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RESUMEN

Existen protozoarios parasitos patdgenos que ocasionan dafios severos al humano,
teniendo una distribucion mundial, lo cual es un factor de importancia en paises en vias
de desarrollo en donde las condiciones sanitarias son deficientes e inadecuadas. Entre los
protozoarios patdgenos mayormente distribuidos en México, se encuentra G. lamblia
agente causal de giardiasis y T. vaginalis agente causal de la tricomoniasis. Para el
tratamiento de la giardiasis y la tricomoniasis, la droga de eleccion es el metronidazol,
sin embargo esta droga presenta multiples efectos secundarios indeseables en el humano,
por lo que es necesaria la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, por otra parte la
OMS ha recomendado el empleo de probidticos para el desarrollo de Terapias de
Interferencia Microbiana (MIT). Los probioticos son microorganismos vivos que, al ser
ingeridos acttan en forma benéfica al desarrollo de la flora microbiana del intestino,
ayudan a normalizar las funciones digestivas y a estimular la inmunidad humoral y
celular. También actia de manera benéfica en el desarrollo de la flora microbiana
vaginal. Los  probidticos  utilizados en  esta  investigacion  fueron
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium longum, Lactobacillus
casei rhamnosus, Lactococcus lactis y Lactobacillus plantarum. Debido a que en el
medio MPT es posible cultivar estos probidticos, G. lamblia y T. vaginalis, se realizaron
las cinéticas correspondientes. Se determiné el rendimiento celular de los probioticos
(UFC), siendo los mas eficientes B. longum, L.casei y L. plantarum. Se obtuvieron los
Factores Difusibles (FD) de cada probiotico, posteriormente se determiné la actividad
bioldgica sobre G. lamblia y T. vaginalis; los resultados indican que el FD de
L. plantarum tiene gran potencial giardicida y el FD de L. casei presenta el mayor
potencial tricomonicida. Sin embargo todos los FDP presentaron potencial giardicida y
tricomonicida, éstos resultados presentaron diferencia significativa con respecto al
control. Seria recomendable realizar estudios para identificar los metabolitos presentes
en los FDP presentan actividad inhibitoria del crecimiento axénico in vitro de G. lamblia
y T. vaginalis.
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ABSTRACT

There are pathogens parasitic protozoa worldwide distribution that cause severe damage
to human health, which is an important factor especially in developing countries where
hygiene is poor and inadequate. Among the protozoan parasites distributed mostly in
Mexico are Giardia lamblia which is causing of giardiasis, and Trichomonas vaginalis
which is causing of trichomoniasis. For the treatment of giardiasis and trichomoniasis,
the choice drug is metronidazole, but this drug has many undesirable effects in humans,
so it is necessary to search for new therapies. On the other hand, the World Health
Organization(WHQO) has recommended the use of probiotics for the development of
Microbial Interference Therapy (MIT). Probiotics are live microorganisms which,
promotes the development of microbial flora of the gut, help to normalize digestive
function and to stimulate the humoral and cellular immunity. It also stimulates the
normal development of vaginal microbial flora. The probiotics used in this research were
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium longum, Lactobacillus
casei rhamnosus, Lactococcus lactis and Lactobacillus plantarum. Because in the
medium MPT is possible to grow probiotics, G. lamblia and T. vaginalis were
performed for the kinetics. We determined the yield probiotics, the most efficient were
the diffusible factor (DF) from B. longum, L. casei and L. plantarum. The DF were
obtained from each probiotic, later was determined the biological activity in G. lamblia
and T. vaginalis. The results indicate that DF L. plantarum has great giardicida potential
and DF L. casei presents a great trichomonicida potential. However, all the DF had
potential giardicide and trichomonacide, these results showed significant difference
compared to control. It would be advisable for the development of studies to identify the
metabolites present in the diffusible factor of probiotics that present growth inhibitory
activity in vitro axenic culture of Giardia lamblia and Trichomonas vaginalis.

xXxii
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2.INTRODUCCION

2.1. Protozoarios parasitos patdégenos

Los protozoarios parasitos patdgenos causan enfermedades agudas y cronicas, entre
los protozoarios parésitos patdgenos que se encuentran distribuidos en todo el
mundo podemos. En Meéxico las principales infestaciones intestinales por
protozoarios parasitos son causadas por G. lamblia, éste parasito puede transmitirse
a través del contacto oral-fecal y del agua contaminada con quistes. La
trichomonosis urogenital humana, es una de las enfermedades de transmision sexual
(E.T.S.) y es causada por el protozoario parésito T. vaginalis, independientemente
de la etiologia de la enfermedad parasitaria, no hay que desestimar su posible
relacién con el cancer cervical y ciertas alteraciones epiteliales, denominadas
neoplasias, asi mismo, T. vaginalis actGa como vector potencial de otros organismos

concomitantes: Candida albicans, Gardnerella vaginalis, gonococos y otros virus.

A pesar de la importancia de las enfermedades como problema de salud pulbica, se
cuenta una reducida cantidad de drogas para el tratamiento de enfermedades
producidas por protozoarios, el tratamiento de eleccion son el metronidazol,
seguidas inmediatamente de iodoquinolona, paromomycina o fuorato de diloxanida
(Padilla, 1999). Sin embargo en varios estudios realizados se demuestra que estas
drogas tienen efectos que se caracterizan por producir muerte selectiva de
procariotes y eucariotes y en estudios posteriores se ha demostrado que esta droga
es tanto mutagénico como carcinogénico en modelos murinos (Legator, 1975),
ademas se ha observado resistencia de algunas cepas de protozoarios patdgenos de
algunos de los farmacos antimibianos mas usuales en la practica médica tal es el

caso de el metronidazol (Samarawickream et al., 1997).



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

2.2. Probiéticos

Los probdticos son microorganismos vivos que, al ser ingeridos como suplemento
de la dieta, afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la flora microbiana como
suplemento de la dieta, ademéas ayudan a normalizar las funciones digestivas y a
estimular la inmunidad humoral y celular. También la flora microbiana vaginal
actua en el desarrollo de proteccion contra infecciones vaginales (Macfarlane et al.,
1999).

Se han reportado resultados favorecedores atribuidos al empleo de probioticos en el
tratamiento contra la diarrea aguda y cronica ya sea de origen bacteriano o viral, y
en estudios previos también se ha observado la inhibicién del crecimiento de
G. lamblia al utilizar factores extracelulares provenientes de bacterias acido lacticas
(Salminen et al., 2005). Lactobacillus y Bifidobacterium, ambas pertenecientes al
grupo de las bacterias acido lacticas (LAB) son consideradas como los organismos
probidticos méas benéficos que contribuyen a la inhibicién de bacterias intestinales

dafinas (Donohue y Salminen, 1996).

Las bifidobacterias juegan un rol fundamental en el ambiente intestinal por lo tanto
es necesario que sea el grupo dominante de la microflora, ya que se han
comprobado beneficios adicionales a la salud, tales como mejoria en enfermedades
infecciosas, enfermedades crénicas intestinales como colitis ulcerosa,
inmunomodulacion, biodisponibilidad de nutrientes, enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus no insulinodependiente, obesidad, osteoporosis y

cancer (Kaloud y Stogmann, 1968).
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3. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los protozoarios pardsitos patdgenos generan enfermedades con una amplia
distribucion cosmopolita, las cuales son més frecuentes en paises en vias de desarrollo
en donde las condiciones sanitarias son deficientes e inadecuadas. En México, estas
enfermedades representan un problema importante de salud. EI metronidazol es
considerado como la droga sistémica de eleccién para el tratamiento de infecciones de
protozoarios parasitos patdgenos. Sin embargo esta droga presenta maltiples efectos
secundarios indeseables en el humano, se caracteriza por provocar muerte selectiva de
procariotes y eucariotes, ademas es mutagénica (bacterias), carcinogénica (modelos
murinos), neurotdxica (gatos) y recientemente en diferentes estudios se ha reportado la
resistencia de protozoarios parasitos patdgenos. Por ésta razén, es necesario realizar
estudios encaminados a la bldsqueda de alternativas para el control de la giardiasis y
tricomoniasis. Por lo cual, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda
realizar mas investigaciones encaminadas a la busqueda de terapias de interferencia
microbiana (Terapias MIT) empleando para ello microorganismos probidticos y sus
factores difusibles al medio, y asi en un futuro poder controlar las infecciones de
enfermedades parasitarias intestinales. El creciente interés en los probioticos para el
tratamiento de diferentes trastornos gastrointestinales ha llevado a incursionar en el area
buscando una alternativa terapéutica ya que se tiene conocimiento de que los probi6ticos

estimulan las funciones protectoras en el cuerpo humano.

A la fecha se han realizado pocos estudios de los efectos de los probioticos y sus
factores difusibles sobre protozoarios patogenos. Este trabajo se suma a investigaciones
realizadas al area de parasitologia clinica, microbiologia y area de alimentos, a los cuales
se les atribuyen efectos benéficos, pudiendo ser una terapia alternativa mas destacada a
futuro a la sustitucion de drogas para combatir cierto tipo infecciones provocadas por

protozoarios parasitos.
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4-HIPOTESIS

Algunos factores difusibles de probidticos presentan actividad biologica sobre el cultivo

axeénico in vitro de Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis

5-OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la actividad bioldgica de los factores difusibles de probidticos sobre
cultivos de Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis bajo condiciones axénicas

in vitro.
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5.2. Objetivos particulares

Protozoarios

1.-

Determinar la cinéticas de crecimiento de Giardia lamblia IMSS 0889 y
Trichomonas vaginalis, en el medio MPT en condiciones axénicas in vitro.

Probidticos

1.-

3.-

Establecer cinética de crecimiento de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus

casei, Lactobacillus casei rhamnosus, Lactobacillus  plantarum,
Lactococcus lactis y Bifidobacterium longum, empleando los medios M17-
caldo, MRS-caldo y MPT-caldo.

Determinar las UFC de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus casei rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis y
Bifidobacterium longum empleando los medios M17-agar, MRS-agar y MPT-
agar.

Obtener los factores difusibles de probidticos (FDP) de Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus casei rhamnosus, Lactobacillus
plantarum, Lactococcus lactis y Bifidobacterium longum.

Bioensayo

1.-

2.-

3.-

Determinar la actividad biolégica de los FDP a evaluar en diferentes
concentraciones  sobre el crecimiento de Giardia lamblia 'y
Trichomonas vaginalis, bajo condiciones axénicas in vitro.

Realizar el andlisis estadistico de los valores obtenidos de la actividad biol6gica
de cada uno de los FDP evaluados con el paquete estadistico SPSS para
Windows® version 2000.

Determinar la Concentraciéon Inhibitoria Media (Clsg) de los FDP sobre el
crecimiento de Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis, bajo condiciones
axénicas in vitro, evaluados mediante el analisis Probit.



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

6. ANTECEDENTES

6.1. Las infecciones por protozoarios parasitos patdgenos

Las infecciones por parasitos intestinales constituyen aun un importante problema de
salud, por sus altas tasas de prevalencia y amplia distribucién mundial, sobre todo en
las regiones tropicales y subtropicales, a pesar de que han aumentado los recursos
terapéuticos eficaces y que muchos paises han establecido programas de control para
las parasitosis (Savioli et al., 1992 y WHO, 1992).

Las infecciones por protozoos, se estima que 480 millones de personas sufren de
amebiasis causada por Entamoeba histolytica (WHO, 1990) y aumentan los reportes
de infecciones por protozoos intestinales, como G. lamblia, Cryptosporidium spp. y
Cyclospora cayetanensis, los que pueden causar diarreas cronicas e intensa con mala
absorcion, autolimitadas en individuos inmunocompetentes, como nifios y viajeros
procedentes de zonas endeémicas, hasta los trastornos marcados del equilibrio
hidromineral en pacientes afectados por el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(Okhuysen, 2001; Jong, 2002 y Gendrel et al., 2003).

Las infecciones producidas por un protozoo flagelado denominado por T. vaginalis
que causa la tricomoniasis vaginal también son alarmantes debido a que es la
principal enfermedad de transmisiénn sexual (E.T.S.), de etiologia parasitaria, no
viral de mayor prevalencia en el mundo; con un total de 170 millones de mujeres
infectadas cada afio (OMS, 1995). Todo esto ha llevado a que se aumente el interés
en la epidemiologia y la prevencion de estas infecciones emergentes (Lane y Lloyd,
2002 y Leclerc et al., 2002).
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6.1.2. Giardia lamblia

El protozoario Giardia lamblia, también conocido como Giardia duodenalis o
Giardia intestinalis, es un parésito del intestino delgado que puede causar
importante morbilidad tanto en paises desarrollados como en los subdesarrollados,
y que afecta principalmente a nifios, sobre todo en las edades de 1 a 5 afios (Ali y
Hill, 2003). En la actualidad, se considera a este protozoo como el principal agente
patdgeno encontrado en los brotes de transmision hidrica que han ocurrido en
algunos paises desarrollados, como Inglaterra y los Estados Unidos. En este
ultimo pais se calcula que provoca no menos de 5,000 admisiones hospitalarias al
afio (WHO, 1992; Hill, 1993 y Marshall, et al., 1997) y las tasas de prevalencia

parecen tener una tendencia al aumento (Kappus et al., 1994).

La infeccion por G. lamblia es transmitida a través de la ingestién de agua o
alimentos contaminados, y de persona a persona, por lo que en instituciones
cerradas como los circulos infantiles se puede presentar un riesgo mayor de
transmision. La giardiasis es considerada como la enfermedad intestinal producida
por protozoos mas frecuente en paises desarrollados y afecta un estimado de
alrededor de 280 millones de personas a nivel mundial (Lane y Lloyd, 2002;
Ali y Hill, 2003).

La tasas de reinfeccion por G. lamblia son altas en zonas endémicas, por lo que la
infeccion por este protozoo, a diferencia de otras parasitosis intestinales, resulta
muy dificil de controlar (Gilman et al., 1988; Dorea et al., 1996). En instituciones
como circulos infantiles, se ha llegado a considerar que la erradicacion de la
infeccion por G. lamblia en todos los nifios infectados no es conveniente, no solo
por el costo y los posibles efectos colaterales de los farmacos a emplear; sino
también debido a estas constantes tasas de reinfeccién (Novotny et al., 1990;

Furness et al., 2000). Desde el punto de vista clinico, la mayoria de los individuos
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infectados con G. lamblia son asintométicos, sin embargo, otros pueden
desarrollar manifestaciones clinicas, las que van desde trastornos digestivos ligeros
hasta diarrea crénica y malabsorcion intestinal (WHO, 1992; Hill, 1993 y
Marshall, et al., 1997).

6.1.2.1. Morfologia y biologia

Existen dos fases morfolégicas o estadios de este protozoo: el trofozoito
(forma vegetativa) cuyo habitat es el intestino delgado, y el quiste (forma de
resistencia) responsable de la transmision del parasito. Los quistes son entre
redondos u ovales y miden de 8 a 14 por 7 a 10 um. Cada uno de ellos tiene
cuatro nucleos y contiene estructuras como axonemas y cuerpos medianos.
Los flagelos, al igual que los axonemas, estan enrollados (Beaver, 1984;
Adam, 2001), Fig. 1.

Fig. 1. Morfologia tipica del
quiste de G. lamblia
Los trofozoitos tienen simetria bilateral, miden de 10 a 20 um de largo por 5
a 15 pm de ancho, y tienen la forma de “una gota lagrimal” cuando son
vistos en sentido dorsal o ventral. Son convexos en sentido dorsal y
presentan un disco adhesivo, concavo en su porcion ventral. Poseen cuatro
pares de flagelos dispuestos simétricamente. De ellos, dos son
anterolaterales, y dos posterolaterales, dos ventrales y un par caudal, los que
tienen su origen en ocho cuerpos parabasales colocados simétricamente en la
linea media, a la altura del borde superior de los nicleos. Ademas presentan
dos axonemas y dos cuerpos medianos. Los trofozoitos tienen dos nucleos
que son idénticos, ambos ovoides y con el endosoma central bien
diferenciado (Beaver, 1984; Adam, 2001), Fig. 2.
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Fig. 2. Morfologia tipica del trofozoito
de G. lamblia
Estos protozoos contienen cinco cromosomas y son poliploides. Algunas
estructuras, tales como las mitocondrias, el reticulo endoplasmico rugoso y
los nucléolos no han sido identificadas, lo que conforma la hipétesis de que
este organismo es un eucariota primitivo (Adam, 2001; Upcroft y Upcroft,
1998). Su metabolismo anaerobio similar al de los procariotas hace que sea
sensible a algunos farmacos antibacterianos especialmente los
nitroimidazoles, los que son activados para formar radicales toxicos (Upcroft
y Upcroft, 1998). Estas especies, segun Filice, son: Giardia agilis que
presenta los cuerpos medianos en forma de lagrimas y que es procedente de
anfibios; Giardia muris, con los cuerpos medianos pequefios y redondeados,
la que se encuentra en los roedores, aves y reptiles; y G. lamblia (también
Ilamada G. intestinalis o G. duodenalis), la que posee los cuerpos medianos
con una forma similar a las orejas de un martillo, que son mas
frecuentemente encontrados dobles que simples, y que se aisla
principalmente en los mamiferos (Adam, 2001). Existen dos especies
adicionales que son indistinguibles de G. lamblia por el microscopio de luz:
Giardia ardeae (de garzas) y Giardia psittaci (de pericos), las que han sido
identificadas a partir de las diferencias morfologicas en el examen por el
microscopio electronico. Otra especie, G. microti, ha sido descrita sobre las
bases de la especificidad de hospederos en ciertas especies de roedores

(Microtus spp. y Ondatra zibethicus).
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6.1.2.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida estd compuesto de dos estados fundamentales: el quiste y el
trofozoito. El quiste es la forma infecciosa de este protozoo, relativamente
inerte y resistente a los cambios ambientales, aunque puede ser destruido por
la desecacion y el calor. Sin embargo, es viable en agua fria hasta por 16
dias, y es resistente a las concentraciones de cloro utilizadas habitualmente
en los sistemas de acueductos. Después de la ingestion, ocurre el
desenquistamiento que comienza en el estbmago y se completa en el
duodeno, como resultado de la exposicion al pH &cido del estomago y a las
enzimas pancreaticas, quimiotripsina y tripsina. Se producen dos trofozoitos
(estado vegetativo) de cada quiste. Los trofozoitos se replican en las criptas
del duodeno y en la porcion superior del yeyuno, y se reproducen
asexualmente por fision binaria o biparticion. Algunos de los trofozoitos
pueden enquistarse en el ileon, posiblemente como resultado de la
exposicion a sales biliares o a la ausencia de elementos nutritivos como el
colesterol (Beaver, 1984 y Adam, 1998), (Fig. 3).

ramination of water, food, or
sfamites with infective cysts.

