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RESUM EN.

Se ha observado que cepas de Lactobacgillus ejercen accidn
antagsenica contra gérmenes como E.coli, para lo cudl se proponen -
posibles mecanismos de accidén como son:

Adhesibancmpetenéia

Disminucién del pH vy,

Froduccien de bacteriocinas.

De igual forma se controla y previenen microorganismos patd-
genos con @l uso de aridos orgénicos, 1os cudles avudan a reducir el
pH intestinal.

Fara ®¥studiar el comportamiento de los Lactobacillug 'y —---
acidificantes vegetales frente a £.coli enterotoxigénico se trabaja-—
ron:

Cepas de origen diarreico, no diarreico y comercial; in vivo
e in vitro. Usando medio sin bufferar, sobrenadante y cultivo total -
con pase.

Los acidificantes vegetales empleados para observar su —————
comportamiento in vitro fueron: vinagre de alcohol de cafa, vinagre de
manzana y acido acético en medio bufferado. In vivo para determinar la
inhibicion del crecimiento dé £.cqgli se uso alcohol de caMa al S0%.

También se estudiaron las lesiones hicstopatoldgicas en el —-——
intestino delgado de gazapos usando ambos acidificantes.

Se encontrd que las cepas de Lagtobacillus trabajadas son —
efectivas para inhibir el crecimienyo de E.¢coli in vitro, obtenien--

dose un maxime de sabrevivencia de 29.76% v un minimo de 0,01%,



Muy eficiente resultd el uso de sabrenadante y cultivo total
con pase in vivo, va gue el porcentaje de sobrevivencia fué de 0.24%
y 2.07% respectivamente.

El Acido acético inhibid notablemente el crecimianto de ~--

E.coli in vitro. In vivo se observd que cor la administracidn oral

de acidificantes vegetales a gatapos se reducia el crecimiento de ——

E.coli en forma muy notoria, debido a su pH tan bajo (pH = 3.4).
Fero el estudio histopatoldgico detectd que los vinagres --—

producen mayor grado de lesidén en el epitelio intestinal. A diferen—

cia de los Lactobacillus cuyos efectos fuercon casi insignificantes.



1.1, Flora intestinal.

El intestino contiene un complejo sistema ecolégico de organismos ae = -
robios y anasrobios, un geran nimero QE ellos viven en simbidsia con
2l hospedero jugando un importante papel en el funcionamiento del apara-—
to digestivo, como es en 2l caso de algunos gue intervienen en la sinte—
sis de ciertos nutrientes escencialeé, asl como en la elaboracién de la
vitamina B y acido félico (C. Beck and H. Necheles, 1980). P.G. Sarra -
and F. Dellaglio, 1984}; se podria decir ;ue esto beneficia la salud
general. En los animales récien nacidos las condiciones de pH en esta
edad pueden favorecer el desarrollo de bacterias nocivas para el animal
por lo gue es muy importante suministrar microcorganismos benéficos gue
ayuden a prevenir el crecimiento de los patégenos y ademis estimular el

establecimiento de la propia flora del animal (Collier & Hardy, 198&).

1.2. Bacterias beneficas en el tractroc intestinal.

Desde principios del presente siglo se ha reportada gque la microflora —
del intsetino puede influir en el prnmédin de vida e interferir con la -
salud del hospedero (citado por J.L. Buenrostro and F.H. kratzer, 1983).
Metchnikoff (1907), sugiere que los Lactobacillus son importantes para
la formacion de una poblacidn microbiana balanceada en @l tracto intes—-

tinal de aves y mamiferos (Fuller, R. 19770. a menudo se ha implicado -

que un mejoramiento en la salud resulta con la ingestidn de Lactgbaci-

1lus (citado por Fuller, R. 197&).
Este género se subdivide en dos grupos (Brown, 1977):

- Homotfermentativos.



- Heterofermentativos.

— Lactgbagillus homofermentativos: ) acido lactice es el producto ———
p;incipal, obtenido a partir de la glucosa (857 ¢ mas).
- Lactobacillus heterofermentativos: son menes activos que los ante—--
riotes, utilizan hidratos de carbono para degradarlos y producir la fer—
mentacidn de: aproximadamente el 50U de Acido lActico bajo la forma D.,
L & DL., y cantidades importantes de Acido acético y etanol (R. Welter
et N. Henry, 1982).

La mayor parte de la flora intestinal, aproximadamente 90% esta re-~~
presentada parcialmente por anaercbios homofermentativeos o exclusivamen-
te por anaerobions neterofermentativos como la bacteria &cido lactica ———

(Lactnbacillus & Bifidobacterium), acdemas anaesrobios productores de

Acido butirico y de otros acidos volatiles, como leos cteroides, -————

‘Fusobacterium v Eubacteriun. El 1% de la flora total consiste de -—-

Clostridium, Staphylecoccus, Blastomyces, Pseud nas, Proteus
" La filora del intestino delgado de mamfferos esta formada por Lacta-

bacillus, Streptococcus, Stapbylococcus, Enterococcus y teva—-—

{a8

urss; y la flora de! colon por Bacteroides, Fusiformes, Lacto--

bacillus anaerobicos y coliformes. Y mas especitficamnete la flora del

estonago del cerdo esta formada por Lactobacillus, Streptococcus, --

Bactercides, La del i1leo por Bacteroides, Streptoceccus, Eubac——

§

rivm, E.coli. Y la del colon por Bacteroides, E.coli, Eubac-

terium, Clostridium, Pepstostreptococcus, Ruminigoccus, Leva-—

duras, Brotsus, Selenomonas y Yeilonella sp. (Tannock and -=—--

Smith, 1970; Gilliland S.E. et al., 19783 Fuller et al., 1978} Russell,



E.B., 1979; Robinson et al., 1984; Brigitte, G.M. 1987; Varel et al., --
1987). El principal papel de esta microflora es ayudar a la digestion de
alimentos y la exclusidn de patdgenos. En el tracto digestivo existen —-
interacciones importantes entre los microorganismos extrafos y propios
de la flora del hospedero, estos microorganismos compiten por nutrientes
y producen un gran numero de metabolitos, incluyendo acetato, lactato, -
propionato, Acidos volatiles, vitaminas, enzimas, sustancias antibacte--
riales y un gran numero de compuestos quimicos. Estas interacciones in—-—
cluyen competencia, mutualismo, comensalismo, predacien (J.F. Wu., 1986
Brigitte, G.M. 1987).

Dentro de los microorganismos presentes en el intestino merece espe——
cial atencién la bacteria dcido lactica, la ctal pertenece al génerg —-—-—
Lagtobacjljus vy ha sido ampliamente estudiada desde 1900 (citado por -

Sarra, ﬁ.G... 1984). Cepas de Lactobacillus acidophilus han sido —~=-

aisladas del tracto intestinal de humanos (Billiland, S5.E. et al., 1975)
y -se ha demostrado ampliamente gue ellps representan gran parte de la —-—
microflora de humanas sanos (F.G. Sarra and F. Dellaglio, 1984), también
los Lactobacillus son considerados flora normai en el estdmago de ra--

tén, rata y cerdos, los cudles colonizan la superficie del epitelio es—-
camoso queratinizado del éstémago de estos animales (Tannock et al,, —-—
1970), as! como 21 epitelic escamuso no gqueratinizade del buche de aves

(fuller & Brooker, 1974). El balance ode 1a microflora intestinal se ve -
afectada por la composicidn de las dietas consumidas, y 2] aumento ¢ —---
disminucién de ciertos microorganismos consecuentemente es causa de un -
buen ¢ mal aprovechamiento de ciertos nutrientes por el hospedero (J.L.

Buenrgstro and H.H, Kratzer, 1983). La colonizacidn bacteriana en el in-

testino se ve aumentada por una alimentacion rica en glucidos fermenta—-




- -

bles obteniendose una proliferacién mds importante de Lactobacillus -

con accién antagdnica contra gérmenes netfastos come E.coli (citado por

J.L. Buenrostro, 1983). En 1977, se demostrd que los Lactobacillug ——-

crecen mejor a pH Acido menor de 4-5; lo que puede ayudar a controlar y
detener el crecimiento del patdgeno E.coli. Se usaron peollos gnotobid-~
gticos a los que se les administrd Escoli, Lagtobacjillus y cloruro -

de polivinil para estudiar la competencia entre E.cpli y Lagtobaci-
1lus in vive, cbservando que hubd menor crecimiento de E.coli en el
buche e intestino delgado a diferencia de los pollos a los que se les -

administrd E.coli unicamente (Fuller, R. 1977).

Muralidhara et al., (1977), irtentaron aislar Laptobacillus de heces -

de lechones que tenian 4 horas de nacidos y n?servarcn que su flora esta
farmada principalmente de diferentes bacterias anaerobias fermentativas
y el numero se ve modificado a lo largo del tracto digestivo, encontran-

do que en las heces los Lactobacillus representan un 2.4% de la flora

total {citado por R. Wolter et.N. Henry, 1982). H.J. Barnes (1987). 1o--
portd que en lows cerdos Jovenes E.coli es detectado en las heces 2 hye -
ras después del nacimiento y los Lactaﬁaci}lus se daetectan hasta 1B
horas despugs. Muralidhara et al., 19773 Sandine, W.E., 1979, reportaron
que L. acidophilus y L._reuteri los cudles habitan el tracto intes—-
tinal de humanos y animales controlan y estabilizan la microflora intes-—
tinal normal.

Dentro del aparato digestivo existe una relacidon muy compleja entre
el buen uso de nutrientes y el pH. Esta relacién también existe entre pH
y las bacterias no patdgenas como Lactobacillus, cuyo desarrollo se —-

favorece & pH entre 4-5 y las bacterias patégenas, como algunas varieda—

des de Escherichia coli gue tienen multiplicacidn mayor a un pH de &-7



Esto se ve en animales como el lechdn, el cual al nacimiento es extre
madamente sensible a infecciones, ya que no posee suficientes medios de
defensa antes de la primera ingestion del calostro (Bolh, €.H., 1979, -
Morilla, 1983). Ademds de que los valores de pH san relativamente eleva—
dos durante las primeras semanas de vida. El lechon recieén nacido tiene
un pH gdstrico del orden de 5.2 a 5.3, cifras que descienden & las pocas
horas hasta valores que oscilan entre 3 a 4 manteniéndose este nivel ---
hasta las 5 o 6 semanas de vida, edad en la que'el PH gastrico alcanza -
cifras inferiores a 2 (Puchal, 19B4). A bajo pH se observa que las con—--—
diciones de produccicen de acido lactico inhibe la capacidad reproductiva
de muchos anaerobios facultativos, incluyendo coliformes, lo que provee
beneficios al mantener 2l balance de la flora entérica normal (I.M. Ro--—
binson et al., 1984).

Los énima!es sanos se caracterizan generalmente por tener un buen ———
tfuncionamiento del tracto intestinal. Este hechec es fundamental en la ~-
eficiente conversién de alimento en crecimiento ¢ produccion. Una carac-—
_tay{stica maAs importante del buen funcionamiento del tracto intestinal
es el balance de su microflora bacteriana. Un tracto intestinal saluda-——
ble tiene una preponderancia de poseer bacterias Acico lactico, tales
come Lactobacjillus vy Streptococoug. Este equilibrio en el tracto ---
intéstinal es alterado cada vez que el animal esta bajo stress. En este

momanto, el balance fevorece al patédgeno E.coli, En ambos casos la ——-

proporcion de E.coli a Lagtobacillus 1a que es crucial. El promedic
especifico de crecimiento rapido de E.coli siempre le permitird ser —-—

dominante, por lo tanto a md stress mas E.coli. De aquf que las pobla-

ciones de Lactobacillus y Streptococcus debe de estar mantenida a ——-
niveles altos (T.P. Lyons, 1987).



1.3. Pacterias productoras de dcido lactico.

Leuconastoc cremorig.
Leuconostoe  dextrapicum.
Leuconostor  lactis.



(Je Fo Wu., 1988).

€] grupo de bacterias productoras de Acido lActico mas importantes -
son los Lactobacillys. Estos son microorganismos anaerobios facultati-
vos y utilizan divergus carbohidratos (glucosa, ribosa, fructosa, xilosa
galactoss) como fuente de energia. Ademas de tener gran habilidad para
crecer rapidamente y resistir las condiciones del tracto digestivo ————-
(Shahani and Ayebo., 1980).

