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1 arte,deikprOYecto de investigacién de

nmunologia de la Leche Humana, reali

;y}Kiebsle11a~ neunoniae;

iolégicos -mds comunmente involucrados en

. aproximadamente la’

fign£. 7k1éb$iei1a;

y sobre todo en recié




:una eV1denc1a fehac1ente de la actividad antibacteriana de la
»,leche humana contra patbgenos entérlcos, reforzando asi los
 estu@1os'que reportan que los bebes alimentados con pecho tie-
»;ﬁén'més1baja‘incidencia de morbilidad y mortalidad por enfer-
’{médaQes infecciosas incluyendo gastroenteritis, otitis media
7‘& enfermedad respiratoria que los lactantes alimentados con

,biBefén.



[1. INTRODUCCION

* PROPIEDADES ESPECIALES DE LA LECH

: ~'Lds descubrimientos ctuales han
che humana no son

tro origen, por lo

pqnentes energéticos

éiifuncional comple-

héelfdesarrollo

‘proveen de ener-



bsorcién mineral, modular

a adhesién de bacte-

argo de los tractos

allazgos recientes sugie-

caracteris
inmunolégi

materna

esta tesis.

ctacién; durante los pri

alosto, el cual es un

‘1a leche madura, es

alﬁdﬁﬂe:protefnas y




carbohidratos (1, 7, 8):

os. categorias

% .Cilales difie-



'Z*Subtipos Hé'aifaicaSeinéfy’vdfias*fﬁrmas~de B.Y¥ y Rcasei-

ia de la casefna en

‘concentracién de cistina y

icia ‘resaltar que la enzima

cistationasa; ~onversién de metionina a

cistina

-efinas del suero, éstas

de ppdiéinas de la leche huma-



_ PROTEINAS IEDADES. FUNCIONALES =~
mﬁﬁftanté de esta proteina ‘
alcio'y £6sforo en la leche
n-de precipitados eétabiEsf¢6n1 fi“

'éi-éu'solubilidad:  £

enfoctndoss

toriéf(sigAj,

gM‘pﬁlimérica, su

nque. se¢ sospecha

‘la’ polimerizacién



Figura 1. ESTRUCTURA DE LA IgA SECRETORIA, COMPARADA CON LA IgA SERICA

Sitio de uniodn

7‘ : al antigeno
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Bisagra
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Componente
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Se-ha''demostrado:que él‘componente

,degradacién por

-.ant igén’i;a;de la-mad

cretoria-es. e

tra infeccion




- 1ntest1no v

m‘ FACTORES PROTECTORES NO ESPECIFICOS -.En contraste con

'bdeéﬁllg am
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ROPIEDADES NUTRICIONALES Y FUNCIONALES

a enefgi; en’1a‘1eche

”‘pfoximadamente
déna:la¥ga poliinsa-
co’ (10 }, siendo

senc1a1 en la

tetlzado por lo



~ CARBOHIDRATOS: ‘PROPIEDADES NUTRICIONALES Y FUNCIONALES

ohldrétO'én la leche hu-

xclusivamente en la leche

te producto.

osa promueve la absor-

'ompletamente aceptado.

pr puestp como de-

termlnant d e 1osi1adtantes.

zas deiglucosa y pequéﬁas’

1ﬁas;(factor bifido),

llus blfldus sobre el desafrollo de otras bacte-

1palmente E. COll. ‘Asi -la Ilora comenzal resultan-

'tado de’ 51tlos de unién;, de tal manera que éstos permanezcan

‘no v1ables para 105 patégenos potenc1ales (1, 7) (cuadro 1).



,_’F UNCION

LIPIDOS TOTALES

I\C IDO LINOLEICO COMO'

PORCENTAJE DEL TOTAL " 10.6 g/1t.

;DE I\CIDOS GR.ASOS

LACTOSA"’(

_MINERALES. , 82 meq/1t

N 71 'g/'-lyt

“PROVEEN DE AMINOACIDOS

PARA EL CRECIMIENTO, AYU

UDAN A" LA DIGESTION Y DE-
‘FENSAS DEL HUESPED.
" PROVEEN DE ENERGIA, PRQ

VEEN DE ACIDOS GRASOS
ESENCIALES PARA FUNCIONES
ESTRUCTURALES TALES COMO
MEMBRANAS CELULARES Y
PROSTAGLANDINAS.

FUENTE DE ENERGIA, INCRE
MENTA LA ABSORCION MINERAL
REGULA EL CRECIMIENTQ BAC-
TERTANO PREVINIENDO LA
ADHESION A LOS TRACTOS RES
PIRATORIO Y GASTROINTESTINAL.

