir de la glucosa y concentracion de lactosa en la leche es
galactosa. relativamente constante y promedia
alrededor del 5% (4.8%-5.2%). A diferencia de la concentracion de grasa en la
leche, la concentracién de lactosa es similar en todas las razas lecheras y no

puede alterarse facilmente con practicas de alimentacion (Wattiaux M. A, 2004).

La lactosa es una hexobiosa (galactésido -1 — 4 — glucosa), C12H22014,
P.M. = 342 formada por la union de una molécula de B — galactosa y una
molécula de glucosa a 6 B. El grupo aldehidico de la primera esta unido al
enlace y el segundo esta libre. Esta se sintetiza unicamente de glucosa, las
células secretoras la absorben y convierten parte de esta en galactosa con ello
proveen de las unidades necesarias para la produccion de la lactosa. En los
rumiantes la mayoria de los carbohidratos de la dieta se rompen y se foman
acidos grasos volatiles como acético, propionico y butirico. El acido propiénico
es convertido en glucosa que se usa posteriormente en la sintesis de la lactosa
(Perez J. P., 1984).

Transformacion de la lactosa
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La lactosa puede experimentar fermentaciones muy variadas como la
homolactica (industria lactea) utilizandose bacterias acido lacticas productoras
que producen dos moléculas de lactato por cada molécula de glucosa (hasta el
90 % del sustrato disponible). En la heterolactica (productos vegetales) se
produce menos cantidad de lactato en un 50 %, se produce 30 % de etanol y 17
%) de CO,.

Oligosacaridos de la leche

Son de gran importancia por su actividad biologica: Los sacaridos no
nitrogenados: contienen glucosa, galactosa y una metilpentosa: la mucosa.

Ginogalactosa y la alolactosa con mezclas de estos sacaridos.

Los sacaridos que contienen un azucar nitrogenado: N — acetil —
glucosalina, poseen actividad biolégica como factor de crecimiento del
Lactobacillus bifidus. La leche de vaca posee escasa cantidad de estas
sustancias; si el valor de la leche humana se expresa con 100 %, se tendria
para el calostro de vaca 40 % y para la leche de vaca de un 2 a 4 %. Esta es

una de las razones de la superioridad de leche materna (Alais, 1986).

2.1.2.3. PROTEINAS

La concentracién de proteina en la leche varia de 3.0 a 4.0% (30-40

gramos por litro). El porcentaje varia con la raza de la vaca y en relacion con la

cantidad de grasa en la leche.

Las proteinas se clasifican en

Enlace Aminoacido ,
peptidico | dos grandes grupos: caseinas (80%) y

proteinas séricas (20%) debido al

L
r,?jqu?ﬂ?i '?H'D de fabri i5n d
HIH\? —&\i/l:.—h\?fa \KH\TIAE}. proceso de tapricacion de queso, que
A3 Rn

consiste en la separacion del cuajo de

R1 [1¥4

Figura 2. Estructura general de las
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las proteinas séricas luego de que la leche se ha coagulado bajo la accion de la

renina.

Caseinas

El comportamiento de los diferentes tipos de caseina (a, B y K) en la

leche al

tratada con calor,

diferente pH (acidez)

y diferentes

concentraciones de sal, proveen las caracteristicas de los quesos, los productos

de leche fermentada y las diferentes formas de leche (condensada, en polvo,

etc.).
Cuadro 4. Distribucion de las proteinas en la leche
p-l;gtzli::s Peso Nl'fme’ro_ de . Pu’nto_ Variantes
(%) molecular aminoacidos | isoeléctrico
Caseinas 80
Os1 34 23612 199 4.1 A,B,C,D
Os2 8 25 228 207
B 25 23980 209 45 AL A 33' B.C
K 9 19 005 169 4.1 A B
Y 4 5.8 A, A% A% B
Proteinas del suero 20
B — lactoglobulina 9 18 263 162 5.3 A/ B,C,D
o — lactalbumina 4 14 174 123 5.1 A B
proteosa peptona 4 4 000 — 200 000
inmunoglobulinas 2 150 000 — 1X10 ° 45-83
seroalbumina 1 69 000 4.7
Fuente: Badui D. S., 1999.
Seroproteinas
Son compactas, globulares, con un peso molecular entre

14 000 - 1 000 000 de daltones y son solubles en un intervalo de pH muy amplio
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(incluso a pH muy bajo, siempre y cuando no se hayan desnaturalizado por el

calor).

Constan por lo menos de ocho fracciones diferentes, entre las cuales

destacan:

¢ B - lactoglobulina, que suma aproximadamente el 45 % del total de
las proteinas del suero, ésta no se encuentra en la leche materna, es
considerada como la responsable de las reacciones alérgicas que se
observan en infantes alimentados con leche de vaca; por lo que en

formulas lacteas se elimina.

¢ a — lactalbumina segunda proteina de importancia en el suero,
principal portador de grupos sulfhidrilos, tiene actividad bioldgica ya
que es parte constitutiva del sistema enzimatico requerido para la
sintesis de la lactosa, por lo que también se conoce como proteina B
de dicho sistema, es de bajo peso molecular y tiene un alto contenido

de triptéfano.

¢ inmunoglobulinas, que contribuyen a las propiedades antibacterianas
naturales de la leche que no se han sometido a tratamientos térmicos
suman aproximadamente el 10 % del total de proteinas del suero, en
promedio de 0.6 g/l en la leche de vaca, 2 % de las proteinas totales,
son las primeras en desnaturalizarse durante el calentamiento de la
leche; provienen de la sangre animal, constan de moléculas de
glucoproteinas con un alto contenido de grupos azufrados y con
actividad biolégica de anticuerpo con los diferentes tipos designados

como IgM, IgA, IgG; e IgGs,.
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+ albuminas bovinas equivalente a

las presentes en el

suero

sanguineo, contienen un alto numero de cistinas (17 / mol) y un grupo

sulfhidrilo, que es facilmente desnaturalizable aun en temperaturas

bajas.

¢ proteosas — peptonas, diferenciadas del demas grupo de proteinas

por no precipitar por calentamiento a 95 — 100 ° C, contienen glucidos

en proporciones notables, hasta el 6 %, y fésforo; pertenecen a la

proteina soluble de la “membrana” de los globulos grasos.

Cuadro 5. Composiciéon de los aminoacidos en las proteinas de la leche

Caseinas Proteinas del suero .
Aminoéacidos Inmuno - | | roteinas
a.-B | B-A" | K-A|y-A" | B-Lg-A | a-La-B | Albamina Totales
globulinas

Ac. Aspartico 7.3 4.3 7.3 3.9 10.2 17.1 9.4 8.1 7.4
Treonina 2.1 4.0 8.0 3.9 4.5 5.0 4.9 8.9 4.7
Serina 6.0 5.8 6.0 4.7 3.4 4.3 3.5 9.5 6.0
Ac. Glutamico | 21.13 21.1 18.3 20.1 17.9 11.9 14.4 10.7 23.9
Prolina 7.0 13.8 10.2 15.6 4.3 14 4.1 8.4 11.3
Glicina 2.2 1.2 0.6 1.1 1.0 2.4 14 4.0 2.0
Alanina 2.7 1.5 5.2 1.7 55 1.5 5.0 3.8 3.5
Cisteina 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6 0.0 5.5 2.7 1.8
Cistina (1/2) 0.0 0.0 1.1 0.0 2.3 5.8

Valina 4.6 7.8 5.7 8.2 5.5 4.2 5.0 8.1 7.0
Metionina 2.8 3.3 14 3.8 2.9 0.9 0.7 0.8 2.5
Isoleucina 5.3 4.7 71 3.9 6.3 6.4 2.2 2.6 6.5
Leucina 8.1 10.4 4.8 10.5 13.8 10.4 10.6 8.3 10.0
Tirosina 7.0 2.7 7.7 3.2 3.6 4.6 4.6 6.0 5.2
Fenilalanina 5.0 5.5 3.1 6.4 3.3 4.2 5.9 3.5 4.9
Triptéfano 1.6 0.8 1.0 1.0 2.1 5.3 0.5 2.4 14
Lisina 7.6 5.9 6.1 6.2 10.7 10.9 11.2 6.0 7.9
Histidina 2.9 3.4 2.2 4.0 1.5 2.9 3.3 1.8 2.7
Arginina 4.0 2.6 4.1 1.5 2.6 1.1 5.3 3.7 3.7

Fuente: Badui D. S.. 1999.

2.1.2.4. GRASA

Normalmente, la grasa (o lipidos) constituye desde el 3.5 hasta el 6,0%

de la leche, variando entre razas de vacas y con las practicas de alimentacion.

Cada glébulo se encuentra rodeado de una capa de fosfolipidos, que

evitan que los glébulos se aglutinen entre si repeliendo otros gldbulos de grasa
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y atrayendo agua. Siempre que esta estructura se encuentre intacta, la leche

permanece como una emulsién.

La mayoria de los globulos de grasa se encuentran en la forma de
triglicéridos formados por la unién de glicerol con acidos grasos. La grasa de la
leche contiene principalmente acidos grasos de cadena corta (cadenas de
menos de ocho atomos de carbono) producidos de unidades de acido acético

derivadas de la fermentacion ruminal.

2.1.2.5. VITAMINAS Y MINERALES

La leche es una fuente excelente para la mayoria de los minerales

requeridos para el crecimiento del lactante.

La digestibilidad del calcio y fosforo es generalmente alta, en parte
debido a que se encuentran en asociacion con la caseina de la leche. Como
resultado, la leche es la mejor fuente de calcio para el crecimiento del esqueleto

del lactante y el mantenimiento de la integridad de los huesos en el adulto.

Otro mineral de interés en la leche es el hierro. Las bajas
concentraciones de hierro en la leche no alcanzan a satisfacer las necesidades
del lactante, pero este bajo nivel pasa a tener un aspecto positivo debido a que

limita el crecimiento bacteriano en la leche.

Cuadro 6. Minerales y vitaminas presentes en la leche

Minerales mg/100 | Vitaminas | ug/100
ml ml’

K 138 Vit. A 30.0
Ca 125 Vit. D 0.06
Cl 103 Vit. E 88.0
P 96 Vit. K 17.0
Na 58 Vit. B1 37.0
S 30 Vit. B2 180.0
Mg 12 Vit. B6 46.0
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Minerales

2 <0.1 Vit. B12 0.42
trazas

Vit. C 1.7

! pg = 0.001 gramo
Z Incluye Co, Cu, F, Mn, Mb, Zc, Se, | y otros.

Fuente: Wattiaux M. A., 2004.

2.2 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

2.21. CARACTERISTICAS GENERALES: Citomorfolégicas,
fisioloégicas y bioquimicas.

Citomorfolégicas: Bacterias esféricas, estreptococos; alargadas,
lactobacilos. Las condiciones del medio y la coloracion pueden modificar su
condicion. Son inmoviles, no esporuladas, gram positivas y catalasa

negativas.

Fisioldgicas: Anaerobias facultativas o microaerdfilos, poco crecimiento en
la superficie de los medios de cultivo usuales; crecimiento facil en
profundidad. Exigentes en nutricién nitrogenada y vitaminica, asi, el medio
debe aportar una mezcla compleja de aminoacidos y factores de
crecimiento, especialmente de las vitaminas B. Los disacaridos (lactosa,
sacarosa, maltosa) son mejores que las hexosas de las que estan formados.
El tipo de acido lactico producido difiere dependiendo de la especie de la

que provenga, dextrogiro (D) 6 levogiro (L).

Bioquimicas: Carecen de la citocromo — oxidasa puesto de manifiesto por
la reaccion de la bencidina, no reducen los nitratos, no existe crecimiento
con las sales de amonio como unica fuente nitrogenada, la actividad

proteolitica, en general es débil y no se manifiesta mas que lentamente.
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Cuadro 7. Caracteristicas de la familia Lactobacteriaceae

Tribu Anaerobiosis Género Tipo de Grupo Especies principales Observaciones
fermentacion
Diplococcus Homo D. Pneumoniae parasitos
Streptococaceae  Facultativa
Homo Pidgeno S. pyogenes, agalactiae, uberis patdégenos
Streptococcus Homo Lactico S. lactis, cremoris, diacetilactis fermentos
Homo Terméfilo S. thermophilus, bovis
Homo enterococcos  S. faecalis, liquefaciens lacticos
Pediococcus Homo P. cerevisiae especies de los
Leuconostoc Hetero L. citrovorum, Kefir mostos
Estrica fermentos lacticos
Peptostreptococcus Hetero Ps. Anaerobius, foetidus
parasitos
patdgenos
Homo Mesofilo L. casei, plantarum, leichmanii
Terméfilo L. lactis, helveticus, bulgaricus, acidophilus,
Lactobacillus bifidus, L. termofphilus, delbruckii
Facultativa
L. brevis, pastorianus Fermentos
Lactobacilleae Hetero Mesofilo L. fermenti, caucasicum lacticos
Termdfilo
Enterobacterium
Estricta Catenobacterium Parasitos
Ramibacterium patdgenos

Cillobacterium

Fuente: Alais C., 1986.
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Los géneros mas importantes son: Streptococcus, Leuconostoc y
Lactobacillus. Los géneros restantes no fermentan la lactosa o lo hacen de una

manera irregular, produciéndolo en poca cantidad.

2.2.2. GENERO STREPTOCOCCUS

Bacterias lacticas mesdfilas homofermentativas pertenecientes al grupo
serolégico N. Producen de 0.8 a 1 % de acido lactico en la leche tornasolada ya

que tienen la mayor actividad reductora.

Estos estreptococos son los agentes habituales de la coagulacion de la
leche abandonada a la temperatura ambiente; constituyen los fermentos
lacticos cultivados entre 20 ° - 30 ° C, zona de 6ptimo crecimiento. Se

desarrollan aun a 10 ° C, o menos, pero no a 45 °.
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Cuadro 8. Principales especies del género Streptococcus

Heterofermentativo

Lactico Terméfilo Piégeno Enterococo
(Leuconostoc)
S. S. S. S. S. S. L. L.
cremoris | lactis | diacetylactis | termophilus | galactiae faecalis citrovorum lactis
Cultivoa 10 ° + + + - - + + +
Cultivo a 37 ° - + T + T N "
Cultivoa45° - - - T - T - .
Supervivencia a 63
i ° /30 min ) ) ) * ) * ) "
Fermentacién - - - - - - + +
gaseosa (COy,), de
glucosa
Reduccioén rapida
de la leche + + + - - + - -
tornasolada (1)
Produccion de + + +
acetoina ) ) (Citratos) ) ) } (azucares) | (azUcares)
Produccion de NH;
(Hidroliza la - + + - + + - -
arginina)
Crecimiento en
presencia de NaCl:
2% - - +
4% - - -
6.5 % - - - - - - -
Azlcares
fermentados (2)
Pentosas - - - - - + - +
Sacarosa - + + + + + - +
Maltosa, maanoI, ) + + } + + }
salacina
Resistencia a la } ) ) ) + ) )
penicilina
Grupo serologico
(Lancefield) N N N ? B D ? ?
Caracter patégeno - - - - + + -

(1) Reduccién antes de la coagulacion. (2) Todas estas especies fermentan la glucosa, la galactosa y la lactosa.

Fuente: Alais C., 1986.
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2.2.3. GENERO LACTOBACILLUS

Tienen forma alargada; la relacién longitud — didmetro es muy variable,
acidifican la leche menos rapido que los estreptococos; en este género se
encuentran los mayores productores de acido lactico, hasta de 2.8 %. Los
lactobacilos soportan hasta valores de pH de 3.5. Actividad caseolitica acusada,
por la presencia de proteinasas activas. En la leche cruda son mucho menos
abundantes que los estreptococos siendo mas dominantes en diversos tipos de
quesos de 24 horas (10 %/g) fabricados a temperaturas > 40 ° C, mantienen un
pH alrededor de 5.1. Sus usos industriales se extienden entre otros en las

leches fermentadas y en productos vegetales.
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Cuadro 9. Principales especies del género Lactobacillus

Homofermentativos Heterofermentativos
Termofilos Mesoéfilos Terméfilo | Meséfilo
Helveticus | Jugurti | Bulgaricus Lactis Acidophilus Casei Plantarum Fermenti Brevis
Cultivoa 15 ° - - - - - + + - +
Cultivo a 45 ° + + + + + - - + -
Resistencia a 60 °/90
. + - + - - - - -
min
65°/3_0 ) ) + ) ) ) ) )
min
Acido (%) en la leche 2.7 2.7 1.7 1.7 0.8 1.2-15 0.3-1.2 0.5 0.5
Tipo de acido lactico DL DL D D DL L DL DL DL
Produccién de . co2 R R _ - - - _ + +
(azucares)
NH2 i _ _ _ _ _ i + +
(arginina)
NaCl
20/0 - - + + + + + +
. . NaCl
Cultivo en presencia de 4% - - - - + + + +
Teepol
0.4 % - * ) *
Exigencias nutritivas a) RP RP R RC RFC PF - T TF
Fermentacion de pentosas b) - - - - - - +/- - +
Fermentacion de otros az“"ar‘f) 1(4) 4) - 1,2,3,4 | 1,2,3,4,(5),6,7 | 1,2,3,46,7,9,0 | 1,2,3,4,5,6,7,8,9,0 | 1,(4,5,8 | 1,5
Hidrdlisis de la esculina - - - - - + + - +/-
Grupo sexolégico (Sharpe) A A E E ? B,C D F E

a) Factores de crecimiento: R, riboflavina,P, piridoxal; C, cianocobalamina (B

b) Arabinosay xilosa.

