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1.0 I NTRODUCCION,

1.1 ANTECEDENTES

En la industria porcicola se presentan a menudo
casos de diarrea en lechones antes del destete; un niimero
importante de ellos han sido atribuidos al efecto de cepas
enteropatédgenas de Escherichia coli. Es una de las causas
Fnﬁs importantes de muerte en éstos provocando severas
pérdidas a la porcicultura. (45)

Intentos por controlar estos cuadros diarréicos que
generalmente se presentan durante el periodo neonatal
intermedio ( <6 dias de edad ) y alrededor de las 3 a 9 semanas
de edad, han dado lugar a numerosas investigaciones sobre su
naturaleza y control. (20)

Muchos de los bacilos Gram negativos pertenecientes a
la familia Enterobacteriaceae, miembros de este grupoe son
naturales del tracto gastrointestinal.(3)

- La E. coli es una bacteria Gram negativa, en forma
de bastoncillo que pertenece a la familia Enterobacteriaceae.
Crece en la mayoria de los medios de cultivo que se utilizan

en el laborato' io - a temperaturas comprendidas entre los 15 y

165- 45 °C,;‘51endo 1a .te;qperatura éptima los 37 °C. (28)

Es: r‘eiati'i\‘rame"ntké»':svencillo aislar el E. coli con

coloraciones especifxcas (3 28)

gar Mac conkey, el agar Azul de )

entre otros, donde ‘esta’ bacteria dab
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La patogenicidad de esta bacteria es debida a'la
presencia de fimbrias especificas y a la produccién de 1la
toxina 14bil al calor LT y 1la estable al calor ST entre
otras. Una cepa de E. coli puede producir las dos o sbélo una
de estas toxinas. La asociacién entre diarrea y E.coli
toxigénica es bien conocida y es usualmente el resultado de la
accién de las enterotoxinas termoestables (5T) o
termolébiles (LT) o ambas en el intestino delgado. La unién
especifica de ST con las células intestinales de rata en
particular, ha deméstrado que en las membranas de borde de
cepillo hay un receptor protéico implicado en el proceso
de unién. Después 1la toxina estimula la adenilato ciclasa
y . también el incremento en 1a concentracién intracelular
de GMPec. (22,28) )

La toxina LT ha recibido considerable atencién
porque cruza antigénicamente con la toxina de célera. Por
clonacién el gen estructural de 1la LT y la traslacién de el
plésmido producido en células E. coli, se ha demostrado que la
estructura de LT consiste de una proteina de un peso
molecular de 25,500 con una actividad similar a la de 1la

adenilato ciclasa. (28)

El control de 1a colibacilosis causada por. E.cold,

normal del Lntestlno del 1ech6n para Tasi’ vit_

esta enfermedad (34)1
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La patogenicidad de esta bacteria es debida a la
presencia de fimbrias especificas y a la produccién de 1la
toxina 18bil al calor LT y la estable al calor ST entre
otras. Una cepa de E. coli puede producir las dos o sb5lo una
de estas toxinas. La asociacibn entre diarrea Yy E.coli
toxigénica es bien conocida y es usualmente el resultado de la
accién de las enterotoxinas termoestables (ST) o
termoldbiles (LT) o ambas en el intestino delgado. La unién
especifica de ST con las células intestinales de rata en
particular, ha dembstrado que en las membranas de borde de
cepillo hay un receptor protéico implicado en el proceso
de unién. Después la toxina estimula la adenilato ciclasa
y también el incremento en la concentracién intracelular
de GMPc. (22,28) )

La toxina LT ha recibido considerable atencién
porque cruza antigénicamente con la toxina de célera.i Poi
clonacién el gen estructural de 1la LT y la traslacién de el
plé&snido producido en células E. coli, se ha demostrado que la
estructura de LT consiste de una proteina de un peso
molecular de 25,500 con una actividad similar a la de 1la
adenilato ciclasa. (28)

El control de 1la colibacilosis - causada por E.coll,
puede efectuarse por  diversos métodoé, uno de _ellos es la
administracién de un probiético, que : contrib,uya‘coﬁ la flora
normal. del intestino del 1vech‘6n'pax:a ‘asI_evit;.ai'vviva' inue‘rte 'pvbr‘

esta. enfermedad. (34) -
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La palabra Probiético fue inventada por Parker en

1974, su .significado deriva de dos palabras Ypara la vida"

en contraste con una palabra muy familiar " antibiético " que

significa "contra la vida". Paradbéjicamente el efecto de 1los

pfobiéticos tal vez depende de la actividad antibiética de 1la
Vbacteria en el probiético.

ﬂn probidtico se define como: “Un suplemento

alimenticio que contiene microorganismos que ayudan en la

proteccién en ,cdx},tra_ ~de "una invasién por microorganismos

patégenoéi“ ‘une uedan afécf:ar' la nutricién y el crecimiento del
animral.(‘zédﬂ ‘ ;

e 7 acuerdo’ con. AParvk’e (19’_7.4); la‘definicién original

dq-'ﬁn probiético es: . "Organismos -y sust'anc'ias que contribuyan

ico “intestinal".  Esta definicién’
1 “‘ﬁet‘a‘bolyitos :

preparaciones de’
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Las bacteriocinas son proteinas bacteriales
compuestas e inhibitorias para cepas sensibles y pueden ser
producidas por bacterias Gram (+) y Gram (-). Las bacterias
Gram (+) que producen bacteriocinas son la mayoria bacterias
&cido 1é&cticas (LAB) usadas en fermentaciones de alimentos y
productos diarios, incluyendo [Lactobacileos, Lactococos ¥y
Pediococos. (28,22)

Los Lactobacilos son especialmente conocidos por sus
propiedades bacteriocinogénicas, se ha reportado que
aproximadamente el 63% de las cepas de Lactobacilos acidophilus
prﬁducen bacteriqcinas, éstas han sido purificadas y se ha
demostrado que constituyen una hetereogénea clase de péptidos
antimicrobianos. (28)

Al administrar un probiético se busca
reestabilizar la proteccién de la flora natural y su
estado nutricional normal, asi como favorecer un desarrollo
adecuado de su estado de galud.(37)

En nuestro caso especifico se probara el efecto
inhibitorio de varias cepas de Estreptococos entericos y
Lactobacilos sobre varias cepas de E, colli. Esto tanto "IN
VITRO" como "IN VIVO", con el fin de obtener datos que nos
ayuden a definir la calidad de las cepas que se aislaron, para
en base a las mejores, tanto en actividad como en estabilidad,
elaborar un posible . probiético utilizando dichas

bacterias seleccionadas. (11,20,28)



1.1.1 HISTORIA

Se inoculaba la 1leche para inducir la fermentacién
desde el aflo (2500 A.C.). Aungque los efectos benéficos en la
salud @e los individuos podian ser sélo inferidas, los
resultados en prevencién si fueron evidentes en la salud de la
comunidad. (32)

El consumo de leches fermentadas en diferentes formas
ha continuade hasta la fecha. Actualmente se les llama yoghurt
Yy han sido hechos de cultivos puros de cepas
de Lactobacillus bulgaricus. El1 Lactobacillus que es el
responsable de la fermentacién del yoghurt es el ahora llamado
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus gue actGa en unién
con el Sreptococcus salivarius subsp termophilus.(44)

La primera guerra mundial y la muerte de Metchnikoff
marcaron una declinacién en el interés por el yoghurt. Después

de la guerra (1920) resurgi® la atencién por el L. acidophilus

en los suplementos alimenticios. Rettger et al y Xale';(19357)
demostraron que los " Baciles Bulgfiricos . pé )

sobrevivir en el intestino humano y ellos usaron,‘

estos al L. acidophilus.

