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1.0 INTRODUCCION

las enfermedades que genericamente reciben el nombre --
de Diarreas constituyen un problema de alta prioridad en la sa--
lad pGblica. 84 bien este tipo de entidades se presentan en cua})
Quier época de la vida, adquieron particular importancia entre--
1a poblacién infantil tanto por su elevads frecuencia como por--
el nto. riesgo de muerte a que dan lugar.

Los datos epidemioldgicos correspondientes a los infor-~
mes estadist icos disponibles. permiten apreciar la trascendencia
Que tienen en México como causa de muerte estas enfermedades: --
mientras Gue en los Estados Unidos do Norteamérica viene ocu- --
rriendo una defuncibn por estas entidades en cada 100,000 habi--
tantes (14), en México fallecieron en 1975 mfs de 85 mexicanos--
(6). Mun cuando estos datos permiten apreciar la magnitud del --
problema, es preciso resaltar su importancia entre los nifios, --
de lae 51,061 defunciones por Enteritis y otras Enfermedades Dia
rréicas que ocurrieron en México en ese afio, 28,376 acontecieron
en menocres de un afio y 10,499 en nifios con edades coaprendidas -
entre uno y cuatro afios: en cierta forma puede decirse que seis-
de cada diex de los fallecimientos ocurrieron en menores de un -
aflo, dos acontecieron en nifios de uno a cuatro afios y sblo dos -

de cada dier suceden en mayores de cinco afios.



Be evidente que el nGmero de perscnas qQue fallecen en-

Wixico por Enfermedades Diarréicas, son sdlo una pequefia parte-

del total que se ve afectado por estos padecimientos, desafortu

Y

te se

el nGmero de mexicanos que padecen este-
tipo de enfermedad

» 81 consid la infomacién proporcio-

nada por la Direcciébn de Epidemiologia de la Secretarfa de Balu
bridad y Asistencia (4), en 1975 el nGmero de enfermos ascendid

a 404,175 cifra sequramente menor que la que realmente ocurrib-

en el Pats.

1,1 AnSljeis de )a informacibn existepte.

Tomando en cuenta la magnitud epidemiolégica de las --

diarreas, tanto en lo que respecta & su elevada tasa de mortali

dad como por su alta morbilidad, cabe suponer que estas enfer-

medades generan necesariamente una considerable demanda terapéu

tica que a su ver promueve el desarrollo y la produccibn de me-

ai tos disefad

para su tratamiento. En el Diccionario de-
Bspecialidades Parmacbuticas editado en 1979 (16) figuran 132 -
medicamentos que supuestamente tienem como objetivo tratar estas

enfermedades. eontre ellos 97 corresponden a medicamentos que con

tienen adsorbentes intestinales, como el caolin, la pectina o -

el carbbn vegetal, substancias que variss generaciones de médi-

cos han venido utilizando para el tratamiento de las diarreas.



Bs dificil abtener una estimacibn acerca de la frecuep
cia con Que se usan las suspensionaes con adsorbentes; por otra-
parte no existe informacibn respecto a la produccibén de estos -
medicamentos por la industria farmacéutica, datos con los cua--
les podria hacerse una cstimacidn aproximada acercs de su uso.-
Ante estas circunstancias se interrogb a un grupo do 100 madres
Que asistian al Servicio de Urgencias del Hospital Infantil de-
México, debido a que sus hijos tenian diarrea; en ¢l cuadro ) -
se puede apreciar cémo 8610 el 12% de los nifios no habién reci-
bido previamente a su llegada al Hospital ningGn mecdicamento. -
69% de los restantes eran ya tratados con una suspensibn que --
contenia caolin. pectina o carbbn vegetal, solom o asociados. -
Mgt pues, 7 de cada 10 nifios recibién por indicaciébn médica o--
por automedicacién diversos medicamentos gque contienen adsorben
tes disponibles en el mercado farmacbutico.

la informacibn anterior haria suponer que los adsorben
tes han sido ampliamente investigados en cuanto a su eficacia -
en el tratamiento do las enfermedadon diarréicas. sin eambargo -
es interesante reconocer a @ste respocto que existen pocos estu
dios. debiéndose a esto la diversidad de fechas mostradas en --
las citas bibliogr&ficas. S§i bien a) finnlizar la primera mitad
del presente siglo habfa cierta motivaciébn por conocer las ca--
racteristicas quimicas y farmacolégicas de 10s adsorbentes co--

sunmente usados en problemas de diarrea. el interés decrecic en



las dos Gltimas décadas.

Bn 1937 el Consejo de Alimentacién de la Academia Amerj
cana de Pedistria emitid un informe en favor del uso de la manza
na durants los episodios de diarrea en nifios (15); en este docu-
aento se hacia énfasis en el efecto Que la pectina tenfa en la -
remocifbn de substancias téxicas debido asus propiedades coloida-

les y a su accidn amortiguadora.