2); F, acido folico; T, tiamina,

c) Todas estas especies fermentan la glucosa, la galactosa y la lactosa. Los otros azucares fermentados se designan mediante una cifra: 1,

maltosa; 2, salicina; 3, sacarosa; 4, trealosa; 5, melibiosa; 6, amigdalina; 7, celobiosa; 8, rafinosa; 9, manitol; 0, sorbitol. Las cifras entre

paréntesis indican un resultado variable segun las cepas.

Fuente: Alais C.,

1986.
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2.3 PROBIOTICOS

2.3.1. ANTECEDENTES

Las leches fermentadas (LF) se han consumido por la provision de
una amplia gamma de beneficios a la salud; relacionando los productos con un
sabor agradable ligeramente acido, y con su periodo de conservacion en
comparacion con el de la leche. En las décadas recientes se ha puesto mayor
interés en los efectos benéficos potenciales de las LF, incrementando su
variedad de presentaciones y de la cantidad que se consume alrededor del
mundo que fue de 41 millones de unidades diarias de productos frescos

Danone en el mundo para el afio de 1997 (Saloff C. J. - Coste, 1997c¢).

2.3.2. DEFINICION

Un probidtico se define como un suplemento alimenticio microbiano vivo
que afecta benéficamente al hospedero, mejorando su balance en la flora
intestinal; (Urbina E. C., 2004) otra definicion seria: "los probidticos
corresponden a una preparacioén de un producto que contiene microorganismos
viables en suficiente numero, los cuales alteran la microflora (por implantacién o
colonizacion) en un compartimiento del huésped provocando efectos
beneficiosos sobre la salud del mismo. Esta definicion hace hincapié en la
presencia de microorganismos viables, en numero suficiente para provocar los
efectos beneficiosos sobre la salud, a través de una alteracién positiva de la

microflora por colonizacion del intestino" (Rebolloso, 2002).

Un producto probidtico debe tener al final una cuenta microbiana minima
viable de 10 millones de bacterias/gramo (Gonzalez U. M., 2004). El rango que
se utiliza en la industria ha sido de 10 ° a 10 '? células/g (100,000 a 1, 000, 000,
000,000). Se requiere de un considerable numero de bacterias porque

alrededor del 90 % de ellas son eliminadas por el acido del estomago (donde el
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pH esta entre 1 — 2). El alimento en el estbmago ayuda a la proteccién de los

microorganismos, por lo tanto se debe ingerir probioticos a la hora de comer

(CRDC, 2001).

Cuadro 10. Propiedades ideales para la utilizaciéon

de cepas en productos probiéticos.

Propiedades

Objetivo y método

Especificidad de las
cepas

Resistencia al pH

Adhesion y
colonizacion

Exclusion
competitiva
Regulaciéon inmune
Seguridad
Propiedades
tecnologicas
Evaluacién sensorial

Aceptacion por el
consumidor

Evaluar la eficiencia

Fuente u origen debe ser revelado

Resistentes a los efectos del acido gastrico y biliar
Varias cepas modelo han sido utilizados por su adhesion (e.

g. cultivos celulares, moco, segmentos intestinales).
Colonizacién en estudios humanos

Cepas modelo con adhesién y exclusion competitiva de
patogenos “in vitro” e “in vivo”
“in vitro” en estudios con humanos

Garantizada mediante estricta inspeccion antes y después
de la comercializacion

Sistemas para el mantenimiento de la estabilidad y actividad
dentro y fuera del proceso de produccion.

Examen sensorial del producto y productos finales
Estudios al consumidor con las formulas de los productos
Intervenir con estudios clinicos humanos con las férmulas
finales; al menos dos estudios independientes para mostrar

la eficiencia en la poblacion y la seguridad en todos los
grupos de consumidores.

Fuente: Saarela M. y col., 2002.
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2.24. BACTERIAS CONSIDERADAS COMO PROBIOTICOS:

Bifidobacterias, L. acidophillus, Lc. lactis

En todo el mundo existen mas de 400 tipos de leches fermentadas, en
nuestro pais se fabrican industrialmente yogurt, yakult consumido hasta en 120
mil litros diarios y otros productos similares, jocoque (Buttermilk) y jocoque
arabe o labne, leches fermentadas con bulgaros (Kefir); siendo el yogurt el mas
importante , ya su consumo se estima hasta en 160 mil ton anuales. Todos los
productos anteriores han sido utilizados como vehiculos para las bacterias con
caracteristicas probidticas pero solo algunas especies como las bifidobacterias,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp. y L. acidophillus han sido utilizadas
ampliamente para su adicibn como probidticos en Europa en un yogurt
nombrado “Yogurt AB”. En el caso de Lactococcus (Lc) /lactis subsp lactis y Lc.
lactis subsp cremoris han sido utilizadas en la elaboracidn de jocoque a nivel
industrial las cuales estas ultimas no han sido estudiadas en cuanto a su
potencial como probidtico excepto a la insinuacion por la produccién de
polisacaridos extracelulares que podrian tener algun efecto (Garcia — Garibay
M., 2004), ademas en la fabricacion de quesos se ha utilizado el género Lc en
cultivos iniciadores junto con cepas del género Leuconostoc (Ln).
mesenteroides subsp. cremoris y Ln. lactis el cual estimula el crecimiento de
estas ultimas por su actividad proteolitica (Menéndez S. y Rodriguez — Otero J.
L., 2004).

Las bacterias acido lacticas (BAL) pertenecientes a la familia de las
Lactobacteriaceae caracterizadas en su mayoria por su alta produccion de
acido lactico incluyen las cepas con propiedades benéficas como las
bifidobacterias y lactobacilos, las cuales estan también entre los
microorganismos predominantes en nifios saludables se les puede
encontrar en diversos “habitat” aparte de los productos lacteos se les puede

encontrar en los productos vegetales: ensilados, granos, jugos y mostos en
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fermentacion, etc. Se encuentran presentes en el aparato digestivo del hombre

y de los animales, y en las cavidades naturales (boca y vagina).

Bifidobacterias

Bacteria acido lactica heterofermentativa, anaerobia estricta, situada en
el género Lactobacillus. Fermenta las pentosas; productora de al menos un 50
% de acido lactico, mas otros compuestos tales como el acido acético, CO; y
etanol. Estas favorecen la produccion de vitaminas del complejo B y &acido
félico, inhibe el crecimiento de microorganismos patégenos y reduce los niveles

de colesterol (Moreno M. R. y col., 2004).

Lactobacillus acidophilus

Algunos de los beneficios documentados por la ingesta de esta bacteria
son la disminucion del colesterol, la prevencion de infecciones intestinales, y la
reduccion en el riesgo de cancer de colon, puede inhibir el crecimiento de
Helicobacter pylori relacionado con el desarrollo de la ulcera péptica (Saloff C.
J. - Coste, 1997a).

Lactococcus lactis subsp lactis

Tiene una actividad antagoénica al producir una bacteriocina (péptido
biolégicamente activo): la nisina, usada en la industria alimenticia como
conservador Dbiolégico (accion bactericida) que por ser proteina al

biodegradarse no produce compuestos secundarios.

El complejo modo de acciéon de las bacteriocinas sugieren que los
péptidos se unen a la membrana citoplasmatica a través de uniones
electrostaticas con los fosfolipidos cargados negativamente, luego se insertan a

la membrana con una reorientaciéon que depende del potencial de la membrana,
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influenciado por el pH y la composicion fosfolipidica, consecuentemente, forman
agregados proteicos que resultan en la formacién del poro con la consecuente
salida de iones (principalmente: K y Mg), pérdida de la fuerza motriz de
protones (“FMP”, esenciales en la formacion de ATP, transporte activo y
movimiento bacteriano), salida de ATP y aminoacidos. Por lo tanto se inhibe la
sintesis de macromoléculas y la produccion de energia, dando como resultado

la muerte celular.

Sin embargo, la nisina (péptido de 34 aminoacidos de peso molecular
menor a 5 kDa) que descrita en 1928 es la mejor caracterizada y utilizada como
conservador en productos lacteos, reconocida por la FDA como Generalmente
Reconocida como Segura (GRAS por sus siglas en inglés), que previene la
descomposicion ocasionada por bacterias Gram (+), especialmente de los
géneros Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Listeria; no requiere de un
receptor unido a la membrana de la célula blanco para la formacién de poros y
la disipacion de la FMP como la mayoria de las bacteriocinas ya que ésta

reconoce la composicién fosfolipidica de la célula (Gonzalez M. B. E., 2003).
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Cuadro 11. Lista parcial de cepas probiéticas caracterizadas

Nombre y clave de la cepa

Industria proveedora

Lactobacillus acidophilus NCFM ®

Rhodia Inc. (Madison)

L. acidophilus DDS

1 Nebraska Cultures, Inc. (Lincoln, Neb.)

L. acidophilus SBT

2062a Snow Brand Milk Products Co., Ltd.
(Tokyo, Japan)

L. acidophilus LA
LA-5

1 Chr. Hansen, Inc. (Milwaukee, Wis.)
vendida en Europa

Lactobacillus casei Shirota

Yakult (Tokyo Japan)

L. casei Immunitas

Danone (Paris France)

Lactobacillus fermentum RC

14 Urex Biotech (London, Ontario, Canada)

Lactobacillus johnsonii La1 (también
como Lj1)

Nestlé (Lausanne Switzerland)

Lactobacillus paracasei CRL 431

Chr. Hansen Inc. (Milwaukee

Lactobacillus plantarum 299V

Probi AB (Lund Sweden)

Lactobacillus reuteri SD2112 (same as
MM2)

Biogaia (Raleigh N.C.)

Lactobacillus rhamnosus GGa

Valio Dairy (Helsinki Finland)

L. rhamnosus GR

1 Urex Biotech (London, Ontario, Canada)

L. rhamnosus 271

Probi AB (Lund Sweden)

L. rhamnosus LB21

Essum AB (Umeéd Sweden)

Lactobacillus salivarius UCC118

University College (Cork Ireland)

Lactobacillus lactis L1A

Essum AB (Umeéa Sweden)

Bifidobacterium lactis Bb

12 Chr. Hansen, Inc. (Milwaukee, Wis.)

Bifidobacterium longum BB536°

Morinaga Milk Industry Co., Ltd. (Zama City,
Japan)

B. longum SBT-2928?%

Snow Brand Milk Products Co., Ltd. (Tokyo,
Japan)

Bifidobacterium breve cepa de Yakult

Yakult (Tokyo Japan)

® Cepas que han tenido utilizaciéon en alimentos por su categoria de saludables en Japén

Fuente: Sanders, M. E., 1999.

2.4 MECANISMOS DE ACCION DE LAS BACTERIAS
PROBIOTICAS Y SUS EFECTOS EN LA SALUD

Dadas las diversas funciones y las complejas actividades intrinsecas de

la microflora intestinal, podria concluirse que la ingestién de grandes cantidades

de bacterias vivas a través del consumo de las leches fermentadas, llevaria a

ejercer cierto efecto en la composicion o la actividad de la microflora y, por lo
tanto, en la salud del huésped (Saloff C. J. - Coste, 1997a).
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Las bacterias enddgenas podrian estar agrupadas tanto como patdégenos
potenciales o como promotoras de la salud. La cepas con propiedades
benéficas incluyen entre otras las bifidobacterias y lactobacilos, los cuales se

encuentran predominando el la microflora de nifios sanos.

La normalizacion de especies especificas saludables de la microflora
endogena del tracto intestinal forma las bases de la terapia con probidticos. La
introduccidn oral de probioticos puede afectar y reducir la alta permeabilidad
anormal del intestino y alterar la microecologia, mejorando las funciones de la

barrera inmunoldgica intestinal y aliviando la respuesta inflamatoria intestinal.

La respuesta del sistema inmunolégico especifica ha sido medida
mediante la secrecion de inmunoglobulina en la sangre, la concentracion de
linfocitos B y T, y algunas citoquinas (ACTIMEL, 2004).

Aunque los mecanismos de accién de los probidticos en la prevencion de
alergias estd unicamente iniciando a relucir, los efectos son probablemente
mediante la adhesion a la mucosa intestinal a su superficie y la generacién de
citoquinas anti inflamatorias, estas podria ser la hipétesis para la prevencién
temprana de enfermedades atdpicas en nifios, que podria reducir el riesgo de
desarrollo de alergias alimentarias y asma. Evidentemente que los probidticos
pueden reducir los sintomas de alergias en existencia de enfermedades
atopicas también acumulado por cepas especificas y sus usos en la infancia

temprana (Saarela M. y col., 2002).
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Figura 3. Beneficios en la salud por el consumo de productos probiéticos.
Fuente: Saarela M. y col., 2002
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Cuadro 12. Eectos potenciales en la salud, establecidos

por las bacterias probiéticas

Beneficio a la salud

Ayuda a la digestion de la lactosa

Resistencia a patégenos entéricos

Efecto anticancerigeno del colon

Sobre crecimiento de la microflora del

intestino delgado

Modulacién del sistema inmune

Alergias
Lipidos en la sangre, enfermedades del corazon

Efecto antihipertensivo

Infecciones urogenitales

Infeccion causada por Elicobacter pylori

Encefalopatia hepatica

Mecanismo Postulado

Bacterias productoras de lactasa (B — D - galactosidasa) que hidroliza la lactosa
Resistencia a la colonizacion

Alteracion de las condiciones intestinales haciéndolo menos favorable para los patégenos

Reduccion de pH por el acido lactico y por la produccién de cadenas cortas de acidos grasos (acetato, butirato,
propianato) son muy téxicos para los microorganismos porque atraviesan la membrana bacteriana en la forma no
ionizada y se acumulan en la forma ionizada en el interior

Alteracion de toxinas uniendo sitios

Influencia sobre las poblaciones de la flora intestinal

Adherencia a la mucosa intestinal, interfiriendo con la adherencia patgena

Aumenta la regulacion de la produccién de la mucina intestinal, interfiriendo con los patégenos

Plegando las células epiteliales

Bloqueo mutagénico

Desactivacion carcinogénica

Inhibicion de la produccion de enzimas carcinégenas de los microbios del colon
Respuesta inmunoldgica

Influencia secundaria en la concentracién de las sales biliares

Influencia en la actividad de sobre poblacién de la flora, reduciendo toxinas

Incremento en la produccién de metabolitos (peréxido de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas).

Alteracion de las condiciones intestinales haciéndolos menos favorables para las actividades de las poblaciones
microbianas

Fortaleciendo la defensa especifica contra infecciones y tumores.

Potenciando el efecto en los antigenos especificos del sistema inmune

Realza la secrecion de la IgA

Prevencién de la translocacion del antigeno dentro del torrente sanguineo

Asimilacion del colesterol dentro de las células bacterianas

Incremento de la excrecion de sales biliares debido a la desconjugacion por la hidrolizacion de la sal biliar
Efecto antioxidativo

Accion de la peptidasa sobre las proteinas de la proporcionando tripeptidos los cules inhiben la angiotension 1
convirtiendo enzimas

Los componentes de la pared celular actiia como angiotensor (vasoconstrictor) convirtiendo a las enzimas inhibidoras

Adhesién al tracto de las células urinarias y vaginales
Resistencia a la colonizacién

Produccion del Inhibidor (H-0., biosurfactantes)

Produccién de inhibidores del H. pylori (acido lactico y otros)

Inhibidor de la ureasa - producida por la flora intestinal

Fuente: Sanders, M. E., 1999.
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2.4.1. MANIPULACION DEL DESARROLLO DE LA MICROFLORA
INTESTINAL

La manipulaciéon del desarrollo de la microflora se puede conseguir
controlando los factores externos que tienen un efecto directo sobre la
composicion caracteristica de la microflora tal como la dieta y medicamento. La
adicion de oligosacaridos a las formulas infantiles, las cuales tienen como
propésito promover el incremento de bifidobacteria en el colon y una reduccion
en el pH fecal, es un ejemplo. Sin embargo, en ausencia de cualquiera de estos
factores, el patron general de la microflora en cualquier individuo tiende a
permanecer medianamente constante, y los individuos tienden a mostrar un

patron caracteristico.

