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INTRODUCCTION

E1l tracto digestivo de 1los animales comprende de la
boca al ano, estando cubierto por una mucosa compuesta por
tejido epitelial muy delicado. Su temperatura es sobre los
36 grados cent{grados, conteniendo un mecanismo de inmunidad

y defensa con intervencich de microorganismos.

El flujo continuo de alimento a traves del tracto
digestivo proporciona los nutrientes necesarios para llevar

a cabo las funciones metabolicas basicas del organismo.

l.La asociacioh de microorganismos bacteriales beneficos
y patdgenos en este Hdbitat tiene gran influencia en 1la
regulacion de la salud diaria del individuo. Los
microorganismos compiten por un espacio en el tracto
digestivo, siendo regulado su establecimiento por el Ph del
medio, el cual es modificado por el estado general del
individuo. Cuando el Ph se eceleva a mas de 1 favorece el

desarrollo de las bacterias patofenas, si desciende, hay

abundancia de bacterias bene¥ficas.

La colonizacioh de bacterias patogenas en el tracto
digestivo se manifiesta por lo general con un estado febril,
que puede traer como resultado final, el establecimiento de
alguno de los dos grupos bacterianos y por ‘consecuencia la

muerte o salud del animal,



Fxiste otra microflora dentro del tracto digestivo, la
cual deteriora lentamente al huesped, siendo detectada por
E1li Metchnikoff, a 1la cual llamo "horrors auto-intoxicu".
Como resultado de este descubrimiento Metchnikoff determino”
que el continuo deterioro del hueSped es causado por un
cierto nimero de bacterias putrefactantes que habitan en el

intestino,

El observd que grupos de ancianos bhdlgaros que tomaban
grandes cantidades de leche fermentada alcanzaban edades ma’s
adultas que aquellos que no la consumfan. El organismo que

logro” aislar de esta leche fue” el Lactobacillus bulgaricus.

Este investigador y otro nimero de cientfficos trataron

inutilmente de implantar el L. bulgaricus en el intestino

de los animales. Fue entonces cuando se volvid la atencion

hacia Lactobacillus acidophilus. Alginos cientificos han

llegado a 1la conclusioh de que L. acidophilus provece

substancias antibacteriales, siendo usado por un gran numero
de médicos para combatir 1la destruccich de 1la flora

intestinal, debida al continuo uso de antibioticos.

A traves del uso continuo y extensivo de antibioticos
solos- o combinados, a nivel subterapeutico, durante los
Ultimos 15 afios, se ha manifestado una tremenda poblacion de
germenes patogenos resistentes en algunos grupos de
animales, y por 1lo tanto 1la efectividad de ningun
antibiotico puede considerarse cuando 1la enfermedad se

presenta,.



Estos organismos son 1los llamados factor R y existen
bien documentadas pruebas de laboratorio, que implican al

organismo bdsico intestinal denominarlo Escherichia coli, el

cual se ha convertido en hemolitico y muestra en muchos

casos resistencia a todos los antibidticos (13,21,32,35).

En base a lo anterior, el objetivo del presente trabajo
fue el recalizar un estudio sobre la competencia y el posible

antagonismo quimico existente entre Lactobacillus

acidophilus y cepas aisladas de Escherichia coli, realizando

para ello pruebas "in vitro" a nivel de laboratorio, para

obtener resultados objetivos.



LITERATURA RFVISADA

Generalidades del genhero lactobacillus .-

Esta palakra viene del 1latin lac oue ouiere decir
leclic, y bacillum, bastdn o luculo, por lo tanto se¢ trata de

un organisme «de la leche en forma de hastoncillo.

e les da el nombre a las bacterias homofermentantes
formadoras de acido lattico que tienen forma de bastoncillo
y <cuyas temperaturas optimas son de alrededor de 40 grados
centigrados, de Thermobacterium, mientras que a aqué€llas
cuya temperatura optima es de 30 grados centigrados se les

llama Streptobacterium. Jlos bastoncillos heterofermentantes

recibieron el nombre de Betabacterium. Lactobacillus casei,

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum y

lLactobacillus helveticus son lactobacilos tipicamente

heterofermentantes, que son de gran .interes nara el
microbiclogo de 1la 1leche. Se cncuentran lactobacileos en
piensos, cnsilaje, esti€rcol, y en la leche v sus productos.
Su fermentacion de los hidratos de <carbono produce
cantidades considerables de atido (principalmente dcido
lattico I (+) con indicios de atido ldctico D (-)) y como

estos organismos no mueren fatilmente por 1la accionh del

acido, se les llama aciddricos. (10).

Especies de lactobacillus,-

a)Lactobacillus acidophilus: Fstd ampliamente

distribuido y se encuentra en la leche v productos lacteos,



siendo un comensal del tracto digestivo de los animales. Se
utiliza para hacer la leche acidificada y se supone esta’
relacionado con la caries dental del hombre, en la que puede

estar descrito como Lactobacillus odontolyticus. L.

acidophillus es posiblemente el germen descrito como bacilo

de DBoast-Oppler, observado en casos de carcinoma del
estomago en el hombre y tamhieh el bacilo de Doderlein,

hallado en la vagina humana. (30).

b)lactobacillus bulgaricus: Esta asociado tambiéeén con

la leche y productos lacteos, pero es termofilo y no se
encuentra en el intestino de los mamiferos. Se emplea en la
fabricacion del yoghurt, en 1la <crema de queso Yy para
producir burbujas de gas en los quesos duros. Se debe en
parte 'a estc germen la fermentacidh natural del ensilaje.
Las colonias en los medios de agar son pequefias y grises,

(10,30).

c)Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum: Son

dificiles de separar, excepto por cromatografia en papel de
los productos finales de la fermentacidn de los
carbohidratos. L. casei se utiliza para la claboracidh del
suero y se encuentra naturalmente en la leche y en el queso.
L. plantarum esta” ampliamente distribuido sobre las
plantas, vivas vy muerfas; siendo uno de 1los germencs
responsables de la  fermentacioh de  encurtidos vy
procesamiento de <carnes y pescados curados con sal.

(10,11,30).



d)Lactobacillus thermophilus: Cuya categoria taxonomica

esta puesta en tela de juicio, se aisla de 1la leche
‘.. .
pasteurizada, mostrando ser termofilo (temperatura optima
por encima de S50 G.C.) pudiendo causar dificultades en 1la
obtencion de una disminucion satisfactoria del numero de
bacterias durante 1la pasteurizaci&h de 1la leche por el

metodo de tina ( lento ). (10).

e)Lactobacillus helveticus: Es un microorganismo que

puede proliferar a temperaturas tan elevadas como 48 G.C. vy
ha sido wutilizado en cultivos iniciadores durante 1la
fabricacion de queso suizo, al igual que L. lactis.

(10,11).

f)lLactobacillus delbruckii: Se encuentra en la

vegetacion y en granos, utilizandose como un iniciador de
’ ’ »
Ph acido, del medio donde se desarrollan las 1levaduras de
. /
fermentacion en los granos. [Lste germen crece en medios de

agar dando colonias pequefias de bordes dentados. (30).

Existen a su vez otras especies de lactobacilos, tales

como Lactobacillus brevis , causante de las manchas de 1la

herrumbre del queso cheddar, L. leichmanii, que se

[ 4
encuentra en la mayor parte de 1los productos lacteos,

Lactobacillus buchneri y L. fermenti que son

heterofermentantes, etc. (10,11,30).

Lactobacillus bulgaricus y Lactobacillus acidophilus

son diffciles de¢ distinguir prontamente uno de otro. Fn los

dltimos afios (10) se sugirieron las siguientes



caracteristicas diferenciales entre si : Lactobacillus

acidophilus proliferari en presencia de sales biliares o de

sal al 2 por ciento, pero no al 4 por ciento mientras que

Lactobacillus bulgaricus no proliferara” en presencia de

sales biliares ni de sal al 2 por ciento. Por 1lo general,

¢
L. bulgaricus produce en cultivos en base a leche, mas

acido del que produce Lactobacillus acidophilus.

