
51 ' 
1 <') 

..... e:::~ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO . 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 
CUAUTITLAN 

"ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACCION DE 
Lactobacillus spp. Y ACIDIFICANTES VEGETALES 
FRENTE AL Escherichia coli ENTEROTOXIGENICO" 

TESIS COH 
JALLA ~ OllGEH 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUlMICA FARMACEUTICA BIOLOGA 

PRESENTA 

YOLANDA ARACELI TREJO HERRERA 

VNAM CUAUTITLAN IZCALLI, ESJAOO DE MEXICO 1990 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CONTENIDO 

Página 

RESUMEN ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• ' •.•• 

1. INTRODUCCION ••••••••••••••••••••••••••••••••••• ' •••• ·• 

1.1. Flora intestinal ......................... : .......... •'•;··· 

1.2. Bacterias benéficas en el tr~cto intestinal • ,;·;.·.; :· .·~ 

1.3. Bacterias productoras de ácido láctico 

1.4. Especificidad de especie y adhesión 

1.5. Mecanismos posibles de 

1.5.1. AdhesiOn-Competencia 

l.~.:?. Disminución del pH .................. _:~··.• 

1,!5.3. Bact1trloclnaa ••••••••••••••••••••• i,··?:.t:;.°:g:¡,~,·/~:·;·¡o~¡c::¿, 

1.b. Pr.oblOtlco" ••••••••••••••••••••• · ••• 

1.6.1. Definición ....................... . 

1.6.2. Probiótica5 1'recuentas .• ..... • • •. • ·-· ·-.· • • :é·.or·'.•!'-""''."°'.'0:·•\é:-.::.oc.• 

1.b.3. Usos y beneficio• •••••••••••••••••••• 

1.6.4. Características de un 

1.7. Acidlflcantes ve9etales 

1. 7. 1. General Id ad es •••.•••••••••••••••••• ' 

1.7.2. Mecanismo de acción •••••••••••••• 

1. 7.3 .. U6o:. ......................... . 

JUSTlFlCAClON 

3. MATERIALES Y METODOS •. • ••••••••••. • 

3.1. Origen de las muestr~s ········~- .• -. 

3.2. Prueba~ efectuadas ••••••••••••• ·· ••• 40 



3.2.1. Formación de halos de inhibición en a.gar Rogosa de los 

LactobacillLlS f't'ente a E. coli ...................... 41 

3.2.2. Inhibición del crecimiento de ·E.coli in vitre usando 

Lactobacillus en medio sin befferar ••••••••••••••••• 41 

3.2.3. Inhibición del crecimiento de E.coli in vitre usando 

acidificantes vegetales en medio bufferado •••••••••••• 42 

3.:.4. Inhibición de la actividad enterot~xig~nica de ~coli 

por Lactobac1llus ••••••.••••••.•••• ~ .•.••••••••••••• 43 

3.2.5. Inhibición del crecimiento de E.coli por vinagre de 

alcohol de carta al 501. in vivo •••••• · •••••••••••••••••• 44 

3.2.6. Inhibición del crecimiento de E.coli ·por Lactobacillus 

fermentt.tm usando sob1~enadante con pase ............... 45 

3.2.7. Inhibición del crecimiento de E.coli por Lactobacillus 

fermentLtm usando cultivo total con pase ••••••••• ,, ••• 46 

3.3. Lesiones histopatol6gicas en el intaBtino delgado de gazapos 

usando ac.idificantes vegetales y b,iológicas ............... 4ó 

4. RESUL TACOS •••••••••••••••••••••••••• · •••••••••••••••••••••• 47 

5. D!SCUSION ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 75 

6. CONCLUSIONES ••• .' ••••• ' •••••••••••••• •.•.; •••••••••.••••••••• 82 

7. APEND!CE ••••••••••••••••••••••••••••••••••••;••••••••••••• El3 

8. BIBL!OGARFIA •••••••• ••••••••• : ••••• ·;·;: ••••••• · •••••••••••••• 85 



- 1 -

R E S U M E N. 

Se ha observado que cepas de bª¡;,.!;Qg~fi.!l.!:!§. ejercen nc:cián 

antagónica contra gérmenes como g=-fQ!i., p¿\ra lo cuál se proponen -

posibles mecanismos de acción como son: 

AdhesiOn-Competenc:ia 

Disminución del pH y, 

Producción de bacterior.:inas. 

De igual forma se controla y previenen microorganismos p~t6-

genos con el LISO de ácidos orgánicos, los cuáles ayudan a reducir el 

pH Intestinal. 

Para lfr"studi ar el comportamiento de 1 os bª-f!:.9'2.!!~i!.!l:!§ Y --
acidif icantes vegetales frente a s.!..~9!..!. enteroto:dgénico se trabt\ja-

ron: 

Cepas de origen diarreico, no diarreico y comercial; in vivo 

e in vitre. Usando medio sin bufferar, sobrenadante y cultivo total -

con pase. 

Los acidi-Ficantes vegetales empleados para observar su ----

comportamiento in vitre fueron: vinagre de alcohol de ca~a, vinagre de 

manzana y ácido acético en medio bu'fferado. In vivo para determinar la 

inhibición del crecimiento de g~sgll 5C uso alcohol de ca~a al 50%. 

También se estudiaron las lesiones hi~topatológicas en el --

intestino delgado de ga::apos usando ambos acidificante:;. 

Se encontró que las cepas de kestg~~~ill~~ trabajadas son -

efectivas para inhibir el crec1.-nienyo de S.:.i;.QL!.. in vitt-o, obtenien-

do_se un máximo de sobrevivencia de 29.76% 'l Ltn mínimo de t).011.. 
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Muy eficiente resultó el uso de aobrenadante y cultivo total 

c:on pase in vivo, ya que el porc:entaje de sobrevivencia fué de 0.24'Z 

y 2.07% respectivamente. 

El ác:ido acético inhibió notablemente el crecimiento de --

E. col i in vitro. In vivo se observó que con la admini!itración oral 

de ac1ditic:antes vegetales a ga;:apos se reduci.a el cr'ecimiento de 

E.coli en forma muy notoria, debido a su pH tan baJo <pH = 3.4>. 

F'ero el estL1dio histopatológico detectó que los vinagres 

producen mayor grado de lesión en el epitelio intestinal. A diferen

cia de los Lactobacillus cuyos efectos fu1::ron casi insignificantes. 
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1.1. Flora intestinal. 

El intestino contiene un complejo sistema ecológico de organismos ae - -

rabies y anaerobios, 1...tn gran nLtmero ~e ellos viven en simbi6sis con 

el hospedero Jugando un importante papel en el funcionamiento del apara

to digestivo, como es en el caso de aJgunos que intervienen en la sinte-

sis de ciertos nutrientes escenciales, asi como en la elaboración de la 

vitamina By ácido fólico (C. Beck and H. Necheles, 1980>. P.G. S
0

arra -

and F. Oellaglio, 1984>; se podría decir que esto beneficia la salud 

general. En los animales réc1en nacidos las condiciones de pH en esta 

edad pueden favorecer el desarrollo de bacterias nocivas para el animal 

por lo que es muy importante suministrar microorganismos benéficos que 

ayuden a pt~evenir e'l crecimiento de los patógenos y además est{mular el 

establecimiento de la propia flora del animal (Collier &e Hardy, 1986). 

1.2. Bacterias benéficas en el tractro intestinal. 

Desde principios del presente siglo se ha reportado que la microflora -

del intsetino pued€ influir en el promedio de vida e interferir con la -

s.alud del hospedero <citado por J.L. Buenrostro and F.H. kratzer, 1983). 

Metchnikoff <1907), sugiere que los Lac:tobacillus son importantes para 

la formación de una población microbiana balanceada en al tracto intas-

tinal de aves y mamíferos <Fuller, R. 19770. a menudo se ha implicado -

que un mejoramiento en la salud resulta con la ingestión de Lactobaci

llllii <citado por FLtller, R. 1976). 

Este género se subdivide en dos grupos <Brown, 1977): 

- Homoferrnentativos. 
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- Hete1·ofermentat1vos. 

- !:::.ac~illus homofermentativos: el acido l.ictico es el producto ---

principal, obtenido a partir de la glucosa (85% 6 más). 

- Lactobacillus heterofermentativos: aon menos activos que los ante--

riores, utilizan hidt•atos de carbono para degradarlos y prodL1cir la fer

meontac:i6n de: aproximadamente el 50/. de ácido láctico b•jo la forma O., 

L ó OL., y cantidades importantes de ácido acético y etanol <R. Welter 

et N. Henry, 1982l. 

La mayor parte de la flor~ intestinal, aproximadamenl;e 90/. esta re---

presentada pat•cialmente por anae1·obios homofermentativos ó exclusivamen-

te por anaerobios neterofermentativos como la bacteria .t.cido láctica 

(~~illus 6 Bifidob~t·ium>, ademtJis anaerobios pt"oductores de 

·ác1do but!rico y de otros ácidos volátiles, como los Btcteroides, ---

Fusobacterium y EL1bacterium. El 14 de la flora totiil con~iste dv --

Entru:_gs;gg;_IJ.§. y Escherich1a col_i. Un O.OlY. est& constituido por 

~~ridium,, Staphylococcus, Bla~tomyce~, Pseudomonas, Proteu~ 

La flora del intestino delgado de mamífero• est.- form~da por ~

~i l lus, Stt"eptococcus, ~lococcLt'D, Enterococcus y Leva--

dLlr@; y la flora del colon por Bac.teroides, Fusiformes, Lacto-

bacil1L1~ anaer-obicos y coliformes. Y mas especificiimnete la flora del 

estómago del cerdo está formada por Lac:t~ci l lus, Straptococcus, 

~ro1de§. La del i leo por Bacteroides, Streptococcus, Eubiil.c-

ter!.!!{!h E.coli. Y la del colon por Bacteroidee, E.coli, Eubac-

terium, ClostridiLtm, Pepstostreptococ.cuts, Ruminicoccuw, ~--

~~' Proteus, Selenomonas y Veilonella fil?.• <Tannock and ----

Smith, 1970; Gi!liland S.E. et al., 1978¡ Fuller et al., 1978¡ Rusaell, 
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E.G., 1979; Robinson et al., 1984; Brigitte, G.M. 1987; Varel et aL, 

1987). El principal papel de esta microflora es ayudar a la digestión de 

alimentos y la exclusión de patógenos. En el tracto digestivo e::isten 

interacciones importantes entre los microor9an1smos e>ctr•f"los y propios 

de la flora del hospedero, estos microorganismos compiten por nutt"'ientes 

y producen un gran número de metabolitos, incluyendo acetato, lactato, -

propionato, ácidos volátiles, vitaminas, enzimas, sustancias antibacte-

riales y un gran númet~o de compuestos quimicos. Estas interacciones in-

cluyen competencia, mutualismo, comensalismo, predación CJ.F. Wu., 1986 

Brigitte, G.M. 19B7>. 

Dentro de los microorganismos presentes en el intestino merece espe-

cial atención la bacteria ácido lActica, la cóal pertenece al género 

Li1.ctabtcillus y ha sido ampliamente estudiada desde 1900 <c.itado por -

Sarra, P.G •• , 1984). Cepas de Lactobacillus acidophilus han sido 

i1.isladas del tracto intestinal de humanos <Gilliland, S.E. et al., 1975) 

y se ha demostrado ampliamente: qt.1e ellos representan gran parte de la-.:.... 

microflora de humanos sanos CP.G. Sarra and F. Dellaglio, 1984>, también 

los Lactobacillus son considerados flora norma.1. en el estómago de ra-

tón, rata y cerdos, los cu.iles colonizan la supe1~ficie del epitelio es-

carnoso queratini:ado del estómago de estos animales <Tannock et al., ---

1970)1 as! como el epitelio escamoso no queratini:ado del buche de aves 

(fuller ~ B1~ooker, 1974). El balance oe la microflora intestinal se ve -

afectada. por la composición de las dietas consL1m1das~ y el aumento 6 --

disminución de ciertos microorganismos consecuentemente es causa de un -

buen ó mal aprovechamiento de ciertos nt.1tr1entes por el hospedero <J.L. 

Buenrostro and H.H. Kratzer, 1983). La coloni;:ación bacteriana en el in

testino Be ve aumentada por una alimentación rica en glucidos fermenta--
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bles obtcniendose una prolife1 .. aci6n más importante de Lactobacillus -

e.en acc1ón antagónica e.entra germenes nefastos como E.coli (citado por 

J.L. Buenrostro, 1983). En 1q77, se demostró q;_le los Lac:tobacilllls 

crecen mejor a pH ácido menor de 4-5; lo que puede ayLldar a controlar y 

detener el crecimiento del patógeno E.coli. Se usaron pollo9 gnotobió

gticos a los que se les administró E.coli, Lactobacillus y cloruro· 

de polivinil para estudiar la competencia entre ~9.!.i. y Lactoba~-

11...hl.~ in vivo, observando que hub6 menor.'crecimiento de E.coli en el 

buche e intestino delgado a diferencia de los pollos a los que se les -

administró ~col i unicamente <Ful ler, R. 1977). 

MLwal tdhara et al., ( 1977), intentaron a1 slat" b§.f..tobaci 1 lus de hec:es •· 

de lechones que tenían 4 horas de nacidos y observaron que su flora. esta 

formada princ:1palmente d2 diferentes bacterias anaerobias fermentativas 

y el m:lmero se ve modificado a lo largo del tracto digestivo, encontriln-· 

do que en las heces los Lactobac:i 11!.!.§. representan un 2. 4'l. de la flot·a 

tata.1 {citado por R. Wolter et N. Henry, 1982). H.J. Barne• <1987), 1 .. t·-·· 

portó que en los cerdos jóvenes E. col i· es detectado en la9 hel:es :? h1 .. -

ras después del nacimiento y los Lactobacillus se detectan hast• 18 

horas despué=>. Muralidhara et al., 19771 Sandine, W.E., 1979, reporta1 .. or1 

que l.::...!..._pcidophi lus y L. reuteri los cuáles ha.bita.n el tracto intes-·· 

tinal de hLtmanos y animales controlan y estabilizan la microflora intes

tinal normal. 

Dentro del aparato digestivo e>:iste una relaciOn muy complaJa entre 

el buen uso de nutrientes y el pH. Esta relación también existe entre pH 

y las bacterias no patógenas como Lactobacillus, cuyo desarrollo. se -

"favorece a pH entre 4-5 y las bacterias patógenas, como algunas varieda

des de Escherichia coli que tienen multiplicación mayor .. un pH de ó-7 
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Esto •e ve en animales como el lechón, el cuál al nacimiento es ev.tr~ 

madamente sensible a infecciones, ya que no posee suficientes medios de 

defensa antes de la primera ingestión del calostro <Bolh, E.H., 1979, -

Morill•, 1983). Ademas· de que los v.iiloree de pH son relativamente eleva

dos dLlrante las primeras semanas de vida. El lechón rec1én nacido tiene 

un pH g.t.stric·o del orden de 5.2 a 5.3, cifras que descienden a. las pocas 

horais hasta valores que oscil•n entre 3 a 4 manteniéndose este n1vel --

hasta las 5 o b semanas de vida, edad en la que el pH gástrico alcan=a -

cifras inferiores a 2 <Puch•l, 1984>. A bajo pH se observa qua las con-

die iones de producción de acido ltsctic:o inhibe la capacidad reproductiva 

de muchos anaet~obios facultativos, incluyendo coliformes, lo que provee 

beneficios cll mantener el billance de la flora entérica normal <I.M. Ro-

binson et al., 1984). 