EQUILIBRIO ELECTROLITICO

- 13-






La enzlma 115021ma es capaz de llsar las paredes celula-

res de cualqu, a ter a y:su concentracibén en leche es de

a cual puede ser iniciada por IgA,
munoglobullna de la leche, y C3 activado puede

a 1e¢he humana via estas propiedades

ina ‘es.un: producto adicional de los macréfa-

'Staphyl coccus oy E ééii;ég*iﬁh

,rrlna (6 14).7



. che son respbnsabl¢$ de

'"Vlasffsu?pébeijﬁgtal enla leche

. " Estudios recientes han sugerido que el

inmunidad especifica




aciones cuantitati-

ra y §58 (13) durante

ndicaron que los niveles

amente constantes du-

1ivel s'élévados,de IgA e

se observaron

munologlcamente actlvos presentes en: la\mlsma



- CUADRO 2, FUNCIONES DE LAS CELULAS DE LA LECHE

HUMANA
* COMPONENTE FUNCTION
MACROFAGO FAGOCITOSIS; PRODUCE LISOZIMA,
‘ ~ LACTOFERRINA Y COMPLEMENTO;
CONTIENE IgA '
L LINFOCITO:
© 0 B INMUNIDAD HUMORAL: IgA, IgM,
oo ie IgD, IgG E IgE :
T - INMUNIDAD CELULAR, TRANSFERENCIA

. © . DE TUBERCULINA, “SENSIBILIDAD

=18 -



~ FACTORES INMUNOPROTECTORES ACTIVOS EN

CELULARES

© COMPONENTE SECRETOR
 INMUNOGLOBUL INAS: sIgA,

; IgA ﬂIgG IgM: :
‘»INTERLEUCINAS |
'MEDIADORES INMUNES
 FACTORES DE COMPLEMENTO
*'FAchREs QUIMIOTACTICOS
 LACTOFERRINA
LISOZIMA.

LACTOPEROXTDASA

MONOCITOS
MACROFAGOS
NEUTROFILOS
LINFOCITOS B
CELULAS PLASMATICAS
LINFOCITOS T

19 -



PROPIEDADES ANTIMICF

DE LA LECHE MATERNA -~
la 1§§heéhuhana,¢oﬁtie§e{ 

ales y antiprotozoarios

se resumen en los cuadros 4, 5.

=200



UCADRO Y, FACTORES ANTIBACTERIANOS EN LA LECHE MATERNA

“FACTOR-

IN VITRO ES ACTIVO CONTRA

‘IgA”secretoria

IgM

Factor.de crecimiento’

- Bifidebacterium bifidus

“’Compilemlc‘tylt‘,owcs ¥ Gy
.‘Lactoferrina:
. Lactopéroxidasa .

V'L:jisqzrimnr'
Cva‘ rbo hidrat
E Lip1d4;s ;
;('?:‘ir'\gilvjosx,dp
a_.GM:1)

,Ciljic‘dprdtbéih:i‘s . !1'1755"
oligosaciridos =
:kC‘élulas de ‘la léclle:"
Macréfagos, lLeucocitos:
Polimorfonuleares, ‘

Linfocitos. T y B

~B.-coli, §.

“'Por fagocitosis: C

Pili y Antf{geno K de E. coli, C. tetani '

C. diphtheriae, K. pneumoniae,

Salmonella, Shigella, C. burnetti,

" Enterotoxina de: E. coli, V. cholerae:

y C. difficile

Lipopolisatérido de V, cholerae

Enterobacteriacea, patégenos entéricos

“Efecto no reconocido

“Ei. coli, C. albicans

. iStreptococcus, Pseudomonas, E. coli,

S. typhimurium

E. coli, Salmonella, M. lysodeikticus

Enterotoxina de E. coli -

S. aureus

Enterotoxina de E, coli y V. cholerae

Hemaglutinacién de V. cholerae

Por fagocitosis y destruccién:

aurcus, S. enteritidis

Por sensibilizacidn de linfocitos:
E. coli
._albicans
Por estimulacién de linfocitos: ant{-
geno capsular de E. coli