Al = nfectve Stage
AN = Diagnostic Stage

; RN
-,
Teophozoies &P

Fig. 3. Esquema del ciclo de vida de G. lamblia. (2) Los alimentos y agua contaminada
con G. lamblia son la fuente de infeccion de este paréasito. (1) En su forma infectante,
éste se presenta en forma de quistes, (3) Este quiste luego es ingerido por el
hospedador y en el intestino pasa a su fase de trofozoito. (5) El parasito es liberado en
fase de trofozoito o de quiste por las heces. Es ahi cuando G. lamblia puede
encontrarse en suelos, aguas y alimentos contaminados, capaz de infectar nuevamente
a otros organismos. (4) G. lamblia se reproduce mediante fision binaria, o biparticion.
Imagen tomada de www.CDC.com.

10
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La infeccion por Giardia puede ser transmitida por el agua o los alimentos, y
la via fecal-oral se puede complementar de persona a persona. Las frutas,
vegetales (Robertson y Gjerde, 2001) y el agua (Marshall et al., 1997) son
los vehiculos principales de la transmision. Sin embargo, poco se conoce
acerca de la importancia relativa de las diferentes rutas de la infeccion
(Ortega y Adam, 1997). Se ha sefialado la importancia de algunos fomites
entre los que se incluyen hasta los juguetes (Smalheiser, 2004) y algunos
vectores mecanicos como las moscas, los que pueden tener particular
importancia en los mecanismos de diseminacion de los quistes
(Graczyk et al., 2003).

Este protozoo se encuentra en animales domésticos como gatos y perros, asi
como en una variedad de animales silvestres como los castores, que han sido
implicados en brotes de transmision hidrica; sin embargo, no esté claro si los
humanos pueden ser infectados con aislamientos de Giardia procedentes de
animales. Aungue el potencial zoondtico de la giardiasis ha sido sostenido
por estudios de transmision cruzada entre los humanos y animales, un
analisis mas minucioso de estos estudios revela varias limitaciones en las

metodologias utilizadas.

6.1.2.3. Taxonomia

La clasificacion taxonoémica del protozoo Giardia ha sido un tema muy

polémico en los ultimos afios debido entre otras a las siguientes razones:

1. Muchas de las primeras descripciones taxondémicas de Giardia spp.,
asumieron una diferente especie, para cada huésped infectado y
consecuentemente se sobreestimo el nimero de especies.

2. Subsecuentemente se ha comprobado que las descripciones de especie
basadas sélo en las diferencias morfoldgicas detectadas por simple
microscopia optica, subestiman las diferencias entre aislamientos, cepas o

especies.
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3. Los experimentos de transmision cruzada de un huésped a otro han
producido resultados inconsistentes.

4. Las herramientas disponibles para distinguir los aislamientos de Giardia
han sido insuficientes, hasta la reciente introduccion de métodos de
biologia molecular y microscopia electronica para clasificar a
Giardia spp.

G. lamblia es un protozoo flagelado que ha sido ubicado taxonémicamente

de acuerdo con la descripcién de la Tabla 1.

Tabla |

Clasificacion taxonomica de G. lamblia (Levine et al, 1980)

Reino Protista
Subreino Protozoa
Protozoos que presentan un solo tipo de ndcleo,
reproduccion asexual, cuando existe,
Phyllum Sarcomastigophora esencialmente singdmica. Poseen flagelos,

seudépodos, o ambos tipos de organelas
locomotrices.

Trofozoitos que poseen tipicamente uno o mas
flagelos, reproduccion asexual, la que
Subphyllum | Mastigophora basicamente se produce por fisién binaria
longitudinal; en algunos grupos presentan
reproduccion sexual.

Cloroplastos ausentes, uno o varios flagelos
Clase Zoomastigophorea presentes, formas ameboides con o sin flagelos
en algunos grupos.

Con uno o dos cariomastigontes, cada uno, con
uno o cuatro flagelos; al menos, uno de esos
Orden Diplomonadida flagelos es recurrente; con dos nucleos, sin
mitocondrias o aparato de Golgi. Con quistes.
Pueden ser parasitarias o de vidas libres.

De 6 a 8 flagelos, dos nucleos y algunas veces
Familia Hexamitidae axostilos y cuerpos medianos o parabasales;
presentan simetria bilateral.

Difieren de otros miembros de la familia
Hexamitidae porque poseen un disco adhesivo,

Género Giardia X N
el que sirve como una organela para la fijacion,
en la superficie ventral del trofozoito.

Especie lamblia Es la Unica especie del género que ha sido

descrita en humanos.
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6.1.2.4. Epidemiologia

Este es uno de los protozoos mas comunes del hombre a nivel mundial.
Estudios realizados en algunos paises subdesarrollados han verificado que a
la edad de 3 afios todos los nifios han sido infectados en esas poblaciones
(Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997 y Procop, 2001). La infeccion con
este protozoo, estd emergiendo como una de las principales causas de diarrea
infecciosa no viral, en nifios que asisten a circulos infantiles, lo que ha
llevado a considerarlo como una enfermedad infecciosa reemergente
(Thompson, 2000).

En paises desarrollados, aunque la infeccién ocurre menos frecuentemente,
constituye un importante problema para la salud pablica. En los Estados
Unidos, por ejemplo, donde la prevalencia de infeccion parece estar
incrementandose, ésta es la principal causa de brotes de enfermedad
diarreica asociados con agua potable y es responsable de un estimado
minimo de 5,000 admisiones hospitalarias al afio (Kappus et al., 1994, y
Furness et al., 2000). Los factores de riesgo para la infeccion incluyen el
pertenecer al grupo de 1 a 4 afios de edad, asistir a guarderias infantiles,
ingerir agua no filtrada, viajar a paises donde la infeccion es altamente
endémica, las précticas de sexo oral-anal, y la presencia de ciertos trastornos
inmunitarios, como la hipogammaglobulinemia (Farthing, 1996; Ortega y
Adam, 1997 y Okhuysen, 2001). Los lactantes parecen estar mas protegidos,
y esto pudiera deberse al efecto de la lactancia materna o a una menor
probabilidad de ingerir quistes en estas edades (Farthing, 1996;
Faubert, 2000 y Tellez et al., 2003).

En paises subdesarrollados, los factores de riesgo para adquirir la infeccion
no estdn siempre bien definidos. Las infecciones ocurren mas
frecuentemente en nifios que en adultos, con especial énfasis en los

preescolares, aunque no esta claro ain si esto es debido a una mayor
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exposicion a la parasitosis en la nifiez temprana o al desarrollo de inmunidad
en la nifiez més tardia, después de repetidas exposiciones (WHO, 1990 y
Procop, 2001).

6.1.2.5. Control y prevencion

Los esfuerzos de la salud pablica para controlar la infeccion por G. lamblia
se han visto obstaculizados por la existencia de lagunas en los conocimientos
acerca de la biologia, la historia natural, la ecologia y la transmision del
microorganismo; asi como los factores de riesgo en diferentes condiciones, y
las respuestas clinicas e inmunitarias de la infeccion en el hospedero humano
(WHO, 1990 y Procop, 2001).

Es probable que el empleo de una sola medida de control no sea
completamente efectivo en la prevencion y el control de la infeccion. La
estrategia basica para el control de la transmision de G. lamblia se basa en
prevenir o reducir la exposicién a las heces infectivas. Los métodos para
Ilevar esto a cabo pueden ser sofisticados o simples y deben ser adaptados a

las situaciones locales.

En algunos paises desarrollados, la infeccion y la enfermedad han sido
asociados a brotes de transmision hidrica, en grupos de riesgo relativamente
bien descritos. Sin embargo, aun en estos paises, la mayoria de las
infecciones son mas bien esporadicas que asociadas a brotes, y casi siempre
el origen de la infeccion es desconocido. Tener la cultura del lavado de las
manos, la buena higiene personal, el uso de letrinas y de sistemas adecuados
para el deposito de las excretas son algunas de las principales medidas
recomendadas. Hay que tener en cuenta que en zonas endémicas, el papel de
la transmision persona a persona puede ser muy importante y las medidas de
control deben ir dirigidas a interrumpir este ciclo de transmision. Son muy

importantes la educacién sanitaria para promover la higiene personal, el

14



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

suministro de agua potable segura y la efectiva deposicion de excretas. La
importancia de los animales reservorios no esta clara ain y se necesitan
todavia mas investigaciones al respecto (Ortega y Adam, 1997 y Procop,
2001).

6.1.2.6. Patogenia y fisiopatologia

En los casos sintomaticos, se ha observado aplanamiento de las
microvellosidades, infiltracion linfocitica y malabsorcion. La presencia de
una toxina no ha sido bien y consistentemente demostrada hasta la fecha, y
son pocos los mecanismos potenciales identificados a través de los cuales el
protozoo pueda causar diarrea. La giardiasis provoca una malabsorcion de
electrolitos y fluidos asociada con una afectacion del borde en cepillo y una
disminucion del area de absorcion, por lo que la diarrea asociada con esta
parasitosis causa mas bien, una malabsorcion en vez de una secrecién activa
(Buret et al., 1992). El dafio del borde en cepillo de las microvellosidades y
la disminucién de la actividad de las disacaridasas pueden llevar a
incrementar las cantidades de disacaridos en la luz intestinal y causar diarrea

osmotica (Nain et al., 1991).

El papel protector de la microflora puede estar relacionado con la
competencia por sustratos nutricionales, la competencia especifica por sitios
receptores en la mucosa intestinal, la produccion de compuestos
antimicrobianos 'y metabolitos que inhiben el crecimiento de
microorganismos patdgenos, y la amplificacion de la respuesta inmune
(Perez et al., 2001). Las diferencias en la flora normal del huésped pudieran
explicar parcialmente la capacidad del parasito para provocar cuadros
clinicos variables en los hospederos (Singer y Nash, 2000 b y Torres et al.,
2000).
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6.1.2.7. Giardiasis

G. lamblia fue el primer protozoo humano, visto en 1681 por el cientifico
holandés Antonie Van Leeuwenhoek, quien lo observé precisamente en sus
propias heces diarreicas. Sin embargo, las ilustraciones de Leeuwenhoek no
fueron tan claras como las del profesor Vilém Lambl. Este flagelado fue
denominado inicialmente como Cercomonas intestinalis por Lambl en 1859;
sin embargo, el parasito recibié poca atencion hasta 1902, cuando el
parasitblogo norteamericano Charles Wardell Stiles comenzd a sospechar
una relacién causal entre la infeccion por este flagelado y las diarreas
(Cox, 2002 a) y propuso en 1915 una denominacion nueva G. lamblia en
honor del profesor A. Giard de Paris, y en del Dr. F. Lambl de Praga
(Beaver, 1984 y Adam, 2001). Los estudios més recientes han demostrado
que este parasitismo afecta al hombre desde tiempos prehistéricos (Ortega y
Bonavia, 2003). Aunque durante mucho tiempo se pensd que era un
comensal humano, no es hasta los afios 60 que se comienza a conocerse
claramente que puede producir diarreas y malabsorcién en el hombre (Cox,
2002 a).

El nombre de especie G. lamblia fue ampliamente aceptado hasta los afios
70, en los 80 se comenzo a extender el uso del término de G. duodenalis y en
los 90 el de G. intestinalis. Actualmente no existe una razén convincente
para abandonar el uso del nombre de G. lamblia, el cual ha sido ampliamente
aceptado en la literatura biomédica. A pesar de eso, la Comision
Internacional de Nomenclatura Zool6gica esta revisando aln esta cuestion
(Adam, 2001). En los 300 afios transcurridos desde que fue descubierto por
primera vez, este protozoo ha comenzado a reconocerse con fuerza, como un
parasito comin y un patégeno potencial a escala mundial; sin embargo, aln
existen muchos aspectos desconocidos como el nimero de especies que
infectan a los humanos, y cual es el papel, si existiese, que juegan los

huéspedes reservorios en la epidemiologia de la infeccion (Cox, 2002 a).

16



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

6.1.2.7.1. Manifestaciones clinicas en el hombre

La infeccion en el hombre tiene una evolucion clinica variable, que
va desde la infeccion asintomatica, la mayoria de las veces, hasta la
diarrea severa. Esto parece estar relacionado tanto con factores del
hospedero como del agente bioldgico. El periodo de incubacion
después de la ingestion de quistes es variable y puede ser tan corto
como una o dos semanas (Hill, 1993; Farthing, 1996; Ortega y Adam,
1997 y Procop, 2001). Los signos y sintomas de la enfermedad son
dificiles de distinguir de los de otras enfermedades gastrointestinales.
La infeccién no siempre produce diarrea. De hecho, otros sintomas
digestivos como los dolores abdominales y los cdlicos pueden ocurrir
mas frecuentemente que la diarrea (Beaver et al., 1984; Adam, 1998
y Aparicio Tijeras et al., 2004).

Giardia es reconocida como una causa de rapida pérdida de peso y
malabsorcion de grasas, y puede presentarse o mismo en forma
cronica, que en forma aguda. Se ha descrito incluso que la afeccién
de las funciones pancreaticas pudiera ser una causa de severa
malabsorcion en giardiasis (Carroccio et al., 1997). Diferentes
estudios han encontrado los niveles de algunos oligoelementos como
el hierro sérico, el zinc (Ertan et al., 2002 y Demirci et al. 2003) y el
magnesio (Olivares et al., 2003 y Kilic et al, 2004)
significativamente mas bajos en pacientes infectados con G. lamblia
que en controles, lo que pudiera deberse a la malabsorcién que se

produce en la giardiasis (Demirci et al., 2003 y Olivares et al., 2003).

Entre los sintomas digestivos mas comunes estan la diarrea, los
célicos o dolores abdominales, nauseas, meteorismo y disminucién
del apetito. En los pacientes con hipogammaglobulinemia, la

enfermedad puede ser mas grave, con tendencia marcada a la
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cronicidad y a la malabsorcion. Esto es mas evidente en las personas
con deficiencias de la IgA secretora. También se ha sefialado la
deficiencia subclinica de lactasa que puede llevar a una intolerancia
de la lactosa, que pudiera persistir aun un tiempo después de la
erradicacion del paréasito (Hill, 1993; Farthing, 1996; Ortega y Adam,
1997 y Procop, 2001).

Este parasitismo se ha visto muy relacionado con trastornos del
crecimiento y desarrollo en los nifios; algunos estudios han mostrado
que la infeccion por G. lamblia tiene un impacto adverso sobre el
crecimiento de los nifios (Farthing et al., 1986; Valencia et al., 1995;
Muniz-Junqueira y Queirdz, 2002, y Sackey et al., 2003) mientras
que otros no mostraron relacion entre la infeccion por G. lamblia y
trastornos nutricionales (Adam, 1998; Lunn et al., 1999 y Moya-
Camarena, 2002). Algunos autores postulan que las infecciones
asociadas con malnutricion en las edades tempranas de la vida
pudieran traer como consecuencia, alteraciones en la esfera
cognoscitiva en etapas mas tardias de la nifiez (Berkman et al., 2002
y Niehaus et al., 2002). De todas formas, numerosas investigaciones
se acometen para elucidar estos ultimos aspectos, debido a que en
ocasiones se hace muy dificil evaluar los efectos de la infeccidn por
este flagelado sobre el crecimiento, el estado nutricional y su
influencia en la esfera cognoscitiva en nifios, a causa de la existencia
de varios factores, como la presencia de multiples patégenos que

pudieran explicar estas diferencias en el crecimiento.
6.1.2.7.2. Diagnostico
Aunque el examen microscépico de las heces es el método mas

practico y efectivo para establecer la presencia de la infeccion en el

hombre, la eliminacion de quistes puede ser intermitente, lo que
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pudiera llevar a falsos negativos. Por esta razon, es importante la
realizacion de ex&menes seriados con el fin de aumentar la
sensibilidad (Hill, 1993; Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997 y
Procop, 2001). EI examen microscopico de las heces consume
tiempo y requiere muchas veces de buena calificacion y experiencia
del personal que realiza el diagnostico; los quistes y trofozoitos de
Giardia se pueden observar en frotis himedos directos o con
coloraciones permanentes. En ocasiones se ha descrito la presencia
de quistes retraidos que pierden su estructura normal y toman una
coloracion anormalmente azulosa o grisacea hialina con la coloracién

de lugol.

El empleo de métodos parasitolégicos de concentracion como el
método de Ritchie (formol-éter/acetato de etilo) o el de Faust (sulfato
de zinc) aumenta considerablemente la sensibilidad del examen
parasitologico; sin embargo, el uso de procedimientos de
preservacion de las heces con formalina pudiera afectar la
flotabilidad de los quistes en algunas métodos parasitolégicas como

la de concentracion por sacarosa (Moitinho et al., 1999).