Los animales sanos ste caracterizan generalmente por tener un bL1en --

funcionamiento del tracto intestinal. Este hecho es fundamental en la -

eficiente conversión de •li•ento en crecimiento 6 producciOn. Una carac

terística mas importante d•l buen funcionamiento del tracto intestinal 

es el balance de su microf lora bacteriana.. Un tracto intestinal salL1da-

ble tiene una prep.onderancia de poseer bacterias •cico lActico, tales 

como Lactobacillus y Stregtococ:cus. Este equilibrio en el trae.to --

intjstinal es alte1·ado cada vez que el animal esta bajo stress. En este 

momento, el bal3nce fevorece al patógeno E.coli. En ilmbos casos la 

pt"'oporción de E.coli a Lac::tobacillus la que es crucial. El promedio 

especifico de crecimiento rápido de E.coli siempre le perm1tirA ser" 

dominante, por lo tanto a milsstress más E.coli. De aquí que las pobla

ciones de Lactobacillus y Stt"'eptococc:us debe de estar mantenida a -

niveles altos <T .P. Lyons, 1987>. 
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1.3. Bacterias productoras de ácido láctico. 

'=~~iQQªst!lYa ~~iQgebl!'::!§· 

'=ª~!QQª&L!lYá 2lftgld~· 

bªS.!;QQª&lllY'! Qi:,g~ia· 

b~c;,S,QQª&!.llYq Q~!g2c.i~· 

'=ª~Sº9ªsl!l!:!a fª§~i· 

b!c;.!Q9ª&LllY~ &~!Lgq!Q§~§· 

62~~QQªslll!:!á &Q!t!QglQ~§· 

b!c;,SQQªsl!lYá !~C~§US'::!ID• 

'=~~SQQªs!.!LY'! !~stia· 

b~c;,SgJ~ªsl!lYa e!..§USª!:'d!!!'· 

6.es.!;QQªs!.!!.!:!'! !::'::!ID!.DL~· 

~~c;,!;QQ~sl!LYa ~!..~'::!!lo~~· 

b~.!S9.QQ~t,~ 

bB\!SQOQ~t,~ 

b.!!t::!.SQDQ§t.QS. 

E.Ni9.SQS~Y~ 

e~iQSQfc;,hlá 

EgQ.iQSQ!;c;.Y'! 

t:gqiQSQfc;,ya 

E.@4i9.SQSc;.Y§. 

si:.~?:!.2· 

E!@!!t!:ªDlSldID• 

!.!!!i!Lh· 

~c;,iQgl~~S!.s!. 0 

b!.!QQIJ.i!.!:!~· 

Q@Ot.9á2~§''::!§· 

sc.g..ng•.:ia· 

§Sc.g~SQ&Qsc;,ya Q!.2c;,~~i!.2s.S!.§· 

§SC.§'R!QSQSS.Yá !~~i'::!ID· 

§!C.gQ,!Q&Qsc;,ya !ªst.i~· 
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(J. F. Wu., 19861. 

El grupo de bacterias productoras de ácido láctico más importantes -

son los Lactobac:illus. Estos san microorganismos anaerobios facultati

vos y utilizan diversos carbohidra.tos <glucosa, ribcsa, fructosa, xilosa 

galactosa> como fuP.nte de energ ia. Adem.is de tener gran habi 1 ido.rj para 

crecer répidamente y resistir las condiciones del tracto digestivo ----

(Shahani and Ayebo., 1980>. 

Morfol6gi.camnete !'ton bastones delgados y largos; curvos ó rectos; --

otros son parecidos al c:ocobac:ilo, usualmente se encuentran solos ó en -

c:ad~nas. 

Son gram positivos, pero a med1da que transcurre el tiempo se vuelven 

ma:. ácidos y se convierten en gram negativos¡ son catalasa negativos y 

no forman esporas. 

1.4. Especificidad d• especia y Adhesión bacteriana. 

En estudios in vitre sobt-e los Lactobacillu!J se ha observado que 

estas bacterias exhiben cierta especificidad, asi como difieren en su 

habilidad para colonizar el epitelio escamoso (G.W. Tannock et al.,1982> 

Suegara et al., (197~>, usaron un sistema in vitre para observar la 

adherencia de cepas de Lactobacillus y observaron que cepas aisladas 

de ratas sOlo pueden adherir:.e a las celulas querat1n1=adas del ewtomai;io 

de ratas, ning1..tna de estas cepas se adhirió a la-s celulas del b1..!che de 

pollo. Similarmente .algunos Lactobacillus aislados de pollos, se adhi

rieron a las células del buche de pollo. pero no a las celul.as querati

ni;:adas del estómago de ratas. 

El Lactobar:illus aislado de humanos y cerdas no se adhirió .=- las -
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células de po~lo n1 de rata (citado por E. Wesney and G.W. Tannock, ---

1979). El fenómeno de especificidad se ha confirmado por inoculación de 

t"oedores 1 ibres de gérmenes, pal los y cerdos con cepas de Lac:tob-.ci-

l!.!:!2.· Las cepas de Lac:É..Q.Q.-ª.Ql lLlS pueden colonizar el epitelio del -

estómago de roedores, pero no el epitelio del buche O del estómago de -

pollos. Los Lactobai;_illt.:!.§. no adaptado·s a.l huésped astan sujetos a --

competitividad con otros tipos microbianos, pudiendo sar eliminados del 

sist=ma convenc1onal. 

A e;:c:epción de otras especies de bs,c:tobac:i l lus ~.r.:gY.!§.!:i. si puede 

adaptarse habilmente y colonizar el lumen del tracto digestivo de roedo

res, posiblemente multiplicandase a lo largo del contenido intestinal -

resultando la presencia di? un gran número de LactobacU!b!.§. en el ani-

mal huésped (G.W. Tannock a.nd R.O. Arch1bald, 1984J. 

Los bª-f.tobaci.i.l.!d?. se adhieren y colonizan también el epitelio e$Ca

moso del tracto digestivo de ratones, ratas, pollos }'' cerdos convenc10--

nales (citado por G.l<J. T.:1nnock and R.O .. Archibald, 1984). Algún grado de 

adhesión es necesario para la coloni=ación microbiana ·de la superficie 

epitelial para que continuamente sea nivelada por el contenido del estó

mago e intestino. Por ejemplo, la superficie del buche del pollo es cu-

b1erta casi por completo por una capa de Lactobacillus que atacan las 

células epiteliales escamosas <Fullet"' 1 R. 1973, Fuller et al., 1978; 

Ful ler"' et al., 1980>, y el ataque de Streptoc:occus faecium, a células 

epiteli~les del intestino delgado de pollos también h• &ido demostrado 

CFuller et al., 1981>. E.W. Wesney and G.W. Tannoc:k, 1979>; Lactobac:i

ll..!:!.§_ aislados del estómago de ratón se agrupan en "biotipos" los que 

se basan en SLI habilidad para fermentar la N-acetil 9luc:osamina, dextri

na y celob10$a. s .. o.e. Roach et al., 1977, reporta que tipos represen-
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tativos de estos dos biotipos son ce·1 grupo A y C), los que colonizan el 

epitelio escamoso que1 .. atinizado del estómago de ratones gnotobi6ticos. 

Los Lac:tobacillus del grupo A parecen ser el biotipo dominante en 

el estómago del ratón, ratas, aves y cer·dos. E. Wesney and G. W. Tannocl: 

1979; sef'talan que en cada huésped animal predominan 1 ó 2 biotipos. Por 

ejemplo, el grupo E y F predomina en el estómago de ratas. La presencia 

de un gran nümero de ~illus es debido a la habilidad de ciertos 

biot1pos para atacar la pared del buche <A.M. Mark1ne, 1982). 

La inoculac1ón de animales recién nacidos con cepas de Lactob§.fJ_--

llus que colonL:an el epitelio escamoso puedan poveer más eficiencia -

desde el plinto de vista de establec:er una mic:roflor·a benéfic:a en el ---

trac:to gastrointestinal, que el aNadir continuamente preparaciones bac-

terianas a los alimentos de estos animales con c:epa~ que no coloni::an -·· 

como es el caso de k.:.__Q!J.!garicus CG.W. Tannock et al., 1982>. Later, -

Rahe, demostraron que ~dophil!:-!.É. difiere de ~-2.~9.-ª.t:i9:!§. princi

palmente por el factor natural de habitat en el intestino humano. 

L. bulgaric.us varia muc:ho, probablemente la ra::ón de esto es su 

prolongado cultivo en leche, lo que no le permite sobrevivir largo 

tiempo en el tracto gastt'ointestinal CH. Nec:heles et al., 1980). Las c:e

pas de L. bulgaricus en el yoghurt natural, normalmente no se encuen-

tran en humanos, es por esto que numerosos intentos para colon1:=ar el -

intestino delgado con esta bacteria no ha tenido buenos resultados. Las 

cepas de Lactobacillus q1..1e no p1..1eden colon1::ar el epitelio son menos 

probables para que se estable::can en el tracto gastrointestinal a c:aLlSc'"t 

del fenómeno de interferencia microbiana <citado por 1·annock et al.,198~ 

Se ha demostrado in vitre que los bactobacillb!.§. de cerdos se divi--
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den en cepas adhesivas y no adhesivas. Pero es importante tener infor--

1nc.\C!ón sobre el funcionamiento de las cepas adhesivas in vivo, para te--

ner un mejor efecto sobre la salud y habilidad para prevenir diarreas en 

o:1.nimales Jóvenes (A.M. Maddne, 1982). R. FuJler, (1986} reportó, que 

los micr:Jorganismos que se establecen en el estómago y tienen la capaci

dad de unirse al epitelio crecen rápidamente. Asi como cepas de Lacto

bac111!:!§. de cerdos seleccionadas en base ª· su capacidad d• Adhesión y 

a su bL1en c:1~ec1miento in vitre presentan una reducción significativa en 

el conteo de coliformes en el estómago y duodeno. 

Las cepas de LaciQ~!;.illl:!.§. di f ie:.>ren en su hab i 1 id ad para adherirsa 

coloni.:::ar y multiplicarse er.i eJ epitelio escamoso. Los determinantes ---

i.nvoluc1~ados en esta adhesión son carbohidratos como se muestra por su -

susceptibilidad con peryodato de sodio y su unión• Conc&l•valina-A. 

Al tef1irsE' una sección delgada de Lactobacillus con rejo de rutwnio 

y ponerla en contacto con el epitelio, ~e observó que el carbohidrato -

esta organ1=-ado en forma de capa fuera ~e la pared, y tiene filamentos -

delgados e~:tend1dos h.:-tcia la superficie del epitelio. Los filamentos no 

son·esenciales para la adhesión porque los m1croorganismos en fase esta-

cionaria no los poseen y aún asi se unen. Estos sólo pueden reforzar la 

unión primaría <B.E. Brocker and Fuller, R., 1975>. Fuller & Brooker 

(198!)>. demostraron que los Lactobac:illus poseen fimbrillas vellosas 

~uper-f1ciales y micr·ocapsulares llamadas glicocalix superficial bacter·i-

41, lac:al1:.:ada en la superficie mucosa!. Estas determ.inantes son res---

ponsables de- le\ coloni::aciOn del epitelio del bL1che de pollos, asi como 

de las inter·accianes con el epitelio escamoso de la parte esofagica de 

cerdos jóvenes. Marcando finas secciones con un conjugado de Con-A-pero

~:1dasa se h.i! confirmado la e!üstencia de sitio5 de unión a la Con-A en 
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la superficie de las l:~to~llU'á <9.E. Bt·ool.er and R. Fuller~ 1975>. 

La especificidad de tOn-A h.:.c:ia porciones de glucosa, manosa, frL1cto

sa. y arabinosa con la configuración alfa-anomérica, indican la e;dstenci 

a de uno 6 mAs sitios en la superficie de estos LactEm,Killus e impli

ca su importancia en la adhesión. 
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Parece. probable que un primer sitio de adhesión bacterial es el punto 

donde la separación de la bacteria y la membrana de la célula es mlnima 

<R. Fuller and B.E. Brooker, 1874). Sarra et al., 1985 han sugerido que 

el determinante genético involucrado en la adherencia esta localizado en 

un plásmido. 

1 •. 5. Mecanismos posibles de acción de los ·!::2.St.99,~i;..il.1.Y.§· 

1.5.1. Adhesión-Competencia. 

La bacteria ácido láctico interviene en la reducción de aminas tó:o-

cas y amoniaco, adhesión a la pared intes.tinal previniendo la coloni2a-

ción por patógenos <Fuller ~ Brooker, 1974). Se reporta que los bª-~!;.g

Q~~ill~§ proliferan más r~pidamente en el tracto gastrointestinal ---

cuando hay gran cantidad de glLtcidos fermentables, asi como también in-

tervienen en mantener una autoregulación de la población bacteriana 

<citado por R. Welter et. N. Henry, 1982>. 

1.5.2. Disminución del pH. 

La bacteria ~cido láctico excreta metabolitos con acción contra bac-

terias patógenas como son: producción de ácidos orgánicos, tales como -

ácido láctico y ácido acético (Marriot and Davidson, 1924). Estoe ácidos 

orgánicos, el peróxido de hidrógeno y el lactato producido por la bacte

ria ácido láctica disminuyen el pH intestinal, lo que impide que los --

microorganismos patógenos sobrevivan y se multipliquen CTramer, 1966;--

Gilliland and Speeck, 1977). Con la producción de ácido láctico y ácido 

acético par los hªs~gq~~itl~§ se inhibe el crecimiento de numerosas -

bacterias gram negativas, disminuyendo el potencial de óxido redUcc:ión y 
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aumentando el perist.3.ltismo (citado por R. \i.Jelter et. N. Henry, 1982). 

Los ácidos org.lnicos producidos por .bªE~QQ.~~il.!!:!.§ provocan que el -

pH disminuya y de esta manera se produzca un efecto bacteriostático con

tra muchos microorganismos como ~.!.c;.91.i, ademas de ayudar a estimLtlar -

el metabolismo normal CM. 11osse, 1987). 

1.5.~. 8acteriocinas. 