Iniciada la década de los cuarenta Werch y Col. (21) --
(22) publicaron sus experiencias en humanos y en animales de la-

boratorio, acerca del metabolismo de la pectina; la inforaacibén-

proporcionada por estos autores permiti6 conocer que este polisa
cérido es en gran parte metabolizado por las bacterias del intes
*inn, particularaente en el célon. para dar lugar A 1a formacifn
de Scidos galacturbnicos. Por otro lado cstos investigadores tam
bién sefialaron un incremento importante en la formacibn de gas -

camo productos del metabolismo de la pectina.

la eficacia de compuestos Que contienen la pectina uni-
da al caolin, usados en ol tratamiento de la diarrea. han cobra-
do poco interds para ser investigados, sin embargo hay algunos -
estudios a este respecto (23) (18) (17) (12) (8) (7). En todos -
ellos so encuentran serias cbjeciones en cuanto a su disefio oxpe
rimental; la carencia de grupos testigo, la ausoncia de disefios-

doble-clego, la heterogeneidad clinica de los grupos de estudio-

Y las limitaciones en el tamafio de las muestras investigadas, --



hace que los resultados tengan un valor relativo. Recientemente
Mestig (1) ha informado acerca de una investigacibm Que reali-
80 conel fin de conocer el papel que juega el carbén vegetal, -
la asociacién caolin-pectina y el difenaxilato, en el tratamiep
to de la diarrea: en este estudio mejor controlado.

los autores

conclayeron Que ninguna de las substancias ensayadas aceloraron

la recuperacibn de los enfermos.

1. )4 sjto del estudio.

Bs indudable que ol desarrollo de una investigacién --
acerca de la bondad de los adsorbentes en el tratamiento do las
diarreas, adolece de serios problemas metodolbgicos: la mayoria
de ellos son consecuencia de la dificultad para conjuntar gru--
pos de enfermos que compartan variables semejantes, tanto en lo
que respecta a las caracteristicas de cada una de las personas-
que integran la muestra, como en lo referento a3l agente etiold-
gico de la diarrea, tiempo de evolucibn de ésta y respuesta - -
agente-huesped.

Bs por esta circunstancia que en la presente investiga
cibn se decidib por un modelo experimental a través del cual se
pretendib estudiar el efecto que tienen el carbbn vegetal y la-
asociacibn caolin-pectina sobre )a flora intostinal do la rata.

El informe acercs de los resultados obtenidos constituye el pro

pbsito de la presente tesis.



CUADRO 1

MEDICAMENTUS USADOS EN EL TRATAMIENTO DE 1A DIARREA, PRE
VIAMENTE A LA ATENCION HOSPITAIARIA RECIE1DA EN EL AREA-
AMBULATORIA POR LOS NIROS.

MEDICAMENTOS

No.
con caol{n-pactina® Gy
Si: adsorbentes®® 16
Otzas substancias 3
Sin tratamiento 12

.Alqunal de e3tas suspensiones asuciades a aui.wibiiccs
anticolinbrgicos y otras substancias quimicas.

"Suopon-\onca de antibibticos y otras eubetancias.



2.0 NATERIAL Y NETODOS

.. mterisl blolgico,

El material de estudio se integrd con 60 ratas macho de
la cepa Wistar, de 28 dias de odad y con un peso promodio de 799g.
Cada uno do estos animales se colocd en una jaula ametabblica, --
permaneciendo durante todo el estudio en el bioterio a una teape
ratura constante. entre 20 y 22°C.

A un lotc de 10 ratas se le 416 una mezcla de caolin- -
pectina al 5% 1a relacibdn entre el peso de estos dos compuestos
exa de 20 de caolin por 1 de pectina, proporcionando esta mezcla
diariamente en 15 g de “Purina Chow". Se decidid ofrecer los 15g
de alimento. con 0.75 q de caolin-pectina, debido a que esta can
ti1dad es suficiente para cubrir razonsblemente las necesidades -
diarias de astos animales, a la edad en que se llevd a cabo el -
estudio. Bl segundo lote do 10 ratas se tomb como restigo, ddndo
les unicamente 108 15 g do alimento por dia. Al tercer grupo, --
también de 10 ratas, se le d15 una dbais diaria de carbbn vege--
tal al 2.5%, mezclando 0.375 g de este adsorbente en 15 g de pu
rina. Pue asf que en los 3 grupos de animales se usd como alimen
to “pPurina Cqow" pulverizada a fin dc lograr uns mnzcla adecuada

de las aubstancias en estudio,

A otros 30 animsles se lea provoch dierres ofreciéndoles



como alimento lecho entera rehidratada® a partir de un producto
1&cteo descremado, al cusl se le agrega aceite vegetal durante-
el proceso de reconstitucién. Bsta leche fue edulcorada, al 10%
con una miel preparada con 50 g de azucar y S0 ml de agua y unas
gotas de l1imbn: el alimento era ofrecido a razbn de 100 ml dia-
ri10s durante cuatro dfas s cadas rata. A uno do los lotes se lo-
416 una dbeis de 5 g do Caolin-Pectina (20:1), en los 100 ml de
la leche mencionada: a otro lote se lo mantuvo sblo con la le--
che endulrada, fungiendo como testigo. Al tercer lote se le dib
una dosis diaria de 2.5 g de carbbn vegetal en los 100 ml de lo
che.