Descripcion de Lactobacillus acidophilus.-

I Taxonomia:

Orden: Eubacteriales
Familia: Latobacillaceae
Tribu: Lactobacilleae
Gehero: Lactobacillus
Especie: acidophilus
Tipos: X o R cuando hay

colonias rugosas

Y o Z cuando hay

colonias lisas FIGURA 1. L. acidophilus.
Tincion gram.

I1 Caracter{sticas celulares:
Morfologia: Forma bacilar
con puntas redondeédas
Motilidad: Nula
Coloracidn: Gram positivo
Ocurrencia: Solo, en pares

o en pequefias cadenas

Tamafio: 0.6 a 0,9 X 1.5 a 6

micras FIGURA 2. L. acidophilus
en cadena.Tincidn gram,



Hdbitat: Producteos lécteos.

111 Caracter{sticas de cultivo:
Wort agar o agar tomate.- Colonias superficiales largas.
Wort agar slant.- Crecimiento escaso, seco.
Wort broth.- Sedimentos finos después de 48 horas.

Gelatina.- Crecimiento nulo a 20 G.C.

IV Caracteristicas fisioldgicas:

A) Accion bioquimica:
a)Leche,- Coagulacién sobre el fondo.
b)Azdcares. - Formacion de acido léEtico y acidos

organicos.

B) Licuefaccidn de proteinas:
Gelatina,- Nula liquefaccion.

C) Reacciones de fermentacidn:

a) Monosacaridos.-

. . /
Arabinosa: Fermentacion nula,

Ramnosa: Fermentacidn nula.
Xilosa: Fermentacion nula.
. . !
Glucosa: Acida, no formacion de gas.

Fructuosa: Acida.
Manosa: Acida.

b) Disacaridos.-

Lactosa: Acida.
Sucrosa: Acida, no formacion de gas.
Maltosa: Acida,

Trealosa: Variable.



c¢) Polisacaridos.-
Rafinosa: Variable.
Dextrina: Variable.

d) Polialcoholes.-

Glicerol: Fermentacién nula.
Sorbitol: Fermentacidn nula.
Manitol: Fermentacidn nula,
Dulcitol: Fermentacion nula.
Inositol: Fermentacion nula.

D) Factores de crecimiento:
Oxigeno.- Microaerdfilo.
Temperatura.- Optima= 37 G.C.
Maxima= 43 a 48 G.C.
M{nima= 20 a 22 G.C.
Nutricion.- En un medio carente de carbohidratos no crecen.

Ph.- Desarrollo en medio écido.

V Utilizacidn industrial:

/. . .
En procesos de leche acida y fabricacidn de quesos.

VI Utilizacidn médica:

Terapia en diversos disturbios gastrointestinales.

VII Patogenicidad:

Animales.- No existe patogenicidad en animales.

Se han cstablecido diferencias en la fermentacidn por
las que se pueden establecer diversas especies de

lactobacilos, mostradas y clasificadas en la tabla 1 (30).



TABLA 1. Fermentacidn de algunas especies de lactobacilos

15G.C. 45G.C. Lac. Jac. . S8al. Man. dor. Xil. NHY

a - + A A A - - - -
b - + A - - - - - -
c + - ' \Y% A A A - -
d o+ v A A A A - - -
c - + - A - - - - -
f - + \' A + - - - -
g + - v A v ' - A +
h - + A \' - - - v +
A:Produccidn de dcido en medio de carbohidratos.
v:Variable. Wy

a:(Lactobacillus acidophilus). b:(l.. bulgaricus).
c:(Tactobacillus casei). - d:(TT prantarumj.
e: (TactobacilIus delbruckii). - f:(TT Teichmanti).
g: (Tactobacillus brevisJ. ' h:(TT Termentiv
Lac = lLactosa, Sac = Sacarosa.

Sal = Salicina. Man = Manitol.

Sor = Sorbitol. Xil = Xilosa.

. . ! . . . .
Descripcion de Escherichia coli.-

lLa bacteria 1. coli fué descubierta por Theobald

Escherich (1855), al estar examinando heces de nifios recién
nacidos, encontrando que cierta bacteria aparecia en estas,
en concomitancia con el alimento de pecho. Fl 1llamo a esta
bacteria "Bacterium coli comune" que actualmente se

denomina Escherichia coli, (33).

Este microorganismo es un habitante del tracto

digestivo. Es un bacilo de 2-3 micras de longitud, gram

negativo, el cual crece en medios comunes de laboratorios y
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no forma esporas. Desarrolla colonias caracteristicas con
centros negruscos en Agar de Eosina de Azul de Metileno
(EMB); es positivo a la prueba Indol y a 1la de Rojo de
Metilo (MR); es negativo a la prueba de Voeges-Proskauer
(VP), al Citrato de Simmons, al Sulfuro de hidrogeno, a la
Urcasa y al Cianuro de potacio. Puede ser motil o no mdtil,

fermenta lactosa, no asi el adonitol o inositol.(8).

Por medio de tecnicas seroldgicas, ha sido posible

s . . /. .
determinar tres clases de antigenos de I'. coli: el somatico

(0), el capsular (K) y el flagelar (H). Cada uno de estos
tipos esta subdividido dentro de grupos antigénicos
designados por numeros que se asignan conforme se van
encontrando nuevos grupos (8,25). De acuerdo con esto se
han encontrado cepas enteropat&genas (EPEC) y no
cnteropatd@enus (NEPEC); las primeras producen acumulacion
de fluido en el lumen infectado, mientras que las Ultimas no

. )
presentan semejante accion., (25).

’ . . .
Se bhan determinado grupos serolosicos de I'schericlia

coli asociados a la <colibacilosis entérica en diferentes

cspecies; por ejemplo los asociados comunmente con diarrea
colibacilar (34), particularmente diarrea neonatal en

cerdos, siendo ecstos los siguientes:

nGTY 08 :K88A.B (L)

"G205" 08:K87 (B)88A.B.,C(L)

"G4 - 66" 045A.C:K"E65",K88.C(L)
| nGagn 0138:K81 (B).K88A.B(I.)

"Eegi" 0141 :K85A.B(B).K88A.B(1.)
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"G1253" 0147:K89(B).K88A.C(L)
"ATY N149:K91(B).K88A.C(L)
Y VA 0157 :K"V17" K88A.C(L)

La E. coli enteropatdgena no invade las celulas

epiteliales sino que se adhiere a la mucosa superficial del
[ 4

intestino., Se ha demostrado que el antigeno K88 es el que

causa la adherencia tanto '"in vivo" como '"'in vitro".

(8,17,25).

. . ’
Sc¢ reconocen dos tipos de enterotoxinas de caracter
proteico: "ST'" termo estable producida por todas las cepas

enteropatogenas de E.coli "LT" termo 1ldbil. (17,34,37).

Gyles citado por Sojka (34) menciona que la mavoria de
las cepas de E. Egii: especialmente aquellas aisladas en
casos de diarrea neonatal, producen tanto la enterotoxina ST
como LT, La enterotoxina LT es inmunogénica y puede
ncutralizarse con antisuero preparado de la enterotoxina LT

(lisado de E. coli). mientras que la ST no es

. 4 .
inmunogenica.

Complejo Escherichia - Aerobacter.-

Escherichia coli y Aerobacter aerogenes son dos de 1los

miembros mas importantes del grupo coliforme. Ademas de las
caracter{sticas generales de cada uno, puede hacerse notar

que [scherichia coli estd, por lo general, dotado de

movimiento, mientras que, por 1lo general, Aerobacter

. /. ! . .
aerogenes e¢s inmovil. FEstos generos proliferan bien en agar



nutritivo y las placas que contienen sus colonias poseen un
{stic 5 g ptima es de 37 G.C. vy
olor caracteristico. Su temperatura optima es de ! 1.Ce )

la escala de la misma va de 2.5 a 45 G.C.(10).