Algunas especies de Lactobacillus producen sLtstancias antimic:robiales 

(Wheater et al., 19511 Vincent et al., 1959; Sabine, 1963). ó metabol i-·

tos que neLttral l za.n la enterotox ina de ~..:.~91.i. < 1. de G. Mi tchel 1 anti 

Kenwortlly, 1976). Muralidhara (1974>, aisló la 2-deoxi-D-glucosa de----

filtrados de cultivo da '=ªc;.t9.9~f!...ll~<a !ªf~i§ y Hamden and Mikolajeit 

(1974>, encontraron en el filtrada de b.!-~c;!.Q.Qg.b!..l~§ un componente---

acidif1cado con Lm~. estructura cíclica y d~ LLn peso molecular de 198 

Oaltons, el cu~l inhibió varías microorganismos incluyendo g?...f;Q.1!..· 

Muchas de las bacterias ac:ido l~ctico poseen la habilidüd de producir 

bacteriocinas, las C:L1áles son compuestos parecidos a los antihi6tic:oE -

que ayudan a establecer un buen balance de la flora intestinal <Tagg et 

al., 1976>. Entre los antibióticos naturales producidos por estas bacte

ria.s estan: la ni si na (§~r:ªe!;.Q~gi;_h'=!.§_lª~!:.i~>; el bulgaric:an <b-ª~!;,g--

9!!-~il.!ld.?_Q'::!lq~r.:.!.~!J~.; la acidolina, acidofilina, lactobacil1na_y lacto

ci.dina º=-=--~·;i9.9Rbi!':!.§ CGrosr->1>1ics et .::oll., 1974'. Shah"'ni et ~l, ----· 

(1976,1977), estudiaron la accion de la ac:idof1lina y bL1lgarican contra 

una gran variedad de Ol'l]cl.lli-:imos 9ra1n negati. ~w= p,,,t:..JrJer1os. 

La ai.:idofilina fué aisladi-\ usando 1..ma me::c:la de metanol ac:eton.:< para 

su extracción y posteriormente ct .. eimatogr='.f{a en ~Ílica gel 6 Seph~de:..:. 

Shahani et i\l. 1 1977 ob:;ervaron in vitre la actividad antibacte1·1al de 
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este antibi6tico. Apro::imadamente 30-60/g (0.2-0.4 unidades> de acidc-

filina poi~ ml. de solución acuosa, causa el 50'l.. de inhibición de micro-

organismos como ~ali. Los Lactobac:illus tienen efecto inhibitorio 

y antagónico sobre el crecimiento de microorganismos patógenos como1 

E.coli, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomona sp. Staphylococcus au

t:.W§.1 Salmonella sp, Bacill~, ShiQella sp. y Vibrio sp. --

<Tortuero, 1973; Stern and Storrs, 1975; Shanan et al., 1977¡ Morin et al 

198(1). 

1.6. Probiético. 

1.6.1. De·finición. 

Probiótico se origina de dos palabras griegas que significan 

''pro-vida'' y contrasta con el término antibiótico que significa ''contra-

la vida'' <R. Welter et N. Henry, 198=; T.P. Lyons, 1987). Un probi6tico 

es un producto que contiene enzimas, microorganismos vivos específicos 

por ejemplo: Lactobacillus, Streptococcus y Levaduras, asf como --

sus metabolitos (proteínas, aminoácidOs, ácidos orgánicos y vit•minas) -

el cual incorporado a través del alimento proporciona flora y elementoe

nutrit1vos qLle optimi;::an y potencializan al máximo las fermentaciones -

digestivas, manteniendo la flora f isiol6gica normal del tracto digestivo 

de los animales y humanos <T.P. Lycns, 1987). 

1.6.2. Probióticos frecuentes. 

El término 11 Probi6tico 11 fué usado por primera vez en 1974, por.Parker 

para describir organismos y sustancias que controlan el balance de la -

micr·oflora intestinal, t~mbién abarca cultivos microbiales, metabolitos 
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•icrabiales, preparaciones comerciales, comple•entos alimenticios y yo--

ghurt. Dentro de las preparaciones comerciales usadas como compleme·nto -

alim~nticio para an1m~les se encuantran: 

Probi6tica 1 - tabllt"ta• y/o gr6nulo• cuya conc•ntración d• Lacto

baci 1 lus acidoohilu• •• de 1J y 1~ c•lul••/ml y de Lactgbacillus 

bulaaricu• 101 células/mi. 

Probiótico 2 - <Paquete probiótico microencapsulado>. 

Compo&ici6n& LActabacillus acidophilu~, Streptococcus f•9!;ium 

•• y Ltctobaci 1 lus bi 'fidus <2 >< 10 c~lulas/gramo). 

Enzimasl ami las&s, proteasas, celula.a.sa, {l-Glucani.5as. 

Vitaminas& A, D, E y complejo 8. 

Probidtico 3 - <Bacterias microencap~uladas con enzimas>. 

Composición: cElulas/9ra1110. 

BtN1Dtgcoccus f••cium. 10 Bi llan•s. 

L1ctpbacillu• plt.nt•ru•• 10 BiUon••· 

Ltctpbacillus •cidqphilu&. l Billón. 

unidad1s/9r•M>· 

15 "illones 

a'9ti las¡¡as 30 Millones 

prcteatHli5 B Millones 

f' -gJuc:anasa!I 4 Mil lcnes 
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Probiótico 4 - <Compfemento de elect.rcl:ltos, midificado con enzi

mas y fortificado con Lactobaci llus). 

Composición: Lactobacillus acidophilus 

Strectococcu~ faeciu~ 

Dextrosa 

Electrolítos <sodio y potasio). 

ami lasas 

celulasas 

protea$aS 

Estas prepat'aciones bacterianas se elaboran a base de bacterias l.t.c-

tic:as en forma viva (Johson, O.E. and F.M. Calia, 1979¡ T.P. Lyons, 1987) 

1.6.3. Usos y Benéficios. 

F'or mucho tiempo se han usado ciertas bacterias para el trat•mi•nto -

de diarreas y otros desórdenes intestinales. El printer •i•tema u•ado fu• 

el de la administración oral de bacilos productore!i de ac1do li\ctico en 

leche caipaces de •ubsistir en •l intestino, t1etchnikoff <1908>. Dentro 

de· 106 Probi6tico• est•n los Ltctob•cillus co•o se ••ncionq ante& y de 

los cuales se han estudiado sug efectos ben•fic09. 

Los Lactobact l tus &en capaces da producir .••P•Ci'ftca-nt• varfos -

efec,tos en el animal hué&ped. 

(1): lnhibic16n del crecimiento da pat6genos intestinal••· 

(2): Provee enzimas como la beta-galactosida•• pillr• lt hidrólt•i• de 1111 

lactot>a.. 

(3): Asim·i lación de colesterol~ 

C4>i Promotores del crecimiento. 



- 19 -

CS.E. Gillilá.nd 1 1977¡ Duclu::eall et col'!. 1 1987; Shahani and, B.A. Friend 

1983), 

-(1>- 'Inhibición del crecimiento de patógenos intestinales. El trat~---

miP.nto d& deS16rdanes intestinales con yo9hurt u otros productos que ---

tienen ~!1!c;.!Ql!!Sl!l!:!!. •• h•n usado para bajar el pH del intestino y de 

eista form• inhibir 6 controlar los patógenos entéricos <R. FL1ller, 1975) 

Sheck, <1976), el ah•dir b~Et.29.~c;.ill':!.!--f.~!'1Ql!.b!.!I:.!! •l •limento y agua 

de beber causa cambios favorables en la microflora intestin•l· Muchas 

declaracic.nes h•n sido h1Pch•s •cercad• l• eficiencia del yoghurt en l• 

prevenciOn de enfermedades gastrointestinales, estas han sido apoyadas 

por evidencias de la actividad inhibitoria in vitre contra €~~Ql! ---

<c:itadcis por E. l. Garvie, et al. 1 1984). Expeirimentos in vivo e in vitre 

indic:an como los bª-~lQta.ªt;.!lltd:§ inhiben las reacciones de la enteroto-

xina inducida por ~~~9LL, produciendo sustancias directamente 

•nt•g6nicas a las anterotoHinas e impide su colonización en el intestino 

<cit•do por Watkins and B.F". Mi ller 1 1982:>. Esto es importante ya que 

lo• !:!.~t.~.!S.!!.l'd.~ se pueden usar en la terapia contra ÉLS2!!. enter'o

toxigénico. En los lec:hones, la alimentacjón con )'OghL1rt tiene 1...1n marc:a

do y consistente efecto r·edw:tot- qobr~ l-"::> .-uerit.,,:3 d~ S..!.i;.::?!.i en el es

tómago y duodeno. Lactinex, un preparado comercial (c:ompLte~tc. de ------

b-º'::!.!9.~~!.t;.!::!á y b!..-ª-S:!.9Ql21J.l!.!:Jál tienen L:n efecto muy s1gnjfic:ativo 

en la reducción de fluldO$ inducidos por É~fQ!t enterotoxigénico en el 

lumen intestinal. Los hª~tQQ~~l!l~a (en leche) perm~necen viables en 

el yeyuno de 4-6 horas, inhibiendo ta actividad ente1-oto:<igénica de ---

S..:.S.9!.i en el intestino delgado (citado por E. I. Garvie, 1984). l. de G 

Mitchell and Kenworthy 1976, han detectado en el sobrenadante de culti--
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vos de ~~ una 5ustancia con actividad antienterotoxiqéníca 

y con acción benéfica dando como resultado una disminución de diarreas y 

un aumento en el pesa al ser a~adidos a dietas de cerdos recién desteta

dos Gilliland, (1979) reportó, que alimentando ~ humanos con leche- f&r--

ment~da conteni&ndo células de L. aciciophilus causa un significante 

incremento en el número de Lac:tobacillus en las heces. Elliger et ~l. 1 

(1978>, observa.ron disminuc:tOn en el número de bacterias coliformes en 

las heces de rumiantes cuando también consumieron leche fermentada. Si-

mil armente Mu~alidh•ra et al., (1977) reportaron que el inclllir -------

L. acidol2.b.ll!::!.3. en l• dieta de cerdos jóvenes provoca una disminución 

en el número de E.c:oli en el tracto digestivo. Muchos investigadores 

han e~tudiado los potenci~les benéficos de los ~ctobfil;illl!§ como es -· 

la pruebc1 del efecto inhibitorio in vi tro para microorganismos 11ntéricc•s 

{Cita.do por Watkins t-t Mil ler, 1992), 6 in vivo por el crecimiento c:ompe

ti tivo con E.coli en pollos gnotobi6ticos <Fuller, R. 1977; Watkins et 

al., 1982), Asi como la reducción en el nümerc de E.cali presente en 

el ilec de pollos de S a 7 días de edad. Se intenta usar preparaciones 

de 'Lac:tobacillus acidophilU$ viables para mantener en equilibrio la 

flora intestina:l en el caso de problemas ·de diarrea, ya que se ha repor

tado q\.1e en ocasiones el uso de antibióticos produce efectos ndc:ivos -

contr-.;;1 la flora. Esto se puede administrar en leche fermentada, yo9hut"t, 

mantequilla da leche, lec:he éc:ida ó en forma de gr'a.nuloB O cápsulas ela

bo~adas a ba$e de yn cultivo de Lactobacil.l.Y.i; viables y estable. 

Pequerfag dosis de tales preparaciones pueden significativamente dis-

minuir la población de colifot"mes en ratas beb4!5 (citado por E.I. Gilit•vie 

et al., 1964> 
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-C2)- Provee en.:imas como la beta-galactosidasa para la hidrólisis de la 

lactosa: 

E&tudios de la actividad proteolftica y lipolltica de varios cultivos 

1.icteos CPoznanski et al., 1965; Chand•m et •l., 1969> demuestran la 

gran importancia que tienen los Lactobacillus, Strectococcue y -----

beyconostoc: en 1• pr11hidrólisis de l•s protelnA& de la l•che. Hargrove 

& Alford (1978> r•partAron, que en ratas alimentadas con YoQhurt se in--

crementa la eficiencia en la utilización del alimento. La lactosa de la 

leche en ~lgunas ocas,iones, causa problemas¡ nutricionales en personas 

deficientes de l• enzima intestinal lactasa ó beta-galactosidasA. Por lo 

que es sugerible que personas intolerables • la lactosa consuman yoghurt 

ya que ésta es hidrolizada por la. lactas& producida por les organismos 

lácticos, como se muestra a continuación. 

Cil•••a-. 

kil•r• a. Shahlilni ( 1976) mostraron, que los niveles de lactasa se in-

crementan durante la incubación de los cultivos de yo9hurt (citado por 

K.M. Shahani and B.A. Friend, 1983>. En los lechones, la actividad ami--

nolftica de ciertas sustancias p~·oducidas por los Lactobacillu:;¿ vienen 



a preparar la acción de las amilasas endógenas, esta acción sinérgica es 

necesaria para una máxima hidrólisis del almidón en 109 lechones gnoto--

bióticos. <Szylit et col!., 1980J. Szylit 11t Charlet !1981>, y para 1• 

retención proteica. Se ha observado también que L9ctoba.cillu9 Hl.• --

produce amilasa qt.1e ayuda a la di9esti6n del alimento. 

-(3)- Asimi !ación de Colesterol. 

K.M. Shahani and B.A. Friend, 1983 reportan, que la hipercol~steremia 

se considera como uno de los mayores factpre& predisponentes de la arte-

rioesclerosis. Se ha demostrado que suplementando ltii dieta con cultivos 

lácteos, disminuye notablemente los niveles de colesterol en SL\ero. 

HepnP.r et al., (1979) reportan, Lln efecto h1pocolesteremic:o en suje--

tos hum.:\nos que rec: ibieron una dieta suplementada con yoghurt. Invc>st i--

9aciones recientes (S1nha, 1978) demostraron que adicionando al alimento 

ler.:hgi que contiene células de L~ acidcohilus viable!I, reduce significa· 

tivamente en ratas los niveles de colesterol en suero. Este efecto -----

también htñ sido mostrado midiendo los niveles de colesterol en suero ---

usando a cerdos como animal•s de prueb.3. <Nakamura and Crowell, 1979Jt --

Lindgren and Refai, 1984; Gilllland at Al., 1985). 

-(4)- Promotores d•l crecimiento. 

Aunque se ha observado mejoría en la salud y promedio de cr•cimiento 

por dietas que contienen bacterias .leido li6ctico •n animal••, no se ha -

logrado su uso universal en la alimentación de cerdos, como ••hace con 

los antibióticos y otros promotores de crecimiento. Al ir conociéndosa -

el modo de acción de los Lactobacillu5, su uso se ha incrementado es--

pecialmente en la crianza de estos animale& <citado por l. d• G. Mitch•l 
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and R. Kenwarthy; 1976>; en los problemas de diarrea asociadas a-------

~-
Los Lactgbac:illus acttl.an como promotores del crecimiento pot~ inte--

rilcci6n con microorganismos de la flora de •nimales 6 por alteración ---

directa d• las actividades de enzima• invol.acradas en la absorción de --

nutrientes en los enterocitos del hospedero. La fos~atasa •lcalina y la 

fosfodi.ester••a ••t•n •><puestas en el lumen del intestino del¡¡¡ado y a la 

flora asociadü al epit•lio queratinizado del estómago, reflejando efec--

tos directos en el metabolismo del hu~sped. Las fosfatasas Alcalinas ---

juegan un papel import•nte en la función del transporte activo en las --

microvellosidades, absorción de colesterol y otros lfpidos y de menesa--

cAridos Cc1tado por D.P. Yolton et Al., 1971). 