6.1.2.7.3. Tratamiento

Un gran nimero de farmacos han sido empleados para los pacientes
sintomaticos, por su accion directa contra el parasito.
Los 5-nitroimidazoles son las drogas de eleccion. Algunos productos
de este grupo tales como el tinidazol y el secnidazol se han utilizado
en dosis Unica, pero en ciertos paises como en Estados Unidos, estos
medicamentos no se consiguen, por no haber sido aprobado adn su
uso por las agencias reguladoras (Farthing, 1996 y Ortega y Adam,
1998).
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Algunos  compuestos antihelminticos del grupo de los
benzoimidazoles, como el mebendazol, fueron ensayados con
resultados prometedores al principio, pero los estudios posteriores
demostraron una baja eficacia Otros estudios preliminares sefialaron
una buena eficacia in vitro del antihelmintico albendazol, pero en
ensayos clinicos posteriores se llegd a la conclusion de que su
eficacia es inferior a la de las drogas antigiardidsicas clasicas
(Gardner y Hill, 2001). Analogos del albendazol y el mebendazol han
sido sintetizados y probados in vitro contra G. lamblia y los
resultados indican que algunos de estos compuestos son tan activos
como el metronidazol contra G. lamblia (Navarrete-Vazquez et al.,
2003). Otros compuestos de este grupo, como el fenbendazol, ha
tenido buenos resultados en ensayos preliminares con modelos
animales (O’Handley et al., 1997; Zajac et al., 1998 y Keith et al.,
2003); sin embargo, su eficacia en humanos no ha sido adn bien
evaluada. La quinacrina, que fue uno de los primeros farmacos
efectivos para el tratamiento, se ha dejado de usar en algunos paises
por las reacciones secundarias que puede producir en determinados
pacientes (Gardner y Hill, 2001).

El tratamiento de los nifios asintomaticos es controversial. Aunque
generalmente se recomienda no tratar estos casos, en ciertas
ocasiones se recomienda basado en consideraciones de salud publica,
como pudiera ser el control de brotes de giardiasis en guarderias
infantiles, cuando otras medidas preventivas no son efectivas, o para
prevenir la infeccion en los convivientes con un alto riesgo de

enfermedad severa.
En los ultimos tiempos se ha aprobado el registro para uso en

humanos de otros nuevos farmacos, dentro de los cuales resalta la

nitazoxanida, un derivado nitrotiazolico, que ha mostrado una buena
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efectividad in vitro (Adagu et al., 2002), y ha sido utilizado con
éxito en varios ensayos clinicos (Rossignol, et al., 2002; Diaz et al.,
2003). Ademas del tratamiento con farmacos sintéticos que tienen
una mostrada efectividad contra la infeccion por este flagelado,
existen otras opciones terapéuticas potenciales las que incluyen una
combinacion de intervenciones nutricionales y fitoterapia (Hawrelak,
2003). Este enfoque es considerado atil por algunos autores, sobre
todo si se tiene en cuenta el riesgo de efectos colaterales de algunos
medicamentos, y la posible emergencia de cepas resistentes a
diferentes farmacos, como el metronidazol (Upcroft y Upcroft, 2001).

Los principales objetivos de una intervencion nutricional serian
reducir la sintomatologia aguda de la enfermedad, promover las
defensas del hospedero humano, e inhibir el crecimiento y la
replicacion del parésito. Esto pudiera lograrse mediante el consumo
de germen de trigo (Grant et al., 2001) y una dieta de alimentos ricos
en fibras (Hawrelak, 2003), pero bajos en grasas y en carbohidratos

simples.

La ingestion adicional de probidticos pudiera ayudar en la
eliminacion de la infeccion, al interferir en el crecimiento de la
infeccion por G. lamblia a través de diferentes mecanismos que
incluyen la competencia por los sitios limitados de adherencia (Fuller
y Gibson, 1997) y con nutrientes como la glucosa los que pudieran
ser utilizados por otros patdgenos (Vanderhoof y Young, 1998);
ademés de la estimulacion de la respuesta inmune (Heller y
Duchmann, 2003 y Schultz et al., 2003). Finalmente el consumo de
algunos productos fitoterapéuticos pudiera ser muy util, sobre todos
los que no tienen importantes efectos nocivos o toxicos, y los que han
sido usadas tradicionalmente para mejorar los sintomas y eliminar la
infeccion (Hawrelak, 2003).
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6.1.3. Trichomonas vaginalis

T. vaginalis es un protozoo flagelado causante de la trichomonosis urogenital
humana, es considerada una enfermedad de transmisién sexual (E.T.S.) con mas
prevalencia en el mundo (WHO, 1997). La primera descripcion cientifica de
T. vaginalis se debe a Donné en 1836:. “animaliculos en los materiales purulentos
y en los productos de secrecion de los 6rganos genitales del hombre y de la
mujer”. Recibid su nombre de Dujardin, un afio mas tarde (de “Tricho”: pelo y

“Monas”: zarandeado). Siendo Trichomonas vaginalis la especie tipo del género.

La asociacion y coexistencia de T. vaginalis con otros gérmenes, también
causantes de E.T.S., es bastante comun (Laga et al,1991; Zhang y Begg, 1994 ;
Sobel, 1997). Existen estudios en los cuales se hace mencion de la relacion
existente entre la trichomonosis y las infecciones provocadas por el virus del
papilomavirus humano (PVH) (Ter Meuien et al.,1992 y Jaminson et al., 1995).
Ademas se ha reportado que T. vaginalis puede actuar como transportador de otros
virus (Pindak et al., 1998 y Cu-Uvin et al., 2002).

6.1.3.1. Morfologia

La morfologia del parésito es muy variable, desde aspectos piriformes,
semilunares, esferoidales en medios liquidos, con una actividad locomotriz
muy intensa, hasta formas ameboides en medios semisélidos (agar), que
disminuyen su movilidad. Los agentes que determinan tal polimorfismo son
maltiples: la flora bacteriana concomitante, pH y presién osmética del
entorno y la riqueza de nutrientes del medio. Dentro del género
Trichomonas spp., la especie vaginalis ha sido la mas ampliamente
estudiada. Este patdgeno urogenital varia en talla y en forma, mide como
promedio 10 um de largo por 7 de ancho. Su apariencia varia de acuerdo a

las condiciones fisico quimicas del medio donde se encuentre.
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En cultivos axénicos adopta una forma ovalada, y tiende a ser mas uniforme
que cuando se adhiere a las células epiteliales vaginales, donde adquiere una
forma ameboide (Arroyo et al., 1993). Trichomonas vaginalis es un
protozoo que posee 5 flagelos; cuatro de ellos localizados en su porcion
anterior y un quinto que recorre todo el borde externo de una expansion
protoplasmética llamada membrana ondulante que ocupa los dos tercios
anteriores del parasito. La principal funcion de estos flagelos es el
desplazamiento del parasito con movimientos de rotacion y traslacion. En
condiciones ambientales desfavorables el parasito puede internalizar los
flagelos adoptando una forma semirredondeada a la cual algunos han

denominado seudoquistes (Honigber y Brugerolle, 1990).

Posee un nucleo redondeado u ovalado, localizado en la porcién anterior del
trofozoito, con cromatina granular uniformemente distribuida y cariosoma
subcentral. A partir del nucleo sale una estructura de aspecto hialino
denominada axostilo que se extiende en forma longitudinal por todo el
parasito. El citoplasma incluye granulos que tienen importantes funciones
metabdlicas como son las vacuolas digestivas y los hidrogenosomas
denominados asi por su relacion con la produccion de hidrogeno molecular
(Muller, 1988).

La membrana plasmatica es una estructura de gran interés, ya que
sucomposicién bioquimica puede estar relacionada con marcadores de
patogenia. Se han estudiado mediante lectinas ciertas glicoproteinas
relacionadas con la virulencia (Wantor & Honigberg, 1983). Se ha
comprobado la existencia de receptores superficiales para proteinas propias
del hospedador, relacionando el hecho con su comportamiento patogeno.
En la Fig. 4 muestran esquemas de la morfologia microscopica de

T. vaginalis.
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Fig. 4. Morfologia tipica del trofozoito de Trichomonas vaginalis. Imagen
gue muestra los organelos tipicos de T. vaginalis.

6.1.3.2. Ciclo de vida

T. vaginalis s6lo existe en forma de trofozoito. Se localiza en la vagina,
glandulas prostaticas, vesicula seminal y uretra; en condiciones dptimas se
multiplica de forma asexual por fision binaria longitudinal dando lugar a dos
nuevos trofozoitos. La forma mas comudn de transmision es de persona a
persona, a través del contacto sexual. T. vaginalis se divide mediante fision

binaria, con division nuclear pleuromitética.

La fuente esencial de energia es la glucosa que estimula fuertemente su
crecimiento, siendo otros azucares utilizados en menor grado, a excepcion de
la galactosa y la lactosa, que no parecen ser utilizados. La riqueza de la
cavidad vaginal en glucégeno y glucosa permiten explicar la notable
multiplicacién del parasito en este medio. T. vaginalis posee enzimas que
permiten un metabolismo activo de los gldcidos tanto por la via de
Embden-Meyerhof como por el ciclo de las pentosas, siendo capaz de fijar
anhidrido carbonico. T. vaginalis no forma quistes de resistencia. Sin
embargo, se puede observar en vagina y uretra masculina, asi como en los

cultivos agotados, la existencia de parasitos redondeados e inmoviles sin

24



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

flagelos visibles, que algunos consideran formas de resistencia, denominadas

polimastigontes (Honigberg & Brugerolle, 1990).

Los trichomonas polinucleares no pueden ser considerados como formas
quisticas, dada su escasa resistencia a la desecacion y a las variaciones de
pH. En la Figura 5. se presenta el ciclo de vida de T. vaginalis.
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vaging or onfice
of urethra

Fig. 5.- Ciclo de vida de T. vaginalis. Las etapas que componen el ciclo de
vida de T. vaginalis son las siguientes: 1) En adultos la trasmision
es directa por intercambio sexual. 2) Su reproduccion es por
division binaria. 3) Los trofozoitos, en general solo infectan la
superficie del tracto vaginal y el cérvix en la mujer. En el varén
infectado la localizacién mas comun es el epitelio uretral y las
glandulas prostéticas. En el contacto sexual con el varon infectado
la mujer adquiere el parasito y viceversa. Imagen tomada de
www.CDC.com.
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6.1.3.3. Taxonomia de T. vaginalis

T. vaginalis, segun la revision realizada por Levine et al., 1980, para la

clasificacion de los protozoos, presenta la siguiente clasificacion taxonémica

(Beaver et al, 1994), enlistada en la Tabla II.

Tabla Il

Clasificacion taxonomica de T. vaginalis Donné 1836 (Beaver et al., 1994)

Reino Protista (Aeckel, 1866, Whittaker, 1977)
Subreino Protozoa (Goldfiis, 1818, VVon Siebold, 1845)
Filo 1 Sarcomastigophora (Honigberg & Balamuth, 1963)
Sublilo 1 Mastigophora (Diesing, 1866)

Clase | Zoomastigophorea (Calkins, 1909)

Superorden 1

Parabasilidea

(Honigberg, 1973)

Orden Vii Trichomonadida (Kirby, 1947, Mattern & Honigberg, 1974)
Familia Trichomonadidae (Chalmers & Pekkola, 1918, Kirby, 1946)
Subfamilia Trichomonadidae (Honigberg, 1963)

Género Trichomonas (Donné, 1836)

Especie Trichomonas vaginalis | (Donné, 1836, Ehrenberg, 1838)

6.1.3.4. Epidemiologia

T. vaginalis, tiene una distribucion cosmopolita. La infeccion tiene una

incidencia de mas de 170 millones de casos anualmente a nivel mundial, en

los Estados Unidos se reportan aproximadamente 3 millones de casos nuevos

por afio (WHO, 1997). En Cuba existen muy pocos antecedentes de estudios

que indiquen la prevalencia de la trichomonosis y la mayoria han estado

dirigidos a relacionar la presencia o no del parasito con alguna enfermedad

del sistema genito-urinario. Esta infeccion se ha relacionado con el cancer
cervical (Gram et al., 1992; Kharsany et al., 1993; Zhang y Begg, 1994;

Viikki et al., 2000), la enfermedad pélvica inflamatoria (Heine y Mc Gregor,

1993) y la infertilidad (Grodstein et al., 1993). Las mujeres infectadas
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durante el embarazo poseen predisposicién a la ruptura prematura de
membranas placentarias (Minkoff et al., 1984; Saurina y McCormack,
1997), al parto prematuro y a tener hijos de bajo peso al nacer (Cotch et al.,
1997), lo cual se traduce en importantes implicaciones médicas, sociales y

economicas (Carey y Klebanoff, 2001 y Smith et al., 2002).

El principal mecanismo de transmision de la infeccidn es el contacto sexual.
En forma ocasional puede ser contraida a traves de bafios de inmersion en
piscinas, y por uso compartido de ropa interior y toallas. Esta forma de
transmision extravénerea tiene lugar fundamentalmente en nifias y en
mujeres virgenes. Los recién nacidos hijos de madres infectadas pueden
adquirir el parasito a través de su paso por el canal de parto. Del 2-17% de
las infecciones en el neonato han tenido lugar por este mecanismo. En los
Estados Unidos, la tasa de infeccion por T. vaginalis es mayor en mujeres de
la raza negra que en las blancas, lo que parece estar asociado a factores

socioecondmicos Yy al nivel de educacion (Petrin et al., 1998).

El trofozoito es muy labil y se destruye con facilidad en el medio ambiente,
especialmente en ausencia de humedad y pH adecuados, sucumbe a
temperaturas mayores de 40° C o a la exposicion directa de la luz solar. La
temperatura Optima de desarrollo en cultivos es de 37° C, reproduciéndose
cada 5 a 9 horas. La acidez normal de la vagina (pH 4 - 4.5) generalmente
desfavorece la infeccion. Una vez establecida la infeccién el mismo parasito
provoca una tendencia a la alcalinidad, con lo cual favorece su crecimiento.
El hallazgo de este protozoo en las adolescentes esta en estrecha relacion con
la presencia de factores de riesgo tales como, el inicio precoz de las
relaciones sexuales y la falta de educacion en cuanto al uso del condén como
método no solo anticonceptivo sino también preventivo de las E.T.S., en
relacién a estas causas, se ha reportado que un 39% de las adolescentes

estudiadas habian comenzado su actividad sexual antes de los 15 afios
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(Jaminson et al., 1995). Otro factor condicionante de no menos importancia,

lo es sin dudas, las multiples parejas sexuales.

6.1.3.5. Control y prevencion

La manera mas segura de evitar el contagio de enfermedades de transmision
sexual es la abstencion del contacto sexual, o tener una relacion estable y
mutuamente mondgama con una pareja que se haya hecho las pruebas de
deteccion y que se sabe que no tiene ninguna infeccion. Los condones de
latex para los hombres, cuando se usan de manera habitual y correcta,
pueden reducir el riesgo de transmision de la trichomonosis. Cualquier
sintoma en el area genital, como por ejemplo secrecién o ardor al orinar, una
llaga o irritacion poco usual, debe ser razén para dejar de tener relaciones
sexuales y consultar con un medico de inmediato. Una persona a quien se le
haya diagnosticado trichomonosis (o cualquier otra E.T.S.) debe recibir
tratamiento y avisar a todas las personas con las que haya tenido relaciones
sexuales recientemente para que éstas también consulten a un médico y
puedan tratarse. Esto reduce el riesgo de que las parejas sexuales presenten
complicaciones por la trichomonosis y el riesgo de re-infeccion en las
personas que han tenido el parasito. Una persona con trichomonosis y todas
sus parejas sexuales recientes deben dejar de tener relaciones sexuales para
hacerse el tratamiento contra la infeccion y esperar a que desaparezcan los

sintomas (http://www.cdc.gov/std/).

6.1.3.6. Patogenia y fisiopatologia

El mecanismo exacto de patogenia se desconoce, la relacion parasito-
hospedador es muy compleja y el amplio rango de manifestaciones clinicas
no puede ser atribuido a un Unico mecanismo de patogenia. La membrana
celular de T. vaginalis debe jugar un papel clave (Petrin et al., 1998), puesto

que interviene en la adherencia, interaccion parasito-hospedador e
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incorporacion de nutrientes, procesos en los que intervienen las proteinas y

glicoproteinas superficiales.

Las investigaciones actuales estan dirigidas a los eventos iniciales que se
requieren para el establecimiento de la infeccion. Entre los factores que
intervienen en la patogenia se han descrito dos tipos de mecanismos:
mecanismos contacto-dependientes y mecanismos independientes. En
relacién con los primeros se ha sefialado la adherencia de T. vaginalis a las
células epiteliales. Alderete et al., en 1992 describieron cuatro proteinas de
superficie denominadas adhesinas con masas moleculares de 65, 51, 33 y 23
Kda que median la interaccion del parasito con las células epiteliales y las
protegen de la citotoxicidad contacto-dependiente (Alderete et al., 1992).
Las adhesinas se expresan de forma alterna con una glicoproteina altamente
inmunogeénica que se conoce como P270. EI proceso de adhesion requiere
ademas de la presencia de cistein proteinasas del parésito. Se han
identificado al menos 11 proteinasas en la superficie del parasito que
participan en los procesos de adhesion por mecanismos aun no esclarecidos
(Arroyo y Alderete, 1989).

La laminina es una glicoproteina especializada de las células vaginales
localizadas en la membrana basal del epitelio que promueve la adhesion,
diferenciacion y se ha comprobado que tiene propiedades quimiotécticas. Se
ha demostrado a T. vaginalis adheridas a plasticos cubiertos con laminina
(Costa e Silva Filho et al, 1988) y endocitando particulas de poliestireno
cubiertas con laminina (Benchimol et al, 1990). T. vaginalis tiene receptores
para otra glicoproteina que estd presente en las células de la vagina,
denominada fribronectina, la cual se expresa en la membrana basal y es
secretada al suero. T. vaginalis puede encontrarse unida a la fibronectina de
las células del hospedero (Peterson y Alderete, 1982), pero no esté claro si la

funcion del receptor de fibronectina esta relacionado con la adquisicion de
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nutrientes, con la adhesion (Alderete et al., 1994) o con la combinacion de
ambas funciones (Gold y Ofek, 1992).

Los carbohidratos (D-lactosa y N-acetil-B-D-glucosamina) presentes en la
superficie de T. vaginalis y el posible papel de estas moléculas en el
fendmeno de adhesion fueron descritas por Wantor y Honigberg, 1983. La
presencia de carbohidratos parece estar relacionada con la virulencia (Kon et
al., 1988) y se piensa que algunas de estas moléculas pudieran estar
involucradas en la lisis de eritrocitos (De Carli et al., 1994), en la fagocitosis
de células blanco  (Benchimol y De Souza, 1995) y asociadas al fendmeno
de susceptibilidad a drogas (Dias Filho et al., 1992).