. L.t : C ys .
La diferenciacion entre Escherichia coli y Aerobacter

aerogenes se establece a base de una serie de pruebas
fisiolégicas llamadas reacciones IMViC. Fstas letras
representan respectivamente pruebas de produccién de
Indol; con Rojo de Metilo; de Voges- Proskauver,y la
utilizacidon de Citratos. Por lo general E.coli es nositivo
respecto a las dos primeras pruebas y negativo en cuanto a

/ . . .
las ultimas, mientras que A.aerogenes ocurre a la inversa

comunmente. (10).

Utilizacion de Lactobacillus acidophilus en ganado

vacuno, -
Ny .
Becerros jovenes fueron alimentados con leche

N . . I
pasteurizada mezclada con L.acidophilus y mostraron, segun

Gilligand (12), un aumento de los mismos en la flora
. . ‘ . ! ./
intestinal asi como una reduccion de 1la poblacion de

. . !
coliformes en comparacion con el control.

Bechman (2) encontré que becerras Holstein alimentadas
desde los 4 dfas con un reemplazador de leche mas

Lactobacillus acidophilus o bien 1leche baja en grasa mas

L. acidophilus observaron un incremento promedio de peso

diario en un perfodo de 42 dfas de 0.27 kg. en comparacién
con 0,23 kg. del control, aunado esto a una reduccion en 1la

incidencia de diarreas,
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En un experimento de 28 dias con beccrras Holstein v
Ayrshire alimentadas con 90.7 kg. de reemplazo de leche
mas 9.10 kg. y 10.9 Kg. .de calostro con adicidn de

Lactobacillus acidophilus, Hatch (16) observd una reduccion

muy marcada en la incidencia de diarreas, aunque 1los
animales control tuvieron ganancias mayores de peso en

. . ! . .
comparacion al tratamiento con lactohacilos.

Por otro 1lado Davis (5) en un expcrimento semejante
. ’ .
encontro que becerras alimentadas c¢on un reemplazador de

leche y L. acidophilus aumentaron 6.82 Kkg. en las 2

semanas post-destete , mientras que las del control

aumentaron solo 5.82 kg.

<

Un miembro del personal docente de Cirugia y Medicisa
de Kansas State University (3) efectuo un proyecto de

. . . ! . .
investigacion para cvaluar 1la afltadidura de Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus casei, Torulopis spn. y

Aspergillus oryzac a la leche de los bhecerros y encontro que

los animales tratados tuvieron aumentos mayores quec el

testigo y menor incidencia de diarreas.



C. G. Schwab y colaboradores (31) rcalizaron varios

experimentos para decterminar los cambios en la flora fecal
. !

de hecerras alimentadas con productos de fermentacion de

Lactobacillus bulgaricus no viables y obtuvieron, entre

otros, los resultados expuestos en la tabla 2.

TABLA 2. Contco de lactobacilos y coliformes (log 10/gr) en

heces de becerras alimeqtadas incrementalmente con
productos de fermentacion de lactobacilos (PFL).

Dias de prueba ml/dia de PFL
lactobacilos
0 3 6 12 24
0 8.35 8.38 8.39 a,11 8.67
1 8.57 8.90 q,.05 9,59 .06
2 9.10 9.02 8.84 8§.95 8.84
3 8.73 9.35 R.20 0.49 9.52
coliformes
0 8.85 8.82 8.58 R.48 8.51
1 8.44 8.66 §.00 8.24 8.71
2 8.33 8.04 7.67 8,13 8.21
3 8.04 7.89 7.88 7.96 7.83

Utilizacidn de Lactobacillus acidophilus en ganado
'aviar.- |

Andrew Sthal (35), administrador de gallinas ponedoras
de la colonia Rosendale, en Dakota del sur, realizo un

experimento con 10 parvadas de gallinas Shaver criadas desde
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. 7
su nacimiento, abarcando todo su ciclo de produccion,
consistiendo é€ste, en la suplementacion de las aves con un

producto comercial elaborado a base de Lactobacillus spp.

durante todo el ciclo. Los resultados de este experimento

fueron los siguientes:

a) E1l nlmero de promedio de dias de produccidn fue el mismo
en las 10 parvadas (10,000 aves ; parvada). b) E1 promedio
de huevos producidos por ave suplementada fue de 10,6 mas
unidades, o sea, 3.9 por ciento mds huevos por ave. c) El
numero total de docenas de huevos producidas por 1las
parvadas suplementadas fué de 16,311 mas que las aves de
control, o sea un 7,2 por ciento de aumento. d) lLas
parvadas suplementadas consumieron 7.4 por ciento menos de
alimento para producir 7.2 por ciento mas de huevos, lo que
equivale a una economia de n.zé libras (.13 gr.) de alimento
por cada docena dec huevos producidos. e) lLa mortandad fue
de 1.88 por ciento mayor en las aves suplementadas que en

las aves control

Utilizacion de Lactobacillus acidophilus en ganado

porcino. -

En la Universidad de Kansas, e¢l Dr. Xeith Beeman v el
Dr. John W, Thovenille (4), realizaron un experimento
para observar los cambios en ¢l Ph de diferentes secciones
intestinales, en lechones recien nacidos, los cuales fueron
suplementados con una pasta comercial, compuesta de

Lactobacillus spp. Se sacrificaron los cerdos por
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electrocucion y se identifico cada seccion del intestino,
tomando a su vez lecturas del Ph existente con un medidor
‘digital, esto aunado a un examen para determinar si existia
en los cerdos tanto experimentales como de control, la

presencia de bacterias Escherichia coli que mostraran

toxinas labiles al calor y estables al calor. Los
resultados se muestran en la tabla 3 y comentarios

subsecuentes,

TABLA 3. Lecturas del Ph 1intestinal en lechones
suplementados con Lactobacillus spp,

Control Experimento Diferencia
Duodeno 4,96 4,93 0.03
Yeyuno 5.80 5.39 0.41
Ileon 6.06 5.77 0.29
Colon 6.11 5.72 0.39

Los resultados de esta investigacion fueron los siguientes:
a) Se redujo notablemente el Ph en el Yeyuno, Ileon y Colon.
b) Todas 1las dreas del intestino fueron cultivadas y se
recupero el lactobacilo en todos los animales del
tratamiento experimental, no obstante, algunos de 1los
animales de control no mostraron presencia de lactobacilos.
c) De 1los animales del experimento un 33 por ciento tenian
E. coli, que produjo toxina 1abil al calor (suplementados).
d)' El 66 por ciento de los animales de control tenia E.

coli, que produjo toxina labil al calor.
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Porter ( et al ) citados por Pollmann (27) han
encontrado que los lactobacilos inhiben 1los coliformes

hcmoliticos, los cuales son parte integral de las diarreas.

Muralidhara y colaboradores (23) efectuaron un estudio
para determinar el efecto de la alimentacidn con
concentrados de lactobacilos sobre 1la colonizacion de

Escherichia coli en el intestino de lechones. Para llevar a

cabo dicho estudio, dividieron el intestino en 9 secciones,
las cuales fueron congeladas para su posterior andalisis
microscopico y seroldgico. FEn el caso de los lechones que
presentaron diarrca, se encontro que la E. coli se
encontraba distribuida en las vellocidades y superficie de
celulas epiteliales de 1las primeras 6 secciones y dicha
bacteria, era serol&éicamente igual en los animales tratados
y de control. En los lechones tratados se encontrd una gran
cantidad de bacterias gram positivas, 1las cuales estaban
adheridas a 1la superficie del epitelio y distribuidas en
las 'vellosidades de la primer seccidn intestinal. No se

’ . s .
encontro E, coli en 1las tres primeras secciones del

——

intestino de 1los animales tratados; los lactobacilos
colectados fueron serologicamente identicos a los

suplementados.