Una dieta con yo9hurt mantiene superioridad nutricional, comparada --

con et.ras dietas suplementadas con vitaminas. Varios organismos lácticos 

son capaces de biosínteti::ar vitaminas, lo qLle depende de la temper-atura 

y un período de incubación largo <Nilson et al., 1965). El yoghurt con-

tiene de 4.0-S.1'°"9 de biotina/100 g de yoghurt1 0.35-0.S2¡"'g de B /100 
12 

gr. de yoghurt1 3.9,..,g de Acido fólico/100 g de yoghurt¡ 130-141_,Mg de -

niacin•/100 gr. de yoghurt¡ 290-381,.,g Acido pantot•nico/100 g de ----

yoghurt. <cit•do por K.l'I. Shah•ni •nd B.A. Friend¡ 19831. 

Ciertos gfrm•nes como Lactobacillus pl•ntarum •xcret111n lisina libre 

la cuAl es cap•:: de compensar ~lguna carencia •li~enticia <Meare et al., 

1982>. L. fef"mentum affadido a una dieta deficiente de lisina 9 provee -

ganancia y eficacia en la Lltilización del alimento, promoviendo el ere-·-

cimiento en cerdos, en un promedio de 5.9, 7.9 y 14% regpectivamente en 

L1n periodo d• 3 semanas CK.M. Shahani and B.A. Friand, 1983; G.W. ------

Tanncck, 1984). 
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1.6.4. Caracteristicas de un buen Probi6tico. 

a) No patógeno para animales y humanos. 

b) Gram positivo: Las bacterias gram positivas como los lac:tobac:illus 

son más resistentes a la destrucción por en;:imas digestivas como la li-

;::osima. 

e:) La bacteria debe ser resistente a condiciones ácidas al p,sar por el 

estómago e intestino delgado. Además de ser productor rápido de ácido -

con acción antagónica contra col1formes sensibles a condiciones ácidas. 

d> Cepa específica: Para que la bacteria sea efectiva es importante q1.1e 

colonice, es decir que sea espec:!f ica de especie y se adhiera a lo largo 

del tracto intestinal y no solamente se quede en el lumen. 

e) Tolerante a la bi 1 is CC. N. Janes and Thomas, 198(1). 

f> La bacteria debe ser activada rápidamente y tener un alto promedio de 

crecimiento CT.P. Lyons, 1987). 

Los factores que afectan el potencial de los Probióticos para coloni

zar el intes~ino son: 

i) La falta de adherencia al epitelio intestinal, lo cuál puede impedir 

el crecimiento de organismos para colonizar. 

ii) Falta de habilidad para crecer en el medio ambiente intestinal donde 

la colonización exitosa depende de utilizar substratos disponibles y 

agentes resistentes antibact~rianos presentes en el medio ambiente. 

La infectividad de la bacteri.:\ en los Probióticos también depende de 

s1.1 resistencia al ácido clorhídrico y a los ácidos biliares. Esta----

también establecido que la acidez gástr1ca es una importante barrera en 

la coloni~ación del intestino.·Es escencial por lo tanto que la bacteria 

en el Prcbi6tico tenga ia habilidad para sobrevivir condiciones ácidas 



- 25 -

en &l estómago <T.P. Lyons, 1987>. 

1.7. Acidific•ntes V•g•t•les. 

1.7.1. Generalidade5. 

Se ha demostrado que en animales recién nacidos el aparato digestivo 

no se encuentra funcionando a su totalidad. Manners (197bl, sugiere que 

esta inmadurez esta asociada con una producción deficiente de ácido 

clorhídrico en el estómago, la cual provoca una inadecuada reactivación 

del pepsinógeno a pepsina disminuyendo sensiblemente la capacidad de -

digestión de proteínas a nivel estomacal. Asimismo existe un pobre es-

timulación de las secreciones pancreáticas. s.G. Cornelius, St. P. Minn, 

1988. La pepsina es secretada en forma inactiva como zymo9eno tpepsinó-

9eno>, la conversión de este :ymogeno •su forma a.ctiva (pepsina) es ca

talizada por la acción del ácido presente en el estomago. V los produc-

toG de l• acción de la pepsina son pequehos peptÍdos. Esta actividad -

proteolltica inici•l •S neceaaria p•ra la subsecuente actividad de la -

tripsina en el inteatino del9edo; también se ven e~tfmL1lada& la secre--

ciOn d• •nzi11as prot.aliticas. Permiti4'ndose 1• proliferación de ciert•s 

bacterias nociv&li 9 ••to debido a un eleva.do pH en el estóm,¡¡90. En ciarta. 

forma asto •~plica la susceptibilidad de los lechones a desordenes 9as-

trointestiiialea. Etherid9ee et al., < 1984>, reportan qLte en los inicia-

dores convenc~onales con5tit1.1idos por maiz )' soya se d1q1ere el 59i'. en 

comparaciOn a un 797. en dietas con leche 6 sustitutos de leche (debido 

posiblemente a la presencia de remanentes de soya r.o digerida). Esta -

disminución de lcJ di9est1bilidad provoca diarreas y la presencia. d!=! ma-

terial no dic;,•rido en el duodeno favorecerá posteriormente el desa.rrcl lo 
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de bacterias patógenas y por lo tanto la manifestación de diarreas in--

fecciosas. Para disminuir estas diarreas de tipo mecánico.ó infeccioso -

se 1..1tilizan generalmente antibióticos, Ein embargo es muy probable que 

debido a residuos de material no digerido en el duodeno favorecerá pos-

teriormente el desarrollo de bacterias patógenas y por lo tanto la mani

festación de diarreas infecciosas. Para disminuir estas diarreas de tipo 

mecánico 6 infeccioso se utilizan Q•naralmente antibióticos, ain embargo 

es muy probable que debido .a residuos de material no digerido Cpor ---

ejemplo el almidón, los cuáles son fuente de nutrientes ·para todo tipo 

de microorganismos) al eliminar el tratamiento con antibióticos se re-·

establezca la flora nociva, lo que s.ugi•re que el problema puede $er 

amortigl.lado al alimentar con dietilS adicionadas con ácidos orgánicos 

O(irschgessner and Roth, 1982; Falkowski and Aherne, 1984¡ Edmonds et al 

1985; Giestin9 and Easter., 1985). 

En los cerdos jóvenes la acidificación del 'contenido estomacal RS me-

diado por el ~cido clorhidrico y •cido 
0

1.i.ctico. La. producción de i\cido 

clorhídrico es bajili y va aumentando gradualmente conforme avanza la edad 

observándose una relación directa entre la pre&encia de ácido lActico y 

la cap•cidad de producción da ácido clorhldrico en •l estómago (Cr09iwell 

et al., 1976>. Kvasnitskii 11951>, citado por Kidder and Manne1·" 11978) 

fundamento que en los cerdo~ un• adecuada acidif icaciOn del e~t6mago --

ocurre hasta los 2. 5 meses de edad. <Annon, 1985>, es import•nte conocer· 

el desarrollo del fiistema digestivo durante •l pre y pos-de9tete para -

tener en el.lenta la producción de enzimas y el pH en las diferente1& par

tes del tracto intestinal. Al administrar una buena dieta es posible es

timular 6 incrementar la producción de enzimas y l~ acidez en el cont•-

'•tdo estomacal indl.lciéndose cambios en la producción de la acidez 9.is---
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trica normal, la que se ve muy limitada durante los primeros di as de ·.·i

da del animal. Reduci@ndose el pH gástrico se limita el crecimiento bac

teria!. 

G.L. ~ T.W. Burnell; (1987>, generalmente los cerdos son destetados a 

las 3-4 semünas de edad, donde su sistema digestivo es relativamente in

maduro y no digieren los carbohidratos y prote!nas en los granos de ce-

real, ni harina de soya. Pot- lo qL1e puede resultar eficiente la lactosa, 

la casefna y la lactoalbúmina presentes en la l~ch~ e incluidos en la -

di et• iniciadora de cerdos rec:i én cJestet¿uJos para favorecer el desGens;o 

del pH intestinal. Con este fin se han usado acidificantes orgánicos co

mo es el1 Acido acético, c!tr·ico~ propiónico, fumár1co. sc.¡piani et al., 

(1978>, mostraron que el valor de pH del estómago de cerdos de 42 días 

tie r·educe de 4.5 o 4.2 a '3.5 e.en la suplemenlación en el alimento de 

(1).7Y.> de ácido fumál'"ico y <LO/.) de ácido citrico respectivamonte. 

También observaron que al alimentar a lechones con dietas adicionadas 

con il.cidos orgánicos, hubo Lma disminuc.!6n significativa en el nt.'.tmero de 

coliform~s y bacterias anerabias en el tracto intestinal. 

Adem.1:s con l• rltducci6n del valor de pH se promueve la actividad pep

tldica m&jorando la digestión <Manners, 1976). 

Posiblemente can la .idic1on e.Je ácidos orgánicos it la dieta se comf1le

te la prodl1cci6n de ácido láct1co, reduciendo el pH y de esta forma pre

venga el crecimiento de microorgan1smos p~tog~nas, así como ayuda a me-

Jorar la ul:i lización d'<' nutrientes <R.J. F:;.J lon, 1986>. 

t.7.2. Mecanismos de acción. 
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Manners <1971)), reporto que la acidifiéaci6n de las dietas de cerdos 

se relaciona. con la activación del pepsin6geno producido por la mucosa 

gástrica. Va que la producción de ácido clorhfdrico en lechones jóvenes 

no es suficierlte para causar esta activación. En 1976, sugirió que la -

frd.gmentación de los peptfdos no ocurre en el estómago de cerdos jóve-

nes, esto trae como consecuencia que las proteinas del forraje pasen por 

el intestino delgado cas1 intactaS. El ~a.So rápido y los bajos niveles 

de proteasas en E:.•l intestino de cerdos recién destetados, limitan la di

ge~ti ón de estas complejas proteínas en dicho forraje. l(ovac:s et al., 

\197~> 1 report.<u-on quE! con Ltn pH bajo en el tracto intestinal se favore

ce 1 a prol 1 f erac:i ón de b.e~J;QQ~i;i.!1.~a y se reduce el creci mi erito de --

otros microm-getn1smos susceptibles a pH ácido. El disminuir el pH es --

importante para obtener 1 a acción proteol i ti ca de la enzima pepsina. en -

el ec:;tómago; la cuál tiene un pH óptimo entre 2.0 y 3.5 CKidder and Ha-

nners, 1978). Ott-a posible acción de los acidificantes incluye su efec:to 

anti mi crobi al reportado por Vogt et al.·, ( 1981 >. Se han reportado re---

d1-1c:ci ones en el conteo c1e ~§.!;;IJ.gc.is.t!Lª-~Q!.!. en el duodeno ). yeyuno de 

cerdos a las que se les alimentó con dietas acidificadas. Y se observó -

que con' la adición de ácido cítrico se tiene un efecto curativo en vacas 

con diarrP.a <Cowie., 1964) J FalkowsY.1 l!.> Aherne, 1984. La adición de áci-

do~ a•-gAni cos i nf l 1-1ye ~n -=1 bal anee mineral y en el metabolismo interme

dio. También se obtienen beneficios con la administraci6n de intermedia

ria~ del ciclo del ácido tricarboxllico como son el ~cido cftrico ó fu--

már1co, ~orno se obeserva en la figura I. Los ácidos orgAnicos al presen

tar no~iblemente acción antimicrobial por disminución del pH g.istrico, -

derntruyen bacteri_-3-5 potencialmente per Judiciales. Both et al., (1981), -

1~epor-taron la reducción de conteos microbiales an pollos jóvenes alimen-
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tados con varios nivel.es de ácidos orgánicos (citado por Giiesting ~t 

Eas;er, 1985). 

FIG. 1. CICLO DE KREBS. 
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Pw:hal, 1984, menciona que una de las principales cauaas de diarrea 

en el lechón es la presencia de E.coli que necesita de un pH entre 5-b 

para adherirse a la P,ared intestinal. Esto su9iere que el mecaniemo de -

acción del vina9re administrado por via oral sea porque disminuye el pH 

del estómago y dL\odeno, evitando a91 qua se adhiera ~ disminuyen

do con esto la diarrea en los lechones. La ac:ciOn de las enzimas 

di9estivas está lÍmitada en los animales jóvenes y &e alcanza el pH óp-

timo para su funcionamiento, al adicionaP acidificantes a la dieta, con 

lo que se logra que la actividad de las enzimas sea más efectivo. 

E:~isten microorganimos en el tracto gastrointestinal que compiten por 

nutrientes y son causantes de diarrea y otros desórdenes digestivos, por 

lo que al administrar vinagre a la dieta se puede bajar el pH del •st6-

mal)o, lo que estimula. el crecimiento de bacterias acidificantes benéfi-

cas e inhibe el de coliformes patógenas. Los ácidos orgánico$ pueden --

actuar como agentes quelantes resul tanda en un incremento y ·balance en -

la absorción de mine1-ales en el intestino. Se consigue el pH óptimo de -

funcionamiento para la actividad enzim•tica, ya que disminuyendo el pH 

de las dietas se puede bAjar el pH 9Astrico, con lo.cuAl se incrementa -

la conv•rsi6n de pepsinógeno a papsina, la cuAl es una importante enzima 

proteolftica que tiene ~ctividad mAxima • pH bajo. Par lo que • pH Aci

do se puede permitir por mas tiempo la dig•stión de pro~etnaa en el es-

tómago <G.L. Cromwell & T.W. Burnell, 1987>. 
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1.7.3. lh;c• 

En investigaciones recient•• se han reportado los beneficios del uso 

de acidificantes, los cuales son principal .. ente disminil.tci6n en la inci

dencia de diarreas y de .artalidad, Asi COMO el incrl!fM!nto en ganancia 

de peEJo. Actualmeote, la mayor parte de la lec:he, sustitutos de es\".:;., 

alimento concentrado preiniciador e iniciador, y el agua de cil-Jur11~s es-

pecies animales se acidifica en diversOfi p•fses del AtUndo, para red~cir 

las diarreas y problemas digestivos fG .. L. Cr-o.rn-.~11 1.-: T.W. Burnell, 1987> 

l<ershi'\w et al., Ct9bb) report•ron qlte con la adición de ~cido láctico 

en la dieta se mejoro el crecimiento y la eficiencia en la utilización -

del alimento. ttuchos trabajos -..1estran los efectos de acidificar conti-

nuamente el ali11Hmto sobre la microflora int~stinal. Vuyst et. al.• (1972 

1973) ,f.undament aron que con la adiciOn de ácidos orgánicos ( 1t..)-:'.I.) g/kg) 

~ dietañ de becerros se modificó significati~amente la gananci~ en peso, 

mejorando el criK:iaiento y eficacia en la alia.entación <Packett and But

cher, 1983). Estos •isnt015 autores en 1963 reportaron que con la adición 

de (21)g/kgí de Acido cítrico a dietas de corderos provocó un signific~n

te 1nejoram:ienta en el r:1-ecifRiento "I sobre la ~r1ciencia del alimenta. 