CUADRO 5. FACTORESVANfIVlRALES EN LA LECHE HUMANA

FACTOR IN VITRO ES ACTIVO CONTRA

IgA SECRETORIA .. §>(l@ © POLIO TIPO 1, 2, 3, COXSACKIE TIPO Ag
R e "7fﬂB§, B5; ECHO TIPO 6, 9; VIRUS SILVES-
“TRE, ROTAVIRUS, CITOMEGALOVIRUS,
'“EREQVIRUSFTIPO 3, RUBEOLA, HERPES
la}SIMPLE

fRUBEOLA 'CITOMEGALOVIRUS, VIRUS
fSINCICIAL RESPIRATORIO

© LIPIDOS: ACIDOS 1
 GRASOS INSATURADOS
'Y MONOGLICERIDOS

{HERPES SIMPLE VIRUS SILVESTRE,
;INFLUENZA DENGUE VIRUS DE LA
~BNCEFALITIS :

MACROMOLECULAS»NQ:7€>{w fHERPES SIMPLE "VIRUS DE ESTOMATITIS
INMUNOGLOBULINAS - l*,;' VESICULAR, COXSACKIE B4, VIRUS

YVSILVESTRE CITOMEGALOVIRUS
zROTAVIRUS B )

ALFAZ-MACROGLOBULINA;-%'vHEMAGLUTINACION DEL VIRUS DE LA
(SEMEJANTE A) = = - "}:INTLUENZA Y PARAINFLUENZA -
CELULAS DE LECHE - 'INDUCCION DE INTERFERON POR VIRUS A

» FITOHEMAGLUT ININA (PHA)
' INDUCCION DE LINFOCINAS POR PHA,
“ " INDUCCION DE CITOCINAS POR VIRUS
. . HERPES SIMPLE, ESTIMULACION POR
0 RUBEOLA, CITOMEGALOVIRUS, HERPES.Y.
~ SARAMPION

.22 -



~FACTORES ANTIPROTOZOARIOS EN LA LECHE HUMANA

- CUADRO 6,

© FACTOR =~ IN VITRO ES ACTIVO CONTRA
LIPASA, ESTIMULADA G. lamblia, E. hystolitica,
POR SALES BILIARES T. vaginalis
~ NO INMUNOGLOBULINASv G. lamblia

NO LIPASA = -

-.23 -



1. OBJETIVOS

- Evaluar la actividad antimicrobiana IN VITRO del
,~sugrd}dé;ﬁcélos’t’ro'fhumano contra bacterias

‘enteropatégenas.

- Establecer la-actividad antimicrobiana del calos

te tres diferentes inbculos bacte-:




IV, METODOS

en el Iﬁ?ér'qué se encon-

arto de término, . se -




mastitis, grie-

dé:imanos. con:agua. -
agua tibia¥y,§Q¢édo;
prohibiéndole a’

llas,llavesfﬂéiflavabo u

,d)



ximadamente entre 20 y 30 mili

qfo por cada donadora, depositén-

iberén estéril y transporténdolos

~procesamiento.

~la muestra inclufa ‘la obten-

realizacidén del ensayo in

nto -no excedié un tiempo

1 momento de la obtencién




7

pmipor 20:minut

eros se congelaron a

o/ obtenido se sembrd en

a efectuar prueba de




6b*de;pfdteinés )

Se probaron 3 espec1es bacterlanas alsladas de coprocul-

Vf1vo en pac1entes con dlarrea dos rec1én nacidos atendidos
‘gn el Institutq Nacional de Perinatolog;a y un lactante aten-
dido en el HéspitglAﬁe Pediatria CMN. Todas las cepas se
conservaron en el cepafio del laboratorio de Microbiologia del

Departamento -de Infectologia e Inmunologia Perinatal.

Las especies alsladas de recién nac1dos fueron: Escherichia’

coli, Klebsiella pneumonlae (INPer) y -Shigella sonnei (Hospital

de Pediatria CMN), corroborando su identificacién mediante
frotis y con las pruebas bioquimicas descritas a continuacibn

[cuadro 7] (34, 35, 36, 56).

"Las-cepas ‘bacterianas se conservaron en caldo de soya

tfipficasa.con glicerol al 20% y se congelaron a -70°C.