Después de la segunda guerra mgridiaf e

la flora intes.tinéir ‘fue - retomado gxiaci’.;

a) El déécubrirﬁienéb_ de ',vlos;all"ltki'l':;iéﬁicos qu

_algunas 'enférme‘d:a‘désﬁpo'r‘si’x - modo. de acei6 16 que’ trajo ‘como.
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consecuencia tratar de definir como estaba la composicién de
la flora intestinal, que era dafiada por dichos
antibiétices. (5)

b} La ne-'jora de técnicas para obtener animales 1libres de
gérmenes han recordado que 1la microflora intestinal
puede también hacer una contribucién positiva en 1la nutricién
de su huésped, por ejemplo en la produccién de vitaminas y 1la
digestién. (44)

Una de 1las mis convincentes demostraciones del rol
de la microflora intestix'ml en la resistencia a enfermedades
fue proporcionada por Carter y Collins en 1978. Ellos
demostraron que conejos libres de gérmenes murieron con 10
células de Salmonella enteritidis, pero en animales
convencionales «con una flora intestinal completa, se
requirieron 109 células para que murieran.

ILos animales que tienen en su intestino una
poblacién normal de microorganismos son protegidos por  éstos
de ser atacados por enfermedades. Los animales j6venes
ripidamente adquieren una flora intestinal proveniente de su
madre y del medio ambiente. Sin embargo, los métodos modernos
de crianza limitan el contacto con 1la madre vy proporcionan
alimentos artificiales y condiciones ambientales ant'inaturales.‘
El resultado es que la microflora intestinal es deficiente en
algunos de sus componentes normales que son responsables ‘de 1a
resistencia a enfermedades, T;ambién la.- flora del adulto puede

ser afectada por -la dieta, por:-drogas -antibacterianas y . por
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estrés. Por: todo esto es recomendable el uso de Probiéticos = que
van -a  contribuir a. la restauraci6n de la microflora

intestinal. (49).
1.1.2 LA COMPOSICION DE LOS PROBIOTICOS.

La palabra original usada por Metchnikoff y sus
colegas fué "Bacilos Bulg&ricos" gque seguramente se referia a
ios lactobacilos que formaban el yoghurt (L. delbreuckii
subsp. bulgaricus), hoy en dia los lactobacilos son los
organismos mAs frecuentemente utilizados en 1los probiéticos;
EL L. acidophilus es utilizado con mayor frecuencia porque se
:cree que es el lactobacilo predominante en el intestino.. (22)‘

Frecuentenente la preparaciones de. . probiéticos:’
contienen L, delbreuckii subsp. bulgaricus, L. acidop}ziius, -
L. casei, L. fermentun, L. plantarum, ,L.‘ brevis, '
L.ce;lobiosus} L. lactis, y L. reuteri.(21)

v g .’ vi El“ uso de estreptococos por primera vez fué ‘en' la

B brépa;acién " 'de leche y yoghurt. El S. salivarius ' subsp.
thermophilus es un organismo comGn de los probibticos. También
ha sido aislado - dei intestino el Enterococcus faecium (M74 y
SF68), son también usados- en preparaciones para animales.
Otras especies de estreptbcocos utilizadas en probiéticos  son:
St. lactis, st.cremori_'s,' st.diqcetilactis y St. int:ermediusi

qu probiéticos " también puede contener bacterias

como Leuconostoc, Pediococcus, = Propionibacterium y - Bacillus.
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Levaduras como Saccharomyces cerevisiae y Candida pintolopesii

y hongbs como Aspergillus niger y A. oryzae.(34)
1.2 INTERACCIONES BACTERIANAS EN EL INTESTINO.

Las interacciones microbiales representan una de las

m&s importantes contribuciones a la homeostasis de la flora

bacteriana en el intestino. La flora forma un ecosistema
con su huésped, comprendiendo:

a) Componentes bi6ticos microorganismos indigenas,

transitorios y las células del @epitelio grastrointestinal.

b) Componentes abidticos de origen alimenticio.

c) comp t dbg ' provenientes de secrecjones o
'excreciones salivales, gd4stricas, pancre&ticas y hep&ticas.
Incluyen enzimas, hormonas, mucosa, sales Dbiliares, urea,
inmunoglobulinas, péptidos y probablemente otros componentes
no conocidos. Todos estos componentes interactudn y el
resultado de estas interacciones es compatible con la
supervivencia del huésped. Cuando ocurren desSrdenes
gastrointestinales el ecosistema puede llegar a

desestabilizarse. (42)

1.2.1 METODOS PARA EL ESTUDIO DE LAS INTERACIONES

BACTERIANAS

El primero de los métodos es explorar directamente
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- en el intestino del anin:‘al.v ,vAs‘I'-v'se " ha ' concluido que 1los
Lactobaéilps' ' a'ct.uan dentrodel intestino inhibiendo el
crecimiento de entetbﬁ:adéeﬂ;as, ‘parte de su habilidad es 1la
produccién de &acido léc_tico L Y "D o L, D procedente de
azicares fermentables. Esto es valido en cultivos, pero es una
conclusién errénea en el intestino por dos razones:

1) Estan presentes en muestras comerciales, pero en el
intestino estan en menores concentraciones y son absorbidos.

2) Cuando el &cido léctico esta en el colon, es absorbido
a través de la mucosa intes’tinal,’ situacién que no se presenta
en los cultivos.en tubo. ‘ » ‘ ' ‘

"L(cuiti'vo_de flujo continuo),

El segundo métodoféf‘é

descrito  por Freter et al

" ser comparable

éf:odo, ha  sido muy

impértahte: g -interacciones

bacteriales
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pueden diferir de una especie a otra. Los animales gnbtobiéticos
pueden ser usados mids efectivamente administréndoieé . A':la_ :
flora de un animal convencional y comparando 1las interaclclio_r'l’es

bacterianas en el donador y el receptor.(42)

1.2.2 TIPOS DE INTERACCIONES BACTERIANAS EN EL INTEST_INO- i

La naturaleza de las interacciones bacteriéﬁaé’ pl;lede:‘i
ser de antagonismo o de sinergismo. Pueden afectar :e; ﬁiveI; dey
. la poblacién de las diversas cepas bacterianas o la; aéti§idad
k'metabélica‘ de éstas: Una adicién por transferencia qénéﬁiéa
‘p\i'edi;a _jocurrir entre cepas dentro del intestino. El huésped y
ladleta ‘pueden modular la expresién de las interacciones

: baqtetianas . (42)

1.2, 3 INTERACCIONES BACTERIANAS QUE AFEC'.I.‘AN LOS NIVELES DE

VARIAS CEPAS BACTERIANAS EN-EL INTESTINO.

'estable por
interaccién bédﬁefian

usualmente dentro R

bacterias son sometidas a interac:.ones bactericidas, ya'f»cjué muy




11
pocos orgam.smos pueden ser contadas en las primeras horas post-

1nocu1ac16n . (6)
1.2.4 ANTAGONISMOS BACTERIALES.

Estas interacciones representan las muchas- t‘unciones ’

atribuidas a las bacterias indigenas predominantes. Ellas proteg n

al huésped contra la proliferacién de bacterias aliment:l.cias—

bacterias potencialmente patégenas, gue pueden producn- téxxna

cuando ellas crecen en el interior del intestino, como

de muchas cepas de bacterias toxigénicas de clostridium
Enterobacterias, o Campylobacter. Algunas cepas toxi ‘é'

escapar al efecto barrera, cuando éstas se,adhiq 'én

huésped No obstante, y t}:o:"es;medloamblentales (dieta
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estrés, etc.) causan un disturbio en el intestino, dichas cepas
pueden expresar su toxigenicidad. Hay ocasiones en que n(meros
comprendidos entre 10 y § X 10" g!' pueden o no expresar su

toxigenicidad. (42)
1.2.5 SINERGISMO BACTERIANO

Las interacciones bacterianas afectan los niveles de
poblacién, pueden también incluir fuerzas sinérgicas. Ducluzeau et
al (1977) mostraron que la E. coli al actuar con cebas de
Clostridium ejercian un efecto antagénico contra Sh. flexneri y C.
perfringens.