La inclusión de Acido cttr1co (30 fJ/kg) en la dieta de lechones de 1(1 

dias de edt1.d promueve s1gni-ficativamer.te l.a ganancia Qn peso, y con la -

•diciOn de Acido fwnár-1cn '15 g/kg) nG ;:;e .;1bF;c-.- .. o este ?.fecto íHant y, -

PicJ.'ard and Hughes, 19S~I. Con 1. 3 incl L1.;;i On ~I•~ ácidos orgánico~ en l ~-s -

dietas de cerdos recién de~tetadcs se cbser"';;. 1ma mcjarra en el cr:~• 

miento (Falkawski and Aherne. 1~74; ~:irch~.:..:omP.• '"'nd R·~th, \C;'7o•. 

Young ant..I col l., e 1970> , encontraror• q-.1e ='l i 1PE:ntondo ='. ~erc1oE con mtO\ 
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iz tratado con ácido propiónico crecen mas r~pido que los que son ali--

mentados con mai: seco. Bayley y coll. (1974>, reportaron un incremento 

en eneri;,ia por la utili:aciOn de protefna en un estudio utiliz•ndo cer-

dos alimentados con mai: conservado con propionato. Kirchgessner and --

Roth, 1980 sugieren que los ácidos org.iinicos pueden actuar aumentando la 

digestibilidad, si son adictcnAdas a las.dietas simples para que los --

cerdos alcancen su Optima utilización· (citado por D.W. Giesting and R.A. 

Easter, 1985>. En (1982) revisat"on el uso de ácido fumárico comó aditivo 

en el alimento de cerdos, el cu•l promuev~ significativament• •l creci-

m1ento y ganancia en peso de 10 • 7Y. respectivamente. También 1undamen-

taron~Lte se mejora la digestibilidad de las protefnas y se aprovecha me

jor la energia en 2.3/., l.a retención de nitrógeno en un 5.7X y el balan

ce de calcio y fosforo en un 14 y 13" r•spectivamente. Aunque otros 

autores CFalkowski and Ahernm, 1984; Henry et al., 1985; Edmonds et; al., 

1985; Gieting and Easter, 198~; G.L. Cromwell & T.W. 8urnell, 1987>, •n

cuentran que es variable. La inclusión de ~cido citrico en las dietas 

previas al destete de cerdos ayuda a incrementar la 9an•ncia an peso, y 

la eficiencia en la utilización d•l ali'msnto CR.J. FAllcn, 1986). El --

mismo autor en 1985, reporto que el adicionilr iicidos org.inicos a la die

t~ de vacas, lechones, becerros, ternero• y pollos se obaervaron efectos 

producidos sobra la.alimentación, conversión d& Alimento, digestibilidad 

y disminución de desórdenes digeativos. Estudios recient•• usando -----

acid-Pack <Alltech/Apli9en>, compuesto por L.acidpehillya, &tractoco 

ccus fa~, Sacharomyces ceravisiae, amilaaas, proteasaa, c•lula-

sas, ácido citrico, ácido sOrbico, citrAta de sodio, benzoato de sodio, 

propionato de calcio, e>etracto seco de la fermentación d• Aspericillus 

filfl~, y de Bacillu~YB_tilis, incorporado a laa di.et&& a baae de 
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maí2-soya <Burnell et al., 1986), demuestran un mejoramiento en las ga:...

nanci as de peso y de la ef i ciencia en 1 a conversión de Lln lOY. 1 en lecho

nes destetados. 

E:dste una import?.nte inTlL1encia de los ár:idos orgánicos en la pald-

tabilidad de la ración. La mayoría de los estudios resaltan que la ~di-

ción de dichos ~c1dos en la dieta tiende a rP.ducir el consumo del ali--

mento <Henry et al., 1985; Falkows~i and Ah~rna 1 1984). Giesting Qnd --

E:aster C1qBS> 1 compar·aron la inc:lu~lón de \•M-íos ácido~ orgánicol'.:. ._,die

tas a bas.;;. de ma!~-soya tt lechones der-~tetad.:..~s, dLwantf~ 2S df -3.S, repor---

tando qL•e sobre todo el ácido propiónico tuvo efecto depresor del consu

mo volunf:ario. 

El uso de agentes ac1dificantes ccrtrico, 4umárica, fosfórico) hCtúan 

sinérg.icc"lmente ::on los F'robiótjr.n~ pari\ rvJntto:rier unB flor~ -;::.lL1d~hle. 

Muchos experimentos mLtt:?stran que la 8dición do 4c1dos ot·gánic:os a larA 

dieta.s iniciadoras de c:et-dos ayuda al funcionamiento por in(lLteocja de -

Ja microflora del inb?stina, mejorando la actividad de las en;:ima:; di--

gestivas y la utilización del alimento <V.Rusell, 1~79), 
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2.0. OBJETIVOS. 

1) Evaluar la inhibición del crecimientó de g:..~Ql!. enterotoKi,.génicc 

poi- la acción de b~u;t,gl2,ª.;,ill'=!§ y vinagre in vivo e in vitre. 

:2) Dei:ermina1- las condicione5 de cultivo óptimas parñ que una cepa de 

b2S19.9.ª~!.!!.~§. tenga un buen efecto cuando se desee usar in vivo. 

3) Determinar el porcentaje de inhlbic!On·del crecimiento de ~L~21L 

y grado de lasi6n histopato16gico en gazapos inócul~dcs con s~~2!i y 

a los que posteriormente se les adminigtr6 b~S~E~~.;.il!~§ 6 vinagr•. 
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El porque de este trabajo es debido a l• importancia que actualmente 

tienen las diarreas en la produc.ción veterinaria, Y• que siguen siendo 

1.m problema en las granjas pon:!colas por lo que se b1.1scnn mecanismos ó 

alternativas de control diferentes a lo~ antibióticos. Dentro de estas 

alternativas ge encuentran los Probi~1ticos administrados a los lechones 

dul"a.nte las primeras semanas de nacidos. 

Dentro de los Probi6ticos e&tan las Lactobacillus y sus metaboli--

tos. 

Se pueden usar acidificantes or9i1nicos como: el ácido citi~ir:o, fumá-

rico, acético, propi6nic.o, etc. y de esta forma li1nitar el crecimiento 

de bacter•ias patógenas como Escherichia col i. Por lo que el prop6E.i to 

de este trabajo es el de ilustrar como la acidificación y las bacterias 

lAct1cüs pueden utilizarse para. mejorar la salud •nimr.i.1 y su prcduciti-

vidad en fgrMA natural. 

Asi como también debido a la naturale~a inócua y bené1ica de los ---

la.ctobaci llus estos podrian ser administrados principalmente a nif"'los 

con problemas diarreicos de tipo bacteriano. 
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ACIDIFICAN'l'ES BIOLOGICOS. 

MATERIAL BIOLOGICO. 

1 CEPA DE LACTOBACILLUS DE ORIGEN DIARREICO 
2 CEPAS DE LACTOBACILLUS DE ORIGEN NO DIARREICO 

2 CEPAS DE LACTOBACILLUS DE ORIGEN COMERCIAL 

1 
ACTIVIDAD ANTI - E. COLI ENTEROTOXIGENICA POR LACTOBACILLUS 

/IN VIVO' 

INHIBICION DE LA ACTIDAD INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE 
ENTEROTOXIGENICA POR - 1.coli POR Lactobacillua fer-
Lactobacillua EN ASA LI- m.ñtüñi EN GAZAPOS, USANDOSo 
GADA DE CONEJO. iiiiENAii'ANTE CON PASE. -

1 1 
INHIBICION DEL CRECIMIINTO 
DE !.coli POR Lactobaci
llua ---¡:;¡:¡¡¡¡;ntum EN GAZAPOS 
USANDO CULTIVO TOTAL CON -
PASE. 

ESTUDIO HISTOPATOLOGIVO DE LOS 
INTESTINOS DE GAZAFOS. 

/1N VITRO' 

"' "' 

FORMACION DE HALOS DE INHIBICION DEL 
INHIBICION DE LOS Loe CRECIMIENTO DE 
tobacillua FRENTE ¡;-: E. coli USANDO 
E.coli. ~illus-
--- EN MEDIO SIN -

BUFFERAR CON -
PASE Y SIN PASE. 
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2. DIAGRAMA DE FLUJO 

!NHIBICIDN DEL CRECI111ENTO DE g.._!;_Qli POR ACIDIFICANTES B!OLOGICOS 

IN VITRO. 

6 ML. DE CALDO SOYA TRIPTICASEINA SIN BUFFERAR 

+ 

4 ML. DE CULTIVO TOTAL O SOBRENADANTE DE bE\;.S99e~ill~§. 

CON O SIN PASE 

+ 

0.1 ML. DE g.._!;.Qli ESTANDARIZADO <*> 

1 o 
1 NCUBAR 4 HRS. A .37 C 

l 
'~"'" ~ f"" '''""'" 
RECUENTO DE g_,_!;_Qlf. A LAS 24 HORAS 

DE I NCLJBAC ION. 

<*l 0.1 DE ABSORBANCIA Y 550 NM DE LONL'>ITUD DE ONDA. 
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A~TO!F!CANTES VEGETALES. 

VINAGRE DE ALCOHOL DE CA~A 
VINAGRE DE MANZANA 
AC!OO ACET!CO DILUIDO AL Sr. 
ACIDO ACETICO DILUIDO 1:1000 

INH!BICION DEL CRECIMIENTO DE E.coli ENTEROTOXIGENICO. 

IN QlVO 

INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE 
E.coli POR VINAGRE DE ALCOHOL 
DE CAflA AL SOY. <O l AGRAMA 3a. l 

1 

IN VITRO 

INHIB!CION DEL CRECl"IENTO DE 
E.coli USANDO AC!DIFICANTES 

VEGETALES EN MEDIO BUFFERAOO. 
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3a. DIAGRAMA DE FLUJO. 

INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE ¡¡;_,_¡:g!.i POR VINAGRE IN VIVO. 

2 CAMADAS Dí GAZAPOS 

ADMINISTRAR POR VIA ORAL 1.5 11L. DE t;;_,_¡:gU,_ ESTANDARIZADO ('>) 

4 HORAS 

ADMINISTRAR <).3 ML. DE VINAGRE 

24 HORAS 

SACRIFICIO DE ANIMALES 

1 

r _______________ :,_:·::::_:i_·,,,::·:º: ____________ , _____ 1 

RECUENTO BACTERIANO 

(*) 550 NM Y O. l ABSORBANCIA.- . 

PROCESAMIENTO 
HISTOPATOLOGICO 
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3.0. MATERIALES Y METODOS. 

3.1. Origen de las muestras. 

Se trabajaron cepas de b~~tg~~~it!~§ sumini6tradas por el Laborato

rio de Bacteriología de ia Unidad de Investigación y Estudios de Posgra

do de la Facultad de Estudios Superiore~ quautitlán, cuyo comportamiento 

in vitre ya habia sido previamente evalliado en medio bufferado. Estas -

cepas f Ltaron 1 as sigui entes 1 

Origen no Oiarreico1 

ól be~tgq~~!LlY§ ilC.mttDt~fil 

68 b!~tgg~~t!L~~ f~(fil§QSMm 

Origen Comercial: 

q h2~t2hª~1ll~§ G.ª§~l §YºªQ· ~§g~gge!~ot~cYm 

SN k~G.!;Qº~~!.l!.~§ S~§~i §.~9..§E?. • 9§§~9QG!.!O.t~C\!!!I 

3.~. PRUEBAS EFECTUADAS. 
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3.2.1. Formación de halos de inhibición en agar Rogosa .de los b€;H;tg-

Muchos investigadores han estudiado los potenciales benéficos de los 

6.!c;.SgQªf!..1!.~§. 1 como es la prueba del e-fecto inhibitorio in vitre para 

microorganismos entéricos <citado por Watkins ~ Miller, 1982). 

Procedimiento: En cajas de agar rogosa se sembró g~~U§~i~blf_fQ!l 

de cuatro horas de crecido, estandarizado a 550 nm y 0.1 de absorbancia 

se agregó 1 gota de cada una de 1 .:ts cepas de bsftQIJ.~~i!.1'=!§ en stt co--

rrespondiente condición <cultivo total con o sin pase, sobrenadante con 

y nin pa.se> en dos de los extremos de la caja. Se dejó que secaran las 
e 

gotas y ge incub6 a 37 C durante 24 horas. Posteriormente se midieron 

los hala~ de tnhibictón. 

3.2.2. Inhibic:ión d~l crecimiento de S:..fQ!i. in vitre usando b'.::1f!:.Qº-.~ 

s.!.!.!tJ~ en meUio sin bufferar. 

P.u·a obser·vcv·- li". íohibición del crecimiento de .S:..&Qli in vitre en 

pres~ncia de 6~SQQ~&l!t~~ se usó 6 ml. de caldo soya tripticaseína 

<TSB) ~in bufferar. Se adicionó 4 ml. de la cepa de ~ª~~gg~~il!Y§ en 

las condiciones a probar (c:ultivo tl"'~tal con o sin pase, sobrenadante con 

o Ei n pase); enttmdi en do por pa~e un cul t1 va que se 1 ncubó pm- 7'2 ~1oras 

se agregó otros ~-- ml. de caldo rogosa y se dt;>jó incubar 7: horas más. Y 

sin pase un cultivo de 72 horas en 6 ml. de c~ldo rogosa; más 0.1 ml 

y 0.1 abóorbancia. Posteriormente se incubó la mezcla 4 horas a 37 c. 

Se procedió• hacer recuento de bacterias por pt-ofundidad. Se h1cie-
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ron 8 diluciones en tubos de enso").ye, los cuáles conten!an 4.5. ml. de 

solución salina ·fisiológica al 1).85% • V se procedió a sembrar lae 5 --

últ.imas diluciones por~ duplicado; sP. pL~So ml. de cada dilución en las 

cajas de Petri estériles e identificadas. Se agregó 15 ml. de agar ----

Mc:Conkey, se agitó la caja 3(1 veces. Se dejó solidificar, se inc:ubó a 
o 

37 C por 24 horas y se hi zó el recuento b~cteriano. Se mi di 6 el pH a --

las cero, cuatro y veinticuatro horas. Esto también se hizó usando la -

mezcla de las 5 cepas en condiciones de& cultivo total con pase, sobre-

nadante con pase y las condiciones óptimas en las cuáles funcionó mejor 

cada cepa. 

3.2.3. Inhibición del crecimiento de ~:_fi121L in vitre usando acidifi-

cantes vegetales en medio bufferado. 

En la inhiliición del crecimiento de f;:..fQ!L in vitro en presencia -

de acidificantes vegetales, se usó cald~ soya tripticaseina bufferado -

.<TSB>. Para bufferar el medio se adicionó 5 ml. de caldo soya lriptic~

seina a 1 ml. de lt'l mt:!zcla de l<H PO al 4'l. Cfo~fato de potasio mone;bási-
2 4 

co) + NaHPO al 3X (fosfato de sodio dibAsico anh!dro). Se hicieron 4 -
4 

di 1 uci ones dobles en agua des ti 1 ada .estér11 de 1 os aci di f i cantes corres-

pendientes (vinagre de manzana al 5Y. 1 vinag1Me de alcohol de cal"la ~l 5~~ 

y ácido acético glacial. De cada dilución se agregaron 4 ml. a los tu--

bas que contenían 6 ml. de TSB bufferado, previamente identificados. 