CUADRO- 7+ ~ IDENTIFICACION B10GUIMICA DEL GENERO Y ESPECIE

BACTERIANA

PRUEBA 0 SUSTRATO

IROTIS
Ki: :
© PARID
~ TONDO
GAS
s
LIA:
PARED ...
TONDD -
TS
MIO:
MVILIDAD
INIOL
ORNIT INA
OXIDASA
“TREDUCCION DE NITRATOS
URFASA™ 7 T
MR
vp
FENILALANINA DESAMINASA
GIUDSA: :
ACIDO
cAS
LACTOSA
MANITOL
MALONATO
CITRATO
SACAROSA *
SALICIN
AIONITOL
110$1701L,

ESPECIE - BACTERIANA

E. coli K. pnowoniae S. sonnei
MCILOS G (-)  BACIIOS G (-) - BACILOS G (-)
ACIDO- ACID ACALIND
ACIDO ACIIO . ACITO
L ++ —
ALCALINO ALCALINO ALCALTNO
ALCALIND ALCALIND ACIIO
+ 0 -~ + 0 - —

+ —_— -
+ — —
+ —— +

7 + +

L X =
+ — +

= + —
— & -
+ + +

+ + —
+ + —
d + +

— + —
— . - —
d + —_
d + -
- + —_

Fermenta Jactosa y saciarosa Jentamente

Diferentes - vaaeciones

.30 -



tales

cimiento,

q;quuede em-

s microorga-



cibn es m4s exacto si se inoculan

UIfiVQ en porciones de 1 ml de cada

menta al inocular mayor cantidad de

éesivé 5 6 10, por ejemplo.

'Séfbasa en la presuposicién de

inclulda:‘en medlo de agar nutritivo o en su

pr duc1ré una colonia v151b1e.

f_lltro de una muestra orlglnal que contenga 100- bacterlas por

'ﬁkm11111tro,ise espera produc1ré 100 colonlas, nﬁmero que puede

' contarse s1n p:oblemas (37)

7UﬁéﬁVEi égféglgciﬁo~éi fundamento

VtéériCO‘del aé téchiCés vtlllzadas en el aJuste de 1a concen-‘

'ftrac16n de bacterlas.raAf ontlnua 16n se. detalla el procedl-

~m1ento reallzado. S
1. Para ajustar'las concentraciones bacterianas, se
- prepararo ‘ie ‘Mac Farland y

“'se sac lecturas: de: su.absorbancia’~



medlda estandar

turas, caldo sallno

UFC/m

1.5 x 105 y o 375 x 105

K. pneumonlae y S. sonnel,vY: asimisme

cies bacterlanas,'usando j"



Figura 2.

ABSORBANCIA
# DE TUBO

ML .SAL.PEPT.
AL 0.1% EST.

UFC/ML.
DILUCION

LECTURA A LAS

24 HORAS EN -
AGAR MUELLER-
HINTON.

AJUSTE DE LA CONCENTRACION DE BACTERIAS A 7.5x10‘5 UFC/m1. PARA-
E. coli Y K. pneumoniae A PARTIR DEL TUBO I DE MAC FARLAND, --

POR EL METODO DE RECUENTO DE COLONIAS.

Las flechas indican la ~-
transferencia o paso de 1 ml. de muestra o 5 ml. de la dilucidn.

1.5x10°
1:200

7.5x10°
1:400

7.5x10%
1:4 000

7.5x10°

1:40 000

‘J}'IO ut.

75 UFC
10 ul



¢

F1gura 3. AJUSTE DE LA CONCENTRACION DE BACTERIAS A 7.5 x ]0 UFC/m
PARA S. sonnei A PARTIR DEL TUBO I DE MACFARLAND, POR EL
METODO DE RECUENTO DE COLONIAS. Las flechas indican la -
transferencia o paso de 1 ml. de muestra o 5 ml. de la di
lucidn. -

1ml Tml sml 5ml 5m1 Tml Tmi

ABSORBANCIA 0.13-
# DE TUBO

m1.SAL .PEPT. 2.5 g 9 5 5 5 9
AL 0.1% EST. T

4

6

UFC/ml. 6x10 6x107  6x10°  3x10

DILUCION 1:10 1:100 1:200 1:400 1:800 1:8000

6 1.sx10®  7.5x10° 7.5x10

LECTURA A LAS
24:HORAS EN -
AGAR MUELLER-
HINTON. 75

7.5%10°
1:80000

,% 10u1.

UFC
10 ul.



Figura 4. AJUSTE DE LA CONCENTRACION DE BACTERIAS A 1.5 X lOSUFC/ml
- . PARA E. coli Y K. pneumoniae A PARTIR DEL TUBO I DE MAC

FARLAND, POR EL METODO DE RECUENTO DE COLONIAS.

ABSORBANCIA
# DE TUBO

ml SAL. PEPT. 2.5 9 9 9 5 9

AL 0.1% EST.