El sinergismo bacterial puede también conducir a un
incremento en el desorden patoldgico. Es probable que sinergismos
bacteriales similares puedan ser responsables del establecimiento
secuencial de la bacteria en el intestino de animales
convencionales. (10)

Las cepas "pione;as" permiten la estabilizacién de otras
bacterias ya que limpian el intestino de componentes inhibitorios
del crecimiento de éstas, disminuyen el potencial REDOX de dicho
6rgano a un nivel compatible con el desarrollo de bacterias
anaerobias estrictas suceptibles al oxigeno, adem&s producen
promotores del crecimiento que pueden ser responsabies del

establecimineto de cepas subsecuentes. (42)

1.2.6 LAS INTERACCIONES BACTERIANAS AFECTANDO LAS
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ACTIVIDADES METABOLICAS.

Las interacciones bacterianas no s6lo afectan los niveles

de poblaclbn en’ el nte ‘tino,‘_ Si no que también afectan en un

g‘i 'ei:"al}:o‘lismo bacteriano. (48)

incremento o. decremeﬁt
' 1(1983) observaron en cerdos
uﬂa cepa no toxigénica de E. coli que
épa de E.coli toxigénica sin causar
y 3 de la cepa toxigénica.
. sinergismo entre varias cepas
rvi’d'o para una completa estimulacién

1nal del huésped. Moreau et al. (1982)

r Los' primeros dosificados con la flora
in\:estina : compl ta- atoi/ibe‘s convencionales de 7-23 dias de edad

fueron parcialmente estimulados en el sistema inmune, mientras que

esta dos:.s con la flora intest:inal de ratones de 25 dias fueron

completamente estimulados. $sto . suglere que en el efecto del

sinergismo bacterial estén

flora intestinal. (22)

1.2, 7. LAS INTERACCIONES BACTERIANAS RESULTAN EN UNA
’I‘RANSFERENCIA DE GENES. o
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La expresién de genes bacterianos en el intestino puede

ser modificada por factores ambientales. Pero la transferencia de
genes puede también ocurrir entre especies de bacterias dentro del
intestino. Duval-Iflah et al (1981) demostaron que varias
transferencias por conjugacién entre cepas correspondientes a

diferentes especies.
1.3 INTERACCIONES METABOLICAS EN EL INTESTINO.

Uno de los m&s importantes medios por los cuales un
organismo probistico puede ejercer un efecto benéfico en su huésped
@8 ol modificar los procesos metab6licos, particularmente los gue
ocurren en el intestino. Estos efectos pueden ser logrados en
teoria por una variedad de mecanismos:

1.~ Por reacciones de supresién de células que podrian
producir toxinas o metabblitos carcinogénicos.

2.~Por reacciones de estimulacién enzimdtica involucradas en
la detoxificacién de sustancias potencialmente té&xicas.

3.- Proporcionando al huésped enzimas involucradas en la
digestién de nutrientes complejos, cuando est&n ausentes (por
falla genética o enfermedad).

4.- por sintesis de vitaminas y otros nutrientes esenciales no
proporcionados en cantidades suficientes en la dieta.(46)

Estas reacciones metabblicas que ocurren en el intestino
pueden tener consecuencias localmente (por ejemplo, en la mucoéa de‘

€éste) o sistemiticamente. Un ejemplo de una consecuencia remota de
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un metabolito producido en el intestino es la generacién por
bacterias intestinales de aminas y fenoles a partir de aminodcidos,
los cuales pueden tener efecto en el sistema nervioso, el sistema
vascular y potencialmente en tumoraciones en varios &rganos del
cuerpo (47).

Posibles mecanismos-de interaccién de los probiéticos con el
metabolismo de las bacterias en el intestino.

1.~Los probiéticos desplazan o disminuyen los organismos de la
flora normal del intestino los cuales activan la ingestién de
sustancias téxicas o derivados carcinogénicos.

2.-lLos probibticos proveen enzimas las cuales detoxifican
sustancias ingeridas o su actividad metabélica.

3.-Los probibticos generan condiciones en el intestino, las
cuales alteran la velocidad de la activacién bacteriana al.ingerir
sustancias quimicas, por ejemplo bajando el pH al afectar el

metabolismo de la produccién de amonio y &cido biliares. (4)
1.4 LA FLORA INTESTINAL Y LA RESISTENCIA A ENFERMEDADES

Ahora es reconocido que la microflora indigena de
humanos y animales proporciéna protecciébn contra infecciones de
microofganismps p;tbgenos. La evidencia de una proteccién por la

flora:: inteétihal ‘‘en gran parte por estudios con animales

s .libres de gérmenes o tratados con antibiéticos que

sdsuscgptibles a infecciones con patégenos intestinales

‘que’ animales: convencionales con una flora intestinal.(27)
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.1.4.1 RESISTENCIA A LA COLONIZACION

La proteccién contra 1la colonizacién del’ tracto
intestinal por bacterias potencialmente patbgehas proporcionada por
la microflora intestinal fué llamado resistencia a la colonizacién
por van Der Waaij et al.(1971).

Thijm and van Der Waaij (1979) examinaron, en unién. el
efecto de antibiSticos usados comnmente en la resistencia a 1la
colonizacién en el tracto digestivo de ratones. La administracién
de ampicilina administrada oralmente en varias dosis Qisminuyeron
fuertemente 1la resistencia a 1la colonizacién contra una cepa
resistente al antibiético de Escherichia coli, de 1la cual se
obtuvieron poblaciones entre 10° y 10'° organismos viables por
gramo de heces. Por otro lado, la administracién oral &e cefradina,
la cual es también absorbida, no tuvo efecto en la resistencia a la
colonizacién. Las diferencias en el impacto de los antibibéticos en
la resistencia a la colonizacién fueron explicadas en el hecho en
que la ampicilina y la epicilina, son excretadas en 1la bilis,
presumiblemente llega al intestino en concentraciones suficientesv
para inhibir a las bacterias sensibles. En el caso de la'cefradiﬁé,T
no es e;cretada en la bilis y por lo tanto no llega alftra¢£o J

intestinal.
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1.4.2 SUPRESION DE LA MULTIPLICACION DE PATOGENOS POR EL

EFECTO DE LA FLORA INTESTINAL.

Hay evidencia de que la flora intestinal proporciona
protecciédn contra la colonizacién de patégenos entéricos. En los
cuales estan incluidos los Costridium difficile y €. botulinum, las
bacterias entéricas como E. coli Salmonella, Shigella y

Pseudomonas, asi como la levadura candida albicans. (27)
1.4.3 MECANISMOS RESPONSABLES DE LA SUPRESION DE PATOGENOS

Cuando se altera la flora intestinal en animales
ekperimentales y se emplean antibiséticos se vuelven muy
» sﬁscabtibles a la colonizacién con patégenos y otros organismos no
iiﬁaiéenaé, pero cuando la flora no tiene disturbios esta ofrece
. fesisf:en‘cia a los patégenos .Un ndmero de actividades de la flora

intestinal han sido propuestos como mecaniemos responsables de-la

- exclus:.én de los organismos indiqenas. Incluyen la competencia

cantidades limitadas,.. -

1) Nutrientes’e

a“mucosa intestinal.
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A) COMPETICION POR NUTRIENTES

La hip6tesis de que la competencia de nutrientes es
responsable de la exclusién de organismos no indigenas del tracto
intestinal eQ basado en una serie de observaciones experimeﬁtales
aunque no son concluyentes ya que Freter et al. (1983a) demostraron
que la multiplicacién de E. coli Fusobacterium sp. y Eubacterium
sp. fueron suprimidos cuando los organismos eran inoculados
individualmente dentro de filtrados de cultivos de la flora del
intestino grueso. Kennedy et al. (1988) mostraron sin embargo que la
competencia por nutrientes no fué responsable de la inhibicién de
C. albicans en cultivos de flora del intestino grueso de ratones o
de flora fecal humana., Para determinar si la inhibicién fué debido
a la competencia por nutrientes, "agregaron a los filtrados
compuestos de carbono, nitré6geno, vitaminas ademids de trazas de
elementos. La multiplicacién de C. albicans fué favorecida después
de esta adicién, sugiriendo que algunos otros mecanismos
inhibitorios estuvieron participando, quiz& por 1la pr.oduccién de

metabolitos toéxicos por componentes de 1la flora intestinal.