El cambio en la dieta es uno de las formas de cambiar la microflora.
Mientras que los prebidticos pueden tener un efecto indirecto al proveer
sustancias preferidas para especies bacteriales enddgenas particulares, los
probidticos pueden alterar la flora del colon tanto directa como indirectamente,
ya sea produciendo organismos nuevos, activos y viables dentro del lumen y /o

indirectamente al introducir cambios en la flora intestinal ACTIMEL, 2004).

Numerosos factores influencian la estabilidad o cambios en la microflora.
Esto incluye al pH intestinal, la interaccion de la microflora, la temperatura del
medio, factores psicoldgicos, peristaltismo, acidos biliares, secreciones, sistema

inmune y tratamientos con medicamentos (Mackie R. I., 1999).
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2.5 EVOLUCION DE LA MICROFLORA INTESTINAL HUMANA

2.5.1. DESARROLLO DE LA ECOLOGIA MICROBIANA DEL TRACTO
GASTROINTESTINAL DEL RECIEN NACIDO

La microflora del intestino maternal es una fuente para la colonizacién del
intestino del recién nacido (antes estéril) este comienza inmediatamente
después del nacimiento adquiriendo un balance semejante entre bacterias
aerobicas y anaerobicas proceso facilitado por el contacto con el entorno
estableciéndose aquellas bacterias apropiadas para el nifio, compuesta
primordialmente por enterocococos, E. coli no patdégena, bifidobacterias y
bacteroides (ACTIMEL, 2004).

El contenido gastrico después de 5 — 10 min de vida de un bebe recién
nacido es similar al cervix de sus madres. También, inmediatamente después
de nacer, la nasofaringe del 62% de los bebes contienen bacterias que
coinciden con las de la vagina de las madres inmediatamente después del parto
(Mackie R. 1., 1999).

Después del parto, el bebé sigue continuamente exponiéndose a los
nuevos microbios que entran al tracto gastrointestinal con los alimentos. Esto
inicia con la leche materna, la cual contiene > 10 ° microbios / L en madres
saludables. Los grupos bacterianos que mas frecuentemente se encuentran
incluyen a los estafilococos, estreptococos, Corynebacterium, Lactobacillus,

micrococos, Propionibacterium y bifidobacterias.

El factor bifidus (oligosacarido) suministrado por la leche de la mujer
propicia el crecimiento del Lactobacillus bifidus en el intestino del bebé, el cual
produce grandes cantidades de acido lactico a partir de lactosa, con el
consecuente aumento de la acidez; en estas condiciones de pH, se inhibe el

desarrollo de microorganismos patdogenos que pueden afectar seriamente al
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infante; este bacilo desaparece al cabo de algunos meses y es remplazado por
el L. acidophillus (Badui S. D. 1999).

Las bifidobacterias estan entre las bacterias predominantes en la
flora intestinal desde la temprana infancia hasta la vejez. Sin embargo, el
numero de bifidobacterias disminuye al paso de los afios y la composicion de
las especies/cepas cambia desde la infancia a adulto y vejez (Saarela M.,
2002).

Después de unos pocos dias después del nacimiento, coliformes y
streptococos dominan la microflora presente. Las bacterias anaerobias estrictas
aparecen un poco tiempo después. Clostridios y lactobacilos podrian también
estar presentes en ciertos puntos dentro de un periodo corto de tiempo. El
exterior y otros factores importantes controlan cuales de las bacterias ingeridas
podran establecerse y cual sera el orden de sucesion de las cepas
colonizadoras (Mackie R. ., 1999).
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Cuadro 13. Comparacion de bacterias encontradas en el interior del

genital de una mujer embarazada, heces de recién nacidos, nifios y

adultos."
Grupo Bacteriano Interior del genital Heces °
de una mujer Recién Infante Adulto
embarazada ? nacido
Aerobios facultativos
Bacilli Moderado Bajo Bajo Bajo
Corynebacterias Moderado Bajo Bajo Bajo
Enterobacterias Bajo Moderado Moderado Moderado
Enterococos Bajo Moderado Moderado Moderado
Lactobacilos Moderado Bajo Moderado Moderado
Micrococos Bajo Bajo Bajo Bajo
Propionibacteria Moderado Moderado Moderado Moderado
Estafilococos Bajo Bajo Bajo Bajo
Estreptococos Moderado Moderado Moderado Moderado
Rango (Log 1o 7.7-8.6 8.2-91 9.8-11.3 6.9-8.8
UFC)
Anaerobios
Bacteroides Moderado Alto Alto Alto
Bifidobacterias Moderado Alto Alto Alto
Clostridias Bajo Bajo Moderado Moderado
Eubacterias Moderado Moderado Alto Alto
Fusobacterias Moderado Moderado Alto Alto
Peptostreptococos Moderado Moderado Alto Alto
Ruminococos Moderado Bajo Moderado Moderado
Veillonellas Moderado Moderado Moderado Moderado
Rango(Log 1o 8.3-8.8 7.8-93 9.8-11.3 10.5-11.5
(UFC)

' Conteo viable resumido: alto (= Log 10 ° UFC), moderado (Log 10 ° %) y bajo (< Log 10 °

UFC).

2 NUmeros reportados como Log 1¢ UFC/ml 6 gr de secrecion.
* Numeros reportados como Log 1 UFC/gr de héces (h/h)

Fuente: Mackie R. I., 1999.
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2.5.2. COMPOSICION Y DISTRIBUCION DE LA FLORA INTESTINAL
EN EL ADULTO

El tracto gastrointestinal de los humanos adultos contiene mas de 400

especies diferentes de bacterias. Llegando a ser el peso total de microflora en

el tracto humano hasta de 1 Kg (Pierre y Corbett, 2004).

La mayor concentracion de microorganismos y actividad metabdlica

puede encontrarse en el intestino grueso. En el tracto superior (estébmago,

duodeno y yeyuno) hay un esparcimiento de microflora > 10 ° UFC/ml de

contenido. Para el ileum la concentracion bacterial gradualmente incrementa

encontrandose 10 ' a 10 " UFC/g en el colon. También se encontrd que las

bacterias dominantes numéricamente, en heces, fueron los Bacteroides y los

grupos Clostridium coccoides — Eubacterium rectal (representando cerca del 50

% de las comunidad bacteriana).

10° ufc/ml{
10° ufc/ml{

10° ufc/ml <

10* ufc/ml<

r

\

ESTOMAGO
Streptococos
Lactobacilos sp
Veilonella sp
C. perfringens
DUODENO
Estreptococos
Lactobacilos sp
Veilonella sp
C. perfringens
YEYUNO

. Estreptococos

\

Lactobacilos sp
Veilonella sp

E. coli

C, perfringens
Eubacterium

a
=

'/

iLEON N
Streptococos anaerobios
Lactobacilos sp
Streptococos

Veilonella sp
Bacteroides sp

E. coli, C. perfringens
COLON

Bacteroides sp N
Eubacterias sp
Streptococos anaerobios
Lactobacilos sp
Bifidobacterias sp
Streptococos

E. coli, C. perfringens
Lactobacilos sp

>108 ufc/ml

>‘1012 ufc/ml

Veilonella sp Y,

Figura 4. Variacion de las poblaciones y especies bacterianas a lo largo

del tracto gastrointestinal (Gl) humano en adultos en condiciones de no ayuno.
Fuente: Adaptacion de ACTIMEL, 2004.
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Mientras uno se aproxima al intestino delgado inferior, se incrementa el
numero de bacterias, tanto Gram (+) como Gram (-), anaerobias estrictas o no.
En el ileon distal predominan los anaerobios Gram (-), y cruzando hacia el colon
el numero y variedad de anaerobios estrictos se incrementa dramaticamente ya

que es un medio muy poblado hasta 10 "' UFC/g de heces fecales frescas.

Existen diferencias entre las diferentes secciones del colon, ya que el
colon proximal tiene acceso a mayor cantidad de nutrimentos y, por lo tanto, es

metabodlicamente mas activo que el colon distal.

Los cambios en cuanto a la composicion y el funcionamiento de la
microflora pueden ocurrir con el paso de los afios, pero este concepto es
especulativo. De acuerdo a estudios anteriores, un pequefio descenso en la
Bifidobacteria, y un incremento de Clostridios, Lactobacilos, Streptococci y
Enterobacteriaceae parecen asociadas al paso de los anos. En otro analisis de
la poblacion de Abkhasia, personas muy ancianas (por encima de los 90 afos
de edad) tenian niveles altos de Lactobacilos y Bifido- bacterias > 10 ®
(ACTIMEL, 2004).

A pesar de que los humanos tienen un patrén de composicién general
comun, todos los individuos tienen su propia microflora caracteristica. Las
bacterias que se presentan en mayor cantidad se conocen como dominantes,
en concentraciones de 108 -10”/g, mientras que aquellas consideradas
subdominantes estan presentes en concentraciones de 10° - 10® bacterias/g
(Saloff C. J. - Coste, 1997b).
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2.6 BACTERIAS ENTERICAS

2.6.1. GENERALIDADES

Enterobacterias, nombre comun de la familia Enterobacteriaceae que son
organismos ubicuos de distribucion mundial, se encuentran en el suelo, agua,
vegetacion y formando parte de la microbiota normal del intestino de casi todos
los animales incluyendo al humano al que puede causar enfermedad
(ENCARTA, 2004).

Poseen un metabolismo anaerdbico facultativo con requerimientos
nutricionales muy sencillos. El Bergey's manual las coloca dentro de las gamma

Proteobacterias.

Pertenecen a distintos géneros y estan caracterizadas por ser bacilos
rectos, moviles por flagelos peritricos, o inmdviles, capsulados o no; gram
negativos de crecimiento facil en los medios comunes de laboratorio, con
produccion de nitritos a partir de nitratos, indofenoloxidasa negativos, las

especies que poseen flagelos son maéviles y el resto son inmoviles.

Se han descrito al menos 27 géneros y 7 grupos entéricos con mas de
110 especies. Estos géneros se han clasificado en funcién de la homologia del
ADN, propiedades bioquimicas, reacciones serologicas, susceptibilidad a

bacteriéfagos especificos y patrones de sensibilidad a los antibidticos.
La capacidad para fermentar la lactosa y el tiempo empleado en hacerlo
sirven para diferenciar los géneros. Los que no realizan la fermentacion son

patdégenos, los fermentadores son saprofitos (ENCARTA, 2004).

Tienen la facultad de desarrollarse a muy diferentes temperaturas

(algunas especies se desarrollan de 10 ° - 40 ° C y Escherichia coli puede
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crecer hasta a 44 ° C), y por su resistencia a los antibioticos que se encuentran

ocasionalmente en la leche (Alais C., 1986).

Se dividen en base a ciertas caracteristicas metabdlicas y contenido de

guanina y citosina, en cinco grupos primarios o tribus y doce géneros, como se

muestra enseguida:

Cuadro 14. Caracteristicas de la familia Enterobacteriaceae

Tribus

Género

Especies

Escherichiae

Escherichia
Edwarsiella

Citrobacter

Salmonella

Shigella

coli
tarda

freundii
intermedius

typhi

paratyphi (A)
schottmuelleri (B)
hirshfeldii (C)
cholerac — suis
Typhamurium
Arizonae
Enteritidis, etc.

dysenteriae
flexneri
sonnei
boydii

Klebsielleae

Klebsiella

Enterobacter

Hafnia

Serratia

pneumoniae
ozaenae
rhinoscleromatis

aerogenes
cloacae

alvei

marcescens

Proteae

Proteus

vulgaris
mirabilis
morganii
rettgeri
inconstans

Yersinieae

Yersinia

pestis
pseudotuberculosis
enterocolitica

Erwinieae

Erwinia

amylobora, etc.

Fuente: Divo A., 1983.
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Cuadro 15. Caracteristicas metabodlicas de la familia Enterobacteriaceae

IndoIPm::;(c:)ii?i:1 H.S Desanlf?nz;?aas Decarboxilasa Gelatina | Poder Patégeno
2 3 2 Ureasa 5 6 7 8

1) Fermentan activamente la lactosa:

- Escherichia + +/- +/- (M)

- Cloaca + +/-

- Klebsiella + + +/- +-(M/F)
2) Fermentan lentamente la lactosa:

- Citrobacter +

- Arizona + + + +(M)
3) No utilizan la lactosa:

- Salmonella + + +(F)

- Shigella + +(F)

- Serratia +/- + + +

- Hafnia +/- + +(M)

- Proteus + +/- + + +/- 2

- Providencia + + +(M)

Todas las especies producen gas a partir de la glucosa, a excepcién de las Shigella y algunas especies de Serratia y Providencia.
Por descomposicién de triptéfano.

Reaccion de Vosges — Proskauer positiva.
H,S procedente de la cistina.

Especialmente de la fenilalanina, con produccién de acidos cetonicos.

2B

Decarboxilasas de los aminoacidos basicos, con produccion de diaminas toxicas.

7.  Licuefaccion.

M: Bacterias moderadamente patdgenas.

F: Bacterias fuertemente patégenas.

+/-: Caracteristica variable segun las cepas (para mayor claridad del cuadro, solamente se indican las positivas y variables; en ausencia de signo, la
caracteristica es negativa). NOTA: Todas las especies son méviles (peritricas), con excepcion de las Shigella y Klebsiella.

Fuente: Alais C., 1986.
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2.6.2 GENEROS DE ENTEROBACTERIAS IMPORTANTES

GENERO ESCHERICHIA

Escherichia coli

Bacilos de 1 a 3 p X 0.5 y, que se presentan solos, 0 en pares, en
cadenas cortas, agrupados; en general méviles por flagelos peritricos aunque
existen variantes inmoviles no flageladas, no forman esporas, generalmente no

capsulados y gram negativos.

Es aerobio y anaerobio facultativo, temperatura 6ptima de crecimiento es
de 37 ° C, tiene propiedad de desarrollar un limite bastante amplio de
temperatura y el pH favorable es de 7.0. Algunas cepas son productoras de

hemolisina y otras de pigmento, no licua la gelatina.

Es relativamente resistente permaneciendo vivo durante algun tiempo
fuera del organismo, en especial en condiciones humedas y en aguas
contaminadas. Es destruido por el calor a 60 ° C durante una hora. Los
antisépticos lo destruyen con relativa facilidad y su serologia es bastante

heterogénea.

Este bacilo es habitante normal del intestino del hombre donde ayuda al
desdoblamiento de los carbohidratos y combate la implantacion de bacterias de
la putrefaccion, Una comparacion entre la E. coli cepa Nissle del afno de 1917
no patogénica y mesalazina (un aminosalicilato) en el tratamiento contra la
colitis ulcerativa, demostré que en 120 pacientes afectados que recibieron una
de las dosis por 12 semanas existe un mejoramiento equitativo con los dos
tratamientos durante el periodo de estudio, este y otros estudios similares
demuestran la eficacia de tratamientos alternativos con esta cepa (Saarela M.,
2002).
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Escherichia coli es capaz de desempenfar un papel patégeno en el intestino
o fuera de él. En el primer caso, en adultos y nifios ocasiona enteritis aguda

benigna y, a veces diarreas de tipo disenteriforme.

Los mecanismos de patogenicidad de ciertos serotipos de Escherichia coli
relacionados con procesos diarreicos (Giono C. S., 1994) son: a) adherencia b)
produccion de proteinas bacterianas (toxinas), c) Invasion y reproduccion
bacteriana dentro del citoplasma de las células epiteliales del intestino
(permitiendo a las bacterias evadir los mecanismos de proteccion del hospedero

una vez que se encuentran en el interior de la célula).