Norfnlégf:aﬁnete son bastones delgados y largos; curvos ¢ rectos; ——-—
aotros son parecidos al cocobacilo, usualmente se encuentran solos & en -
cadenas.

Son gram positivos, pero a médlda qﬁe transcurre el tiempo s vuelven
mads acidos y se convierten en gram negativos; son catalasa negativos y

no forman esporas.

1.4, Especificidad de especie y Adhesidn bacteriana.

En estudios in vitro sobre los Lactobacillus se ha observado que
estas bacterias exhiben cierta especificidad, as! comg difieren en su
habilidad para colonizar e] epitelio escamoso (G.W. Tannock et al.,1982)

Suegara et al., (1975}, usaron un sistema in vitro para observar la
adherencia de cepas de Lactobacillus y chservaran que cepas aisladas
de ratas sélo pueden adherirse a las ceélulas queratinizadas del estomago
da ratas, ninguna de estas cepas se adhirig a las celulas del buche de
pollo. Similarmente algunos Lactobacillus aislados de pollos, se adhi=-
rieron a las ceélulas del buche de pollo, pero no a las celulas guerati-
nicadas del estdmago de ratas.

El Lactobacillus aislado de humanos v cerdos no se aghirid & las -
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celulas de pollo ni de rata (citado por E. Wesney and B.W. Tannock, -~--—
1979). El fenomeno de especificidad'se ha confirmado por inoculacidon de
roedores libres de gérmenes, pollos y cerdos con cepas de Lactgbaci-—

llus. Las cepas de Lachkobacillug pueden colonizar el epitelio del -

estémago de roedores, pero no el epitelio del buche ¢ del estdmago de -
polios. Los tactobagillus no adaptadds al huésped estan sujetos a ~-——
competitividad con otros tipos microbianos, pudiendo ser eliminados del
sistama cenvencicnal.

adaptarse habilmente y colonizar el lumen del tracto digestivo de roedo-

res, posiblemente multiplicandose a lo largo del contenido intestipnal —-

resultande la presencia de un gran ndmero de Lactobacillus en el ani--—

mal huesped (B.W. Tannock and R.D. Archibald, 1984).

l.os Lactobacjillus se adhiesren y colenizan también el epitelio esca-
mpso del tracto digestivo de ratones, ratas, pollos y cerdos convencio--
nales (citado por G.W. Tannock and R.D. Archibald, 1984). Algun grado de
adhesidn es necesario para la culnni:aéién microbiana de la superficie
epitelial para gue continuamente sea nivelada por el contenido del esto-
mago e intestino., Por ejemplo, la superficie del buche del pollo es cu-—-
bierta casi por completo por una capa de Lactobacillus que atacan las
células epiteliales escamosas (Fuller, R. 1973, Fuller et al., 19785 --
Fuller et al., 1980}, y el atague de Streptococcus faecium a células
epiteliales del intestino delgado de pollas también ha sido demostrado
(Fuller et al., 1981). E,W. Wesney and G.W. Tannock, t979); Lactobaci-
llus aislados del estomago de ratdn se agrupan en "biotipos" leos Gue
s@ basan en su habilidad para fermentar la N-acetil glucusaminé, dextri-

na y celobiosa. 8., D.C. Roach et al,, 1977, reporta que tipos represen-—



tativos de estos dos biotipos son (el grupo A y C), los que colonizan el
epitelio escamoso queratinizado del estomago de ratones gnotobidticos.

Los Lactobacillus del grupo A parecen ser el biotipo dominante en
el estomago del ratdn, ratas, aves y cerdos. E. Wesney and G.W. Tannock
1979; seffalan que en cada huesped animal predominan 1 & 2 biotipos. For
ejemplo, el grupo E y F predomina en gl estdmago de ratas. La presencia
de un gran numero de Lactobacillus es debide a la habilidad de ciertos
biotipos para atacar la pared del buche (A.M., Markine, 1982).

La inpculacidn de animales recien nacidos con cepas de Lactobaci---
llus que colonizan el epitelioc escamoso pueden poveer mas eficiencia -
desde el punto de vista de establecer una microflora benéfica en el ——-—
tracto gastrointestinal, que el afadir continuamente preparaciones bac-—-
terianas a los alimentos de estos animales con cepas que no colonizan --

como es @1 caso de L. _bulgaricus (G.W. Tannock et al., 1982). Later, -

_bul
Rahe, demostraron que L.acidophilus difiere de L. bulgaricus princi-

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

L. bulgaricus varia mucho, probablemente la razon de esto es su ---
prolongado cultivo en leche, lo gque no le permite sobrevivir largo —=-———
tiempo en el tracto gastrointestinal (H. Necheles et al., 1980). Las ce-
pas de L. bulgaricus en el yoghurt natural, normalmente no se encuen——
tran en humanos, es por esto que numerosos intentos para celonizar el --
intestino delgado con esta bacteria no ha tenido buenos resultados. Las
cepas de Lactobacillus que no pueden colonizar el eppitelio son menos
probables para gue se estableztan en el tracto gastrointestinal a causa
del fendmenec de interferencia microbiana (citado por Tannock et al.,i982

Se ha demostrado in vitro gue los Lactobacillus de cerdos se divi-—



-

den en cepas adhesivas y no adhesivas. Fero es importante tener infor--~
mac:6n sobre @1 funcionamiento de las cepas adhesivas in vivo, para te—-
ner un mejor efecto sobre la salud y habilidad para prevenir diarreas en
animales Jjovenes (A.M. Markine, 1982). R. Fuller, {(198&6) reportd, que --—
los micraorganismos que se establecen:en el estdmago y tienen la capaci-
dad de unirse al epitelic crecen rdpidamente. Asi como cepas de Lacto-

bacaillus de cerdos seleccionadas en base a3 su capacidad de adhesién y

a su buen crecimienta in vitro presentan una reduccion significativa en
el conteo de coliformes en el estdmago y duodeno.
colonizar y multiplicarse en el epitelio escamoso. Los determinantes ---—
involucrados en esta adhesidn énn‘carbohidratns como se muestra por su —
susceptibilidad con peryodato de sodio y su unidn a Concalavalina-A.

Al tefiirse una seccidn delgada de Lactobacillus con rojo de rutenio
y ponerla en contacto con el epitelio, se observd que el carbohidrato -
@sta organivado en forma de capa fuera de la pared, y tiene filamentos -
delgados extendidos hacia la superficie del epitelio. Los filamentos no
son esenciales para la adhesidn porque los microorganismos en fase esta—
cionaria no los poseen y aun as!{ se unen. Estos sélo pueden reforzar la
unién primaria (B.E. Brocker and Fuller, R., 1975). Fuller & Brooker —-—

{(19830) | demostraron que los Lactocbacillus poseen fimbrillas vellosas

;uperflciales y micrecapsulares llamadas glicocalix superficial bacteri-
al, localizada en la superficie mucosal. Estas determinantes son res——--
ponsables de la colonizacidn del spitelic del buche de polles, as!i como
de las interscciones con el epitelio escahaso de la parte esofagica de

cerdos jovenes. Marcando finas seccitnes con un conjugado de Con-A-pero-

#idasa se ha confirmado la existencia de sitios de unidn a la Con—@& en



|
o
“

t

(B.E. Brocker and R. Fuller, 1975).

la superficie de les Lactobacillus
La especificidad de Con-A hacia porciones de glucosa, manosa, fructo-

%3 y arabinosa con la configuracion alfa-anomérica, indican la eszistenci

a de uno & mas sitios en la superficie de estos Lactobacillus e impli-

ca su importancia en la adhesién.
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Parece probable que un primer sitio de adhesion bacterial es el punto
donde la separacién de la bacteria y la membrana de la célula es mfnima
(R, Fuller and B.E. Brooker, 1874). Sarra et al., 1985 han sugerido que
el determinante genético inveolucrado en la adherencia esta localizado en

un plasmido,

1.5. Mecanismos posibles de accién de los Lactobacillus.

1.5.1. Adhesidn-Competencia.
La bacteria Aacido lactico interviene en la reduccidén de aminas tdxi--
cas y amoniaco, adhesién a la pared intestinal previniendo la coloniza--

ciébn por patédgenos (Fuller & Brooker, 1974). Se reporta que los Lacto-

o

acillus proliferan mas répidamente en el tracto gastrointestinal —--—-
cuando hay gran cantidad de glucidos fermentables, asi como también in--
tervienen en mantener una auwtoregulacion de la poblacién bacteriana —-—--

{zitado por R, Welter et. N. Henry, 1982).

1.5.2., Disminucioén del pH.

La bacteria &cido lactico excreta metabolitos con accién contra bac—-
tarias patégenas como son: produccidon de &cidos orgénicos, tales como —-—
4cido lactico y Acido acético (Marriot and Davidson, 1924), Estos dcidos
organicos, el peroxido dg hidrégeno y &1 lactato producido por la bacte-
ria Acido lactica disminuyen el pH intestinal, lo que impide que ios ---
microorganismas patégenos sobrevivan y se multipliquen (Tramer, 196&6j---
Gilliland and Speeck, 1977). Con la praduccién de dcido léctico y-écidu
acetico por los Lagtobacillusg se inhibe el crecimiento de numerosas -

bacterias gram negativas, disminuyendo el potencial de éxido rediccidn y



aumantanda el peristédltismo (citade por R. Welter et. N. Henry, 1982).
Los 4cidos orgdnicos producidos por bLackcbacillus provocan que el —
pH disminuya y de esta manera se produzca un efecto bacteriostético con—

tra muchos microorganiamos como E.coli, adémés de ayudar a estimular -
el metabolismo normal (M. Mosse, 1987).
1.9.7. Bacterioccinas.

Algunas especies de Lactobacillus producen sustancias antimicrobiales
(Wheater et al., 19513 Vincent et al., 193%9; Sabine, 1963). & metabo]iww
tos que neutralizan la enterotoxina de €,coli (I, de G. Mitchell and

Kenworthy, 197&). Muralidhara (1974), aislé la 2-deoxi-D-glucosa de -—--

filtrados de cultive de

Muchas de las bacterias acido lActico poseen la habilidad de producir
bacteriocinas, 1as cudles son compuestos parecidos a los antibiédticos --
que ayudan a establecer un buen balance de la flora intestinal (Tagg et
al., 1976). Entre los antibiodticos naturales producidos por estas bacte-
rias estan: la nisina (Streptococcus_lackis)s: el bulgarican (Lacho—-

la acidolina, acidofilina, Jactobacilina .y lacto-

acidophilus (Grosswics et «oll., 3974}, Shabani et al, --——
(1976,1977), estudiaron la accién de la acidofilina y bulgarican contra
una gran variedad de organismos gran nagati.os patogenos,
t.a avidofilina fueé aislada usando wuna mexzcla de metanol acetons para
su extraccion y posteriormente cromatografia en #flica gel & Sephadex.

Shahani et al., 1977 observaron in vitro 1a actividad antibacterial de
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este antibidtico. Aprovimadamente 30—60/~b (0.2-0.4 unidades) de acido——
filina por ml. de solucisdn acuosa, causa el S0% de inhibicién de micro——
organismos como E.coli. Los Lactobacillus tienen efecto inhibitorio

y antagdnico sobre el crecimiento de microotrganismos patégenos comoy ——-

E.coli, Neisseria gonorthoeae, FPseudomona sp. Staphylococcus au-

reus, Salmonella sp, Bacillus sp, Shiéella sp. y Vibrio_sp. --
{Tortuero, 1973; Stern and Storrs, 1975; Shanan et al., 19773 Morin et al

19680} .

1.6. Probidtico.
1.6.1. Definicidn,

Probidtico se origina de dos palabras griegas que significan -———-——-—
pro-vida" y contrasta con el término antibiético que significa "contra-
1a vida" (R. Welter et N. Henry, 1982; T.F. Lyocns, 1987). Un probidtico
- es un producto gue contiene enzimas, microorganismes viveos especificos

por ejemplo: Lactobagillus, Streptococecus y Levaduras, as! como -——

sus metabolitos (proteinas, aminoacidos, &cidos orgdnices y vitaminas) -
el cual incorporado a traves del alimento preoporciona flora y elementos-
nutritivos gue optimizan y potencializan al maxime las fermentaciones —-
digestivas, manteniendo la flora fisiolégica normal del tracto digestivo

de los animales y humanos (T.P. Lyens, 1987).