(22).
B) METABOLITOS TOXICOS . 4 CONDICIONES AMBIENTALES
ADVERSAS
“Es ‘considerado "~ como’ evidencia 'que los metabolitos
toxicos, : ye) ¢ ‘acldos ‘b.\,llares libres y

cadenas cortas e.dcidos grasos .volatiles  (VFA) son lnhibidores de
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bacterias intestinales. El1 6&cido sulfhidrico contribuye a 1la
supresién de la nultiplicacién de E. coll en los sistemas de
cultivo continuo. Se tienen datos muy limitados de la. actividad
inhibitoria de A&cidos biliares libres perc extensos resultados
sobre la participacién de VPA en la exclusidén de patdgenos del
tracto intestinal. Sin embargo las poblaciones de E. coli no son
:I.nfluen.ciadas por concentraciones de VFA en el intestino. Las
concentraciones de dichos &cidos asociados con la flora del
intestino de ratones no estan correlacionados con los niveles de
poblacién de cepas de E.coli, indicando gue los &cidos no son los

Gnicos agentes que regulan las poblaciones de E. coli ’en_ el“

intestino. Los VFAs afectan el nivel de pH del tracto intest'ina‘l..‘»‘ ko

representando una barrera a la colonizacién de la_ regiﬁn por;f‘

patégenos entéricos gram negatives.(17,27)

C) COMPETENCIA POR LOS SITIOS ACTIVOS

Algunos procesos infecciosos’ depeﬁdéh'dé la‘p‘srsevera’ncia
de los agentes patégenos en e'f tra;:tog int:‘estv:binai'.; Por 16 ﬁanto,
como consecuencia de la actividad inhikbitoria‘ de la flora, el
tiempo gue permanecen los patégenos en el‘i“tracto‘ intraluminal se
duplica y se diluye en el 1liquido ‘intes‘tinall, y bajo ‘estas
condiciones los patégenos son teoricamentev *lavados hacia fuera" de
el tracto intestinal. Para asegurar 1a. supervivencia en estas
conduuones es importante para los patéqenos el asociarse con 1la

mucosa 1ntestinal 4 18)
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1.5 SELECCION DE CEPAS PARA EL USO DE PROBIOTICOS

No se conoce precisamente que especies de cepas de
microorganismos juegan un papel cruci‘al en las propiedades
benéficas de la flora intestinal. Ademss la naturaleza benéfica de
la microflora indigena son proporcionados por ‘ varios
microorganismos. Para animales de granja las més importantes
caracteristicas son:

-Promocién del crecimiento.

~Mejorar la conversién del alimento

-Alta prevencién de disturbios intestinales, especialmente en
animales jévenes.

-Predigestién de factores antinutricionales. (26)
1.5.1 PRIMER PASO EN LA SELECCION DE C.EPAS BACTERIANAS

Las bacterias que representativ.aﬁenCe pueden ser usadas
para un probibético como seguras son: ba&tobacillus spp, algunas
Bifidobacterias y Streptococos (Enterbcoccus) spp.: El uso de otros
microorgam.smos es ‘muy problemitico pues hay que realizarles

. estudios de toxicidad que son muy costosos y consumen tiempo. Es

,Vmportant:e;también cons:.derar en el proceso de selecc15n el origen

ada por el ptopésito

especiflco del probiético. Si la ién'de 1a cepa es una

caracteristxca esencxal ‘en la aplxcacxo del producto, espec:.es L

con- especifica adic:.én juegan un papel muy mport:ante. Bn este caso. .
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éste puede ser un parametro importante para seleccionar una cepa
pro‘./eniente de las especies huésped. Es importante también que esta
cepa sea aislada del mismo 6rgano al cual se dquiere que

colonice. (26)

1.5.2 Las ESPECIES Y LA VIABILIDAD DE Los

MICROORGANISMOS PARA PROBIOTICOS

Por definicién un probiético contiene microorganismos
vj,ableé, sin embargo, esto no excluye a los productos no viables
que pueden tener también una fuerte actividad. Los probiéticos
comerciales contienen ademis de b‘acterias viables, una serie de
productos . que provienen de cultives de microorganismos. (25)

7 - - Aungue todos estos productos indican gue contienen
Lactobacillus acidophilus vivos, menos de la mitad los presentan

viables. sélo la leche y los productos farmac&uticos contienen

.acidophilus n altas cantidades. De todos los productos obtenidos

la viabilidad de los:

microorganismos declina répidamente (25)

1 5.3 RESISTENCIA A CONDICIONES "IN VIVO"

Después de la_ adrunx.strac:.én probiétlco “los

microorgam.smos puede ser que no’ mueran . por 1os mecanxsmos de
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defensa del huésped. Dependiendo del sitio de administracién, ellos

den ser resistentes a las condiciones especificas. Por ejemplo,

»

los probiéticos de administracién oral deben ser resistentes a las
enzimas de 1la cavidad oral, a las enzimas y al bajo pH en el
estémago, asi como a la concentracién de bilis de jugo pancréatico
Yy a la mucosa en el intestino delgado. Lactobacillus y
Streptococcus son més resistentes a la lisozima que otras bacterias
Gram positivas. A su vez las bacterias &cido 1l&cticas son
consideradas como tolerantes al &cido. Para selaeccionar a las cepas
de las bacterias que se van a utilizar en un probiético las cuales
tengan una actividad metabdlica, multiplicacién o colonizacién en
el intestino para una éptima actividad en el probiético, un
criterio esencial de seleccién es la tolerancia a la bilis. También
las colonias y la morfologia soh parametros que nos permiten

seleccionar a las cepas de Lactobacillus.(i)
1.5.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Cuando un probiético es usado para disminuir el potencial
patégeno u otras caracteristicas desfavorables de los
microorganismos en el huésped, esto puede ser benéfico si las cepas
contienen propiedades antagonistas. Las bacterias &cido lacticas
+ que son frecuentemente utilizadas en los probiéticos, poseen
propiedades antagonistas que operan con: )

~Decremento del pH por la produccién de &cido l&ctico

~Consumo de nutrientes disponibles
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-Decremento del potencial REDOX
-Produccién de peréxido de hidrégeno (en condiciones
anaerbbicas)
-Produccién de componentes inhibitorios especificos, como las
bacteriocinas. (26)
Por definicién las bacteriocinas son de una naturaleza
proteica y tienen un efecto bactericida con un estrecho espectro
inhibitorio; éstas son sélo activas contra orgaﬁismos que estan

relativamente cerca. (32)
1.6 PROBIOTICOS PARA CERDOS

Los disturbios intestinales tales como las diarreas,
contribuyen significativamente a un decremento en la salud de los
cerdos. Medicamentos como los antibiéticos y quinioterapéuticos han
sido usados con &éxito contra los agentes bacterianos causantes de
diarrea. (52)

Los probiéticos pueden t:.ener el potencial para ser parte
del tratamiento y un buen agente profilictico. Sin embargo, como
las causas de los disturbios digestivos sor; multifactoriales, no se
puede esperar que un solo tratamiento sea efectivo contra todos
los agentes causales. El uso de probib6ticos no es exclusivo de.

otras alternativas y puede ser complementado y mis efectivo. (9)
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1.6.1 TRACTO DIGESTIVO

Sf las preparaciones de probiéticos son duraderas y
adtivas en el tracto digestivo, es porque resisten las condiciones
ambientales del huésped y los mecanismos de proteccién que inhiben
a los microorganismos. En el duodeno, la defensa m&s importante es
la rapidez con la que corre el flujo intestinal adem&s del poco
tiempo que este permanece en contacto con el epitelio intestinal,
esto implica que muy pocos microorganismos puedan adherirse a los
sitios de dicho epitelio. (9)

La presencia de bilis en 1la regién es también una
influencia negativa para la actividad de los microorganismos
patégenos. En el yeyuno e ileén tienen también un tra&nsito répido
lo que impide la adhesién de los microorganismos a la mucosa
intestinal. En el ciego y en el intestinoc grueso la velocidad
disminuye y los microorganismos pueden ser esatabilizados, sin
embargo , estos pueden competir con la flora indigena estable de

animales sanos. (29)

1'5'2. BACTERIAS INDIGENAS ACIDO LACTICAS.