UFC/m1 3108 3x107  3x108  3x10°  1.5x10°  1.sx10t
DILUCTON 1:10  1:100 1:1000 1:2000  1:20 00D

&10 ul

LECTURA A LAS
24 HORAS EN -
AGAR MUELLER-
HINTON.

150 UFC
10 ul



Figura 5. AJUSTE DE LA CONCENTRACION DE BACTERIAS A 1.5 x ]&; UFC/m1.
PARA S. _sonnei A PARTIR DEL TUBO I DE MAC FARLAND, POR -

EL METODO DE RECUENTO DE COLONIAS.

ABSORBANCIA
# DE TUBO

ML .SAL.PEPT.
AL 0.1% EST.

UFC/ML.
DILUCION

LECTURA A LAS
24 HORAS EN -
AGAR MUELLER-
HINTON

Tml

Tml ml

6x10

-

Si

6x107

10

 exi0®
1:100

6x10°  3x10°

1:1000 1:2000

,6 L .

5 9

1.5x10°  1.5x10%
1:4 000 1:40 000

;10 ul.

150 UFC
10 ul



* Figura 6.  AJUSTE DE LA CONCENTRACION DE BACTERIAS A 0.375x10° UFC/ML. PARA

ABSORBANCIA
# DE TUBO

ML .SAL.PEPT.
AL 0.1% EST.

UFC/ML.
DILUCION

LECTURA A LAS
24 HORAS EN -
AGAR MUELLER-
HINTON.

‘E.-.coli-Y K. pneumoniae A PARTIR DEL TUBO I DE MAC FARLAND, POR -
METODU DE RECUENTO DE COLONIAS. Las flechas indican la transfe-
rencia o paso de 1 ml. de muestra o 5mi. de la dilucidn.

S dml o Imd 1ml 5ml 5m1 l 5ml 1 Iml l
0.13 A
1 6 7 8
2.5 5 5 9
5 5 4

0% 30’ sxio® 7sac®  37saet slzsaed
1:100  1:1000 1:2000 1:4000 1:8000  1:80 000

10 ulJ!i

37 UFC
10 uL.



- 6{ -

“Figura 7.

ABSORBANCIA
# DE TUBO

ML .SAL.PEPT.
AL 0.1% EST.

UFC/ML.
DILUCION

LECTURA A LAS
24 HORAS EN -
AGAR MUELLER-
HINTON.

AJUSTE DE LA CONCENTRACION DE BACTERIAS A.3 75x 105 UFC/ML,
PARA S. sonnei A PARTIR DEL TUBO I DE MAC FARLAND, POR EL

METODO DE RECUENTO DE COLONIAS. Las flechas indican la - --
transferencia o paso de 1 ml. de Ta muestra o 5 ml. de la di
lucion. -

]

o 9
2.5 9 9 9 5 5 5 5 9
6x108  ex107  6x10° ex10°  3x10° 1.5x10°  7.5x10%  3.75x10%  3.75¢10°
1:10  1:100 1:1,000 1:2,000 1:4 000  1:8 000 1:16,000 160,000
10 ﬂ

37 UFC
10 ul



zHinton,"a

V.. METODOLOGIA PARA EL ENSAYO IN VITRO SOBRE ACTIVIDAD
©  ANTIMICROBIANA DEL SUERO DE CALOSTRO,HUMANO, CONTRA
_TRES ENTEROBACTERTAS c33 37)

La metodolog1a segu1d en 1 "1izqgi§n del ensayo.in

vitro se resume de mane?

ljf‘Sewéembraroﬁfidsf i 1 .en Agar Mac

_ Conkey y se incubaron por 8,24‘h a 37°C.

2) :Se cosecharon 1os m1croorgan15mos y se dilu-

'yeron en caldo sallno peptonado al-0: 1° y-se
5

'agregaron a una concentrac1on de 7 5% 10

1 5 x 10 y 0. 375 X lO UbC/ml,'para Escherichia

COll, Klebsiella pneumoniaé y .Shigella sonnei,

por:mililitro de suero de calostro humano.

g0



Lganlsmos probados a tiempo cero y después de.

1 ;4 h de 1ncubac16n a 37°C (flguras 8y 9)

sallno peptonado‘para conocer el nﬁmero de bacte-
r1as presentes por m11111tro al tiempo de incuba

cién 'y a 1as:4jh,7_,_

minadas las cuentas de colonias, se

5)

eriodo de 4 h-de incubacién, conside-

adVdel suero como:

uando la cuenta-de .colonias-de

“duplicaciones bacterianas- ~="



FIGURA 8.