Utilizando 1lechones provenientes de 22 camadas, Perez
determino (26) que en lechones suplementados con
lactobacilos, se kredujo la incidencia de diarreas y que
dicho metodo pucde ser utilizado como terapéutico en el caso

. [
de diarreas leves; a su vez encontro que no hubo diferencia
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significativa en aumentos de peso, pero s{ en la tasa de
mortalidad, siendo esta mas baja en los lechones tratados.
La mayor incidencia de diarreas fué entre 9 y 18 dias de

nacidos.

Un gramo por dia de Lactobacillus acidophilus

liofilizados, en 5 ml de leche esterilizada, administraron
Redmond y Moore, citados por Dunne (8), a lechones de doce
horas de nacidos, por via oral, encontrando que es un metodo

efectivo en la prevencion de diarreas,

Poolmann (28) encontro que al administrar 10 ml de

indculo de Lactobacillus acidophilus ( 2 x 10*11 células

viables /ml ) aislados de la leche, aumentaba la flora en la
regidn- cardica, de lactobacilos y coliformes, sin

presentarse evidencias de diarrea.

En otro reporte experimental de Poolmann vy colaboradores
sobre el wuso de lactobacilos (27) menciona que algunos
investigadores han reportado que la administracion de €stos,

suprime el crecimiento de la bacteria Escherichia coli.

. ¢, » R
Las bacterias productoras de acido lactico, tales como

Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus faecium han sido

estudiadas por Michell y Kenworthy (19), encontrando que

4 . . . . .
estas inhiben el <crecimiento de Escherichia coli en agar,

por lo que utilizaron caldos conteniendo fermentos de L.

bulgaricus en dietas de cerdos destetados precozmente, dando

. . - 4 [ -
en evidencia una accidn anti-toxina que fue muy benefica

para los lechones suplementados.



Hale y Newton (13) realizaron varios experimentos con
la finalidad de obscrvar 1la incidencia e intensidad de
diarreas, asi como el comportamiento de cerdos, al utilizar
productog de fermentacidn de especies de lactobacilos no
viables (PFL). Administraron varios niveles de dichos
productos de fermentacidn vy concluyeron que, en todos los
niveles de PFL la incidencia de diarreas fue menor (p <
0.05), pero que los niveles mas eficientes fueron de 0.36 y
0.72 m1 / kg de alimento, observando a su vez una mejor

eficiencia alimenticia.

En cerdos en crecimiento y engorda, se han hecho
experimentos con suplementos alimenticios a tase de
lactobacilos, para determinar su efecto en los aumentos de
peso y 1la eficiencia alimenticia. Tal es cl experimento
realizado por Engnell (9), en la Universidad de Tllinois.
Los resultados se muestran en la tabla 4 y posteriores

comentarios.

TABLA 4, Efectos de 1la suplementacién con lactobacilos
en cerdos en crecimiento y engorda.

Sup A Sup B
No. de cabezas 29 29
Peso promedio
Inicial(1lb) 42.7 (19.37Kg) 42.7 (19,37Kg)

Final (1b) 219,60 (09,61Kg) 220,30 (104,00Kp)

Sup A = Sin lactobacilos.
Sup B = Con lactobacilos.



- 21 -

Para resumir los datos de esta tabla brevemente; los
cerdos experimentales (B) mostraron un § por ciento dec
aumento adicional deo poeso, un 4 por clento de mejor
eficiencia de alimentacion y un 4.6 por ciento de aumento de
peso diario promedio superior a los cerdos de control (A)
durante este experimento que tuvo una duracion de 123 dias

en los periodos de crecimiento y engorda.

En una investigacién hecha por Ollson; citado por Hale

y Newton (13). alimentando con 50 gr. de Lactobacillus

acidophilus liofilizados diariamente por 10 dias a lechones,

encontro que la enteritis desaparecia y 1los pesos se

incrementaban en un 25 a 40 por ciento.

Muralidhara vy colaboradores (21,22,23,24), han hecho

. , . N . .
un sin numero de investigaciones acerca de _lactobacillus

SPP..» entre ellos un estudio sobre el efecto de 1la

administracion de lactohacilos en 1la flora de lLactobacillus

y coliformes en el epitelio intestinal y heces de lechones,

en el cual suministraron diferentes niveles de lactobacillus

lactis concentrado. Los resultados pueden ser apreciados en

la figura 3. (24).

0 (1 vactoBact 0 3 LACTORACKLLI
i B COuLIF ORMS o B COLIFORMS
& 9 o
L: G th’ 9 i
> 8 o8
,"') 3
57 S 7
I
(,)) 6 8 [
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TREATMENT DAYS TREATMENT DAYS

FIGURA 3, Medias geometricas del conteo de
Lactobacillus y coliformes en heces de 9
lechones contral ( A ) y 8 alimentados con

L. lactis concentrado ( B ).
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En otro cxperimento rcalizado para determinar los
efectos de utilizar concentrados de células viables de
lactobacilos como alimento sobre la microflora del
intestino, los lechones de cada camada fueron divididos en 2
grupos: el control, alimentado normalmente y los cerdos
tratados, a 1los que se les administrd un concentrado de
lactobacilos oralmente. En los cerdos tratados la relacion
lactobacilos : coliformes fué de 1040:1 , €n comparacién con
el testigo 4.7:1 , lo cual incidid en 1la salud de 1los

lechones, variando el porcentaje de 2.9 a 22.0 de

coliformes en control y testigo. (22)

Muralidhara también estudid el desarrollo de

Lactobacillus spp. fecales y bacterias coliformes en cerdos

recién nacidos durante las primeras 48 horas y encontrd que
a las 4 horas después del nacimiento los lactobacilos eran
del orden de 10*4 por gramo de heces, y los coliformes a las

8 horas de 10*8 a 10*9 por gramo. (21).

Takeuchi y Savage (36) reportan que los lactobacilos
solo pueden establecerce en la mucosa del epitelio géstrico,
y sugieren que esto es debido a un acido mucopolisacérido

que es producido por la hacteria.

/
Utilizacion de Lactobacillus acidophilus en el hombre.-

Lactobacillus acidophilus se encuentra en gran nimero

en el contenido intestinal del lactante humano, pero se ve
suplantado por otros organismos cuando el nifio recibe wuna

dieta variada, Hace algunas décadas se supo que L.
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acidophilus puede establecerse en el intestino del adulto y

que las personas que padecen de estrefiimiento, diarreas y
ciertos trastornos del tubo digestivo pueden a menudo

beneficiarse con tal hecho., (10).

Lactobacillus acidophilus es una bacteria intestinal

t{pica; y puede implantarse en el tracto intestinal del

hombre (10,15,30).



MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Diagnostico de Patologia
Animal, localizado en terrenos de la Exposicién Ganadera, en
el Municipio de Guadalupe Nuevo Leon, en el periodo agosto

- noviemhre de 1982,

Para la elaboracion de este trabajo se utilizaron 30
cajas Dletri, 1las cuales fueron distribuidas en los tres

tratamientos siguientes ( 10 cajas por tratamiento ):

T1 ¢
Tres discos sensibles, impregnados de el sobrenadante
de un cultivo de Lactobacillus acidophilus en leche
en polvo reconstituida con agua destilada, colocados
sobre una placa de medio de Triptosa agar sembrada
con Escherichia colj por estria.

T2 :

Tres discos sensibles, impregnados de el sobrenadante

de un cultivo de Lactolbacillus acidophilus en leche

en polvo reconstituida con agua destilada,muertos por

. . 7 . - . .
ebullicion, colocados en un cultivo de Escherichia

coli, sembrada en estrias sobre la superficie de un

medio de Triptosa agar,



T3
Tratamiento testipo, consistente en 3 discos sensibles

impregnados de agua destilada, colocados sobre un

cultivo de Escherichia c¢oli, sembrada en un medio

de Triptosa agar,

El medio Triptosa agar es un medio utilizado como
.
substrato de¢ prucba para la deteccion de Catalasa y la

. . . . ! . .
identificacion dc especies de Haemophilus.

