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INTRODUCC I OHN

En el presente siglo tiemen lugar desarrollos tecnolbgicos-
notables en la industria lechera y en el zrocesamiento de alimen
tos con especial atencibén de Iz nutricifn pediftrica, esto hizo—
extender ampliamenis la alimentacidn artificial de Ios lactantes
en la mayoria de los paises irndustrializados, con una paralela —

declinacidtn en la zlimentacidn =1 seno materno,

Asi misme, con la profundz transformacidn socizl que ha te—
nido lugar, la alimentacitn al pecho es frecuentemente conside——
rada incompatible con los estilos de vida —oderna, schre todo —
porgue muchas madres trabajan fuera de casa actualmente. Por ——
lo tanto, como resultado del desarrollo de la civilizacidn y de-
la industrializacidn se ha llegaZdo al akandono de la alimenta— -
citn al seno maternc ¥ a la eleccidn del birerdn, siendo ésta la

situacifn prevaleciente en los pzises semi-industrializados de -

América Latina. (22,.34)

La elevada mortalidad y morbilidad actual entre los lactan-
tes no alimentados zal seno materns en muchcs paises sn SesarTo——
llo, es resultado de algunas de Ios mismas condiciones gue exis—
tian en Bstados Unidcs de Nortes—3rica y en Europa Cceilental a

fineg del siglo pasaldo v comienzes del ackuzl



Una buena alimentacibn regquiere, no solc disponer de un ali
mento nutricionalmente sano y de alta digestibilidad, sino tam~
bién de un suministre de agua libre de patdgenos, de medios ade
cuados de alimentacidn y educacibn de la poblacidn para que sean
comprensibles los t&rminos de esterilizacibn, refrigeracibn y -
manejo higi&nico, sobre todo en la preparacibn de las f6rmulas-

licteas y su administracitn al nifo. (14)

En algunos casos las madres no disponen de condiciones que,
partiendo de un producto estéril como por ejemplo la leche en -
polvo, lleguen a proporcionar al nifio un alimento también esté&-
ril, convirtiendo asi al bibertn en un vehiculo de enfermedad y

nuerte. (39)

Cuando los regquisitos para la buena alimentacifn con bibe—-
r6n no pueden satisfacerse, todos los esfuerzos deben encaminar

se a favorecer la alimentacifn natural. {14)

Se ha visto que uno-de los principales problemas que se pre
sentan en M&xico son los padecimientos gastrointestinales en -
Yos lactantes, relacionades en algunos casos con la administra-
cibtn de leches en polvo, dicha contaminacifn podria adquirirse-
en el momento en gque las personas que elaboran dichos biberones
tengan algtn descuido, pero no se descarta la posibilidad de -~
gue las leches en polvo utilizadas ya estén contaminadas y sean

ias gque originen el sindrome diarreico; de esta manera, obtenien
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do la cuenta e investigando los microorganismos existentes, se -

puede advertir el riesgo potencial gue podrian representar estas

leches.



CAPITUIO I

GENERALIDADES

1. IMPCRTANCIA DE LA LECHE MATERNA

El concepto de gue, al menos en los primeros meses de vida,
la madre sana debe amamantar a su hijo, se ha declarado como -~-—
principioc invarislle puesto gue la leche materna es el alimento
natural ¥ ningin otro puede substituirlo con ventaja (32). Este
hecho cokra mis importancia en los paises subdesarrollados al -
ser demasiado elevado el costo de la lactancia artificial ade--

cuzda {39).

Sin embargo, los cambios tecnolbfgicos y scciales que han --
llevado a la elaboracifn de las fdrmulas l&cteas y la vida pro-
ductiva de la mujer en continuo ascenso, han traido como resul-
tado el abandone de la alimentaciSn al pecho y por lo tanto, el
sacrificic del bienestar del lactante. Actualmente se ha trata
do de reivindicar esta préctica tan fructifera en varios aspec-
tos comc se manifestd en la XXVII Asamblea Mundial de la Salud,
al mencicnar la alimentacibn al seno maternc como la ideal, va-
que promuevs el desarrollo arm@nico tanto fisico como mental -—

del nino {3}.

Son las caracteristicas fisicoguimicas y el alto valor bio-



16gico que posee la leche materna, lo que la hace el alimentoc -
ideal ya que presenta las caracteristicas que debe tener la ali

mentacidn infantil:

Suficiente, pues el ntGmero de calorias que proporciona, lle
na satisfactoriamente los requerimientos energé&ticos del rifio.-
Completa, ya gue en la dieta existen en cantidad significativa-
todos los nutrientes para su fisioclogia normal. Egquilibrada, -
pues los nutrientes que se proporcionan en el alimento se en— -~
cuentran en cantidades proporcicnales entre si. Adecuada, va -
gque se da al nifo teniendo en cuenta su fisiologia y su momento

biol6gico (32, 36).
2. VENTAJAS DE LA ALIMENTACION AL SENQ MATERKO

La alimentacidn al seno materno ocfrece muchas wentajias gus-—
la alimentacitn artificial no ha podido igualar, pese a los ———

avances tecnolfgicos que se han desarrollado para mejorarla.

Estas ventajas se aprecian desde varios puntos de vista co-—

mo son, inmunclbgico, nutricional, psicoldgico v econfSmico.

Inmuneldgico.

Cuando el nino nace, es ikransferido a un medic ambiente hos

———

til, en donde se reoguiere ds un ripido desarrollo de sus meca——



nismos inmunol&gicos para su supervivencia.

Mientras se lleva a cabo la maduraci&n de su propio sister=z
inmune, la leche materna le proporciona Importantes elementos —
de resistencia. Puesto que se ha visto gue los nifios alimenta
dos al seno materno experimentan una mayor resistencia a las en

fermedades, que los alimentados artificialmente (3, 24).

La resistencia que ofrece la alimentaci®n al seno materno,-
frente a las enfermedades gastrointestinaies, es la mis conoci-
da; sin embargo, su accibn se extiende a otro gran nimero de en
fermedades, entre las més importantes estfn: otitis media, en——
fermedades respiratorias, sepsis por Gram-negativos, meningitis.

(3’ 17" 24)-

De esta manera, la alimentacidn al senoc maternc disminuye,—
no sBio los indices de mortalidad, sino tambié&n los de morbili-
dad infantil, muy especialmente los primercs (20, 24). Este hg
cho es muy importante en los paises en vias de desarrollo come-—
México, donde el riesgo a la enfermedad es elevado,

a que proporciona la leche matex

-

fohe

lLos slementos de resistenc

na comprenden, el factor de crecimiento para Lactobacillus bif:

dus, el factor anti-estafilocfccico, las inmunoglobulinas, algs
nos componentes del complemento, lisozima, lactoferrima, macré-

fagos y linfocitos (17).
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- Factor bifidus.

El cenducto alimenticio del nifioc al nacer es est&éril, sin -
embargc, a las pocas horas ocurre la colonizacidn bacteriana. -
Se ha visto que a los 3 6 4 dias después del nacimiento, los ni
fios alimentados al seno materno presentan una flora imstestinal

constituida en mas del 99% por Lactobacillus bifidus, &1 cual -

se presenta como un bacilo anaerobio, Gram—positivo v oo mdvil;
en cambio, en los nifios alimentados con £6rnulas se desarrolla~-

una flora mixta (3, 17).

AGn cunando el mecanismo gue favorece el establecimiento de-~
la flora bifidobacteriana gastrointestinal no estd bien entendi
do, se ha visto que a diferencia de la leche de vaca, =n la le-
che materna se encuentra presente un polisacarido que ccntiene-
nitrbégenc v que constituye el llamado "factor bifide®”. Tam- ——
bién se ha encontrado que el pH de las heces de los lactantes -
amamantados por sus madres es, generalmente, algo mener gue el-
de los lactantes gue reciben otras leches, evidentemente este -
es el resultado de la preduccidn de Acido acético y Scido lacti
co por =l bacilo, pensindose gue posiblemente la acidificacidn-

que proiuce Lactobacillus bifidus inhibe la colonizacifn intes-

tinal por enteropatfgenos en forma semejante a lo gque se ha vig
to in vitro, donde el medio Scido inhibe la proliferaciZn de Es—

cherichia coli, Shigella vy levaduras (5, 1€, 14).




Un estudio hecho en Gusztemala, en donde la incidencia de -
Shigella es frecuente y se acostumbra una prolongada alimenta--—
cidn al seno materno, demostrd gue los lactantes presentaron po
ca o ninguna enfermedad durante los primeros meses de vida con=-
los siguientes resultados: la shigelosis s6lo s= presentd en 4
de 109 nifios, en 3 de ellos fué asintomdtica y en el octro se de

bié a gue era prematuro y no fué amamantado correctamente, ade-—

mis, de que su alimentacisfin fué pobre (24).

-~ Factor antiestafilocsccico.

Sobre las bases de las observaciones clinicas, los pedia-~ -
tras de la época pre-antibibtica testifican que la leche mater-
na tiene un efecto terapéutico sobre las infeccicnes estafilc—-

cbecicas.

Més tarde, el descubrimiento del factor antiestafilocbeccico
en la leche materna, lo determind coro el pesible responsable -
de la resitencia que presentan los nifioe zlimentados al senc ma

terno frente a las enfermedades producidas por Staphylococcous-

aureus (18).

Este factor de resistencia es no dializable, termoestable y
al parecer se trata de un &cido graso C 18:2, distinto del &ci-
do linolelco, aungue su caracterizacifn final quedd incompleta—-

(17, 18).



-~ Arnticuerpscs.

La concentracidn m&s alta de las immunoglobulinas IgA, IgE,
IgG, IgM e IgD presentes en la leche humana, se encuentra en el

calostro.

La IgA es la ma@s importante en t€rminos de concentracifn re
lativa y caracteristicas biol8gicas, ya gque esta inmunoglobuli—
na al igual gue la IgE, se encuentran en mayor concentracidn -—
que las otras y ademis tiene la capacidad de limitar la repli——
cacibn de patSgenos virales y bacterianos en el intestino, come
lo demuestra la existencia de anticuerpos en la fracciSn IgA --—

con accidn en contra de Escherichia coli y se ha podido encon-—

trar en las heces del nifio, por ser resistente a la digestibn -

triptica (20, 17 24, 29).

Debido a que se produce poca absorcisin de los anticuerpes —
administrados al lactante por medio de la alimentacidn al senc-—
materno, nc hay razfn para creer que estos sean importantes en—
la resisgtencia a2 enfermedades por microorganismos gue penetran -
por un conducto diferente al gastrointestinal; en cambio,ofre--
cen considerable proteccifn centra microorganismos tales como -
virus de poliomielitis, coxsackie, cepas enteropatSgenas de Es—

cherichia coli, Salmonella y otros microorganismos entéricos.

De Salmonella se han encontrado anticuerpos frente a los --
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aglutinSgenos H (de Salmonella H) presentes en las heces de lag

tantes cuyas madres habian sido inmunizadas con este antigeno.-

Para Escherichia coli, varios investigadores han encontrado al-

tos titulos de anticuerpos contra Escherichia coli, en las he—-—

ces de lactantes alimentados con leche humana. Tambi&n se ha in
formado que las enfermedades con cepas enteropatfgenas de Es——

cherichia coli, son relativamente raras en los lactantes ama- -

mantados por sus madres y gue la alimentacidn al senc maternoc -

puede ayudar a controlar un brote de enteritis por Eschexrichia—

coli en los lactantes prematuros {(14).

- Lisozima.

La leche humana es una rica fuente de lisozimas, e inclusc-—
se han encontrado en grandes concentraciones en las heces de ——
los niflos alimentados al senc materno, pero no en las heces de-—
aquéllos que se alimentan con férmulas l&cteas. Dentio de sus—
funciones, es posible gue la lisozima contribuya al desarrolloc-—
v mantenimiento de la flora intestinal especial de los ninos --

alimentados al seno maternco (24).

Tambi&n existen ciertas sugerencias e que la lisczima pue-—
de actuar reciprocamente con otros componentes de la leche para
alcanzar un efecto bactericida, como la lisis bacteriana, la --
cual no ocurre si las lisozimas no estin presentes junto con =--~

los anticuerpos IgA (3, 14, 17).
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Esta enzima es bactericlitica contra la familia Enterchac—

teriaceae y bacterias Gram—-positivas.

~ Complemento.

En la leche humana estdn presentes los componsntes Cé Yy C}
del complementa en concentraciones hajas comparadas con las éel

suero humano.

Aungue la actividad del componente‘C§ del complemento pre-
sente en el calostro estd indeterminada en el nific amamantado,-—
parece probable gue la IgA o la IgE del calostfo, activen a CB_
in vivo, y este C3 activado en la leche humana debe ser poten—
cialmente importante por sus conocidas propiedades opsdnicas, —

anafilotbéxicas y quimiotdcticas (17).

- Lactofsrrina.

La lactoferrina es una proteina ligada al hierro de las s
creciocnes externas, se encuentra presents en concentraciones re
lativamente altas y en forma insaturada 1la mayor parte, en la -

leche humana.

La forma insaturzda, inhibe la proliferacidn de microorga-—
nismos en el conducto gastrointestinal del nifio amamantado pox=

su madre, ya gue substrae el hierro de los microorganismos. ==
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Con respecto a esto, se ha demostrado que la lactoferrina insa-

turada inhibe la proliferacitn de Candida albicans, Escherichia

coli, y estafilococos (14, 17).
-~ Células inmunes.

Los leucocitos presentes en la leche humana, son células =--
con capacidad inmunol&gica, que se encuentran en coﬂcentracio-—
nes de 2-4 x 109/m1, de los cuales aproximadarente el 90% 1o ~-
constituyen los macrbfagos y el 10% restante, los linfocitos --

(17).

De su capacidad inmunoldgica, se ha reporizado que los leuco
citos del calostro liberan, in vitro, el factor de inhibicibn -
de la migracifn, que constituye uno de los mediadores de la in-
munidad celular; tambi&n se ha dicho que las madres sensibiliza
das a la proteina del bacilc tuberculoso pueden transferir a --
sus hijos, mediante la alimentacifn al seno materno, una hiper-
sensibilidad retardada y en formaz semejante, transferirles pro-—
teccibn a enfermedades producidas por el g&nerc Candida {16, ~-

17}.

Smith, Goldman y Murillo describieron un =nGmero significan-
te de linfocitos capaces de sintetizar IgA y macrbfages con ca-

pacidad fagocitica en el calostro humano (17, 24).



Nutricicnales.

La leche materna proporcicna las calorias que satisfacen --
los requerimientos nutricionales especificos del lactante en -
forma més adecuada que las f6rmrulas alimenticias, por warias ra
zones, entre las que se merncicna gue la cantidad de Ieche consu
mida en la alimertacifn al seno materno es determinada en gran-—
parte por el nifo, con relativamente poca modificacifn por la ~
actitud de la madre, va que ésta desconoce la cantidad de leche
consumida por su hijo y supondr@ gue €ste se encuentra satisfe-
cho cuando deja de succionar. Por otra parte, los estudios - -
realizados han mostrado que las miuestras de leche materna, al -
final de la alimentacidn contienen niveles mucho mis altos de —
lipidos y proteinas que al comienzo de la alimentacifn; este —--—
cambio en composicifn puede saciar al nino o en alguna forma —-—

sefialar el cese de la alimentacidn (3, 14).