El origen de estas afecciones es generalmente endégena y no exdgeno,
la salida del germen del canal intestinal y su paso a la circulacion se debe a
lesiones en las paredes del intestino, al aumento apreciable de la virulencia del
germen o a la baja resistencia del organismo atacado, especialmente en la

infancia y la vejez.
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Cuadro 16. Clasificacion de las cepas de Escherichia coli asociadas con procesos diarreicos

Grupo Sindromes Sindromes Serogrupos “0” Asociacion con enterocitos Toxinas Fisiopatologia DNA
clinicos epidemiolégicos mas comunes elaboradas asociado
Enterotoxigénico Diarrea acuosa Diarrea en nifios en 8, 15, 20, 25, 27, Se adhiere por medio de Termolabil (LT) 1 1 secrecion de H,O y 30-75 mDa
(ETEC) paises en desarrollo. 63, 78, 80, 85, fimbrias CFAI, CFAIl Adenosina-5"- electrolitos por las células | (plasmido)
Diarrea del viajero 115, 128, 148, 159 (AMPc) de las criptas intestinales
(adultos). y/o termoestable — | abs. de las
(ST) 1 vellosidades
Guanosina-5"-
monofosfato
ciclico (GMPc)
Enteroinvasiva Diarrea con Afecta adultos 28,112,124, 136, Invade y se multiplica en Afecta el borde de cepillo 120 - 140 mDa
(EIEC) moco y sangre principalmente, a veces 143, 144,147, 152, | entericitos; inflamacion por del enterocito. Ya libre en (plasmido)
(disenteria) brotes por alimentos 164 PMN el citoplasma,se multiplica
contaminados (polimorfonucleares) y e invade a las células
macroéfagos vecinas
Enterohemorragica Diarrea aguda y Brotes de alimentos 157 Se adhiere al entericito por Citotoxinas Shiga - | A nivel Fagos
(EHEC) crénica en nifios contaminados fimbrias like ly I (STX 1y de la sintesis de lisogénicos
1)} proteinas, lisis celular
Enteropatogena Diarrea aguda y Brotes de diarrea en 26, 55, 86, 111, Se adhiere intimamente a Polimerizacién de la 55 - 60 mDa
(EPEC) crénica en nifios guarderias, diarrea 114, 119, 125, enterocitos por pilus BFP actina del citoesqueleto
epidémica y esporadica 126, 127, 128, 142 | (bundle-forming “esfacelaciéon”, —
en comunidades, es rara Pilus) “factor de virulencia”, destruccion de
en adultos microvellocidades
? Los

cambios bioquimicos
relacionados 1 secrecion
de H,O y electrolitos del
espacio intraluminal

Enteroagregativa Toxina ST de E. Acortamiento de las 2 proteinas de 1
(EAEC) coli vellosidades, hemorragia, p.m. 1
enteroagregativa ulceracion y necrosis en codificada  por

(EAST 1) asa ligada de rata, un plasmido

) ) } 2 (Pet) y 2

codificada en el
genoma con
actividad

de proteasa
(Pic)

* Un sexto grupo no esclarecido: E. coli de adherencia difusa (DAEC)
Fuente: Adaptado de: GIONO C. S., 1994 y CORTEZ, O. L. A., 2002.
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Las afecciones causadas van seguidas de un estado inmunitario general,
pero los anticuerpos resultantes no alcanzan el intestino ni el aparato urinario
donde el germen puede prosperar sin ningun obstaculo. En los recién nacidos
los anticuerpos para este enterobacilo son bajos o nulos por haber un paso
transplacentario muy limitado, lo que los hace susceptibles a numerosas
afecciones por este microorganismo. En el adulto existen altas concentraciones

de anticuerpos.

Escherichia fergusonii

Esta cepa perteneciente al grupo 10 de la familia Enterobacteriaceae fue
una de las distinguidas bioquimicamente junto con la Enterobacter taylorae
aisladas principalmente de heces de un espécimen clinico humano saludable
por lo que se considera como flora normal del tracto gastrointestinal. E.
fergusonii es (+) para indol, rojo de metilo, lisina descarboxilasa, orinitina
descarboxilasa y motilidad; VP negativo, fermenta algunos de los azucares y
alcoholes polihidroxilados de uso en bacteriologia entérica (Farmer J. J. I,
1985).

GENERO ENTEROBACTER

Esta formado por organismos bacilares cortos, méviles o inmdviles, que
deben su movilidad a flagelos peritricos, gram negativos, fermentadores de

glucosa y lactosa.

Comprende dos especies Enterobacter aerdégenes y Enterobacter
cloacae, que se encuentran en las heces de hombre y animales, suelo, agua y
productos lacteos. A veces se encuentran asociados con infecciones urinarias
pero su importancia practica se encuentra en la potabilidad del agua de

consumo.
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Por sus caracteristicas similares a Escherichia coli y su presencia en el
agua al realizarse un examen bacteriolégico de las aguas destinadas al
consumo es necesario precisar el caso de presencia de bacterias
fermentadoras de la lactosa, si se trata del bacilo coli o de un enterobacter, ya

que la presencia de este ultimo no siempre indica contaminacion fecal.

GENERO CITROBACTER

Integrado por gérmenes bacilares maoviles, gram (-), con fermentacion de
la lactosa o sin ella a veces en un tiempo muy largo y utilizan el citrato como

fuente Unica de carbono.

Contienen una gran variedad de antigenos O, K y H, y mantienen
relacion cruzada con otros géneros de enterobacterias. Se estiman como
habitantes normales del intestino, encontrandose ocasionalmente en procesos

sépticos e intoxicacion de alimentos.

GENERO KLEBSIELLA

Comprende un determinado numero de bacterias capsuladas
fermentadoras de la lactosa, de forma bacilar corta, inmoéviles, no formadoras
de esporas y gram (-). Es abundante en la naturaleza. Los miembros de este
género estan bioloégicamente relacionados con gérmenes entéricos, pero su
accion patogena natural los asemeja a los microorganismos causantes de

afecciones respiratorias.

Klebsiella pneumoniae (bacilo de Friedlander, pneumobacilo). Bacilos
cortos de 1 a 2 y X 0.5 p de grueso, de bordes redondeados que se presentan
solos o0 en parejas son capsulados aun cuando provienen de cultivos, no

esporulados, inméviles y gram (-), con tendencia la coloracién bipolar. La
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actividad bioquimica es de accion variable en los azucares, indol y rojo de
metilo negativo, VP variable y citrato positivo. Sus propiedades metabdlicas lo
sitian como aerobio y anaerobio facultativo, sin embargo en la anaerobiosis
estricta su crecimiento es pobre. Su temperatura 6ptima de desarrollo es a 37 °
C. Es resistente a los agentes exteriores durante algun tiempo pero es destruido

por calor a 55 ° C/30 min.

La ocurrencia de diarrea después de un tratamiento con antibidticos
ocurre en un 20 %, esto se da por la disminucién de la microflora endégena y
el desarrollo de microorganismos patdgenos oportunistas como Klebsiella
oxitoca y Clostridium difficile (Tuohy K. M., 2003).

GENERO KLUYVERA

Este género se redefinio en 1981 aunque en 1980 se habia descrito un
biotipo de enterobacteria intermedio entre Citrobacter y Enterobacter, el
denominado “CDC grupo 8" que luego se clasificé dentro de aquel grupo
bacteriano. Inicialmente se aislaban del medio ambiente y también de muestras
clinicas donde en donde en éstas ultimas se le atribuia un papel meramente
colonizante, ha sido posteriormente cuando se han ido resefiando evidencias en
cuadros clinicos en los que se atribuye un papel relevante como patégeno
primario. ElI primer caso fue de colecistitis aguda y el segundo también
colecistitis aguda efisematosa atribuida a K. cryocrescens. En la actualidad
parece mas claro que Kuyvera puede actuar en personas inmunocompetentes
(Batista N. y col., 2004),

GENERO PSEUDOMONAS
Formado por células bacterianas delgadas de forma bacilar, méviles en

su mayor parte por flagelos polares, no esporulados, gram (-) y de facil

desarrollo en los medios comunes de cultivo. EI hombre puede ser infectado por
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la especie Pseudomonas aeruginosa, la cual, es un patdégeno oportunista por
excelencia causante principal de las infecciones intrahospitalarias (Infecciones

nosocomiales).

Pseudomonas aeruginosa, (bacilo piocianico, bacilo del pus azul).
Bacilos de 1 a 2 y X 0.3 p, aparecen solos, en parejas o cadenas cortas. No
forman esporas ni poseen capsula, moviles por uno o tres flagelos polares,
gram (-), presentan granulos que se tifien definitivamente con el método de
Neisser. La actividad bioquimica acidifica solo la glucosa sin formacion de gas,
nitrito positivo, indol negativo, alcaliniza la leche tornasolada en la cual produce
un coagulo blando seguido de peptonizacion rapida y reduccion del indicador,
H,S variable. No descarboxila la ornitina ni la lisina, pero si deshidroliza la
arginina. Metabdlicamente es aerobio, temperatura éptima 37 ° C, pH 6.8 a 7.2.
licua rapidamente la gelatina, hemoliza la sangre y es oxidasa positivo. Ejerce
accion bactericida sobre gérmenes gram (+) y (-) a través de sus pigmentos,
siendo el mas activo el amarillo, y el de la bacteriocina. Es algo menos sensible
a los agentes quimicos que otros organismos gram (-). Se destruye por calor a
55 ° C en una hora. Tan pronto disminuye la concentracién de los antisépticos
donde se guardan termometros, sondas, etc., empieza a germinar con
frecuencia insospechada. Este microorganismo fue tomado por mucho tiempo
como saprofito apatégeno o parasito de escasa virulencia, ha sido observado
como invasor secundario y comprobado en otros como responsable primario.
En el aparato intestinal esta asociado con la diarrea epidémica de los nifios (de
tipo disentérico) en cuyas heces es el bacilo predominante; en las vias urinarias
es causa de infecciones cada vez mas comunes en asociacion con
enterobacterias patdgenas para este sistema. Puede asociarse con brotes de
gastroenteritis en poblaciones rurales por escasa vigilancia sanitaria en
poblaciones rurales por escasa vigilancia sanitaria en los depdsitos de agua
para consumo. Es muy abundante en la naturaleza, suelo y aguas estancadas,
aguas cloacales, piel de personas y animales, conducto intestinal del hombre,

etc. Su alta virulencia a pesar de su poco poder patdgeno, tiene su origen en
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sobre infecciones motivadas por destruccion del agente infectante primario por
accion de agentes antimicrobianos y a los cuales Ps. aeruginosa no muestra

ninguna sensibilidad.

GENERO SERRATIA

Serratia sp., las especies de este género se han aislado en casos de
diarreas y afecciones urinarias humanas, es uno de los agentes causales de
infecciones nosocomiales (intra — hospitalarias). Es un bacilo gram negativo,
anaerobico facultativo, oxidasa negativo, que crece abundantemente sobre agar
sangre, agar chocolate y agar McConkey, produciendo colonias que pueden ser
pigmentadas, especialmente Serratia marcescens y Serratia rubias, las cuales
producen un pigmento rojo muy caracteristico llamado prodigiosina (Henneberg
W. 1971).

Serratia marcescens Abundante en la naturaleza, se ha encontrado en
muestras de secrecién bronquial, forma colonias lactosa negativo en el agar

McConkey y puede ser B-hemolitica en el agar sangre.

La clasificacion actual del género Serratia, nos habla de 8 especies:
Serratia entomophila, Serratia ficaria, Serratia fonticola, grupo Serratia
liquefaciens (liquefaciens, proteamaculans y grimesii), Serratia marcescens y
Serratia marcescens biogrupo 1, Serratia odorifero biogrupos 1 y 2,

Serratiaplymuthica y Serratia rubidae. (Duarte |., 2001)

GENERO SALMONELLA

La salmonelosis es una infeccion de importancia en salud publica debido
al impacto socioeconédmico que ocasiona tanto en los paises en desarrollo
como en los desarrollados. Es una enfermedad transmitida en forma indirecta
cuando la materia fecal de los pacientes o de los portadores contaminan el
agua potable o los alimentos los cuales estos ultimos causan la mayor parte de

los brotes que afectan a centenares de personas y, aunque puede ser causada
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por cualquiera de los casi 2 500 serotipos que existen hasta hoy, los que se
aislan con mayor frecuencia en México son Salmonella enteritidis y S.

typhimurium (Gutierrez — Cogco L. y col., 2000).

Es un bacilo gram (-), anaerobio facultativo, flagelos peritricos, con
dimensiones de 2 a 3 ym de largo y 0.6 pm de diametro. Produce abundante
H,S en agar TSI o en agar de Kliger, excepto los serotipos: S, typha, S.
choleraesuis, S. paratyphi A, S sendai, S. abortusequi, S. gallinarum y S. berta.
Es positiva al MR y negativa al VP, no produce indol y el malonato solo es
utilizado por algunos serotipos. Fermenta la glucosa, pero no la lactosa, es

catalasa positiva y oxidasa negativo y reduce los nitratos a nitritos.

Las salmonelas sobreviven en la mayoria de los alimentos vy
generalmente se multiplican en ellos, pueden propagarse durante el transporte
de animales infectados (agravandose la excrecion con el estrés) y
confinamiento en corrales antes del sacrificio, es comun la contaminacion fecal
de la canal, la cual se propaga a todos los procedimientos afines, durante la
elaboracion, el almacenamiento y preparacion final de alimentos puede haber

contaminacion cruzada de estos con productos crudos de origen animal.

Las salmonelas son relativamente resistentes a varios factores
ambientales. Crece entre temperaturas entre 8 y 45 ° C, es sensible al calor y
no sobrevive a temperaturas > 70 ° C. Son resistentes a la deshidratacién por
afnos, sobre todo en las heces, el polvo y otros materiales secos para consumo
humano y animal. En afos recientes se ha demostrado que basta una

concentracion de entre 3 a 10 células/g de alimento para causar enfermedad.

El mecanismo responsable de la secrecion de liquidos no se ha
establecido, la respuesta inflamatoria consecutiva a la invasién bacteriana se
produce por la liberacion de prostaglandinas que estimulan la produccion de

AMP ciclico que inhibe la absorciéon de Na y K y aumenta la secrecion de Cl,
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bicarbonato y agua. El desarrollo de lesiones en el epitelio intestinal se localiza

en el ileon terminal y el colon.

En la fiebre tifoidea, los microorganismos atraviesan la pared del intestino
delgado, donde son tomados rapidamente por los macréfagos en cuyo
citoplasma no sélo sobreviven sino que también se multiplican. Los organismos
son llevados por los macrofagos a los ganglios linfaticos mesentéricos donde
continuan su proliferacién, posteriormente se liberan en el conducto toracico y
en el torrente sanguineo. Luego son transportadas al sistema reticuloendotelial
del higado, bazo y médula ésea, continuando con su multiplicacion intracelular.
Cuando esta poblacion intracelular alcanza una masa critica, las bacterias
invaden el torrente sanguineo y es en esta segunda bacteriemia, que es breve,
cuando se presentan los sintomas y signos de tifoidea y marca el fin del periodo
de incubacion. Afectando finalmente a la vesicula biliar, se localizan localmente
y a partir de alli pasan a la luz intestinal de manera que en una etapa tardia de

mas de tres semanas son eliminadas en la materia fecal (Divo A., 1983).

GENERO SHIGELLA

Forma bacilar de 1 a 3 y x 0.6 y, se presentan solos y a veces en parejas
inmoviles no capsulados, sin formacion de esporas y gram (-), crecen bien en
los medios comunes de laboratorio; no producen H,S ni utilizan al citrato como
fuente de carbono. De accion variable sobre los azucares, pero sin produccion
de gas. Son aerobios y anaerobios facultativos, la temperatura éptima de
crecimiento es de 37 ° C y e pH adecuado es de 7.6 — 7.8. Shigella (Sh), no

forma catalasa ni el manitol que si lo hacen otras especies.
Son destruidos por el calor a 55 ° C/1h y por fenol 1/100 en 30 min. En

las heces donde abundan otros microorganismos, mueren pronto; en cambio,

conservados adecuadamente en soluciéon tamponada glicerinada viven varios
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dias. En la tierra y no expuestos a la accidn directa de la luz solar sobreviven
hasta 12 dias.

En general puede decirse que las shigelas poseen una proteina somatica
de accién enterotdxica, aunque de distinto grado de nocividad segun la especie,
y que solo Sh. dysenteriae produce una substancia téxica, no excretada por el
germen, pero que se difunde por el medio de cultivo una vez que hay autdlisis
de la célula bacteriana, capaz de ocasionar lesiones nerviosas e intestinales;
por ello se denomina neuroenterotoxina que es considerada como una
exotoxina, es de naturaleza proteica, forma anticuerpos, es destruida por calor
entre 60 °C a 100 °C. En el hombre provoca la disenteria bacilar o shigelosis,
afeccion intestinal caracterizada por evacuacones diarreicas profusas
mucosanguinolentas con pus, acompafadas de dolores abdominales vy
tenesmo. Sh. flexneri es causa del 80 % de los casos y es cosmopolita al igual
que Sh. sonnei y Sh. dysenteriae con un 10 % de los casos, esta se encuentra
en determinadas regiones del globo terraqueo. En general, la enfermedad es
comun y corre en individuos de todas las edades, siendo mayor su accién en

ninos menores de dos anos.

El reservorio es el hombre enfermo, el portador convaleciente y el
portador sano y la fuente de infeccion las heces que contaminan los alimentos,
las bebidas y objetos. ElI germen entra por la boca con la ingestion de agua,
leche y alimentos también por objetos contaminados por las manos o
excreciones. El periodo de incubacion suele ser de 24 a 48 h y puede durar
hasta siete dias. No existe inmunidad natural, sino que la susceptibilidad es
general. La infeccion va seguida de una inmunidad ligera y de corta duracion. A
partir del sexto dia aparecen en la sangre anticuerpos especificos que persisten
durante algun tiempo (Divo, 1983).
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GENERO YERSINIA

Este género estd ampliamente distribuido en la naturaleza y posee
reservorios acuaticos y animales, siendo el cerdo el reservorio mas importante
de las cepas patdégenas para la especie humana. El ser humano se infecta
mediante la ingestion de agua o alimentos contaminados o mediante la
inoculacion directa de los microbios en las transfusiones de derivados
sanguineos que contengan eritrocitos. En el tracto digestivo, Y. enterocolitica
puede causar gastroenteritis aguda, enterocolitis, linfadenitis mesentérica e
ileitis terminal. Los cuadros de septicemia no son frecuentes, pero pueden
aparecer tanto en los pacientes normales como en los inmunodeprimidos, por

ingestion del patégeno o por transfusién sanguinea.