En relacion a los mecanismos contacto independientes, Garber et al., en
1989, describieron wuna sustancia soluble denominada factor de
despegamiento celular (CDF), que cuando se pone en contacto con
monocapas de células en cultivo in vitro provoca el desprendimiento de estas
células de los cultivos (Garber et al., 1989). Esta sustancia parece ser una
glicoproteina y es inmunogénica en el hombre. Su papel patégeno no se
conoce, pero podria ser responsable de la produccion del eritema visto en la
mucosa vaginal durante la infeccion aguda. En otra comunicacién, Garber y
Lemchuk- Favel en 1990 hacen referencia a que los niveles de CDF se
correlacionan de forma directamente proporcional con la severidad de los
sintomas clinicos producidos en el curso de la trichomonosis, por lo que se
considera que puede ser un importante marcador de virulencia de esta
parasitosis (Garber y Lemchuk-Favel, 1990). La concentracion de CDF
puede variar por tres factores fundamentalmente: el tiempo en que se
demoran en crecer los parasitos, previo a la preparacion del filtrado, el
tamafio inicial del inoculo y el pH del medio. ElI CDF purificado es activo
en un rango de pH entre 5.0-8.5 con una actividad 6ptima a pH 6.5 e inactivo
por debajo de 4.5. Esta observacion es muy importante desde el punto de

vista clinico pues como es conocido el pH normal de la vagina es de 4.5,
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pero durante la trichomonosis puede elevarse por encima de 5.0 lo cual
sugiere que el CDF puede constituir un importante factor en la patogénesis
de la enfermedad (Garber et al., 1989). El factor de despegamiento celular
disminuye su actividad con el beta estradiol. Los sintomas de la infeccion
pueden estar influenciados por la concentracion vaginal de estrégenos. Esto
puede explicar el empeoramiento de los sintomas durante la menstruacion,

cuando los niveles de estrogenos son mas bajos (Garber et al., 1991).

La interaccion de T. vaginalis con los miembros de la flora vaginal (Petrin et
al, 1998) asi como los mecanismos propios del parésito para evadir la
respuesta inmune del hospedero (Alderete et al, 1992; Provenzano y
Alderete, 1995) también han sido mencionados como importantes factores
relacionados con la patogenicidad. Todos estos aspectos han contribuido a
que la relacion huésped parasito en el curso de la tricomoniasis se considere
muy compleja y que el amplio rango de sintomas clinicos que pueden tener
lugar durante el proceso de infeccion no debe ser atribuido a un solo

mecanismo de patogenicidad.

6.1.3.7. Tricomonosis

Esta parasitosis presenta una distribucion cosmopolita, identificandose en
todos los grupos raciales y en todos los estratos socioeconémicos (Petrin et
al., 1998; Sorvillo et al., 2001 y Wallace et al., 2002). Los datos mas
recientes muestran una incidencia anual de mas de 170 millones de casos en
el mundo (WHO, 1997), pero la prevalencia real es desconocida pues la
enfermedad no se notifica. En la mayoria de los casos el diagnostico se
realiza mediante la observacion microscopica del frotis directo simple del
exudado vaginal (oscila entre un 38 y un 80 %) (Martin et al., 1967; Mc
Cann, 1974 y Borchardt y Smith, 1991). Las formas clinicas en el curso de
la trichomonosis son muy diversas y van desde las formas asintomaticas

hasta formas sintomaticas severas con presencia fundamentalmente de

31



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

leucorrea, prurito, dispareunia y punteados hemorrgicos que pueden tener
localizacion vulvar, vaginal y en el cuello uterino (Wendel, 2003). En el
hombre, generalmente la infeccién se presenta de forma asintomatica, en
algunos casos puede ser la causa de uretritis y prostatitis (Skerk et al., 2002
y Price et al., 2003). Los mecanismos que influyen en la patogénesis ain no
han sido bien identificados, lo cual ha motivado polémica entre algunos

investigadores.

6.1.3.7.1. Manifestaciones clinicas en el humano

La trichomonosis es una enfermedad del tracto urogenital humano de
trasmision venérea, que si bien no es grave, produce un cuadro
clinico muy variado. Asi, la cifra de casos asintomaticos se aproxima
al 40% en la mujer, adn cuando el dato pudiera incrementarse en la
formacion higiénico-sanitaria de las pacientes, habiéndose apuntado
una marcada subjetividad en la apreciacion de los sintomas (Rojas et
al., 1999).

Segun datos experimentales, el periodo de incubacién de la
tricomonosis es de 4 a 28 dias (Beaver et al., 1994). La presencia de
sintomas es méas frecuente en el sexo femenino; en el hombre
generalmente provoca escasa 0 nula sintomatologia (Dragsted et al.,
2001). Las variadas formas clinicas de la enfermedad dependen
probablemente del nimero y virulencia del paréasito, de la resistencia
del huésped y del valor de pH en la vagina. Se ha sugerido que este
protozoo pudiera ser el responsable de la induccion de cambios en la
mucosa cervical humana, que van desde la displasia hasta el
carcinoma in situ (Bechtold y Reicher, 1991). En general las
manifestaciones clinicas de la trichomonosis son inespecificas y
cualquier causa de cervicitis y vulvovaginitis como las provocadas

por Neisseria gonorrhoeae, Candida albicans, Chlamydia
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trachomatis y Gardnerella vaginalis pueden ser semejantes a las
provocadas por T.vaginalis (Atias, 1994). Algunos autores sefialan
que la presencia de T. vaginalis contribuye a la esterilidad en varones
como en mujeres al estar presente en los 6rganos utogenitales (Hynie
et al., 1960; Jarecki-Black et al., 1998; Daly et al., 1999; Krieger,
1984 y Joyner et al., 2000).

6.1.3.7.2. Diagnostico

Las manifestaciones clinicas no brindan elementos suficientes para
efectuar un diagnostico exacto o de certeza de la trichomonosis. La
existencia de portadores asintomaticos hace que necesariamente el
diagndstico esté basado en algin método que demuestre la presencia
del parésito. La sensibilidad de las diferentes métodos guarda
estrecha relacién con el nimero de parasitos y con el método
empleado. Los métodos directos consisten en la demostracion por
microscopia Optica de parésitos moviles, principalmente en secrecion
vaginal y son: el examen directo simple del exudado vaginal y el

cultivo in vitro.

El método de examen directo simple del exudado vaginal, permanece
aun como el mas ampliamente usado para el diagndstico de la
trichomonosis, por ser un procedimiento Gtil, sencillo, rapido y de
bajo costo, aunque poco sensible. Bajo las mejores circunstancias
alcanza una sensibilidad de solo un 38-80% (Martin et al., 1967; Mc
Cann, 1974, y Borchardt y Smith, 1991). La posibilidad del examen
directo para detectar el paréasito esta directamente relacionada con el
namero de T. vaginalis, se requieren aproximadamente mil parasitos
por mL de secrecion para un examen directo positivo. La aplicacién
de ducha vaginal poco tiempo previo a la toma de la muestra, puede
provocar una reduccion importante de la sensibilidad del diagnostico.
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El examen directo de la orina es util especialmente en pacientes del
sexo masculino. Consiste en la observacion directa de la orina o del
sedimento urinario obtenido por centrifugacion a baja velocidad de la
muestra. La método de coloracion de Papanicolaou se ha usado como
medio de pesquisa de bajo costo y efectiva para detectar mujeres con
T. vaginalis (Borchardt y Smith, 1991).

6.1.3.7.3. Tratamiento

Desde 1959, el metronidazol constituye el farmaco de eleccion para
el tratamiento de la tricomoniasis, aungue ya en la década de los afios
60 se comenzd a reportar la aparicion de casos clinicos con
infecciones refractarias después de un tratamiento adecuado (Aure y
Gjonnaes, 1969; Diddle, 1969 y Kurnatowska, 1969). Sin embargo,
la existencia de cepas de T. vaginalis resistentes a esta droga no fue

confirmada hasta 1979 (Meingassner y Thurner, 1979).

No fue hasta el afio 1959 cuando se encontrd que un nitroimidazol
derivado del Streptomyces, tenia alta efectividad en el tratamiento
sistémico de la tricomoniasis. Se trataba del (hydroxietil-2-metil-5-
nitroimidazol, comunmente denominado metronidazol o flagyl. Con
anterioridad a esta fecha, solamente se disponian de preparaciones
topicas vaginales que atenuaban los sintomas de la enfermedad, pero
no se lograba su absoluta curacion, pues este tratamiento local no era
capaz de penetrar el epitelio vaginal ni uretral (Lossick y Kent,
1991).

El metronidazol penetra a las células por el mecanismo de difusion
simple y es activado en los hidrogenosomas (Muller, 1986), donde el
grupo nitro de la droga es reducido anaerobicamente por la enzima

piruvato  ferridoxinaoxidoreductasa, resultando en radicales
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intermediarios citotoxicos. Estos radicales se fijan a las cadenas de
ADN del parésito provocando su ruptura y por consecuencia la
muerte del parasito. La respuesta es rapida cesando la motilidad y la
division celular una hora después de la administracion de la droga. La
muerte del parasito ocurre a las 8 horas de aplicado el medicamento
como ha quedado demostrado en cultivos celulares (Tocher y
Edwards, 1994; Martinez y Caume, 2001, y Crossnoe et al., 2002). El
parasito puede desarrollar tanto resistencia anaerébica como aerdbica
(Cerkasovova et al., 1986). Sin embargo, en la mayoria de los casos
esta Gltima ha sido reportada en aislamientos clinicos resistentes al

metronidazol (Upcroft y Upcroft, 2001).

La resistencia aerdbica aparece con la disminucion de la habilidad de
los parésitos para mantener la anaerobiosis en su interior. Esto ocurre
debido a un decrecimiento de la afinidad de su sistema respiratorio
por el Oy, el cual es un potente aceptor de electrones de los radicales
nitro y puede inhibir la accion de la droga e incluso interferir con la
activacion del metronidazol (Cerkasovova et al., 1986 y Quon et al.,
1992). Los fallos en el tratamiento casi siempre han sido relacionados
con tratamientos incompletos e inadecuados (Grossman y Galask,
1990), con pobre absorcién de la droga (Kane et al., 1961),
inactivacion del medicamento por la flora vaginal (Benazet y

Gillaume, 1971) y con las reinfecciones (Korner y Jensen, 1976).

La existencia de aislamientos de T. vaginalis resistentes a los
nitroimidazolicos fue confirmada a partir de los estudios de
susceptibilidad in vitro y desde entonces se han reportado
aislamientos resistentes a la droga en Estados Unidos y en varios
paises europeos y africanos (Van der Weiden y Van der Meijden,
1990; Meri et al., 2000; Schmid et al., 2001; Lo et al., 2002 y Dunne
et al., 2003).
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6.2. Probiéticos

Recientemente en una convencion de expertos de la Organizacion Mundial de la
Salud y de la Organizacion de Alimentos y Agricultura de las Naciones Unidas
(FAO/OMS 2001), una definicion simple y ahora ampliamente aceptada fue
propuesta, esta define al termino probidtico como “microorganismos vivos los cuales
cuando son administrados en las cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud

de quien los consume”.

En 1857 las bacterias lacticas fueron descubiertas por Louis Pasteur, en 1878 Lister
reportd el aislamiento de bacterias a partir de la leche acida, en 1889 Henry Tissier
descubri6 especies de Bifidobacterium, y Lactobacillus acidophilus fue descubierto
por Moro en 1900. En el origen del concepto de probidtico es importante referenciar
a Ellie Metchnikiff, el cientifico ruso padre de la teoria celular de la inmunidad, y a
su obra titulada “la prolongacion de la vida: estudios optimistas”, aparecieron en
1908, el mismo afio en el que su autor recibié el Premio Nobel (Podolsky, 1998).
Metchnikiff atribuy6 a los procesos de putrefaccién debidos a bacterias intestinales,
la produccién de sustancias toxicas (indol, aminas, amonio) que pasarian al medio
interno, causando un proceso de autointoxicacion responsable de acortamiento de la
vida. Sin embargo, y junto a soluciones mas drésticas, €l propuso la posibilidad de
modificar el equilibrio entre poblaciones bacterianas putrefactas (nocivas) y
fermentativas (beneficiosas), a favor de estas ultimas, inspirado por la observacién de
la notable longevidad de poblaciones bualgaras en cuya dieta habitual figurable el
yogurt, éstas ideas fueron discutidas, tanto en su planteamiento fundamental de la
existencia de una falta de armonia en el organismo, que es necesario equilibrar si se
desea alcanzar la “longevidad sin envejecimiento” como en su eleccion de consumo
del “Bacillus bulgaricus” para alcanzar la salud y equilibrio (Podolsky, 1998 y
Tannock, 2004). En 1930 el doctor Minoru Shirota aislé a partir del intestino
humano lactobacillus y tras varias investigaciones logro fortalecerlos, haciéndolos

resistentes a los jugos gastricos y biliar (http://www.yacult.com).
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La flora intestinal es un complejo ecosistema compuesto por varios cientos de
especies de microorganismos, la mayoria de ellos del género bacteria. Este
ecosistema incluye algunos microorganismos considerados patdgenos por su
capacidad de invadir al huésped, pero también contiene numerosas especies capaces
de promover efectos benéficos para la salud. Existen modificaciones transitorias en
la relacién con cambios dietéticos o derivadas del uso de antibi6ticos, pero suelen ser

reversibles, de modo que cada individuo mantiene una flora estable (Guarner, 2002).

Para que un probidtico sea ideal debe de sobrevivir al tracto gastrointestinal.
Llegando intacto al intestino, por lo que necesita ser capaz de adherirse al epitelio
para colonizarse y asi aumentar la acidez, lo que impide que se desarrollen bacterias
que provocan enfermedades. Se han realizado trabajos que demuestran los efectos
benéficos de las bacterias lacticas (probioticos) en el tratamiento y prevencion de
trastornos digestivos en el hombre (Saxelin, 1997).

6.2.1. El género Lactobacillus

La mayoria de las cepas bacterianas consideradas como probi6ticOs pertenecen al
grupo de bacterias del acido lactico”, que comparten la propiedad de generar ésta
molécula como principal producto de su metabolismo fermentativo. Miembros de
este grupo son bacterias de los géneros Lactobacillus, Lactocooccus,
Enterococcus,  Streptococcus,  Pediococcus,  Leuconostoc,  Weissella,

Carnobacterium, Tretagenococcus, y Bifidobacterium (Klein et al., 1998).

Un miembro caracteristico del grupo de bacterias acido lactico es el género
Lactobacillus. Los Lactobacillus son bacilos o cocobacilos Gram-positivos no
esporulados, que , como miembros del Phylum Firmicutes, tienen un contenido
de G+C inferior al 50%; aerotolerantes o anaerobios , su metabolismo es
fermentativo, distinguiéndose especies homofermentatadoras y
heterofermentadoras, y sus complejos requerimentos nutritivos reflejan sus

nichos ecoldgicos ricos en carbohidratos: plantas, residuos vegetales, alimentos
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fermentados y como componentes de la microbiota de compartimentos del
cuerpo de animales (especialmente el intestino) (Tannock, 2004). La taxonomia
del género es complicada y compleja (Klein et al., 1998) hace que la
identificacion de cepas basada en perfiles de fermentacion de azucares y otros
criterios fenotipicos (Wijrzes et al., 1997) sea, en muchos casos, aproximada,
requiriendose combinaciones de métodos fenotipicos y genotipicos (Yeung et al.,
2002).

6.2.2. El género de Bifidobacterium

Las bifidobacterias fueron originalmente aisladas y descritas en el periodo de
1899-1900 por Henry Tissier. Estas bacterias Gram positivas, productoras de
gas, &cido acético y lactico a partir del metabolismo de los azUcares, anaerobias
con morfologia bifida fueron originalmente nombradas como Bacillus bifidus
(Tissier, 1900). Sin embargo, Orla-Jensenen 1924, propuso que Bifidobacterium
bifidus fuera clasificado como una especie separada bajo el género denominado
Bifidobacterium. Este género habia sido clasificado como miembro del género
Lactobacillus, debido a su forma y a sus caracteristicas fermentativas obligadas.
Aun asi, estudios detallados de hibridacion de DNA, contenido de G + C y sus
capacidades de metabolismo Unico hasta que las diferencias en el metabolismo de
las hexosas provoc6 como resultado en la resurreccion del género
Bifidobacterium, siendo incluido como tal en la 8* Edicion del Manual de Bergey

aparecida en 1974.

A medida que se fue profundizando en las investigaciones, se descubrieron varias
propiedades de este microorganismo, probandose que era incapaz de reproducirse
en presencia de oxigeno, por esta razén se clasifico en el grupo anaerobio
obligado Bifidobacterium, el cual comprende 11 especies. La mayoria de las
cepas de bifidobacterias que son importantes para humanos, crecen a una
temperatura optima de 36 a 38°C. Son microbios acido-tolerantes y el pH optimo

para su crecimiento se encuentra entre 6.5 y 7.0, sin embargo las cepas de
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Bifidobacterium que se mantienen en un pH superior a 8.5 no sobreviven. La
pared celular de las bifidobacterias tiene la estructura tipica de una bacteria Gram
positiva, consiste de una cubierta de peptidoglicano que contienen polisacaridos,

proteinas y acidos teicoicos.

Las bifidobacterias poseen una morfologia y fisiologia caracteristicas, éstas
bacterias son no moviles, no formadoras de esporas, usualmente algo curveadas y
bifurcadas con forma de Y y V. Han sido descritas como anaerobias estrictas por
Scardovi en 1984; aun asi, algunas cepas toleran ciertas cantidades de oxigeno
(Simpson, et al.,, 2004). Las bifidobacterias forman parte de las bacterias
anaerobias que se instalan en primer lugar en el intestino de los recién nacidos;
factores exogenos como los oligosacaridos presentes en la leche materna
contribuyen a la colonizacion intestinal por estas poblaciones bacterianas
concretas (Moreau y Gaboriau 2001). Se ha demostrado que las bifidobacterias
constituyen el 95% de la poblacion total bacteriana del intestino en recién
nacidos alimentados con leche materna (Harmsen et al., 2000). La poblacién de
Bifidobacterium decrece en el intestino de humanos adultos, ademas permanece
relativamente estable, representando del 3 al 6 % de la flora fecal.
Bifidobacteria, asi como otros organismos productores de &cido lactico exhiben
un efecto protector contra los efectos devastadores de las enfermedades
diarreicas agudas. Bifidobacteria, en particular Bifidobacterium longum en
distintos estudios, ha mostrado que puede reducir la incidencia y duracion de la

diarrea asociada a antibidticos (Colombel et al., 1987; Orrhage et al., 2000).