1.6.2. Probidticos frecuentes.

El término "Probidtico" fué usado por primera vez en 1974, por. Parkar
para describir orgenismos y sustancias que controlan el balance de la -

microflora intestinal, también abarca cultivos microbiales, metabolitos
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aicrobiales, preparaciones comerciales, complementos alimenticios y yo--
ghurt. Dentro de las preparaciones comerciales usadas como complemento -

t

!
alimenticio para animales se encuentran:

Prabidtico I - tabletas y/o grénulos cuya concentracion de Lacto—

bacjllius acidophilus es de 101 y 13 células/ml y de Lactgbacillus
bulgaricus IO. células/mi.

Probidtico 2 - (Paquete probidtico microencapsulado).
Composicion: Lactobacillus acidophilus, Streptococcus fascium
1°

y Lactobacillug bifidus (2 x 10 células/gramo).

Enzimas: amilasas, proteasas, celulaasa, p—Glucannsas.

Vitaminas: A, D, E y complejo B.

Probidticoc 3 - (Bacterias microencapsuladas con enzimas).
Composicion: celulas/gramo.
Streptotoccus famcium. 10 Billones.
histobpacijlug plantarym. 50 Billones.
Lactobacillus acidoohilus. 1 Billén.
unidades/gramo.
celulasas 15 Millones
amilasas . 30 Millones
proteasas B8 Millones

] ~glucanasas 4 Millones
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Probidtice 4 — (Complemento de electrolitos, midificade con enzi-

mas y fortificado con Lactobacillus).

Composicidn: Lactobacillus acidophijlus

Streptococcus faecium
Pextrosa
Electrolitos (sodio y potasio).
amilasas
celulasas
proteasas
Estas preparaciones bacterianas se elaboran a base ae bacterias lac--

ticas en forma viva (Johson, D.E. and F.M. Calia, 19793 T.P. Lyons,1987)

1.6.35. Usos y Benéficios,

Far mucho tiempo se han usado ciertas bacterias para el tratamiento -
de diarreas y otros desordenes intestinales. El primer sistema usado fue
el de la administracion oral de bacilas productores de acido lactico en
leche capaces$ de subsistir en el intestino, Metchnikoff (1908). Dentro
de los Frobidticos estan los fapctobacillug como se menciong lntés y de
los cuales se han estudiado sus efectos beneficos.

Los Lactobacillus son capaces de prcducir_-spcciflcinlntl.vlrto‘ -
efectos en el animal huésped.

V(x)g Inhibicidn del crecimiento de patdgenos intestinales.
{(2)s Provee enzimas como la beta-galactosidasa para la hidrélisis de la
l;:tnsa.
(3): Asimilacién de colesterol.

(4): Promotuores del crecimienta.
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K

(S.E. Gillildnd, 1977; Ducluzeau et coll., 19873 Shabani and B.,A. Friend

1983) ,

—~t1)- Inhibicidn del crecimiento de patégenas intestinales. E)l trata-——-
miento de desérdenes intestinales con yoghurt tt otros productos que ~—--—
tienen Lactobacillus se han usado para bajar el pH del intestino y de
esta forma inhibir 6 controlar los patégenos entéricos (R. Fuller, 1975)
Sheck, (1976), el ahadir Lactobacillus_gcidophilus al alimento y agua
de beber causa cambios favarables en la migreflora integtinal. Muchas --
declaraciones han sido hechas acerca de la eficiencia del yoghurt en la
prevencion de enfermedades gastrointestinales, estas han sido apoyadas
por evidencias de la actividad inhibitoria in vitro contra E.colj -—--
(citadds por E.l. Garvie, et al., 1984). Exparimentos in vivo e in vitro
indican como los Lactobacallius inhiben las reacciones de la enterolo-—

xina i{nducida por E.cgli, produciendo sustancias directamente
antagonicas a las enterotoxinas e impide su colonizacidn en el intestino
(citada por Watkins and B.F. Miller, 1982). Esto es impaortante ya gue
los Lagtobacillus se pueden usar en la terapfa contra E,coli antero-
toxigénico. En los lechones, la alimentacion con yoghurt tiene un marca-
do y consisténte efecto reductor sobre las cuentss de F.gali en 21 es-

témage y dundeno. Lactinex, un preparado comercial (compuecsto de ——-—-—-—

L. _bulgarigus y L. _acidophilus) tienen un efecto muy significativo

en la reduccion de fluldos inducidos por E.coli enterotdxigénico en el
lumen intestinal., Los Lagtobagillus (en leche) permanecen viables en
el yeyuno de 4-6 horas, inhibienda la actividad anterotaorxigénica de -~

celi en el intestino delgado (citado por E.1. Garvie, 1%984). 1. de 5

Mitchell and Kenworthy 1976, han detectado =n el sabrenadante de culti--
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voas de L. bulgaricus una sustancia con actividad antienterotoxigénica

y con accidn benéfica dando como resultado una disminucidn de diarreas y
un aumento en el pesa al ser afadidos a dietas de cerdos recién desteta-
dos Gill{]and. (1979) repartd, gque alimentando a humanes con leche. fer—-
mentada conteniendo células de L. acidophilus causa un significante
incremento en &l numero de Lactobacillus en las heces. Elliger et al.,
(1978), observaron disminucidn en el nimero de bacteria; coliformes en
tas heces de rumiantes cuando también cénsumieron leche fecmentada. Si--
milarmente Muralidhara et al.,, 11977) reportaron gue el incluir ~~————--
L. _acidophilus en la dista de cerdos jdvenes provoca una disminuciﬁn

en el numero de E,coli en el tracto digestivo. Muchos investigadores -

nan estudiado los potenciales benéficos de los Lactobagillus como es -

la prueba del efecto inhibitorio in vitro para micrearganismos sntéricos
(citado por Watkins & Miller, 1982}, ¢ in vivo po} el crecimientc compe-
titivo ton E.coli en pollos gnotobidticos (Fuller, R, 1977; Watkins et
al., 1982), Asi como la reduccidn en e} numero de E.cali presente en

el ilea de pollos de S a 7 dias de edad; Se intenta usar preparaciones
de‘gactcbacjllus acidophilus viables para mantener en eguilibric la
flora intestinal en ei caso de problemas de diarrea, ya que se ha repor-
tado que en ocasiones el usp de antibidticos produce efectos nocivos ——
cantra la flora. Esto se puede administrav en leche fermentada, yoghurt,
mantequilla de leche, leche dcida ¢ en forma de granulos & capsulas ela-

boradas a base de un tultivo de Lactobacillus viables y estable.

Fequefias dosis de tales preparaciones pueden signiticativamente dis——
minuir la poblacion de coliformes en ratas bebés (citado por E.I. Barvie

et al., 1984)



~(2)- Provee enzimas como la beta-galactosidasa para la hidrolisis de la
lactosaz

Estudios de la actividad proteolitica y lipolitica de varios cultives
licteos (Poznanski et al., 1965; Chandan et al., 1969) demuestran la —--
gran importencia que tienen los Lactgbacillus, Strept ceug Yy ———-—
Leuconostoc wn la prehidrélisis de las proteinas de la leche. Hargrove
& Alford (1978) reportaron, que en ratas alimentadas con yoghurt se in-—
crementa la eficiencia en la utilizacidén del alimento. La lactosa de la
leche en plgunas ocasiones, causa problemas nutricionales en personas —-
deficientes de la enzima intestinal lactasa ¢ beta-galactosidasa. Por lo
que es sugerible que personas intolerables a la lactosa consuman yaghurt

va que ésta ©s hidrolizada por la lactasa producida por los organismos

lacticos, como se muestra a continuacién,

falae P+ ‘\hdo'cﬂu
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Kilara & Shahani (1976) mostraron, Que los niveles de lactasa se in-
crementan durante la incubacidn de los cultivos de yoghurt (citado por
K.M. 8hahani and B.A. Friend, 1983). En los lechones, la actividad ami-——

nolitica de ciertas sustancias producidas por los Lactobacillus vienen 7
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‘" a preparar la accion de las amilasas endogenas, e2sta accidn sinérgica es
necesarlia para una madxima hidrdlisis del almidén en les lechones gnotn-—
bidticos. (Szylit et coll., 1980). Szylit et Charlet (1981), y para la
retencion proteica. Se ha observado también que Lactobacillus sp. —--—

produce amilasa que ayuda a la digestidn del alimento.

~(3)~ Asimilacién de Colesterol.

K.M. Shahani and E.A. Friend, 1983 reportan, que la hipercolesteremia
se considera como une de los mayores fa?tpres predisponentes de la arte-
rioesclerosis,. Se ha demostrado que suplementandu.]a dieta cnh cultivos
lActeos, disminuye notablemente los niveles de colesterol en suero.

Hepner et al., (1979) reportan, un efecto hipocolesteremico en suje--—
kos humanos que recibieron una dieta suplementada con yaghurt. Invegsti-—-—
gaciones recientes (Sinha, 1978) demostraran que adicionande al alimento
leche que contiene células de L. gecidgphilus viables, reduce significa-
tivamente en ratas los niveles de colesterol en suero. Este efectn -—-—-
también ha sido mostrado midiendo los niveles de colesterol en suerp —--
usando a cerdos como animales de prueba (Nakamura and Crowell, 1979); ——

Lindgren and Refai, 1984; Gilliland et al., 1985).

-(4)- Prumotéres del crecimiento.

Aunque se ha observado mejorfa en la salud y promedio de crecimiento
por dietas que contienen bacterias dcido léctico en animales, no se ha -
logrado su¢ uso universal en la alimentacion de cerdos, como se hace con
los antibiéticos y otros promotores de crecimiento. Al irrconocitndoui -

el modo de accidn de los Lactobacillus, su uso se ha incrementado es--

pecialmente en la crianza de estos animales (citado por 1. de G. Mitchel
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and R. Keﬁworthy; 1974)3 en los problemas de diarrea asociadas a —=——=——-

E.goli.

. lLos Lactgbacillus actuan como promotores del crecimiento por inte-—
raccidn con microorganismos de la flora de animales 6 por alteracién —--
directa de las actividades de enzimas involucradas en la absorciéon de =--
nutrientes en los enteracitos del hospederc. La fosfatasa alcalina y la
fosfodiesterass estdn expuestas en el lumen del intestino delgado y a la
flora asociada al epitelio queratinizado del estdmago, reflejando efec--
tos directos en el metabolismo del huésped. Las fosfatasas alcalinas ——-~
juegan un papel importante en la funcién del transporte active en las --—
microvellosidades, absorcidn de colesterol y otros lipidos y de monosa--
cdridos {(citado por D.P. Ynlton>et al.y 1971).

Una dieta con yoghurt mantiene superioridad nutricional, comparada --
con atras dietas suplementadas con vitaminas. Varios organismos lacticos
son capaces de binsintetizar vitaminas, lo que depende de la temperatura
y un perfodo de incubacién largo (Nilson et al., 1965). El yoghurt con—-
tiene de 4.0-5.1 Mg de biotinas100 g de yoghurty 0.35-0.524fg de B /100
gr. de yoghurts 3.?/‘9 de &cido folico/100 g de yoghurts 130—l4l,~§ de -~
niacina/100 gr. de yoghurtj 280-391,‘9 adcido pantoténico/100 g de —-—=——
yoghurt. (citado por K.M. Shahani and B.A. Friand; 1983, 4

Ciertos gd;nenes como Lactobacjllus plantarum excretan lisina libre
la cudl es capa:z de tompensar alguna carenéia alimenticia (Moore et al.,
1982). L. fermentum afadido a una dieta deficiente de lisina, provee -
ganancia y eficacia en la utilizacidn del alimento, promoviendo el cre—-
cimiento en cerdos, en un promedic de 5.9, 7.9 y 14% respectivamente en
un ﬁerlndc de 3 semanas (K.M. Shahani and B.A. Friend, 1983; G.W. -~———=

Tannock, 1984).