Por el contrario, el lackante alimentado con biker®n se en—
cuentra sometido a sutiles presiones para consumir nfs de lo ——
gue le indican sus inclinaciones naturales. De este nodo, la -

alimentacidn con biberbn conduce a la sobrealimentacifn.

Aungue no se dispone de datos adecuados referentes al volu-—
men de leche consumido por los lactantes alimentados exclusiva-
merte al seno maternc, pruebas circunstanciales sugieren fuerts

mente,gque la ingestifn caldrica es menor en los nifics amamanta -
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dos por sus madres gue en los alimentados con bibsxfn. Hecho -
de gran importancia, puesto gue la ingestidn calf8rira se rela--

cicna significativamente con el aumento de peso.

De tal manera, la alimentacifn al seno maternc 2s una posi-
ble medida profilictica contra el problema de la ckesidad en la
vida adulta, puesto que no se efectfia la sobrealirsntacidn a ——

gue conduce la alimentacitn artificial (14).

En cuanto a digestibilidad, la leche materna es la mejor,-—-
por contener urna cantidad relativamente pequefia de caseina gue-
forma un cuajo blando y floculento f&cil de digerix (14, 20).

También, las grasas de la leche humana son mejcr absorbidas
que las de la leche de vaca, esto se explica por la disposici&z
de los &cidos grasos en los triglicéridos, m&s gque por los por-—

centajes de grasa de los &cidos grasos individuales {(14).

Entre otras ventajas, est@ la existencia de unz simbiosis —

entre el reci&n nacido y Lactobacillus bifidus var. Fensilvani-—

co capaz de sintetizar tiamina, que se considera un nutriente -~
de alta jerarquia en la nutricibdn humana. AGn cuarioc Lactobaci

llus bifidus proporciona la tiamina en cantidades imfinitesima—

les, €stas constituyen un buen suministro ya gue scn cantidadez

constantes durante todo el dia,
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Este bacilo tambi&n proporciona glucosa a partir de la lac-~
tosa, substrato importante que constituye el alimento por exce--
lencia éel tejido nervioso, que crece tan aprisa en la época de-
la lactancia principalmente en los 3 primeros meses de vida, - -
que es cuando se termina la mielinizacién de las fibras nervio—--

sas (32).

En cunantc a la fuente de nitr&geno que proporciona la leche
materna, se encuentra, ademids de las proteinas, una gran varie—-
dad de nuclebtidos que juegan parte en el anabolismoc y crecimien

to del lactante (3).
En el nifio con funcidn renal fisioldgicamente immadura, la-
leche materna proporciona un margen de sequridad por presentar -

una baja carga de solutos renales.

. .
Pgicolégico.

La lactancia al seno materno representa una forma de entre-
gar amor ¥ seguridad, de una manera que el nifio entierde. Asi,-
el contacto que tiene la madre al alimentar a su hijo, condicic-—
na un mejor acercamiento, tan estrechc, que presenta una satis--
faccidn emeccional y estimulacidn sensorial en ambos, con la ex—-—
presidn de los reflejos necesarios para que la lactancia sea - ~

exitosa (30,36).



16

En el ninio se presentan los reflejos de succidn y deglucidn
para poder extraer del seno la leche, por medio de la estimula-
cibn de los pezones de la madre con una suave y constante suc--
cibn. La estimulacidn por succidn es esencial para la continua
citn de un adecuado suministro de leche, en cambio la restric--

¢idn de la succidn puede llegar a inhibir la lactancia {20, 27).

Por otra parte, en la madre existen los reflejos de prolac-

tina y salida de leche.

El reflejo de prolactina consiste en que la estimulacidn -
por medio de succifn en el pezSn, manda impulsos nerviosos a la
glandula pituitaria anterior con la consiguiente secrecifn de -
prolactina, la cual se vierte en la sangre y llega al seno, pro

duciéndose la leche.

El reflejo de salida de la leche tambi&n parte de la suc- -
cidén en el pezdn, que manda impulsos a la pituitaria posterior-
v se libera oxitocina. Esto produce la contraccidn de cé&lulas-—
epiteliales alrededor del alvéolc permitiendo la completa sali-

da de leche.

Este reflejo se ve afectado por el estado emocional de la -
madre, en el que los estados ée pena, temor, ansiedad, incerti--
dumbre y, entre otros el embarazo, pueden inhibir la salida de~

leche (2, 27).



Desde el punto de vista emecional el nifio recibe una estimn
lacifn sensorial por medio de la alimentacidn al seno materno -
en la cual, la salida de leche, ademfs de satisfacerlo, le pro-
porcicna placer ante los estimulos téictiles, olfativos,; de sabor
y oler, brindandole seguridad, estabilidad emocional y una pers

pectiva sana y bien adaptada en la wvida (4, 30).

Por otra parte, la madre necesita sentirse capaz de propor-
cionar el alimento dia y noche en cantidades suficientes para -
satisfacer al nifio, en un ambiente familiar sin perturbaciones-
emocionales que puedan disminuir la cantidad de su leche y le -
impidan recibir una sensacifén de placer al amamantarlo, ya que -
la estimulacifén por succibn preduce en la madre una respuesta -
generalizada en todo el cuerpc, aumentando la temperatura de la

piel del seno y produciendo cecntracciones ritmicas del fitero.

Econdmico.

Desde el puntc de vista econdmico la alimertacidn al seno -
maternc es la m&s barata, como se demuestra en el cuadro que a-—

continuacifn se presenta.
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Costo Semanal

Ré&gimen de alimentacibn Lactancia Alim.Artificial
Costo m4s bajo $ 0.54 (s0.90) $ 0.76 (8 0.92)
Intermedio 1.99 { 1.46) 2.81 ( 2.78)
Liberal 3.78 ( 2.77) 5.54 ( 4.45)

Mc Kigney, J, "Economic Aspects” in "The unigueness of hu-—-—

man milk", Am. J. Clin. Nutr, 24 (8): 1005-1012, August 1971.

En este cuadro se hace una comparacidn de costos en dblares
entre la lactancia natural vy la alimentacién artificial. E1 --
cidlculo de estos costos, se hizo cor el precio al menudeo de ju

nio de 1970 de Ringston, Jamaica y los precios entre paré&ntesis

pertenecen a los regimenes de alimentacidén en Washington.

Como se puede oObservar en el cuadro, el costo de la alimen-—
tacibn al seno materno siempre es mis bajo gue el de la alimen-—
tacidn artificial (26). Asi pues, se tiene que considerar ccro
se ha dicho, gue la lactancia natural Gnicamente gasta las kilo-
calorias y los nutrientes adicionales necesarios para alimentar
a la mujer lactante, evitandose los gastos y esfuerzos adicio-—
nales como el comprar y preparar la fSrmula, cuidar que los bki-
berones estén estériles, que el orificic del chupfn sea de la -

medida correctay calentar el biberfn o enfriarlo si gueda muy -~
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caliente (37).

3. CONTRAINDICACIONES DE LA ALIMENTACION AL SENC MATERNO

1. Por parte de la madre.

a) Generales,

Es causa de contraindicacidn de la alimentacidn al seno ma-
terno que la madre presente enfermedades infecciosas tales como—
fiebre tifoidea, tubercnlosis, neumonia o meningitis, va que Ia—
condicidtn de la madre puede ser agravada por la lactancia. Ade-
nds, el nino puede estar en grave peligro de contraer enfermeda-—
des como la tuberculosis a través del contacto intimo durante Ia

lactancia. En el caso de e 1a madre paﬂezga unna enfearmadad —-—

crbnica que nco sea infecciosa, como son cardiopatias descompensz
das o evolutivas, cancer, nefropatias con insuficiencis renal, -
enfermedades cardiorrenales, endocrinopatias severas etc, no s=-~
conveniente que la madre amamante a su hijo por el esfuerzo guz-

esto significa para ella.

Una desnutricidn severa, anemia Importante aplisica, re- -

fractaria, o neoplasias malignas, también son consideradas con -~
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traindicaciones a la alimentacifn al senc por carecer ia madre de

vitalidad para alimentar a su hijo (36).

En casec de un nuevo embarazco durante el periodo de lactan-—-—
cia, el amamantamientc del nific debe ser suspendido porque la -
lactancia iImpone un gran esfuerzo sobre lz salud de la madre -—

{23, 386).

Ta hipogalactea es tambi&n considerada otra contraindica- -
¢ibn v contrariamente a una creencia comfin, la desnutricit6n ma-—
terna no es la causa mis frecuente de hipoccgaldctea, mucho mis -~
importante es el vaciamiento incompleto de los senos de la ma--—
dre va que la cuantfa de la secrecibn y la persistencia de la -
ﬁisma depencden de que el vaciamiento de la mama se efectfie en -

forma regular.

En los nifios alimentados al seno materno, llega un momento-
en que la leche deja de ser cuantitativamente suficiente pars -
cubrir sus demandas energé&ticas, lo que puede ocurrir en lapsocs
variables. Existen ccasiones en gque la secrecifn lictea es tan
abundante, gue el pesoc del ninho podria seguir progresando satis
factoriamente por siete, ocho o mis meses; sin embargo, un nific
alimentado exclusivamerte al seno durante m&s de seis meses re-—
husa frecuentemente otro alimento y rechaza en especial el bike
xr6n; al hacerse insuficiente lz secrecifn materna resulta obli-

gado el empleo de £8rmulas de leche de vaca v de otros alimen--
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ﬁos que él ninc no aprendid oéortunamente a ingerir estableciég
dose un conflicto entre la madre ¥ el niho, gue finalmente, - -
agrava ia situacidn. 2asi pues, por razones de "educacidn ali--
mentaria®, conviene no retrasar la iniciaci®fn del destete mis -

alli del cuarto o sexto mes (32, 36).

b) Drogas y/o medicamentos que se excretan en la leche ma--

tarna.,

Existen medicamentos cuyos efectos en el niho alimentado al
seno materno, pueden sexr de consecuencias importantes, por lo -

que constituyen una contraindicacidn temporsl o permanente.

Asi, la leche de una madre adicta a las drogas, como heroi-
na, morfina o codeina, contiene pequenas cantidades de la droga;
esta cantidad que el nino recibe puede que no sea suficiente pa

ra causarle dafio, pero si puede provocar un hibito en &1 {23}«

La penicilina puede pasar a través de la leche y producir -
una sensibilizacidn alérgica en el nific. En 21 caso de algunes
anticonceptivos orales gue contienen grandes dosis de estrbgeno
¥ progesterona, &stos pueden suprimir la precduccidn de leche en

la madre (3).

Se ha recomendado ademis, no dar anujeres gue amamantan, —--—

antimetabolitos, 1la mayoria de los catérticos, drogas radioac~-
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tivas, anticoagulantes, metronidazol y tiouracilo.

S8lamente bajo supervisidn m&dica pueden darse algunos anti
conceptivos orales, diuréticos, barbituratos, sulfonamida, dia

zepin, carbonate de litic, etc (14).

¢) Locales

La existencia de defectos anftomicos en el pezbn de la ma--—
dre tales como pezones pequenos, umbilicados u obturados, son -

una corntraindicacién de la alimentacidn al seno materno (23).

También pusden ser contraindicaciones, los desbSrdenes que se
presentan durante la lactancia comc mastitisy abscesos en el se
no los cuales se deben a un pobre reflejo de la salida de la le
che o0 a la inhibicifn del mismo. Tales alteraciones del refle—
jO Se& presentan debido z influencias emocicnales como dolor, --

mieda, inseguridad y pena en la madre (23, 27}).

La existencia de grietas puede ser otra contraindicacifn -~
temporal o parcial, debido a que se pueden presentar infeccic--
nes principalmente debidas a estafilococoes, gue entran al seng—

por las fisuras del peztn (23, 27).
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2. Por parte del nifio.

Las condiciones de los nifios pueden contraindicar la alimen
tacitn al seno materno. Defectos cong&nitos, como labio y pa-
ladar hendido asi como nifios que presentan par&lisis facial son
incapaces de succionar. La prematurez también es otra de las -
contraindicaciones de la alimentacifn al seno pues el nific pre-
maturc, no sGlamente es demasiado d&bil para succionar, sino —-
ademis presenta falta de vigor, angustia respiratoria o carece-

de los reflejos necesarios para poder hacerlo (23).

4. DIFERENCIAS QUIMICAS ENTRE LA LECHE MATERNA ¥ LA LECHE DE

VACA.

Proteinas

La leche de vaca contiene tres veces mds proteina que la le
che materna, pues en ella se encuentran alrededor de 3.3 g. de -
proteina comparado con 1.1 g. de proteina contenidos en la le-=-

che materna (18, 206}.

Las proteinas de la leche materna y de la leche de vaca son
de dos clases especificas: la caseina, proteina del cuajo y la-
lactoalbimina y lactoglobulina que constituyen las proteinas --—

del suerc (20).
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En la leche materna, estas protefnas de fdcil metabolismo —
en las que se encuentran todos los amindacidos consideradeos co-
mo esenciales, constituyen el 60%, encontrindose en mayor pro —-
porcidn la lactoglobulina gue la lactoalbtmina y la protefna --
del cuajo, una fosfoprotefna de difficil digestién constituye el
40%. Por el contrario, la leche de waca contiene el 85% de ca-

sefna y solo el 15% de lactoalbfimina y lactoglobulina (36).

La relacifn mis alta de lactoalbfimina y lactoglobulina a -~
caseina en la leche materna que en la leche de vaca,no se ha de
mostrado que sea de importancia nutricional para los nifios lac-
tantes; sin embargo, el alto contenido de caseina en la leche -
de vaca, es la causa de la formacidn de una masa de cuajos rela
tivamente mal digeridos en el estSmago, si esta leche no es tra

tada apropiadamente para reducir la tensidén del cuajo (14).

En cuanto al contenidc de aminfSacidos,. &stos en general, se
encuentran en mayor concentracidén en la leche de vaca gue en la
leche materna. El exceso de metionina vnresente en la leche de-

vaca puede representar “stress" para el niic prematuro (3, 18).
Linidos
Tanto en la leche materna como en la leche de vaca los tri-~

glicéridos constituyen alrededor del 89% de los lipidos totales,

encontrindcose adem&s fosfolividos, colesterel y &Scidos grasos -



libres en peguenas cantidades (20).

Las grasas de la leche materna son grasas verdaderas, es --—
decir, glicéridos de &cido ol=ico, linaleico, palmitico y este-
Arico, predominando el primerc de ellos en un 40%; el contenido
de &cido linoleico, el &cidoc craso considerado como esencial, -
tambi&n se encuentra en gran proporcidn en la leche materna gue
en la leche de wvaca. En tanto gue la leche de vaca contiene —-
glicéridos de &cidos de la serie palmitica, este&rica,miristics,
ciprica, caprilica, caproica, Zlauvrica y butirica. En menor ~-—
proporcitn se encucntran los &Zcidos grasos oleico ¥ linoleico -

que son los mds digeribles (36}.

A diferencia de la grasa de la leche de vaca,la de la leche
materna es mucho mejor absorkida por el lactante probablemente-
debido a la localizacifn del &cido palmitico en la molé&cula dek
triglicérido. El Acideo palmftico de la leche materna esti prin-—
cipalmente esterificade en la posicifn dos, mientras gue en la-
grasa de la leche de vaca est& casi igualmente distribuido en--

tre las tres posiciones de la rolécula de triglicérido (14).