Siguiendo los esquemas de 2 limentac iSn mencionados los
seis grupos de ratas fueron mantenidos en estudio en las jaulas
metabblicas durantec 72 hs continuas. Al término de ecste lapso -
los animales fuoron sacrificados., previa anestesia y se obtuvie
ron muestras del contenido intestinal para realizar las cuentas
_bacte:i.ln.o. Con este propbsito, una vez abierto el abdomen de-
los animales, se pinzaba el intestino a nivel de su uniébn con -
el estémago colocando otra pinza & una distancia do 5 cm de la-
primera. El lavado duodenal sc hizo introduciendo con una jerin
g8 0.5 a1 de eolucibn salina isotbnica enthril y succionando 0.3
ml de contenido duodenal para llevar a cabo las diluciones que -

se indican en la figura 1. De esta manera se obtuvieron las dilu

COMASUPO.



clones que iban desde 10~! & 10710, como ha sido sugerido por -
aoxbach y col. (10) (11); los procedimientos bacteriolbgicos --
fueron los ordinariamente seguidos en estos casos (3).

Un esquema del calendario seguido en la obtencibn de -

los muestras aparece en las figuras 2 y 2'.
2.2 Métodos bacteriglOqicos.

El cultivo del material biolégico asi obtenido, se hizo
en cajas de Petri colocando ) ml de cada dilucibn en el medio -

de cultivo a base de agar-tripticasa-soya, tal y como se repre-

senta en la figurs 3; la incubacibn se hizo tanto en forms aerd

bica como snaertbica a 37°C durante 48 hs, procediendo luego a-
efectuar la cuantificacién. Para la cuenta bacteriana se esco--
gieron unicamente las placas que tuvieran de 30 a 300 colonias.
facilments identificables. Para cada rata se hicieron 10 dilu--

ciones para cultivo de aercbios y 10 diluciones para cultivo de

gbéraenes anaerbbicos.

. Med de cultivo e ideptificac bacteriolégica

Para la preparacibn del caldo-tripticasa-soya usado co
=0 medio de cultivo se eapled la siguiente f6rmula adoptando los
requisitos de esterilidad que exigen la Administracidn de Drogas

y Alimentos do los Estados Unidos de Nortcamérica.
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Q3 el O LAVADO

DUODENAL
b__ — —~

O3al DR LAVADO

OUODENAL EXTRAIDO .7l 08 SALBD
OF LA RATA TRIFTICARS. S0YA

" o.am O MEzcia OF
CALDO TRIPTICASA SOVA
Y LAVADO DUGDENAL

AS
2 Tal OF CALDO mcnuma.n LA
TRIPTICASA SOYA onuCIon w0

Riguze 1. Pasos qQue se siguiezon para la obtencibn
de las diluciones empleadas en los cultivos.



RATAS BIN DIARREA
INICIO DIA DE SUMINISTRO DE DIA DE CBTENCION DB
NEDICAMENTOS MUESTRAS DE LAVADO
de Mayo 11 de Mayo 14 de Mayo
ratas S ratas S ratas \

TRATAMIENTO
de Mayo 16 de Mayo Caolin-Pectina
ratas S ratae
de Mayo 15 de Mayo 18 de Mayo
ratas S ratas 5 ratas

TESTIQO.

) de Mayo 18 de Mayo 21 de Mayo
5 ratas S ratas 5 ratas
0 de Mayo 2) de Mayo
S ratas S5 ratas TRATAMI ENTO
'2 de Mayo 22 de Mayo 25 de Myo/c.zbbn-VQgctnl
S tastas S ratas S ratas
Figurs 2

Esquema Que ilustra el calendario seguido en la investigacibn.

1



RATAS COM

DIARREA

DIA DE INDUCCION DIA DEL SUMIMIBTRO DIA DE OBTENCIONM
DB DIARREA DE MEDICAMENTO DE MDBSTRAS DE
LAVADO
1° de Junio $ de Junio 8 de Junio
S ratas S ratas S ratas \mmu
Caolin-Pe
4 de Junio 11 de Junio
S5 ratas 5 ratas
6 de Junio 10 de Junio 13 de Junio
S ratas S ratas S5 ratas
TBETIGO
8 de Junio 12 de Junio 15 de Junio
5 ratas S ratas 5 ratas
Ll de Junio 18 de Junio \
5 ratas S ratas TRATANMI!
Carbban-'
13 de Junio 17 de Junio 20 de Junio /
S ratas S ratas 5 ratas
Pigura 2°',

Bsquema que iLlustra el calendarioc sequido en la investigacibn.
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CULTIVO &N

cu.m [ U]
a — @..
ANAZROBIONIS

1GUAL PARA LA ©
oiLuconas

Figquta 3, Diagrama que {lustra la manera en
Que se hicieron los culgivos.