ABSORBAKCIA
# DE TUBO

ML.SAL PEPT.
AL 0.1% EST.

UFC/ML.
DILUCTON

# DE TUBO

ML, SAL, PEPT,
AL 0.1% EST.

UFC/ML.
DILUCION

LECTURA A LAS
24 HORAS EN -
AGAR MUELLER-
HINTON. 4 HRS.

ESQUEMA DE DILUCIONES UTILIZADO PARA EL RECUENTO DE COLO-
NIAS A LAS O Y 4 HORAS EN EL ENSAYO IN VITRO SOBRE LA ACTI
VIDAD ANTIMICROBIANA DEL CALOSTRO HUMANO CONTRA 1.5 x 10
UFC/m1 DE E.  coli Y K. pneumoniaa.

5 .
GRUPO CONTROL.

2.5 9. 5 9
wmo® o 3a0’ 3ac® mac® s« 1.5x10*
1:10° 212100 0 1:1000 © 3:2 000 1:20 000
- G 10 ul
150 UFC
ml Iml
INCUBAR |
4 HORAS
1 2 3 4
9 9 9
1.5x10°
1:10 1:100 1:1000
\llu ul.
42 m T



ANTIMICROBIANA DEL CALOSTRO HUMAND
UFC/ml DE E. coli Y K. pneunoniae.

1.5x10

2 3
9 9

'Figura 8. ESQUEMA DE DILUCIONES UTILIZADO PARA EL RECUENTO DE
S 7 COLONIAS A'LAS D Y 4 HORAS EN EL EHSAYO IN VITRO SO
BRE LA ACTIVIDAD,
CONTRA 1.5 x 10
GRUPO PROBLEMA.
ABSORBANCIA ~ 0.13
1 DE TUBD
ML .SAL .PEPT.
AL 013 EST.
UFC/ML.
DILUCTON
1 DE TUBD 5 6 1
ML.SUERD & SAL. 1 9 1
UFC/ML 1.5x10° 1.5x10%
DILUCION 1:2000  1:20000

LECTURA A LAS
HORAS EN AGAR

MUELLER-HINTON.

\!,10 u
&

150 UFC
10 ul

0 HORAS
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1:10 1:100

\!'10 N}
UFC
10 vl

4 HORAS



”hab@aiﬁna declinacién menor
DUPLICACIONES NEGATIVAS)
nto menor ‘de . 4 veces (MENOS DE DOS

1ONE POSITIVAS) a la cuenta de 4 h.(fig. 10).

cuentas de 4 h demuestran
(MAS DE DOS DUPLICACIONES
fh (fig. 10).

experimento se utilizb
i trol el crecimiento positivo en

ii;%id a :?'J Se decidié el

Uero “inactivado por calor como -
‘El:-tubo:l control permitid

iempo cero, la concentracién de

s por mililitro fue la misma

,comparar el numero de dupllcac1ones bacterianas




DUPLICACIONES /4 Hrs.

vt 43

+2

+1

-1
-2
-3

-4

FIG. 10

* DEFINICIONES OPERATIVAS

BACTERICIDA

BACTERIOSTATICO NO INHIBITORIO







os clin cos de treS‘espec1es

on: robadas ‘em. ‘suero humano yien caldo sallnof

‘Las‘cepas bacterlan alsladas de

.pac1entes con dlar e

-~ obseérvamos ‘qu
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CUADRO 8. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA "IN VITRO” DEL CALOSTRO HUMANO CONTRA TRES

ENTEROPATOGENCS
CONCENTRACION
{+]
BACT. ALASOH - N .DE BACTERICIDA BACTERIOSTATICO NO INHIBITORIO
(UFC/mn1) - MUESTRAS
7.5x10° - - 10 . E-4 E-6 E -0
K - K - 10 K -
E-14 “E-6 E -
Si- g - S -
K- K= -0
375%10° 10 - . E- 8 S E-2 E-0
" , o e . o ..
K - K - -

s

T- 0 T A L

It

Klebsiella pneumoniae

E = E. coli L ..8.= Shigella sonnei K




(ﬁge‘ﬁara'ﬁ;:colivente-‘

‘das y 6 fueron bacterios

rianas,- demostrando que para

vidad antimicrobiana fue la misma

Ton 10 sueros a una concentra-

FC/mlide: las }fénterobacterias, demos -

S.
fihaimente, para K. pneumoniae

7v7;bacteriostéticos.

anallzéf{ids“ré5ﬁ1tadosyde las figu-

actividad .