El desdoblamientc de dcidos grasos es una reaccidn enzimdtl
ca, que estd bajo la influencia &e la lipasa, siendo la leche ma
terna una rica fuente de ésta perritiendo gue haya fcidcs grasos-—
libres en una gran proporcidn, siendo estos la fuente de ener--

gia m&s importante para el recifn nacide. Del 30 al 55% de las
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kilocalorias de la leche raterna, provienen de la grasa necesa-
ria para la mielinizacibn del cerebra ¥ para el crecimiento neu-—
rcnal. En cambio,la leche de vaca carece de esta enzima (14, -

18).

Carbohidratos

La lactosa es el carbohidrato presente tanioc en la leche —-
materna como en la leche de vaca; sin embargo, por cada 100 ml-
de leche, el contenido de la primerz es de 6.8 g. comparado con
4,8 g. en la leche de wvaca, por lo gue se puede apreciar que -
una diferencia importante son las menores concentraciones de ——
lactosa en la leche de vaca que en la leche materna. La leche-
materna contiene ademis cantidades en trazas de glucosa, galac-—
tosa, glucosamina y otros oligosac&ridos conteniendo nitrSgenc-—

(18, 20).

Por (ltimo, la leche materna proporciona 37% de calorias pro
cedentes de la lactosa ¥ 1a leche de wvaca, 29% de calorias pro-

cedentes de este componente de la dieta (14).

Vitaminas

Vitaminas tales como tiamina, rikoflavina, vitamina B6, vi-

tamina Bl2 y folacina estin presentes en mayorss cantidades en-

la leche de vaca que en la leche nmaterna; sin exbargo, la shu--
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Ilicidn de la leche de vaca destruye vitaminas termolibiles co-

mo son la tiamina, riboflavina y el &cido ascérbico.

La leche de vaca contiene mencs niacina preformada que la -
Ieche materna, pero el contenido de triptofance en la leche de -
vaca es mayor y asi el de niacina total es similar en anmbas le-

ches.

Una importante diferencia en la administracitn de leche ma-
terna y leche de vaca, es que la primera es de ordinario consu-
mida directamrente del pecho y todas las vitaminas originalmente
presentes en la leche son transmitidas al lactante; por el con-
trario, las p&rdidas de witaminas de la leche de vaca se produ-
cen durante el ordeno, el proceso, el transporte, la entrega,el
almacenamiente, esterilizacifn v /o ebullicidn. En el casc de -
muchas de las wvitaminas 3, el contenido inicial de ellas en ia-
leche de vaca es suficientemente alte para gue pfrdidas modera—
das sean de poca importancia nutricicnal, Cuando es ordefiada —
de la ubre, el contenido de vitamina C de la leche de vacza es -
en promedic de aproximadamente 21 mg/l. Y disminuye con el pro
cesamiento ¥y almacenamiento; en el romento de la compra, wvarics
autores han encontrado gue varian de 2.4 a 20.5 —g/1 con una =g
dia de aproximadamente 11 mg/l, prcduci&ndose mEs reduccicnes -

de la concentracifn de vitamina C durante el almzcenamiente des
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pu&s de la compra (14).

Minerales

Otra de las diferencias importantes entre la leche materna-—
y la leche de vaca estriba en su composicifn mineral, siendo -—
mayor la concentracidn de minerales en esta iltima. La leche -
de vaca contiene seis veces mis fé6sforo, cuatro veces m&s cal--—
cio, tres veces méds sodio y cenizas totales gue la leche mater—

na (2, 20).

En la leche materna, minerales tales como hierro, cobre vy —
manganeso, estln presentes en trazas, ademds contiene calcio, -
f6sforo, potasio, sedio ¥y cloro, los cuales disminuyen conforme-—

aumenta el periodo de la lactancia.

De todos los minerales presentes en la leche, el hierro es-
practicamente el eiemento gque no difiere mucho en ambos tipos de
lecke (20}.

5. TIPOS DE ALIMENTACION ARTIFICIAL

Leche de vaca

Es bien conocide de todaes, las condiciones higiénicas defec-

tuosas que se tienen con la leche de vaca, sobre todo en lag --
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grandes ciudades, por lo que se procura no incluirla en la ali-
mentaciftn del lactante como tal. La leche de vaca proporciona-
0.67 cal/ml v la diferencia en cuanto al dé&ficit de calorias en
relaci®n a la materna, estid mis gue nada condicionado por el dgé
ficit de hidratos de carbono, puesto que la materna tiene 7 g%

y la de wvaca de 4.5 - 5.0 g%.

Leche de vaca en polvo

Existen en el mercado un sinnGmero de f£6rmulas lacteas, gue
van desde la leche condensada, hasta leches lo mis semejante en

su composicidn a la leche materna.

De todo este conglomeradco de preparados comerciales, el mé-

dico pediatra necesita conocer Gnicamente las siguientes:

Teche maternizada.

Es el alimento de eleccidn, casi substituto de la Ieche ma-
terna para iniciar la lactancia artificial cuando se decide no-

dar la alimentacidn al seno materno.

De &éstas, deberdn preferirse las siguientes:

S - 26, Enfalac y Nan. La SMA v Enfamil, si bien son f£Srmu-—

las semejantes,no tienenr igualadas las prcporciones de lactoal~
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bfimina y lactoglobulina/casefna, sino que conservan la de la -
leche de vaca. Esto es causa frecuente de distensitn abdominal,

estrefiimiento y varios trastornos digestivos en el nifio.

Leche semidescremada

La leche semidescremada tiene mayor cantidad de solutas, --
principalmente calcio y f6sforo, comparadc ccn la leche mater——
na Yy maternizada. Por lo tanto, la leche maternizada es mu—

cho m&s parecida a la leche materna.

El exceso de solutos trae como consecuencia hiperosmolari--—
dad v por lo tanto menor Indice de seguridad en estados de des-

hidratacitn (diarrea).

El exceso de feosfatos en la dieta dificulta  al rindn, so--—
bre todc del prematuro, a gue =limine este cati6n, lo retiene -
y como consecuencia elimina calcio y magnesio, ademés de que &i
ficulta la absorcitn del calcic de la dieta. E1 resultzdo de -
este preblema a largo plazorseria raquitismo alrededor de una—

a tres semanas despu8s y tetania en el periodo neonatal.

La leche maternizada es superior a la semidescremada para -
iniciar la alimentacibn del reci&n nacidc, sobre tode del premz

ture.



31

La leche semidescremada no tiene anadido hierro y vitaminas
a la férmula, la mayoria de las leches maternizadas tienen vita
minas A de 1500 -~ 2500 U/L, vitamina C 30 mg/l y vitamina D - -
400 U/L, las cuales cubren,al menos, parte de los requerimientos

diarios.

El exceso de proteinas que contiene la leche semidescremada
comparado con el de las leches maternizadas, puede provocar de -
acuerdo con los trabajos de Strand, la llamada "acidosis metabd

lica tardia".

Asi mismo, las proteinas en las leches maternizadas conser-
van la proporcién de lactealbfimina - lactoglobulina y caseina -
de la leche materna; no asi la leche en polvo descremada que -—-—

conserva la de la leche de wvaca.

La cantidad de sodio 30-32 m Egfi de la leche semidescrema-
da, comparada con la de la maternizada, 7 - 11 m Eg/l, puede -~
ser una desventaja mids en nifios que tienen problema en la elimi
nacidn del scdio como son los nifios nrematurcs, nifos con insu-

ficiencia cardfaca o renal.

Las grasas animales en las leches maternizadas han sido - -
substituidas por grasas de oriaen vegetal como el aceite de - -
maiz, oliva v soya, es decir &cidos grasos insaturados, lo gque-

facilita su digestibilidad; por otro lado las férmulas semides-—



cremadas si bien tienen mencor ¢antidad de grasas, &stas son de-
origen znimal, &cidos grasos saturados, con menor grado de di--—

gestibilidad.

Leche enterz en polvo.

Se obtiene por desecacidn de la leche natural integra de va
ca, en general proporciona 5 calorias por gramo y esté indicada

en todo lactante mayor de 5 a & meses de edad.

FSxrmulas especiales tipo Sobee

Las proteinas que la ccmponen son de origen vegetal como 1a
soya - metionima y proporcicnan casi en forma completa los ami-—-

noécidos esencizles.

Las grasas son de origen vegetal del tipo de sova que dan -
una meyor digestibilidad. ILos carbohidratos son sacarcsa, dex-—

tresa, maltosa v dextrinas.

Las indicaziones principales para determinar su administra-
cifin son: alergfa a la proteina de la leche de vaca, intoleran-—

cia a la lactosa, diarreas de origen alimenticio (36).



COMPARACION PROTEINAS ~ GRASAS —~ CARBOHIDRATCS.

FORMULAS LACTEAS

FORMULAS PROTEINAS CAREBQOEIDRATOS GRASAS
60%, 40%, Ac. grasos tipo oleico,
Leche Humana Lactoalbfimina Caseina Lactoesa linoleico enmés canti--
Lactoglobuling dad, m&s digestibilidad
15%, 85%, Ac. grasos tipo palmfi--
Leche de vaca Lactoalbtmina Casefina Lactosa tico, estearico, caproi
Lactoglobulina co, butfrico, lictico,-
més vol&tiles menor di-~
gestibilidad.
60%, 40% Ac. grasos insaturados-—
Leckes materni Lactoalblmina Caseina Lactosa de origen vegetal (maiz
zadas Lactoglobulina soya~cliva) més digesti
bilidad.
15% 85% Ac. grascs saturados --
Leches semi- Lactoalbtimina Casefna Lactosa Origen animal {mante- -
descremadas Lactoglobulina quilla) menor cantidad-
pero menor digestibili-
dad.
15% 85% Ac. grasos saturadces de
Leche entera LactocalbtGmina Casefna Lactosa origen animal (mantegqui
Lactoglobulina l1la) menor digestibili-
dad.
Schee Soya-metienina Sacarosa Ac. grasos insaturados—
Dextrosa de origen vegetal (soya)
Maltcsa méds digestibilidad.

Dexkrinas
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6. POSIBLES MICROORGANISMOS CONTAMINANTES DE LA LECHE

A) Bacterias Gram - positivas

i. Bacterias licticas

Las bacteriss m8s importantes en los productos licteos, =—=-=
tanto por sus actividades biogquimicas como por su nfimero, son —
aquéllas que fermentan la lactosa dando una proporcidn elevada-

de &cido liactico en los productos de degradacién.

2. Micrococos y Estafilococos.

a) Micrococos.

Los micrococos forman parte de la flora inocua gue contami-
na la leche y se encuentran frecuentemente despu&s del ordeno.-—
Por presentar una temperatura Sptima hacia los 37°C por sus acti-
vidades enzim&fticas reducidas, tienen poca importancia en los -
prcblemas referentes a la conservacibn y tratamiertc de la le—-

che.

b} Estafilocccos

Este género comprende dos grupos; el mas importante es el -

de Staphylococcus aureus, que cemprende bacterias par&sitas que~

poseen ccagulasa y una o varias hemolisinas. Estas bacterias -

son importantes desde el punto de vista de la higiene.
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Existe otra especie representada por Staphylococcus épidexr-

mis que ofrece poco interés para nosotros.

—

3. Bacterias esporuladas (Bacillaceae}

Estas bacterias son las finicas que forman una endospora, --—
que tiene la importante propiedad de resistir temperaturas ele-
vadas. Mientras las otras bacterias se destruyen generalmente
por debajo de 80°C, las esporuladas s6lo mueren por encima de -
100°; tienen por ello una enorme importancia tecnolfgica en lo -
que se refiere a las conservas de productos alimenticios no adi

cionadas de agentes conservadores.

A pesar de su termorresistencia debida a las esporzs, muchas
de estas bacterias son mest6filas, es decir gue se desarrollan =
unos 30°C y se inhiben a temperaturas superiores a 45°C. Sin -
embargo, existen especies term&filas, gue se desarrollan bien -

por encima de los 60°C.

Las bacterias esporuladas no suelen presentarse en la lechsz
cruda y en los productos licteos gque no se han calentado. Por-
el contrario, son responsables de la alteracidn de las leches -

hervidas o insuficientemente esterilizadas.

En los productos lécteos se encuentran representados dos --—

géneros (segiin el Bergey's Manual):
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- Bacillus: Bacterizs esporuladas aerobias, con actividades
enzimdticas variadas ccmo acidificacidn, coagulacifn y proteo-——

lisis.

- Clostridium: bacterias esporuladas anaercbias, son perjudi-

ciales, scbre todo por su produccidn de gas; algunas sor peli--

grosas por sus toxinas, en especial Clostridium rmeérfringens

4. Bacterias Gram - positivas diversas.

a) La leche fresca puede contener muchas bacterias del gé-

nerc Corynebatterium. EL bacilo diftérico no se encuentra en -

la leche. Estas bacterias tienen poca importancia préactica por
sus actividades poco acusadas y por su temperatura Sptima eleva

da.

b) Bacterias propidnicas, que tienen Importanciz en la ma-

duracién de los cguesos de pasta dura.

¢} Brevibacterium: bacilos cortos que se encuentran comin-

mente en las materias animales o vegetales en descompesicidn.

B) Bacterias Gram - negativas

1. Enterokacterias

Las enterobacterizs suelen ser mencos aktundantes en la lache
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que otxas bacterias Gram - negativas; sin embargo, tienen una -

gran importancia desde dos puntcs de vista:

~ Higiénico: Varias especies de esta familia son responsa-—
bles de graves enfermedades infecciosas, gue pueden adgquirir ca
récter epid&mico, en el caso de los productos licteos, las perte

necientes al génerc Salmonella son las mis temibles; a otras es

pecies se atribuyen infecciones grastointestinales benignas.

- Tecnol6gico: La propiedad bioquimica dominante de las en
terobacterias es la fermentecibn de los aziicares con formacibn-—
de gas y dcido. Algunas especies producen substancias viscosas-—

o de sabor desagradable.

a) Escherichia

b) Enterobacter

¢} EKiebsiella

d} Citrobacter

Aparte de las hacterias coliformes, pazeden encontrarse en -
la leche enterobacterias gue no fermentan la lactosa y que son-—-
especies inocuas, como Serratia y Prot : que son proteoliti--—
cas; pero tambif&n pueden hallarse especies patdgernas, como Sal-

monella y m&s raramente Shigella.
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2. Achromobacteriaceae

Esta familia comprende bacterias saprofitas. Ninguna espe-
cie es saspechosa desde el punto de vista higiénico. Aungue noc
tienen m&s gue actividades enzimdticas limitadas, estas bacte—-
rias presentan interés porque forman parte esencial de la micrg

flora psicrdfila gune prolifera en la leche a baja temperatura.

Se han definido tres géneros: Alcaligenes, Achromocbacter y-—

Flavobacterium.

3. Bacterias Gram negativas diversas

a) Pseudomonas: La leche contiene £recuentemente gérmenes

pertenecientes a este género, transportados principalmente por-—
las aguas impuras. Forman parte de la microflora psicrdfila; -

son nocivos a causa de sus actividades protealiticas y lipoliti

cas.

b} Brucella: Bacterias patdSgenas para el hombre y los ani-—

males, agentes causales de la brucelosis.

Levaduras y Mohos

Como las levaduras, los mohos se destruyen fhcilmente duran

te la pasteurizaci®n.