1.4.4. Caracteristicas de un buen Frobidtico.

a) No patdgeno para animales y humanos.

ﬁ) éram positivo: Las bacterias gram positivas como los lactaobacillus
50N mas resistentes a la destruccion por enzimas digestivas como la li——
rosima.

c}? La bacteria debe ser resistente a condiciones dcidas al pasar por el
estéomago e intestino delgado. Ademas de se+r productor répido de acido --
con acciédn antagdnica centra coliformes sensibles a condiciones écx?as.
d) Cepa espec{fica: Fara que la bacteria sea efectiva es importante gque
colaonice, es decir gue sea especlfica de especie y se adhiera a lo large
del tracto intestinal y no solamente se quede en el lumen.

2) Tolerante a la bilis (C.N. Jones and Thomas, 1980).

f) La bgcteria debe ser activada rapidamente ; tener un alto promedio de
crecimiento (T.P. Lyons, 1987).

Los factores que afectan el potencial de los Probioticos para coloni-
zar el intesfino son: '

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

el crecimiento de organismos para colonizar.

i) Fal;; de habilidad para crecer en el medio ambiente intestinal donde
la cnlunizacidn>exitnsa depende de utilizar substratos disponibles y ——
agentes resistentes antibacterianﬁs presentes en»el medio ambiente.

La infectividad de la bacteria en los Probidticos tambien depende de
su resistencia al Acido clorhidrico y a los Acidos biliares. Esta —————
tambieén establecido que la acidez gadstrica es una importante barrera en
la colonizacidn del intestino. Es escencial por lo tanto que la bacteria

en el Probiético tenga la habilidad para sobrevivir condiciones Acidas
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en 81 estomago (T.F. Lyons, 1987).

1.7. Acidificantes Vegetales.

1.7.1. Generalidades.

Se ha demostrado que en animales recién nacidos el aparato digestive
no se encuentra funcionando a su totalidad. Manners (1976), sugiera gue
esta inmadure:z esta asociada con una produccion deficiente de 4cido ---
clorhidrico en el estémago, la cual provoca una inadecuada reactivacién
del pepsindgeno a pepsina disminuyendo sensiblemente la capacidad de -
digestion de proteinas a nivel estomacal. Asimismpo existe un pobre es--
timulacion de las secrecicnes pancredticas. S.6G. Cornelius, St. P. Minn,
198B8. La pepsina es secretada en forma inactiva como zymageno (pepsind—
gena)..la conversidn de este zymogeno a su forma activa (pepsina) es ca—
talizada por la accidn del Acido presente en 21 estdmago. Y los produc-——
tos de la accidn de la pepsina son pequefios peptidosf Esta actividad --
protenlftica inicial es necesaria para la subsecuente actividad de 1$ -
tripsina en el intestino delgstdoj también se ven estimuladas la secre--—
ciéon de anzimas protecliticas. Permitiéndose la proliferacidn de ciertas
bacterias nocivas, esto debido a un elevado pH en el estdmago. En cierta
forma esto nxpiica la susceptibilidad de los lechones a desordenes gas——
trointestinales. Etheridgee et al., (1984), repartan gue en los inicia--—
dores convencionales constituidos por maiz y soya se digiere 21 59% en
comparacién a un 79% en dietas con leche 6 sustitutos de leche {(debido
posiblemente a la presencia de remanentes de soya rno digerida)l. Esta -~
disminucidn de la digestibilidad provoca diarreas y la presanciz de ma—-—

terial no digerido en el duodeno favorecerd posteriormente el desarrollo
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de bacterias patdgenas y por lo tanto la manifestacion de diarreas in—=——
fecciosas. Para disminuir estas diarreas de tipo mecanice @ infeccioso -
se utilizan generalmente antibidticos, sin embargo es muy probable que
debido a residuos de material no digerido en el duodeno favorecerd pos—-
teriormente el desarrollo de bacterias patdgenas y por lo tante la mani-
festacion de diarreas infecciasas. PaEa disminuir estas diarreas de tipo
mecénica ¢ infeccioso se utilizan generalmente antibidticos, sin embargo
es muy probable que debido a residucs de material no digerido (por ~-——
ejenplo e! almidén, los cudles son fuente de nutrientes para todo tipo
de micrcorganismos! al eliminar el tratamiento con antibidticos se re--—
establezca la flora nociva, lo que sugiere que el problema puede ser ---
amortiguado al alimentar con dietas adicionadas con acidos organicos —--
{(Kirschgessner and Roth, 1982 Falkowski and Aherne, 19843 Edmonds et al
19857 Giesting and Easter., 1983).

En los cerdos jédvenes la acidificacidn del contenido estomacal es me-
diado por el acido clorhidrico y acide }a:tico. L.a produccion de acido
clorhidrico es baja y va aumentando gradualmente conforme avanza la edad
observandose wna relacién directa entre la presencia de acido lactico y
1a capacidad de produccién de Acido clorhidrico en el enedmago {Cromwell
et al., 1976). Kvasnitskii (1951), citado por Kidder and Manners (1978)
fundament® gque en los cerdos una adecuada acidificacion del est&mago -
ocurre hasta los 2.5 meses de edad. (Annen, 1985), es importante conccer’
el desarrclleo del sistema digestivo durante el pre y pos-deatete para —-
tener en cuenta la produccidén de enzimas y el pH en las diferentec par—
tes del tracto intestinal. Al administrar una bhuena dieta es posible es-
timulav-a incrementar la produccidn de enzimas y la acidez en el conte—-

nido estomacal induciéndose cambios en la produccidn de la acidez gas—--
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trica normal, la que se ve muy limitada durante los primeros dias de vi-
da del animal. Reduciéndose el pH gastrico se limita el cracimiento bac-
terial.

G.L. & T.W. Burnell; (1987), generalmente los cerdos son destetados a
las 3~-4 semanas de edad, donde su sistema digestivo es relativamante in-
maduro y no digieren los carbobhidratos y protefnas en los granos de ce--—
real, ni harina de soya. Por lo que puede resultar eficiente la lactosa,
la caseina y la lactoalbumina presentes en la leche e incluidos en la -
dieta iniciadora de cerdos recién destetados para favaorecer el descenso
del pH intestinal. Con este fin se han usado acidificantes organicos co-
me 28 elt acido acético, titrico, propionicao, fumdrico. Scipioni et al.,
(1978), mostraron que el valor de pH del estémago de cerdos de 42 dias
1) redﬁce de 4.5 6 4.2 & I.5 con la suplementacidén en €l alimento de —--
(2.74) de acido fumérico y (1.0%) de acido citrico respectivamente. v

Tambi é&n observargn que al alimentar a lechones con dietas adicionadas
con acidos organicos, hubo una disminucién significativa en el numero de
coliformes y bacterias anerabias en el tracto intestinal.

Ademas con la reduccidn del valor de pH se promueve la actividad pep-
tf{dica mejorando la digestisdn (Manners, 1976).

fFosiblemente con la adiciron de acidos organicos a la dieta se comple-
te la produccion de acido lactico, reduciendo el pH y de esta forma pre-
venga el crecimiento de microorganismos patogenos, asi como ayuda a me--

jorar la utilizacidn de nutrientes (R.J. Fallon, 1985).

1.7.2. Mecanismos de accibn.
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Manners (1970), repartd que ia acidificacién de las dietas de cerdos
se raelaciona con la activacion del pepsinogeno producido por la mucosa
gastrica. Ya que la produccion da Acido clorhf{drico en lechones jovenes
no es suficiente para causar esta activacion. En 1976, sugirido que la =-—
fragmentacion de los peptlidos no ocurtre en el estémago de cerdos Jove--—
'nes, esto trae como consecuencia que las proteinas del forraje pasen por
el intestino delgado casi intactas. El gaén rapido y los bajos niveles
de proteasas en el intestino de cerdos recién destetados, limitan la di-
gestion de estas complejas proteinas en dicho forraje. Kovacs et al.,
(L972), repartaron que con un pH bajo en el tracto intestinal se favore-
otros microorganismos susceptibles a pH Acido. El disminuir el pH esg —--
importante para obtener la accién proteolitica de la enzima pepsina en -
el ectomago; la cual tiene un pH optimo entre 2.0 y 3.5 (Kidder and Ma--—
nners, 1978). Otra pasible accién de los acidificantes incluye su efecto
antimicrobial reportado por Vegt et al.} {19812, Se han reportado re--—-
ducciones en el conteo de Eschercichia_coli en el duodeno y yayuno de
:erans a los que se les alimentd con dietas acidificadas. Y se observe -~
que con la adicién de dcido citrico se tiene un efecto curativo en vacac
can diarrea (Cowie., 1944)3 Falkowski ¥ Aherne, 1984. La adicidn de 4sei-
dos organicos influye en 21 balance mineral y en el metabolismo interme-
dio, También se obtienen beneficios con la administracidn de intermedia-
rios del ciclo del acido tricarboxflico como son el dcido cftrico & fu——
marico, £0mo se obeserva en la figura I. Los Acidos organicos at preseﬁ-
tar poziblemente accidén antimicrobial por disminucién del pH gastrico, -
destruyen bacterias potencialmente periudiciales. Both et al., (1981, -

reportaron la reduccidn de conteos microbiales en polles jévenas alimen—



tados can varios niveles de ‘Acidos orgénicos (eitado por Biiesting & ——-

Easter, 1985).
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Puchal, 1984, menciona que una_de las principales causas de diarrea
en el lechdn es la presencia de E.cpli que necesita de un pH entre S-6
para adherirse a la pared intestinal. Esto sugiere que el mecanismo de -
accidn del vinagre administrado por via oral sea porque disminuye el pH
del estomago y duodeno, evitando as!{ que se adhiera E.coli disminuyen-
do ton esto la diarrea en los lechones. La accién de las en:ima; ——————
digestivas esta 1imitada en los animales jovenes y se alcanza el pH d6p--
timo para su funcionamiento, al adicionar acidificantes a la dieta, con
lo que se logra que la actividad de las enzimas sea mas etectivo.

Existen microorganimos en el tracto gastrointestinal que compiten por
nutrientes y son causantes de diarrea y otros desérdenes digestivos, por
1o que al administrar vinagre a la dieta se puéde bajar el pH del entoH--
m;go. 1o gue estimula el crecimiento de bacterias acidificantes benéfi——
cas e inhibe e) de coliformes patégenas. Los acidos organicos pueden ---
actuar como agentes gquelantes resultando en un incremento y balance en -
la absorcidn de minerales en el intestino. Se consigue el pH dptimo de -
funcionamiento para la actividad enzimatica, ya que disminuyendo el pH
de las dietas se puede bajar el pH gésérico. con lo cudl se incrementa -
1a conversién de pepsinégeno a pepsina, la cual es una importante enzima
proteclitica que tiene actividad maxima a pH bajo. Por lo que a pH aci-
do se puede permitir por mds tiempo la digestidn de pro?elnal en el es——

tamage (G.L. Cromwell & T.W. Burnell, 1987).
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1.7.3. Usos

En investiga:ionesirecientcs se han reportado los beneficios del uso
de acidificantes, los cuales son principalmente disminiucion en la inci-
dencia de diarreas y de mortalidad, asi como el incremento en ganancia
de peso. Actualmente, la mayﬁr parte de la leche, sustitutés de estsa,
alimento concentrado preiniciador e iniciador, y el agua de aljunas es——
pecies animales se acidifica en diversos pafses del mundo, para redgcir
las diarreas y probliemas digestives {G.L. Cromwall % T.W. Burnell, 1987)
Kershaw et al., (1966) reportaron que con la adicidn de acido lactico
en la dieta se mejoré el crecimientn y la eficiencia en la utilizacion -
del alimento. Muchos trabajos muestran los efectos de acidifica~ conti--
nuamen;e el alimento sobre la microflera intestinal. Vuyst et al,, (1972
1973) ,fundament aron que con la adicion de acidos organicos (13-20 g/kg)
& dietew de becerros se modificd significativamente la ganancia en peso,
mejorando el crecimiento y eficacia en la alimentacién (Packett and But-
cher, 1983). Estos aismos autores an 19463 reportaron que con la adicién
de (ZDg/kg: de Acido citrico a dietas de corderns provocd un significan-
te mejoramiento en el crecimientoc y sobre la eficiencia del alimento.