4

Agua destilada - - - - - - - - o - 1 000 ml
*Tripticasa Peptond - - - - = - - - 17.0 g
*¢*Pitona peptons - - - - - - - - - - 3.0¢g

Cloruro de 80dio - - = - - - - - - 5.0g

rosfato dipotésico - - - - - - - - 2.5¢g

DEXtrosd - - - = = = = - - « - - - 2.5g

pB final 7.3 + 0.2

*Caseina digerida con extracto pancreftico USP
e**proteina de soya digerida con papaina USP.
Método de preparacifn: se suspenden 30 g del medio --

de cultivo en 1 1t de agua destilada mezclando el contenido--

vigorosaments: luego se calienta suavemente la mezcla hasta que
se disuelva completamente. Bste medio de cultivo tiene m@Gltiples
utilidades. es bastante adecuado para cultivos de sangre asf{ --
como para llevar a cabo pruebas de accibén entimicrobiana.

Bl agax-triptjicasa-sQya utilizando em nuestro estudio,
se hizo con el caldo-tripticasa-soya arriba mencionado, agregép
dole agar granulado especialmente purificado para propbsitos --
bacteriolégicos; este Gltimo producto se usa como agente solidi
ficedor. La adici6n de pequefias cantidades de agar (0.5 » 1.0%)
a los medios de cultivo liquidos (caldo-tripticasa-soya) provee
un excelente sustrato para el cultivo de microorganismos de di-

ficil dessrrollo, incluyendo Clostridia,
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Mbtodo de preparaciébn: el polvo de tripticasa-soya --
(marca BBL) y ol agar granulado disueltos en agua destilada, se
calientan hasta que hierve la mezcla, después se distribuye &e-
ta en los tubos con tapbn Que son llevados luego al autoclave -

8 no més de 121°C durante 15 minutos (15 lbs de presidn). Poste

riormente estos tubos son conservados en baflo maria a una tempe

ratura de 45°C para evitar que so solidifiquen hasta ¢l momento

en que se utilizan.

Las condiciones anaorbbicas se obtuvieron colocando -

las cajas inoculadas en )arras de anacrobiosis con sobres de --

GesPak. previamente activados siguiendo las inmtrucciones de es

te sistema. Cada sobre contiene un trozxo de papel filtro, una -

tableta de borhidrato de sodio, una tableta de bicarbonato de -

sodio y &cido citrico.

Cuando se usa apropiadamente esta unidad producen vo-

lGmenes adecuados de hidrégeno y 4iéxido de carbono., para gene-

rar las condiciones anaerbbicas que son slcanzadas répidamente.

Jarra de Anaercbiosis con
e]l sobre activado de Gmes-
Pak.

En las cajas donde crecieron cultivos serbbicos se --

hizo la identificacién de Bsgherichis coli por medio de las si-
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guientes prusbas bioguimicas: glucosa y gas, lactosa, indol, --
aovilidad, &cido sulfhidrico, citrato y licuacién de gelatina.
Bl medio de ager de hjerro de Kligler se utilizb pars
llevar a cabo la prueba de la glucosa y gas, asi como para la -
prueba de la lactosa; al mismo tiempo se identificd el Acido --
sulfhidrico por ennegrocimiento del medio debido a la liberacién

de sulfuros.

la f6rmula del agar de hierro de kligler en gramos por

litro de agua es la siguiento:

Agua destilada - - - - - - - - - 1 000 ml
Mezcla de peptonas - - - - - - - 20.000 g
lactosa - - - = - = - = =~ - = - = 10.000 g
Dextrosa - - - - = = = = = - = = 1.000 g
Cloruro de sodio -~ - - - - = - - $.000 g
Citrato de amonio férrico - - - - 0.50 g
Tiosulfato de sodio - - - - - - - 0.50 g
AQar - - = = - - = = = - - - - - 15.00 g
Rojo de fenol - - - - - - - - - - 0.025 g

pH final 7.4 +

Método de preparacibn: se suspenden en un litro de --
agus destilada 52 g del medio deshidratado (marca BBL), se agi-
ta la mezcla y se calienta. Ya disuclto se hierve durante un mi

nuto pars luego distribuir el medio as{ preparado en tubos que-

se esterilizan a 121°C (1S5 lbs. de presifn) durante 1% minutos.
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tuego se deja enfriar en posicibm inclinada de manera que el --

aedio de cultivo logre tener en el tubo una superficie amplia.

—

El agar de hierro de Kliegler se usa ¢l mismo dfa de-

su preparaciébn o bien se funde y solidifica antes de usarlo. --
Con este medio se logra la identificaciébn de los bacilos gram -
negativos.

las colonias que crecieron en el medio de cultivo de-
agar-tripticasa-soya correspondiente a la dilucibébn utilizada --
son inoculadas en el medio de Kligler por el método de picadura
y estriacibn. La fermentacib6n de la glucosa se reconocid por un
cambio del medi1o a un color amarillo (reaccibn &cida del rojo -
fenol). los bacilos coliformes generalmente atacan la lactosa--
y producen una reaccibn 8cids tanto en la superficie inclinada-
como en ol extremo del tubo.