Los cerdos son animales monogastricos, su .intestino
delgado es colonizado por una flora relativamente rica, en la cual
predominan las bacterias &cido licticas (LAB), principalmente

Lactobacillus y Streptococcus spp. Estas son ingerida en el
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ali!nento y son sujetadas en el epitelio.(19)

Las bacterias Acido lacticas tiene un papel fisiolégico,
microbiolégico importante en las funciones digestivas. Esto ayuda
al lech6én a mantener el pH del estémago bajo por la produccién de
4cido lactico'y otroé dcidos 6rganicos formados por la actividad de
la la‘ctosa.solﬁljé la leche de la cerda. LAB pueden regular la
microfloga del intestino delgado inoculando el alimento que pasa al
tracto diqe‘sv‘t:‘i\.ro. Ademés las bacterias &cido 1l&cticas pueden
competir con otras bacterias y asi reducir la contaminacién del
tracto digestivo inferior (2,19)

Aunque el grupo de bacterias dominante asociadas con la
mucosa duodenal es. al de 105 Lactobacillus se ha reportado también

. los Bacteroides y clostridium como importantes a través del
intestino delgad_o. Fglle;,y—cclaboradores {(1978) han encontrado que
L. fermentum es la ma; ébmﬁh ‘de las especies aisladas (93%) en

lechones de 2-10 dias de edad.

Los lechones que han nacido en un ambiente convencional

tendran la flora nom@} de un ‘adulto. La seleccién y estabilidad de

la flora indllgeyh'a en:el recién'knacido ocurre progresivamente desde

su_nacimineto. Ducl eau ‘(1985) han mostrado gue el efecto de la

leche de la cerda muy importante porque no hay un cambio

importante en l —comp051c16n de la flora digestiva que ocurra al
destate, mientras qui 1 calostro indiscutiblemente tiene un efecto
protector:.c S “x}:r‘ea causada por bacterias Gram negativas

porque 1aflisoz_ima ue“se. encuentra en la leche de la cerda tienen

un _efetosignificativo contra la colonizacién bacteriana en el
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intestino del Yechén.
_ Los Lactobacillus en el tracto digestivo parecen ser mis
afectados que, por ejemplo, E. coli, por la falta de nutrieptes. (9.

29)
1.6,3 EFICACIA DE LOS PROBIOTICOS

Las cepas usadas en los probiéticos pueden variar en sus
caracteristicas y sus acciones por: la suceptibilidad del huésped
puede variar de un estudio a otro. Cambiar las condiciones "IN
VIVO" puede también alterar la actividad del probiético en las
cclulag. {8)

La evaluacién de el uso de probidticos "IN VIVO" incluye
estudiar:

~Influencia en la flora digestiva, incluyendo bacterias
patégenas.
-Influencia en el tracto digestivo, en funcién y morfologia.

~Funcién en la salud de los animales.(9,29)

1.6.4 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MICROFLORA DIGESTIVA

La microflora es un sistema relativamente estable, peroc '

también es din&mico. Las cepas pueden ser remplazadas por otras y
el metabolismo al adaptarse provocari que los sustratos cambien
también. La competicién por nutrientes limitados  es u‘nob de 165

factores determinantes que m&s han sido evaluados. La ‘ad'i'.'cibn de
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pequefios nimeros de bacterias o sus metabolitos pueden tener una
substancial influencia en la microflora. Por supuesto que la
composicién de la dieta puede ser también de gran importancia. (17)

Se ha observado un decremento en los niveles de E. coli
hemolitica en las heces de cerdos destetados que habian sido
dosificados con L.acidophilus.

Cuando a lechones desafiados con E. coli se les
administré un alimento con el producto de la fermentacién pox;'
Lactobacillus, los animales mejoraron y el contec de E.coli
disminuysé considerablemente pero no el de Lactobacillus en el
estémago (9). Ratcliffe et al (1986) encontraron que el yogurt y la
leche fermentada con L.reuteri proporciond a los lééhones de 2 dias
de edad un incremento en el ntimero de l'ac(:ob‘avcilo‘s y ‘un decremento
en el nfimero de E.coli en el intestiné] Cuando la leche es
acidificada con scido lactico el n:t"_m‘eré de bacterias coliformes y
de lactobacilos decrece. RS

Para stteptococcus y Ent: faecium, ocurre un’ decremento

en la’ excresién’ de bacterias colitormes Y E. coli. Sin embargo, no

previene contra la enfermedad. Usando una preparacién que contenia :

Em: faecium. Danek en 1986 (cltado por Fuller 1992) observé que se' s

el nﬁmex:o de

influenciaba 1a flora fecal por ‘n decremento

bacterias colifomes, ntacién 1actica y en":

la cuenta de estreptococcs. Los Bnt: 'faecal.is son antagonistas de :

Salmonella y levaduras (9 29)
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1.6.5 FUNCION DE LAS BACTERIAS DE LOS PROBIOTICOS

Lactobacillus: Han sido reportados en muchos trabajos
para mejorar el rendimiento y la salud. Puercos con diarreas
crénicas han mostrado considerables mejorias después de la
administracién de cepas de L.acidophilus. (29)

No todas las cepas de L. acidophilus son idénticas y por
lo tanto la variacién puede dar resultados conflictivos. Un
significativo nej&ramiento en la ganancia de peso y un decremento
en la incidencia de diarrea se noté en cerdos que recibieron una
cepa de L.fermentum (43).

Streptococcus: En cerdos criados bajo subbptimas
condiciones, al administrar esta bacteria se han observado mejoras
en el rendimiento y en la salud de estos. Un incremento en el peso,
an el consumo de alimentos y en la conversién de los mismos, esto
se encontrd cuando se dosificé a puercos de 4 meses con Ent.faecium
C68. Decrecié la incidencia de diarrea en lechones recien nacidos
cuando fueron dosificados con esta cepa (39).

OTROS ORGANISMOS: Cuando el yogurt fué administrado en
puercos de 2-12 dias de edad se encontré un decremento del alimento
consumido en funcién del peso ganado. Utilizando una cepa humana de
Bif. bifidum se report6 un incidencia menor de las enfermedades en

puercos lactantes y destetados después de ser dosificados (43).
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1.6.6 TECNICAS PARA AISLAR LAS CEPAS

La técnica mas comGn es usando el medio selectivo
estandarizado por ejemplo el ROGOSA, para aislar microorganismos
&cido l&cticos indigenas del intestino y producir la especies mas
dominantes. (9,8) _

La mayor parte de los reportes describen las
caracteristicas de las bacterias &cido lacticas porcinas, no pueden
ser seleccicnadas por el tipo de cambios en el medic, tiene que ser
por la capacidad para adherirse a la mucosa intestinal o a 1la
capacidad de producir metabolitos gque inhiban la colonizacién &;e’
organismos patégenos. (8) ‘ 3
’ Los lactobacilos

: Crecen en.