E1l procecdimiento detallado de este experimento se

describe en los siguientes puntos,

I.- Se tomaron muestras de cultivos realizados por cl
lLaboratorio, en heces y viceras de diferentes cspecies
animales (aves,porcinos etc), para aislar colonias de 1la

bacteria Escherichia coli, inoculandose en caja Petri, sobre

los siguientes medios :

a) Agar FMB (Agar Eosina-Azul de Metileno-Lactosa-Sacarosa),

b) Agar Mac Conkey,

. . ot . . .
Composicion quimica del Agar EMB

Peptona de cascina 10,0
Lactosa 5.0
Sacarosa 5.0
Hidrogenofosfato dipotasico 2.0
Eosina amarillenta 0.4
Azul de mectileno 0,065
Agar-agar 13,5

(cantidades cn gr/litro)
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En la tabla 5 sc muestra la interpretacidn (18).

TABLA 5. lnterpretacidn de el medio de cultivo
EMR para aislamiento bacteriologico

Colonias Microorganismos

Transparentes, amharinas Salmonella

Shigella

Brillo metélico, centro

negro azulado Escherichia coli

Mucosas confluyentes,

. ’
centro pardo grisaceo Fnterobacter

Klebsiella

. ! .
Composicion quimica del Agar Mac Conkey :

Peptona dec caseina 17.0
Peptona de carne 3.0
l.Lactosa 10,0
Mezcla de sales biliares 1.5
Cloruro sodico 5.0
Rojo ncutro n.n3
Vinlety cristal n,nen

(cantidades en pr/litro)

36 gramos del producto se dejan remojar durante 15
minutos en 1 litro de agua Jdestilada, se hierve hasta

. ! . q s . .
solucion completa, sc esteriliza, se enfria y se¢ vierte.



En la tabla 6 se muestra la interpretacién de dicho

medio. (18).

TABLA 6. Interpretacion del medio de cultivo Mac
Conkey para aislamiento bacteriologico.

Colonias Microorganismos

Incoloras, transperentes Salmonella, Shigella

Grandes, rojas, con halo

turbio Escherichia coli
Grandes, rosas, mucosas Entcrobacter
Shigella

» » ' L3
Diminutas, esporadicas,

opacas Enterococos

Estreptococos

l.Las colonias lactosa necgativas son incoloras; 1las

lactosa positivas son rojo violeta con un halo turhio,
s . . . ! .

debido a la disminucion del valor del Ph de 1los acidos

biliares(18).

[I.- Teniendo tentativamente. identificadas e aisladas 1las

colonias de FEscherichia coli, se realizaron las siguientes

. . . ! ‘
pruebas bioquimicas de corroboracion :

a) Medio de TSI ( Triple Azicar lierro ).
b) Citrato de Simmons, agar,
¢) Medio de SIM ( Acido Sulfhidrico, Tndol y movilidad ).

d) Prueba de Kovacs ( Deteccion de Indol).



A)

Descripcion del medio de TSI (Triple Azdcar Hierro).-

Utilizado para la identificacidn presuntiva de los

microorganismos CGram negativos.

L
Reaccion:

Rojo-naranja-Tubo sin inocular (control).

Amarillo

/., . !
(acido) = No fermentacion de glucosa,

sucrosa o lactosa.

Negro en cl fondo = Produccion de A.sulfhidrico.

Rurbujas en fondo = Organismo aerobio.

Lt
Interpretacion:
‘.
Fondo acido
L) 'u
Superficie acida

Gas en el fondo

[
Fondo acido
Superficie alcalina
Variable en gas

Color negro en fondo

Fondo acido
Superficie alcalina
Variable en gas

Sin color negro

', '
Fondo acido
al L3 3 ‘ -
Superficie acida
Variable en gas

Color negro

<

L
Fermentacion dc¢ glucosa,sucrosa

Y [
lactosa c¢on formacion de acido

y gas.

prosne . I
Fermentacion de glucosa, con la

. ! ’ ., .
formacion de acido vy variable

<

en gas. Sucrosa v lactosa no

.« !
| fermentadas.No pdccion. de H2S,
5 .t
Fermentacion de glucosa, con la
« ! . !
formacion de gas. Fermentacion

nula en sucrosa y lactosa. No

.’ v
produccion de 11285,
— .
Fermentacion de glucosa,sucrosa
. /! ’ .
con formacion de acido

lactosa

y variable en gas. Produccidn

de H2S,



6

a las 24 horas.

reacciones
. .

terminacion

suhsecuente

Fondo alcalino
Superficie alcalina
No gas

Sin color negro

Fondo dcido
Superficie acida
No gas

Variable color negro

29 -

No fermentacion de glucosa ,

Lt
sucrosa o lactosa.No produccion

. ! /s
{de gas. No produccion de acido

lsulfhidrico.

po L
Fermentacion de glucosa,sucrosa
« !
lactosa,con formacion solamente
Variable con

’ 3
de acido., No gas.

) ‘. .
iproduccion de acido sulfhidrico

. [} . .
l.os tubos con Triple Azucar liierro dehten ser examinados

de 1los

ataque de

substancias alcalinas son producidas (amoniaco

carbohidratos

. Ny
Si se prolonga el periodo de incubacion las

/ . . . .
acidas pueden revertir a alcalinas ( debtido a 1la

fermentables con el

las peptonas a partir de las cuales

etc.)). La

pequefia cantidad de dacido producido de la glucosa es oxidado
rdbidamente en el tubo el cual puede tornarse alcalino.
Cuando existe una tension baja de oxigeno en el fondo del
tubo, la reaccion 5cidav debida a ia fermentacion de la

(1.

glucosa es mantenida.

. 4 L3
Ingredientes basicos:

a)

; . !
Glucosa, lactosa y sucrosa, l.a concentracion de 1la

. !/
glucosa es de 1/10 en relacion a lactosa o sucrosa,

b) Rojo de fenol como indicador para elPh:
amarillo : acidez , rojo : alcalinidad
c) Sulfato ferroso, para detectar formacion de acido

FeS : precipitado negro



B) Descripcidn de Citrato de Simmons, asgar.-

Sembrar en estria.

Principio : Utilizacidn del citrato por las bacterias

- '
como unica fuente de carbon.

Prueba Positivo = Azul,

Negativo = Verde (sin camhio).

Ingredientes principales:

a) Citrato de sodio.

h) Azul de bromolinol, colorante indicador:

Amarillo = Acido.
Azul =i Alcalino.

c) Sulfato de magnesio.
d) Fosfato de monoamonio.

¢) Fosforo dipotésico._

Il metabolismo de los organismos en crecimiento

. . . « !
substancias alcalinas, produciendo una reaccion

liberan

/.,
basica

(azul). Los organismos aue no crecen no afectan el color del

medio. (6).

C) Descripcion del método SIM (Acido sulfhfdrico, Indol v
movilidad).-
Sembrar por picadura a la mitad del tubo.
Principio : Fs un medio triple para la deteccion de

acido sulfhidrico, producci&n de indol

y movilidad de las bacterias.

Prueba :

a) Acido sulfhidrico = Negro.
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b) Indol = Color rojo s agrega Kovacs. .

¢) Movilidad = Opacidad del medio,

d) Negativo = Color amarillo claro.
Ingredientes principales

a) Sulfato ferroso de amonio.

b) Tiosulfato de sodio.

c) Agar al 0.03 por ciento.

d) Peptona,

La produccion de H2S produce la formacion de sulfito de
hierro, wun precipitado negro. LLa peptona contiene el
triptdfaﬁo a partir del cual el indol es producido. F1l agar
a tan baja concentracién les permite a los organismos
moviles el extenderse a traves del medio, produciendo

opacidad de ¢éste. (7).