Otra propiedad encontrada a Bifidobacterium es que en combinacion con otras
cepas de probidticos muestra una reduccion frecuente de diarrea del viajero.
Esta incidencia fue reducida de un 71 a 43 % en turistas, a quienes se les dieron
capsulas  conteniendo S.  thermophilus, Lactobacillus  bulgaricus,

Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium bifidum (Black et al., 1991).
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Estudios realizados a bifidobacterias han arrojado datos que muestran sus efectos
antagonicos contra otros microbios patdgenos, estos incluyen produccion de
varios 4&cidos, bacteriocinas o peroxido de hidrogeno, la competencia por
nutrientes o receptores de adhesion, accidon anti-toxinas y estimulacion del

sistema inmune (Fooks y Gibson, 2002 y Rakoff-Nahoum et al., 2004).

6.2.2.1. Principales funciones de las bifidobacterias en el hombre

Las bifidobacterias y algunos coliformes cumplen una funcion muy
importante en la microflora intestinal, y es la sintesis de vitaminas, B1, B2,
B6, B12, acido fdlico, biotina, niacina, &cido pantoténico y vitamina K
(Orla Jensen, et al., 1939).

La flora intestinal posee diversos sistemas enzimaticos constitutivos e
inducibles, capaces de varias reacciones metabodlicas participando
activamente en la digestion (Drassar y Hill, 1974). "La actividad
metabolica de la flora intestinal es potencialmente igual a la del higado".
Este 6rgano es una planta quimica del organismo, ya que alli se realizan
una gran cantidad de funciones bioquimicas, una de ellas es descomponer y

desintoxicar las substancias toxicas, absorbidas por el intestino delgado.

La mayoria de los microorganismos de la flora intestinal ejercen efectos
tanto benéficos como patdgenos, y en algunos casos hay familias que solo
ejercen efectos patdgenos y que pueden ocasionar un envenenamiento
agudo por la produccion de sustancias tdxicas. En el caso de Veillonella,
Clostridium y Proteus, descomponen los residuos alimenticios y fluidos
digestivos, causando putrefaccion intestinal y produciendo sustancias
carcinogeénicas y toxicas como el amonio, aminas y sulfitos hidrogenados,
los cuales causan varios problemas si pasan a la circulacion sistémica sin
ser descompuestos o desintoxicados en el higado (Orla Jensen et al., 1945;
Hoffmann, 1966, y Drasar y Hill, 1974). Otra consecuencia de la
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putrefaccion intestinal es la produccion de nitrosamina, substancia que se
demostrd ser muy carcinogénica (Drasar y Hill, 1974, y Rasic y Kurmann,
1998).

Es fundamental que las bifidobacterias se encuentren dominantes en la
microflora. Algunos microorganismos son dtiles en la digestion vy
absorcion. Entre ellos el bifidobacterium es particularmente efectivo para
aliviar la constipacion y lesiones hepaticas. Bifidobacterium metaboliza el
azucar transformandolo en lactato y acetato, si la poblacion de
bifidobacterias es alta, se formaran mayores cantidades de &cido, volviendo
el interior del intestino mas acido, lo cual suprime la fermentacion anormal
debida a los microorganismos patdgenos, y estimula los movimientos

peristalticos del intestino, curando la constipacion (Mitsuoka, 1986).

Los lactobacilos y Escherichia coli seguidos por bifidobacterias vy
bacteroides son los méas activos en la degradacién de las nitrosaminas
(Rowland y Grasso, 1975). Otras sustancias importantes son los acidos
biliares, colesterol y bilirrubina, son degradados por la flora intestinal, en
especial participan bacteroides, Clostridia, Bifidobacterias, Lactobacilos y
E.coli (Drasar y Hill, 1974). Por otra parte, ejercen un efecto protector
sobre el higado. Si los microorganismos patogenos, predominan en la flora
intestinal, se produciran mas substancias toxicas, lo cual recargara al
higado, y al contrario, las Bifidobacterias no producen substancias toxicas,

y al inhibir el crecimiento de los patdgenos, le reduciréa el trabajo al higado.
6.2.2.2. Prevencion de infecciones por estimulo de la inmunidad

Las bifidobacterias se encuentran en grandes concentraciones en la parte

baja del intestino delgado y en el intestino grueso del ser humano,

asumiendo el papel de guardian en contra de alguna posible invasion de

microbios patdgenos que habitan en el intestino grueso. En varios estudios
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efectuados se observa que estas bacterias curan los efectos secundarios de
las terapias con antibioticos, es decir la alteracion de la flora intestinal.
Nuestro cuerpo esta protegido contra infecciones bacterianas, virales y
cancer gracias a la inmunidad. Si esta es baja, estamos sujetos a
infecciones o a sufrir cancer. Es por esto que es tan importante mantener
una buena capacidad inmune, siendo las bifidobacterias las promotoras
para elevarla, o recuperarla (Drasar y Hill, 1974, y Rasic, JL, y Kurmann,
1983).

Las bifidobacterias, las cuales sobreviven y se desarrollan en ausencia de
oxigeno (anaerobias obligadas), predominan en el intestino grueso. El
estomago y la parte superior del intestino delgado contienen pocas
bacterias ya que alli los alimentos se mueven mas rapidamente, ademas la
saliva contiene lisozima, que es una enzima bacteriolitica, el pH del fluido
gastrico es demasiado bajo y el pH de la bilis es demasiado alto (Rasic, JL,
y Kurmann, 1983).

6.2.3. Importancia de los probidticos

6.2.3.1. Flora microbiana del tracto gastrointestinal

El tubo digestivo estd formado por cavidad oral, eso6fago, estdbmago,
intestino delgado, intestino grueso y ano (Fig. 6). EIl colon es uno de los
organos metabolicamente mas activos del cuerpo humano, y juega un papel
muy importante en la nutriciébn y en la salud. Entre los distintos
componentes de la microflora colénica se encuentran algunas bacterias
(bifidobacterias y lactobacilos) que impiden el crecimiento de las bacterias
nocivas para la salud humana y, por ello, en la actualidad hay un gran
interés en mejorar el desarrollo de las que son benéficas, disminuyendo asi
el crecimiento de las potencialmente patdgenas. Ningun organismo elabora

bacterias, es decir, no las genera, simplemente éstas se hospedan en nuestro

42



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

intestino.  Su incorporacion es siempre externa. Durante la vida
intrauterina, la luz intestinal permanece estéril pero la colonizacion
comienza inmediatamente luego del nacimiento y alcanza una estabilidad
duradera hacia el primer afio de vida. Dicha estabilidad puede ser alterada
durante episodios de infecciones intestinales, tratamientos antibioticos,
inmunodeficiencias transitorias o crénicas y en la vejez (Mateos, 2002).

La flora intestinal siempre esta activa y se renueva aproximadamente cada
48 horas. Un factor externo que incide en la composicion de la flora es la
dieta y esto es particularmente evidente durante la lactancia. Alrededor de
1 a 1.5 Kg. del peso corporal se deben a los microorganismos intestinales,
los cuales comprenden alrededor de 100 especies, en un nimero de 10**
celulas individuales colonizan la parte baja del intestino delgado y el
intestino grueso, donde hay ausencia de oxigeno, formando un ecosistema
de la microflora intestinal. Esta flora incluye microorganismos benéficos,
patdgenos y neutrales, los cuales tienen relacion estrecha con la salud. El
pequefio porcentaje de microorganismos patdgenos es de gran importancia,
ya que van a tener en alerta al sistema inmunolégico, reactivando las
defensas locales, en cada parte del tracto digestivo (Rasic y Kurmann,
1983). Por esto al intestino se le denomina “la cuna del sistema inmune”
(Klupsch, 1984).

Las bifidobacterias son las mas importantes para la salud, ya que ayudan a
tener un buen equilibrio con toda la flora intestinal. En términos
microbioldgicos, el tracto gastrointestinal puede ser entendido en funcién
de tres regiones principales: estobmago, intestina y colon; cada una de las
cuales poseen una disposicion de la poblacion microbiana muy singular
(Rastall, 2004). La microflora del colon se ha convertido en el objetivo
principal de las intervenciones dietéticas, debido a que estos

microorganismos ayudan a completar la digestion (a través del proceso de
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fermentacion) protegen contra las bacterias patdgenas y estimulan el
desarrollo del sistema inmune (Macfarlane y Cummungs, 1999).

La cantidad de oxigeno presente en el tracto digestivo depende del sitio
mientras hay una cantidad apreciable en el estbmago e intestino delgado, el
segmento inferior del intestino delgado y el intestino grueso contienen muy
poco. La distribucion intestinal de los microorganismos depende de la
cantidad de oxigeno presente. Las bacterias acido lacticas, que se
desarrollan independientes de la cantidad de oxigeno presente
(anaerdbiocas facultativas), colonizan el intestino delgado. Cada region del
tracto gastrointestinal posee una disposicion de la poblacion microbiana

muy singular (Tabla 1l y Fig. 6).

Tabla 111

Caracteristicas de la microflora del tracto gastrointestinal (Rastall, 2004)

Tracto

. . Caracteristicas de la microflora Ejemplos
gastrointestinal

-Muy bajo numero de bacterias
-Presencia de anaerobios facultativos Lactobacilos

Estomago -Prencia de tan solo 100(UFC)3 Estreptococos
mL(pH &cido)

-Mayor carga bacteriana Lactobacilos
-Presencia de enterobacterias anaerobios | Estreptococos
Intestino delgado y anaerobios facultativos. Bifidobacterium

spp. Bacteroides
spp. Clostridium

-La region con mayor carga

bacteriana Peptococos
-Presencia de 10'-10" (UFC)/ mL. Bifidobacterium
Colon -Presencia de anaerobios estrictos, spp. Bacteroides
enterobacterias y anaerobios spp. Clostridium
facultativos, en menor medida. Atopobium spp.
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Esdfago

v

Prevotella
Streptococcus | ——
Veillonella

Estomago
Helicobacter

Enterococcus
Lactobacillus

Intestino delgado
Bacteroides
Bifidobacteria

Clostridia
Enterobacterla
Enterococcus
Escherichla

Eubacteria

Klebsiella —_—
Lactobacillus
Peptococcus
Peptostreptococcus
Proteus

Ruminococcus
Staphylococcus
Streptococcus

ileon

Principales bacterias presentes

Intestino grueso

Fig. 6. Microflora del tracto gastrointestinal. Imagen que muestra la
localizacion de las principales bacterias relacionadas con el tracto
gastrointestinal. Madigan MT et al 2005. Imagen tomada de Microbial
Interactions with Humans, Brock Biology of Microorganisms.

El uso de probidticos ha sido estudiado en alteraciones relacionadas en el
equilibrio de la flora gastrointestinal, siendo las mas comunes: la diarrea
asociada al empleo de antibidticos, la diarrea aguda (sobre todo en
poblacion pediatrica), la intolerancia a la lactosa, el sindrome de intestino
irritable, las infecciones por Helicobacter pylori y la enfermedad

inflamatoria intestinal, entre otras (Martinez, 2001).

En los dltimos afos, los probidticos han adquirido una considerable
importancia como microorganismos capaces de ejercer un benéfico sobre la
salud, por ejemplo en la prevencion y en el tratamiento de desordenes
intestinales, en la reduccion del riesgo de cancer o en la modulacién de la

respuesta inmune, tal como lo demostr6 Bujalance, et al., 2007 en un
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estudio donde empled L. plantarum como inmunomodulador; ya que este
estimulé significativamente a los esplenocitos en respuesta a la concavalina

A'y al mitogeno de las células T (Puertollano et al., 2005).

6.2.3.2 Efecto protector de la flora intestinal

Cuando el balance de la flora intestinal esta en equilibrio, ésta ejerce un
efecto protector contra infecciones intestinales (Savage, 1977). Las
bifidobacterias representan un papel importante en la limpieza del ambiente
intestinal, por lo cual es necesario que sea el grupo dominante en la
microflora. Esto se demostré en un estudio de dos grupos de nifios, unos
alimentados con leche adicionada con bifidobacterias y factores
promotores, y un segundo grupo con leche de vaca, presentando los nifios
del segundo grupo una tendencia ocho veces mayor a infecciones
intestinales (Kaloud y Stégmann, 1968). Con la presencia continua de
antigenos (constituida o por la flora patdgena) y su paso por la mucosa, el
sistema inmune se ve constantemente estimulado. Sin embargo, hay otros
factores que inciden en la resistencia del individuo a infecciones
intestinales: La competencia de nutrientes esenciales (Savage, 1977), o por
el efecto antagdnico, para lo cual los dos grupos microbianos representan

un papel primordial: L. acidophilus y Bifidibacterium.

Se ha reportado un compendio de la clasificacion de las bacteriocinas en
base a las caracteristicas bioguimicas y genéticas. En donde las
bacteriocinas producidas y/o secretadas por L. plantarum (plantaricinas E/F
y J/K) corresponden a la clase Il b o denominada también como clase de
los no antibioticos subclase b; dicha clase corresponde a las bacteriocinas
formadoras de complejos de poracién y que consisten de dos péptidos
diferentes. En 1998 Anderssen E., menciond que las plantaricinas E/F y
J/IK son bacteriocinas producidas por L. plantarum que tienen una actividad

antimicrobiana cuando interacttan como sistema de péptidos. Moll N.,
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1999, menciono6 que los poros formados por complejos de poracién E/F y
J/IK presentan diferente selectividad ionica; ya que la plantaricina E/F
permiten el paso de cationes monovalentes en contraste con la plantaricina

J/IK para compuestos anionios (Gonzalez et al., 2005).

6.2.3.3. Efecto protector de la flora microbiana vaginal

La vagina representa un ecosistema dinamico que permanece en equilibrio
gracias a una fina interaccion de factores tales como la flora normal
bacteriana (Angeles-Lopez et al., 2001). La flora normal vaginal esta
constituida en un 96% por especies de Lactobacillus y unicamente el 4%

por bacterias aerébicas potencialmente y micoplasmas (Eschenbach, 2001).

Estudios basados en cultivos de bacterias, seguidos de tipificacion
molecular, han mostrado que Lactobacillus crispatus y Lactobacillus
jensenni son los organismos predominantes en la mayoria de las mujeres
sanas pre-menopausicas (Antonio et al., 1999). Un analisis de la
microflora vaginal en el curso del ciclo menstrual ha mostrado que el 22%
de las mujeres mantienen una flora bacteriana estable en la que predominan
los lactobacilos, mientras que el 78% restante sufren una alteracion de la
flora. La receptividad de las células epiteliales a la adherencia de los
lactobacilos aumenta en el pico de estrégenos a mitad del ciclo, aunque no
es claro qué factores causan tal alteracion (Schwebke y Weiss, 2001).
Después de la menopausia, del 25 al 30% de las mujeres aun tienen
lactobacilos presentes, y éstos pueden aumentar entre el 60 y 100%
mediante una terapia de reemplazo con estrogenos por via oral o vaginal.
Por lo tanto, el riesgo de infecciones del tracto urogenital aumenta con la

edad y disminuye con la terapia antes mencionada (Reid et al., 2004).

Los lactobacilos son bacterias que constituyen una pieza clave en la flora

bacteriana vaginal normal. Algunas especies de lactobacilos tienen la
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habilidad para producir acido lactico, responsable de un pH &cido en la
vagina, el cual inhibe el crecimiento de la mayoria de las bacterias
patogenas. La produccion de acido lactico es considerada como el mejor
mecanismo protector de los lactobacilos contra las infecciones vaginales.
Algunos lactobacilos producen peréxido de hidrogeno (H.0,) en
cantidades que exceden la capacidad de los organismos para degradarlo.
Este compuesto puede inhibir o eliminar otros microorganismos,
particularmente aquellos que carecen o tienen bajos niveles de peroxidasas
o0 catalasas, enzimas responsables de su degradacion (Eschenbach, 2001).
Los lactobacilos productores de (H,O,) tienen un efecto bactericida in vitro
sobre diferentes bacterias incluyendo G. vaginalis, N. gonorrhoea y
Prevotella bivia (Hillier et al., 1993). Ademas se ha descrito un efecto
antiviral en combinacion con otros componentes de la vagina
(Klebanoff y Coombs, 1991).

Cuando se altera el complejo de balance de la flora vaginal, los
microorganismos enddgenos potencialmente patdgenos que son parte de la
flora normal (C. albicans, G. vaginalis y bacterias anaerobias), proliferan a
una concentracion que produce sintomas. También pueden favorecer la
infeccion de los microorganismos patdgenos trasmitidos sexualmente tales
como T. vaginalis, N. gonorrhoeae y C. trachomatis (Eschenbach, D.A.
2001). La interaccién in vitro de T. vaginalis con diferentes especies de
lactobacilos es capaz de modificar la virulencia del parasito (Gamifio-
Arrollo et al., 2004).

La infeccion por T. vaginalis incrementa el riesgo de adquisicion o
reactivacion del virus del papiloma humano (VPH, y es un cofactor
importante para amplificar la trasmisién del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), en donde un microambiente cervicovaginal alterado juega
un papel importante en la susceptibilidad a la infeccion (Sorvillo et al.,
2002 y Watts et al., 2005).
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Diversos estudios han demostrado que la ausencia o disminucion de los
lactobacilos, asociado con un mayor crecimiento de patdgenos anaerobios
causantes de vaginitis bacteriana resulta en un incremento significativo en
el riesgo de infeccion por el VIH, virus del herpes simple, N. gonorreae o
Chlamydia trachomatis. Las bacterias patogenas desplazan a los
lactobacilos, elevando el pH y creando un ambiente en el cual los

patdgenos pueden sobrevivir e infectar al huésped (Reid et al., 2004).