Sdlo las cepas virulentas, poseen plasmidos que les permiten la
adaptacion a una temperatura de 37 °C, expresando una serie de proteinas que
no lo hacen a 25 °C, y que facilitan la adhesién, invasividad, capacidad

antifagocitica y modulacién de la respuesta inmune.

Cuando se ingieren cepas virulentas, éstas colonizan el tracto intestinal,
atraviesan la mucosa y penetran en el interior de las células presentadoras de
antigenos de las placas de Peyer. En esta localizacidn provocan micro
abscesos, ulceracion del epitelio suprayacente y respuesta inflamatoria. La
infeccion se extendera posteriormente a los ganglios linfaticos mesentéricos,

donde puede causar abscesos de gran tamanio.

Y. enterocolitica crece bien en los medios comunmente utilizados en los
laboratorios para el aislamiento de enterobacterias solo que fermenta
lentamente la lactosa en el medio MacConkey, apareciendo como lactosa (-) o
de color muy palido. En medios con sacarosa o xilosa (Hektoen y xilosa-lisina-
desoxicolato, XLD), si son fermentadas, aparece con el mismo aspecto que la

flora intestinal normal (color salmén en el primero y amarillo en el segundo).
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Y. enterocolitica crece mas lentamente que el resto de las
enterobacterias a 37 ° C, por lo que en los cultivos de las heces puede pasar
desapercibida, oculta por el crecimiento de la flora fecal normal. En este
sentido, se aumenta la sensibilidad del cultivo si las heces se cultivan por
duplicado, a 37 y 25°C, o bien si los cultivos a 37 ° C se reincuban otras 24
horas a 25 ° C (Gadea, |. y Soriano F., 2004).

GENERO PROTEUS

Bacilos rectos de 1 a 3 p X 0.5 {4, que se presentan solos o en cadenas,
en pequeios y grandes grupos, moviles por medio de flagelos peritricos
(existen variantes no flageladas) no forman esporas ni capsulas y gram -.
Crecen bien en los medios comunes. No fermentan la lactosa, descomponen la
urea y forman H,S. Son abundantes en la naturaleza en especial en materia
organica animal en descomposicion; carnes podridas, también en aguas

cloacales y conducto intestinal de hombre y animales.

Actividad bioquimica variable segun la especie. Son destruidos por el

calor a 60 °C/1 h y por el acido fénico al 1:100/30 min.

En el hombre es agente causal de infecciones en el aparato urinario. En
ciertos procesos intestinales hay aumento apreciable en la cantidad de
microorganismos en las heces y de aqui que se considere como germen
secundario de varias infecciones, la bacteriemia es la infeccion mas grave
causada por estos gérmenes. Proteus morganii se aisla frecuentemente de las
heces de niflos enfermos con diarrea de verano. Las infecciones corresponden
a pobres o escasas condiciones higiénicas de los alimentos contaminados,
influenciando la temperatura ambiental en el desarrollo microbiano en los
alimentos como en la modificacion de la defensa organica natural del conducto
intestinal (Divo A., 1983).
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GENEROS EDWARSIELLA, HAFNIA Y ERWINIA

Son agentes miembros del grupo catalogado como bacilos Coliformes y
son de interés para el aseguramiento de higiene en la fabricacion de alimentos,
la bacteria Edwarsiella tarda, que es un habitante intestinal de las culebras, se
ha aislado en casos de diarreas y afecciones urinarias humanas, el género
Hafnia, es un germen intestinal y comun en la naturaleza, no tiene significacion
patolégica como tampoco las especies de Erwinia que afectan a las plantas, si

bien se han encontrado en heridas cutaneas infectadas (Divo. A, 1983).

2.7. LA DIARREA

2.7.1. DEFINICION

La diarrea se define como la presencia de heces acuosas, poco
compactas y frecuentes. Estas pueden variar; desde heces sueltas o pastosas
hasta heces muy acuosas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define
la diarrea como un numero no menor de tres defecaciones liquidas en un
periodo de 24 horas (NLM, 2004).

2.7.2 FISIOPATOLOGIA

La principal consideracion en la diarrea es una anomalia del transporte
del agua y electrolitos a través de la mucosa intestinal, con una ruptura de su

ciclo enterosistémico y balance de agua negativo.
La diarrea se produce cuando la cantidad de agua excede la capacidad

maxima de reabsorcion por parte del colon, bien por aumento del flujo de

liqguidos que le llega o bien por lesién de éste (Quintana P. L., 2000).
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La enfermedad diarreica es un sindrome de etiologia multicausal en la
que el evento primario suele ser la interaccion del organismo con agentes
infecciosos virales, bacterianos y parasitarios; donde los virus no suelen inducir
respuesta inflamatoria, en las infecciones por bacterias enteroinvasoras pueden
presentarse evacuaciones con moco y sangre, ademas de leucocitos en las

heces.

Los eventos secundarios corresponden a las consecuencias del dafo
producido por estos agentes al organismo, particularmente al epitelio digestivo,
en forma de pérdidas anormales de agua y sales, en la alteracion de la
digestion y absorcion de nutrimentos (como la intolerancia a la lactosa) v,
secundariamente, en la afectacion del estado nutricio y el desarrollo de alergia

alimentaria (Larrosa - Haro A. y col., 2002).

2.7.2.1. MECANISMOS PRINCIPALES DE LA PATOGENIA:
CITOPATICO, ENTEROTOXICO Y ENTEROINVASIVO.

CITOPATICO. La colonizacién de los enterocitos y posteriormente su
descamacion por la agresion de los microorganismos inducen un
reemplazamiento rapido por las células de las criptas cuya funcién principal es
secretora y que no adquieren su maduracion absortiva. Las vellosidades
quedan acortadas, las criptas alargadas, disminuyendo la superficie de
absorcion. Afecta al intestino delgado, provocandose un defecto de absorcidon
por los enterocitos inmaduros. Se puede asociar a diarrea osmotica. Los
gérmenes principales son los virus, principalmente el rotavirus. Otros virus
implicados son adenovirus, astrovirus, coronavirus, parvovirus, etc. también los

criptosporidium pueden producir patogenicidad por este mecanismo.
ENTEROTOXICO. El enterocito funciona al revés con una importante

secrecion y muy mala absorcidn al estimularse el sistema adenilciclasa. La

diarrea persistira hasta que los enterocitos afectados no se descamen. No
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existe lesion histologica en este tipo de diarreas, manteniendo la vellosidad su
conformacion anatdémica. Los principales gérmenes implicados son Vibrio

cholerae, E. coli enterotoxigénico, Bacillus cereus, etc.

ENTEROINVASIVO. Existe una invasion por los microorganismos de la
mucosa con inflamacidén y ulceracion que incluso pueden ser sistémicas. Afecta
principalmente al colon perdiendo su capacidad extra de reabsorcion de agua.
Los microorganismos conocidos son Shigella, E. coli enteroinvasivo,
salmonellas, Yersinia enterocolitica, Campylobacter yeyuni y Entamoeba
histolytica (Quintana P. L., 2000).

2.7.3. TIPOS DE DIARREA: POR ALTERACION DE LA MOTILIDAD,
OXIDATIVA, OSMOTICA, SECRETORA E INFLAMATORIA

Diarrea por ALTERACION DE LA MOTILIDAD: Se debe a una
hipermotilidad de uno o mas segmentos del intestino, es tipica del sindrome de

intestino irritable, hipertiroidismo y diabetes mellitus.

En toda diarrea por el aumento de H,O intraluminal sucede un incremento
en la motilidad lo cual provoca deficiencias en la absorcion, los mecanismos no
estan bien aclarados, pueden intervenir el sistema nervioso entérico, sustancias

neurohumorales, simpatico nervioso extrinseco y musculatura lisa intestinal.

Diarrea EXUDATIVA: Existen lesiones en la mucosa intestinal a través de
las que se produce exudacion de componente mucoso y sanguinolento. Se
presenta en enfermedades inflamatorias del intestino e infecciones por
Eschericha coli, Salmonella y Shigella.

Diarrea OSMOTICA: Se debe al aumento del componente no absorbible en
el tubo digestivo, aumentando la concentracién osmolar y jalando, liquido del
componente vascular, intracelular y extracelular (intersticio y vascular). También

es resultado de una excesiva pobreza de absorcion de solutos de la actividad
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osmotica en el tracto intestinal, el cual causa un aumento de movimiento de
fluido en el lumen intestinal diluyendo los iones inorganicos. Acelerando la
detencion de la admision de las sustancias nocivas, causantes de la diarrea. La
mala digestion de la lactosa es un ejemplo clasico de la diarrea osmoética (Saloff
C. J. - Coste, 1995).

= Causas exdgenas: Laxantes (Mg lactulosa, PEG), Antiacidos
(Mg*?), alimentos (sorbitol, manitol, etc), medicamentos (colchicina,
colestiramina, neomicina)

= (Causas endoégenas: Enfermedades malabsortivas (congénitas o

adquiridas).

Diarrea SECRETORA: Se produce porque los enterocitos aumentan la
secrecion de electrolitos al lumen intestinal jalando consigo agua, estimulados
por el secretagogo que se observa en los procesos toxicos como el colera y
puede ser a un nivel luminal (enterotoxina); local o sistémico produce un
incremento en AMPc intracelular del entericito, apertura de canales de cloro,

secrecion de H-0 hacia el lumen, e inhibicidn de la absorcion.

= Causas exdgenas: intervienen laxantes (fenolftaleinas, antraquinonas,
etc), medicamentos (diuréticos, colinérgicos,etc), toxicos (arsénico,
OH, mariscos, café, hongos), toxinas ingeridas (Staphylococcus
aureus, etc), alergia intestinal sin inflamacion,

= Causas endogenas son: enterotoxinas bacterianas (V. cholerae, E.
Coli), laxantes enddgenos (acidos-hidroxilados), tumores productores

de hormonas, congeénitas.

Diarrea INFLAMATORIA sucede al producirse un dafo en el enterocito.
Las causas suelen ser de origen infeccioso: Invasoras (bacterias, virus,
parasitos), produccion de citotoxinas (bacterias); inflamatorias (autoinmunes);

téxicas; vasculares ¢ idiopaticas.
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La infeccion por colonizaciéon y adherencia; o invasion y entrega de

citotoxinas provoca:

= Respuesta inflamatoria: célular, humoral, fagocitica, incremento en
la secrecion intestinal, mayor motilidad

= El dafo al epitelio (enterocitos) provocando alteracion en la
permeabilidad,

= El dafo grave en el Intestino delgado provoca exudacion desde
vasos Yy capilares en el, produce atrofia vellositaria e hiperplasia de
las criptas

= En el colon, colonocitos atenuados (inmaduros), criptas
regenerativas irregulares e hiperplasticas; menor cantidad de
disacaridasas, menor cantidad de proteasas epiteliales, escasos
transportadores  acoplados, azlcar-Na®, aminoacidos-Na*,
decremento de transportadores de absorcion de NaCl, mantiene la

3

capacidad de secretar CI =y HCO -
(mediadores inflamatorios), (ALVAREZ L. M. 2004).

, 'y efectos sistémicos

2.7.4. CLASIFICACION CLINICA DE LA DIARREA: AGUDA Y
CRONICA

La DIARREA AGUDA puede acarrear modificaciones en las actividades
normales de las enzimas y flora intestinal, y puede repentinamente agravar los

sintomas (Figura 5) y desarrollar diarrea cronica.

La DIARREA CRONICA, particularmente en infantes, nifios pequefios, y
en mayores puede ocasionar severas implicaciones nutricionales y medicas
incluyendo, deshidratacion, pérdida de electrolitos, cambios en la mucosa

intestinal, y mal nutricion.
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Figura 5. Factores relacionados con la diarrea aguda y crénica

Fuente: Saloff C. J. — Coste, 1995.
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Puede ser aguda cuando dura menos de siete dias 6 cronica (continua o
prolongada) cuando este tipo de heces se presentan durante mas de cuatro
semanas. La diarrea aguda habitualmente es debida a una intoxicacion

alimentaria por virus o bacterias.
Los casos de nifios menores de un afio y de ancianos debilitados que
padecen una diarrea aguda se denominan de alto riesgo, por el peligro que

supone la pérdida de liquidos.

Cuadro 17. Causas comunes de trastornos diarreicos

Frecuentes Dieta, antibitticos, laxantes, gastroenteritis, disenteria leve, giardiasis.

Menos Frecuentes Alergias, Apendicitis, Enfermedad Diverticular del Colon, Cancer
Intestestinal.

Sindromes de Enfermedad celiaca o de esprue, tropical o no, fibrosis quistica,

mala - absorcion enfermedad de wipple.

Enfermedades Giardia lamblia, Entamoeba histolitica, Belantidium coli

producidas por Ascaris lumbricoides, Estrongiloides estercoralis, Necator y

parasitos anquilostoma, Tricocefalos.

Enfermedades Colitis ulcerativa, lleitis, Sindrome del Colon Irritable, Gastrectomia,

intestinales Radioterapia, Inmunodeficiencia.

inflamatorias

Fuente: Reader’s Digest Selecciones, 1984; NLM ,2004; ENCARTA, 2003.



Il MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR

El estudio se efectudé en las instalaciones del Taller y Laboratorio de
Productos Lacteos del Departamento de Produccion Animal de la Universidad

Autéonoma Agraria Antonio Narro, con la colaboracion del Laboratorio Estatal de

la Secretaria de Salud Publica de Saltillo, Coahuila en lo que respecta a

los estudios clinicos.

3.2 CULTIVOS INICIADORES

En el estudio se utilizaron dos tipos de cultivos liofilizados comerciales
denominados AB1 y OM1:

Cuadro 18. Cultivos utilizados en la fabricacion de la bebida
fermentada con suero lacteo

CLAVE ESPECIES PROVEEDOR
A B1 | L. acidophilus, Bifidobacterium sp. Cultivo Sacco Lyofast

OM1 Lactococcus lactis subsp. lactis | Lacti — Lab de México S. A. de C. V.

3.3 MATERIALES

Se emplearon reactivos y material de vidrio de uso comun de laboratorio,

tanto para el proceso de fabricacién como para el analisis microbioldgico.
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3.4 EQUIPO

e Autoclave All American, Modelo 1941-X

e Balanza Analitica Ohaus, Modelo EO2140

e Balanza Semianalitica Ohaus, Modelo TS 120

e Cuenta Colonias Québec, Modelo 3325

e Estufa Blue M, Modelo 5W - 17 - TA

¢ Incubadora Blue M, Modelo 100 A

e Mufla Lindbeg, Modelo 518944

e Mufla Thermolyne, Modelo 1500

e Refrigerador American, Modelo RC - 270

e Medio de transporte “Cary Blair’ EUROTUBO ©® Modelo 0318

e Antisuero “SEROBAC” BIO RAD ® Modelo E-01-01

3.5 METODOLOGIA

3.5.1. PROCESO DE PRODUCCION

Para la obtencion de la bebida probidtica se trabajé en base a las
especificaciones y procedimientos obtenidos por Sanchez H. (2002). Del
proceso de fabricacién del queso panela se obtiene el suero para después
fermentarlo con los cultivos iniciadores de acuerdo a las técnicas descritas en

los anexos 8.5y 8.6.
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Cuadro 19. Composicion fisico — quimica del suero dulce de queseria

procedente de la fabricacion de queso panela

Componente % Rebolloso, 1995 | Spreer, 1991
Humedad 91.78 93-94
Extracto seco 8.22 6-7
Proteina (N x 6.38) 0.84 0.8-1
Grasa 0.27 --
Cenizas 0.70 0.5-0.7
Lactosa 6.42 ** 45-5
Acido Lactico 0.11 Trazas
pH 6.93 6.45
Densidad a 15 ° C (gr/cm®) 1.027 - -

** Obtenidos por diferencia
Fuente: Sanchez H., 2002.

Cuadro 20. Especificaciones fisico — quimicas y microbiolégicas de una

bebida fermentada elaborada a base de suero dulce de queseria.