En la tabla 7 (pag.32 ) se describen 1las reacciones
presentadas por las diferentes especies bacteriales en el

metodo de SIM.

h) Descripcién del reactivo Kovacs.-

(prueba para 1la deteccion de indol)

Procedimiento : Agregar reactivo de Kovacs a un tubo
de SIM inoculado después de 24 - 48
horas. Si es posible agregar 0.5 ml,
de cloroformo, el cual favorecera la
extraccion del indol.
Esta prueba tambien se puede hacer
en un tubo con caldo triptosa, medio

de motilidad de Cillics etc,
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Reaccion
Positivo = Rojo intenso.
Negativo = Cafe amarillento.
Reactivos (a) Reactivo de Kovacs

Alcohol amflico o isoamilico 150 ml.
P-Die%ilamino benzaldehido 10 gr.
HCL concentrado 50 gr.
Disolver el aldehido en el alcohol,
y afiadir el dcido lentamente.

(b) Cloroformo, reactivo analitico.

TABLA 7. Reaccion TSI (*) en bacilos y cocobacilos Gram
negativos ( Fondo dcido, superf1c1e alcalina, gas
variable y no dcido sulfhidrico ).

Reactivo Bacterias

A B C D E F G H I J K L

Ureasa - + - + o+ o+ - + - - - d
Indol + d + - + + + - - - - +
Motilidad + - + + + + + + - + + +
Oxidasa - - + - - - - - - - - -
FD - - - + + + + - - - - -
Nitrato ~ - + + + - + + - - d + +

R.de metilo + - d + + + + + + + d +

V.Proskauer - + d - - - - - - - + -

(*) Triple Azdcar llierro,

A (Escherichia coli); B (Klebsiella pneumoniae);

C (Vibrio parahemolitycus); D {Proteus mirabilis);

E (Proteus morganii); F (Proteus retigeri);

? (Proteus inconstans); H (Yersinia pseudotuberculosis);
K

FD

d

(Yersinia pcstls), J (Salmonella spp.);

(Hafnla ggn L (Citrobacter spp.
(fenil-a anlna desaminasa).

(d1ferentee tipos).
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. [}
111.- Posteriormente a-las pruebas bioqufmicas, se realizo
una primera rcsiembra de E. coli en medio de Mac Conkey,

con objeto de purificar el cultivo.

IV.- Se procedié a preparar el inoculo de lactobacilos,

’ ! . L4
utilizando para esto 1 capsula comercial de Lactohacillus

acidophilus liofilizados (1,nnn,ﬂnn/c5psula), los cuales se

reactivaron agregdandolos a 600 ml de agua destilada, mas 65
’
gramos de leche en polvo, agiténdose e incubandose a 37 C.C.

durante 48 horas.

. . .7 il ! .t
V.-Cumplidas 48 horas de incubacion, se realizo una tincion
Gram de 1la muestra, para observar al microscopio 1a

. . N ./
prescncia de los lactobacilos. La metodologia de la tincion

I . [
fue la siguiente

a) Se tomo una muestra del sohrenadante del
cultivo de 1lactobacilos y se prepar& un
frotis.

b) Se scco al aire y fijo pasandolo por la flama
lentamente 2 o 3 veces.

c) Posteriormente se cubrio el frotis con cristal
violeta durante un minuto.

d) Se agregé lugol directamente al frotis(l min).

e) Se lavo y decolord con alcohol etflico por 5 a
10 segundos.

4
f) Se lavo y contrarresto con safranina (30 seg).

] / ’ . .
£) Finalmente se lavo y observo al microscopio,



’
VI.- Tomando una muestra de los lactobacilos, se procedio a

']
hacer una prueba de accion de la catalaza:

!
Procedimiento : Colocar una azada del cultivo en cuecstion
en una gota de agua oxigenada al 3/100 .

. ! [ . ! R
Reaccion : Positiva = formacion de burbujas de gas (0Ox) .

. . ! /. cad
Reactivos : Solucion de peroxido de hidrogeno. (6).

- / » - . . -
VII.- Se realizo una segunda resiembra de Escherichia coli

en medio de Mac Conkey, para evitar envejecimiento de

. . !
colonias y contaminacion.

VIIT.- Sec tomo una muestra del cultivo de los lactobacilos
en leche y se sembraron en Triptosa agar y ecn Mac Conkey.
Se utilizo el primer medio para observar el crecimicento vy
¢l segundo para determinar la existencia de contaminacidn

por bacterias gram negativas cn el cultivo.

IX.- Se tomaron 200 ml del cultivo de Lactobacillus en

/
leche, se colocaron en un matraz y se colocaron a Bafio Maria
a 80 G.C, durante 1 hora para matar los bacilos,
. . ’o. .
reconociendo ¢l hecho de una posible perdida de material

termoldbil.

X.- Se prepararon las 30 cajas Petri con Triptosa agar, nara
. . ! . .
proceder a la realizacion del experimento de competencia v

antagonismo  quimico entre Jlactobacillus acidophilus vy

Escherichia coli.




[} . eyt

Para la elaboracion de los discos sencibles, se utilizo

un perforador de papel y papel filtro. Cada disco tiene un
! . ' .

diametro de N.5 cms, Los discos vy demas materiales se

‘ * . L3 ‘
esterilizaron en autoclave para evitar contaminacion.

' 3 . ' L3
Se Jdetermino una clasificacion de los posibles
resultados del experimento, para facilitar su estudio y

I [ - l - »
comparacion estadistica, siendo esta la siguiente:

Il .- Presencia de halo; indicio de

posible antagonismo quimico.
NH .- No presencia de halo.

C .- Competencia definida en crecimiento

hacterial.

Ilna vez clasificados, los resultados fueron evaluados
mediante la pruecba estadistica de chi cuadrada (X#2),
mediante la cual se puede determinar la significancia de las
diferencias cntre k grupos independientes cuando se trata de
datos formados por frecuencias en categorias discretas, La
hipdtcsis que  usualmente se pone a prueba supone que los k
grupos difiercn con respecto a alguna caracteristica y, por
lo tanto, con respecto a la frecuencia relativa con que los
miembros del grupo son encontrados en diferentes categorias.
Para probar esta hip&tcsis, se cuenta el nimero de casos de

cada grupo con la de otro grupo o grupos. (32),

. /. . : ./
Por medio de un analisis de varianza (2%) se determino,
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3 ] L] ’
en el caso del tratamiento 2, si los diametros del halo,
aparecidos en las diferentes repeticiones, pertenccfan a una

(] . ’
misma poblacion.
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Toma de muestra (lIscherichia coli)

Cultivo

MB(Agar Eosina Azul de metileno); Mac Conkey

» . 13 ' .
Identificacion tentativa

Pruebas bioquimicas

TSI (Triple Azdcar Hierro); Citrato de Simmons agar;
SIM (Ac.Sulfhidrico,Indol y movilidad); Kovacs
Purificacion

Cultivo (lactobacillus spp.)

NP . ! . !,
Identificacion microscopica

Reacciones

[ ]
Muerte x ebullicion e — .

Prueba experimental

LLactobacillus vivos; Lactobhacillus muertos; Testigo

FIGURA 4, Diagrama de flujo experimental.



RESULTADOS Y DISCUSTON

. 2 .
En esta seccion se incluyen 1los resultados de las
pruebas y reacciones aplicadas a las bacterias que se

cstudian en este trabajo.

Las pruebas bioquimicas arrojaron 1los siguientes

resultados:

. / . Do s
a) La prueba de Triple Azucar Hierro (TSI}, utilizada

. s Ny . . .
para la identificacion presuntiva de los microorganismos
Gram negativos y bhase para otras pruebas adicionales dio

como resultade lo siguiente :

4
- Fondo acido,.
- Superficie alcalina.
- Variable en gas.