La inclusidn de Acido citrico (30 g/ka) en la di=ta de lechones de 10
dias de edad promueve significativamente la ganancia on peso, y con la -
adicion de aAcido fumarico (18 g/kg) no s2 observo este =fecto (Hemy, -=
Pickard and Hughes, 1985). Con 13 inclusieén de Acidos organicos en las -
dietas de cerdos recien destetadas se aobservs ana mejorfa en el crac i -———
miegnte (Falkowski and Aherne, 15743 Kirchassner and Roth, 197e .

Young and coll., (1970}, encontraron gue alisentando a cerdos con me-



iz tratado con Acido propidnico crecen mds rdpido gque los que son ali-—-—
mentados con maliz seco. Bayley y coll. (1974), reportaron un incremento
en energia por la utilizaciéon de proteina en un estudio ut{lizando cer——
dos alimentados con maiz conservado con propionateo. Kirchgesaner and ——-
Roth, 1980 sugieren gque los dcidos organicos pueden actuar aumentando la
digestibilidad, si son adicionadas a laS»qietas simples para que los ———
cerdos alcancen su optima utilizacién: (citado por D.W. Giesting and R.A.
Easter, 198%). En (1982) revisaron el usp de Acido fumarico como aditive
en el alimento de cerdos, e} cudal promueve significativamente el creci--—
miento y ganancia en peso de 10 a 7% respectivamente. También fundamen-—
tarongue se mejora la digestibilidad de las protefras y se aprovecha me-
jor la energia en 2.3%, la retencidn de nitrdgeno en un S.7% y el balan-
ce de calcio y fosforo en un 14 y 13% respectivamente. Aunque otros -————
autores (Falkowski and Aherne, 1984; Henry et al., 1985; Edmonds et 51.,
198%; Gieting and Easter, 1985; G.L. Cromwell & T.W. Buwrnell, 1987), en-
cuentran que es variable. La inclusidn de dcido citrico en las dietas
previas al destete de cerdos ayuda a incrementar la g-nancia en peso, y
la eficiencia en la utilizacién del alimento (R.J. Fallon, 1986). E1l ——-
mismo autor en 1985, reportd que el adiéicnar dcidos organicos a la die-
ta ée vacas, lechones, becerros, terneros y pollos se observaron etectos
producidos sobre la. alimentacidn, conversidn de alimento, digestibilidad
y disminucion de desdrdenes digestivos. Estudios recientes usando ——~———
acid—Fack (Alltech/Apligen}, compuesto por L.acidophillys, Streptoco

ccus faecium, Sacharomyces cergvisiae, amilasas, proteasas, celula--

sas, dcido citrico, dcido sdérbico, citrato de sodio, benzoato de sodia,
propionate de calcio, extracto seco de la fermentaciédn de Asperigillus

niger, y de Bacillus subtilis, incorporado a ian dietas a base de
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maiz-soya (Burnell et al., 1986), demuestran un mejoramiento en las ga:;
nan:iaé de peso y de la eficiencia en la conversion de un 10%, en~lech§f «
nes destetados. ' ' .

Existe una importante influencia de los 4cidos orgdnicos en la pala——
tabilidad de la racion. La mayoria de los estudios resaltan que la adi--
cidn de dichos 4cidos en la dieta tiends a reducir 21 consumo del ali=-—-
mento (Henry et al., 198%; Falkowskl and Aherne, 1984). Giesting and ---
Easter (198%), compararen la inclusidn de verfos acidos orgénicos = die-
tas a base de mafz-soya a lechones destetados, duwrante 28 dfas, repor--—-
tando que sabre todo el dcido propidnico tuve efecto depresor del consu-
mo voluntariao.

El uso de agentes acidificantes (citrice, fumarico, fosférice) actuan
Einergicamente zon los Frobioticos para manterner una flora ssludable.

Muchos experimentos muestran que la adicion de 4cides otrganicos a las
dietas iniciadoras de cerdos ayuda al funcionamiento por influencia de -
la microflora del intestino, mejorande la actividad de las entimas &i——-

gestivas y la utilizacion del alimento (V.Rusell, 1579,
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2.0, OBJETIVOS,

2y Determinar las condiciones de cultivo dptimas para que una cepa de

Lactobacilius tenga un buen efecto cuando se desee usar in vivo.

3) Determinar el porcentaje de inhibicion-del crecimiento de E,coli

a los que posteriormente se les adminietré Lactobacillus 6 vinagre.
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El porquekde este trabajo es debido a la importancia gue actualmente
tienen las diarreas en la produccién veterinaria, ya gque siguen siendo
un praoblema en las greanjas porcicolas por lo que se buscan mecanismos &
alterpativas de control diferentes a los antibidticos. Dentro de estas
alternativas se encuentran los Probidticos administradeos a los lechones
durante las primeras semanas de nacidos.

Dentro de los Frobidticos estan las Lactobacillus y sus metaboli-——
tos.

Se pueden usar acidif}:antes organicos como: el Aacido citrico, fuma--—
rico, aceética, propidnico, etc. y de esta forma limitar el crecimiento
de bacterias patdgenas como Escherithia coli. For lo gue el propésito
de este trabajo es el de ilustrar como la acidificacidn y las bacterias
lacticas pueden utilizarse para mejorar la salud animal y su produciti--—
vidad en forma natural.

Asi como también debido a la naturalena indcua y benéfica de los ———-—
Lactobaeillus estos padrian ser adminlgtvadcs principalmente a nifos

con problemas diarreicos de tipo bacteriano.



PLAN DE TRABAJO EXPERIMENTAL

ACIDIFICANTES BIOLOGICOS.

MATERIAL BIOLOGICO,

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

ACTIVIDAD ANTI ~ E. COLI ENTEROTOXIGENICA POR LACTOBACILLUS

\
w
o

IN VIVO, N VITRO, 1

- INHIBICION DE LA ACTIDAD INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE FORMACION DE HALOS DE INMHIBICION DEL
ENTEROTOXIGENICA FOR - E.coli POR Lactobacillus fer— INHIBICION DE LOS Lac CRECIMIENTO DE
Lactobacillus EN ASA LI- mentum_ EN GAZAPOS, USANDO SO tobacilius FRENTE A — E. coll USANDO
GADA DE CONEJO. BRENADANTE CON PASE. E.coll. . Lactobacillus—
' EN MEDIO SIN —

BUFFERAR CON —-
PASE Y SIN PASE.

INHIBICION DEL CRECIMIENTO ESTUDICO HISTOPATOLOGIVO DE LOS
DE E.coli POR Lactobaci- INTESTINOS. DE GAZAFOS.

llus fermentum EN GAZAPOS

USANDO CULTIVO TOTAL CON -

PASE.
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2. DIAGRAMA DE FLUJO

INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE E.gpoli FOR ACIDIFICANTES BIOLOGICOS

IN VITRO.

6 M. DE CALDO SOYA TRIPTICASEINA SIN BUFFERAR

+

4 ML. DE GULTIVO TOTAL O SOBRENADANTE DE Lactobacillus

CON O SIN PASE

+

0.1 Mi. DE E.coli ESTANDARIZADO (%)

v o
INCUBAR 4 HRS. A 37 C

v
SEMBRAR EN AGAR McCONKEY

RECUENTO DE E.coli A LAS 24 HORAS

DE INCUBACION.

() 0.1 DE ABSORBANCIA Y S50 NM DE LONGITUD DE ONDA.
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3. DIAGRAMA DE FLUJO.

ACIDIFICANTES VEGETALES.

VINAGRE DE ALEOHOL DE CAfR
VINAGRE DE MANZANA

ACIDC ACETICO DILUIDO AL 5%
-ACIDO ACETICO DILUIDD 1:1000

INHIBICION DEL. CRECIMIENTO DE E.coli ENTEROTDXIGENICO.

InN ¥IVD IN VITRO
INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE INHIBICIDN DEL CRECIMIENTO DE
E.cgli POR VINABRE DE ALCOHDL E.coli USANDO ACIDIFICANTES

DE CARA AL 30% (DIAGRAMA 3a.) VEGETALES EN MEDIO BUFFERADD.
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Ia. DIAGRAMA DE FLUJO.

INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE E.coli FOR VINABRE IN VIVO,

2 CAMADAS DE GAZAFQS

ADMINISTRAR FOR VIA ORAL 1.5 ML. DE E.coli ESTANDARIZADO (%)

4 HORAS

ADMINISTRAR @.35 ML. DE VINAGRE

24 HDRAS

SACRIFICIO DE ANIMALES

SE EXTRAJO EL INTESTINO.

RECUENTO BACTERIANO PROCESAMIENTO
HISTOPATOLOGICO

{(#) 35350 NM Y 0.1 ABSORBANCIA. e
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I.0, MATERIALES Y METODOS.
3.1. Origen de las muestras.

Se trabajaron cepas de giggggégingg suministradas por el Laborato-
rio de Bacteriologia de la Unidad de Investigacién y Estudios de Fosgra-
do de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlén, cuyo caomportamiento
in vitro va hablia sido previamente evaluado en medio bufferada. Estas --—

cepas fueron las siguientes:

Qrigen Diarreico:

drigen no DBiarreico:

Origen Comercial:

SN Lagkobacillus casai subsp. pseudoplantarum

1

2, PRUEBAS EFECTUADAS.

=
3.
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J.2.1, Formatidn de halos de inhibicidn en agar Rngoﬁa-dé los Lacto-

bacillug frente a E.coli.

Muchos investigadores han estudiado los potenciales benéficos de los
L.actobacillus, como es la prueba del efecto inhibitoric in vitro para
microorganismos entéricos (citado por Watkins & Miller, 1982).

Procedimiento: En cajas de agar rogosa se sembré Egcherichia_coli
de cuatro horas de crecido, estandarizadeo a 35S0 nm y 0.1 de absorbancia
se agrego | gota de cada uwna de las cepas de Lactobacillus en su co——
rrespondiente condiciédn (cultivo total con o sin pase, sobrenadante con
Yy 6in pase) en dos de los extremnos de la caija. Se dejd que secaran las
gotas y se incubb a 370C durante 24 horas. Fosteriormente se midieron
los haia? de tnhibicidn.

3.2.2, Inhibicion del crecimiento de E in vitro usando Lagioba

cillug en medio sin bufferar.

Fara obgervar le inhibiciéon del crecimientn de E,coli in vitro en
presencia de Lactobacillug se uso & ml. de caldo soya tripticasefna

(TSB) sin bufferar. Se adiciont 4 ml. de la cepa de Lacteobacillus en
las condiciones a probar f{cultivo total con @ sin pase, sobrenadante con
0 sin pase); entuendiendo por pase un cultivo que s& 1ncubd por 77 horas
se agregd otros o ml. de caldo rogosa y se de2jo incubar f: horas mas. Y
sin pase un cultivo de 72 horas en & ml. de caldo rogosa: mas 0.1 mi

de un cultiva de E.goli de 24 horas de crucido, estandarizado a S50 nm

y 0.1 absorbancia. Posteripormpente se incubed la mezcla 4 horas a 37 C.

Se procedid a hacer recuento de bacterias por profund@dad. Se hicie-
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ron 8 diluciaras en tubos de ensaye, los cuales contenfan 4.5. ml. de

solucién sélina fisiolégica al 0.85% . Y se procedid a sembrar las 5 --
Gltimas diluciones por duplicadoi se puso 1 ml. de cada dilucién en las
cajas de Petri estériles e identiﬁicaqas. Se agrego 15 ml. de agar ———-—
McConkey, se agité la caja 30 veces, Se dejo solidificar, se incubo a

3703 por 24 horas y se hizd el recuento bacteriano. Se midid el pH a ——
las cero, cuatro y veinticuatro horas. Eséo también se hizd usando la -
mezcla de las S cepas en candiciones det cultive total con pase, sobre-~

nadante con pase y las condiciones 6ptimas en las cuales funciond mejor

cada cepa.

3.2.3. Inhibicién del crecimiento de E,goli in vitro usando acidifi-

cantes vegetales en medio bufferado.