ESPECIFICACIONES *
Humedad 84.09
Extracto seco 15.89
Proteina 0.81
Grasa * ND
Cenizas 0.23
Lactosa 3.54
°Brixa20°C 18.93
Densidad (gr./cm®) 1.07
pHa18°C 3.64
% de Acidez 0.62 - 0.67
UFC/ml (dil. 10*-10°)| 10°-10°
Viabilidad bacteriana 21 d/4x1 °C

ND: No determinables

* Sabores: naranja, manzana y fresa.
Fuente: Sanchez H., 2002.
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3.5.1.1. Cinéticas de fermentacion de Cultivos Madre

Para potencializar y eficientar la fermentacion por lotes, se obtuvo el
cultivo madre inoculando de 7.5 - 8.6 X 10 % g de cultivo liofilizado en un litro
de suero pasteurizado a 94 ° C/1 minuto y enfriado a temperatura de incubacion
de 38 + 1 ° C durante un periodo oscilante entre 14 — 16 horas en ambos
cultivos empleados. Aleatoriamente se registrd6 la acidez cada hora para
observar la cinética de fermentacion. Al obtener 62 — 67 ° D se concluyé la

misma para trasladarlo a refrigeraciona 4 +1°C.

3.5.1.2. Cinéticas de fermentacion de lotes

Para la fabricacion del producto, a cada lote de suero previamente
pasteurizado a 94 ° C/1 min se inocul6 el cultivo revitalizado del cultivo madre al
4 % a una temperatura de 35 + 2 ° C/48 £ 2 h por un tiempo promedio oscilante
entre 14 — 16 horas, deteniendo la fermentacién entre 62 — 67 ° D segun
resultados obtenidos por Sanchez H. (2002). Durante el proceso se registro la

acidez para asi obtener la curva o cinética de fermentacion.

3.5.1.3. Recuento de microorganismos viables

Con esta prueba, se evaluo la estabilidad de la viabilidad bacteriana del
producto preparado con sabor a mango durante el lapso de una semana siendo
el periodo durante el cual se administré el total de la bebida fermentada donde

se mantuvo a una temperatura de refrigeracién de 4 + 1° C.
Se trabajé bajo la NOM-110-SSA1-1994 “Preparacion y dilucion de

muestras de alimentos para su analisis microbiolégico” utilizando el agar cuenta

estandar (ACE), preparada de acuerdo a las instrucciones del proveedor.
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Para la preparaciéon del agua peptonada al 0.5 %, se disuelve
completamente la peptona y se distribuye en tubos de ensaye con 9 ml y en
matraces con 90 ml para posteriormente esterilizarlos en autoclave a 121 ° C/15

min.

Se prepararon diluciones decimales hasta 10 ~®, solo las diluciones 10 ~*
y 10 ° se sembraron en cajas Petri (previamente esterilizadas a 170 — 175 °C/2
h) en atmaosfera parcial de CO,, con temperatura de 35 + 2 ° C/48 £ 2 h para
mesofilos aerobios. Se realizé el conteo de UFC a las 48 horas segun la Norma
oficial mexicana “Métodos para la cuenta de bacterias aerobias en placa”
(NOM-092-SSA1-1994).

3.5.1.4 Formulacion de las bebidas refrescantes fermentadas

Con los respectivos lotes de suero fermentados con cada cultivo iniciador
se empled la formulacion obtenida por Sanchez H. (2002) en una evaluacion
sensorial por métodos afectivos. Se emplearon sabores concentrados sin
distincion al 1 % de: mango, uva, naranja y fresa de la marca comercial
DEIMAN ® con adicion de azucar de mesa al 15 %; esto debido a que en el
estudio realizado por Sanchez H. (2002) se obtiene que el uso de uno u otro
saborizante no afecta el periodo de estabilidad bacteriana de las bebidas

fermentadas.
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Figura 6. Diagrama de flujo del proceso de produccion de la bebida probioética
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3.5.2. Seleccidén de los nifios participantes

Para seleccionar a los nifios participantes en el presente
estudio de una edad escolar (6 — 12 afos) se visitdo la escuela
primaria “Miguel Hidalgo™ ubicada en la comunidad de Buenavista,
Saltillo, Coahuila, dentro del perimetro de la Universidad, en donde
los 45 inscritos, en su mayoria, tienen su domicilio particular en la

misma comunidad o en comunidades aledanas.

Se inform¢ a los padres de familia de la escuela “Miguel Hidalgo” sobre el
fin del estudio (anexo 8.1.1.) y se les realizé una entrevista (anexo 8.1.2.) para
monitorear la existencia o no de casos diarreicos en sus hijos, recabandose
también datos generales (nombre, edad y género) incluyendo, datos clinicos
como el tiempo de evolucidbn de la diarrea, frecuencia, sintomatologia,
tratamientos, alergias y dieta. En todos los casos se hizo medicién de peso y
estatura. Consecuentemente se encuesté personalmente a los nifios para qué

corroboraran con las respuestas de los padres asi como la toma de peso y

altura. HISOPO RECTAL
(CARY - BLAIR)
MATERIA FECAL
3.5.3. Analisis
microbiolégico del Caldo d .
lzw:E?g;I:eé Tretratlonaat:o eSeIemto} Salmt()rr:‘eelcll?o—sssl;lgella
tracto gastrointestinal srrciiz-18h

de los nifos f—%
Verde Brillante Sulfito de Bismuto
[ 18-24h J { (SB)24-48 h J

BIOQUIMICAS:
MIO, LIA 'y TSI
24h/37°C

SEROTIPIFICACION

Figura 7. Técnica de coprocultivo utilizada en el
analisis microbiolégico
Fuente: Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado

de Coahuila, 2004.
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coprocultivo que a continuacion se describe:

3.5.3.1. Toma y envio de las muestras fecales

Antes y después del tratamiento se tomd una muestra fecal a cada nifo
participante en el estudio con un hisopo estéril “Cary Blair” para evitar la
desecacion (INDRE, 2004).

Se anex6 el formato de identificacidn para cada muestra para después
enviarlo de inmediato al laboratorio donde se realiz6é el analisis bacterioldgico

coprocultivo, para examinar la microflora intestinal presente.

Con los datos recopilados se analizé el porcentaje de aparicion de cada
una de las especies de bacterias identificadas respecto a su total por cada

tratamiento.

3.5.4. Administracion del tratamiento con las bebidas probiéticas

Una vez tomada la muestra se procedié a la administracion de una
cantidad media de 150 ml / dia durante un lapso de 30 dias de la bebida
probidtica para cada tratamiento uno fermentado con el cultivo AB1 (T4) con r =
12; el otro con OM1 (T2) con r = 11 utilizado por Sanchez H. (2002); excepto el

grupo testigo (T3) de cada tratamiento quienes no consumieron ninguna bebida.
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3.6 Diseno experimental

El procedimiento de analisis estadistico utilizado fué un método de
estadistica no — paramétrica por el hecho de no tener valores cuantitativos en
los resultados microbiologicos de laboratorio, por lo que la exactitud de las
inferencias sobre la poblacién en estudio se reduce. Con la estadistica no
paramétrica se pueden probar hipétesis tales como si: la distribucidén en la
poblacién es continua, si las poblaciones tienen la misma forma, si las
distribuciones son simétricas respecto del mismo punto. Sin embargo estas
hipétesis nunca determinan por completo la distribucion de la poblacion como

en el caso de la curva normal (Downie N. M. y Heath R. W., 1973).

¢ Prueba de rangos de Kruskal — Wallis

Es un analisis de varianza de tipo no parameétrico de elevada
eficiencia y se emplea para comprobar si k muestras independientes son
de poblaciones diferentes. Si hay diferencias genuinas de poblacion o
simples variaciones aleatorias, semejantes a las esperadas entre distintas
muestras aleatorias de la misma poblacion. A continuacion se resume el
procedimiento para el ANVA de la clasificacion por rangos para éste

método.

1. Se ordenan todas las observaciones de las k grupos en una sola serie,
asignando rangos de 1 a N, el puntaje mas pequefio es reemplazado por
el rango 1, el siguiente en tamafio por el rango 2 y el mas grande por el
rango N, N es el numero de observaciones independientes en las k
muestras. A continuacion se muestran los criterios para la asignacién de

rangos a las observaciones en los analisis microbioldgicos:
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Cuadro 21. Criterios para la asignacién de rangos

4 CLAVE de
CUESTION RANGO CRITERIO
_ , 1 Si, pero sigue conservandose en normal
¢Hay c?mb|o 2 Si, hubo cambio positivo
enfa 3 Si, pero fue negativo o potencialmente riesgoso
conformacion Si, pero se conserva negativo o potencialmente
de bacterias 4 .
aisladas riesgoso .
después del 5 No, sigue permaneciendo normal

tratamiento?

No, pero sigue permaneciendo negativo o
potencialmente riesgoso

2. Se determina el valor de R (la suma de los rangos) para cada k grupos

de rangos.

3. Si una gran proporcién de las observaciones estan ligadas, se calcula el

valor H con la formula (b), de otra manera se usara la formula (a).

4. El método para determinar la significacion del valor observado de H

depende del tamafo de k y del tamafio de los grupos:

a. Si k =3y sing,n;,n3 <5, se utilizara la Tabla A (consultar

apéndice) que puede usarse para determinar la probabilidad

asociada conforme a Ho de una H tan grande como la observada.

b. En los otros casos, la significacion de un valor tan grande como el

valor observado de H puede determinarse por medio de la Tabla B

(consultar apéndice) con: gl = k — 1

c. Sila probabilidad asociada con el valor observado de H es igual o

menor que el nivel de significancia, a, previamente fijado, se

rechaza Ho y se acepta H.
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5. Regla de desicion:

Cuando n;> 5 y el valor observado de H es igual o mayor que el valor de
X? “Ji — cuadrada” dado en la tabla B del apéndice en el nivel de significancia
fijado previamente y para el valor observado de gl = K- 1, Hyp puede rechazarse
en ese nivel de significacién. Hy = Las poblaciones tienen la misma distribucion,

H1 = Las poblaciones tienen diferente distribucion

H = contraste H de Kruskal - Wallis
k = numero de muestras (total de repeticiones de los analisis
microbiolégicos)
nj = numero de casos en la muestra de orden j (numero de
observaciones hechas en cada tratamiento)
N = Znj, el numero de casos de todas las muestras
combinadas
Rj = suma de rangos en la muestra de orden j (sumatoria de

los valores asignados en cada tratamiento)

K
Z: indica sumar las k muestras (columnas)
J=1

Ajuste de H (observaciones ligadas):

k :2
12 > R 3N 1)
Ly NIN+D S,

(b)
-
N°®-N
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Donde: T = t> — t (cuando t es el nimero de observaciones ligadas en un
grupo de puntajes ligados)

N = numero de observaciones en las kK muestras juntas, esto es,
N=>nj

z T indica sumar en todos los grupos de ligas

¢ X? de Pearson en tablas de contingencia mayor a 2 x 2.

De manera complementaria utilizando los criterios del método anterior se
utilizé la “Ji — cuadrada” que se emplea en el contraste de hipotesis de la
diferencia de las respuestas de dos & mas grupos ante un determinado
estimulo, los datos se anotan en tablas de contingencia donde la nulidad de la
hipétesis afirma que no existe relacidén alguna entre las variables por lo que son

independientes en la poblacion. (Downie N. M. y Heath R. W., 1973)

Cuadro 22. Frecuencias Observadas (O)

2|—« T
O|3|=|o
—H|S|»n|x

e
j

e
Q

O[S |[— |

a
f
k
M

Cuadro 23. Frecuencias Esperadas (E)

MR/T | NR/T | OR/T | PR/T | QR/T | R
MS/T | NS/T | OS/T | PS/T | QS/T | S
MW/T | NW/T | OW/T | PW/T | QW/T | W

M N o P Q T

XZZZ(O—E)Z v=gL=(r-1) (c-1)

donde:
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C = numero de columnas
r = numero de filas
¢ Intervalos de confianza para la proporcion poblacional de una

distribucion binomial

La estima por intervalo a la proporcion verdadera P de las variables 1: si
hubo un cambio después del tratamiento pero se conserva en normal, 2: si
hubo un cambio positivo después del tratamiento y 5: no hubo cambio después
del tratamiento pero permanece en normal, al nivel de confianza (1-a)(100%),

con una tolerancia al error de tamano a de probabilidad.

La ecuacion es:

pq
Prz, [~ p=x/N

donde:

P = proporcion de ocurrencia de las variables de los rangos positivos:
1,2 y 5 de los resultados microbioldgicos

g=1-p: proporcién de no — ocurrencia de la variable en la muestra

n: numero de elementos en la muestra

Zy: valor critico obtenido de la tabla de probabilidad de la normal

estandar (variable z) tal que P (Z=2Z,)=a
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Control del proceso de produccion de la bebida probidtica

Se fabricaron las bebidas de acuerdo a las especificaciones obtenidas por

Sanchez H. (2002) de donde se obtuvieron los procedimientos y formulaciones.
4.1.1. Curvas tipicas de la fermentacion en cultivo madre y en lote

De acuerdo a los monitoreos en las fermentaciones (cuadro 24) se
obtuvieron las siguientes cinéticas donde se observa un comportamiento de
crecimiento similar en los dos cultivos lo que indica buena respuesta en el

medio a base de suero dulce.
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En lo que respecta a los resultados obtenidos por Sanchez H. (2002) el
tiempo de fermentacidon para llegar al porciento de acidez oOptimo de
0.62 — 0.67 se incrementd al doble. Esto se puede explicar por el uso de
bacterias diferentes por lo que pueden tener un diferente comportamiento en la
produccion de acidez. El cuadro 24 muestra los registros de las cinéticas de
fermentacion (% de acidez) tanto para la activacion de los cultivos y su posterior

fermentacion en lote.

Cuadro 24. Registro de acidez para la graficaciéon de la curva de

fermentacion.

HORA Q,MD1 /ﬁBD1 PROMEDIO
0 13 14 135
1 13 15 14
2 14 17 15.5
3 21 23 22
4 43 35 39
5 45 39 42
6 47 40 435
7 49 46 475
8 51 47 49
9 52 51 515
10 53 52 525
11 54 54 54
12 56 54 55
13 57 55 56
14 59 61 60
15 60 62 61
16 64 64 64
17 65 66 655

* Promedio de tres observaciones

° D = Grados Dornic

4.1.2. Estabilidad de la viabilidad bacteriana de la bebida fermentada
Los resultados que se muestran en el siguiente cuadro muestran que

durante el lapso de siete dias en el que se administré el total del lote, la bebida

se mantiene estable deacuerdo al estudio de estabilidad realizados por
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Sanchez H. (2002) donde muestra una viabilidad microbiana optima del

producto de hasta 21 dias para su consumo como un producto probidtico

Cuadro 25. Cuenta de microorganismos viables

del producto fermentado después de una semana

CUENTA ESTANDAR
o s Primer dia 12 semana
Dilucion
AB1 om1 AB1 oM1
[0 R — 1.6X107 | 4.7Xx10° |589X10°
10°° [1.05X107|1.35X10%|3.605X10%|1.19X 108

Al realizar este conteo se constata la efectividad de las fermentaciones,
suspendiendo la incubacion de los 62 — 67 ° D indicador obtenido por Sanchez
H. (2002) y se afirma la aptitud del funcionamiento del suero como vehiculo

para la fabricacion de productos probiéticos.

4.2. Resultados del monitoreo previo

4.2.1. Ninos seleccionados para el estudio

De los 45 nifios inscritos en la escuela primaria el 78 % expresd haber
tenido algun tipo de defecaciones “tipo” diarreica, aparentemente sin ninguna
sintomatologia relacionada a alguna causa clinica, el 100 % dijo tener una dieta

variada, sin tratamiento con antibiéticos.

Se analizaron los datos registrados y se seleccionaron los nifios
potenciales que manifestaron verbalmente padecer casos de diarrea de algun
tipo (anexo 8.1.3.) para posteriormente hacerles un estudio clinico con el apoyo

del Laboratorio Estatal de Salud Publica.

De acuerdo a los resultados se seleccionaron 30 nifos = 66.66 %,

incluyendo edades desde 6 a 13 afos en los distintos tratamientos, teniendo
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una participacion general del 57 % por parte de los nifios, e individualmente por
cada tratamiento tenemos que en el T1 (AB1) participaron 1:1 (6,6) por cada
género; T2 (OM1) el 27 % (3,8) participante correspondio a las nifas; T3
(testigo) las nifas participan en un 57 % (4,3). En el anexo 8.1.4 se muestran la

identidad de los nifios participantes.

4.3 Diagnostico microbiolégico intestinal de los nifios

seleccionados
La recopilacion de datos obtenidos de los resultados del analisis

microbiolégico realizado antes y después de los tratamientos se muestra

enseguida:
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Cuadro 26. Resultados del analisis microbiolégico

AB1 = Bebida fermentada con: L. acidophillus, Bifidobacterium sp.