- Sin color negro.

Dicho resultado corresponde, segﬁn Bailecy ( et al )

(1), a las siguientes reacciones :

! . !
Fermentacion de glucosa con formacion de gas.
Sucrosa y lactosa no fermentadas.

’

No produccion de acido sulfhidrico.

b) l.a_ prueba del C(Citrato de Simmons agar, cuyo
principio es 1la utilizacion del citrato por las bacterias
como unica fuente de‘ carbdn, resulto negativa, lo cuai
indica que su coloracidn permaneciJ constante, ya que segﬁn

el Manual Difco (6), el metabolismo de los organismos en
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crecimiento liberan substancias alcalinas produciendo una

¢ [
reaccion basica (azul).

c) De la prueba de SIM (Acido Sulfhidrico, Indol vy
movilidad), cuyo principio es el de ser un medio triple para
la detecciénvde acido sulfhidrico, produccidn de indol vy
movilidad de 1las bacterias, se obtuvieron los siguientes

resultados :

Acido sulfhidrico - Negativo.
Produccion de indol - Ver inciso d.
Movilidad - Positivo,

d) La prueba de Kovac, que es complementaria a SIM vy
cuya wutilidad estriba en descubrir la produccién de indol,
resulto positiva, con viraje a color 7ro0jo, lo cual segdn
el Manﬁal Merck (18) significa lo siguiente :

Muchos microorganismos pueden escindir triptéfano, que
esta presente en abundancia especialmente en la peptona
degradada tripticamente, dando acido pirﬁvico, amoniaco e
indol. FEste tltimo reacciona con 4-dimetilaminobenzaldehido
produciendo una coloracion roja obscura. DPuesto que el
triptéfano da tambien una reaccion coloreada con el
4-dimetilaminobenzaldehido, es preciso hacer una separaciJn
del indol. Esto se consigue mediante alcohol amilico que

extrae selectivamente el indol.

. . . !
lHaciendo wuna recopilacion de los resultados mostrados
en los incisos a,b,c y d podemos compararlos con 1la tabla

7, del capitulo anterior (Pag. 32 ) vy determinar que la
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, 3 . *
bacteria en cuestion es Kscherichia coli.

. ‘ - l - -
e) La observacion microscopica de Lactohacillus

L3 L] » ' ’ - - 3
acidophilus, previa tincion Gram, mostro una similitud

marcada con las observaciones mostradas en las figuras 1 y 2

(Pag. 7).

f) La prueba de la Catalaza para 1los L. acidophilus

' L3 -
resulto positiva, lo que significa que hubo desprendimiento
de oxigeno, lo cual produjo el burbujeo caracterfistico.

(6).

g) En cuanto a la prueba de contaminacion del medio de

leche para los L. acidophilus, fue satisfactoria, ya que no

hubo crecimiento bacteriano en medio de Mac Conkey, 1lo cue
. - . ’ - .
significo que no habfa presencia de bacterias Gram

negativas.

Los siguientes resultados experimentales se obtuvieron
, C e . '
de la observacion y clasificacion de las respuestas a 1los

tres tratamientos estudiados :

Tt = LlLactobacillus acidophilus vivos vs Ischerichia

coli.

T2 = Productos de Fermentacian de Lactobacillus

acidophilus vs F. coli.

T3 = Testigo. Agua destilada vs E. coli.

Las caracteristicas que se ohservaron fueron las

siguientes:

a) Presencia o ausencia de un halo que indique una
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’ - . : - 1] -
accion antimicrobiana alrededor del disco indicador.
¢’
b) Diametro del halo.
c) Competencia evidente entre especies hacterianas.

d) Mezcla de caracteristicas.

Fn 1la tabla 8 pueden observarse los resultados

obtenidos en los tres tratamientos

TABLA 8. Resultados de caracterfsticas observadas en pruebas

de antagonismo quimico y competencia entre cultivos
de lactobacillus acidophilus y Ischerichia coli.

Tratamiento 1 ’ Tratamiento 2 Tratamiento 3
R A B C A B C A B C
1 c c - h h h n n n
2 c c n n h h n n n
3 C C C h h h n n n
4 c C C h h n n n n
5 C h n h n h n n n
6 c c h h h n n n n
7 c C C h h h n n n
8 C C C h h h n n n
9 c c c h h h n n n

10

c c C h h - n

n
Tratamiento 1 = lactobacillus acidophilus vivos vs E. coli.
Tratamiento 2 = Productos de fermentacion de L. acid

philus

vs E. coli.

Tratamiento 3 = Testigo. Agua destilada vs E. coli.

S0 D>

B C = Discos por caja.
= Repeticion.

= Competencia.

= Presencia de halo,

= No presencia de halo.
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Los resultados expuestos en 1la tabla anterior  se

. c .t
resumen para su mejor apreciacion en la tabla 9 :

TABLA 9. Resumen de resultados de las caracteristicas
observadas en pruebas de antagonismo quimico
y competencia entre Lactobacillus acidophilus
y Escherichia coli.

Tratamiento Obs, 1 N C
LL,acidophilus vivos 10 2 2 25
PFIL 10 25 4 0
Testigo (Agua destilada) 10 n 3n n

PFl, = Productos de Fermentacion de lactobacilos,
H = Presencia de halo.

N = No presencia de halo.

C = Competencia.

4 I'4
Como 1los datos de la investigacion estan formados por
frecuencias en categorias discretas (ordinales), 1la prueba
de Chi cuadrada puede determinar la significancia de las

difercncias entre k grupos independientes. (32).

. /
El resultado de 1a prueba de Chi cuadrada fuc cl
N / . . ’
rechazo de la hipotesis de nulidad, la cual supone que las k
muestras de frecuencias o proporciones proceden de la misma

3 ’ . . l -
poblacion o de poblaciones identicas.

- . - l
Lo anterior deriva de que el valor de Chi cuadrada fue
’
133.57, ¢l cual comparado con la tabkla de valores criticos

utilizando 4 grados de libertad, es mayor.

. 4
La prueba de Chi cuadrada fue concluyente, al
indicarnos que todos los tratamientos mostraron

I 4 . . .
caracteristicas estadisticamente diferentes.



En la tabla 10 se muestran los resultados porcentuales

de las caracter{sticas presentadas por los tratamientos.

. ! 2 .
TABLA 10. Presentacion porcentual de 1las caracteristicas
mostradas por  tres tratamientos para determinar
la accion antagonica de Lactobacillus acidophilus

contra Escherichia coli.

Tratamicnto Obs. H N C

T (.. acidophilus vivos) Tn 6.8 6.8  86.2
2 (PFL) 10 86,2 13.8 0.0
3 (Testigo. Agua destilada) 10 n.0100,0 n.n

T = Tratamiento.

Obs. = No. de observaciones.

Il = Presencia de halo.

N = No presencia de halo,

C = Evidencia de compctencia. ,
PFL. = Productos de Fermentacion,

. I - L3 ’
El tratamiento 2, en el que se probo la posible accion
. . 13 . ‘ - - .
antimicribiana, mostro en los discos indicadores los

/
diametros de halo expuestos en 1a tabla 11,

!
TABLA 11, Diametros de halo en discos indicadores bajo
tratamiento con PFL(*) para determinar accion
antimicrobiana sobre Escherichia coli.

D Repeticion

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A 2 - 5 3 .5 3 1 .5 .5 1
B 1 3 .5 3 - 3 1 .5 1 1
C 1 3 .5 - e 5 - 2 .5 4 -

(*)PFL = Productos dec Fermentacidn de Tactobacilos.
D = Disco indicador.
Cantidades en centimetros.
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l.Los resultados en cuanto al diametro del halo en el
tratamiento 2, fueron sometidos a un analisis de varianza,
con objeto de Jeterminar si  pertenecian a una misma
poblaCidn, y asi probar si el efecto creado muestra un
comportamiento relativamente estahble o si existe

. Ny
variabilidad ¢n su accion. (tabla 12).