2l medjio de Sin se empled para reconocer la produc- -
cibn de sulfuros, la formaciébn de i1ndol y la movilidad de los -

bacilos entéricos: oste medio se prepara con la siguiente fbrmy
las

Agun destilada - - -~ = - - - - 1 000 ml
Peptona de casefna - - - - - - 20.0 g
peptona de cerne - ~ - - - - - 6.1 ¢
Sulfato de hierro y amonio - - 0.2 9
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Tiosulfato de eodio - - - = - - 0.2 g

pH final 7.3 &

Método de preparacibn: se suspenden 30 g del material
seco (marca BBL) en un litro de agua destilada y se mezcla bien
hasta obtener una suspensidén uniforms; luego se calienta agitép
lo constantemente y después se hierve durante un minuto. lLa pre
paraciébn se distribuye en tubos y se esteriliza en autoclave a-
121°C (1S lbs. depresibn) durante 15 minutos. Se usa para la --
1dentificacidn ydiferenciacidn dc las enterobacterias.

Este medio do cultivo sc 1noculd por picadura procu--
rando que &sta fuera en el centro de la masa sblids profundizapn
do la picadura hasta la parte media. la reaccibén de los sulfu--
ros se identifica por el ennegrecimiento del medio &8 lo largo -
de la linea de la inoculacibn. Bl alto contenido de triptofano-

en la mezcla peptona-tripticasa, lo hace ideal para la produc--

ciébn de indol; con este propdsito se agregan unas gotas del reac
tivo de Erlich, a los tubos que han sido inoculados ya, si{ no -
cambia de color la reaccibn del indol es negativa, pero si cam-
bia a un tono rosa es que s{ existe produccién de indol y la --
reaccibn es positiva. La movilidad se evidencia por el creci- -
miento bacteriano lejos de la linea de inoculacibn.

Agagx de_citrato de §immons (inclinado); EBate medio fue

utilizado paca diferenciar las bactarias entéricas graa negati-



vas, basfndose en la utilizacibn del citrato.

Bl agar de citrato de Simmons tiene la siguiente £6r-

aula;:

Agua destilade - - - - - - - = - =1 000 ml

Fosfato dihidrogenado de amonio -- 1.00

9
Fosfato dipotésico - - - - - - - - 1.00 g
Cloruro de 3odic - - = - - - - - - 5.00 g
Citrato de sodio - - - -~ = - ~ - - 2.00 g
Sulfato de magnesio - - - - - - - 0.20 g
AQar = - - = - - - - - - oo 15.00 g
Azul de bromotimol - - - - - - - = 0.08 g

pH finol 6.9 +

Método de preparacibn: Se suspenden 24.2 3 del polvo-
(marca BBL) en un litro de agua destilada dejéndose reposar du-
rante 5 6 10 minutos. Luego se mezcla bien y se calienta suave-
mente agitando el recipiente hasta que el medio hiorva durante-
un minuto. Ya preparado se distribuye en tubos y se esteriliza-
en autoclave a 121 °C (15 lbs. de prosién) durante 15 minutos.-
Se saca del autoclave y sedejan enfriar en posicibn inclinada -
(aunque tamnbién se puede emplecar en placa). Bl agar de citrato-
de Simmons cs recomendado para diferenciacibn de bacilos coli--
formes.

Este medio se inoculd por picadura y estriacibn de la

superficie inclinada, dejando luego ios tubos en incubacibn du-
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rante 4 dfas a 37°C, 8b6lo los microorganismos que utilizan el ¢i
trato como Gnica fuente de carbono crecen en el agar de citratg
de Simmons. La aparicifén de un crecimiento visible va acompafa-
da de un cambio alcalino (azul) en el indicador.

Gelatina Pacterjolégica; Bs una protefna libre de cax
bohidratos que se emplea para la identificacibébn de microorganis

mos proteoliticos. su anflisis aproximado es el siguiente:

Humedad - - - - - - - - - - - 10%
Cenizas - - - - - - - - - - - 0.3%
Viscosidad - - - - - - - - - - 37.0
Grados Blooa - - - - - - - - -175 % 5.0

pB (al 2% de solucibn) 5.75 +

Mbétodo de preparacibn: se suspenden 30 g del polvo --
(sarca BBL) en un litro de agua destilads., se mezcla bien y se-
calienta sunvemente agitando de manera continua hasta que el mgo
dio hierva durante un minuto; se distribuye en tubos quo se os-
terilizan en autoclave a 121°C (15 lbs depresibn) durante 15 --

minutos.

Los tubos se nocularon por el método de picadura y se

mantuvieron en incubacién durante 4 dias a 37°C, para despubs -
refrigerarios antes de hacer la lectura. Bs positiva s{ la gela

tina se licGa, y negativa si permanece eblida.
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. entificaciog bi a

Todas las lecturas de las pruebas biogquimicas se hi--

cleron Qespués de por 10 menos 48 hs de haber sido incu'adas a-

una temperatura de 37°C, excepto las del citrato y de la gela-

tina Que permanecicron por mayor tiempo en incubacibn.

Las pruebas bioquimicas se complementaron con la idep

tificaciébn de las bacterias mediante pruebas morfolégicas utilf

zando la tincibén de Gram.