OM1 = Bebida fermentada con: Lc. lactis subsp. lactis
TESTIGO = Ninguna bebida

CLAVE: La inicial indica el grado perteneciente (Primero, Segundo, etc.) y el nUmero

TRATAMIENTO AB1 TRATAMIENTO OM1 TRATAMIENTO TESTIGO
No J CLAV || EDA CLAV | EDA Clav | EDA
) E D c1 Cc2 E D c1 Cc2 e D Cc1 Cc2
E. coli/ E. coli/ E. coli/ )
1 P2 7 Enterobact i Enterobact P7 7 Enterobact Klet‘)tsnella P8 6 E. coli E. coli
er sp ersp er sp oxitoca
E. coli / E. coli/ E. coli/ E. coli/
2 P5 7 Enterobact § Enterobact S1 7 E. coli E. coli P1 7 E. Enterobact
er sp er sp fergusonii er sp
. . Enterobact
E. coli / E. coli/ ersp /
3 P3 8 Enterobact E. coli T6 9 Kluyvera T8 9 E. coli E. coli
Kluyvera
ersp ascorbata
ascorbata
Klebsiella
4 S2 8 E. coli E. coli T2 9 E. coli E. coli c10| 10 E. coli sp/
E. coli
E. coli/ E. coli/ . .
Enterobact { Enterobact E E. coli/ E. coli/
5 P6 9 er er T10 9 f R E. coli Q3 10 | Enterobact ; Enterobact
agglomera : agglomera ergusonil ersp ersp
ns ns
Citrobact E. coli/ Pseudomo E. coli/ E. coli/
6 | ™ 9 'frrgu:giier E. coli c3 10 | Enterobact na Sx6 | 11 | Enterobact { Enterobact
er cloacae @ aeruginosa er sp er sp
E. coli/ Klebsiella Klebsiella
7 T5 10 E. coli E. coli C8 10 | Enterobact E. coli Q6 12 | pneumonia { pneumonia
ersp e e
E. coli/
. ) . Serratia
8 T7 10 E. coli E. coli C6 1 E. coli marcescen
S
Klebsiella Klebsiella :
9 T3 11 pneumonia i pneumonia | Q2 11 Cltrobac_t_er E. coli
e e freundii
10 c1 11 E. coli E. coli Sx2 12 E. coli E. coli
E. coli/
1 Q1 12 Serratia E. coli Sx5 12 E. coli E. coli
forticola
E. coli/ E. coli/
12 Sx6 12 E. Enterobact
fergusonii er sp

consecuente se refiere al nUmero correspondiente al de la lista de control oficial de la

escuela.

C1 = Resultados del coprocultivo efectuado antes de administrar las bebidas probidticas

C2 = Resultados del coprocultivo realizado después de un mes de administracién de la

bebida probiodtica.

De los datos anteriores se deriva la siguiente concentracion de datos:
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Cuadro 27. Proporcién (%) de aparicion de cada bacteria en cada uno de

los tratamientos antes y después de la administraciéon de las bebidas

probiéticas
No Tratamientos AB1 OM1 TESTIGO
) Bacterias C1] % Jc2] % [c1] % Jc2] % Jci]l%|c2] %
1 Escherichia coli 10 | 55.55 ]| 10 | 66.66 | 9 60.0 8 ]16155] 6 | 60| 6 | 54.55
2 | Escherichia 1555 0| o |1]|ees]o| o | 1]10[0] o
fergusonii
3 | Enterobacter sp. 3 16.7 3 20 2 |13.33] 1 7.69 2 20| 3 | 27.27
4 Enterobacter 1 6.66 0 0
cloacae
5 Enterobacter 1 5.55 1 6.67
agglomerans
6 Citrobacter freundii 1 5.55 0 0 1 6.66 0 0
7 | Seratia ol o | 1] 769
marcescens
8 Serratia fonticola 1 5.55 0 0
9 | Klebsiella sp 0 0 1 9.09
10 | Klebsiella 1|55 | 1] 667 1 10| 1 | 9.09
pneumoniae
11 | Klebsiella oxitoca 0 0 1 7.69
12 | Kluyvera ascorbata 1 6.66 1 7.69
13 | Pseudomona o| o | 1] 760
aeruginosa
18 15 15 13 10 1

De los datos del cuadro anterior podemos observar que el género
Escherichia coli, el cual también es sintetizador de vitaminas del complejo B,
puede ser parte hasta en un tercio de la microflora encontrada en heces
humanas segun CRDC (2001) y todas ellas fueron caracterizadas como
normales mediante una prueba de serotipificacién, asi también Enterobacter
sp., ocupa un lugar predominante entre los demas géneros y los géneros
restantes se encuentran en menor proporcidon con una homogeneidad de
aparicion entre los tratamientos, en la mayoria de éstos ultimos
microorganismos es donde se centran los de importancia médica siendo
implicados 0 no en antecedentes con infecciones diarreicas. Del cuadro 27 se

derivan las siguientes graficas ilustrativas:
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Klebsiella pneumoniae
Serratia forticola O0C1%®BC2%

Citrobacter freundii

Enterobacter agglomerans

Enterobacter sp

E. fergusonii
. 66.66
E coli 55.55
T 1
60 70
%
Figura 9. Resultados de coprocultivo antes y después del tratamiento
con la bebida probiética AB1
. 7.69
Pseudomona aeruginosa
7.69
Kluyvera ascorbata | 6.66
Serratia marcescens 769
BC1% OC2%
Klebsiella oxitoca
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae g
Enterobacter sp g
E. fergusnii
61.55
E. coli g 60
T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

%

Figura 10. Resultados de coprocultivo antes y después del

tratamiento con la bebida probiética OM1
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Klebsiella pneumoniae

) I 9.09
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E. coli

30

%o

Figura 11. Resultados de coprocultivo antes y después del tratamiento

con la bebida probiética para el grupo testigo

Para conocer si la administracion de las bebidas probioticas influyeron en
la aparicion de una u otra bacteria en los analisis microbiolégicos (cuadro 26) y
su respectiva interpretacion debido al riesgo de sufrir o sobrevenir el suceso de
una infeccion que diera lugar a cuadros diarreicos se utilizé el método de
Kruskal — Wallis donde de cada uno de los nifios se obtuvo una interpretacion
denominado “rango” para la calificacion de los cambios ocurridos sobre las
bacterias detectadas con la técnica de coprocultivo antes y después del

tratamiento.

En el anexo 8.2.1 se obtuvo el contraste H = 3.34 a un nivel de
significancia de a = 0.05 (7.82) con 3 grados de libertad en una distribucion de
“Ji — cuadrada” X? indicando bajo la hipdtesis nula (Ho) que no hay diferencia
significativa entre los diferentes cambios observados en los resultados

microbioldgicos con los distintos tratamientos.

Con la prueba de “Ji — cuadrada de Parson” (X?) del anexo 8.3 se
corroboré al mismo nivel de significancia a = 0.05 (15.51) con 8 grados de
libertad, como las bebidas no tienen efecto y los cambios observados en los
resultados clinicos son independientes estadisticamente del empleo o no de las

bebidas probidticas.
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Cuadro 28. Suma de las proporciones por tratamiento de observaciones

positivas y negativas obtenidas del cuadro de frecuencias esperadas (E)

CRITERIOS % % OBSERVACIONES
TRATAMIENTO OBSERVACIONES + -
AB1T, 83.33 16.67
OM1 T, 83.18 16.82
Testigo T; 83.13 16.87
Promedio 83.22 16.78

En el cuadro anterior se puede observar un alto porcentaje de
observaciones positivas obtenidas de las observaciones dentro de los rangos 1
(Si, hay cambio pero sigue conservandose en normal), 2 (Si hubo un cambio
positivo) y 5 (No hubo cambio pero sigue conservandose en normal) del cuadro
de frecuencias esperadas del anexo 8.3 por lo que se obtuvo con una
distribucion binomial (anexo 8.4) el intervalo de confianza (0.69 — 0.96) con un
95 % de nivel de confianza (1.96) donde se encuentra la verdadera proporcion

que contiene las observaciones positivas.

Esto nos dice que al realizar una repeticion del estudio con iguales
tratamientos e igual lapso de tiempo y bajo las mismas condiciones tomando
aleatoriamente una muestra fecal para después realizarle un analisis
microbiolégico se obtendra con un intervalo de confianza entre el 69 % - 96 %
de observar nuevamente una observacion positiva con un nivel de confianza de
95 %.
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V CONCLUSIONES

Se logré la activacién de las bacterias probioticas AB1 L. acidophillus y
Bifidobacterium sp, y el cultivo OM1 Lc. lactis subsp. lactis en un tiempo
promedio de 16 horas con un porciento de acidez minimo de 0.62 para
obtener las bebidas probidticas a base de suero dulce proveniente de la

industria quesera.

Se registraron las cinéticas de fermentacion para conocer las curvas de
crecimiento de las bacterias acido lacticas AB1 y OM1. Esto para controlar y

estandarizar el proceso de fermentacién en cultivo madre y en lote.

Se seleccionaron 30 nifios de edad escolar de 6 — 13 afios de una
comunidad marginada con algunas deficiencias de indole sanitario lo que
puede facilitar diversos focos de riesgo a infecciones: corrales para animales
cercas de las unidades habitacionales, servicios basicos deficientes como:
fosas sépticas descuidadas, disponibilidad de agua potable pobre, material
de las viviendas variable (anexo 8.1.4). Donde las encuestas previas nos

indicaron un 78 % aparente de casos de diarrea de algun tipo (anexo 8.1.3).

Se obtuvieron muestras fecales para la realizacibn de analisis
microbioldgicos y registrar la ecologia gastrointestinal antes y después de la

administracion de las bebidas probidticas (ver cuadro 26).
Se les administraron 150 ml de bebida probiotica a los dos grupos de nifios
durante un lapso de 30 dias los tratamientos: T1 (cultivo: AB1), T2 (cultivo:

OM1) y Testigo (ninguno).

Los cambios observados de la microflora gastrointestinal mediante la técnica
de coprocultivo y las limitaciones implicadas por la misma, de indole
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cualitativa, estadisticamente, indican que la ingesta de las bebidas

probioticas no tienen efecto alguno en la aparicion de una u otra bacteria.

Aun asi, se tuvo un porcentaje considerable de cambios positivos de
83.33 % en la ecologia bacteriana al final del estudio, lo que nos sugiere un

balance saludable de la microflora intestinal.

La obtencion de datos cualitativos nos obligan a hacer hipétesis
generalizadas de la poblacion en estudio y de la utilizacion de disefios no
parameétricos que reducen la minuciosidad estadistica comparada con la

utilizacion de datos continuos.

Las observaciones positivas no relacionadas estadisticamente a la ingesta
de las bebidas probidticas sugieren que se requiere de una técnica mas
precisa para poder evaluar cuantitativamente el efecto de los probidticos en

humanos.
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VI RECOMENDACIONES

Para mejorar el estudio del efecto de la ingesta de productos probiéticos
sobre la microflora intestinal es necesario la utilizacion de técnicas con
resultados cuantitativos como podria ser el uso de marcadores bioquimicos

como serian entre otros los presentes en las heces.

Podria ser el caso que se pueda repetir el estudio con un lapso de tiempo
superior en la administracion de las bebidas con un numero de repeticiones

mayor e iguales en cada tratamiento para reducir el error.

Para lograr un mayor control sobre los entes “in vivo” como es la dieta y tipo
de flora es recomendable la utilizacién de animales axénicos (sin biota) o con
una flora similar a la de los humanos, como los ratones o ratas libres de
gérmenes que se inoculan con microflora humana (heteroxénico), los cuales
pueden proveer una oportunidad para estudiar diversas caracteristicas de la

microflora humana, como son sus actividades enzimaticas.

Por otro lado se recomienda realizar un estudio con la adicion de la
lactulosa, que favorece el desarrollo de los lactobacilos, y la inulina y galacto y
fructoligosacaridos, que favorecen el desarrollo de las bifidobacterias. En esta
linea se puede desarrollar el producto como un simbidticos que consisten en las
combinaciones de probiodticos y prebidticos, o bien, para la aceleracion de la

cinética de fermentacion en cultivo madre o en lote.
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8.1. Material del monitoreo y
muestreo

8.1.1. Folleto de presentacion de
la bebida probidtica

112
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8.1.2 .Formato de entrevista

REGISTRO
DATOS GENERALES:
Nombre:
Sexo F M
Edad Grado escolar
Grupo Peso Altura Talla

CUESTIONARIO

INSTRUCCIONES: Lea cuidadosamente las preguntas y conteste correctamente
subrayando, tachando 6 respondiendo lo que se le pide segun sea el caso.

1. ¢Tiene su nifio problemas diarreicos?
a) Si b) No
2. ¢Cuanto tiempo tiene con problemas diarreicos?

a) Menos de 1 mes b) Mas de un mes,
¢,Cuanto?

3. ¢Con qué frecuencia se presenta el problema?

Numero de veces por semana

4. ;Cual es la principal molestia?

5. ¢Existe algun diagnéstico sobre el problema?

a) Si, ¢ Cual?

b) No pase a la pregunta (8)
6. ¢Se esta tratando con alguna clase de medicamento?

a) Si, ¢ Cual? b) No

7. ¢Cuanto tiempo lleva con el tratamiento?

8. ¢Cuantos integrantes de la familia tienen el mismo problema?




9. Marca con una X en el recuadro de los productos que consume el nifio e indica la
cantidad aproximada de consumo por semana

Alimento | X | Frecuencia de consumo por semana

Productos Léacteos

Leche pasteurizada

Queso

Yogurt

Carnes

Res

Puerco

Pollo

Pescado, etc.

Leguminosas

Frijoles

Habas

Lentejas, etc.

Cereales

Pastas

Arroz

Avena, etc.

Frutas

Manzana

Durazno

Naranja

Pifa, etc.

Verduras

Calabacita

Repollo

Coliflor, etc.

Si conoces a alguien que tenga un problema similar, hazles saber de este estudio para
incluirlos en el proyecto.

iMUCHAS GRACIAS POR TU PARTICIPACION!




8.1.3. Cuadro con los resultados de la entrevista 8.1.2

No. | Alumnos lel p| h [d Total
PRIMER GRADO Si no

P1 | Briones Zavala Nely Esmeralda 7 | 24 |1122.5 | no

P2 |Flores Zavala Armando 7 | 22 123.5| si

P3 | Garcia Ramirez Victor Jesus 8 | 24 | 1245 ] si

P4 |Licona Hernandez Héctor Armando 6] 21 | 116.5 ] si

PS5 |Rodriguez Lopez Rosalinda 7 | 19 125 | no

P6 [Urrea Martinez Ezequiel 9] 30 131 Si

P7 |Vargas Rodriguez Francisco Manuel | 7 | 20 | 127.5 | si

P8 | Villa Padrén Rafael 6 | 20 | 118.5 | si 6 2

SEGUNDO GRADO
S1 |Alvarez Ramirez Ari Alexis 7| 24 | 122 | si
S2 |Flores Zavala Nadia Yesenia 8 | 25 [ 128.5 | si
Gonzalez Rodriguez Maria 91 25 129
S3 | Guadalupe no
S4 | Angel lvan Romero Mejorado 8 |31.5]129.5 | si 3 1
TERCER GRADO

T1 | Alvarado Garcia Mirna Patricia 9| 25 134 | no

T2 |Flores Rodriguez José Francisco 9| 27 130 | si

T3 | Garcia Ramirez José Arturo 111 29 128 | si

T4 |Lopez Lépez Saul Osiel 9| 29 [ 133.5] si

T5 |Martinez Nuncio Carlos Alejandro 10| 40 141 si

T6 |[Martinez Nuncio Karen Guadalupe 8 | 22 127 | si

T7 |Martinez Rodriguez Nancy Bidet 10 [ 35 | 140.5 | si

T8 | Martinez Rodriguez Yolanda 9 | 34 135 | no

T9 |Rodriguez Betancourt Willy Antonio | 9 | 40 141 | no

T10 |Zavala Alvarez Juan Luis 9] 30 [135.5] si 7 3

CUARTO GRADO
C1 [Emely Isamar Alvarez Aguirre 11| 41 130 | si
Guadalupe Belem Carranza