£n la inhibicidn del crecimiento de E,cgli in vitro en presencia -
de acidificantes vegatales, sa uso caldq soya tripticaseina bufferado ~
ATSB) . Fara bufferar el med{o se adiciond % ml. de caldo soya triptica-
seina a 1 ml. de la mezcla de KH PO al 4% (fasfato de potasio moncbisi-
-
co) + NaHPQ al 3I% (fosfato de s;di: dibasico anhidro). Se hicieron 4 -
diluciones Zlees en agua destilada estéril de los acidificantes corres-—
pondientes (vinagre de manzana al S%4, vinagra de alcohol de cafa al S%
y acido acético glacial. De cada dilucidn se agregaron 4 ml. a los tu--
bas que contenfan & ml. de TSE bufferado, previamente identificados.
Esto se hizd por duplicado para medir el pH. Posteriormente se agre-
go 0.1 ml. de E,coli de 24 horas de crecido diluido 1:100 y estandari-
: o

zado a S50 nm y 9.1 absorbar -~ Se incubaron durante 4 horas a 37 C y

se hizod recuento de bactery - .,or profundidad, poniendo 1 mi. de la co~
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rrespondiente dilucién + 15 ml.. de agar NcCaney; s Agitb Io.vécgé, se
s - . . S
dejo solidificar, se incubd 24 horas a 37 C. Y se hizd el recuento en'el

cuenta colopias. Se midid el pH a las cero, cuatro y veinticuatro horas,

3.2.4. Inhibicion de la actividad entercotoxigénica de E.goli por

Lactobacillus.

Se llevHh a cabo en asas ligadas de intestino delgado de conejo de 2
meses de edad. Las S cepas & praobar se trabajaron en las siguientes -—--—-—
condiciones: cultivo total con pase, cultivo total sin pase, sobrena---
dante con y sin pase de las CUéles'ya se tenian datos de su eficacia —
en la inhibicion de E,coli enterotoxigénico in vitro, usando medio =--
bufferada. Se cultivaren en & ml. de caldo rogosa a 3708 durante 24 ho-
ras, inoculando luego una mezcla de 0.5 ml. de E.caly estandarizado a
S9) nm y 0.1 de absorbancia + 2 ml, de Lactaobacillus en diferente —-—-

condicion de cultivo en cada asa.

Frocedimientor Fué llevado a cabo mientras los animales estaban -~
anestesiados mediante inhalacién con éter, se mantuvieron 24 horas en -
Aayuno antes de la ogperacion. El abdomen fud abierto mediante una inei-—
sion de 8 cm. a lo largo de la lfines alba y % cr, abajo del diafragma,
procediendo luego a4 lecalizar el intestino delgado teniando la predv ——

cion de descartar los primeros 4% com. de intestino. Lss ligaduras se
efectuaron de 8-10 cm. dejando siempre 2 espacios de 4 cm, Sada uno ——-
entre los segmentaos donde se inoculaban las cepas, con el fin de e.itar
el paso de liquido de un segmento a otro en €1 caso de ser positiva,

Se inocularon 5 cepas por conejo, ademas de la cepa control positiva

(2.5 ml de caldo TSE con E.coli estandarizade en laa condiciones an——
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teriores! y 1a nagativa (2.5 sl de calda snya tripticaseinal. El praceso
total se efectud la nas rapido posibie, despues los animales eran man-
tenidos en Jaulas praivados de alimento y adn de agua durante las {8 ho~
tras postopecrstorias, al final de las cudles eran sacrificados mediante
la inhalacisn de una dosis excesiva de éter. E1 abdomen fue abierto --
inmediatamente, removiendo luego el intastino delgado y anctanda la —-—
presencia de liquido en las asas, asi como el volumen acumulado, consi-—
derandoze como positiva la reaccién cuandu.las asas acumulaban 2 veces

0 mas la dosis que se inoculé.

3.2:5. Inhibicidn del ceecimiento de Ep,cali por vinagre de alcohol de

cafMa al S04 in vivo.

A dos camadas de 10 gazapos cada una, de 3 dias de nacidoe se las -~
administrs per via oral con ayuds de una canula 1.5 ml de E,coli de -
24 horas de crecido, estandarizado a 550 nm y 0.1 de absprbancia. Seg ~-—
faspera 4 horas y posteriormente se administro 0.3 ml. de vinagre de al-
cohol de caha al 50%. La dosis de vinagré se@ sacd en base a la adminis-
trada al lechén, la cuwdl es de S m), para 1500 g (Morrilla, 1983).

Tomando en cuenta el peso promedio del gazapo que &5 de 80 ¢, S8 ——-
esperd 24 horas sin guitidrselos & la coneja. Y posteriormente se sacri-
ticaron con éter o descerebrandolos. Se extraid el intestino y se cor--
taran 2 fragmentos, uno para hacer recuento bacteriano, el cuadl se puso
en una caja de Fetri sstéril, se adiciond solucitn salina fisioldgica ~
esteril, se macertd y se hicieran S diluciones en 4.5 ml. de S$.5.F, Se -
sembraran en agar McConkey por profundidad. Poniéndo i1 ml. de cada di-—~

lucion + 15 mi. de agar McConkey, se hizd por duplicado. Otra fraccion
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se lavd con solucidn Serensen Fosfato Buffer frfo; usando para ello una
jeringa de tuberculina y una aguja de calibre 27 x 13 (1/2") para =-=--
limpiar bién el intestino de restos fecales y conservéandolo EOn una -——
solucidn de Formaldehido al 10% en PBS para éu posterior proceso higsto—
patologico. A dos gazapos de cada camada se les administré»snlamente A
1.5 ml, de E.¢oli (Control +), para confirmar por medio de recuemto

de bacterias el grado de colonizacién en el intestino delgado. Y al ntré
gazapo se le administré agua destilada estéril para poder observar gque

el intestino de estos animales a los 2-3 dias de nacidos esta libre de

.2.5.'Inhibici0n del crecimianto de E.coli por Lactobagille

2
10
Tw

for
meptum usando sobrenadante con pase.

Se usaron 2 camadas de 1) gazapos cada una, de I dias de edad. Se les
administrd por via oral con ayuda de una canuls 1.5 ml de E
estandarizado a 550 nm y 2.1 de abhsorbancia. Se esperd 4 horas y poste-—
riormente se les administrd 0.4 ml de sobrenadante con pase de la cepa
de Lactobatillus. Fara obtener el sobrenadante se centrifugo & 1,500
rpm durante 1S minutos. La dosis fue de 0.4 nl. Después de 24 horas se
sacrifigaron. 82 hicieron € diluciones vy recuanto por profundidadg. ina2
fraccion del intestinc se lavo y se puso on solucion g Forwsldehido o
L12% en FBS. También se dejaron 2 garapas como ~ontroles posr ' vos, A —-—
los qus s2 les administrd 3.5 ml de ©

estandari.zdo., 7 un gazapo

de cada camada a 1os cudles &8 les admin:stro agua destilada esteril.
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Z.2.7. Inhibicion del crecimiento de E.coli por a:tobacillu; ———

feroentum usando cultivo total con PRSE.

Se trabajé de la misma forma que en el punto anterior. Administrando

0.6 ml de cultivo total con pase.

R Se estudiaron las lesiones histopatoldgicas en el intestino del-—

gado de gazapos usando acidificantes vegetales y bioldgicos.
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4 . RESULTADOS.

3.2.1; Se eﬁcnntﬁo que las 5 cepas trabajadas son efectivas para

inhibir el crecimiento de E.coli in vitreo (Tabla 1).

3,2.2, Se observéd in vitro que con @l uso de cultivo total de las
diferentes cepas de Lactobacillug ge redujd el crecimiento de -

E.coli enterotoxigénico, aobteniéndose un maximo de sobrevivencia

de 29.76% y un minimo de 0.01% (Tabla y Figura 2).

Al usar 2! sobrenadante de las cepas de Lactabacillus, se -
redujo marcadamente el crecimiento de E,coli enterotoxigénico, el

maximo de sabrevivencia fue de 19.21% y el minimo de O.0Q03% (Tabla

3 y Figura 2).

En 1a Figura y Tabla 4 se observa que la mezcla de Lacgtobagillus
pas trabajadas individualmente. Se abtuvée un minima de sobrevivencia
g 1.73% y un maximo de B.5%%, pero comparado este valor con &) 100%

se ve que si ae reduace notablemente.

S4lo se abservo variacion de pH con tendencia a disminuir en las -
cepas porcinas de origen no diarreico. En las de origen diarreico y -
comercial se obtuvd un valor de pH maxiwmo de 5.3 y como minimo de T

Figura y Tabla S).

En la cepa 61 con sobrenadante y con pase se observéd aumento de pH

a las o horas, siendo como maximo de 6.0 y minimo de 5.6 (Figura y —-—
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Tabla &).

3.2.3, En la Figura y Tabla 7 se encontrO gque con el uso de acidifi-—
cantes vegetalas la maxima dilucidn de todos e€llos que inhiben en 1004
el crecimiento de E.coli es 1:4. Sin embargo, todos los acidifican~-—
tes pueden diluirse adn hasta 13116 y obteper un porciento de inhibicidn

aceptable.

No se observd variacién significante del valor de pH a diferentes

tiempos wsando medio bufferado (Figura y Tabla 8).

3.2.4, Se obervd que el comportamiento de los Lactcbacillus in vivo
fue mas constante y eficiente con las cepas de origen porcino. La —--
tnhibicion de E.coli fue mads efectiva 100% con el uso de cultivo to-

tal. Aunque con el sobrenadante =1 porcianto dae inhibicidn también es

buenc (Figura y Tabla ).

La inhibicidn de E,coli tuvo mejor efecto con el uso de cultivo

total y con el sobremadante las cepas de origen no diarreico son las

que mejor presentaron este afecto (Fifura 9 y Tabla 10,

3.2.5, Como se muastra en la Tabla 11 y 12 el porecentaje de inhibleion

alto.

I.2.5., 1 pdrcentaje de inhibicién de crecimiento de E.coli fue auy
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alto, siendo mayor caon el uso de sobrenadante con pase, el cuil es -

casi de 1004 (Tabla 13, 14 y 195},

3.3. En el estudio histopatolégico se encontré que los vinagres pro--

ducen mayor grado de lesion que los Lactobacillus a nivel del epite-

lig intestinal.
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TABLA 1§

HALGS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE E. coli PGR CEPAS

DE Lactobacillus. -
CEPA DE : # DE PASES HALO DE # DE PASES HALD DE
Lactobacillus INHIBICIGON INHIBICION
(ORIBEN)
DIARREICA
4c 2 +4++4 3 et
NO DIARREICA -
&1 2 s 3 bt
&8 - - T 3 s

COMERCIAL

9 T T e BT T i
SN 2 B ST ST et

1

HALO DE INHIBICION MAXIMO 3Jem.= ++++
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TABLA 2.

CULTIVQ TOTAL

CEPA DE

CON PASE % SIN PASE
4 ) ) . 4
x 10 R L

(ORIGEN) B ;
DIARREICA L S
4c B30, 0 29,76
NO DIARREICA

&1 AR ' 8.0 0,28
68 0.7 o 0.02 ’ 72.0 2.5
COMERCIAL e
9 2.7 0, 0% 8.0 Q.28
SN 0.5 0.01 A, 0

i

4

CONTROL. POSITIVO = 28546 x 10 col/ml.
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TAELA 2.

FORCENTAJE DE SDBREVIVENCIA DE E.coli
POR ACCION DE LOS METABOL1TOS DE

Lactobacillus EN MEDIO .SIN
BUFFERAR.

CULTIVD TOTAL

connn
.. B2 wrt vam

NI

DN

T~ 7 Z

1 4 T

Jl e o N1
CEPAS DE LACTOBACILLUS
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TABLA 3.

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE E.goli POR ACCION DE LOS METABOLITOS

SOBRENADANTE

CEPA DE CON PASE % SIN PASE %
4 4

Lactobagillus ® 10 x 10

(ORIGEN)

D!ARREICA

4c

NO DIARREICA
61

&8

COMERCTAL
9

SN
1

r'Y

CONTROL POSITIVO = 2856 x i0

cof/mi.' 



3 .
o o
- :

PORCENTYAJE DE SOBREVIVENCIA

- 54 -
TABLA 3.

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE E. coli
POR ACCION DE LOS METABOLITOS DE

Lactobacillus EN MEDIO SIN
BUFFERAR.