U LIUVACIUNGD 4 OUIRAD

7.5 x 10° UF

12345678910

INMIBICION DE Escherichia coli

OR SUERO DE CALOSTRO HUMANO

1.5 x 10° UFC/ml

123456 78910

.375 x 10° UFC/ml

12345678910



DUPLICACIONES/4 HORAS

FIGURA

7.5 x 10° UFC/ml

12345678910

2. ~‘INHIBICIOR‘ D “
 POR SUERO DE CALOSTRO HutANO

sonne;.

2375 x 10° uFc/ml

12345678910

12345678910

- 51



DUPLICACIONES/4 HORAS.

123456789 10

C el

_7.5°% 105 UFC/ml

Fjigura 13.- “-INBICION DE Klebsiella pneumoniae

fgye s

POR SUERO DE CALOSTRO HUMANO

175 % 105 uPCc/ml

12345678910

“

5

=375 x 10 UFC/ml

- 52 -

12345678910



fue 1a concenmtracién bacteriana inoculada (7.5 x 10° UFC/ml)

 _o;ééj¢aidgffo-humaho, menor fue 1a actividad bacterici
"fdagdefdiCHdVSuero, predominandd una actividad bacteriostética;
7§ﬁ}tanto que al ir disminuyendo gradualmente la primera concen
tracién inoculada (1.5 y 0.375 x 10° UFC/ml) la cantidad de
sueros bactericidas aumenté también gradualmente y disminuyé
la cantidad de sueros bacteriostiticos, siendo vdlida esta
observacién para las tres especies bacterianas probadas,
manifesténdose més notablemente este comportamiento del suero

en E. coli, en seguida en S. sonnei y finalmente en

‘K. pneumoniae.

Para finalizar, diré que analizando de forma global los
resultados obtenidos pudimos observar que de los 30 sueros
probados, todos presentaron actividad antimicrobiana ya sea
bactericida o bacteriostética sin la obtencién de ningin
suero no inhibitorio y que independientemente de la concentra
”;ién utilizada, el espectro bactericida del suero fue mayor
para E. coli enteropatfgena, siguiendo en orden descendente

S. sonnei y, finalmente, K. pneumoniaec (cuadro 9).
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'COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL CALOSTRO DE

CUADRO: 9. :
 MUJERES MEXICANAS CONTRA TRES ENTEROBACTERIAS EN UN SISTEMA
ENSAYADO IN VITRO,
o TOTAL
CEPA WiESTRAS ~ DACTERICIDA  BACTERIOSTATICO  NO INHIBITORIO
E. coli 30 16 14 - -
'S. somnei 30 11 19 - -
K. pneunonia 4 [ - -



VI, DISCUSION

Los resultados obtenldos en este trabaJo reportan el es-
'pectro de la actividad antlmlcroblana del calostro humano con.
tra tres enteropatégenos causantes de dlarrea 1nfant11 en un

sistema ensayado in v1tro, demostrando que las tres cepas

probadas fueron destruidas Io} 1nh1b1das por e1 suero como ha

51do descrlto prev1amente (20 33)

Se utlllxé como. medlo contro de crecimiento bacteriano

ino: peptonadﬁlal

e:que se-obtuvieron

~iresu1 ados esenc1a1mente 51m11are r.con-un-pool de

~suero 1nact1vado por calentamlento a °5C'por 30 minutos

'f(za‘if‘i; 39), ademds de contar con e1 antecedente de que en
‘elyrécuento,por d11uc16n cualquier medio 1{quido puede em-
rpléarse; Siémpre que fomente el crecimiento de los microorga
nisﬁos por,estudiar (37).

Los’ organlsmos gram negativos fueron 1nh1b1dos o destrul-

dos por el ‘suero-de calostro, aunque en grado varlable Resu-

mlendo los resultados obtenidos, pudlmos com robar que al pro-

bar-las tres especies bactcrlanas a una mlsma concentrac16n

y con -un mismo grupo de sueros; . 1a act “1dad antimicrobiana

del..calostro humano fue diferentq pgré ggda,mlcroorganlsmo a



vos, ‘encargado




na'e 1nmunoglobu11nas, otros c

neumonlae,‘»A51,?