6.2.4. Antagonismo microbiano

Todas las especias microbianas se encuentran en conflicto constante entre ellas, y
el balance intestinal de la microflora depende de las condiciones intestinales.
Los microorganismos, que son seres Vvivos independientes, requieren de
condiciones ambientales particulares para su supervivencia. Estos proliferan
gracias al consumo de residuos alimenticios y a los fluidos secretados por los
organos digestivos. Sin embargo, algunos de estos fluidos pueden actuar como
factor inhibitorio para los microorganismos, dependiendo su secrecion de las
condiciones fisicas y fisiolégicas, y de la edad del individuo. EI acetato,
producido por las Bifidobacterias es un agente supresor de la competencia

microbiana (Araya-Kojima et al., 1995).

Existen mudltiples ensayos de varias preparaciones de probiéticos que han
mostrando su eficiencia, tal es el caso de Bifidobacterium lactis (BB-12), donde
se observd que aquellos sujetos (previamente tratados con ampicilina) que
recibian capsulas de probiotico, su tracto gastrointestinal era recolonizado de
manera mas rapida que aquellos que recibian placebo. Los efectos adversos
como la diarrea solo se observaron en una persona que recibia probiodtico en
comparacion con tres personas que recibian el placebo (se sentian enfermos y
presentaban vaginitis y diarrea), por lo tanto la bacterias productoras de acido
lactico pueden ser utiles en el restablecimiento de la microflora durante y

después de un tratamiento antibidtico (Black, et al., 1991).
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Las infecciones diarreicas son un problema de salud mayor a nivel mundial,
convirtiéndose en responsable de millones de muertes cada afio (OMS, 1997).
La terapia con antibioticos afecta directamente a la microflora intestinal al
comprometer su habilidad para colonizar y favorecer el crecimiento de microbios
putrefactivos tales como especies de Clostridium y Klebsiella, debido a esto se
han estudiado los probidticos para su utilizaciéon como una alternativa en la
prevencion y tratamiento para infecciones diarreicas. Se ha demostrado efectos
benéficos con el uso de Lactobacillus GG en enteritis por rotavirus, reduciendo la
duracién de la diarrea (Isolauri, et al., 1991 y 1994; Majamaa, et al., 1995 y
Raza, et al., 1995). También se ha demostrado efectividad en shigellosis (Sepp,
et al., 1995). Los resultados en otras infecciones bacterianas parecen ser menos
positivos (Raza, et al., 1995 y Pant et al., 1996). Se ha demostrado eficacia en el
uso de S. boulardii y E. faecium SF68 en esta patologia (Chapoy, 1985; Cetina-
Sauri G, et al., 1989 y Wunderlich P. et al., 1989). El uso de S. termophilus y
Bifidobacterium  Bb 12  previene la  infeccibn  por  rotavirus
(Saavedra, et al., 1994).

En una publicacion reciente reportan la disminucion del crecimiento celular de
los cultivos de E. histolytica bajo condiciones axénicas in vitro por accion de los
liofilizados de medios condicionados con L. acidophilus, L casei y L. lactis
(Barrén Gonzélez, et al., 2008). Por ello, se ha relacionado el consumo de ciertos
alimentos prebidticos, que contienen estas cepas de bacterias, con una
estimulacién de las defensas (Mateos, 2002). Zamora Herrera, et al., 2007 y
Ontiveros Moreno, et al., 2008 emplearon liofilizados de medios condicionados
con B. longum y evaluaron la actividad bioldgica tanto en el crecimiento como

enquistamiento axénicos in vitro de E. histolytica HM1-IMSS.

Es deseable que los microorganismos benéficos sean dominantes en la flora
intestinal. Sin embargo se debe anotar, que al utilizar una terapia con antibiotico
para eliminar los microorganismos patogenos, se esta eliminando igualmente la

flora intestinal, causa de sintomas patoldgicos y enfermedades. Por eso es
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esencial asegurar el desarrollo de los microorganismos benéficos y el bajo

desarrollo de una flora patégena en el intestino, porque se acumula una serie de

metabolitos tdxicos, los cuales son absorbidos y transferidos a la circulacion

sanguinea, causando problemas de salud.

Este caso se puede igualar a la

contaminacion ambiental, llamandose "Contaminacién ambiental interna"”. Los

Unicos microorganismos que no polucionan el ambiente interno son las

Bifidobacterias y L. acidophilus, estos efectos se observan en la Tabla IV.

Tabla IV

Efecto de los microorganismos intestinales sobre el humano

Microorganismos

Efecto Benéfico

Efecto Toxico

Bacteroides

Sintesis vitaminas
Previene infeccion

Putrefaccion intestinal
Carcindgenos
(Patégeno)

Eubacterias

Previene infeccion
Estimula inmunidad

Estreptococos anaerobio

Previene infeccion

Bifidobacterias y
Lactobacillus acidophilus

Sintesis Vitaminas
Digestién y Absorcion
Previene infeccion
Estimula inmunidad

Enterococos

Previene infeccion
Estimula inmunidad

Escherichia

Previene infeccion
Sintesis Vitaminas

Putrefaccion intestinal
Toxinas microbianas
Carcin6genos
(Patégeno)

Lactobacilos

Digestion Absorcion
Previene infeccion
Estimula inmunidad

Veillonella Carcin6genos
Putrefaccion intestinal
. Toxinas microbianas
Clostridium L
Carcinogenos
(Patégeno)
Staphvlococus Toxinas microbianas
phy (Patégeno)
Putrefaccion intestinal
Proteus -
(Patogeno)
Toxinas microbianas
Pseudomonas ,
(Patégeno)

o1
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6.2.5. Estrategias terapéuticas

Existen 3 estrategias alimentarias que promueven el mantenimiento de un
equilibrio mas saludable de la microflora intestinal, consistentes en la alteracion
benefica de su composicion, mediante el incremento de las cantidades de
bifidobacterias, de lactobacilos o de ambos basadas en la utilizacion de
prebioticos, probioticos y simbioticos. Los probidticos son microorganismos
vivos reconocidos como habitantes normales del intestino humano que, al ser
ingeridos, potencian las propiedades de la flora intestinal. Los prebidticos son
ingredientes alimentarios (hidratos de carbono no digeribles) que poseen un
efecto favorable sobre la flora intestinal ya que estimulan selectivamente el
crecimiento de bacterias benéficas. Los simbioticos son la combinacion de
prebidticos y probidticos. Tanto los prebidticos como los probidticos son
considerados alimentos funcionales, y se definen, como aquellos que contienen
un componente, sea 0 no un nutriente, que afecta una o varias funciones del
organismo en forma especifica y positiva, promoviendo un efecto fisiolégico que
va més alld de su valor nutritivo tradicional de acuerdo a los recientes
lineamientos de la OMS (Hertzler, 2003).

Las estrategias terapéuticas actuales deben tomar en cuenta una terapia de
interferencia microbiana, es decir, que permita mantener o restablecer un estado
de salud mediante la introduccién en el huésped de microorganismos vivos que
permitan estabilizar el equilibrio de la flora intestinal. Posibles funciones de los
prebioticos y de los probidticos en mdltiples casos de enfermedades, tales que
una elicitacion de una respuesta inmune, los procesos fermentativos en el colon
y sus subproductos, sus usos, efectos e implicaciones en la salud del huésped mas
alla de los beneficios nutricionales, los probioticos y prebidticos y posiblemente
también los simbioticos; presentan aplicaciones farmacéuticas importantes

(Douglas y Sanderme, 2008).
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Es asi como en el campo de los derivados lacteos, después de varios afios de
investigacion, ha salido al mercado lo que se llama los "cultivos biologicos™ los
cuales se diferencian de los tradicionales en que sobreviven el paso del estomago
al intestino, y una vez alli son asimilados por el organismo, de forma que fuera
de su alto valor nutritivo, poseen adicionalmente un importante carécter
terapéutico. Este tipo de cultivo esta compuesto por dos clases de bacterias,
Lactobacillus y Bifidobacterium las cuales forman una asociacion altamente
productiva. Es importante tener en cuenta que las Bifidobacterias ingeridas con
yoghurt 0 sus compuestos estaran mas protegidos de la accion de los jugos
gastricos, asegurando su llegada al intestino. Se considera que la dosis diaria de
Bifidobacterias que debe ser ingerida para mantener una dominancia en el
intestino es de 10°® a 10°, en estas concentraciones se puede asegurar un efecto
terapéutico (Podolsky, 1998).

Cuando el ser humano ingiere productos que contengan estas bacterias, éstas
encuentran un habitat adecuado en el intestino, y permanecen viables bajo
condiciones normales. Ambos microorganismos son resistentes a sales biliares y
a los pH bajos, condiciones normales en el paso por el estémago e intestino. En
el caso de los derivados lacteos que contienen las bacterias tradicionales, hay
Unicamente un aporte nutritivo, ya que generalmente vienen pasteurizados o han
sido guardados a bajas temperaturas y ellas requieren una temperatura de mas de
37° para mantenerse vivas. No asi cuando estan liofilizadas, todavia en el
empaque de la farmacia, entonces deben estar a 4° y en algunas presentaciones
(mesofilos, termofilos y otras para la industria), bajo cero grados centigrados.
Las "bacterias biologicas" pueden adicionarse a la leche fresca o a sus derivados,
convirtiéndolos asi, en alimentos altamente nutritivos y terapéuticos (Podolsky,
1998).

El Dr. Elie Metchnikoff creia que el &cido lactico de las bacterias en los

productos eliminan a organismos nocivos en los intestinos y por lo tanto reduce

la produccion de toxinas que conducen a enfermedades e infecciones
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(www.yakult.com). Este descubrimiento implica un paso gigante en el campo de
la biotecnologia, el cual debe darse a conocer a todos los niveles, desde los
industriales, hasta los consumidores, pasando por los profesionales de la salud,
como el Dr. Minoru Shirota, quien dirigié sus estudios en el campo de la
medicina preventiva con el objetivo de ayudar a las personas a evitar
enfermedades, debido a esto comenzé por el camino del estudio en
microorganismos. En su investigacion el Dr. Minoru Shirota, descubrié que los
Lactobacillus son eficaces contra las bacterias dafiinas en el intestino. Mas tarde

logro fortalecer y cultivar Lactobacillus casei Shirota (www.yakult.com).

Pocos estudios han sido publicados apoyando la hipétesis de que la terapia del
tipo prebidtico o probidtico, pudieran ser efectiva en el tratamiento de etas
condiciones: B. longum empleado como probiotico, ha logrado prevenir una
translocacion de bacterias (Ondarza Benéitez, 2007).

Las bifidobacterias y otras cepas de bacterias benéficas son estimuladoras de la
sintesis de IgA. Por ello, se ha relacionado el consumo de ciertos alimentos
prebidticos, que contienen estas cepas de bacterias, con una estimulacion de las
defensas (Mateos, 2002).

6.2.5.1 Terapias de Interferencia Microbiana (MIT)

La interferencia microbiana (IM) cumple una funcion principal en el
mantenimiento de la flora normal de la piel y las membranas mucosas al
evitar la invasion por potenciales patdgenos exogenos, la IM es expresada
por medio de diversos mecanismos que incluyen la produccion de
sustancias antagonistas, cambios en el microambiente bacteriano y
reduccién de los nutrientes. Sus mediadores incluyen la produccion de
materiales complejos tales como bacteriocinas, bacteriéfagos o enzimas
bacterioliticas y moléculas menos complejas como peroxido de

hidrogeno, acidos lacticos, grasos y de amonio (Madigan, 2009).
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material

7.1.1. Material Bioldgico
i) Protozoarios parasitos:
Giardia lamblia cepa IMSS:0889
Trichomonas vaginalis Donné 1836
ii)Probidticos:
Lactobacillus acidophilus
Lactococcus lactis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus casei rhamnosus
Lactobacillus casei
Bifidobacterium longum
iii)Suero bovino estéril

7.1.2 Material Quimico
Los reactivos empleados en el desarrollo de trabajo fueron grado reactivo y son

provenientes de las casas comerciales especificas en la Tabla V.

Tabla Vv
Origen de los reactivos

Casa comercial

Reactivo

Bioxon de México

Peptona de caseina
Extracto de levadura
D(+)Glucosa

Control Técnico y

Representaciones. S.A.

de C.V.

N-Lauroylsarcosine (Sodium N-dodecanoyl-N-methylglycinate)
Histamina
Caldo nutritive

PRAXAIR de México

Bioxido de carbono (99.9% pureza)

Productos Quimicos
Monterrey, S.A. de
C.V.

Fosfato de potasio monobasico
Hidréxido de sodio

Acido clorhidrico

Cloruro de sodio

Citrato férrico de amonio

Proveedora Quimica y
Hospitalaria

Penicilina G-sddica (Pengesod)
Sulfato de estreptomicina

Sigma Chemical
Company (St. Louis
Mo, USA)

Acido ascorbico
L-cisteina
Fosfato de potasio dibasico

DIFCO, S.A.deC.V

Medio MRS y Medio M17
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7.2. Metodologia para preparacion de soluciones y medios de cultivo
La descripcion detallada para la preparacion de soluciones se encuentra en la Tabla V1.

Tabla VI

Preparacion de soluciones

SOLUCION

DESCRIPCION

Agua de mar

Se disolvieron 20 g de sal de mar en 500 mL con agua
destilada y se ajusté a pH 7.4

Acido clorhidrico [0.1N]

Se afor6 hasta 50 mL con agua bidestilada desionizada
0.41 mL de HCI concentrado (12N).

Bilis bovina [0.3%]

Se disolvié 0.3g de bilis bovina en 10 mL de buffer
PBS. Se mantuvo a -20° C, hasta su empleo.

Buffer PBS

Se disolvio 8.00g de NaCl, 0.20g de KCI, 1.44 g de
KH,PQ,4, en 1000 mL de agua bidestilada desionizada,
se ajustd a pH 7.4 y se mantuvo en refrigeracion en un
frasco &mbar a 4° C, hasta su empleo

Citrato férrico de amonio
[19%0]

Se disolvié 0.1g de citrato férrico de amonio en (CFA)
10 mL de agua bidestilada desionizada; y se mantuvo en
refrigeracion en un frasco &mbar a 4°C, hasta su empleo.

Hidroxido de sodio [10N]

Se disolvi6 40g de Hidroxido de sodio (NaOH) en 100
mL de agua bidestilada desionizada.

Lactosa [10%]

Se disolvi6 10g de lactosa en 90 mL de agua bidestilada
desionizada y se ajustd6 a pH 7.0. Se mantuvo en
refrigeracion a4° C, hasta su empleo. Se esterilizé por
medio de filtracion.

Solucién salina [0.85%]

Se disolvié 0.85g de Cloruro de sodio (NaCl) en 100
mL de agua bidestilada desionizada y se ajust6 a pH 7.0.
Se esteriliz6 en autoclave por 15 min a 15Lb de presion
a 121°C. Se mantuvo en refrigeracion a 4°C, hasta su
empleo.

Solucién de penicilina —
estreptomicina

a) Solucion concentrada de penicilina: A un frasco
ampula de 1,000,000 U de Penicilina G sddica
cristalina, se le inyectd con aguja y jeringa estéril 5.0
mL de agua bidestilada desionizada para disolver la
penicilina.

b) Solucién patron de penicilina-estreptomicina: A un
frasco ampula de sulfato de estreptomicina, se le
afiadio bajo condiciones de esterilidad, la solucion
concentrada de penicilina y se mezclo

c) Solucion de trabajo de penicilina-estreptomicina
(100X): Se transfirio asépticamente toda la solucion
patron de penicilina- estreptomicina del frasco
admpula a una probeta estéril de 25 mL y se afor6 a
20 mL con agua bidestilada desionizada estéril. Se
almacen6 a 4° C en alicuotas de 5mL en tubos
conicos de 50 mL que se cubrieron con papel
aluminio.
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73 Protozoarios

7.3.1.

7.3.2.

Preparacion de medio de cultivo. Para el mantenimiento y cultivo de los
protozoarios Giardia lamblia IMSS 0889 y Trichomonas vaginalis se empled

el medio descrito por Barron et al., 2008.

Mantenimiento de cepas:

a) G. lamblia IMSS 0889: Se mantuvo mediante resiembras sucesivas,
inoculando 1x10* trofozoitos/mL en un tubo de borosilicato para cultivo de
13x100 mm con tapdn de rosca, que contenia 5 mL de medio con 0.05mL de
solucion penicilina—estreptomicina, 0.5 mL de suero bovino y 0.005mL de
bilis bovina. La cepa se incub6 a 37° C por 72 horas. Antes de cada resiembra
los cultivos se observaron en un microscopio invertido para comprobar el
buen estado de los protozoarios parésitos. EIl cultivo que mostré la mejor
densidad y el mejor aspecto, se coloc6 en agua-hielo por 20 minutos,
posteriormente se agitd diez veces por inversion suave y el numero de
trofozoitos se determind tomando una alicuota del cultivo empleando una
pipeta Pasteur, se colocd en una cdmara de Neubauer y se determiné el
namero de trofozoitos/mL, a cada tubo se le realizaron lecturas por triplicado.
Las resiembras y bioensayos se realizaron cuando las células se encontraban

en buen estado y en la mitad de su fase logaritmica de crecimiento (Fig.7).

b) T. vaginalis: Se mantuvo mediante resiembras sucesivas, inoculando 2500
trofozoitos/mL en un tubo de borosilicato para cultivo de  13x100 mm con
tapdbn de rosca, que contenia 5mL de medio con 0.05mL de solucion
penicilina—estreptomicina y 0.5mL de suero bovino. La cepa se incubd a 37°
C por 72 horas. Antes de cada resiembra los cultivos se observaban en un
microscopio invertido para comprobar el buen estado de los protozoarios
parasitos. El cultivo que mostr6 la mejor densidad y el mejor aspecto, se
colocé en agua-hielo por 20 minutos, posteriormente cada tubo se agito diez

veces por inversion suave y el numero de trofozoitos se determind tomando
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una alicuota del cultivo, se coloco en una cdmara de Neubauer y se determiné
el nimero de trofozoitos/mL por triplicado. Las resiembras y bioensayos se
realizaron cuando las células se encontraban en la mitad de su fase logaritmica

de crecimiento (Fig. 7).