SOBRENADANTE.

a g

g
(1} [ ]

. CEPAS DE LACTOBACILLUS



TAELA 4.

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE E._COLL POR ACCION DE LOS METABOLITOS

DEL PDDL DE CEFAS DE Lactobacillusg TRABAJADAS.

FOOL DE % DE COLONIAS % DE SOBREVIVENGIA

Lactobacillus 4 . o
: % 10

CULTIVO TaTaL L zamlE

CON PASE RS

SOBRENADANTE

CON PASE

CONDICIONES OPTIMAS

4
CONTROL POSITIVO = 2854 x 10 col/ml.

HMEZCLA DE CEPAS: 4c, a1, 68, @ y SN
1
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IGURA 4.

FORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE E.coli

FOR ACCION

POOL DE CE

DE LOS METABOLITOS DEL
PAS DE LACTOBACILLUS

TRABAJADAS,

* CULTIVO TOTAL CON PASE
** SOBRENADANTE CON PASE

*+# CONDICIONES OPTIMAS.

4c-Sh-Ep
61-Sb-Sp
68-Sb-Cp

F-Sbh-Cp

SN -Ct-Cp
1

N

N

i

CEPAS DE LACTOBACILLUS
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TABLA S.

MEDIC SIN BUFFERAR, SIN PASE,

CEPA DE O HORAS 4 HORAS 24 HORAS

(ORIGEN)
DIARREICA
4c Ct-Sp 5.2
4c Sb-Sp S.1

NO DIPRREICAS
61 Ct-Sp. 6.8
&1 Sb-Sp. 6.8
68 Ct-Sp. 6.8
48 Sb-Sp, 6.8

COMERCIAL

9 Ct-Sp. 5.0

9 Sb-Sp. 5.0
5.2
S

SN Ct-Sp.

1
SN Sb-8p.
1

CONTROL POSITIVO 6.8 6.1 A S YT

Ct-Sp. = CULTIVO TOTAL SIN PASE.

Sb-Sp. = SOBRENADANTE SIN FASE.
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TABLA 6.

CEPAS DE Lactobacillus Y SU VALOR DE pH A DIFERENTES TIEMPOS EN

MEDIO SIN BUFFERAR, CON PASE.

E O HORAS 4 HORAS 24 HORAS

pH

(ORIGEN)

DIARREICA
4c Ct-Cp.
4c Sb-Cp.

NO DIARREICA
&1 Ct=Cp.
61 Sh-Cp.
48 Ct-Cp.
48 8b-Cp.

COMERCIAL

9 Ct-Cp.

% Sb-Cp.

SN Ct-Cp.
1

SN Sb-Cp.
1

CONTROL POSITIVO

Ct-Cp, = CULTIVO TOTAL CON FASE.

Sb-Cp. = SDBRENADANTE CON PASE. ' s
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FIGURA. &
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TABLA 7.

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE E.coli POR AGCCION DE DIFERENTES

ACIDIFICANTES VEGETALES EN MEDIO BUFFERADO.

ACIDIFICANTE DILUCION A

VINAGRE DE ALCOHOL. 132
DE CARA 134
. 118

1ets

VINAGRE DE MANZANA 1:2

ACIDO ACETICO DILUIDO
AL 5%

ACIDD ACETICO DILUIDD
111000

e e e
o0 ws me we
W= Ddn
B o~

4
CONTROL (+) = 2826 x 10 col/ml.
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E.co

1i POR ACCION DE DIFERENTES

L

T
1:8066 1:16

1:8 1:
ACIDIFICANTES VEGETALES.

VIONIAIATHA0S 3d u—e..—..zuozom

N
1:128

? ?
10 1:04

182
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TABLA 8.

ACIDIFICANTES VEGETALES Y SU VALOR DE pH A DIFERENTES TIEMPQOS EN

MEDIO BUFFERADO.

ACIDLIFICANTE DILUCION ¢ HORAS 4 HORAS 24 HORAS
VEGETAL Sl S
pH

VINAGRE DE MANZANA

1:2 3.9 LT 4.0
1:4 4.2 4.2 4.2
1:8 4.4 SR 13- 4.5
t:16 4.8 4.8 4.7
YINAGRE DE ALCOHOL
DE CAmA 1:2
1:4
1:8
1:16
ACIDO ACETICO : : B
AL &% 1:2
1:4
1:8
1:16

CONTROL (+) = &.5
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FIGURA 8.
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FIGURA B.

ACIDIFICANTES VEGETALES Y SU
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FIGURA 8.
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TABLA 9.

FOR Lactobacillus EN ASA LIBADA.

coli

SIN FASE

CEPA DE CULTIVO TOTAL SOBRENADANTE
Lactabacillus % DE INHIEBICION % DE INHIBICION

CORIGEN)
DIARRE ICA .

4c 100, 0 o 5.26
NO DIARREICA . : Lo
61 100.0 S . a9. 48
68 100.0 - ) 93,69

o e e e e e e e i e e o et e e e s
COMERC IAL

? 100,0 . 100.0

SN 100.0 . 36.8

1

%

CONTROL POSITIVO

= 4,75 mi.
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FIGURA 7,

FORCENTAJE DE INMIBICION DE LA

ACTIVIDAD ENTERDTOXIGENICA

11
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TABLA 10,

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ENTEROTOXIGENICA DE E.ggli

FOR Lactobacillus EN ASA LIGADA.

CON PASE

CEPA DE CULTIVQ TOTAL SOBRENADANTE
Lactobacitlus % DE INHIBICION % DE INHIBICION

(ORIGEN)
DIARREICA
4c

ND DIARREICA
61

&8

COMERCIAL
9

SN
1

CONTROL. POSITIVO = 4.75 ml.
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FIGURA. 10

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA

ACTIVIDAD ENTERDTOXIGENICA
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TABLA 11.

PORCENTAJE DE SODREVIVENCIA DE E.coli DESPUES DEL TRATAMIENTO POR

VIA ORAL CGN VINAGRE,

PIS1S CONTROLES GAZAFOS* % SOBREV. % INHIB.
E.cQli - E.coli E.coli + vinagre
CFU

7 3 -
1.1 %3 244.76 % 10 - Q, 8407 .« 10

*+ 2 CAMADAS DE GAZAPOS.
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TAEBLA 12,

PORCENTAJE DE SOBREVIVENGIA DE E.coli DESPUES DEL TRATAMIENTO POR

DOSIS CONTROLES GAZAPDSH % SOBREV. . % INHIB. ..
"E:goli - E.coli  E.coli + L.ferpentum = - e e
cru
S 3 L L :
116100 244.76%10 S o7xi0 1o T alerti §7.92
1,110 . . 244,76x10 0.57 %% 7. o.2a 99.76

* CULTIVO TOTAL CON PASE.

** SOERENADANTE CON FASE
& SE USARON 2 CAMADAS DE GAZAPOS.

NOTA: SE USO LA CEPA &8,



TABLA 13.

RESULTADOS DE HISTDPATOLDGIA DEL INTESTIND DELGADD DE BAZAFDS USANDD

ACICIFICANTES VEGETALES + E,coli.

DOSIS CAMBIOS OBSERVADOS GRADO DE LESION

0.3 ML DE VINAGRE DEGENERACION CELULAR LEVE,
DISTORSION DE ALGUNAS VE-
LLOSIDADES.

0.7 ML DE VINAGRE DEGENERACION EFITELIAL SEVERA,
DISTORSION DE VELLOSIDADES.

++

1.0 ML DE VINAGRE DEGENERACION DE CELULAS ERITE~
- LIALES SEVERA, DISTORSION DE
ALGUNAS VELLDSIDADES, DESFREN-
DIMIENTO DE MUCOSA.

L o ¥

'i.S ML DE E.coli DEGENERACION CELULAR LEVE.
1.5 ML DE E.cpli NECROSIS DE VELLOSIDADES .
+ CONGESTION Y HEMORRAGIAS 4t
0,3 M. DE VINAGRE MODERADAS, INFLAMACION -
T AGUDA.

CONTROL SIN CAMBIDS FATOLOGICOS APARENTEQV-
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TABLA 14,

RESULTADDS DE HISTOPATOL.OGIA DEL. INTESTINO DELGADO DE GAZAFDS USANDO

ACIDIFICANTES BIOLOGICOS + E.coli.

DOSIS CAMBIOS OBSERVADOS GRADO DE LESION
1.5 ML DE E.coli DEGEMERACION VACUOLAR
+ DE ALGUNAS CELULAS DE =74
0.6 ML DE Sb-Cp. DE LA SUFERFLEIE DE LAS
CEPA &8 VELLOSIDADES.

1.5 ML DE E.coli DEGENERACION VACUOLAR
+ DE ALGUNAS CELULAS DE
0.6 ML DE Ct-Cp. DE LA SUPERFICIE DE, LLAS
CEFA 68 VELLDSIDADES. : R o

Sb-Cp.
Ct-Cp.

SOBRENADANTE CON PASE.
CULTIVO TOTAL CON PASE.

i h
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S. DISCUSION.

Debido a que la incidencia de diarreas en las granjas porcicolas
sigue siendo causante de peérdidas econdmicas a pesar del mejoramiento
en sistemas de produccién, es ne:eéario tratarlas y la forma actual -
mds comin €s con el use de antibidticos o guimioterapicos, los cuales

crean una serie de alteraciones en la flora fisioldgica digestiva —-—
causando un desequilibrio de la misma, ayudando a la proliferacién de
la flora patdgena capaz de producir enfermedades infecciosas. Esto -~
lleva consigo determinados problemas infecciosos de tipo lecal o gene-
ral y sobre todo una disminucién de la digestibilidad de todes tos ---
componentes de los alimentos, con lo cudl la produccidn se ve dxsm{nui—
da. Como consecuencia de todo esto, cada ve:r es mas conveniente la uti-
lizacian de PROBIOTICOS que ayuden al establecimiento de una flora

con gran potencial de fermentacitn. Y de ACIDIFICANTES VEGETALES —-—

(Kultibol, 1983).

Se ha obaervado gran inhibicion del crecimiento in vitro con el usco
de Lactobacillus scbre Salmonella, E.coli, Staphylococcus aureus —
(Shahani &t al., 1974; Wheater et al., 1952, Pahiya and Speck, 1968; -
Billiland and Speck, 1977). Se ha demostrado el efecto antagonico de -
Lactobacillus ¥ E.coli in vitro, en cajas de agar donde hay una -—-
amplia zona de inhibicidn de E;coli y otros micracrganismes (Fuller,

R. and B.E. Brooker, 1974. I de G. Mitchell and R. Kenworthy, 1976, --—

reportaron que una zona de inhibicién > 0.5 cm de diametro = ++4, —=—-
0.5-0.3 cm de diametro = ++, 0.3-0.1 cm de diametro = +, y s1 no hubo
zona de inhibicidén = -, En este estudio se encontréd que la actividad

anti-bacterial estuve entre +++ y ++++ en las cinco cepas de Lactoba-—
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cillus - trabsjsdas. Ver tabla 1.
Experimentos in vivo, indican como los Lactobacillus inhiten la —
antarotaxing inducida por Escherighia_coli fcitado por Tanmook, G.W.

at el., 1982;, Tambien Fuller, R. and B.E. Brooker, 1974, mencionan la

agally

ahcién antagomica entre Lagkob
bécillus ejercen una aceion bacteriostitica frente a E.coli. En este
trabajo se encontré que el minimo porcentgie de sobrevivencia de ————-
E.coll por la accidn del cultive total de Lactobacilluz con pase en
medio sin oufierar (Fig. y Tabla 2) fue de 0.01% para la cepa SN .