Microorganismos patdgencos en la leche.

A) Erucella

Con frecuencia, la leche se halla contaminada por estos mi-

croorganismos. RBrucella abortus es la mfs frecuente en la le—-—

che de vaca.
B) Estafilococes hemolitices

Se encuentran frecuentemente en la leche y su origen no es-—
finicamente el animal atacado de mastitis, puesto gue muchas ve—
ces la contamiracifn tiene lugar en la £&brica. El padecimien

-

to por estafilocacos se manifiesta sobre todo por los casos de-
intoxicacidn debido a la enterctoxina estafilocfcica, ¥ son -~ -
principalmente los productos concentrados y desecados los caun——
santes. La intoxicacidn nec es muy crave en el adulto, pero si-

lo es en los nifos.

C) Estreptococos

El estreptococo pibgeno del grupo B v el del grupo B repre
sentan un peligro en la leche por ser los causantes de la pro—-—
pagacifn de las enfermedades por estreptccocos, tales como eri-

sipela, escarlatina, amigdalitis etc.
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D} Entercbacterias

Las bacterias del género-Salmonella encontradas en la leche

tienen diversos origenes; vacas, personas y, sobre todo aguas -
qontaminadas. Se multiplican en la leche a temperatura favora-
ble. 2l lado de este microorganismo poco frecuente, pueden en—
contrarse en los productos l&ctecs otras enterobacterias gue -
constituyen un problema de importancia en nuestro medio como es

Escherichia coli {1).

En un trabajo realizado para evaluar =1 porcentaje de por—-—

tadores asintom&ticos de Escherichia coli enteropatbdgena, se -—-—

estudiaron 220 nifios en dos grupos: a) 164 "sanos" b) 56 con ——
diarrea. ILos resultados encontrados fue gue el 18.9% de los -~

"sanos® tuvieron Bscherichia coli enteropatdgena contra 48.2%4dz

nifios con diarrea, 1o que avoya la patogenicidad y el predomi-—

nio de dicha bacteria en la diarrea del recién nacido (38}.

Por otra parte, en un estudio realizado por Pickering y co-
laboradores durante un periodc de 22 meses, 595 nifios con dia-—
rrea y 210 nifios de la misma edad usados como controles, fueron
atendidos 367 nifics en clinicas de Houston y 438 nifios en Mé&xi~

Co.

Se encontrS que los enteropatdgenos asociados con diarrea -

fueron Shigella {18%) Rotavirus (14%), Salilronella (9%), E. gol-
[ ]
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toxigénica (6%} v otros (12%) incluyendo 14 Proteus.

Los enteropatfgenos fueron aislados de un gran ndmero de ni
fios con diarrea en un 59% de los casos, mientras que de los con
troles asintomdticos solo se aisld el 6%. En este estudio tam~
bién se desmotrd: (1) mavor incidencia de diarrea en MExico (2)

ocurrencia mds comin de Shigella en Houston y de Salmonella en-

México (3) no se aisld Escherichia coli en diarrea end&mica en-

ambas vpoblaciones.

Klebsiella y Aeromonas también fueron incriminadas como or-

ganismos productores de entérotoxina en mifios con diarrea, de-—

tectédndose una cepa de Aeromonas v catorce cevas de Proteus — -

{31).

En otra investigacitn efectuada vara la blisqueda de entero-
pat8genos como posibles agentes de diarrea infantil en la ciu--—
dad de México, &€stos fueron identificados en 47 de 62 casos, —--—

siendo Escherichia coli detectado en 29 casos y particulas de -

rotavirus en 186 casos (12).

bonta y colaboradores revortaron gue cepas de Escherichia -

coli enterotoxigénica fueron aisladas en B (16%) de 50 nifios —
mexicanos con diarrea admitidos en el hospital ¥ en 1 de 50 ni-

fios hosvitalizados por dessSrdenes no ent@ricos.



Los resultados de este estudic sugieren que cepas de E. co—
1li enterotoxigénicaz son probablemente responsables de un nimerc
significante de casos de diarrea en una poblacitn infantil de -

indigenas mexicanos (8).

Los resultados presentedos en estos estudios apoyan la idea

de que tanto Escherichia coli como otros de los géneros de la -

familia Enterobacteriaceae ¥y los rotavirus juegan un papel im—

portante en la diarrea infantil. De ahi la cran importancia --
gue tiene el que las fOrmulas lacteas se encuentren libres de -
ellos, 1o gue lleva a la vez a hacer hincapi& en el estricto —-
control que se debe tener durante el proceso de las leches en -
polvo y, posteriormente, al manipularlas cuandc se preparan los

bibercnes para los lactantes.

7. METODOLOGIAS EMPLEADAS

A.- DIVERSAS METODUOLOGIAS

Cada metodologfz empleada para el anilisis microbiolbgico -
de un alimento, se refiere a una parte de su poblacidn presen—-
te y por lo tanto tiene que tomar en consideracifn la gran ver-—
satilidad de los microorganismos en cuanto a sus demandas nutri
cionales y condicicnes para su desarrollo (tipo y concentraciin
de nutrientes, acide=z, salinidad, estado fisiclbSgico de la célu

la ¥ las condiciones del material para estudiar (presencia de=
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inhibidores, presencia de flora competitiva, ete) para el dise-—

no de sus medios de cultivo, condiciones y procedimiento.

En el casc particular de la leche en polvo hay gque conside-
rar, gue sus procesos de elaboracidn disminuyen o lesionan en —-
gran medida las c¢élulas que constituyen la flora microbiana de -
la leche de vaca ya que se somete a una desecacidn r3dpida a alta
temperatura. En el proceso de atomizacidn se utiliza an trata--
mientc previo de ultra-alta—temperatura {130°durante algunos se—

gundos}.

a.— Cuenta de Organismos Coliformes.

En todos los casos en los gue los microorganismos colifor -
mes se emplean comc indicadores de calidad sanitaria {para mos——
trar malas practicas higiénicas al manipular alimentos), la in——
formacidn que deben proporcionar es de orden cuantitativo ya gue
nc basta con descubrir su presencia, sino el nfimero que tiene um

gran significado.

A pesar de la gran variedad de técnicas y de medios de cul—
tivo utilizados, la base fundamental del recuento, sistemitica-—
mente ha sido la capacidad para fermentar la lactosa, ya que s&—
trata Jde la caracteristica primaria del grupo. Como este atri--
buto neo es exclusivo de ellos, se han intreduccido agentes selasz

tivos diversos que eliminen del recuento los casos de sinergis--~
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mo bacterianc y la actividad de gérmenes extrafos.

El recuento puede efectuarse en medios liquidos o sblidos. -
En el primer caso se sigue la té&cnica del nfimerc m&s probable vy
se desarrolla en etapas: prueba presuntiva, confirmatoria y com
pleta. Segiin el tipo de material examinado y la especificidad-~-

requerida, el estudio utilizar& una, dos o las tres pruebas.

En el caso del uso de los medios sblidos, el ensayo se co——
rre hasta la prueba confirmatoria o puede limitarse a la presun
tiva. Esta t&cnica es la llamada cuenta de colcnias por vacia~-

do en placa.

El prircipio de esta té&cnica se finca en una presuncidn cu-
ya validez no es absoluta: cada colonia proviene de una célula-
viable. Muchos microorganismos éesarropllan en los alimentos y-
en los medios de cultivo formando grupos e mayoer O menor conr—-—
sistencia, Ics que a su vez se dispersan durante la homogeniza-
cidn de la muestra y la preparacidn de las diluciones, en parti
culas que pueden estar formadas por varias células, de tal mane
ra gue la cclonia observada podria provenir de uvna célula ¢ de-
un grupo de c&lulas vizbles gue existen en la muestra original-

(13}.

Con ligeras modificacionern en cada casc, la t&cnica de va--

ciado en placa se utiliza para efectuar el recucnto de la naye-
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rfa de los grupos microbianos (comc hongos y levaduras al igual
gue las bacterias mesofilicas aerobias y alin otros géneros ¥ es

pecies de inter&s en los alimentos)}.

El emplec de agar bilis rojo vicleta para el recuento de co
liformes, proporciona informacibn ccrpleta por si solo desde un
punto de vista préctico, cuando se aplica a la leche y los lac-

ticinios {(i3).

y"’

Con muy diversos fines ha sido utilizado, el medio de agar-
bilis rojo wvicleta, especialmente por 1los autores norteamerica-
nos, para estudiar la viabilidad de los coliformes en productos
de leche acidificados, para investigar la correlacidn entre el-
nlmero de coliformes y la capacidad d= autoconservaci6n de un -
alimento, para evaluar a los microcrganismos coliformes como ——
indicadores de calidad sanitaria, para determinar los cambics -~
cuantitativos que ocurren an la £florza bacteriana durante 1a re-—
frigeracifn de algunos alimentos y para determinar la carga to-
tal de coliformes en los alimentos con fines estadistices. Di-
ferentes autores han reportado resultados equivalentes, Igual--
mente buenos, con el empleo de agar desoxicolato lactosa para -
el recuenko de los coliformes, con rendimientos m&s bajos gue -
con la técnica del ntmero mis probakle, pero en periodes m&s =-

cortos o con ahorro de eguipo (13).
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El agar bilis rojo wioleta es, sin duda, el medio s8lido -

mis comfinmente utilizado para el recuento de coliformes.

Aunque se trata de un medio selectivo, su funcionamiento &p
timo se consigue cuande ademis, se satisfacen otras condiciones
comoc son el tiempo y temperatura de incubacidn. Las lecturas -
extemporineas, especialmente las retardadas, facilitan el desa-
rrollo de gérmenes no coliformes con apariencia de tales. Pox-
funcionamierto Sptimo hay que entender la recuperacibn de un nf
mero maximo de coliformes, con su tipica morfologia colonial y-
un minimo de no colifcrmes, en un tiempeo de incubacidn defini——

do.

Por regla general, es necesaric efectuar una confirmacidn -
de los resultados a partir, tanto de las placas primarias, coco
de los tubos presuntivos que muestran gas después de la incuba-—-

cifn.,

La confirmacibn de la técnica de vaciado en placa, se hace-
ransfiriendc las colonias a tubos de fermentacifin con caldeo —
lactosa bilis verde brillante, parz observar la produccidn de -

gas despu&s de la incubacidn.
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b. Cuenta de Bacterias Mesofilicas Aerobias.

B
La técnica utilizada para la cuenta de bacterias mesoffli--
cas aerobias, es el recuento en placas cuyo fundamento se expre

a5 anteriormente.

Esta técnica consiste en el recuento de cclonias bacteria—-
nas en medios de cultivo con un soporte nutricional adecuado, -
libre de agentes inhibidores; de este modo se tiene el miximo -
nlimero de microorganismos, cuando la incubaciftn se ha realizado-
entre 20 y 37°C. En el casc de leche en polvo el medio de cul-
tivo utilizado es agar triptona extracto de levadura, tambi&n -

llamado agar para cuenta esténdar.

El grupo de bacterias mesofilicas aerobias es mny hetorogé-
neo v s6lo comparten su mieribros entre si, la capacidad para ——
formar colonias visibles en las condiciones en las que se desa~
rrolla la pruebka. Debide a la diversidad de caracteristicas --
gue exhiben las bacterias, practicamente no es posible disefiar—

un medio de cultivo o una técnica gue permita el crecimiento de

todas las egpecies y variedades presentes.

Algunas bacterias desarrcollan con mayor rapidez que otras -
dependiendo de factores diversos, como su estado fisioldgico ~-
{traumat izadas por los tratamientos t8&rmicos), la disponibili--

dad de nutrientes especificos en el medio de cultivo, el antacc



nisme microbiano que se presenta en las poblaciones con flora -
hetercgénea, la proporcidn relativa de cada grupo o especie mi-
crobiana al iniciarse la multiplicacibn, el pH, la temperatura-
de incubacitn, el potencial de &xidorreduccidn del medio y - —-—
otras caracteristicas que posean los diferentes microorganismos
por su propia naturaleza, dentro de limites m&s o menos estre--
chos en cada caso. El nGmero de colonias finalmente contadas -
en las placas, es el resultado del efecto de todos estos facto-—-

res a lo largo de la aplicacidn de la técnica de anflisis (13}.

Consecuentemente, el recuento de bacterias mesofilicas aerc
bias tiene validez cuando la técnica desarrollada se ha ajusta-
do a las condiciones que establece el método coficial. E1 em- -
pleo de té&cnicas gque no han sido reconocidas como oficizales, no
es Gtil en el control sanitario del alimento, ya que nc existe-~
una norma o limite gue permita emitir una conclusidn acerca de-

la calidad microbiolBgica de &ste.

c. Cuenta de Hongos y Levaduras.

La té&cnica utilizada para cuenta de hongos y levaduras, al-
igual gue para la de bacterias mesofilicas aexobias y lz de or-

ganismce ccliformes, es el recuento en placa.

La necesidad de gue esta t&cnica recurra a condiciones y me

dios de cultivo selectivos os evidente, debido a gue muchas bag
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nisme microbiano que se presenta en las poblaciones con flora -
heterogénea, la proporcitn relativa de cada grupo o especie mi-
crobiana al ipiciarse la multiplicaci®n, el pH, la temperaturas—
de incubacidn, el potencial de Sxidorreduccitn del medio y — ——
oktras caracteristicas gue posean los diferentes microorganismos
por su propia naturaleza, dentro de limites m8s o menos estre--
chos en cada caso. El nGmerc de colonias finalmente contadas -~
en las placas, es el resultado del efecto de todos estos facto-—

res a lo largo de la aplicacibn de la t&cnica de anflisis (23).

Consecuentemente, el recuento de bacterias mesofilicas aero
bias tiene validez cuando la t&cnica desarrollada se ha ajusta—
do a las condiciones que establece el m&todo oficial. El em— -
pleo de t&cnicas gue no han sido reconocidas como oficiales, no
es Gtil en el control sanitario del alimento, ya gque no existe—
una norma o limite que permita emitir una conclusifn acerca ds—

la calidad microbiolbgica de &ste.

c. Cuenta de Hongos y Levaduras,

La técnica utilizada para cuenta de hongos y levaduras, al-—
igual que para la de bacterias mesofilicas aerobias y la de oz-—

ganismo coliformes, es el recuento en placa.

Za necesidad de que esta t&cnica recurra a condiciones y s

dios de cultive selectivos es evidente, debido a gue muchas baz



terias aprovechan los mismos nutrientes y condiciones de incuba
cifn que requieren los hongos para su desarrollo. Las bacte- -

rias desarrollan m&s r&pidamente que los hongos.

El logro de la selectividad de la t&cnica es dificil en la-
préctica, puesto cue siempre se encontrarén algunos hongos espe=-
cialmente susceptibles al agente o medio selectivo que se intro
duzca contra las bacterias (por lo tanto, no desarrollar&n} y -
también podrdn encontrarse algunas bacterias particularmente --
resistentes que formaran colonias sobre las placas; entonces el

objetivo, es reducir al minimo estas situaciones extremas.

Para eliminar el desarrollo bacteriano se puede recurrir a-

lo siguiente:

1) Acidificacitn de los medios de cultive

2} Empleoc de antibidticos y otras sustancias

Acidificacidtn de los medics de cultivo.