Los siguientes pasos fueron seguidos para roalizar la

técnica de Gram:

1.

2.

Se prepara un frotis y se fija a la flama

Una vez fijado se cubre con cristal violeta duran-

te un minuto.
Se lava con agua destilado & corriente

lueqgo se cubre con soluci6bn de lugol durante un =--

minuto.

Se lava con agua deostilada & corriente.

8e decolors por 30 segundos con alcohol-acetons --
(acetona 30% alcohol 70%).

Nuevamente se lava con agua destilada 6 corriente-

Se cubre durante 10 a 20 segundos con safranina.

. Pinalmonte se lava otra vez con agua destilada 6--

corriento y se doja secar al aire.



22

Al observar al microscopio las bacterias serén Gram -
positivas si tifien de color violeta, mientras que las bacterias

Gzram negativas tifien de rojo.

Para la identificaci6bn bioquimica de Bscherichjas colj

se siguieron los siguientos criterios:

prueba

Resultado
1. Protis bacilos Gram-negativos
2. Gluconsa y gas + (produccibn variable de gas)
3. Lactosa + (dilatada)
4. Indol +
S. Movilidad V + (variable)
6. HyS -
7. Citrato -

8. Geletina -



3.0 RESULTADOS

Durante el lapso de estudio se observaron algunos cap
bios en la materia fecal de las ratas; en los dos lotes de ani-
males sin diarrea, se apreciaron diferencias en ¢l color de las
evacuaciones con respecto al observado en las que integraron el
grupo testigo. Las que recibieron el carbbn vegetal prosantaron
evacuaciones de color afs obscuro, mientras Que las ques estuvig
ton sometidas a la mezcla de caolin-pectina, el color de ls ma-
teria fecal tend16 2 ser més clara y en algunas con un franco -
color blanquecino.

Entrxe las ratas con diarrea hubo también cambios en -
la coloracibébn de la materia fecal, con relacibébn al excremento--
del grupo tomado como testigo: sin eabargono se apreciaron cam-
bios de consistencia que fuoran notados a simple vista. Por - -
otra parte, los 2 grupos de ratas con diarrea que recibicron los
adsorbentes, aostraron cambios en el comportamiento: todas ellas
presentaban el pelo erizado y respondian agresivamente al preten

der cogerlas. Por otra parte al abrir el abdbmen de los animales

scometidos a tratamiento con adsorbentes, mostraban una disten--

#16n 1aportante en el intestino grueso.
En el cuadro 2 se presentan las cuentas de colonias -
bacterianas encontradas en el grupo de 30 ratas ein diaxxea. Co

®0 se puede apreciar, en el grupo con ceolin-pectina los prome-
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dios geombtricos fueron significativamente mis altos en las bac
terias aexrdbicas y anaer8bicas. que las registradas en el grupo

testigo; la diferencia entre los promedios de colonias aerbbi--

cas di6 lugar a un valor de t de ).2, siendo éste do 2.8 al com

parar los promedios encontrados en las anaerbbicas; el nivel de

significacibn para estos dos valores es menor de 0.05., En el --
aismo grupo que recibid la mezcla de caolfin-pectina, hubo 4 ra-

tas en las quo fue posible identificar E. coli a razbn de - - -
29.2 x 10%-75,

El grupo Que recibi6 el carbdn vegetal no tuvo prome-
di10s Que fuesen estadisticamente diferentes dec los encontxados -
on el grupo testigo; no obstante, en 2 de estas ratas se identi
ficaron colonias de E. Coli lo cual contrasta con la ausencia -
de este germen entre las ratas testigo.

AGn cuando la cuenta de bacterias también mostrd ser-
discretamente mayor entre las 10 ratas con diarrea que recibie-
ron caolin-pectina, la diferencia no fue estadisticamente signji
ficativa de 1la registrada en los animnles testigo. Lo mismo acon
teci6 en lo que respecta al nGmero do bacterias sertbicas y ana
erbbicas identificadas ontre las que recibieron el carbbn vege-
tal: las diferencias tampoco alcanzaron un nivel de significa--
cibn importante. S8in embargo es preciso hacer notar quae en estos
3 lotes de ratas se identificaron colonias do E. coli, lo cual-

contrasta con 1o observado en los grupos sin diarrea. (ver cua--
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dro 3).

Las figuras 4 y 5 ilustran acerca de la dispersibn --
en las cuentas de colonias bactorianas en los grupos de ratas -
con diarrea y sin diarrea; en ellas es posible apreciar la notg
ria divergencia en las cuentas de bacterias identificadas on --

las ratas que recibieraon el aolfn y la pectina con respecto a-

las encontradas en los grupns testigo.



CUADRO 2

COLONIAS BACTERIANAS DE AEROBIOS Y ANAEROBIOS IDENTIPICADOS EM
BEL INTESTINO DELGADO DE DOS GRUPOS DE RATAS SIN DIARREA QUE RE

CON RESPECTO A LAS -

CIBIERON CARBOR VEGETAL Y CAOLIN-PECTINA,

CONTABILIZADAS EN UN GRUPO TEST1GO.