Y sin pase de D.28%4 para la cepa &1 y 9. Camo se reportd en 1; tesis
de Marquez Codina, 1989; siendo semejantes los resultados en medio —--~
bufferade. El porcentaje tan baje usando pase, puede deberse a que hay
un mayor crecimiento de Lactobacillus , mayor ccncentragibn de -m-—e-
hachteriocinas, metabolitos y de sustancias con actividad anti-E.goli
afectns que no se potencializan cuando no se hace pase. Con el uso de
sabrenadante con pase en medio sin buffbrar (Fig, 2 y Tabla ) el ——=-
porcentaje de sobrevivencia es gumahenta.pequeho 0.003% para ia cepa 68
Y sin pase de 0.03% para la ceps &1, En la tesis de Marquez Codina, 1989
se reporto que con el uso de medio bufferado el mencr porcentaje de so-
brevivenciafue de 0.04% para la cepa 68 y 0.01% para la cepa 4c., Como -
e observa con el uso de medio sin bufferar la inhibicion del crecimien-
to de E,coli es mencr, 10 que puede deberse a que cada cepa de -—=——-—-—
lLactobarillus tiene un pH oOptimo 2n 2] cual crece mejor y libera sus
metabolitos de una manera mas eficiente. Lo que no sucedid con el uso de

madic bufferado, ~on el cuadl se permitio un crecimiento ligeramente ——-

coli. También aqui posiblemente los iones FO" contenidos -
4

mavar de £
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en el maido bufferado bloquean a alteran alguna (s) ruta (s) metabdlica-
{s) de los Lactobacillus impidiendo que su actividad sea completa.

En cuanto al valeor de pH se cbserva en la (Fig. y Tabla S5 y &) puede
decirse que el mecdnismo por el :uél actua la cepa 6B no es solafente
por disminucién de pH, ya gue es casi neutro, situacion similar se ————
observa en las otras cepas donde €1 pH oscila como mipimo de 5 y maximo
de &.8, sino posiblemente por bacteriocinas como se menciond anterior——
mente u atro de los meFanismos previamente propuestos (Tortuero, F., =-——
19733 Stern and Storrs, 19753 Shahani et al., 19773 Gilliland and Speck
1977; HWolter, R. et N Henry, 1982; Moose, M. 1987).

Con el usp de sobrenadante sin pase en medio sin bufferar, ver (fig.
y tabla 3) comparado con lo que se reporta en la tesis de Marquez Co--
dina, 1989; se observa que se obtuvieron mejores beneficios con el uso
de media sin bufferar. Por lo que se sugiere que cuando Se use una cepa

de Lactobacillus como Probidtico se le realizan pases para concentrar

las sustancias producidas por ellos.

Savage, 19773 (citado por Tannock, G.W. et al,, 1982), encontréd gue
la alimentacion con cultivos de Lactobacillus a animales es un pro—-—
blema de uso practico, a menos que las cepas bacterianas sean cuidado—-
samente seleccionadas de acuerdo a su habilidad para formar poblaciones
estables ean el tracto gastrointestinal. Con el empleo de la mezcla de -

agt 1lus en medio sin bufferar, {(ver Tabla 4) usando sobrenadan—
te con pase y en lae condiciones 6ptimas el porcentaje de sobrevivencia
de E.cgli es muy bajo 1.75% y 1.76&6% respectivamente. Y con la mezecla
de cultivo total con pase se observd gue es de B.&9%, la cual comparado
con el 100%Z, también es bajo. Por lo que se sugiere que para la ela—-—-—-

boracién de un Probiotico es importante estudiar tndo\el comportamiento
. \
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y condiciones de la cepa individualmente, y se podria usar una sola ———
cepa s5i esta es buena.

Al medir @l pH (Fig. y Tabla 5,6) y su relacidn con el grado de aci-
dexz muy marcada, a diferencia de los vinagres en &) cual se obituvd va--
lores de pH mas dcidos. Esto puede servir para explicar porque en el ——
estudio histopatoldgico con el empleo dé vinaogres, se presentaron le--—
siones en el intestino de gazapos ver (Tabla 14).

El rol que juesgan los Acidos orgénicug'pira ayudar a acidificar el -

. estdmago y reducir los conteos bacteriales fue investigado por el Dir. -~
Gary Cromwell en la Universidad de Kentucky, en este experimento usd --
Acid-fFak 4-Way, un acidificante comercial de Alltech, que contiene una
combinacidn de Acidos orgéanicos (ci{trico, sérbico y benzoato), también

una cantidad substancial de células bacteriales Lactobacillus acido

philus y Streptococcus fageium y enzimas (citado por Easter, R.A.

1987). También reportd gue acidificando la leche de beber se ejerce una
accion bacteriostatica, reduciendo de esta forma bacterias contaminantes
como E.coli enterotoxigénica en el sistema digestivo. Al disminuir el

pH en el estémago la actividad del pepsindgenc aumenta dando como re—--
- sultadﬁ un aumento en la eficiencia digeseiv;. Packett and Butcher (19-
63) reportaron que con la adicién de acido ci{trico a 1a dieta de vacas
se presenta un efecto curativo sobre las diarreas. En este trabajo se -
encontrd que in vitro efectivamente los acidos organicos como el acido
acético del vinagre inhibe el crecimiento de E.coli. Se obtuve ademés
qua la manima dilucion de los acidificantes en medio bufferado que inhi-
be el 46d% de crecimiento de E.coli es 1:4. Aun cuando diluidos hasta

1:16 y ain 1:464 podrian ser utilizados, ver (Fig y Tabla 7). Marguez --
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Cadina, 1989: reporto que con &)l use de acxdifi:aﬁtes vegetales en medie
sin bufferar la maxima dilucion que inhibe el 100Y es 1:4,

Como se observa en la (Fig y Tabla 8) aparentemente no hubd variacion
dei valor de pH a diferentes tiempos usando medic bufferado. Y con el -
uso de medio sin bufferar como se reportd en la tesis de Marquez Codina
1989¢ el valor de pH tendid a ser ligeramente mas 4cido lo que explica
el porque con el empleo de medic sin bufferar la dilucion maxima rnhi——
bitoria del crecimiento de £,coli es 1:8.

Fuller, R. 1973, reportod que experimentos in vive e in vitro indican

colonizacién por Escherichia_goli, ademds de producir sustancias en -
contra de la enterotoxina. En e2ste trabajoe se encontr® un porcentaje ——-
mayourr de inhibicion de 1a actividad enterotoxigénica de E,goli (Fig <

y Tabla 2 y 1) con &1 uso de cullivo total con y sin pase, no asl con
el sobrenadante con y sin pase ya que esta inhibicidén fue menor, 10 que
se poria explicar debide a gque en la prueba de asa ligada en conejo --
los Lactobacillus permanecen en contacto 18 hrg. con la E,coli pu--
diends seguir liberando mayor cantidad de antienterohoxina y bacterio--
cinns, atdemas podria estar el Lactobscillug adheriendose y compitienda
por osp;cio. incrementandose estas acciones mezcladas. Y con &l empleo
de enbrenadante soOlo se tiene la anti-ontarotoxina, bacteriocinas, aci
dos .+ janicos, perénido de hidroégeno y el lactato literado durante el
Liem, da incabacian,

Otro hecho de interés encontrado a través de este trabgju es el que 1+
admir, . stracifdn oral de scidificantes vegetales a gerapos para svaluar

bla i1y, es muy eficiente para reducir =21 cracimianto de esta bacteria

aqe M K

sl
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.Lc que coincide cen (Scipieni et al., 1978), quién Encontrb que die-
tas a las que se les adicona acido‘citricn favorecen a que el pH de---—
crezca vy el numero de E.coli en astémago y duodeno se vea raducido.

Este mismo investigador en 1980, también mostrd reduccién en el na—
mero de coliformes en varios segmentos dgl tracto intestinal de cerdos
alimentados con acido fumirico. Los niveles de acido que el usé estuvie-
von en el rango de 0.5 a 4.0%. Ademas se han'reportadn reducciones en -
el conteo de E,coli en el duodeno y yeyuno en cerdos alimentados con
dietas acidificadas.

En la (Tabla 12) se observa gque la cepa de L._ fermentum tuve muiy -
busn efecto en la inhibicién de E.coli, principalmentn con el uso de
sobrenadante con pase que fue de 99.74%, comparandose igual in vitro, —
lo que pore de manifiesto que probablemente es la competencia por espa-—
cio, ¥y la produccion de sustancias inhibitorias los principales factores
que contribuyen a la supresion de Escherichia :oli.Por lo que en base
a loe resultados cbtenidos se sugiere que alimentando a cerdos con pro-
ductos fermentados con Lactobacillus se produce supresiédn del creci-—
miento de E.coli en el tracto digestivo. Estos datos también coinciden
con Muralidhara et al., (1977) quien reportd que con la inclusidn de -—-
Lactobacillus en la dieta de lechones se provoca una disminucidén en -
el namero de E.coli. Al igual que Ellinger et al., {1978) quién —————
observd disminucion en el nimero de coliformes en las heces de vacas —-—
cuando fueron alimentadas con leche adicionada con L.acidophilus.

Moose, Marvin, 1987, reportd que los Lactobacillus y Streptoco--
ceus son las especies mas comunmente usadas en la terapf{a de enferme-—

dades intestinales de tipo bacterial. La# cuales soh seleccionadas en -
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base & su habilidad para seobrevivir g1 paso por el estomago o implempn—
tarse en el intestino.

En la Tabla (13 y 14) se aohserva que los vinagres producen maypr —--
grado de lesién en el epitelio intestinal, a diferencia de los Lactg-
bBacillus cuvos efectos fueron casi insignificantes; lo que concuerda
con Follmann, D.S, et al., {984; quién no detectd alteraciones morfold-

gicas significativas en las examinaciones histoldgicas, con el uso de -

preparaciones fermentadas con Lagtobacillus.
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&. GONCLUSIONES.

En base a los resultados encontrados se puede concluir gue:

a) bos Lactobacillus casei subgg.'gsgudmglantargm y -

Lactobacillus fermentum de origen porcino, asi como los metaboli-
tos que producen, inhiben eficientemente a E.celi in vivo e in vitro

en medio sin bufferar.

b) Parece que la accién inhibitoria de E.coli por los Lactp-
bacillus es por un conjunto de efectos tales como: produccidn de --
ciertos metabolitos, bacteriocinas, células en si mismas y por un pH

(ligeramente acido).

c) Contrastando con los vinagres cuya accidn se debe principal-—

mente & su pH ya gue desciende hasta 3:4.

d) En base al estudio histopatoldgico se recomienda el uso de ~---
Ltactobacillus en el cantrol de diarreas de los lechones durante los
primeros 5 dias de nacidos, ya que son menos aqr.‘ivul al epitelio -~
intestinal que el vinagre. 51 se usa este Ultimo, se debe cuidar i1a -
dosis para evitar daflos severos que pudieran reparcutir en su edad --
édulta especialmente en lo referente al mejor aprovechamiento de los

nutrientes,
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7. APENDICE.

AGAR_ROGOSA.

Extracto de carne ..,.......

Extracto de levadura J...eas

ACido asCCrbiCo v..vveeasoins
Feptona de Soya o
Peptona de Caseina. .......

Falipeptona B X

Aruetato de Sodio Anhidro ...

Agar Racterioldgico ...i....
LACLOSA  oivivieirnananranncannnynaeis 2,80 g .
Apna DEstilada sevesesnsionansies VoBon ml .

COLDO_SOYA_TRIPTICASEINA (pH = 7.0).

Feptona de casefna .

Fepltona de 50ya ... O“é.f
Clorurc de sodio ... g;
Fusfato dipotasico . 1§.
Dextrosa «..cieveanen ""'7;';"'“"" é.S :g.
Agua Destilada ...........;.....,.;;;;{.; ; ﬁfh.pé..fmﬂﬂ md

ALDO_SOYA_TRIPTECASEINA_BUFFERALG (pH = .&.5)7° "

La misma composicion del medic anterior + KH PO al 8% y NA HFO  a: 3%
i 24 2 4
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REACTIVOS:

e 8.0 g.

S S P Vel 0.2 g
Na HPFC  covniiinonanvassaivis «iea 1,15 g,
2 4 o e

e ve 0.2 g,

L 2 T 0 I

Z 4 Sl

Agua Destilada «o...oeses.s .b.p.. 1000 ml.

Na FO tiuveiinnnnrssasnesse 14,2 g, adicionar 1 lt. de agua destilada.
4 .

=

NaH PO veuvvvveneveraess 2.76 g. adicionar 200 ml. de agua destilada.
2 4

NOTA: Mezclar B30 ml, del fosfato dibasico + 170 al. del fosfato mono-
basico para obtener fosfato buffer Q.& M.
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