TABLA 12. Analisis de varianza para diametros de halo
en discos indicadores bhajo tratamiento con
PFL(*) para determinar uniformidad en accion
antimicrobiana contra Escherichia coli,

Causas de V. G.L. S.C. C.M. Fc Fos FM

Tratamientos 2 0.41 0,20 n. 14 3.4 5.7 N.S.
Error 22 30,59 1.30
Total 24 31.00

(*)PFL = Productos de Fermentacion de Tactobacilos,
C.v. = 78,59 Por cicento.

11 analisis de varianza muestra una no significancia en
la diferencia entre  tratamientos, lo que indica que
pertenecen a una misma poblacidn, entendiendo asi, que los
resultados en cuanto a la accion antimicrobiana son
estables en cuanto al diametro de incidencia, pero el
coeficiente de variahilidad indica que los datos no son
confiables, por lo tanto no se puede aseverar que existe

uniformidad en los diametros de halo.

Michel y Kenworthy (19), al trabajar con bacterias

’ . ro. .
productoras de acido lactico encontraron que nueve especies

[ . . . . - A N N
de estas inhiben el crecimiento de Fscherichia coli

. ' '
establecida en agar. Dentro de ecstas, el Streptococcus




faecium y Lactobacillus bulgaricus tuvieron una actividad

celular anti T, coli significativa. Caldos contenicndo

fermentos de L. bulgaricus produjeron altos niveles de

. o .
anti-toxina, que fueron beneficos al ser afiadidos a las

dietas de cerdos destetados precozmente.

llamdan y Mikolajcik (14), estudiaron scis cepas de

lLactobacillus acidophilus establecidas en leche descremada.

. ’ .

Observaron que las cantidades de <celulas viables se
. ¢

mantuvieron constantes por 14 dias a 5 G.C. Se establecio

una actividad antimicrobiana de 1. acidophilus_ contra

IEscherichia coli, Pseudomonas fluorescens y Staphylococcus

- » 3 3 - l
aureus. Aunque la actividad antimicrobiana fue en parte
. ! /. /. .
asociada con la produccion de acido lactico y Ph bhajo, sec
’
crec que otros productos metabolicos se encuentran

involucrados.

Los resultados de este experimento, concuerdan con los
resultados encontrados por otros autores. Es obvia 1a
actividad antimicrobiana, establecida de 2 maneras:

. [l
provocando un area de no crecimiento de Escherichia coli

alrededor de los discos impregnados de productos de

?
fermentacion de Lactobacillus acidophilus, y competencia,

favorable a estos, en ¢l caso de discos impregnados con

lactobacilos vivos.

l.actobacillus acjdophilus es pues, una bacteria gram

s . Ny .. C s
positiva que ejerce una accion antagonica sobre [Ischerichia

coli. Tal efecto se explica en base a que 1, acidonhilus
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' L
produce acido lactico y provoca con esto una reduccion en el
Ph del substrato a 5.3 -5.0, inhibiendo el desarrollo de E.

coli, la cual requiere un Ph mayor (6.0 - 7.0} y a su vez

existen evidencias sobhre actividad antimicrobiana provocada

por productos metabolicos. (14).

En la figura S5 se muestran las fotografias de un
cicmplo del tratamiento 1, en el que se anrecia la presenciy
de un  halo alrcededor del Jdisco indicador (A) v una

competencia entre lLactobacillus acidophilus y Tscherichia

coli, en la quc paulatinamete se ve una superioridad de L.

acidophilus (B).

FIGURA 5. Fotografias mostrando 1la accion antimicrobiana
de los Productos de Fermentacion de Lactobacillus
acidophilus contra FEscherichia coIT (A) ¥y TIa
competencia entre amhas espccies (FRJ.




En

CONCLUSTIONES

. . ’
base a las condiciones en que se llevo a cabo el

experimento se puede concluir lo siguiente:

Existe una marcada competencia entre Lactobacillus

acidophilus y Escherichia coli, en la que se puede

apreciar una superioridad de L. acidophilus.

. .
Los Productos de TFermentacion de Lactobacillus

acidophilus presentan un antagonismo quimico sobre

Escherichia coli, impidiendo su crecimiento y de

esta manera, actuando como agente antimicrobiano.



RESUMEN

E1 presente trabajo se llevd a cabo en cl Lakoratorio
de Diagnostico de Patologia Animal, en terrenos dec 1a
Fxposicion Ganadera, en el municipio de Guadalupe N.Il.;
fueron utilizadas 30 cajas petri, cada una de 1las cuales
constaba de 3 discos indicadores, con los que se probaron

los siguientes tratamientos: T1:lLactobacillus acidophilus

vivos implantados en un cultivo de F. coli. T2:Productos

. ' 13 [3 - -
de Fermentacion de lLactobacillus acidophilus implantados en

un cultivo de Escherichia coli. T3:Testigo a bhasc de agua

destilada implantada en cultivo de E. coli,

Se rcalizaron las siguientes pruebas bhioquimicas :
Triple Azudcar ilierro (TSI), Citrato de Simmons, Acido
sul fhidrico, indol y movilidad (SIM), Kovacs, Reaccion a la
Catalaza, adcm;s de observacion microscépica vy cultivos
selectivos. Mediante todas estas pruebas se establecio 1la

identidad de lLactobacillus acidophilus y Escherichia coli.

l.Las caracteristicas evaluadas fueron : Presencia o
ausencia de halo en 1los Jdiscos indicadores, competencia
entre bacterias, uniformidad en las caracter{sticas,

. 4 . . . P4 .
determinando asi la existencia de un antagonismo quimico o

- ’ » - L3
accion antimicrobiana,.

Los resultados fueron los siguientes: Presencia de halo
T1 2 por ciento, T2 86.2 por ciento y T3 N por cicnto;
Compctencia T1 86.2 por ciento y 0 en T2 y T3, el Testigo no

- 3 , -
presento ninguna reaccion, LLos datos se sometieron a una
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prueha de Chi cuadrada y se ohtuvo una diferencia
significativa. De el tratamiento 2 que presenté la
caracteristica de formaci&n de halo, se tomaron los
diametros de ecste y se hizo un anélisis de varianza,
resultando pertenecer todos a una misma poblaci&n, con un

cocficiente de¢ variabilidad indicando no confiabilidad de

los datos.

Finalmente se concluye que existe una competencia

marcada entrc lactobacillus acidophilus v Fscherichia coli

en la que se muestra superioridad por parte de 1los
lactobacilos, existiendo a su vez un antagonismo entre 1los

/
Productos de Fermentacion de L. acidophilus v . coli.
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APENDTICE



DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA DE CHI CUADRADA
PARA k MUESTRAS INDEPENDIENTES. (32).

1.- Se ordenan las frecuencias observadas en una tabla

de contingencia k x r.

2.- Se determina la frecuencia observada conforme a Ho
para cada celdilla con el producto de los totales marginales
comunes a la celdilla y la divisidn de este producto por N

(suma de cada grupo de totales marginales).

' > .
3.~ Se calcula X*2 con la formula siguiente :

X*2 = ﬁ ,ﬁ‘ ( 0ij - Eij )*2
T3

donde 0ij = numero de observaciones de esa
clasificacion en la fila i de
la columna j.

Eij = numero de casos esperados en
conforme a Ho que clasificaran

en la fila i de la columna j.
i; = sumar en todas las filas (r) y
en todas las columnas (k). es

decir, sumar las celdillas.

4.- Se determinan 1los grados de libertad
gl = (k-1)(r-1)
5.- Se determina la significancia del valor ohservado
de X*2; si la probahilidad de este es igual o menor que Alfa

= 0,05, se rechaza llo y se acepta H1,