Esto se hizó por duplicado para medir el pH. Posteriormente se agre-

gó 0.1 ml. de 5;:..~Ql!.. de 24 horas de crecido diluido 1:100 y e9tandari-
o 

zado a 551) nm y c).1 absorbar Se incubaron durante ~ hora9 a 37 C y 

se hizó recuento de bacter> 1or profundidad, poniendo 1 ml. de la·co-
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rrespondiente di.1Llci6n + 15 ml. de agar f"lcConkey, se agitó 30, vec.9:, se 
o 

dejó solidificar, se incubo 24 horas a 37 c. '( se hi::ó el recuento en fil 

cuenta colonias. Se midió el pH a las cero, cuatr-o y veinticuatro hor::ts. 

3.2.4. Inhibición de la actividad enterotoxigénica de g~sgli por 

Se llevó a cabo en asas ligadas de intestino delgado de conejo de 2 

ml!'ses de edad. Las S cepas a probar se trabajaron en las giguientes ··--

condiciones: cultivo total con pase, cultivo total sin pase, sobrena--·· 

d•nta con y sin pase' de las cuáles y~ se tenían datos de su efir:ac:.i a -

•n la inhibición de g!..SQ!l enterotoxigénico in vitro 1 usando medio -
o 

buffer.ado. Se cultivaron en 6 ml. de caldo roges.a a 37 C durante 24 ha-

ras! inm:ul ando luP.go una mezc:l a de (l. 5 ml. de s~sQ!!. efit.i.1ndar1 = ado a 

55 1) nm y f..'I. l de absorbaPci.a + 2 ml. de bD.;.!QQªsill~1á en diferente --·-

condición de cultivo en códa asa. 

E!:QSl!.~H.m!.gQ~QI Fué 11 evada a cabo mi entras los t\ni mal es t?stab.:-.n ---

•nP.stPstadooa m~diante inhalaci6n c:on éter, se m~ntuvieron 24 ho1-as cm -

•yuno anteia de la ope"""ac:ión. El abdomen fuó ~bir.irto mediante Lma inci--

Si"n c1ti 8 C:IUo a lo lei.rgo da la lfne~ alba y':• C:IT'. ab~jo del -1iafra9m.:\. 

J.lrOL":ediando lLtego e:\ loc:ali~.;ir el intestino del.;)~do b=miendn la pr"ecav --

cien de descart.ar los prunt~·ros •l5 cm. de int~5t1no, L,..::, 11.1.:..durao;; :::~ 

efectuaron de 8-10 cm. deJ~i:-ido siempre 2 espacios dH a cm, c~dE\ uno 

entre 1 os segmentos donde se inoculaban las cep~s, coP el fin de e·. i t~r 

el paso de liquido de Lln segmento a otro en el caso de ser positiv~. 

Se inocula.ron 5 cepas por conejo 1 adema.s de la cepa .::ontrol positiva 

<2.5 ml de caldo TSB con S.?.~Q!..!. estandar"i:o:ado en ld::. condiciones an--
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teriorQSI y la ne9at1v~ <2.5 ml de caldo soya tripticaseina>. El proceso 

tot.:al ~e efectuó lo 1nás r-Apido posible, despl.léS los anim&les eran man

ter11dos en J.:tulas pr1vados de alimento y aón de agua durante las 19 ho

ras postoper·.ator1as, al final de las cu~les eran sacrificado& mediant• 

la int1alación de una dosis exc:esiva de atar. El abdomen 'fue abierto 

inmediatamente, removiendo lue90 el 2ntestino del9ado y anotándo la 

presencia de liquido en las asasy asi como el volumen acumulado, conei

derclndo$a cerno positiva la reacción c:t..tando las as•s acumulaban 2 VftCes 

o más la dosis que se inoculó. 

3- .. ::?.5. Inhibición del ct"•ecimiento de ~_u por vinagre de alcohol de 

ca~a al SOY. in vivo. 

A dos camadas de 10 gazapos ce.da una, de 3 dias de nacido& se les -

administró por vía oral con ayuda de una cánula t.5 ml de ~ de -

24 horas de cree: ido, estanda.ri zado a 5~0 nm y O .. t de absorbanc ia .. Se -

S5iper6 4 horas y posteriormente ~e admirristró 0.3 ml .. de vinagre de al

cohol de cal"'la al 50'%.. La dosis de vina9yie se sacó en base a la adminis

trada al !echen, la cuál es de 5 ml. para 1500 g (1'1orrill.a, 1983!. 

Tomando en tuenta el peso promedio del gazapo que es de 80 9. Se 

esper6 24 horas sin quitárselos a la conej-.. Y posteriormente •e sacri

ficat·on con éte1~ o descerebra:ndolos. Se Erntrajó el intestino y se cor-

taran 2 1r-agmentos, uno pa,..a hitcer recuento bacteriano, el cu~l se puso 

en una ce.Ja de F·etri estér~i l, se adicionó solucíón salina fisiológica -

estéril, s.e maceró y se hicieron 5 diluciones en 4.5 ml. d• S.S.F. Se -

sembraron eh agat~ Mc:Conkey por profundidad. Poniéndc 1 ml. de cada di-

lución + 15 ml. de aga~ McConkey, se hizO por duplicado. Otra fracción 
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se lavo con soluci6n Serensen Fosfato Buf-fer frío, usando para ello una 

Jeringa de tuberculina y una aguja de calibre 27 M 13 (1/2 1
') para---

limpiar bién el intestino de restos fecales y conservándolo con una --

solución de Formaldehído al 10% en PBS para sL1 posterior proceso histo

patol6gico. A dos gazapos de cada camada se les administro solamente 

1.5 ml. de ~~~gt~ <Control+), para ~onfirmar por medio de recuemto 

de bacterias el grado de colonización en el intestino delgado. Y al otro 

gazapo se le administró agua destilada estéril para poder observar- que 

el intestino de estos animales ~ los 2-3 dia~ de nacidos esta libr~ d& 

3.2.6. Inhibición del crecimiento de g!..S9l!.. por kªS~Qlaª~i!.!.': .. z iEt: 

m~u!gm usando sobrenadante con pase. 

Se usaron 2 camadas de 11) gazapos cada una, de .3 dias de edad. Se les 

administro por· via oral c:on ayuda de una cánuls 1.5 ml de S:!...GQl!.. 

esta.nd•rizado a 550 nm y c).1 de absorbancia. Se esperó 4 horas y po~te

riarrnsnte se leg administró 0.6 ml de 5obrenadante con pase de la cepa 

de 6K!Qbi~!.!!.Y~· Pa.ra obtener el sobrenadante se CE'r"ltri fugo a 1,500 

•·pm durant1t 15 mtnutos. La do'3is fue de 0.6 ml- Oesp1 . .-es de 24 huras se 

sacr1fu..:.\ron. Se hicieron':· di.11..tc:iones y re\:u~ntu pnr nrofun·1idad. 1Jn:i 

fre.cc1.on del intestino se li:\VÓ ¡ ~e p•_tsc Pn sCJlución cJ•. Fot 111L•!=-h~hÍdü .,.i 

l•"'.'% en PBS. T~mbién Be deJa1~on 2 1Ja:?.1pos •.::omo .-cintt \lle~ pr1:=;J ''-05, a 

los que 5e les admini5tró !.5 ~l rlA ~~fQlL estand~ri-~do. ·,·un g~:~po 

de cada c&••d.:o. a lo;; c ... ,:..1es se les admin!~tr·o agua de,:;tilada estéril. 
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3.2.7. InhibiciOn del crecimiento de S..:..S:-91.!. por ~ctobacill~~ 
fermentum usando cultivo total con pase. 

Se trabajo de la misma forma que en el punto •nterior. Administrando 

0.6 ml de cultivo total con pase • 

..... ..J. Se estudiaron las lesiones histopatol-ógica.s en· el intestino del-

gado de gazapos usando acidificantes vegetales y biológicos. 
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4 , RESULTADOS. 

3.2.1. Se encontró que las 5 cepas trabajadas son efectivas para 

inhibir el crecimiento de g~~gli in vitre <Tabla 1). 

3.2.2. S~ observo in vitre que con el uso de cultivo total de la5 

diferentes cepas de b~~~ggª~Lll~§ se reduj6 el crecimiento de -

s~~gli enterotoxigénico, obteniéndose un maximo de 9obrevivencia 

de 29.7é'l. y un minimo de 0.01% <Tabla y Figura 2>. 

Al us.J.r el sohrenadante de las cepas de b2S.!:9.t?!!~Ll!!:!§., se -

reduj6 marcadamente el crecimiento de ~~fQ!L enterotoKigónico, el 

mAxifftD de sobrevivencia fue de 19.21% y el mínimo de 1).1)03X (Tabla 

3 y f."igura 2>. 

En li\ Figura y Tabla 4 se observa que la me:r.:cla de bªst.Ql2.!~t.iL1Y.§ 

iflhibe el crac1maento do e;,.!.c;gl!., pero no tan eficiente como las ce

pas t.ra.b.!jad•s individualmente. Se obtuvb Lln mínimo de ~ob1~ev1vi:;:ncia 

da t.~3% y un m•Mimo de B.69'l.t pero comparado este valor con el 100% 

•e va que si ~• r"P.dr.tce notablemente. 

S6lo se observó Vi'riación l1e pH con tend¿.ncia a d1!".minuir en !::i.s -

cepa'ii porcinas de origen no d.iari·eoico. En las de orlgen diarreico y -

comercial se obtLIVó un valor de pH má~d1no de 5.3 y como mínimo de 5 

,.,.,gLwa y Tabla '3). 

En la cep., 61 con so.brenad8nte y con pa~e se obser-v6 aumento de pH 

~las o horas, siendo como máxim13 de 6.0 y mínimo de 5.6 (FigHra y 
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Tabla 6). 

3.2.3. En la Figura y Tabla 7 se encentro que con el uso de acidifi-

c:antes veget:alag la má:<irna dilución de todos ellos que inhiben en lf)O'l. 

el crecimiento de S~~glt es 1:4. Sin embargo, todos los acidifican-

tes pueden di luirse aán hasta 1116 y obtener un porciento de inhibición 

aceptable. 

No se observó variación significante del valor de pH a diferentes 

tiempos L1sando medio bufferado <Figura y Tabla 8). 

3.2.4. Se obervó q1..1e el comportamiento de los b!s;~91.2..!~!!.l\;!!! in vivo 

fue más constante y eficiente con las cepas de origen porcino. La --

inhibición de É!..SQ!i. fLle más efec.tiva fOt)% con el uso de cultivo to

tal. Aunque con el sobrenadante el porc'ianto da inhibición también e<a 

bueno <Figura y Tabla 9). 

La inhibición de S..!.c;.9Ll tuvo mejor efecto c:on el uso de cultivo 

total y con el sobrenadante las cepas de origen no diarreica uon las 

que mejor pr·es<~ntaron este efecto <Fifura 9 y Tabla 11)) • 

. -;.2.5, Como se mL12stra en la Tabla 11 y 12 el porcentaje de inhibición 

de crecimiento de ~..!.c;;.Q!.!. encontrado con el uso de vinagre iue muy -

dl to. 

3.2.b. El porcentaje de inhibición de crecimiento de ~~sg!l fu• muy 
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.,\ 

alto, siendo ffiayor con el uso de sobrenadante con pase, el Ct.lál es _..:.. 

casi de 100X !Tabla 13, 14 y 15>. 

3.3. En el estudio histopatolOgico se encentro que los vinagres pro--

ducen mayor grado de lesiOn que los b~~~Qt!~~!Ll~§ a nivel del epite-

lio inte~tinal. 
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TABLA 1 

HALOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE ~ POR CEPAS 

CEPA DE 
Lactobacillus 

CORil3EN> 
DIARREICA 
4c 

NO DIARREICA 
61 

69 

COMERCIAL 

9 

SN 
1 

DE L•ctobacillu•. 

# DE PASES HALO DE 
!NHIBICION 

2 ++++ 

2 +++ 

2 +++ 

2 +++ 

2 +++ 

HALO DE INHIB!CION MAXIMO 3cm.= ++++ 

# DE PASES HALO DE 
INHIBICION 

3 +++ 

++++ 

3 ++++ 

+++ 

3 ++++ 
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TABLA 2. 

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE g~~QL~ POR ACCIDN DE LOS METABOLITOS 

CEPA DE 

<ORIGEN) 
DIARREICA 
4c 

CON PASE 
4 

K 10 

3.0 

CULTIVO TOTAL 

0.1 

SIN PASE 
4 

" 10 

eso.o 29.76 

------------------------~-~~·:·U~~,::_~:~~-·~-------------------------------
NO DIARREICA 
61 
68 

COMERCIAL 
9 
SN 

1 

27.5 
o. 7 

2.7 
1),5 

4 

(J.96 
0,1)2 

(J.(19 

1). c)l 

CONTROL POSITIVO m 2856 x 10 col/mi. 

a.1:i 
72.1) 

8. 1) 

61).1) 

(1.28 
2.5 

0.28 
2.12 
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TABLA 2. 

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE E.coli 

POR ACClON DE LOS .METABOLlTOS DE 

Lactobacillus EN MEDIO.SIN 

BUFFERAR. 

CULTIVO TOTAL 

81 111 o 11111 
CEPAS .DE LACTOBACILLUS 
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TABLA 3. 

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE ~~~gL~ POR ACCION DE LOS METABOLITOS 

DE b!~$9~~~l!L~! EN MEDIO SIN BUFFERAR. 

CEPA DE 

<ORIGEN> 
DIARREICA 
4c. 

NO DIARREICA 
61 

68 

COMERCIAL 
9 

SN 

CON PASE 
4 

" 10 

·L3 ,· ... · .. ~~1:94 
·0;03 

4 
CONTROL POSITIVO = 2856 x 11) col /mi. 

SOllRENADANTE 

SIN PASE 
4 

X 10 

40.0 

90.0 

·0.004. · 

19.21 

1.40 

3.1 
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TABLA 3. 

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE E. coli 

POR ACCION DE LOS METABOLITOS DE 

Lactobacillus EN MEDIO SIN 

BUFFERAR. 

SOBRENADANTE. 

et 111 • DI 
CEPAS DE L.\CTOBACJLLUB 
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TABLA 4. 

PORCENTAJE DE SOBREVIVENClA DE ~~-~Qb! POR ACC!ON DE LOS METABOLITOS 

DEL POOL DE CEPAS DE b2~~Q92~l!ll!~ TRABAJADAS. 

POOL DE 
b!~l;QQi.!OÜ!.l!'é. 

CULTIVO TOTAL 
CON PASE 

SOBRENADAN TE 
CON PASE 

CONDICIONES OPTIMAS 

'l. DE COLONIAS 
4 

)( 10 

CONTROL POSITIVO 2 2856 x cal /ml. 

MEZCLA DE CEPAS: 4c, 61, 6B, 9 y SN 
1 

'l. DE SOBREVIVENCIA 



• 
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FIGURA 4. 

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE E.coli 

POR ACCION DE LOS METABOLITOS DEL 

POOL DE CEPAS DE LACTOBACILLUS 

TRABAJADAS. 