El empleoc de medios de cultive a pH 3.5,ha prevalecido a la
fecha dentro de las t&cnicas oficiales o recomendadas para el-
anilisis de alimentos. Sin embargo, la acidificacidn del medioc
de cultive hasta el nivel de 3.5 afecta negativamente el desa--
rrollo de algunos hongos y a fin de disminuir el efecto ncocivo-

de la alta acidez, se han ensayado diferentes &cidos con 21 - -
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propSsito de selsccionar &1 menos téxice. Asi, Koburger probs—
el efecto de los &cidos l&ctico, tartdrico, citrico, clorhidri-
co, sulffirico y fosfdrico en agar papa dextrosa a pH 3.5 encon-—
trando una recuveracidn decreciente de colonias de hongos y de-
levaduras por estos &cidos en el orden mencionado. ILos valores
promedio no mostraron diferencias entre los Acidos lictico y -

tartirico (13).

Empleo de antibidticos y otras substancias.

Dtra forma de inhibir el desarrollo bacteriano es el emplec
de antibiéticos como son la aureomicina, terramicina, estrepto-
micina, cloramfenicol, gentamicina y sus combinaciones. El ro-
sa de bengala se emplea con el mismo £in y no s8lo impide el de
sarrollo bacteriano e inhibe el crecimiento extensivo de honges,
sino que comunica a las colonias de actinomiceteos un intenso -—
color rosa. Estas sustancias se adicionan a un medio de culti-

vo neutro.

Los resultados en general, muestran rendimientos mds eleva-
dos de colonias, utilizando esta filtima forma de eliminacidn --

bacteriana que la acidificacién del medio de cultivo (13).

Por otra parte se han mencionado inconvenientes adicionalss
como el desarrollo extendido de las colonias de hongos sobre ——

las placas, y la inhibicidén de algunos hongos y levaduras aun -
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sin someterilos a los efectos de tensidn térmica {13).

Otros puntos de interés en la evaluacibn de las técnicas -~
para el recusento de los hongos ¥ las levaduras en los alimentos,
se refierem 2l tipo de medios de cultivo y la temperatura de in
cubacifn. Entre los medios utilizados se incluyen el agar papa
dextrosa coro el m&s frecuente; ademds, el medio Sabourauwd, - -
agar para cuenta estandar, agar mic6filo, agar malta y agar pep
tona dextrosa. En general, las demandas nutxicionales de los -
hongos y levaduras son tan modestas, que la seleccidn de un - -

buen medio de cultivo base,; no constituye un problema especial.

En relacifn con la temperatura de incubacién Sptima de las—
placas incculadas para obtener el m8zimo nGmerc de colonias de-
hongos y levaduras, parece haker poca duda acerca del empleo de

valores entre 20 a 25° y &sta suele ser la pr&ctica m&s comin--
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d. Cusitta de Staphyvlococcus aureus

La presencia de Staphylococcus aureus en los alimentos se -

suede deker a una contaminacitn humana por manipulacidn, o a --
una coentatinzcidn de origen, esteo es, cuando el animal de donde
proviene £l alimento na sufrido o sufre alguna infeccibn pibge-

nway {28} cuzlguiera cue sea la causa, resulia de gran importan-—

¥]
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cia detectar su presencia, existen ademds algunas especies que—
son capaces de produclir una enterotoxina gque causa intoxicacidn

alimentaria al ingerirla.

Para detectar su presencia se utilizan los mé&todos de Vogel

Johnson ¥ Baird-Parker con sus respectivos medios (28):

Para la identificaci6n de los microorganismos, el primero -
de los m&todos permite hacer una estimacién del contenido de - -~
estafilccoco en el alimento aprovechando su cardcter haléfilo, -
se utiliza un procedimiento previo de enriquecimiento selecti- -
vo que consiste en zhadir las muestras del alimento a un caldo -
soya tripticase adicionado de cloruro de sodio al 10%, se incu--
ba v se siembra unazsada de este caldo en el medio selectivo -
agar de Vogel—-Jdohnson, que permite obtener una determinaci6én - -

temprana de las ceclecnias de Staphylococcus aureus coagulasa-po -

; manitol-positive puesto gue la capacidad de coagula- -

- e -
ALLVYL

7]

¥
i6n del plasma aparece casi siempre en forma simultdnea con la-

9

capacidad de fermentacidn del manitol, este medio es altamente -

especifico (9).

Los ccomponentes que se utilizan para diferenciar las colo--
nias de estafilococes de las de otras especies, son manitol y --
telurito de potasic; tratédndose del primero, al degradarlo se -—
forma un Zecido que produce el vire del indicador rejo de fenol -

P

a amarilic formando una aureola alrededor de las colonias, el --
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segundo es reducido a teluro elemental cozsionandc un ennegreci
miento de las colonias, contiene ademds cloruro de litio para-
inhibir el desarroillo de otros microorgarismos presentes en el-

alimento.

En general, con este método se obtienen resultados satisfac-
torios en cuanto a la determinacidn de la presencia de estafiloc
cocos, pero cormo durante el procedimientc de enriguecimiento se
favorece el desarrollo de estos microorganismos, se tiene como

resultado una cuenta aproximada de Staphvlococcus aureus por gra

mo de alimento.

En el método de Baird-Parker el recuesto se efectiia directa
mente por siembra en la superficie con extensidn del inbSculo sc
bre las placas del medio, el gue se utiliza para el aislamiento
selectivo y enumeracibn de estafilococos ccagulasa—?ositivos at
contener teluritoc y yema de huevo, sirve para la diferenciacidn
de las colonias dJ&e estafilccoco, por un lado por las praopieda-
des yva mencionadas de reducir en condicicnes aercobias la sal -
de telurito a teluro elemental vy, ademfs por el otro, de clari-
ficar la vema de huevo formando asl colcnias negras rodeadas de

una zona clara (13, 35).
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A este método se le pueden senalar las siguientes ventajas:

- En general tiemne mayor aceptacidn que el anterior por su
especifidad y obtencitn de cifras més reproducibles en la

cuenta.

- Es un medio selectivo.

Perc tiene comoc desventajas ques:

- Algunas cepas de Proteus vulgaris forman colonias indistin

guibles de las de Staphylococcus aureus.

- Algunas especies de estreptococcos del grupo D, microco—--
cos, corinebacterias y algunos miembros de la familia Epn—

terobacteriaceae crecen en el medio Baird-Parker formando

colonias negras, pero de ninguna manera son capaces de ——

aclarar la yema de huevo.

— ReonSmicamente resulta un medio costoso.

- Algunas cepas de Staphylococcus aureus no patbgenas, no -

producen aclaramiento de la vema de huevo por carecer de—

la enzima lecitinasa.

e. Investigacidn para la determinacidn de Salmonella.

Los preocedinientos recomendados actualmente para detectar -

la centzminacidn por Salosnella en los productos lécteos, gue -
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durante su elaboraci®fn se sometieron a un proceso de secado, in
volucran varios pasos, que son: pre-enriquecimiento, enriqueci-
miento, aislamiento, seleccidn bioquimica ¥y confirmacidn sero
16gica. Estos procedimientos son laboriosos, requieren de tiem

po y perscnal bien adiestrado.

La serie de pasos anteriormente mencionada es explicable --
por las siguientes razones: la escasez de microorganismos de es
te géneroc, la posibilidad de una merma en su vitalidad, la com
plejidad ¥ en ocasicnes abundancia de la flera que suele acompa
farla en los alimentos. Esta flora por una parte, puede ejer--
cer un efecto antagénico mas o menos pronunciado, y por otra, -
ciertos miembros de ella exhiben caracteristicas muy cercanas-—

a las de Salmonella, 1o que obliga a la inclusifn de un mayor -

nimero de pruebas en el andlisis (13, 33).

A continuacifn se explica cada etapa de la metcodoleogiz en-

particular.

Pre—enriquecimiento.

En esta etapa se pretende restituir la vitalidasd de ilos mi-

croorganismos dafiados.

Durante el procesamiento de alguncos alimentos, la accidn -

del calor, la desecacidn, diversas sustancias antibacterianas,
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la concelacidn, el efecto &€= la acidez, o una combinacisn de -
ellos, suele disminuir notablemente el ntimero de micreorganis—-
mos ¥ a&fectan ostensiblemente la viabilidad de los sckrevivien—
tes. &I lado de esta situacidn de tensidn celular, la concu-—-—
rrenciz de otros factores condujeron a la incorporaciZfn de los~

medios de pre-enriquecimiento para el aislamiento de Saimonella

a partir del alimento: su escasc nmero después del tratamiento,
una flora asociada en proporcifn generalmente elevada, muchas -

cg@lulas de Salmonella probablemente se debilitan fisiclSgicamen

te por =1 proceso de tensifn y otras tantas mueren ripidamente-
despues de la manufactura (%3, 32). Otros factores contribuyen
tes son: gue las células lesicnadas por el proceso de elabora--
ci6n de la leche en polvo, pueden ser sensibles a agentes selec
tivos © tener mayores necesidades nutricionales para su repara-—

cidn v subsecuente desarrcllo.

r=dio de pre-enriquecimiento es el primer medic ambiente

=

E
al que Los microorganismos del alimento se exponen desgpués de -
su elakoracidbn, y en el cual estas células, de un estadoc casi -
seco, s@ someten a hidratacifn, reparan cualguier lesifin en su-
integridad, y crecen. Por lo tanto, el medio y condicicnes de-

rehidratanifin usados para aislar Salwonells en el pasc de pre—-—

enriquecimiento, deberidn tener las siguientes caracteristicas:-
a) facilitar la reparacidn de células debilitadas por deshidra-

tacitn » olmaconaije, b) permitir un corecimiento relativamente -
¥ 1

répide e Salmonella v c) preferiblemente ayudar a vencer la --
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competencia de microorganismos asociados durante el crecimiente

(33).

EXl medio de pre—enriquecimiento utilizado para la leche en-

polve es agua destilada con verde brillante.

Enriguecimicento.

Los medios de enriquecimiento contienen sustancias inhibito

rias, con ellos se pretende, por una parte Ffavorecer la multi--

plicacidn de Salmonella y por otra, impedir la flora ascciada.-

Dos grupos de medio de enriquecimientc se utilizan comunmen

te con mayor profusidn,

a) El grupo del caldo tetrationato: kilis-verde brillante-
o medic de Kauffmon, calde tetrationato sulfatiazol bilis verde

brillante y caldo tetrationato novobiocinz.

b} El grupc del caldo selenito: caldas selenito 7, caldo --
selenito cistina, calde verde brillante, caldo selenito sulfa -

verde brillante v caldo selenito dulcitol.

En el grupc del caldo tetrationato, =21 medio contiene una -

fuente de nitrfgeno orginico a base de pepitona, triptona, ex~ -
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tracto de carne ¢ de levadura, adicionade segin el case, de sa-
les biliares o novobiacina para inhibir las bacterias Gram posi
tivas: verde brillante para inhibir adem&s de estas bacterias a
organismos coliformes; carbonatc de calcio para regular el pH,-
neutralizando el Acido que se va generando y tiosulfato de éo-—
dio gue parcialmente pasa a tetrationato de sodio cuando se ——-—
adiciona el yodo antes de inccular la muestra, tiene un efecto-

£8xico sobre las bacterias sensibles (13).

En el grupo del caldo selenito, los medios tambi&n contie--
nen una fuente de nitrdgenc a base de triptona y peptona; los -
fosfatos tienen un efecto regulador del pE y la cistina favore-

ce el desarrollo de Salmonellsz £13).

Ni o1 caldo selenito, ni el caldo tetrationato en cualguie-~-
ra de sus variantes, permiten el crecimiento de todas las espe-

cies de Salmonella, y el acuerdo, de hecho universal, es en el-

sentidoc de utilizar sistemdticamente ambos a la vez, ya que no-—
es ficil prever la wentaja de utilizar unc u otro caldo de en-

riguecimiento.

Aislamiento.

Como consecuencia del empleo de los medios de enriguecimien

T. -

o, se obtiene después de la incubacifn, una florz mixta en los

caldos v o partir de ellos sSe procede al aislamniento d¢ Salmone

"
A
-
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illa. En esta tercera etapa se hace uso de medios sblidos. Pa-
ra ser eficientes deber&n mantener un efecto inhibitorio scbre-~
1a flora asociada, estimular la formacidn de colonias de Salmo-~
nella y finalmente comunicar caracteristicas diferenciables res

pecto a las colonias de otros gérmenes.

Los medios s6lidos utilizados, de acuerdo a su capacidad --

selectiva, se agrupan de tres maneras:

a) Ligeramente selectivos: medio de Endo, agar -eosina—--—--

azul de metileno o agar EMB y medio de Mac Conkey.

b) Moderadamente selectivos: agar DCLS, agar desoxicalato~

citrato, agar S5 y XLD.

c) Fuertemente selectivos: agar verde brillante y agar sul

Eito de bismuto.

La experiencia ha mostrado que la conduccidn mis correcta-
del an8lisis incluye el emplec de dos medios {unc moderado y ——
otrc fuertemente selectivo) para cada caldo de enriguecimiento-—

por muestra examinada {(13).

Estos medios de cultivo contemplan un problema singular gue
surge de dos hechos: la abundancia y variedad de la flora aso--

ciada y la eventual escasez de c@&lulas de Salmonella o la — —-
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exiétencia de &stas con desusual sensikilidad a los agentes -
inhibhitorios. EL primerc =Se relaciona con la especificidad ¥ -
el segundo con la sensibilidad del medic de cultivo selecciona-
do. Obviamente al tratar de conferirle al medic una mayor espe-
cificidad, se afecta la sensibilidad del medio, pues ello solo-
se eoﬁsigue aumentando la ccrcentracifn o la fuerza del agente-
inhibidor incorporado. Del mismo mode, para favorecer el desa-=

rrello de las células de Salmonella especialmente susceptibles—

al efecto de sustancias antibacterianas, hay que reducir la con
centracibn de &stas, lo gue da lugar tambi&n a un desarrollo --
mAs exhuberante de la flors indeseada sobre las placas, merman—

dose la especificidad.

Pruebas bicguimicas.

La identificacitn bioguimica de las colonias se efectlia en-
medios de cultivoe que llevan incorporade un sistema sencillo o-
méltiple de indicadores y ningln elementc restrictivo para la -
multiplicaciGr bacteriana. Durante esta etapa se pretende cono
cer el perfil biocuimico de las cepas =n estudic para comparar-
1o con el que generalmente exhiben las cepas del género Salmone
ila.

PR

Esta identificacibnez rresurntiva a2l concluir las pruebas, -

&
i

debido a la existencia de cepas de Szlmonella que se apartan de

lgs lineamientos tipicos del género y de cepas de otros géneros

i
-
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gque pueden comporitarse en forma similar a ella, Por lo tanto,—
para una identificacifn més confiable, se requieren datos adi-
cionales que constan ademés de las caracteristicas de las colo-
nias en los medios diferenciables vy las pruebas de aglutinacibn

con los sueros de grupo al menos.

Pruebas sercldgicas.

Las pruebas de aglutinacidn de las cepas presuntivamente --

identificadas como Salmonella, conducen al diagn&stico final -—

del género, la especie Y el serotipo.