C2 |Rodriguez 9| 33 139 [ no

C3 [José Alfonso Rodriguez Alvarez 10| 40 | 137.5 | si

C4 | Ruth Samanta Guillermo Corvera 9 | 28 140 | si

C5 |Jorge Artemio Maldonado Saucedo | 10 | 24 137 | si

C6 |lvan Alejandro Ortiz Limén 11| 49 150 | si

C7 [Juanita Berenice Pérez Orzua 9 [ 31 | 1445 | si

C8 |Josué Emmanuel Rodriguez Lépez | 10 | 32 132 | si

C9 | Natali Alejandra Rodriguez Padrén 10| 33 | 142.5 | si

C10 |Yesenia Guadalupe Villa Acosta 10| 44 136 | si

C11 [Yudith Zuhiga Acuna 9 | 22 132 | si 10 1




QUINTO GRADO

Q1 [Eduardo Missael Lopez Lopez 12 129.5] 136 | si

Q2 [Rubi Aglai Martinez Alvarado 11| 25 139 | si

Q3 |Alma Elizabeth Salas Alvarez 10| 47 | 144.5 | no

Q4 |José Isaac Urrea Martinez 11| 43 147 | no

Q5 | Mireya Villa Castillo 10| 24 136 | si

Q6 |Hector Daniel Zavala Escobedo 12| 71 154 | no 3 3

SEXTO GRADO

Sx1 |Martha Cecilia Acufia Alvarez 13| 42 156 | si

Sx2 |Maria de los Angeles Betancurt Vill 12| 36 150 | si

Sx3 [Nora Berenice Carranza Rodriguez | 12| 60.5| 158 | si

Sx4 |Leonardo Villa Acosta 11| 44 143 | si

Sx5 | Miguel Angel Villa Padrén 12| 50 163 | si

Sx6 |Yamileth de Jesus Zavala Saucedo | 12| 37 157 | si 6 0
45 35 10

77.78% 22.22%




8.1.4 Ninos seleccionados para el estudio

Tratamiento AB1 Tratamiento OM1 Tratamiento Testigo
N | Alumno Clave | Edad | Alumno Clave | Edad | Alumno Clave | Edad
0 * * *
1 Armando Flores Zavala P2 7 Fco. .Manuel Vargas P7 7 Rafael Villa Padrén P8 6
Rodrlguez,
2 . , . Ari Alexis Alvares Nely Esmeralda Briones
Rosalinda Rodriguez Lopez P5 7 Ramirez S1 7 Zavala P1 7
3 Victor Jesus Garcia Ramirez P3 8 Karlng Gpe. Martinez T6 9 YOIar.]da Martinez T8 9
Nuncio Rodriguez
4 Nadia Yesenia Flores Zavala S2 8 Jose.Fco. Flores T2 9 Yesenia Gpe Villa C10 10
Rodriguez Acosta
. . Juan Luis Zavala Alma Elizabeth Sal
5 Ezequiel Urrea Martinez P6 9 Alvarez T10 9 Ah%arez 1zabeth >alas Q3 10
6 | Mima Patricia Alvarado Garcia T1 9 Joseé Alfonso c3 10 | Leonardo Vila Acosta Sx6 11
Dominguez Alvarez
7 . . . Josué Emmanuel Héctor Daniel
. . 6
Carlos Alejandro Martinez Nuncio T5 10 Rodriguez Lopez C8 10 Zavala Escobedo Q 12
ancy Aidet Martinez Rodriguez S
8 | Nancy Aidet Martinez Rodrig T7 10 | van Alejandro Ortiz cé 11
9 José Arturo Garcia Ramirez T3 11 Rubi Aglai Martinez Q2 11
Alvarado ]
10 i . Ma. de los Angeles
Emely Isamar Alvarez Aguirre C1 11 Betancurt Villa Sx2 12
uardo Missael Lopez Lopez - X
11 | Equardo Mi Lo Lo Qi 12 Miguel Angel Villa Sx5 12
Padrén
12 | Yamileth de JesUs Zavala Saucedo Sx6 12 P7 7

* Corresponde al grado y numero de lista: P (primero), S (segundo), T (tercero), C (cuarto), Q (quinto), Sx (sexto).




8.2 Analisis de Varianza



8.2.1 Calculo para la prueba de Kruskal — Wallis

La asignacion de rangos se definié con los siguientes criterios deacuerdo

a las relevancias encontradas en los resultados de los analisis microbiolégicos

descritas en el cuadro 27.

CLAVE
CUESTION de CRITERIO
RANGO
1 Si, pero sigue conservandose en normal
2 Si, hubo cambio positivo
¢ Hay cambio 3 Si, pero fue negativo o potencialmente riesgoso
después del 4 Si, pero se conserva negativo o potencialmente
tratamiento? riesgoso
5 No, sigue permaneciendo normal
6 No, pero sigue permaneciendo negativo o
potencialmente riesgoso

Asignacion de rangos de los resultados obtenidos en los analisis
microbiologicos
AB1 OoM1 TESTIGO
No. Cr. Cr. Cr.
C1 Cc2 Cc1 Cc2 C1 Cc2
E. coli/ E. coli/ E. coli/ . . " "
1 Enterobacter sp Enterobacter sp 5 Enterobacter sp Klebsiella oxitoca 3 E. coll E. coll 5
E. coli/ E. coli/ " . E. coli/ E. coli /
2 Enterobacter sp Enterobacter sp 5 E. coli E. coli 5 E. fergusonii Enterobacter sp 1
" E. coli/
E. coli/ ’ Enterobacter sp / " "
8 Enterobacter sp E. coll 1 Kluyvera Kluyvera ascorbata 4 E. coli E. coli 5
ascorbata
4 E. coli E. coli 5 E. coli E. coli 5 E. coli Kiebsiellasp/ {5
E. coli
E. coli/ E. coli/ E. coli/ E. coli/
5 Enterobacter Enterobacter 5 E. fergusonii E. coli 1 Enterébacter s Enterébacter s 5
agglomerans agglomerans P P
E. coli/ " "
. " . Pseudomona E. coli/ E. coli/
6 Citrobacter freundii E. coli 1 Enterobacter aeruginosa 3 Enterobacter sp Enterobacter sp 5
cloacae
. . E. coli/ . Klebsiella Klebsiella
7 E. coli E. coli 5 Enterobacter sp E. coli 1 pneumoniae pneumoniae 5
8 E. coli E. coli 5 E. coli E. coli/ 3
Serratia marcescens
9 Klebsiel[a Klebsiel!a 5 Citrobac{er E. coli 1
pneumoniae pneumoniae freundii
Cr. = Criterio
10 E. coli E. coli 5 E. coli E. coli 5
11 E. coli/ E. coli 2 E. coli E. coli 5
Serratia fonticola
12 E. coli/ E. coli/ 1
E. fergusoni Enterobacter sp




Valorizacién de los rangos asignados

RANGO | FRECUENCIA CALCULO VALOR
1 7 (7+8+9+10+11+12+13)/7 10
2 1 2/1 2
3 4 (3+4+5+6)/4 4.5
4 1 11 1
5 17 (14+15+16+...+30)/17 1.5

Suma de Rangos

No. R;=AB1 R;= OM1 R;= TESTIGO
Nj | Criterio | Rango | Criterio | Rango | Criterio | Rango |
1 5 22 3 4.5 5 22
2 5 22 5 22 1 10
3 1 10 4 1 5 22
4 5 22 5 22 3 4.5
5 5 22 1 10 5 22
6 1 10 3 4.5 5 22
7 5 22 1 10 5 22
8 5 22 3 4.5 ZR;=124.5
9 5 22 1 10
10 5 22 5 22
11 2 2 5 22
12 1 10 YR;=132.5
>R; =208
Efecto de las ligas T=t3-t

tla]| 7| 17 |

T |60 336 4896 |

Nivel de significancia de a = 0.05

k =2
12 y RIZ_3(n+1)

by NIN+D 3,
-
N°-N
12 {2082 18257 1245°] L0 o
D 12 1 7
L _ 30(30+1) _ 268615517 _ 5 5 /1695037™s
L 5292 80378198

26,970



Por lo tanto, NO se rechaza la Hipdtesis nula. A un nivel de significancia
de a = 0.05 (7.82) y gL = 3; por lo que las k muestras proceden de la misma
poblacién con respecto a la proporcién de casos en las diferentes categorias.

Por lo tanto la Hy a los niveles de significancia fijados indica que no hay
diferencia significativa entre los tratamientos



8.3. Prueba de X? del cuadro de SUMA DE RANGOS se obtuvo:

Frecuencias observadas (O)

TRATAMIENTO CRITERIOS 1 4 2 3 4 5 REPETICIONES
AB1T, 3 1 0 0 8 12
OM1 T, 3 0 3 1 4 11
Testigo T; 1 0 1 0 5 7
Totales 7 1 4 1 17 30

Frecuencias esperadas (E)

TRATAMIENTO CRITERIOS 1 2 3 4 5 REPETICIONES
AB1T,| 28 0.4 1.8 0.4 6.8 12
OM1T,| 256 | 0.36 | 146 | 0.36 | 6.23 11
TestigoT; | 1.63 | 0.23 | 0.93 | 0.23 | 3.96 7
Totales 7 1 4 1 17 30

Calculo:

2 2 2 2 2 2
w2 _|(3-287 (1-04)° (8-68)" (3-256)" (3-146)° (1-0.36)°
2.8 0.4 6.8 2.56 1.46 0.36

(4-6.23)"  (1-163) (1-0.93)° (5-3.96)’
6.23 1.63 0.93 3.96

=5.283952121"

v=gL=(31)(51)=8

Por lo tanto Hpno se rechaza a un nivel de significancia a = 0.05 (15.51)

y las clasificaciones son independientes.




8.4. Intervalos de confianza para la proporcion poblacional

Féormula

P+Z, 'Lq donde: p=25/30= 0.833

qg=1-p =0.1667

Nivel de Confianza de 95 %
|pa _ [0.1388611 _ ) 1ea034574
N 30

0.833 + (1.96)(0.068034574)= 0.6999 — 0.9666

Intervalo de confianza 69 % - 96 %



8.5 Técnica para la fabricacion de queso Panela

Se emplea leche con acidez de 0.15-0.17 %
Pasteurizara 72 ° C por 1 min.

Enfriar a temperatura de coagulacion (35 —40 ° C)

R\ e

Adicionar por cada 100 Its de leche:

= 35ml (CaCly) al 50 %

= 35 ml de cuajo

Permitir la coagulacion por 30 min.
Corte de cuajado con liras horizontal y vertical (limpias).

Primer reposo, 5 min.

© N o o

Primera agitacion lenta, 10 min.

9. Segundo reposo, 5 min.

10.Segunda agitacion, 10 min.

11.Reposo de 5 min.

12.Desuerado total por separacion.

13.Salado 0.3 — 0.5 % del total de la leche.
14.Moldeado en moldes cilindricos cubiertos con manta de cielo.
15.Prensado medio (15 kg/kg queso) 12 — 24 horas.
16.Desmoldado y recorte de bordes.
17.Conservacion por refrigeracion.

18.Rendimiento 10 — 12 %



8.6 Técnica para la obtencion de una bebida fermentada a base de suero

dulce proveniente de la fabricacién de queso.

> bdh -

Se emplea suero dulce

Se pasteuriza a 94 ° C/1min

Se enfria a temperatura de incubacion (40 °C)

Se inocula un 4 % de cultivo iniciador previamente activado con un 62 —
67 % de acidez total

Se incuba durante 16 hrs a una temperatura de 40 ° C + 1 ° C hasta
llegar de 62 — 67 ° Dornic

6. Se enfria a una temperatura de entre 8—-10°C

Se le agrega 1 % de cualquier sabor de fruta y 15 % de azucar de mesa
y se disuelve completamente

Conservar en refrigeracion



TABLA A. Valores de H para tres muestras, significativas a los niveles 10, 5y 1
por 100

Tamano de las muestras Nivel
N1 N, N3 .10 .05 .01
2 2 2 4.57
3 2 1 4.29
3 2 2 4.50 4.71
3 3 1 4.57 5.14
3 3 2 4.56 5.36
3 3 3 4.62 5.60
4 2 1 4.50
4 2 2 4.46 5.33
4 3 1 4.06 5.21
4 3 2 4.51 5.44 6.30
4 3 3 4.70 5.73 6.75
4 4 1 417 4.79 6.67
4 4 2 4.55 5.45 6.87
4 4 3 4.55 5.60 7.14
4 4 4 4.65 5.69 7.54
5 2 1 4.20 5.00
5 2 2 4.37 5.16 6.53
5 3 1 4.02 4.96
5 3 2 4.49 5.25 6.82
5 3 3 4.53 5.44 6.98
5 4 1 3.99 4.99 6.84
5 4 2 4.52 5.27 7.12
5 4 3 4.55 5.63 7.40
5 4 4 4.62 5.62 7.74
5 5 1 4.11 5.13 6.84
5 5 2 4.51 5.25 7.27
5 5 3 4.55 5.63 7.54
5 5 4 4.52 5.64 7.79
5 5 5 4.56 5.66 7.98

Fuente: Downie N. M. y Heath R. W., 1973




TABLA B. Valores criticos de la “Ji — cuadrada”

gl Probabilidad conforme a H, de que x* = chi cuadrada

99 | 98 | 95 ] 90] 80 ] .70] 50 ] 30 ] .20 ] .10 ] .05 ] .02 .01 | .001
1 .00016 .00063 .0039 .016 .64 15 46 1.07 1.64 2.71 3.84 5.41 6.64 10.83
2 .02 .04 .10 .21 .45 71 1.39 2.41 3.22 4.60 5.99 7.82 9.21 13.82
3 12 .18 .35 .58 1.00 1.42 2.37 3.66 4.64 6.25 7.82 9.84 11.34 16.27
4 .30 43 71 1.06 1.65 2.20 3.36 4.88 5.99 7.78 9.49 11.67 13.28 18.46
5 .55 .75 1.14 1.61 2.34 3.00 4.35 6.06 7.29 9.24 11.07 13.39 15.05 20.52
6 .87 1.13 1.64 2.20 3.07 3.83 5.35 7.23 8.56 10.64 12.59 15.03 16.81 22.46
7 1.24 1.56 217 2.83 3.82 4.67 6.35 8.38 9.80 12.02 14.07 16.62 18.48 24.32
8 1.65 2.03 2.73 3.49 4.59 5.53 7.34 9.52 11.03 13.36 15.51 18.17 20.09 26.12
9 2.09 2.53 3.32 417 5.38 6.39 8.34 10.66 12.24 14.68 16.92 19.68 21.67 27.88
10 2.56 3.06 3.94 4.86 6.18 7.27 9.34 11.78 13.44 15.99 18.31 21.16 23.21 29.59
1 1 3.05 3.61 5.58 5.58 6.99 8.15 10.34 12.90 14.63 17.28 19.68 22.62 24.72 31.26
12 3.57 4.18 5.23 6.30 7.81 9.03 11.34 1401 1581 1855  21.03 2405 2622 3291
13 411 476 5.89 7.04 8.63 9.93 12.34 15.12 16.98 19.81 22.32 25.47 27.69 34.53
14 4.66 5.37 6.57 7.79 947 10.82 13.34 16.22 18.15 21.06 23.68 26.87 29.14 36.12
15 5.23 5.98 7.26 8.55 10.31 11.72 14.34 17.32 19.31 22.31 25.00 28.26 30.58 37.70
16 5.81 6.61 7.96 9.31 11.15 12.62 15.34 18.42 20.46 23.54 26.30 29.63 32.00 39.29
1 7 6.41 7.26 8.67 10.08 12.00 13.53 16.34 19.51 21.62 24.77 27.59 31.00 33.41 40.75
18 7.02 7.91 9.39 10.86 12.86 14.44 17.34 20.60 22.76 25.99 28.87 32.34 34.80 42.31
19 7.63 8.54 10.12 11.65 13.72 15.35 18.34 21.69 23.90 27.20 30.14 33.69 36.19 43.82
20 8.26 9.24 0.85 12.44 14.58 16.27 19.34 22.78 25.04 28.41 31.41 35.02 37.57 45.32
21 8.90 9.92 11.59 13.24 15.44 17.18 20.34 23.86 26.17 29.62 32.77 36.34 38.93 46.80
22 9.54 10.60 12.34 14.04 16.31 18.10 21.24 24.94 27.30 30.81 33.92 37.66 40.29 48.27
23 10.20 11.29 13.09 14.85 17.19 19.02 22.34 26.02 28.43 32.01 35.17 38.99 41.64 49.73
24 10.86 11.99 13.85 15.66 18.06 19.94 23.34 27.10 29.55 33.20 36.42 40.27 42.98 51.18
25 11.52 12.70 14.61 16.47 18.94 20.87 24.34 28.17 30.68 34.38 37.65 41.57 44.31 52.62
26 12.20 13.41 15.38 17.29 19.82 21.79 25.34 29.25 31.80 35.56 38.88 42.86 45.64 54.05
27 12.88 14.12 16.15 18.11 20.70 22.72 26.34 30.32 32.91 36.74 40.11 4414 46.96 55.48
28 13.56 14.85 16.93 18.94 21.59 23.65 27.34 31.39 34.03 37.92 41.34 45.42 48.28 56.89
29 14.26 15.57 17.71 19.77 22.48 24.58 28.34 32.46 35.14 39.09 42.56 46.69 45.59 58.30
30 14.95 16.31 18.49 20.60 23.36 25.51 29.34 33.53 36.25 40.26 43.77 47.96 50.89 59.70

Fuente: Downie N. M. y Heath R. W., 1973
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