7.3.3. Cinéticas de crecimiento

a) G. lamblia IMSS 0889: Se inocularon 30 tubos de borosilicato de 13 x 100
con tapon de rosca, cada tubo contenia 5 mL de medio a los cuales se les
afiadio 0.5 mL de suero bovino y 0.05mL de solucion de Penicilina-
estreptomicina, y 0.005mL de bilis bovina, cada tubo se inocul6 con
1x10%células/mL. Se incubaron a 37°C y a partir del dia 1 cada 24 horas se
determino el nimero de células/mL a 3 tubos de cultivo hasta el décimo dia de
incubacion (Fig. 7).

b) T. vaginalis: Se inocularon 30 tubos de borosilicato de 13 x 100 con tapén
de rosca para cada uno de las cepas, cada tubo contenia 5 mL de medio
TYI1-S-33 a los cuales se les afiadio 0.5 mL de suero bovino y 0.05mL de
solucion de Penicilina-estreptomicina, cada tubo se inoculé con
0.25x10%células/mL. Se incubaron a 37°C 'y a partir del dia 1 cada 24 horas se
determino el nimero de células/mL a 3 tubos de cultivo hasta el décimo dia de
incubacion (Fig. 7).
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Fig. 7.- Estrategia experimental para el mantenimiento y cinética de crecimiento

de G. lamblia y T. vaginalis
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74 Probidticos

7.4.1. Preparacion de medio de cultivo. Para el mantenimiento y cultivo de los

7.4.2.

b)

protozoarios G. lamblia y T. vaginalis se empleé el medio descrito por
Barron et al., 2008.

Preparacion de medios para el cultivo de probioticos
Los siguientes medios de cultivo se prepararon de acuerdo a las
especificaciones de la casa comercial, los cuales se describen a

continuacion:

Medio MRS-caldo: Se prepar6 este medio de acuerdo a las
especificaciones de la casa comercial, suspendiendo 64 g del medio en un
litro de agua destilada, dejandolo reposar por 5 minutos, se ajusté a pH
7.0 con NaOH [10N], se procedio a su distribucion en alicuotas de 5mL
en tubos de borosilicato de 13 x 100 mm. Posteriormente se esterilizaron
las alicuotas en autoclave por 15 minutos a 15Lb de presion a 121°C,
dejandolas enfriar a temperatura ambiente, para pasar a congelar a

temperatura de -20 °C y almacenandolas hasta su uso.

Medio MRS-agar: Se prepar6 este medio de acuerdo a las
especificaciones de la casa comercial, suspendiendo 64g del medio y
afadiéndole 11.5g de agar nutritivo en un litro de agua destilada,
dejandolo reposar por 5 minutos, se ajustd a pH 7.0 con NaOH [10N], se
procedio a su distribucion en alicuotas de 5mL en tubos de borosilicato de
13 x 100 mm. Posteriormente se esterilizaron las alicuotas en autoclave
por 15 minutos a 15Lb de presion a 121° C, dejandolas enfriar a
temperatura ambiente, para pasar a congelar a temperatura de -20°C y

almacenandolas hasta su uso.

¢) Medio M17-caldo: Se prepar6 este medio de acuerdo a las especificaciones

de la casa comercial, suspendiendo 64g del medio en un litro de agua
destilada. Se dejo reposar 5 minutos, se ajusto el pH 7.0 con NaOH
[1ON], se procedio a su distribucion en alicuotas de 5 mL en tubos de
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borosilicato de 13x100 mm. Posteriormente se esterilizaron las alicuotas
dejandolas enfriar a temperatura ambiente, por ultimo se le agregé lactosa
al 10% en cada tubo, se pasO a congelar a temperatura de -20 °C y se

almacenaron hasta su uso.

d) Medio M17-agar: Se preparo este medio de acuerdo a las especificaciones
de la casa comercial, suspendiendo 64g del medio y afiadiendo 11.5g de
agar nutritivo en un litro de agua destilada. Se dejo reposar 5 minutos, se
ajustd el pH 7.0 con NaOH [10N], se procedié a su distribucion en
alicuotas de 5 mL en tubos de borosilicato de 13x100 mm.
Posteriormente las alicuotas se esterilizaron en autoclave por 15 minutos
a 15Lb de presion a 121° C después se dejaron enfriar a temperatura
ambiente, por Gltimo se le agreg6 lactosa al 10% en cada tubo, se paso a
congelar a temperatura de -20 °C y se almacenaron hasta su uso.

e) Medio MPT-caldo y MPT-agar: Se prepard de acuerdo a las indicaciones
mencionadas por Barron et al., 2008.

7.4.3 Mantenimiento: La cepas de probiodticos se mantuvieron en refrigeracion a
4°C en caldo, cada cepa se activo tomando 500uL y se suspendié en 5mL de
caldo para probio6ticos, se incubaron por 24 - 48 h a 37°C. Para la activacion
de cada cepa de bacterias y mantenimiento de las mismas, se tomd bajo
condiciones de esterilidad 0.5 mL del cultivo de la cepa de las bacterias acido
lacticas en tubos borosilicato de 13x100 mm conteniendo 5 mL de caldo y
otros tubos con caldo, se incubaron a 37°C/18 horas, posteriormente bajo
condiciones de esterilidad se tom6 una asada de cada cultivo y se resembro
por estria en tres tubos de borosilicato de 13 x 100 mm conteniendo 5 mL de
medio-agar inclinado y otros tubos conteniendo medio-agar inclinado, se
incubd a 37°C/24 horas, enseguida se guardaron a 4°C por no mas de tres
meses (Fig. 8).
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Fig. 8.- Estrategia experimental para el mantenimiento de probiéticos

7.4.4. Cinética de crecimiento

a) Método turbidimétr

ico

Se dispuso para cada una de las cepas de probidticos, nueve tubos con tapon

de rosca conteniendo 5mL de caldo, y frente al mechero, se inocularon con

500uL de cultivo de cada uno de los probidticos, e inmediatamente se tomd la

primera lectura. Posteriormente se incubaron en un bafio de agua a 37°C y

cada hora se realizaron las lecturas de absorbancia empleando un

espectrofotémetro (Spectronic Genesis®) a una longitud de onda de 635nm

durante un lapso de 24 h, se registrd y se graficaron los valores obtenidos

( Fig. 9).
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Fig. 9. - Estrategia experimental para realizar la cinética de crecimiento de probi6ticos por
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b) Método de Recuento Bacteriano en Placa: Se reactivaron las bacterias
probidticos, tomando una asada de una colonia del cultivo en medio-agar y se
depositaron en tres tubos de 13x100 mm conteniendo 5 mL de medio, se
procedié a incubar a 37° C durante 24 horas, transcurrido este tiempo se
inoculd tres tubos de 13x100 mm con 5 mL de medio-caldo con un in6culo al
1% y se incub6 a 37°C/24 horas, después se inoculd 1% de cultivo en otros
tres tubos de 13x100 mm con 5 mL de medio-caldo con un indculo de 1% y se
incubd a 37°C/14 horas, transcurrido este tiempo se determind las unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL empleando la método de dilucion en placa;
para realizar esta determinacion se realizaron diluciones de 10 hasta 10™%°. A
partir de las Gltimas diez diluciones se transfiri6 1 mL a una caja petri
enseguida se agregaron 15 mL de medio-agar, inmediatamente se gir6 la placa
suavemente haciendo figuras de ochos invisibles en la mesa, esto para
distribuir homogéneamente el inoculo a través del medio-agar, se dejo
solidificar, posteriormente se incubd a 37°C/24 horas, después de este tiempo
se contd las colonias para determinar la cuenta de unidades formadoras de

colonias por mililitro (UFC/mL) Fig 10.

suspension de. amide
células microbianas  solucion salina
| (@ Ditucidn seriada

Medio con '”C/“bar a 3;"‘3 Cepa Diluciones 10%a 10
indculo 24248 ﬂ

Cuentaen Placay

determinacion de - -
\\ UEC/mL Incubar a 37°C /24 a 48h Plaqueo en cajas petri /

Fig.10.- Determinacidon de las UFC/mL de los probidticos mediante el método de

Recuento bacteriano en placa (RBP)
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7.4.5. Obtencién de medio condicionado de probidticos

Los probidticos se reactivaron antes de iniciar cada bioensayo. A un litro de
medio-caldo se le inoculd6 1% del cultivo de cada uno de los probioticos
(incubado por 24 h a 37°C dependiendo de cada cepa) se incub6 a 37°C por 48
horas. El cultivo se colocé en frascos especiales y se centrifug6 a 2,500 rpm por
10 minutos, se separo el sobrenadante y se centrifugé nuevamente; este paso se
repitié hasta que se observd la ausencia del precipitado; el sobrenadante fue
esterilizado con filtracion cuatro veces con filtros Millipore de 0.22um. Se le
realiz6 la prueba de esterilidad, tomando una alicuota y colocandolo en medio-
caldo para probioéticos, se incubd a 37°C por 48 horas y una vez aprobada dicha
prueba de esterilidad, el sobrenadante estéril fue el medio con los factores
difusibles de los probitticos o FDP (Fig.11).
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cepa500pL en medio-aldo 37°Cpor matraces de 500mL

48h

Transferir el cultivo

Realizar
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esterilidad
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48h

Fig.11. Estrategia experimental para la obtencion de factores difusibles
de probidticos
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7.5. Bioensayos

7.5.1. Evaluacion de la actividad biologica de factores difusibles de probidticos
(FDP) sobre el crecimiento axénico in vitro de G. lamblia IMSS 0889 y

T. vaginalis

Los bioensayos para evaluar la actividad de los factores difusibles de
probidticos (FDP) sobre el crecimiento de G. lamblia IMSS 0889 y

T. vaginalis se llevo a cabo en tres etapas (Fig. 12 y Tabla VII).

A) Primera etapa: Se dispuso de 54 tubos por bioensayo, en total fueron 648
tubos de borosilicato para cultivo de 13 x 100 mm con tapon de rosca,
cada tubo contenia 5 mL de medio, a cada tubo se afiadi6 0.05mL de
solucion penicilina-estreptomicina, 0.5 mL de suero bovino y dosis de 1,
10, 25, 50 y 70% de cada FD de los probiodticos Lactobacillus
acidophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus

casei rhamnosus, Lactobacillus casei, y Bifidobacterium longum.

B) Segunda etapa: Se inoculé 1x10* trofozoitos/mL de trofozoitos de

G. lamblia y en el caso de de T. vaginalis fueron 0.25 x10*. La cepa se
incub6 a 37° C por 120 horas. Se observo cada tubo en un microscopio

invertido.

C) Tercera etapa: Al quinto dia, los tubos se colocaron en agua-hielo por 20
minutos, éste paso con la finalidad de poder despegar las células
adheridas al tubo, éste se agitd 10 veces por inversion suave, y el nUmero
de trofozoitos se determind tomando una alicuota del cultivo, se coloco
en una camara de Neubauer y se determiné el nimero de trofozoitos/mL.
Se graficaron los datos. Los bioensayos se realizaron cuando las células
se encontraban en buen estado y en la mitad de su fase logaritmica de

crecimiento (Fig.12).
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Fig.12- Estrategia experimental del bioensayo para evaluar la actividad biolégica
de FDP sobre el crecimiento de G. lamblia y T. vaginalis

7.6. Andlisis estadistico

Para determinar el efecto de los factores difusibles de probitticos sobre el
crecimiento axénico in vitro de G. lamblia y T. vaginalis, se realizaron
experimentos independientes por triplicado. Se promediaron los rendimientos
maximos que se obtuvieron durante los diferentes experimentos y se compararon
contra el cultivo control mediante el andlisis de varianza con una P<0.05
empleando la prueba de Dunnet-t (2-way) con el paquete estadistico SPSS para
Windows® version 2000 (Tabla VI1).
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Tabla VII

Consideraciones por bioensayos para la evaluacion de la actividad de los FDP*
sobre G. lamblia y T. vaginalis

Consideraciones por

Tratamientos

FDP[%]

bioensayo 1 10 25 50 20 Control
Volumen transferido de la
soluci6n FDP (mL) 0.05 0.5 1.5 25 35 -
Volumen de medio (mL) | 4.95 4.5 35 2.5 15 5
Suero bovino (mL) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Antibiotico (mL) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Bilis bovina(mL) ** 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005
Volumen final (mL) 5 5 5 5 5 5
Total de tubos 9 9 9 9 9 9

*Para la evaluacién de la actividad bioldgica de FD de Lactobacillus acidophilus, Lactococcus

lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei rhamnosus, Lactobacillus casei, y

Bifidobacterium longum.

** Solo en cultivos de G. lamblia

7.7. Determinacion de la Clsg de los FDP sobre G. lamblia y T.vaginalis bajo

condiciones axénicas in vitro

Se realizaron experimentos independientes por triplicado y se promediaron los

rendimientos maximos que se obtuvieron durante los diferentes experimentos y se

compararon contra el cultivo control,

paquete estadistico SPSS para Windows® version 2000.

empleando la prueba de PROBIT con el
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8. RESULTADOS

8.1. Protozoarios

8.1.1. Cinética de crecimiento de Giardia lamblia IMSS 0889
En la cinética de crecimiento de G. lamblia en el medio de cultivo MPT, no se
observa fase de adaptacion, lo cual es indicio del buen estado fisiologico del
cultivo celular, se observa una fase de crecimiento logaritmico desde su inicio
hasta el dia tres, alcanzando un rendimiento maximo de 3; 087,500 cél/mL al
cuarto dia. Posteriormente se observa un moderado descenso en el
rendimiento celular, el cual se prosiguié por nueve dias, ésta cinética es el

resultado de tres eventos independientes por triplicado (Fig. 13).
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Fig. 13.-Cinética de crecimiento de G. lamblia. Cinética realizada empleando el
medio MPT, los resultados obtenidos son el resultado de tres eventos
independientes por triplicado, graficando como media la desviacion
estandar (+ DS).
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8.1.2. Cinética de crecimiento de T. vaginalis
La cinética de crecimiento de T. vaginalis en medio de cultivo MPT, no se
observa fase de adaptacion, lo cual indica el buen estado fisioldgico de las
células, se observa una fase de crecimiento logaritmico desde su inicio,
alcanzando un rendimiento maximo de 2;915,000 cel/mL al dia nueve.
Posteriormente se observa un moderado descenso en el rendimiento en el numero
de células hasta el dia diez. Esta cinética es el resultado de tres eventos

independientes por triplicado (Fig. 14).

10,000,000 <

1,000!000 J /-/"

100,000 1 ///
10,000 -

1,000 -

Rendimineto celular
cel/mL

100 -

10 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tiempo {Dias)

Fig. 14.-Cinética de crecimiento de T. vaginalis. Cinética realizada empleando el
medio MPT, los resultados obtenidos son el resultado de tres eventos
independientes por triplicado, graficando como media la desviacién estandar
(+ DS).

70



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

8.2. Probiéticos

8.2.1. Cinéticas de crecimiento de probioticos por el método de turbidimetria

empleando el medio MRS-caldo

En la figura 15 se observa la cinética de crecimiento de B. longum, L. lactis,
L. casei, L. casei rhamnosus, L. plantarum y L. acidophilus, en el medio
MRS-caldo, presentando el mayor rendimiento celular el cultivo de
L. plantaru. No se observa diferencia significativa entre el rendimiento
celular de L. plantarum, L. acidophilus y L.casei rhamnosus; el rendimiento
celular fue seguido de L. casei y B. longum entre estos cultivos no se aprecia
diferencia significativa, pero si con respecto a las tres cepas antes
mencionadas y también con respecto a L. lactis. En las cinéticas antes
mencionadas no se aprecia fase estacionaria, se aprecia fase exponencial
desde la hora cero hasta aproximadamente las diez horas de incubacion; sin
embargo L. lactis presentd el menor rendimiento celular, y present6 fase de
adaptacion durante las tres primeras horas de incubacion, el rendimiento
celular si present6 diferencia significativa con respecto a las otras cinco
cinéticas antes descritas. Cada punto graficado en las cinéticas representa el
promedio de nueve lecturas realizadas en tres eventos independientes por

triplicado.
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Fig. 15.- Cinética de crecimiento de probidticos en el medio MRS-caldo.
Se aprecian las cinéticas de B. longum, L. lactis, L. casei, L. casei
rhamnosus, L. plantarum y L. acidophilus en el medio MRS-
caldo, mediante el método indirecto de turbidez, cada punto representa
el promedio de nueve repeticiones independientes, graficando como
media la desviacion estandar (+ DS).
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8.2.2. Cinéticas de crecimiento de probioticos por el método de turbidimetria 'y

empleando el medio M17-caldo

Los resultados que se muestran en la figura 16 corresponden a la cinética de
crecimiento de B. longum, L. lactis, L. casei, L. casei rhamnosus,
L. plantarum y L. acidophilus, en el medio M17-caldo, presentando el mayor
rendimiento celular el cultivo de L. acidophilus, mostrando diferencia
significativa con respecto a las cinéticas de L. plantarum y L.casei
rhamnosus, seguido de las cinéticas de B. longum vy L. casei, estas cuatro
cepas no mostraron diferencia significativa entre si a las 14 horas de
incubacion, pero si con respecto a L. acidophilus; las cinéticas de
crecimiento de las cinco cepas aqui descritas no mostraron fase de
adaptacion, entrando inmediatamente en marcada fase logaritmica durante
las dos primeras horas de incubacidn, y posteriormente se aprecian diferentes
patrones de crecimiento. Por otra parte en la cinética de L. lactis si se
aprecia ligera fase de adaptacion, esta fue la cepa que presentd menor
rendimiento celular, este rendimiento celular presentd marcada diferencia
significativa con respecto a las cinéticas de las cinco cepas antes descritas.
Cada punto graficada en las cinéticas representa el promedio de nueve