La disponibilidad de sueros flagelares y som&Bticos para es-—

te £in, suele estar limitada a ciertos laboratorios.
B.— EN NUESTRO PAIS

Las metodologias empleadas actualmente en nuestro pals para
el andlisis micrchiolSgico d= la leche en polvo, son las que s
sefialan en las normas oficiales mexicanas para la cuenta de hc:o
gos y levaduras, de organismos colifcrmes, de bacterias mesofi-
licas aerobias, ademis de la investigaci®n para la identifica--—

cifn de Salmonella en alimentds, perc con algunas medificacic—-

nes que han resultado de experiencias y estudios realizados en-

la Direccifn General de Labkoeratoriecs de Control v Salud Pfblics

]

de la Secretaria de Salubridad v Asistencia. De tales modific
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ciones se hablard m%s adelante al tratar cada metodolegia en -~

particular.

La Direccidn General de Laboratorios de Control y Salud PG—

blica no realiza la investigacifn de Staphyvlococcus aureus en el

anflisis microbiolSgicc de la leche en pelvo; sin embargo, se ha
incluide en este trab=zio de tesis ya gque su presencia en el ali-

mento constituye un riesgo a la salud pfGblica.

a. Cuenta de orgamismos coliformes.

La técnica utilizadz es la cuenta de coleonias por vaciado -
en placa, en la que se wtiliza el medic de agar rojo violeta bi
1is y un velumen de 5 =l de muestra de la dilucibn 1:10, ya que
al tener un volumen gue nC es muy pequeic hay mayor oportunidad

de encontrar cé&lulas viables de coliformes.

En casec de duda acerca del tipo de colonias obtenidas en -~
el medio de cultivo desgu&s de la incubacifn se efectfia una con
firmacibn, transfiriendo las colonias a tubos de fermentacidn -
con caldo lactosa bilis verde brillante, para observar la pro--—
duccibn de gas, cOsa gue neo se menciona en la norma oficial, aBn

cuando esg de gran ayuda para no dar resultados falsos (28).



b. Cuenta 3= bacterias mesofilicas aerobias.

La modificacibn en esta té&cnica consiste en adicionar clo-——
ruro de trifenii tetrazolio al medic agar-tripteona-extracta de-
levadura, con =1 objeto de tenir las colonias de rojo y evitar-
confusiones con los grumos de leche gue pueden guedar en la pia

ca (28).

Cc. Cuenta de hongos y levaduras.

La norma oficial especifica,que de cada dilucibn de la mues
tra, se coloque 1 ml en las cajas Petri vy despuds se agregue el
medio agar papa dextrosa acidificade. En la modificacidn que -
se hizo a esta té&cnica, est’d el utilizar 5 ml de la dilucifn --
1:10 de la muestra, ya que estos micrcorganismos no sobreviven-
con facilidad a los tratamientos térmicos que se wtilizan en el
procesc de obtencifn de la leche en polvo, luego entonces, coni-
un volumen de muestra mayor yuna dilucidn pequefia, se tendré la
oportunidad de tener mayor cantidad de muestra y por lo tanto -~
mis posibilidsd de encontrar hongos v levaduras gue pudiercn -
haber sobrevivido o bien ceontaminar la muestra despu&s del pro

ceso de calentzmiento (28).
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+« Cuenta d= Staphvlc:ogcus Qurals.

L

¥

[l

La metodelogia empleada es la misma gue sefiala la norma ofi
cizi, para la t8cnica de Baird-Parker, cuyo recuento se efsc- -

=%a directamente en placas cbtenidas por la té&cnica de inocula-—

o

cifn en superficie (28).

e, Investigacidn para la determi=nrcidn de Szlmonella.

La Gnica mcdificacidn 2 esta ne¢tedologia, se hizo en la =iz
pa de pre-enriguecimiento, en dcnde el medio utilizado e38& fix

=

mado tan solo por dos componentes gque =on agua destilada y una-—
sustancia inhikitoria come werde brillante y cristal violeta -—-

{uag Jo»

En la literatura se reconienda utilizar wverde brillante en-—

2l medio de pre-ehrigueciniento, perc en la Dirxeccida Gery »»-1 -

Salud PGbiica, se ha adoptado el -

ot

de Laboratorios de Conkro

£
qu

—

uso de una solucidn de cristal violeta 2l 0.1%, 22X ser meno:s

=fuicc a las cBlulas dadadas on el procese de elakoracién de 1a

pedd
o

et

lecke on polvs, las cuales or:sentand wna hipersensiuililada
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8.- CUENTAS PERMITIDAS SEGUN LA NORMA OFICIAL MEXICANA

Leche en polvo entera, semidescremada y descremada de consu

ma directo.

Mesofilicos aerobios miximo 10 000 col/g
Crganismos coliformes miximo 10 col/g
Hongos ma&ximo 10 col/g
Salmonella, Shigella negativo

Starhvlococcus aureus negativo
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CRPITULO IX

PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIAL
A, De vidrio
Cajas de Petri
¥Matraces Exrienmeyer de 300 ml
Matraces Erienmeyer de 500 ml
Matraces Erlenmever de 1000 ml
Frascos con tapén esmerilado de 250 ml
Frascos reactivo de 25¢ ml
Frascos de bkoca ancha con tapa de rosca de 1000 ml
rascos peguefios de boca ancha (tipo Gerber)
Probeta de 100 ml
Probeta de 1000 ml
Tubos de ensaye de 12 =® 75
Tubos de ensaye de 13 x 100
Tubos de engsave de 16 x 150
portacbijetes
Pipetas graduadas de 1 &l
Pipetas graduadas de 2 mi
Pipetas graduzadas de 5 mi
pipetas graduadas de L ml
Varillas de vidrio dobladas en &noguloc recto

Cucharas de nango largo



67

Abrelatas

Separador de yema

Tripigé

Tela de alambre con asbesto

Mechero Fisher

Mechero Bunsen

Asas bacterioldgicas calibradas y sin calibrar
Gradillas para tubos

Cestos

B. Equipo

Bafio marfia con termostato
Autoclave

Horno

Refrigerador

Balanza analiticsz

Balanza granatariz
Incubadora

Microscopio

Ap. cuenta cclonias

Contador

. Reactivos
Solucifn estéril de Ao, tartdrice al 109
Solucitn yodo-yeduro

Solucitn verde brillante al 0.1%
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Solucifn de cloruro de trifenil tetrazolio al 1.0%
Solucitn de hidrdxido de sodic 1.0 N

Solucidn de hidroxido de sodic 0.1 N

SoluciSn de cristal violeta al 0.1%

Solucibfn reguladora diluyente

Solucidn de telurito de potasic

Solucidn de cloruro de sodio al 9.85%

Indicador de azul de bromotimol

Rojo de metilo

Reactivo de Ehrlich

Solucibtn de alfanaftol al 5%

Solucidn de hidrdxido de potasio al 40%
Solucibn de alcohol - acetona

Solucib6n de cristal violeta (coloracibn de Gram)
Lugel (coloracibn de Gram)

Safranina {(coloracibn de Gram}

D, Medios de Cultivo

Agar xojo violeta hilis

Agar Baird - Parker

Agar triptona extracto de levadura
Agar papa dextrosa

Agar xilosa lisina desoxicolato
Agar eosina azunl de metileno

Agar liac Conkey

Agar Kliegler
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Agar triple azficar hierro
Agar hierro lisina

Agar Citrato de Simmons
Medio de SIM

Caldo selenito cistina
Caldo Kauffman

Caldo manitol

Caldo surraco

Caldo rojo de metilo-Voges Proskauer

2. Metodologia

Se analizaron cien muestras de leche en polvo escogidas al -

azar y de diferentes marcas comerciales.

Si se trata de una lata engargolada, se limpia la tapa per-—
fectamente con un algod®n con alcohol y se abre con un abrela—-
tas esterilizado, cuidando de no contaminar el interior con los

dedos o cualguier utensilic no esterilizado.

Para latas con tapas a presifn se limpia la tapa de protec-
cifin que generalmente es de la&mina delgada,con un algodbn con -

aleochel v se gsorta por &l centro con unas tijeras esterilizadas.

Una vez realizado estoc, se pesan 2.5 gramos de la muestra -
cbtenidos de diferentes zonas, auxilidndose de una cuchara de -~

mange largo esterilizada en un frasco esterilizado. Se agregan—
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=

80 ml1 de solucifn diluyvente de fosfzios manteniia a una terpe-

ratura de 45°C.

Se agita perfectamente hasta obtexsr la disciuwcidn comple-
ta y una suspensidn homogénea del polvo. Esto constituve la -~

dilucidn 1:10.

Generalments para la leche en polve, las diluciones 1:1G 7
1:100 son suficientes. Si se trata de leches en gue se sospa—~
chen cuentas mé&s altas, se prepara un mayor nGmero de dilucic-—

nes hasta 1:1000.

Una vez fundidos los medios, se dejan enfrisr a temperatura
ambiente hasta alcanzar apreximadamente 50-55°C v =ntonces se -

mantienen en un bafbo a 45+ 1°C.

Se distrikuyen las cajas Petri en 1z mesa de frabajo cuidzx
do gue sea una superficie bkien nivelada. Se identifica clara-—
mente cada caja anctande en «lla el nimero de la cuestra, la oI

lucidn que representa, asi come la fecha de incukzcifn y la fe-

terminacidén que se realiza.

Efectuado lo anteripr sz procede a realiizar a cada muest

las siguientes determinaciones:
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Cuenta dJde organismos coliformes

Se inccnlan 5 ml &= la dilucidn 1:10 distribuyendec el -~ --—
inb6cule en dos cajas, con 2 vy 3 ml respectivarmente, se desta--—

pan éstas lo suficiente para aplicar la wipeta en el fondo de

la caja nmientras escux el liguido.

A cada caja inoculada, se adiciona 12~15 ml de medioc Agar-
Rojo vicleta bilis fundido v enfriado a babic ‘*larfa a 45°C & --
inmediatamente se incorpora el inéculo al medio por rotacidn -
de las cajas alternandc movimient>s circulares y rectos de iz-

guierda a derecha, evitando el dsrrame o contacto del medico --

con la cubierta de la caja yv se deja scolidificar.

Scbre la superficie solidificada se adicionan 3ml del mismo

nedio rara asfi limitar el crecimiento de las colonias.

S= incuban las calas en posiciin invertidz a 35°C tor 24 -

horas.

Se cuentan las colonias de cclor rojo chscuro, con halo de

3

precipitacidn y didmetro de 0.5 - & may

So suman el ndners oo oolonizz de las Joz catjas y se multi-

R TP

-t

nlica por dos para cihiener la cuznta en 1.0 gramo.
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Cuenta estdndar de colonias mesofflicas en placa.

Procediendo como se indica anteriormente, se incculan 1 ml

v 0.1 ml de la dilucidbn 1:10 en dos cajas.

A cada caja inoculada, se adiciona 12-15 ml del medio Agar
Triptona Extracto de Levadura, previamente fundido y enfriado-

a 45°C, se mezcla v se deja solidificar.

Se agrega una capa de 4 ml del mismo, adicionado de 0.5 ml
de una solucién de cloruro de Trifenil tetrazolio al 1% por ca

da 100 ml de medio.

Se dejan solidificar, se incuban las cajas en posicién in-

vartida a 35°C por 72 horas.

Se escogen las cajas que presentan entre 30 y 300 colonias

v se multiplica por la reciproca de la dilucidn.

Cuenta de Hongesg y de Levaduras.

ot

Se inoculan 5 ml de la dilucidn 1:10 en dos cajas, distri-

buyendo 2 y 3 ml, como se indicé anteriormente.

Se agregan 15 =l del medic Agar Papa Dextrosa acidificado,

fundido v templado a 45°C, se mezcla y se deja solidificar.
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Led

Se incuban las cajas en rposicidn invertida a 22°C durante-
cince dias. Se cuentan y suman las colonias gue aparezcan en-—
las Sos cajas v se multiplica por dos para obtener la cuenta -

en 1.0 gramoc.

Investigacifn de Staphylccoccus aureus

Se inocula 0.1 nrl de la dilucidn 1:19 sobre una caja que -
contiene medioc de Baird - Parker, el indcunlo se extisnde con -
una varilla de vidrio efectuando movimientos rectos de arriba-
hacia abajo y de izquierda a derzcha. Las cajas se incuban en

posicidn invrertida a 35°C durante 24-48 horas.

Las colonias sospechosas sa siembran en 0.5 ml de caldo -
infusiSn cerebro corazdn y se prosede & incubar a 35°C durante

24 horas. Pasade el tiempo de incubacién se realiza la prueba

de la coagulasa, adicionando a 0.2 ml de caldo, §.2 mil de plas
ma diluido 1:1 vy se incuba a 33°C 24 horas, para observiar si -
existe © no la formacién del codgulo.

Investigacifn de Salmonella

Preenriquecimiento

S¢ pesan 50 gramos de leche en polvo v Se anaden a 450 ml-

de acua destilada estéril, ajustando el pH 6.6 -« 5.8 = 0.2 con
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HaOH 1.0 N estéril.

Se agregan 2 ml de cristal violeta al 0.1% v se incuba a -

35°C durante 24 horas.

Enriquecimiento

Se agita el cultivo anterior y se transfiere 1 ml de indcu
lo a un tubo conteniendo 10 ml de cazldo Selenitg Cistina y — -
1.0 ml a otro conteniendo 10 ml de caldo Kauffman, se homogeni

za y se incuba a 35°C durante 24 horas.

aislamiento

Se agitan los tubos de los cultivos anteriores y se siem -~
bra sobre la superficie de tres cajas de medios diferenciales-—
selectivos por cada tubo, se utilizan los medics de: Agar EME,
Agar XLD y Agar Mac. Conkey. Se incuban laS Caj 3s en posicidm

invertida a 353°C por 24 Eoras.

Identificacidn biogquimica

Se seleccionan las cclonias sospechosas de cz2da caja, gue-
se encuentren bhien aisladas. Se transfiere de cazZa una, con --—

asa bactericl&gica sin calibrar, una colenia a una serie de tu

bos: Agar Kliegler, Agar TSI, Agar LIA, Agar Citrato de Si

-

mmong, Agar S8iM, Caldo SBurraco, Caldo Manitsl, Caldeo Ro=-
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jo de Metilo - Voges Proskauer. Se incuban a2 37°C durante 24-

horas, al cabo de este tiempo se hace la lectura correspondien

te. ¥ los resultados obtenidos se interpretan en tablas.

ESQUEMA DE LA TECNICA

9.5 g de muestra
+
90 ml de sol. diluyente

agitar

dilucién 1:10 1ml

v

0,1 ml

‘F

v

Cuenta estindar de mess-
filos aercbios

(Agar triptona extracto-

Cuentz de coliformes
{Agar Rojo Violeta Bilig)

incubar 35°C, 24 h.

Cuenta de hongos y leva-

duras
(Agar Papa Dextrosa)

incubar 22°C, 5 dfas.
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Investigacidn de Staphvlococcus aureus.

S

dil 1:180 g.1ml ircubar Colonias negras =

I 24-48h, 35°C con hale de lipS 0.5l @2 -~
B.P. lisis sembrar en BHY
« »~=meg InCubar Prizzha de la cosqulasa 0.2 ml de plasma chssrvar si
24h, 35°C - dil 1:1 _ existe for-
+ incubar | maciin de -
0.2 ml caldo 248h, 35°C - cBagado.