CEPAS DE L\Cl'OBACW.US 

* CULTIVO TOTAL CON PASE 

** SOBRENADANTE CON PASE 

*** CONDICIONES OPTIMAS. 

4c-Sb-Cp 

61-Sb-Sp 

68-Sb-Cp 

9-Sb-Cp 

SN -ct-Cp 
1 
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TABLA 5. 

CEPAS DE ~~~~gg~~~ll~~·v SU VALOR DE pH A DIFERENTES TIEMPOS EN 

11EDIO .SIN BUFFERAR, SIN PASE. 

CEPA DE 
b!!!;t:,Q9,~c;!.!.!YÉ 

<ORlGENl. 
DlARREICA 
4c: Ct-Sp 
4c: Sb-Sp 

NO DIARREICAS 
bl Ct-Sp. 
bl Sb-Sp. 
bB Ct-Sp. 
68 Sb-Sp. 

COMERCIAL 
9 Ct-Sp. 
9 Sb-Sp. 
SN Ct-Sp. 

l 
SN Sb-Sp. 

1 

CONTROL. POSITIVO 

O HORAS 

5.2 
5. 1 

6.B 
6.8 
6.8 
6.8 

5.(J 
5,1) 
5.2 

5, 1 

6.8 

Ct-Sp. CULTIVO TOTAL SIN PASE. 

Sb-Sp. = SOBRENADANTE SIN F'ASE. 

4 HORAS 24 HORAS 

pH 

5.0 5.1) 
5. 1 5.2 
5.0 5.0 

5.2 0.3 

6.1 
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FIGURA. 5 

CEPAS DE Lactobac i 1 lLlS V SU 

VALOR DE pH A DIFERENTES 

TIEMPOS EN MEDIO SIN 

BUFFEí<AR, SIN PASE 

TIEMPO EN HORAS 
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TABLA 6. 

CEPAS DE k~E~gQ~Etlt~~ V SU VALOR DE pH A DIFERENTES TIEMPOS EN 

CEPA DE 
k~~t99.!S.il.!'d~ 

!ORIGEN> 
DIARREICA 
4c Ct-Cp. 
4c Sb-Cp, 

NO 
61 
61 
68 
68 

DIARREICA 
Ct-Cp. 
Sb-Cp. 
Ct-Cp. 
Sb-Cp. 

MEDIO SIN BUFFERAR, CON PASE. 

O HORAS 

5.0 
5,c) 

b.:5 
· 6.o«·· 
-6.f· 
6.6 . 

4 HORAS 

pH 

24 HORAS 

___________________________ ....:~..:.~-~.::_ __ ~-~~:..~·:....:.~...:.-.'.:.;~ __ .:_:.~::.:~:..:~-._:.:..~;..~;..:~-.:..:-__ ;-----
COMERCIAL 
9 Ct-Cp. 
9 Sb-Cp. 
SN Ct-Cp. 

1 
SN Sb-Cp. 

1 

s.1 
5.l 
s.o 

5.C> 

s.c) 
s.2 
5,(1 

5. l 

·:, :. ·.<··; ' 
s.o.: 
5.•3 
s;o:-,--

. ~~: .~:;::_-"o~.~~·~'.c 

-------------------------------------------.-~---~-.:.~::.¿~~~~:~·::_.~~~~...::':...-;-;'------

CONTROL POSITIVO 7. •) 

Ct-Cp. 

Sb-Cp. 

CULTIVO TOTAL CON PASE. 

SOBRENADANTE CON PASE. 

·, ,. 

;:.·;·\ 
o 
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e.& 

e 

! 
11.11 

11 

4,11 
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FIGURA. 6 

CEPAS DE Lac:tobac:illus Y SU 

VALOR DE pH A DIFERENTES 

TIEMPOS EN MEDIO SIN 

~• ll=FERAR, CON PASE 

TIEMPO EN HORAS 

[;§ u 

f2:! • 
llH 
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TABLA 7. 

PORCENTAJE DE SODREVIVENCIA DE s~~Qll POR ACCION DE DIFERENTES 

ACIDIFICANTES VEGETALES EN MEDIO BUFFERADO. 

ACIDIFICANTE 

VINAGRE DE ALCOHOL 
DE CARA 

DILUCION 

112 
114 
!18 
1r16 

1);0017:': '<· 
o.oon ···-' ... ,; 

---------------------..:.-------------------------------~~..:.-·.:::1L:_..2i::i~'.;:;_::_.:.;_ . 

VINAGRE DE MANZANA 

ACIDO ACETICO DILUIDO 
AL 5'l. 

ACIDO ACETICO DILUIDO 
111000 

1:2 
1r4 
1r8 
Ir 16 

1:2 
!r4 
1:8 
1•16 
!r32 
1•64 
!: 128 
lr256 

1: 2 
1:4 
1: 8 
1: 16 
1:32 

4 
CONTROL (+) ~ 2826 K le) col /mi. 

:..-:.·:,1·-". 

0.0005'. 
o. 0<)67 

o.·12 
e). 11 
0.1~9 

1),1)32 

O.C>40 
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FIGURA. 7 

PORCENTAJE DE SDBREVIVENCIA DE 

E.coli POR ACCIDN DE DIFERENTES 

ACIDIFICANTES VEGETALES EN MEDID 

BUFFERADD • 

1:8 1:18 1:84 1:1111 1:811t 1:18 1:111 
ACIDIFICANTES VEGETA.U:S. 
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TABLA 8. 

ACIDIFICANTES VEGETALES V SU VALOR DE pH A DIFERENTES TIEMPOS EN 

MEO !O BUFFERADO. 

cK!DlF!CANTE 
VEGETAL. 

VINAGRE DE MANZANA 

VINAGRE DE ALCOHOL 
DE CAÑA 

D!L.UC!ON 

1:2 
1 :4 
1: 8 
1: 16 

1:2 
1:4 
1:8 
1: 16 

O HORAS 

pH 

3.9 
4.2 
4.4 
4.8 

3.9," 
4.2 
4.4 
4.7 

4 HORAS 

4.0 
4,2 
4.5 
4.8 

3.9 
4.2 
4,4, 
4.'7 

24 HORAS 

4.0 
4.2 
4.5 
4.7 

3.9 
4,2 
4,4 
4.7 

----------------------------------~--~--------~-~~~-~------------------
AC IDO ACET!CO 
AL 5'l. 

CONTROL (+) 6.5 

1:2 
1 :4 
1:8 
1: 16 

3,4 
3.6 
3.7 
3.9 

3.6' 
3.5 
3.7 

,3,9 
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Fll3URA B. 

ACIDIFICANTES VEGETALES Y SU 

VALOR DE pH A DIFERENTES 

TIEMPOS EN MEDIO BUFFERADO 

VINAGRE DE MANZANA. 

TIEMPO EN HORAS 



o 
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FIGURA 8. 

ACIDIFICANTES VEGETALES Y SU 

VALOR DE pH A DIFERENTES 

TIEMPOS EN MEDID BUFFERADD 

VINAGRE DE ALCOHOL DE CAÑA. 

' TJEMPO EN HORAS 



.. 

o 

- 66 -

FIGURA S. 

ACIOIFICANTES VEGETALES Y SU 

VALOR PE pH A DIFERENTES 

TIEMPOS EN MEDIO BUFFERADD 

ACIDO ACETICO AL 5% • 

' TIEMPO t:N HORAS 
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TABLA 9. 

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ENTEROTOXIGENICA DE s~~g~i 

CEPA DE 
bª~tgtJ.~c¡i!.lld~ 

<OR!Gi;Nl 
DIARREICA 
4c: 

NO DIARREICA 
61 

68 

CULTIVO TOTAL 
:t. DE INHIBIC!ON 

100.(J 

11)0. t) 

SIN PASE 

SOBRENADANTE 
:t. DE INHIBICION 

5.26 

89. 48 

93.69 

-~--------------------------------------------------------------------

COMERCIAL 
9 

SN 
l 

CONTROL POSITIVO 

101).ú 11)(1.1) 

100.•) 36.B 

4. 75 ml. 
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FIGURA 9, 

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA 

ACTIVIDAD ENTEROTOXIGENlCA 

DE E.coli PCR Lac:tobacilll.ts 

EM ASA LIGADA. 

CULTIVO TOTAL 

CEPAS DE LACTOBACIUUS 
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TABLA 10. 

PORCENTAJE DE INMIBICION DE LA ACTIVIDAD ENTEROTOXIGENICA DE !;_,_!Og!.i 

CEPA DE 
b!!!;~Wªli!U!!!i 

<ORIGEN> 
DIARREICA 
4c 

ND DIARREICA 
61 

68 

CUL Tl'IO TOTAL 
1' DE INHIBICION 

100.0 

CON PASE 

SOBRENADAN TE 
1' DE INHIBICION 

15.78. 

78.95 

91.58 

--------------------------------~-------~-----------------------------

COMERCIAL 
9 

SN 
l 

CONTROL POSll'IVO ~ 4. 75 mi. 

5.27 5.26 

100. o . 15.79' ___ _ 
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FIGURA. 10 

PORCENTAJE DE !NHIBICION DE LA 

ACTIVIDAD ENTEROTOXIGENICA 

DE Ecoli POR Lactob~cillus 

EN ASA LIGADA. 

SOBRENADANTE 

CEPAS DE LACTODACILLUS 
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TABLA 11. 

PORCENTAJE DE SODREVIVENCIA DE g~~gli OESPUES DEL TRATAMIENTO POR 

VIA OHAL CON VINAGRE. 