. PROMEDIO DESVIACION VALOR
GEOMETRICO BSTANDAR DE t
Teatide (p=10} 0.7
Aercbios 102.3 x 102-50  go.g x 107" -
Anacrobios 96.6 X 102-80 9.9 x 100-92 -
B, coli (n=0) _ _ -
8Qlin- ipa (n-10
Aerobios 139.2 x 10390 g5.4 x 100-52 3,200
Anaerobios 105.8 x 103-80 52.1 x 100-63 2.8%*
E. coli (n=d) 29.2 x 10375 24.9 x 100-50 -
Carbén Vegetal (n-10)
Aerobios 147.1 x 102-50 56,9 x 100-53 0.0
Anaercbios 127.3 x 103:17 45,4 x 109-74 0.8

E. Coly (n=2)* -

“Una con 2 X 10® y otra con 19 x 10}

*®* pe 0.0
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CUADRO 3

COLONIAS BACTERIANAS DE AEROBIOS Y AMAEROBIOS IDENTIFICADAS EN
EL INTESTINO DELGADO DE DOS GRUPOS DE RATAS CON DIARREA QUE RE
CIBIERON CARBON VEGETAL Y CAOLIN-PECTINA, CON RESPECTO A LAS -
CONTABILIZADAS EN UN GRUPO TESTIGO GOM DIARREA.

GRUPO PROMEDIO DESVIACION

VALOR
GEOMETRICO ESTANDAR

DF t

Tegtigo (n=10)

Aercbios 112.9 x 102-80 73.4 x 100:63 -
Anaerobios 113.5 x 103-10 57.5 x 100:74 -
E._coli (n=3) 33.7 x 102-67 24.2 x 100-58 -

caolfn-pectina (p-10)
Aerobios 141.4 x 10340 59.7 x 100-84 1.8

Anaercbios 123.9 x 103:60 37.7 x 100.84 1 4

B, coli (n=2)* -

Carbbn_vegetal (n-10

Aercbios 123.0 x 102-40 72.6 x 100-89 1.2
Anaerobios 103.9 x 10°-1° 73.2 x 100:74 0.0
E. coli (n=3) 15.0 x 103.00 17.4 x 101-90 -

Una con 24 x 10° y otra con 41 x 103
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Figqura 4. Cuentas de colonias de aerobios y anacrobios
encontrados en al intestino de ratas sujetas
a tratamiento con carbén vegetal y caolin- -
pectina. El grupo do caolin-pectina mostrb6 -
wna diforoncia significativa de aorobios --
(t=3.2 p <« 0 05) y anaerobios (t=2.8, p <« 0.05).
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Pigura 5. Cuentas de colonias de aercbios y anaerobios

encontrados en ¢l intestino de ratas con dia
rrea sujetas a tratamiento con carbén vegetal
y caolin-pectina. No hubo diferencias signi
ficativas al establecor las comparaciones.



4.0 COMENTARIOS

El empleoc de los llamados sdsorbebtes en el tratamiep
to sintomfitico de las diarress. se ha justificado en base a va-
rios supuestos efectm farmacoldgicos (9): se atribuye a ostas-
substancias una accifbn deaulcente qQue mitiga la irritaciébn de -
la mucosa intestinal, ejerciendo un efecto protector. Tambibén -
se presume Gue estos compuestos quimicos tienen una accibn as--
tringente, por lo cual disainuyen las secreciones a través de -
las mucosas; por otro lado se les sofiala un efecto inhibidor en
el crecimiento de las bacterias, actuando también como adsorben
tes de las taxinas bacterianas.

A pesar de la diversidad de afectoe qu~ se asignan a-
estas substancias, la ausencia de investigaciones clinicas bien
controladas, impide afirmar categoricamente que tengan un efec-
to favorable en el tratamiento de las diarreas; su uso casi ru-
tinario en estos problemas, obedece al juicio que de estas subs
tancias se ha hecho a 1o largo de varias décadas y no a la inves
tigacién cientifica a que debe de someterse todo producto Que -
va a sexr usado por el hombre.

la presente investigacibn pretendria sblo conocer la-
influencia que estas substancias pudieran tener sobre la flora-
bacteriana del intestino: sobre todo por el hecho do que se ha-

mencionado la posibilidad de que ejexzan un papel inhibidor en-
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el crecimiento de 10s gbrmenes que habitan en el tubo digestivo.
LO8 resultados no peraiten dar apoyo a tal suposicibn, por el -
contrario indican un incremento significativo en el nGmoro do -
bacterias, bajo la accién de la mezcla de caolin con la pectina.
Los estudios de Werch e Ivy (21) (22) habfan mostrado ya, que -
de tener la pectina un ofecto favorable en el tratamiento do las