‘rrlna_llsando_a E. c011 y Salmonella'(ZS




_Shigella

embfapg;para]lég‘¢ﬁtéﬁotbxihaé) inhibe también

E.. doli.SWOtro%fgCtor es un carbohidrato (no

tege a-los ratones contra la enterotoxina es-

Témﬁién el factor de creci-

jn;klfoligosacéridofdeﬂlar'

ontra Enterobacteriaceac y

estran que

al*suSC@ptible




otros agentes infecciosos para definir el rango de los efectos

e:la alimentacién materna, correlacionando su

ntest1ﬁ51e5>y respiratorias que requieren hospitali

om 'la'dimsinucién de la mortalidad en poblacio-




1. CONCLUSTONES

1os resultados ob

" ‘puede concluir lo siguiente:




de: 1mportanc1“”{‘ Vn_v1vo a 1a leche‘
humana se le ha asoc1ado con’una dlsmlnu016n de
los ;ndices de mortalidad y morbilidad, asi como
disminucién de infecciones que requieren hospita

lizacién.

De manera general, se puede decir que la leche
humana provee al recién nacido de una inmunidad

mucosa local y sistémica comparable con la que

.existe en la madre proveyéndolo de defensas es-

pecificas e inespecificas contra agentes infec-
ciosos mediante alguno de sus componentes inmu-
nolbgicamente activos como son los linfocitos T
y B, macréfagos, IgA secretoria, lactoferrina,

lisozima y lactoperoxidasa.

La leche humana es un fluido altamente complejo
con una composicién bioquimica especifica, que
refleja una adaptacién a las necesidades fisio
ldgicas especificas de cada especie para asegu-
rar un éptimo crecimiento y desarrollo del

recién nacido.



VIII. ANEXOS

MATERIAL

~ INSTRUMENTOS

Cubrebocas e
Gorro'
Agua

 Jabén

EQUIPO UTILIZADO PARA LA OBTENCIGN DEgsuERos_,r

Pipetas graduadas
Pipetas graduadas
Pipetas graduz_ida_'sc"_:?
fPipetas;_P‘ast‘e‘l;

Gradil yla:sfn xﬁétél}ic

Tina de pl4

* Proporcionad

‘ io.de Leches del Instituto Nacional de
~-Perinatologh B ST e :

—5763 .



'1 Hieio

f,‘Refrlgerador ‘
Tubos de polialomero de 11 x 60 mm estérlles
'Tapones metdlicos estériles v

Ultracentrifuga Backman L5-50 B

~Rotor serie N° 4489

Aplicadores de madera espériieé
Tubos con tapén“dc" ;i"' ‘OA m;ésférilés

Frascos émbar_pata: on tapén eShériladé B

Matraz aforéd %d
Matras afoféd
Algodén

Benzal

‘Indicador

EQUIPO UTILIZADO "PARA- IDENTLF] ACIGN Y CONSERVACIGN DE CEPAS
~ BACTERTANAS ™

'TubOS;cohfﬁapén: €. T0SC ' x 100 mm

Caldo de soya trlptlca eina

-vﬁGllcerol al 200_:5;,:.

: Agar Mac Conkey

. Tab1a d¢ 1d 1f1cac16n de mlcroorganlsmos

64 -



~ EQUIPO UTILIZADO PARA AJUSTA
Y PARA EL ENSAYO IN VITRO

R LA CONCENTRACIGN DE BACTERIAS

Tubo 1 de la serie Mac%Farlan
Matraz aforado de: 100 ml
Matraz aforado. de. S .
EspectofotémetroaColemgn

Celdas Coleman’ de

o Mechero de Bunsen
 Asa,bacter1o16g1ca
,Cajﬁs'de Petri desechables
' ;'Estufa

fRéin

'} iMlcroplpcta Labbplppettc dc 10 ul

i fPunta'

D T3 mlcroplpeta estériles

l'Grad' land pléstlco para puntas

ETl nmeyer de 1 litro

0 dé‘iS{X 30'cm :

yfs*ﬁl estériléé



hbva dsseirada

Malonato A

LIA Ureasa

- 66 -



esarrollo del: experimento
d yﬂpfeparacién correcta
‘de todos los reactivos

'i3h5séjdeta11an:

I I

m | il

P -

densidad
L. 184.60 ml - 36.5%

X - 100%
X = 505.77 ml
Sustltuyendo ‘en> 2

L2186 ¢ , _'
v m- 184.60 ml 505.77 ml 1000 ml

ml X | 250 nl

X 126 44 ml de HC1

- 67 -



destilada.




al 1%.

mt de HyS0,

;2—g—d; ﬁdlipeptona y aforar a

depd%itér'volﬁmenes de 9y 5 ml en

osa do 163i?150 mm y esterilizar a 121° C



:Remojai bien:entr ! alentar ajébdiliciéﬁ

f:Esterili-
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