¡-.1JStS 

&~~2H· 

CONTROLES GAZAPOS* 

~~~~!L + vinagre 

CFU 

3 
244.7b" 10 

3 
0.8407 X 10 

• 2 CAMADAS DE GAZAPOS. 

;,: SOBREV. 'l. INHIB. 

99.b5 
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TABLA 12. 

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE ~~~gli DESPUES DEL TRATAMIENTO POR 

VIA ORAL CON b~iscm~n~~ffi· 

DOSIS 

7 
1.1x10 

7 
1.11<10 

CONTROLES 

3 
244. 76M 10 

3 
244. 76x 10 

*CULTIVO TOTAL CON PASE. 

** SOBRENADANTE CON PASE 

6AZAPOSIX 

CFU 

3 
5.07x10 * 

0.57 ** 

S. SE USARON 2 CAMADAS DE GAZAPOS. 

NOTA: SE USO LA CEPA 68. 

Y. SOBREV. Y. INHIB. 

2.07 97.92 

0.24 99.76 
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TABLA 13. 

RESULTADOS DE HISTOPATOLOGIA DEL INTESTINO DELGADO DE GAZAPOS USANDO 

DOSIS 

0.3 ML DE VINAGRE 

0.7 ML DE VINAGRE 

1.0 ML DE VINAGRE 

1.5 ML DE E.c:oli 

1.5 ML DE E.c:pli 
+ 

0.3 ML DE VINAGRE 

CONTROL 

ACIDIFICANTES VEGETALES + E.coli. 

CAMBIOS OBSERVADOS 

DEGENEF:AC ION CELULAR LEVE, 
DISTORSIOrJ DE ALGUNAS VE
LLOSIDADES. 

DEGENERACION EPITELIAL SEVERA, 
DISTORSION DE VELLOSIDADES. 

DEGENERACION DE CELULAS EPITE
LIALES SEVERA, DISTORSION DE 
ALGUNAS ~ELLOSIDADES, DESPREN
DIMIENTO DE MUCOSA. 

DEGENERACION CELULAR LEVE. 

NECROSIS DE VELLOSIDADES 
CONGESTION V HEMORRAGIAS 
MODERADAS, INFLAMACION -
AGUDA. 

GRADO DE LES!DN 

+ 

++ < 

+++. 

+ 

+++ 

SIN CA~lBIOS PATOLOGICOS APARENTES 



- 74 -

TABLA 14. 

RESULTADOS DE HISTOPATOLOGIA DEL INTESTINO DELGADO DE GAZAPOS USANDO 

AClDIFICANTES BIOLOGICOS + s~~2Li• 

OOSIS 

1.5 ML DE S.:.~9li 
+ 

O.ó ML DE Sb-Cp. DE 
CEPA 68 

1, .s ML DE 5.:.S.Qli. 
+ 

O. 6 11L DE Ct-Cp, DE 
CEPA 68 

CAMBIOS OBSERVADOS 

DEGENERACION VACUOLAR 
DE ALGUNAS CELULAS DE 
LA SUPERFICIE DE LAS 
VELLOSIDADES. 

DEGEl~ERAC ION VACUOLAR 
DE ALGUNAS CELULAS DE 
LA SUPERFICIE DE. LAS 
VELLOS IDA DES, 

Sb·-Cp. 
Ct-Cp. 

SOBRENADANTE CON PASE. 
CULTIVO TOTAL CON PASE. 

GRADO DE LESION 

-/+ 

+/-
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5. DISCUSION. 

Debido a que la incidencia de diarreas en las granjas porcícolas 

sigue siendo causante de pérdidas económicas a pesar del mejoramiento 

en si!Stemas da producción, es necesario tratarlas y la forma actudl -

más común es con el uso de antibióticos o quimioterápicos, los cuales 

crean una serie de alteraciones en la flora fisiológica digestiva --

causando un desequilibrio de l• misma, ayudando a la proliferación de 

la flora pat6geh• capa: da producir enfermedades infecciosas. Esto 

lleva consigo determinados problemas infecciosos de tipo local o gene

ral y •obr• todo unA disminución de la digestibilidad de todos los --

componentes de los a.l1mentos, con lo cuál lu producción se ve d1stm1nLti

da. Como consecuenciil de todo elite, cada ve= es más conveniente la uti

lizaciOri de PROblOTICOS qL1e ayuden al establecimiento de una flora 

con gran potencial da fermentación. V de AClDIFICANTES VEGETALES --

<Kultlbol, 1'183). 

Se ha obs•rv&do 9ran inhibición del crecimiento in vitre con el uso 

de Lac:tobaci 1 tus sobre Salmonel ll\ 1 E. c:o l i. Staphyloc:occus aureus -

(Shahani et al •• 197ú' Whe&ter et &l. 1 19521 Dahiya and Speck, 1968; -

Gillil~nd and Sp•ck, 1977>. Se h• demostrado el efecto antagonico de -

b@ctobacill.!:!.fi. y E.coli in vitre, en cajas de agar donde hay una -

amplia zona de inhibición de~ y otros micrcor9anismos <Fuller. 

R. and B.E. Brooker, 1974. de G. Mitchell and R. Kenworthy. 1976, --

r~portilron que una ;:ona de inhibición > 0.5 cm de diámetro ~ +++, 

0.5-0.3 cm d• diámett~o = ++, 0.3-0.1 cm de d1ámetro = +. y s1 no hubo 

zona de inhibiciOn = -. ~n eBte estudio se encontró que la actividad 

anti-bacterial estuvo entre +++ y ++r+ en las cinco cepas de Lae.toba--
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.. .-i l lu~ trabaj¿.dae. Ver tabla 1. 

E:.,.pei-iinento.;; 1n vivoi 1ndic:~n c:omo los '=.~~~Q!.2ª-S!..lL!:!fil inhiben la -

ent:erotoxina inducida por Ss~b~r:u;tu.ª-'=-9L!. <citodo por Te.nnoc:k 1 G.(.i.J. 

et el. 1 1~821. Tamuien Fuller·, R. al"'ld B.E. Brookel", 1974, mencionan la 

-='Ccion bntagon1ca entre b~f;t,gQ.~c;.llh!§·Y S~c;.QL!. en donde los Lc"\c:to-

b¿\r.:i l lus ejercen una ac:cion bacter1ostát1c.a frente a É~SQl!.· En este 

trabaja se encontró que el mínimo porcent&je de sobrevivenc1a de 

S.:..~9!.!. por 1 a o.cc.i ón d&l c:1..tl ti vo total de b2.~l99..§~!.!.l':!g: con paE>e en 

medio si11 nuff~rar <Fig. y Tabla 2) fue de 0.01% para la cepa SN 
1 

Y sin p~s~ de 0.28X para la cepa 61 y 9. Como se reportó en la tesis 

de M.;.\rquez Codina, 1989; siendo semejantes los resultados en medio 

bu.ffP.ri'\dü. El porcentaje tan bajo usando pase, puede deberse a que hec.y 

un mayor crecimiento de '=2~tQQ~~i!!.~§. , mayor concentraciOn de 

t1act.i;?t·1oc1nas 1 met.:ibalito:>s y de sustancias con actividad anti-g_.!.¡¿gl.i. 

efec1.:o::: que no se potenciali~an cuando no se hace Pª'l'.iª• Con el uso de 

sobr~nadante con pase en medio sin buff&rar <Fig. 2 y T•bla 3> el --~-

porcentaje de sobrevivencia es suma.mente pequef"lo 0.003'l. para la cepa 68 

y sin pase de 1).1)37. par~ la cep~ 61. En la tesis de Márquez Cadin•, 1989 

se reportó que con el LISO de medio bufferado al menor porcentaje de so-

brevivenciafue de 1),1)47. p3;ra la cepa 68 y 1).1)!% para la cepa 4c. Como -

se observa con el uso de medio sin bufferar la inhibición del crecimien-

to de S..:.~Ql.!.. es mti!r...:...t" , 1 o que pL1ede deberse a que cada cepa d1= ------

b.i!t;:.!;.QQªG.LlL~H!. tiene • . .in pH óptimo en el cuál c:rece mejor y libera sLts 

me-~t~Jbalttos de una manera más eficiente. Lo que no vucedió con el uso da 

mf~dic; buffet-ado, r:on el cuál se permitió un crecimiento ligeramP.nte 

mayor de S.:.~Q!J ... También aq1..d posiblem~nte los io.,es PO: contenidos -
4 
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en el rneidc bufferado bloquean a alteran alguna ts) ruta <s> metabólica-

(s) de los Lactobacillus impidiendo que su actividad sea completa. 

En cuanto al valor de pH se observa en la' (Fi9. y Tabla 5 y 6) puede 

decirse que el mecánismo por el cuAl actüa la cepa 68 no es sola~ente 

por disminución de pH, ya que es casi neutro, situaciOn similar se----

observa en las otras cepas donde el pH oscila como minimo de 5 y máximo 

de 6.8, sino posiblemente por bacteriocinas como se menciono anterior--

mente u otro de los me~anismos previamente propuestos <Tortuero, F. ---

1973; Stern and Storrs, 1975; Shahani et al., 1977; Gilliland and Speck 

1977; Wolter, r,. et N Henry, 1982; Moose, M. 1987). 

Con •l uso de scbrenadante sin pase en medio sin bufferar, ver Cfig. 

y t•bla :S> comparado con lo que se reporta en la tesis de Marquez Co--

dina, 1989; se observa que se obtuvieron mejores beneficios con el uso 

de medio &in bufferar. Por lo que se sugiere que cuando se use una cepa 

de Lac:tobacillw; como Prabiótico se le realizan pases para concentrar 

las sustancias Froducidas por ellos. 

Savaqe, 1977; (citado por Tannock, G.W. et al., 1982), encontró que 

la alimentación con cultivos de h•ctgbtcillus • ani .... les e& un pro--

blema de uso pr•ctico, a menos qua la& cepas bacterian~~ sean cuidado-

•ament• selec.cio"nadas de acuerdo a su habilidad para formar Poblaciones 

••tables an el tracto gastrointestinal. Con el emplee de la mezcla de -

Lactob•cillus en medio &in bufferar, <ver Tabla 4) usando sobrenadan-

te ccn pase y en las condiciones óptimas el porcentaje de sobrevivencia 

d• ~ eli muy bajo t.75%. y 1 .. 76% respectivamente. Y con la mezcla 

de cultivo total con p~se se observó que es de 8.b9%, la cual comparado 

con el 100%, ta.mbién •• bajo. Por lo que se sugiere que para la ela----

boraciOn da un Probi6tico es importante estudiar todo el comportamiento 

' 1 
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y condiciones de la cepa individualmente, y se podría usar una sola ---

cepa si esta es buena. 

Al medir el pH <Fig. y Tabla 5,6> y su relación con el grado de aci-

de;: muy marcada, a diferencia de los vinagres en el cuál se obtuvó va-

lores de pH más ácidos. Esto puede servir para explicar porque en el --

estudio histopatológico con el empleo de vinagres, se presentaron le---

sienes en el intestino de 9a=apos ver <Tabla 14). 

El rol que juei;,an los ácidos orgánicos ·p~ra ayudar .a acidificar el -

estómago y reducir los conteos bacteriales fue investi9ado por el Dr. -

Gary Cromwell en la Universidad de Kentucky, en este experimente usó --

Acid-Pak 4-loJa~·, un acidificante comercial de Alltec:h, que contiene una 

combinación de ácidos orgánicos <cítrico, sórbico y benzoato), también 

una cantidad substancial de células bac:teriales Lac:tobacillus acido 

P..b_ilus y Streptococcus faecium y enzimas (citado por Easter, R.A. 

1987). También reportó que acidific.a.ndo la leche de beber se ejer•ce una 

acción bacteriostática, reduciendo de esta forma bacterias contaminantes 

como E.coli enterotoxigénica en el sistema di9estivo. Al disminuir el 

pH en el estómago la actividad del pepsin6gano ~umenta dando como re--

sultado un aumento en la eficiencia digemtivA. Packett a.nd Butcher <19-

63) reportaron que con la adición de •cido c{trico a le dieta de vacas 

se presenta un efecto curativo sobre las diarreas. En este trabajo se -

encontró que in vitre efectivamente lo& ácidos org.inicos como el Acido 

acé1:ico del vinc:1i;we inhibe el crecimiento de E.coli. Se obtuvó adem•s 

i~uc l~' m,'\::ima dilución de los acidific:antes en medio bufferado que inhi

be ed .1olÓÓ'l. de crecimiento de E.coli es 1:4. Aún cuando diluidos hasta 

1:16 y aún 1:64 podrían ser utili;:ados, ver CFig y Tabla ?l. Marquaz --
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Codina, 1989: reporto que con el uso de ac1dificantes vegetales en medio 

sin bufferar la md~imrt dilución que:: inhibe el 11:11)~~ es J:4. 

Como se observa en la <Fig y Tabla 8) aparentemente no hubo variación 

del valor de pH a diferentes tiempos usando medio bu-fferado. Y con el -

uso do medio sin bufferar como se reportó en la tesis de Marquez Codina 

198q; el valor de pH tendió a ser ligeramente má:; ácido lo que explica 

el porque con el Rmpleo de medio sin buffe1-a.r la dilución máxima inh1--

hitoria del crecimiento de ~.!..S.9l.i. es 1:8. 

Fuller, R. 1975 1 repo1·to qLle e:<perimentos in vivo e in vit1-o indican 

que los ~ª~~gQastlt~ª se est~blecen en el intestino previniendo la --

colonizaci6n por ~~~U~Ci~bl~-SQlL, adembs de producir sustancias en -

c'1ntrc? de la enf:erotaxina. En este trabo.Jo ~e encontr6 un porcentaje ---

1nayc.w de inhibición de la actividad enterotoxigénica de St..!iQll CFig 9 

y Tahlia 9 y 10) con el uso de cultivo total con y sin pase, no as:l con 

el ~obrencJ.d~nte con y stn pase ya que estci. inhibición fue menor, lo quP 

se pod1·ia e:.c.plicar debido :3. q\.\e en la p1·uebi.\ de ase ligada en conejo 

los b2c;.~Q~!!.El!.l.!::Hi permanecen en contac:to 18 hrs. con la S::...!;Q!i. pu--

dlorH.lo segLtir \ibr:.-1·ando mayor c.antidad de anlienter-ot:oxina y bacte1·io-· 

c.1 r1n~, it.demás podr i~ estar el b~i=,t.Q9.~f.!.l.l'd.E. adheriendose y comp1 tiendo 

por 1Hipit.cio 1 incrementandose estas accioru,~s mezclada-s. V con el empleo 

de snbrena'-1ante sólo se tiene lil anti-~:.nterotoxinet, bacteriocinas, =.\ci 

dos j..:.nic:os, per6:.ido de hidrógeno y el lact.i~t'..l lit".l~1·ado ctLtr~nte el 

Otrt.i hecho de interés encont,.ado a través de e~-:.te trabajo es el que l.,. 

adnnr •• ;;tt-='.c:i6n oral dE:f ::icidific:antes vegetalHs a g.,.i;-~pos pc-i.r-r:i e-.i::1.li..tar 

el lndice de sobr·evivencia de S!.c;gl.!. 1 qlie como se muestra en la (Ta--

bla 11), es muy eficiente pari.\ reducir "'?l c:r·ecimiAnto de eñt~ bacteri~ 
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Lo que coincide con (Scipioni. et al., 1978>, quién encontró que die

tas a. las que se les adicona .-leido c:Ítr1co favorecen a que el pH de---

crezc:a y el número de E.c:oli en estómago y duodeno se vea reducido. 

Este mismo investigador en 1980, también mostr"O reclucci6n en el nú

mero de coliformes en vat~1os segmentos del tracto intestinal de cerdos 

alimentados con ácido fumár1co. Los niveles de ácido que el u~6 e•tuvie

ron en el rango de o. 5 a 4. Oi' •• Ademas lie ha~ report~do reduce iones en -

el conteo de E.coli en el duodeno y yeyuno en cerdos alimentados con 

dietas acidificadas. 

En lii <Tabla 12> se observa que la cepa de L. fermentum tuvo muy -

buen efecto en la inhibición de E.coli, ~rincipalmente con el u&o de 

sobrenadante con pase que fue de 99. 76i'., comparandose igual in vitre, 

lo que pone de manifiesto que probablemente es la competencia por espa

cio, y la producción de sustancias inhibitot .. iav lo5i. principales factores 

q1..1e contribuyen a la supresión de Escherichia coli.l'or lo que en base 

a los resultados obtenidos se sugiere que alimentando a cerdos con pro

ductos fet~mentados con Lactobacillus se produce supresión del crecí-

miento de f-.c:oli en el tracto dige9tivo. Estos datos también coinciden 

con Muralidhara et al., (1977) quién reportó que con la inclusión de -

Lactobacillus en la dieta de lechones se provoca una diaminución en -

el m:1mero de ~c:oli. Al igual que Ellinger et al., <1978) quién----

observó disminución en el número de coliformes en las heces d• vacas 

cuando fueron alimentadas con leche adicionada con L .. acidophilus. 

Moose, M.:1rvin, 1987, reportó que lo!i Lactobac i l lus y Str•ptcco-

~~!d§. son las especies más comunmente usadas en la terapia de enferme

dades intestinales de tipo bacteria!. Las cual•• son seleccionadas en 
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b~.\:::.e d. su hab1l idad para sobrevivir el paso por el estómago e implemPn

tarse en 81 intestir10. 

En la TablO;\ <1::: y 14> se observa que los vinagre~ producen mayor --·· 

grada de lesión en el epitelio intestinal, ~ diferenciA de los bª'~9-

'2.e~i!.lY§. cuyos efectos fueron casi insignificantes; lo que concuerda 

con Pallm ... mn, O.S. et al. 1 1984; quién no detectó alteraciones morfoló·· 

gic:as significativas en las examinaciones. histológicas, con el uso de -

prP.p;.u-¿l.C i. anes fermentadas con bªS.!Q!E~.~;J_l·!.Y3.• 
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6. CONCLUSIONES. 

En base a los resultados encontrados se puede concluir qu•i 

a> Los b.2.~t2...elil.l!::!..§. casei §11!2.§P-, psaudoplantarum y 

Lactob.:ici 1 lus ferm@D.h!m de origen porcino, aai como los metaboli

tos que producen, inhiben eficientemente a E.coli in vivo e in vitro 

en medio sin bufferar. 

b> Parece que la acción inhibitoria. de E.coli por lD5 ~

º-ª-'=.i l lus es por un conjunto de efectom tales come.: producción de -

ciertos metabolitos, bacteriocina~, células en •i mismas y por un pH 

(ligeramente é.cido>. 

e> Contrastando con los vina9ree cuya acción se d•b• principal-

me11te a~ su pH ya que desciende hasta 3,4. 

d) En base al estudio histopatol6gico se recomienda el uso de -·· 

Lactobacillus en el control de diarreas de los l•chone• durante loe 

primeros 5 dias de nacidos, ya que sen menos agresivo• al epitelio ~

intestinal que el vinagre. Si se usa est• último, •e debe cuidar la ·· 

dosis para evitar· da.Nos severos que pudieran repercutir 12n •u edad -

adulta especialmente en lo referente al mejor aprcvechami•nto de lo• 

nLttr1en tes. 
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7. APEND!CE. 

Extracto de carne 

Extracto de 

Aci do ascÓrbi co ••••••••••••••• • •••• ;. ~-~ 

Peptona de Soya o 

Peptoni.t de Casr?Í na 

PolífJeptona 

Pc..~tato de Sodio AnhÍdro •••••••• 

~(H.t- Bact:eriológiro , •••••••••••• -~'·:· 

l.actos~ 

f-.'epL011,;1 de 

f-=·epto11a de =:.oycii ••••••••••••••• ~. 

2.5 g. 

·g 

g 

g 

g 

mi 

g. 

. g. 

2.5 g. 

Aoua Dest1li\da •••.•••••••••••••••••••••• •.• •· •.•••••.•• -.· •• c:.b_.p.,, tl'.:(11) ml. 

L• misma composición del medin .:1.nti:::r1or + KH"PO al 8% y NA HPO al 3% 
2 4 2 4 
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e.o g. 

0.2 g. 

Na HPO 1. 15 g. 
2 4 

t(H F·n 0.2 g. 
~ 4 

mi. 

Na.,P0
4 

':"'"'"''"'"""'"""" 14.2 g. adic.ionar. 1 lt. de agua destilada. 

tJc\H PO 
2 4 

Z..76 g. adicionar 200 ml. de agua destilada. 

NOTA~ Mezclar 830 ml. del fosfato dibási'co + 170 ml. del fosfato rnono
hasico para obtener fosfato buf·fer 0.1 M. 
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