mejor

bacterias pueden‘
presentar diversas morfologias coloniales, ilo cual es importante

porque las cepas aislada producen colonias lisas que son mas

resistentes a los Acidos,b i s y al congelarlas las cepas

producen colonias rugosas sEn co}nt’:raste, estudios recientes han

éemost.x:ado que’ cepas de—‘L.'fez"m‘e'ri!;‘;xm‘.d‘é origen porcino con colonias
rugosas son mis resistex.ate;s‘a716§'6cidos biliares y al pH bajo que
las cepas de colon_ias lisas. ' La morfologia y fisiologia de las
" cepas aisladas puede ser diferente de lo que previamente se -ha
consideradc normal para los lactobacilos. La morfologia de estas

bacterias nativas pueden causar algunas veces confusién. (45)
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2.0 JUSTIFICACION

Los cerdos son v;andidatos ideales para la administracién
de los probi6ticos, especialmente preparaciones que contengan
bacterias &cido ldacticas, por 1la gran cantidad de estos
microorganismos que se encuentran en animales sanos. Muchos
factores pueden influenciar la eficacia de estas preparaciones como
podrian ser; genéticas, fisiolégicas o el estado de salud del
animal, asi como la dieta, las condiciones del medio ambiente, etc.
Aungue producen efectos benéficos en el crecimiento y en la salud
del animal, no siempre puede ser demostrado, esto se presenta a
menudo en cerdos recien nacidos, antes y después del destete. Por
ejemplo la administracién de probiéticos elimina o disminuye los
cuadros de diarrea crénicos que se presenta a estas edades. los
lechones son animales muy susceptibles a desarrollar diareas siendo
la E. coli la bacteria ma&s frecuentemente involucrada. Actualmente
existe, una tendencia a disminuir el uso de antibiéticos por los
efectos colaterales que traen, por eso se estan desarrollando
nuevos productos, gue apoyen el control de diarreas, tales como los
probiéticos los cuales deben ser debidamente elaborados para que
realmente se logre el objetivo, de aqui la necesidad de evaluar
previamente a los nmicroorgamismos gque puedan ser incluidc;s en

61.(8,22)
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3.0 OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:
valorar la interaccién de Estreptococos y Lactobacilos
entéricos en el control del crecimiento y actividad enterotéxica
del Escherichia coli.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Aislar cepas de Lactobacilos y Estreptococos porcinos. a

partir’de raspado intestinal.

Selecc:.onar las cepas de Lactobacilos b4 Estreptococos en
e ith.bir el crecimiento de Escherichia

coli, WIN VITRO
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4.0 METODOLOGIA

4.1 AISLAMIENTO DE CEPAS.

1.-Se tomaron muestras de raspados intestinales de lechones
procedentes de granjas con problemas diarréicos.

2.-Dichos raspados se sembraron por diucién en cajas de agar
agar ROGOSA (medio de cultivo especial para bacterias &cido
lacticas).

3.-Se incubarén por 48 horas a 37 ° ¢ en condiciones de
anaerobiosis.

4.~Se resembraron por estrias 1las colonias que se
presentaron en el cultive 'anteriop con. el objetivo de

purificarlas. Dichas resiembras‘se~inCubar6n en las condiciones

antes mencionadas.

4.2 IDENTIFICACION:DE'LAS' CEPA!

1.4Se~ré5112
,resembradas e
é -Se seleccionaro »
de bac11os. cocos y co S cuales se 1es realizaronA
pruebas de catalasa y xidasa;

4.3 INHIBICION CUALITATIVA POR GOTA.

1.-Se ,semb;aﬁon'rla§‘ cép5s de Estreptococos . spp. y

tincién’ de Gramide ‘todas las cdloniaé};{'
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Lactobacilos spp aislados, en tubos de Medio ROGOSA en caldo y
se incubaron a 37 ° C durante 48 hrs.

2.-Se sembré la E. coli, 24 horas antes de realizar 1la
prueba,y se incubé a 37 °cC.

3.-Se estandarizé la E.coli a una densidad Sptica de 0.4
de absorbancia 550 nm de longitud de onda. Posteriormente se
colocd en un bafio de hielo para detener su crecimiento.

4.- Las cepas problema fueron centrifugadas a 3000 rpm
durante 10 minutos, para trabajar el sobrenadante y observar la
capacidad inhibitoria de los metabolitos secundarios presentes
en el medio, sobre el crecimiento de la E. coli.

5.—-En las cajas con Muller Hilton se sembré la E. coli sobre
la superficie del agar, a manera que abarcar4 toda el &rea de la
caja, de la manera mis uniformemente posible; finalmente se dej6é
secar. . ‘ )

6.-Sobre las cajas ya sembradas con E. coll, se colocé una
gota del sobrenadante de cada una de las cepas gue se estaban
estudiando, identific&ndolas adecuadamente, en cada caja se
colocaron de 3 a 4 gotas para facilitar la lectura y evitar que
se mezclaran. Después se dejarén secar antes de ponerlas a
incubar.

7.-Se incubaron las cajas de 2 a 4 horas segln fué necesario
a 37 °C en la estufa, :

8.-Después de dos horas de incubacién se'obse:vétbn' ‘1as

cajas cada media hora, a fin 'déb detectar ‘1a’ Api."éser{cn.‘a de’: 168 -

halos de inhibicién del crecimiento de. E.icoli
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cuando ‘los metabolitos secundarios tenian actividad sobre la

bacteria de prueba.

4.4 CUANTIFICACION DE LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE

Escherichia coldi.

1.-Se sembraron las cepas de Estreptococos y Lactobacilos,
que dieron positivas en 1la prueba‘ anterior (para ahora
cuantificar su actividad), s:e utilizé_.en'éste caso medio ROGOSA
para sembrar a las bacteriasvy ée'dng’e;. incubacién 48 horas.

2.-La E. coli se sembré Vyz’d-h4olryé_s' ”'ant:es de realizar la

Solucién salina.fisiolégica estéeri
diluéionéé, s se. eélt'erifl.’iz_,ar:oy

" efectuar. la prueba.

4,-_-Después de 1a incubaciénide la

‘una densidad 0.2 de Absorbancia

e E:coli estandarizada en una

relacién de 2:1 réép Estos tubos se incubaron por 4

horas a 37 °C.

' 6.-Después - a incubacién,’ los tvubo.s se retiraron-de la

estufa; ‘y‘se»'coioc'a’ro‘nv,e _r‘un> _vﬁaﬁ‘d de- hielo, para como en vlos
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casos.anteriores evitar en 1lo mis posible el crecimiento de las
bacterias.

7.- A cada tubo se le realizaron diluciones decimales hasta
10" homogenizando perfectamente entre dilucién y dilucién.

8.-De las diluciones realizadas se sembraron por
duplicado en cajas de MacConkey.

9.-Al mismo tiempo se corrié el control positivo que estuvo
formado solamente por E. coli el cual se diluy6é y sembréd
igualmente que en el caso de las muestras anteriores.

10.-Se realizé el conteo de las UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS (UFC), multiplicando por el inverso de la dilucién
empleada, y se compararon con el control positivo. Esto se
repitié tres veces para sacar una media y realizar un andlisis
estadistico.

11.-Luego se elligieron dos Lactobaciloé y un Estreptococo
que fueron los que presentaron una mayor actividad y se mezclaron

en las siguientes proporciones:
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Lactobacillus Estreptococos
3 2

B W (W N (W
R R

4.5 PRUEBA DE INHIBICION "IN VIVO" (ASA LIGADA).

1.-Se incubaron 1las bacterias y se mezclaron. epi la’
proporcién que dié mejor actividad inhibitoria del ‘crecimiento
de E.coli "IN VITRO"

2.-Los conejos que ge operaron se dejaron sin alimento, pero

i con agua 24 horaa ant;es de ‘realizar la operacién.

s bacbcerias, que fuero inoculadas

renérgico, para disminuir asf los
y la probabilidad de muerte
durante la operacié

6.-5e anes‘té‘aiarbxji'l.’ps' animales. con pentobarbital sédico,

después se colbcaron“éh‘?;‘a,n(e‘s;é"d'e»_ 'cirugia, se sujetaron de las
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después se colocaron en la mesa de cirugfa, se sujetaron delas
patas, se rasurd el abdomen de los animales, se les administré’
Xilocaina en el lugar de la incisién, y se precedié a abrir el
abdomen.