Investigaci6n de Salmonella

50 g de muestra
+
450 nl de H,0 destilada estéril
1 ajustar pH: 6.6-6.8 con NaOH 1.0N astsril

afladir 1 m} de cristal wioleta ail 1.0%

Incubar 24 h a 35°C

agitar
7z e inocular

Selenito Cistina Rauffman

Incubar 24 h a 35°C
agitar y sembrar

: ]

o o O O

E¥B " Mc CONKEY ALD

Incubar Z£h, 35°C

O

Mc® CONRETY

10



tomar una asada de una
colonia bien aisiada
e imocular en —m———

wad
~d

Klieger
Citrato de
Simmons
TSI

LIA

51iM

Surraco

incubaxr 24h, 35°C

Manitol
Rojo de Me
tile

Yoges Pros
kauer

Efectuar lectura
correspondiente-
e interpretar en
tablas.



CAPITULO 1II

RESULTADOS
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MIm de Marca Lote Coliffgr Mes6filos Hongos/gr ievaduras/gr S. aureus

esstra asrcbios/gxr
i Nan A ,XO3 Menos G2 Menos de 10 Mencs de 10 2=n0s de 10 Negativo
80N 10 7
2 «a n ”w [1] " i u
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1‘4 1* n fn " 7 " an
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Mes&fiios

Nom de  Marca Icote Colif/gr Hongos/gr  Levaduras/gr S. aureus
muestra aerchios/gr
1 Pleni ZB20 Menos de Mencs de Menos ce Menos de Negativo
, lac 10 10 10 10
2 ”w k] 1] ;3 [1§ kid 1
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Nim d2  Marca Iote Colif/gr Kesdfilos Hongos/gr  Levaduras/gr S. au-
mestra aerchbios/gr reus
1 Cenlac 4B 12 ¥=nos de - 200 Mznos de Y¥enos de 10 negati
i0 1o Vo
2 113 11} 113 300 " 113 144
3 1 i n 300 [1] n ]IV
4 ”n [} 13 300 . tr (1] .'k
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NG e Marca Ictz Coliffgr Mes6filos Hongos/gr Isvaduras/gr . aursus

musshra aerchiosfgr
1 Enfa- Crxi 88 Menos de 200 2 Menos de 10 negative
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z = " 200 i2 " w
3 k(3 =] 113 360 mEI’JOS de 1] b4
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4 1’ L3 1t 300 2 u - 3
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Ende Nmcea Iote Coliffgr Mesdfileos — Hongosfor — Levaduras/gr S. aureus
ruestra aerchios/gr
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Ecngos/gr  Ievaduras/gr S. au-

Ném de Marca  Ioks  Colif/gr  MesSfilos

muestra asrohios/gr Yeus
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Ntm de

Marca Iote (Colif/gr  Mesdfilos Hongosfgr Levaduras/gxr S._au-
mestra asrcbios/gr reus
1 V modifi Menos de Menos de Mencs de Negative
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Colif/gr

MesSFilos Hemgos/gr

ILevaduras/gr

Nttw de  Marca S. aursus
miestra aerobios/ar
3 Pelar- 2Z20C  Menos de 2 200 #eznes de Menos de negativo
gon TAT 10 10 10
NGm de  Mavca Lote Coliffgr  Mes6filos  Eongos/gr — Levaduras/gr — S. aureus
moestra asxcbhios/qr
1 Nes— 8 Mencs de denos de ¥enos de negativo
brum 1BL 10 40 10 1g
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Niimero Marca Lote Microorganismos
de
maestra
3 Nan A,XO3 Serratia licuefa
NON ciens
7 e " Klebsiella sp.
Nimero Marca Lote Microorganismos
de
muestra
i Vv Modificada 6 I Escherichia coli
Proteinas '
7 " YH 20 Serratia licuefa

ciens
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Nimero Marca Lote Microorganismos
de
muestra
1 Sobee CAE 20 Citrobacter
diversus
2 " u Escherichia coli
4 n GCE 15 Escherichia coli
6 " " Citrobacter freundii
8 " " Enterobacter aerggenss
Citrobacter freundii
5 " " Proteus rettgeri

Kiebsiella sp
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Namero Marca Lote Microorganismos
de
muestra
3 Conlac 2B 12 Klebsiella sp
4 " " Entercbacter sp
6 " " Entercbacter sp

12

n

Escherichia coli




HNEmero Marca Lote Microorganismos
,}.
‘\Ae
Muestra
3 Enfalac CBM 6% Klebsielia sp
= 7t " 2 . T A
3 Escherichia coli
& " # Enterobacter aercae

nes
Klebsialla sp
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CAPITULO IV

ANALISIS ¥ DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar --
gue en todas las muestras analizadas de las leches en polvo des--
tinadas al consumo de lactantes, tales come Nan, Conlac, Enfa—-
lac, Plenilac, Nestdgeno, Né&sbrun, Pelargon, VModificada en Pro
tefnas y el alimento proteico no l&cteo Sobee, se encuentran --—

cuentas de: coliformes, mesGfilos aerobios, Staphylococcus au—-

reus, hongos ¥ levaduras con valores permitidos de acuerdo a lo
gue sefala la Norma Oficial Mexicana, con excepcifn de dos la-——
tas de Enfalac en los que se presentaron valcres mas altos de -
lo permitido por la norma respecto a ia cuenta de hongos. No -
obstante de gue casi todas las marcas cumplen con lo estableci-
do en las normas, unas presentan melior calidad bacterioldgica -

gue otras:

Ias muestras de NestdSgeno y Plenilac son de acuerdo a los -~
rasultados obtenidos, las que desde el punto de vista bacteric-—
l&gico, presentan mejor calidad ya que sus cuentas de colifor--

mes, messfilos aercobios, hongos, levaduras y Staphylococcus sz=

reus, son muy bajas o no se¢ encuentra la presencia de tales mi~

croorganismos. En la investigaciOn de Salmonella los resulta--

dos fuercon negativos en todas las muestras v no se aisld ningCn

ptrp tipo de microorganismos.
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La marca Nan también presenta cuentas bajas en gencral, sin
embargo, en las muestras 3 y 7 se encuentran la presencia de Se-

rratia licuefaciens vy Klebsiella sp, microorganismos ampliamente

distribuidos en la naturaleza en agua y sueloc ¥ gque podrian ser-
causantes de padecimientos en lactantes bajos de defensas o com-

prometidos.

Conlac, Sobee, V Modificada en Proteinas, Pelargon y Enfa--
lac presentan cuentas de mes6filos aerobios altas, comparadas --
con Nestdgeno, Plenilac y Nan. En la marca Conlac, las mues =--—-

tras 3,4,6 y 12 contienen Klebsiella sp, Enterobacter sp y Es =

cherichia coli, los tres microorganismos se encuentran integrados

en el grupo coliforme; sin embargo, en la cuenta de coliformes no

se obtuveo formacidtn de colonias.

Las mnestras de Sobee analizadas se habfan abierto con ante
rioridad y se mantuvieron por algdn tiempo, antes de efectnarse —
el andlisis, cerradas con la tapa de pldstico extra que presenta—
la lata. En los resultados obtenidos, se presentan cuentas de -
mes6filos aerobios con grandes diferencias: En las muestras 4 a-
las 9, tcdas pertenecientes a un mismo lote, las cuentas fluc- -
tuan entre 100 y 500 mes6filos aerobios/gr. en la muestra 3 de -
otro lote la cuenta de mes6filos aerobios/gr, también se encuen-—
tra dentro de las mencionadas; mientras que las muestras 1 y 2 -

de un tercer lote tienen valores de 40 y 1200 microorganismos me

s6filos aerobios/gr, respectivamente. En casli todas las mues— -~
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tras, a axcepcitn de 1,2 ¥y 3 se encontrd la presencia de hongos
aungue en un nGmero que no sobrepasa el limite especificado por

la norma.

2l-hacer la investigacibén de Salmonella &sta no se encontrd,

pero se aislaron otros microorganismos pertenecientes al grupo-

de los coliformes como son: Citrobacter diversus, Escherichia co

1i, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Klebsiella sp

Pexro al igual que en Conlac, las cuentas de coliformes resulta-

ron ser cero.

Las variaciones que se presentan en la cuentas y la gran -
diversidad de microorganismos encontrados en la marca Sobee po-
drian deberse a la introduccidn de tales microorganismos en el—
alimento durante el tiempc que las latas permanencieron abier--—

tas o por manipulacifn de €stas antes de efectuar el andlisis -

microbiolbgico.

En la marca V Modificada en Proteinas, en las muestras 1 v7

se encontrd Serratia licuefaciens y Eschexichia coli y cuentas-

con valor de cero microorganismo coliformes/gr.

En la muestra de Pelargdn (solo se& analiz& una lata) se ochz-—
tuvo la cuenta de mesdfilos aerobics m&s alta de las 100 mues—-
tras analizadas, con un valor de 2,200 wmicroorganismos/qr, nds-
sin embargo no sSe aislaron colifor-es. Por ser sOlamente una =

muestra la que se analizd, no se pucden comparar los resultado:s
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obtenidos con otras gque fueron procesadas bajo las mismas condi

ciones.

Nesbrun tiene cuentas bajas en los andlisis realizados, pe-
ro al igual gque Pelargdn, sblo se analizd una lata, hecho gue -
no permite hacer comparaciones ya gue como sSe ha visto en los -
resultados de las marcas anteriores hay muestras gue presentan-~
ausencia total de microorganismos, mientras que en otras si hay

presenciaz, atin siendo del mismo lote.

Se identificd la presencia ¢é& un bacilo Gram - positivoe en-
el medio de Baird Parker, del cuzl s8lo se encontxd una colonia
De acuerdc a sus caracteristicas bioguimicas y comparadas en ta

blas se trats: de Bacillus alvei, @l cual no es un microorganis-

mo, gque se encuentre en la leche, agui el mds frecuente de en--
contrar entre los baciles esporulados aerokios y facultatives -

a3 Bacillus cereus.
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CAPITULO V¥

CONCLUSIONES

En general, las muestras analizadas presentan una buena cali
dad microbiol8gica ya que presentan cuentas cuyos valores se en-

cuentran dentro de lo permitido per la Norma Oficial Mexicana.

Se puede decir que en algunos casos, no existe correlacidn-
entre la cuenta de coliformes y los coliformes presentes, ya —-
que en leches cuya cuenta fue de cero coliformes por gramo, se-

pudieron aislar microorganismos tales como Escherichia coli, —-

Klebsiella, Citrobacter ¢ Enterobacter, que son indicativos de-

pricticas sanitarias objetables en el manejo o fabricacidn de -

leches en polvo, probablemente por las siguientes fallas:

~ Proceso inadecuado de pasteurizacifén, ya gue &ste destru
ve los organismos coliformes por tratarse de bacterias -
no termoduricas. Es esta incapacidad de los coliformes-
a no sobrevivir a los procesos de pasteurizacidn, lo gue

constituye una de las bases para su emplec como indica--

dor de précticas higiénicas deficientes en este alimento.

- Contaminacién post-pasteurizacisin por presencia de rmos--
cas, eguipo mal saneado, materias primas diversas, y alin

la tierray el polvo, sin previo contacto con la materia-
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fecal, pueden aportar organismos coliformes al alimento-

poOr procesar o en proceso.

- Manipulacidn antihigiénica por parte de los empleados --

gque pudieran ser portadores de estos microorganismos.

- Control inadecuado del saneamiento de una planta, pues -
en tales condiciones se podrian introducir diversos mi--—
croorganismos en el squipo v una vez introducidos, po~ -

drian multiplicarse e inocular el producto.

Aigunas muestras analizadas presentan una cuenta de hongos~
gue excede a Jo permitido por la Norma Oficial, su presencia —-
puede ser indicativa de practicas higifnicas defectuosas duran-—
te la obtencidn o almacenamiento del producto. La contamina— -

cifn no se presentd en todas las muestras del mismo lote tal --

=]

vez porque la distribucién de los microorganismos en los alime

tos y en particular en los alimentos deshidratados como leches—

i

en polvo, es a menudo muy heterogénea y los microorganismos pa

!

den estar concentrados en ciertas paries, por ejemplo prineipis,

mitad o final de la produccibdn y estar ausentes en otras.

En algunas otras muestras en gue se aisldé un microorganisoo

gue se identificd como Escherichia colli en base 3 sus caracte——

rifsticas bicguimicas, comparando los resultados obtenidos en --

-

las tablas adecuadas, no podemos asegurar que realmente sea £s-



87

te el causante de los cuadros diarreicas que se pueden presen—-—
ter en los lactantes alimentados con £6rmulas licteas, debido -
a gue no se lleg® a una identificacidn completa con los sueros-—

polivzlentes y monovalentes.

En ninguna de las muestras analizadas se aislaron ni Salmo-

nella sp, ni Staphylococcus aureus

Lo mas prokable es que el procesamiento de las leches en ~-
polve sea llevado a cabo en buenas condiciones y gue los brotes
diarreicos en lactantes se deban a contaminacicnes en el momen~

to de la preparacién de los biberones en las instituciones o en

el hogar.
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ANEXC

C. Reactivos

Solucidn estéril de Ac. Tartérico al 10%.

Ac. Tartarico 10 g

Agua destilada 106 ml

Disolver y esterilizar a 121°C durante 15 minutos

Solucifn Yodo - Yoduro

Cristales de Yodo 6.0 g
Yoduro de Potasio 6.0 g
Agua destilada 20 ml

Conservar en frasco Zmbar.

Solucidn Verde Brillante al 0.1%

.
f=
&

Verde Brillante

o
o
(=
=2

Aqua destilada estéril

gg;ucién de Clorurc de Trifenil Tetrazolio al 1.0%

Cloruro de Trifenil Tetrazolic 1.9 g

Aqua destilada 100 =1
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Disolver y esterilizar por filtracidn en membrana.

Solucidn estéril de Hidrdxido de Sodio 1.0 W

Hidroxido de Sodio 40 g

Agua destilada 1000 m1

Disolver y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Solucidn de EidrOxido de Sodio 0.1 N

Hidrdxido de Sodio 4.0 g

Agua destilada 1000 m1

Solucidn de Cristal Violeta al 0.1%

Cristal Violeta 0.1 g

Agua destilada 100 ml

Solucidn Reguladora Diluyente

A. Solucién Madre
Fosfato monopotédsicoe 34.0 g

Agua destilada 500.8 ml

Disolver y ajustar 1 pH a 7.2 con NaOH G.IN y complctar a-
un litro con agua destilada. Esterilizar a 121°C durante 15 —--

min y conservar én refrigeracidn.
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B. Lizuido diluyente:

Diluir 1.25 ml de la solucidén madre en un litro de agua des
tilada. Dbistribuir en tubos o frascos y esterilizar a 121°C du

rante 20 minutos.

Solucidn estéril de Telurito de Potasioc al 1%

Telurito de Potasio 1.0 g

Agua destilada 100 ml

Disolver v esterilizar por f£iltracibn en membrana.

Solucidn estéril de Cloruro de Sodio al 0.85%

Cloruro de Sodio 0.85 g

Agua destilada 100 ml

Disclver v esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Rojo de Metilo

Rojo de metilo 0.1 g

Alcohol etfiico 300.0 m1

Disolver el indicador en el alcviicl y adicionar el agqua.