diarreas, éste deberfa atribuirse a la produccibn de &cido ga--

lacturénico en el intestino, como consecuencia del metabolismo-

de oste az(car bajo la accidn de las bacterias: las observacio-
nes hechas por estos autores en humanos y perros, permite supo-
ner que al descomponerse la pectina favorece el craocimiento de-
colonias bactorianas en el intestino. Estos mismos autores (20)
demostrazon ip vVitro que en el metabolismo de este polisacérido
por accibn de bactorias presentes an la materia fecal del hoabre,
aumenta la acidez del modio disminuyendo consecuentcmente su pH:
es por esta razbn que se puedo suponer que el incremento de co-
lonias bacterianas se hace & expensas de los gérmenes que requie
ren de un medio relativamente Scido para su supervivencia. Asi-
pues, de tener la pectina un efecto favorable en el tratamiento
de las diarreas de origen bacteriano, éste serfa como consecuen
cia de los cambios cualitativos y cuantitativos on la flora in-
testinal: la suplantacibn de enterobacterias por gérmenes acidb
filos, seris concretamente el afecto favorable que pudiera atri

buirse a la pectina, 10 cual habrfa que demostrar.
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Es importante reconocer ques los hallaxgos son axplicp
bles por el efecto de la pectina, ya que el caolin, que es un -
silicato hidratado de aluminio, es una substancia relativamente
inerte Que tiene s6lc un efecto adsorbente (2) Es preciso sin -
embargo reconocer que experimentalmente e) caolfn ha sido estu-
diado en ratas desde el punto de viata de su efectc tbxico (5);
en estos animales se ha observado quo ol caolin produce disten-
8i6n Jdel intestino, acompafifndose antre otroe sistemas de anore
xia, oligodipsia e indiferencia, sin Que estas manifestaciones-
sean dependientes de la dosis administrada. Sc sofiala tambibén -
Que al segundo o tercer dia de haber eliminado el caolin, cuando
&ste ha sido administrado a dosis téxicas, la torcera parte de-
las ratas muestran hipercinecia agresiva. Bsta informacibn por-
mite explicar 1a dilatacibn

aobservada en el intestino de las ra

tas sujetas a investigacién y probablemente también el cambio -

habido en su comportamiento caracterizado por agrosividad.

Desde el punto de vista bacteriolégico es importanteo-

hacer notar @ie in vitro se ha demostrado una disaminucibn en el
nGmero de C. lividum, cuando esta bacteria se cultiva en un me-
dio al que se le adiciona caolin (13); sin embargo la poblacién
de Pseudomonas sp no se modifica significativamente.

En lo Que respecta a la prasencia do B, coli en el ip

teatino de las ratas, cabe hacer notar que normalmente, cuando-

8@ encuentra, es en pequefio nGmero (19). Es por esta razbn que-
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la presencia de B, coli en ol intestino de las ratas fuc una op
servacifn relativamente casual; sin embargo este germen no se -~
encontrd en ¢l grupo de ratas testigo sin diarrea. Tal parece -
Que en algunos animales que recibieron los adsorbentes, hubo -~
cambios cualitativos en la flora bacteriana; algo somojanto se-
observbd cuando se produjo la dinrrea en ellas. Bn ol estudio al
que ee ha hocho (19) mencibn, se considers que al disminuir la-
motilidad puedon aparecer colonias dc E. coli; esta circunstan-

cia hace pensar en la posibilidad de que la relativa impacta- -

cibn del caolin en el intestino de los animales haya alterado -

su funcibn motil.



3.0 WMBSUMEN Y CONCLUSIONES

La bondad de los adsorbentes en el tratamiento de las

diarreas. obed puest @ a 1la accibn protectora y astrip

gente Que ejercen estas substancias quimicas sobre la irritacién
y secrecién de la mucosa del i{ntestino, inhibiendo al miemo - -
tiempo la flora bacteriana y adsorbiendo sus toxinas. Tales - -
efectos der ivan de hipbtesis aGn no comprobadas: es por ests ra
26n que se considerd pertinente investigar cl efecto del carbbn
vegetal y de una mezcla de cadlin-pectina, sobm la flora in--
testinal de la rxata.

La investigacibn se llevb a cabo en 60 ratas blancss,
de 28 dias de eodad, a 30 do las cuales se les indujo diarrea --
alimentfndolas con leche. Fue as{ Que se integraron 2 grupos de
30 animales. 30 con diarrca y 30 sin doarrea: cada uno do cllos
se dividid en lotes de 10 ratas. De esta manera, en cada grupo.
10 animnles recibieron por 72 horas carbbn vegetal mczclado al-
alimento, 10 ingirieron caolin-pectina y 10 quedaron como tosti
go. Al téraino del exporimento las ratas fueron sacrificadas, -
obteniéndose para cultivo bacteriolégico una muestra del conto-
nido intestinal.

El anflisis de los resultados pexmitid conocer que el
nGmero de colonias bacterianas, aerbbicas y snaerbbicas, aumenta

significativamente en el intestino do las ratas sin diarrea, --



s

cuando reciben una mezcla de caolin pectina. Estos hallazgos se
explican en base a la degradaci6tn de la pectins por las bacte--
rias que habitan en el intestino; se presume que ¢l consumo de-

este compuesto quimico por los microorganismos presentcs en el-

tubo digestivo favorece su proliferacién.
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