7.-Se localizé el yeyuno y se procedié a realizar las asas,
inoculando la mezcla antes selecciona.da. Fué necesarioc incorporvavr
un control.positivo y uno negativo. )

8.-Después de la inoculacién se suturd el vientre del animal -
y se dejé en observacién durante 24 horas. ‘ »

9.~Transcurridas las 24 horas a los animales que no habian
muerto, se les sacrificaba, y de forma similar a los que murieron
antes de dicho periodeo de tiempo, se les volvic a abrir 1la
incisién realizada y se median los volGmenes de las porciones del
intestino inoculadas con cada cepa ademas-de cada uno de los
controles positive y negativo. '

10.-Se efectué una correccién de los volumenes registrados
en cada una de las porclones, en base al control negativo, y se
establecid cual fué el porcentaje de inhibicién de acumulacién

de liguido de cada cepa.
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] del ‘intestino que fueron
seleccionadas por morfoloqia colonial y tincién de Gram, 86lo 18

presentaron halos de inhibicién y fueron constantes.

. RESULTADOS DE LA INHIBICION CUALITATIVA DEL CRECIMIENTO DE
Escherichia coli POR LAS CEPAS EN ESTUDIO

TOTAL DE POSITIVAS
CE!;AS CONSTANTES INCONSTANTES NEGATIVAS

l 45 18 15 12
- .

De las 18 cepas seleccionadas al cuantificar su
inhibicién "IN VITRO" el total de ellas mostréd una inhibicién
estadisticamente significativa del crecimiento de la E. cold

(p<o 0001)

De ‘as cepas estudiadas se seleccionarén tres que fueron

,idéntificada

como’:dos actobacillus Y un Estreptococcus.

eton 1 43x10° (+/~ 3.9%10° ) UFC
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La gr&fica 1 nos muestra una comparacién del promedio de
los resultados obtenidos de cada cepa en ciclos logaritmicos con el

_resultado similar del control positivo de cada una, en el que se
nota claramente la inhibicién del crecimiento de la E.coli por las
cepas analizadas.

Como podemos comprobar en la gr&fica 2 la disminucién de

ciclos logaritmicos promedios por cepa se encuentra entre 0.77 y
2.11, esto nos muestra que las cepas analizadas realmente tienen
una actividad inhibitoria del crecimiento de E.coli (Cuadro 4) .
' Los resultados obtenidos de las pruebas de la inhib;i.cién
del crecimiento de la E. coli por las mezclas reahzadas se
encuentran en en cuadro 7 indicando ademis los datos de 'las
controles positivos.

En la gr&fica 3 se muestra claramente la diferencia entre
los ciclos logaritmicos del E,coll y las mezclas realizadas con las
cepas seleccionadas, en la que obtuvimos que el efecto
inhibitorio se sigue manteniendo. La disminucién de ciclos
logaritmicos estuvo en un rango ‘de 1.44 a 1.80. Observar cuadro 8

Mostrande un efecto inhibitorio estadisticamente
signlficativo (p<0.000005) de las mezclas con respecto al control
positivo. Sin embargo no se presenta diferencia significativa entre
la actividad de las mezclas entre si, por lo que cualquier mezcla
pudiera ser seleccionada para seguir las pruebas refrentes a la

estabilidad y actividad necesaria para pertenecer a un probiético.

De dichas mezclas, puesto que no presentaron diferencia
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significativa, se selecciondé la gue present6 una mayor disminucién
de ciclos logaritmicos del crecimiento de E. coli que fué la mezcla
nGmero 5 con una proporcién de 3:2 de Lactobacillus y Streptococcus
respectivamente.

Al realizar las pruebas "IN VIVO" el efecto bloqueante de
la toxina LT fué& estadisticamente significativo (p<0.05), (ver
cuadro 9).En el promedio de todos estos datos se ve claramente la
diferencia entre la acumulacién de liquido de la mezcla, el control
positive y.el control negativo.

Al utilizar la E. coli productora de la toxina LT éé
obtuvo una reduccién promedie del 60% (+/-12.9) de .J.liquidc;_

acumulado en el asa.



CEVA urc/ml LOGARITMO CONTROL (+) 1.0G.
1 268.3X10 3 7.93 22833.3X10 ° 9.36
2 183.0X10 * 7.26 22833.3X10 * 9.36
3 190.0X10 3 7.28 22833.3X10 S 9,36
4 313.3X10 * 7.50 18633.7X10 9,27
5 266.7X10 * 7.43 22833.3X10 ° 9.36
3 151.7X10 * 7.18 18666 .7X10 5 9.27
7 290.0X10 * 7.46 16833 ,3X10 ° 9.23
8 515.0X10 * 7.71 16833 ,3X10 ° 9,23
9 520.0X10 * 7.72 18666, 7X10 S 9.27

10 223.3%X10 ° 7.35 3933.3X10 ° 8.59

11 466.7X10 ° 7.67 3933,3X10 ° 8.59
12 268.3X10 ° 7.43 3933.3X10 5 8.59

13 190.3%10 °* 7.28 3933.3X10 * 8.59
14 140.3X10 ° 7.15 3933.3X10 ° 8.59
15 278.7X10 * 7.45 3933,3X10 ° 8.59
16 539.0X10 * 7.73 3933,3X10 S 8.59
17 305.3X10 ° 7.48 3933.3X10 ° 8.59
18 315, 7X10 * 7.50 1933,3X10 5 8.59

CUADRO No, 3 Resultados de la inhibicién cuantitativa del
crecimiento de E. coli por las cepas en estudio como podemos
observar todas las cepas inhiben a dicha bacteria.



INIHIBICION CUANTITATIVA DE E. coli (LT) POR
LAS CEPAS ESTUDIADAS

OE-~"aa>»00r

LOGARITMO DE LAS
CEPAS

GRAFICA 1

P <0.0003

£v
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DISMINUCION DE CICLOS LOGARITMICOS

CRPA DIFERKNCIA
EWTRE AMBOS
1 1.99
2 2.11
3 2.08
4 1.78
5 1.95
5 2.07
7 1.71
8 1.50
9 1.57
10 1.14
11 0.83
12 1,07
13 1.23
14 1.36
15 1.05
16 0.77
17 1.12
18 1.00

CUADRO No.4: Observamos claramente la disminucién en ciclos
logaritmicos por:las’cepas en estudio com respecto a la E. coli.



DISMINUCION DE CICLOS
LOGARITMICOS DE E. coli

CICLOS LOGARITMICOS

45

GRAFICA 2
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PROMEDIO DE LOB RESULTADOS OBTENIDOS EN

LA _INHIBICION "IN VITRO DEL CRECIKIENTO DR Escherichia coli
{s) MENCIO .
MEZCLA uyc/ml LOGARITHO | CONTROL(+) LOGARITHO
1 141.7%X10 *° 7.15 6333.3¥10 * 8.80
2 263,.3%X10 * 7.42 6333.3%10 ° 8.80
3 195.0X10 ? 7.29 8333.3X10 ° 8.92
4 191.7X10 ° 7.28 6333.3X10 ° 8.80
5 140.0X10 * 7.15 8333.3X10 ° 8.92
6 281.7X10 ° 7.45 8333,3X10 ° 8.92
CUADRO 5. oObservamos claramente la diferencia entre los

logaritmos de las mezclas realizadas y el crecimiento de E. coli
donde observamos un notable efecto inhibitorio. .



INIHIBICION CUANTITATIVA DE E. coli POR
LAS MEZCLAS REALIZADAS

LOGARITMO

Ly

GRAFICA 3



MEECLA PROMEDIO DEL PROMEDIO DEL DIVERENCIA
LOGARITHNO CONTROL (+) ENTRE AKBOS

1 7.15 8.81 1.66

2 7.37 8.81 1.44

3 7.26 8.91 1.65

4 7.29 68.81 1.52

5 7.11 8.91 1.80

[3 7.43 8.91 1.48

48

CUADRO No.6 Diferencia entre los 1ogarit:mos de las mezclas
realizadas y el crecimiento de la E. coli. .