Reactivo de Hovac

g

P~ dimetilamino benzaldehido 5.0
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Alcohol amflico 75.0 mkL

Acido clorhidrico concentrado 25.0 mi

Disolver el aldehido en =l alcohol ¥y adicionar lentamente -

el HCL.

Solucidn de Alfa Naftol

Alfa Naftol 5.0 g

Alcohol etilico absoluto 100.0 mi

Solucidn de Hidrdxido de Potasio

Hidréxkido de potasio 40.0 g

Agua Suficiente para 100.0 m1

Cristal Violeta (Coloracidn de Gram}

Disolver 2 g de cristal violeta (85-90%) en 20 ml de alco--

hol etilico al 95s.
Mezclar con una solucisn gue contenga 0.8 g de oxalato de -
amonio en 80 ml de agua destilada. Desijar reposar 24 hrs y £il-

trar por papel.

Lugol (Coloracitn de Gram)

Yodo 1.0 g
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Yoduro de Potasio 2.0 g

Agua destilada 300.0 ml

Safraniha {Coloracidn de Gram)

Safranina al 90% 2.5 g
Xlcohol etilico al 95% 100.0 ml
Agua destilada 90.0 ml

Disolver el colorante en el alcchol y adicionar el agua.

Solucidn Yodo - Yodurada

Yodo en cristales 6 g
Yoduro de Potasio 5qg
Agua destilada 20 ml

Indicador Azul de timol

Azul de timol .32 g
Hidro6xido de sodio 1.0 6.28 ml
Agua destilada 20.0 =1

Alconol iColoracidn 8= Gram)

alcohcl etflico al 958 700.0 ml

Acetona 300.0 =l
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. Medios d= Cultivo

Zgar de Bilis v Rojo Violeta

Ffrmula aproximada en gramos por litro:

ctracto de levadura 3.0
Peptona de gelatina 7.0
¥Mezcla de sales biliares 1.5
Lactosa 10.0
Cloxruro de Scdio 5.0
Egar 15.0
Rojo Neutro 0.03
Cristal Violeta 0.002

pE final 7.4 + 0.2

Preparacidn

Suspender 431.5 g del medio deshidratado en un litro de agu=z
destilada. Remojar de 10 a2 15 minutos. Calentar agitando fre-

cuentemente y hezvir durante un minuto.

Esterilizar =z 121°C {15 ibs de presisn} durante 15 minutos.
Una vez esteriligado enfriar a unos 40° - 45°C, vaciar en cajas

de Patri.
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Agar Faird - Parker

Formuia aproximada en gramos por 1litro:

Peptona de Caseina 10.0
Extracto de Carne 5.0
Extracto de Lewvadura 1.0
Cloruro de Litio 5.0
Agar 17.0
Glicina 12.0
Piruvato de Sodio ' 10.0

pH final .8 + 0.2
Preparacidn
Suspender 60 g del medio deshidratado en un lirro de agua -
destilada. Remojar de 5 2 10 minutos. Calentar agitando fre--
cuentemente Yy hervir durante un minuto. Distribuir y esterili
zar en autoclave a 121°C (15 1bs de presibn) durante 15 minu- -

tos.

Enfrier a 45° - 50°C y agregar 10 ml de solucidn de Teluri-

to de Potasio al 1% y 50 ml de emulsi6n de yema de huevo.

Hompgenizar suavemente y vaciar en cajas de Petri.

Refrigerar en recipientes sellados, © en frascos o tubos —--
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con tapones de rosca cerrados. La base puede conservarse por -
periodos largos de tiempo. Pueden fundirse y emplearse a medi-

da que se necesite.

Agar Triptona Extracto de Levadura

Formula aproximada en gramos por litro:

Peptona de Caseina 5.0
Extracto de Carne de Res 3.0
Dextrosa 1.0
Agar I5.0

pH final 7.9 + 0.2

Preparacidn:

Suspender 24 g del medic deshidratado en un litro de agua -
destilada. Remojar de 10 a 15 minutos. Calentar agitando fre-
cuentemente y hervir durante un minute. Bstewilizar a 121°C --

{15 1bs de presidn)} durante 15 minutos.

Una vez esterilizado enfriar a unos 40° - 45°C y vaciax en-

cajas de Petri.
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Agar de Papa y Dextrosa

F6rmula aproximada en gramos por litro:

Infusidn de Papa 20C
Dextrosa 20
Agar 15

pH final 5.6 + 0.2

Preparacidn:

Suspender 39 g del medio deshidratado enr un litro de agua -
destilada. Remojar de 10 a 15 minutos. Calentar agitando fre-
cuentemente y hervir durante un minuto. Esterilizar a 121°C -~
{15 lbs de presidn) durante 15 min. Una vez esterilizado en- -

friar a unos 409 - 45°C y vaciar en cajas de Petri.

F6rmula aproximada en gramos por litro:

Xilosa 3.50
L~Lisina 5.0
Lactosa 7.50
Sacarosa 7.50
Cloruro de Sodio 5.9
Extracto de Levadura 3.8

Roio de fenol 0.08
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Agar 13.50
Desoxicolato de Scdio 2.50
Tiosulfato de Sodio 6.80
Citrate de Hierro Vv Amonio 0.80

pE final 7.4 +

Preparacidn:

Suspender 55 g del medio deshidratado en un litro de agua -

destilada y dejar que se remoje durante 10 a 15 minutos.

Calentar con todo cuidado y agitando frecuentemente hasta -
una temperatura aproximada de 90°C vero sin que el medio llegue
a hervir. Dejar de calentar en cuanto se obtenga la disolucisn
completa del polvo. Una vez disuelto, enfriar rfdoidamente en -
agua o en bafio Maria a 50°C y vertir en cajas de Petri. EI zz-
dio debe ser transparente o casi transpvarente v tener un colovr-

roio rubi anaranjado.

El calentamiento excesivo o el mantener el medio demasiado-—
tiempo en bafio maria a 58°C, puede ocasionar que se formen preci
nitados. En coste caso se corre el riesgo de gue las colonias -
sean de m:nor tamaiio y vresenten reacciones menos nitidas; sin-
embargo, el precivitade no perjudica el desarrollo bacterianc -

y vuede eliminparse nor filtracién a través de papel.
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Agar Eosina Azul de Metilenc

F6rmula aproximada en gramos por litro:

Peptona de Gelatina 106.000
Lactosa 10.000
Fosfato Dipotédsico 2.000
Agar 15.800
Eosina 0.400
Azul de Metilenc 8.065

pH final 7.1 + 0.2

Preparacidn:

Suspender 37.5 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Mezclar bien hasta obtener una suspensi6n uniforme.
Remojar de 10 a 15 minutos. Calentar agitando frecuentemente.-—
Hervir durante un minuto. Esterilizar a no m&s de 121°C {15 -~
lbs de presién) durante 15 minutos. El1l agar liguido est£ril a-

45°C se agita suavemente antes de vaciar en cajas de Petri.

Agar Mac Conkey

FOormula aproximada en gramos por litro:

Peptona de gelatina i7.0
Mezcla dJde Peptonas 3.0

Lactosz 10.8



Mezcla de Sales Biliares 1.5
Cloruro de Sodio 5.0
Agar 13.5
Rojo Neutro 0.03
Cristal Violeta 0.00L

pH final 7.1 + 0.2
Preparacidn:

Suspender 50 gramos del medio en un litro @e agua destilada
o desionizada de buena calidad. Remojar bien entre 10 a 15 mi-
nutos y caiéntar a ebullicifn agitando continuamente., Hervir -
durante un minuto: Esterilizar en autoclave a 121°C (15 1bs} du
rante 15 minutos. Enfriar a 45° -~ 50°C y vacliar en cajas de --
Petri unos 20 ml., oor placa. Dejar solidificar y luego inver-—--
tir las cajas para evitar gue se deposite un exceso de humedad-

en la superficie del medio.

hgar Klieglar

Formula aproximada en gramos por 1itro:

Mezcla de peptonas 20.0
Lactosa 10.0
Dextrosa 1.0
Clorurc de Scdio 5.0

Citrato de Amonioc Férrico 0.5
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Tiosulfato d= Sodio 0.5
Agar 15.0
Rojo de Fenol 0.025

pH fimal 7.4 + 0.2

Preparacidn:

Suspender 52 g del medio deshidratado en un litro de agua =~
destilada. Dejar remojar durante 5 a 10 minutos. Mezclar bien
v calentar agitando frecuentemente hasta ebullicién. Distri- -
buir volGmenes de 3 ml. en tubos de 13 x 100 mm. Esterilizar a
121°C (15 1lbs de presidn) durante 15 minutos. ILos tubos se de-
ben enfriar en posicién inclinada de manera que el medio de cul
tive en el fondo del tubo alcance una profundidad de 1.5 a - -

2.0 cm.

Agar de Hierro y Triple Azficar (Agar TSI)

FSormula aproximada en gramos por litro:

Mezcla de peptonas 20.0
Cloruro de Scdio 5.0
Lactosa 10.0
Sacarosa 10.0
Dextrosa i.0

sulfatoe de nrmonio Férrico 0,2
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Tiosulfato de Sodio 0.2
Rojo fenol 0.025
Agaxr 13.0

pH final 7.3 + 0.2

Preparacidn:

Suspender 59.4 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Remojar de 10 a 15 minutos. Calentar agitando fre-—
cuentemente hasta ebullicifn y completa disoslucibén. Distribuir
en tulos de 13 x 100 mm. Esterilizar a 121°C {15 lbs de pre—- -
sifén) durante 15 minutos. Los tubos se deben enfriar en posi--
cibén inclinada de manera gue el medio de cultivo en el fondo -~

del tubo alcance una profundidad de 1.5 a 2.0 cm.

Agar de Hierro v Lisina

F6rmula aproximada en gramos por litro:

Peptona de gelatina 5.00
Extracto de levadura 3.00
Dextrosa 1.00
L-Lisina 10.00
Citrato de Amonio TFérrico 0.50
Tiaosulfato de Sodio 0.064

Plirpura de Bromocrescl 0.02
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Agar (desecado) 13.50
pH fipal 6.7 % 0.2

Preparacién:

Suspender 33 g del medio deshidratado en un litro de agua —
destilada. Remoljar unos 15 minutos. Calentar cuidadosamente,~
agitando con frecuencia ¥ hervir durante un minuto, o hasta 1a
disolucién completa del agar. Distribuir en tubos con tapa de-—
rosca. Esterilizar a 121°C (12 lbs de ‘presifn) durante 15 minu

tos. Enfriar en posiciér inclinada. Cerrar con cuidado las ta

pas a £in de evitar p&rdidas de agua por evaporacidn.

Agar Citrato de Simmons

F6rmula aproximada en gramos por litro:

Fosfato Dehidrogenade de Amonio 1.00
Fosfato Dipotdsico 1.00
Cloruro de Sodio 5.00
Citrato de Scodio 2.00
Sulfato de Magnesio .20
Agar 15.00
Azul de Brcmotimol 0.08

pH final 6.2 % 0.2
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Preparacidn:

Suspender 24.2 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Dejar remojar durante 5 a 10 minutos. Mezclar bien
¥y calentar agitando frecuentemente hasta ebullicifn y completa-

disolucidn.

Distribnir wolGmenes de 3ml en tubos de 13 x 100 mm. Eske-
rilizar a 121°C (15 lbs de presifn) durante 15 minutos. Los tu
bos se deben enfriar en posicidn inclinada de manera que el me-
dio de cultivo en el fondo del tubo alcance una profundidad de-

1.0 a 1.5 cm. Se puede enplear tambi&n como medio en placas.

Medio SIM

Formula aproximada en gramos por litro:

Peptona de Caselina 20.0
Peptona de Carne 6.1
Sulfato de Hierro y Amonio 0.2
Tiosulfatec de Sodio 0.2
Agar 3.5

L

pH fimal 7.3 + 0.

Preparacifn:

Suspender 30 g del medio deshidratadc en un litro de aqua -



destilada, agitando frecuentemente. Remoijar durante 10 minutos
v hervir a ebullicifn durante un minuto. Distribuir en tubos -
de ensayo a una altura de unos 4 cm y esterilizar en autoclave-

a 121°C (15 lbs de presibn) durante 15 minutos.

Caldo Selenite Cistina

FOrmula aproximada en gramos por litro:

Triptona 5.0qg
Lactosa 4.0 g
Fosfato disbdico 10.0 ¢
Selenito &cido de Sodio 4.0 g
L~ Cistina 0.01 g
Agua destilada 1.000 ml
Preparacitn:

Disolver 23 g del medio deshidratadc en un litro de agua --
destilada, calentar a ebullicifn durante 10 minutos en un baific—
de agua y distribuir en voldmenes de 10 y 125 ml en recipientes

seglin se requiera. Esterilizar a 103 durante 5 minutos.

El pH final debe ser 7.0



=
fad
. 81]

Caldo Kauffman

Férmula aproximada en gramos por litro:

Pepiteosa peptona o triptona 5.0 g
Sales biliares : 1.0
Carbonato de Calcio 5.0
Ticsulfato de sodzo 30.0
Preparacidn:

Suspender 46 g del medic deshidratado en un litro de agua -
destilada. Mezclar bien yv calentar a ebullicidn. Invasar en -
tubos de ensayo en volfimenes de 10 ml cada uno. Guardar en re-
frigeracifn. No esterilizar en autoclave. Momentos antes de -
usarlo, agregar 0.2 ml (de 3 a 4 gotas) de la soluciédn yodo yo-

durada a cada tubo.

Usar el medic el mismo dfa en que se le agrega la solucidn-

de yodoc.

Caldo Manitol Rojo de Ferol

o

Férmula aproximada en gramos por litroe

Peptona de Cascina 10.0
Cloruro de Scdio 5.0

Manitcl 5.0
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Roio de fenol 0.018

pH final 7.4 + Q.2
Preparacidn:
Disolver 20 g del medic deshidratzado en un litro de agua =--
destilada. Esterilizar de 116 a 118°C (no mis de 12 1lbs de pre

s5idn) durante 15 minutos. No sobrecalentar.

Caldo Rojo de etilo - Veoges Proskauer

FSrmula aprcoximada en gramos por litro:

Mezcla de peptonas 7.0
Dextrosa 5.0
Fosfato de Peotasio 5.0

pH firal 6.9 + 0.1

Preparacibn:

Disoclver 17 g del medic deshidratado en un litro de agua —-
destilada, mezclar bien. 81 es necesarioc calentar un poco has
ta disoclucidn tota Distribuir vy esterilizar entre 118°C y -

112°C {no mas de 15 ibs de presidn) curante 15 minutos.



Caldo Sacarosa Urea {Surraco)

Caldo Rojo de Fenol y Sacarcsa

F6rmula aproximada en gramos por litro:

Perptona de caseina 10.0
Cloruro de sodic 5.0
Rojo Fenol 0.018
Sacarosa 5.0

pH final 7.4

Se disuelven 20 gramos del polvo en un litro de agua desti-
lada yadicionar. 1.0 g de caldo urea por cada 100 ml § bien —-—
1.8 g. de urea sal 6 1 g. de ureasa (gque se mantiene en refrige
racifz) vy una gota de indicador azul de timol o azul de bromo-

timol. En la esterilizacidn, es muy importante que se sigan --—

las siguientes normas: tiempc 10 min, temperatura 118 °C, pre--—
siGa 7 lbs. No deben sobrepasar lo indicado, pues de otra mans

ra i medio se descompone.
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