DISMINUCION DE CICLOS LOGARITMICOS DE E. coli
POR LAS MEZCLAS REALIZADAS

CICLOS - i
LOGARITMICOS - *. - °

MEZCLAS

[14

GRAFICA 4
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commso wo | 1 .2 3 4 5 PROMEDIO
COWPROL + § 1.1 ml | 0.4ml |0.5mL |0.7 ml |2.5 m | 1.06 ml
MURSTRA | 0.3ml |o.2ml Jo.2ml |o0.2 ml [1.5 ml |0.48 ml
CONTROL - 0.3 mi Jo.1ml |0.2m |o.2m [1.2 ml |0.40 m

CUADRO No.7 Podemos observar la accién inhibitoria sobre la
toxina LT de la E. coli por las mezclas en estudio, donde 1la
inhibicién que se presenta es del B87.87%



BLOQUEO DE LA ACCION DE LA TOXINA LT DE E.

coli

ML ACUMULADOS

1 MUESTRA
2CONTROL +
3 CONTROL -

GRAFICA 5 ML ACUMULADOS EN EL INTESTINO (MEZCLA 5)

Is
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$:0 DISCUSION

Las cepas requeridas para la produccién de probidticos
porcinos ‘son preferencialmente bacterias acido licticas, (44,22)
las bacterlas que se seleccionaron para la realizacién de este

traba]o“fueron todas pertenecmntes a este grupo.

Estas cepas fuecn aisladas por medio de un raspadov
' de obtener bacterias’_-'

'especle, esto nos evité tener que reallzar‘

3 borar su efectividad ademés d

estédfgtiéa mente

: cu‘al"eééguiera:ﬂ'de,?elvlras‘, para’ contxnuar con la syguxente fase.deli
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trabajo, donde se realizaron diferentes mezclas en las proporciones
citadas en el cuadro 1, las gue fueron tratadas de la misma forma
que cada una de las cepas. Al no haber diferencias significativas
entre las mezclas se eligié la gue se coneidero mé&s adecuada por
las proporciones de Lactobacillus y Estreptococos gque contenian
(3:2) . (22)

La inhibicién del crecimiento de E. coli que presentaron las
mezclas disminuyo un poco con respecto a los resultados obtenidos
con las cepas solas. Y pudo deberse a que presentaron cierto grado
de antagonismo entre ellas. (42)

En cuanto a los resultados de las pruebas "IN VIVO" sé
puede detectar un claro efecto bloqueador de la actividad de la
toxina LT en el tracto intestinal lo que ocasiona una considerable
disminucién en el volumen del ligquido intestinal acumulado en las
asas ligadas siendo en ocasiones muy similar al del control
negativo, lo anterior est& de acuerdo con lo que Havenaar (1992)
afirma, se puede detoxificar la toxina o bloquear receptores e
jmpedir su adhesién al intestino. (18,26)

Cabe mencionar que algunas de las cepas trabajadas con
el transcurso del tiempo perdiercon dicha actividad por lo que
fueron descartadas. Esto nos hace recalcar la importancia de estar
corroborande la constancia en la estabilidad de la actividad
inhibjitoria de las cepas que finalmente pueden ser selecciocnadas
para la elaboracién de un probiético. Como 1o sugierehv Rowland,
Fuller, Parker entre otros en sus trabajos citados en. 1la

introduccién. (47,22,38)
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La inhibicién cualitativa por gota nos da una muestra

clara de la actividad de las bacterias, lo gue nos facilita la
previa seleccién de éstas.

Las bacterias &cido l&cticas que se seleccionaron por la

produccién de sustancias antagénicas pueden ser empleadas como

cepas para la produccién de probibticos, pero algunas

consideraciones tienen que tomarse en cuenta: *IN VIVO“: 1la- .

produccién del agente antimicrobiano puede bajar o inactivarse, o

algunos organismos pueden ser resistentes a los agentes-”z B

antimicrobilanos., Como lo reporta Alvarez (1993).

Como ya se mencioné las interacciones ' bacterianas .

involucran mdltiples mecanismos. Estos pueden diferir de’ acuérdo:'

con las especies de los huéspedes individuales y de la localizacién
de las poblaciones bacterianas en el intestino.(4)

La dieta y quiz& otros factores del ambiente, como el
estrés, ‘p‘ueden modificar esta expresién. Estos mecanismos pueden
ser démﬁs:t;.édos "IN VIVO". (1,42,49)

) Aléunas interacciones bacterianas involucran sinergismo
entre m&s de una especie predominante (42).:Por lo que el nimerc de
combinaciones posible puede resultar muy alto, para poderlo
determinar en este trabajo.

Lo que es importante mencionar es la necesidad de
considerar a varias cepas para la elaboracién de un probiético, ya
gue la flora normal del intestino no esta formada por una sola cepa
o una sola-especie, sinc por una interaccién de ellas, las que se

controlan y. -gstabiliian en condiciones normales (1,4,27,22,),



55
adem&s de que esta biodiversidad contribuye a la regulaciﬁn Y
control de las cepas de microorganismos que puedan afectar la
estabilidad de dicho &rgano (4,13,26,27).

Las tres cepas seleccionadas se mezclaron en las
proporciones indicadas en el cuadro 1, para comprobar asi su
interaccién en la accién inhibitoria del crecimiento de E. coli.

Aungue no hubo diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la actividad entre las cepas frente a E.
coli, la estabilidad y el espectro antibacteriano de las mismas
varia, por esto es necesario establecer el comportamiento 6ptimo de

las bacterias que van a formar parte del probidtico.



56

Las cepas valoradas en este trabajo poseen las
caracteristicas bAsicas necesarias para poder controlar 1las
diarreas en los lechonés causadas por E. coli durante la primera
semana de vida.

En las pruebas realizadas en el laboratorio todas las
cepas mostraron tener buena actividad inhibitoria del crecimiento
de la E.coli. .

En la practica 1los probiéticos pueden ser empleados para
obtener diversos beneficios, como pueden ser: .una mejor nutricién

en’ los animales, los lechones tendrian un crecimiento m&s ré&pido

entre ot ey /i

3 las condiciones de equilibrio en la salud de los

manifiesta : un, mayor resistencia a las bacterias patégenas.
’I‘anto las’ cepas individuales como las mezclas estudiadas
en’ este t abajo pueden ser incluidas en un probiético ya que

cumplen ccn las caracteristlcas que se reporta para esto.
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Los cerdos son animales ideales para que se les
administren probiéticos, ya que su microflora intestinal estéa
ampliamente compuesta por bacterias &cido l&cticas, ademis de que
los lechones son victimas de graves infecciones causadas por
bacterias enterotoxigénicas en las primeras semanas de vida y éstas
pueden incluso causarles la muerte, se considera que la
administracién de bacterias &cido l&cticas, podrian apoyar los
programas de contrcl de las diarreas en las granjas porcicolas.

Al controlar los cuadros de esta enfermedad las pérdidas
econémicas por esta razén disminuirian considerablemente.

Actualmente en el mercado sélo se encuentran probiéticos
de importacién 1lo qu; los hace muy costosos, la elaboracién de
éstos con las cepas estudiadas en este trabajo reduciria los gastos
de ' elaboracién y podria ser muy factible introducirlos en el
mercado nacional. '

Es conveniente seguir las investigaciones con respecto a
estas cepa$ para incluirlas en este tipo de productos, ya gue agqui
se comprob8 gque todas inhiben el crecimiento de 1la E.coli, pero
podria realizarse un estudio para comprobar si las bacterias entre
ellas tienen un efecto antagbnico con respecto a las otras.

Es conveniente realizar también estudios de estabilidad
del productc y de la actividad de las cepas, para poder

comercializarlo.
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