lecturas realizadas en tres eventos independientes por triplicado.
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Fig. 16.- Cinética de crecimiento de probidticos en el medio M17-caldo. Se aprecian la
cinéticas de crecimiento de B. longum, L. lactis, L. casei, L. casei rhamnosus,
L. plantarum y L. acidophilus, mediante el método indirecto de turbidez. Esta
cinética fue realizada empleando el medio M17-caldo, cada punto representa el
promedio de nueve repeticiones independientes, graficando como media la desviacién
estandar (+ DS).
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8.2.3. Cinéticas de crecimiento de probioticos por el método de turbidimetria 'y

empleando el medio MPT-caldo

Los resultados que se muestran en la figura 17 corresponden a las cinéticas
de crecimiento de Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis y
Lactobacillus casei rhamnosus, empleando el medio MPT-caldo. Se observa
que B. longum presentd mayor rendimiento celular, seguido de L. casei y L.
plantarum cuyos rendimientos no presentan diferencia significativa entre si,
pero si con respecto al rendimiento de B. longum, y con respecto al
rendimiento inferior de L. acidophilus; L.lactis y L.c.rhamnosus no
presentaron buen rendimiento celular. Estos resultados indican que el medio
MPT-caldo sustenta eficientemente el cultivo de B. longum, L. casei y L.
plantarum. . Cada punto graficado en las cinéticas representa el promedio

de nueve lecturas realizadas en tres eventos independientes por triplicado.
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Fig. 17.- Cinética de crecimiento de probiéticos en el medio MPT-caldo. Se

realizaron las cinéticas de B. longum, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum,
L. lactis y L. casei rhamnosus mediante el método indirecto de turbidez,
cada punto representa el promedio de nueve repeticiones independientes por
triplicado, graficando como media la desviacion estandar (+ DS).
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8.2.4. Cinética de crecimiento de B. longum en presencia de CO, emplendo

el medio MPT-caldo

En la figura 18 se muestra la cinética de crecimiento de B. longum en el medio
MPT-caldo en presencia de CO, y ausencia de éste, en la cinética se observa
ligera fase de adaptacion durante las primeras 4 horas de incubacion,
posteriormente se observa la fase logaritmica hasta las 14 horas de incubacion,
posteriormente se aprecia la fase estacionaria, siendo ligeramente mayor el
rendimiento celular del cultivo de B. longum en presencia de CO,. sin
embargo al final de la fase logaritmica el rendimiento celular obtenido en
presencia o ausencia de CO; no presentan diferencia significativa (Fig. 19).
Cada punto graficada en las cinéticas representa el promedio de nueve lecturas

realizadas en tres eventos independientes por triplicado.
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Fig. 18.- Comparacion del rendimiento celular de B. longum en
presencia/ausencia de CO, empleando el medio MPT-caldo. El

rendimiento celular de B. longum no presenta diferencia significativa al ser
cultivado en presencia o ausencia de CO,, cada punto representa el promedio
de nueve repeticiones independientes por triplicado, graficando como media la

desviacién estandar (+ DS).
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Fig. 19.-Comparacion del rendimiento celular de B. longum. En la presente grafica

se muestra el comparativo del rendimiento celular de B. longum cultivado en
el medio M17, MRS y MPT y MPT-CO,, el mayor el rendimiento celular de
B. longum se observo en el medio MPT- CO,, sin embargo este rendimiento

no presenta diferencia significativa con respecto al medio MPT sin CO,.

8.2.5. Cinéticas comparativas de crecimiento de los probidticos en los medios

MRS-caldo, M17-caldo y MPT-caldo

En las figuras 20 a la 25 se muestran las cinéticas comparativas de cada uno
de los probioticos y el comportamiento que mostraron en los medios de
cultivo empleados: MPT-caldo, MRS-caldo y M17-caldo, asi como MPT-
caldo-CO; para realizar el cultivo de B. longum. En estos resultados se aprecia
que los diversos lactobacillus evaluados presentan mayor rendimiento celular
en el medio MRS-caldo (figuras 20, 22, 23 y 24) y B. longum presenté mejor
rendimiento celular en el medio MPT-caldo y MPT-caldo-CO,, (Fig. 25),

estos resultados se obtuvieron empleando la método espectrofotométrica.
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Fig. 20.- Cinética comparativa del crecimiento de L. casei en el medio MPT-

caldo, M17-caldo y MRS-caldo.
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Fig. 21.- Cinética comparativa del crecimiento de L. lactis en el medio MPT-caldo,

M17-caldo y MRS-caldo
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Fig. 22.- Cinética comparativa del crecimiento de L. acidophilus en el medio
MPT-caldo, M17-caldo y MRS-caldo.
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Fig. 23.- Cinética comparativa del crecimiento de L. casei rhamnosus en el
medio MPT-caldo, M17-caldo y MRS-caldo.
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Fig. 24.- Cinética comparativa del crecimiento de L. plantarum en el medio

MPT-caldo, M17-caldo y MRS-caldo.
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Fig. 25.- Cinética comparativa del crecimiento de B. longum en el medio

MPT-caldo, MPT-caldo-CO,, M17-caldo y MRS-caldo
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8.3 Determinacion del rendimiento celular mediante el método de Recuento
Bacteriano en Placa (RBP)

En la Tabla VIII y figura 26 se muestran los resultados del rendimiento celular
mediante el método de RBP, en la cual se evalué el rendimiento de los probidticos
en tres medios de cultivo, el mayor rendimiento celular (RBP) se obtuvo en el medio
MPT-agar para Bifidobacterium longum (200x10™), seguido de Lactobacillus
plantarum (2.4x10%), Lactobacillus casei (2x10%), L. casei rhamnosus
(0.0165x10"), estos resultados presentan marcada diferencia significativa con los
rendimientos obtenidos en los medios MRS-agar y M17-agar. En el medio M17-
agar Lactobacillus acidophillus (0.0195x10*) present6 mejor rendimiento
exhibiendo diferencia significativa con respecto a los otros medios. En el medio
MRS-agar Lactoccocus lactis presenté el mayor rendimiento celular (0.0144x10") y
no presentd diferencia significativa conrespecto al rendimiento en el medio M17-

agar, pero si con respecto al rendimiento en el medio MPT-agar.

Tabla VIII
Comparativa del rendimiento celular (UFC/mL) de probidticos en los medios
MRS-agar, M17-agar y MPT-agar

Cepa UFC/mL ( 1x 10°)
MRS-agar M17-agar MPT-agar
Lactobacillus casei 1,440,000| 10,000,000 200,000,000
Lactococcus lactis 1,180,000 1,050,000 570
Lactobacillus casei rhamnosus 30,000 200,000 1,650,000
Lactobacillus plantarum 1 2,000,000 240,000,000
Bifidobacterium longum 0 0| 20,000,000,000
Lactobacillus acidophillus 1,380,000 1,950,000 770,000
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8.4. Bioensayos

8.4.1. Evaluacion de la actividad bioldgica de factores difusibles de probidticos

(FDP) sobre cultivo axénico in vitro de G. lambliay T. vaginalis

En la figura 27 se observa los resultados de la actividad bioldgica de los
factores difusibles de B. longum en el medio MPT-caldo. EI cual muestra
que las cinco concentraciones evaluadas tienen una marcada inhibicion del
crecimiento de G. lamblia y T. vaginalis en cultivo bajo condiciones
axénicas in vitro. En los cultivos de G. lamblia se observa que en
presencia de la dosis de 25, 50 y 70% presentaron 99.9, 100 y 100% de
inhibicion respectivamente; a las dosis de 1 y 10% la inhibicién fue de 91.7
y 98.3% respectivamente. Estos datos presentan muy marcada diferencia
significativamente con respecto al control, sin embargo entre cada

concentracion evaluada no existe diferencia significativa (Fig. 28 y 45).

Con respecto al cultivo de T. vaginalis, las cinco concentraciones de los
factores difusibles de B. longum presentaron marcada inhibicion del
crecimiento, a la dosis 50 y 70% ambas presentaron inhibicion del 100%,
las dosis 1, 10, 25% presentaron inhibicion del 77.4, 91.4 y 97.7%
respectivamente, los porcentajes de inhibicién a las dosis de 10, 25, 50 y
70% no presentaron diferencia significativa entre si, pero la dosis de 1% si
presento diferencia significativa con respecto al resto de las dosis (Fig. 29 y
46).

Los cultivos de G. lamblia son mas sensibles a los FD de B. longum que
los cultivos de T. vaginalis. Los bioensayos se realizaron empleando el
medio MPT-caldo, cada barra representa el promedio de nueve repeticiones

independientes, graficando como media la desviacion estandar (+ DS).
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Fig. 27.- Comparacion de la actividad biologica de los factores
difusibles de B. longum sobre G. lamblia y T. vaginalis. La
inhibicion del crecimiento de G. lamblia y de T. vaginalis se
observo a partir de la concentracion 1%, seguido de las demas
concentraciones. En todos los tratamientos se observa diferencia
significativa con respecto al control. Los bioensayos se realizaron
empleando el medio MPT-caldo, cada barra representa el
promedio de nueve repeticiones independientes, graficando como
media la desviacion estandar (+ DS).
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Fig. 28. Comparacion de la inhibicion de Fig. 29. Comparacién de la inhibicion de
G. lamblia en presencia de los FD de T. vaginalis en presencia de los FD
B. longum. de B. longum.
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En la figura 30 se observa los resultados de la actividad biologica de los
factores difusibles de L. casei en el medio MPT-caldo. El cual muestra que
las cinco concentraciones evaluadas tienen una marcada inhibicion del
crecimiento de G. lamblia y T. vaginalis en cultivo bajo condiciones
axénicas in vitro. En los cultivos de G. lamblia se observa que en
presencia de la dosis de  70% presentaron 99.1% de inhibicidn
respectivamente; a las dosis de 1, 10, 25 y 50% la inhibicion fue de 77.3,
88.7, 92.5 y 98.3% respectivamente. Estos datos presentan muy marcada
diferencia significativamente con respecto al control, sin embargo a las
dosis de 10, 25, 50 y 70 no presentan diferencia significativa, sin embargo
si presentan diferencia significativa con respecto a la dosis del 1% (Fig. 31
y 45).

Con respecto al cultivo de T. vaginalis, las cinco concentraciones de los
factores difusibles de L. casei presentaron marcada inhibicion del
crecimiento, a la dosis 25, 50 y 70% presentaron inhibicion del 100%, las
dosis 1 y 10% presentaron inhibicion del 99.5 y 99.7% respectivamente,
los porcentajes de inhibicién a las cinco dosis evaluadas no presentaron

diferencia significativa entre si (Fig. 32 y 46).

Los cultivos de T. vaginalis son mas sensibles a los FD de L. casei que los
cultivos de G. lamblia. Los bioensayos se realizaron empleando el medio
MPT-caldo, cada barra representa el promedio de nueve repeticiones

independientes, graficando como media la desviacion estandar (+ DS).
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Fig. 30.- Comparacion de la actividad biologica de los factores difusibles
de L. casei sobre G. lamblia y T. vaginalis. Tanto T. vaginalis
como G. lamblia presentan marcada inhibicion en presencia de los
FD de L. casei, sin embargo T. vaginalis es mas sensible que
G. lamblia. Los bioensayos se realizaron empleando el medio
MPT-caldo, cada barra representa el promedio de nueve
repeticiones independientes, graficando como media la desviacion
estandar (+ DS).
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Fig. 31. Comparacién de la inhibicion de Fig. 32. Comparacion de la inhibicion de
G. lamblia en presencia de los T. vaginalis en presencia de los
FD de L. casei FD de L. casei
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En la figura 33 se observa los resultados de la actividad bioldgica de los
factores difusibles de L. acidophilus en el medio MPT-caldo. EI cual
muestra que las cinco concentraciones evaluadas tienen una marcada
inhibicidn del crecimiento de G. lamblia y T. vaginalis en cultivo bajo
condiciones axénicas in vitro. En los cultivos de G. lamblia se observa que
en presencia de las dosis de 1, 10, 25, 50 y 70% presentaron una inhibicion
del crecimiento de 90.2, 92.9, 94.8, 99.2 y 99.7% respectivamente. Estos
datos presentan muy marcada diferencia significativamente con respecto al
control (Fig. 34 y 45).

Con respecto al cultivo de T. vaginalis, las cinco concentraciones de los
factores difusibles de L. acidophilus presentaron marcada inhibicion del
crecimiento, a la dosis 1, 10, 25, 50 y 70% presentaron inhibicion del 70.6,
90.9, 92.8, 94.1 y 95.1%, los porcentajes de inhibicion a las dosis 10, 25,
50 y 70% no presentaron diferencia significativa entre estas, pero si con

respecto a la dosis de 1% (Fig. 35 y 46).

Tanto los cultivos de T. vaginalis como de G. lamblia presentaron marcada
inhibicién del crecimiento en presencia de los FD de L. acidophilus, cada
barra representa el promedio de nueve repeticiones independientes,

graficando como media la desviacion estandar (+ DS).

88



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

4500
4000

T
o
X 23500
TE‘ 3000
S
o 2500
o T. vaginalis
— [ | g
g 2000
g 1500 FDLa vs
€ G. lamblia
5 1000
c [
& 500 I FDLa vs
- - T. vaginalis
0 . -. || | I
A
o oo oo olo oo oo
{\d\ N ,\'0 .-f;) <,)0 /\(‘J

Concentracion

Fig. 33.- Comparacion de la actividad biologica de los factores difusibles de
L. acidophilus sobre G. lamblia y T. vaginalis. Tanto T. vaginalis
como G. lamblia presentan marcada inhibicion en presencia de los FD
de L. acidophilus. Los bioensayos se realizaron empleando el medio
MPT-caldo, cada barra representa el promedio de nueve repeticiones
independientes, graficando como media la desviacion estandar (+ DS).
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Fig. 34. Comparacion de la inhibicion de
G. lamblia en presencia de los FD
de L. acidophilus

Fig. 35. Comparacion de la inhibicion
de T. vaginalis en presencia de
los FD de L. acidophilus
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La actividad biologica de los FD de L. plantarum sobre los cultivos
axénicos in vitro de G. lamblia a las dosis de 1, 10, 25, 50 y 70%
presentaron inhibicion del 93.6, 94.4, 96.1, 96.5, y 99.7% respectivamente,

estos resultados no presentaron diferencia significativa (Fig. 36 y 45).

La actividad bioldgica de los factores difusibles de L. plantarum sobre el
crecimiento axénico in vitro de T. vaginalis, muestra que a las dosis de 25,
50 y 70% se inhibe el 100% del crecimiento, pero a la dosis de 1y 10% la
inhibicion es del 98 y 99.9%, estos porcentajes de inhibicion no presentan
diferencia significativa entre si (Fig. 37 y 46).

El cultivo axénico in vitro tanto de G. lamblia como de T. vaginalis, son
altamente susceptibles a los factores difusibles de L. plantarum (Fig. 38).
Los bioensayos se realizaron empleando el medio MPT-caldo, cada barra
representa el promedio de nueve repeticiones independientes, graficando

como media la desviacién estandar (+ DS).
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Fig. 36. Comparacion de la inhibicion de
G. lamblia en presencia de los FD
de L. plantarum. L. plantarum.
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Fig. 38.-Comparacion de la actividad biolégica de los factores difusibles de
L. plantarum sobre G. lamblia y T. vaginalis. Tanto T. vaginalis como
G. lamblia presentan marcada inhibicién en presencia de los FD de L.plantarum.
Los bioensayos se realizaron empleando el medio MPT-caldo, cada barra
representa el promedio de nueve repeticiones independientes, graficando como
media la desviacion estandar (+ DS)

En la figura 39 se observa los resultados de la actividad bioldgica de los
factores difusibles de L. casei rhamnosus en el medio MPT-caldo. El cual
muestra que las cinco concentraciones evaluadas tienen una marcada
inhibicion del crecimiento de G. lamblia y T. vaginalis en cultivo bajo
condiciones axénicas in vitro. En los cultivos de G. lamblia se observa que
en presencia de la dosis de 10, 25, 50 y 70% presentaron 97.3 99.4, 100 y
100% de inhibicion respectivamente; a las dosis de 1 y 10% la inhibicion
fue de 58.9%. Estos datos presentan muy marcada diferencia
significativamente con respecto al control, sin embargo a las dosis de 10,
25, 50 y 70 no presentan diferencia significativa, sin embargo si presentan

diferencia significativa con respecto a la dosis del 1% (Fig. 40 y 45).
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Con respecto al cultivo de T. vaginalis, las cinco concentraciones de los
factores difusibles de L. casei rhamnosus presentaron inhibicion del
crecimiento, a la dosis 70% presentd inhibicién del 99.3%, las dosis 1,10,
25 y 50% presentaron inhibicion del 13, 24, 468 y 57.9%
respectivamente, los porcentajes de inhibicion a las cinco dosis evaluadas

presentaron diferencia significativa entre si (Fig. 41y 46).

Los cultivos de G. lamblia son mas sensibles a los FD de L. casei
rhamnosus que los cultivos de T. vaginalis. Los bioensayos se realizaron
empleando el medio MPT-caldo, cada barra representa el promedio de
nueve repeticiones independientes, graficando como media la desviacion

estandar (+ DS).

Rendimineto
cel/mL (X104 )

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

I I I I | T.vaginalis

B Epicrvs
\o ﬂ °° glo T. vaginalis

Concentracion

Fig. 39.- Comparacién de la actividad bioldgica de los factores difusibles de

L. casei rhamnosus sobre G. lamblia y T. vaginalis. Tanto
T. vaginales como G. lamblia presentan marcada inhibicion en
presencia de los FD de L. casei, sin embargo G. lamblia es mas
sensible que T. vaginalis. Los bioensayos se realizaron empleando
el medio MPT-caldo, cada barra representa el promedio de nueve
repeticiones independientes, graficando como media la desviacion
estandar (+ DS).
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Fig. 40. Comparacion de la inhibicion de Fig. 41. Comparacion de la inhibicion de
G. lamlbia en presencia de los T. vaginalis en presencia de los
FD de L. casei rhamnosus. FD de L. casei rhamnosus.

En la figura 42 se observa los resultados de la actividad bioldgica de los
factores difusibles de L. lactis en el medio MPT-caldo. EIl cual muestra
que las cinco concentraciones evaluadas tienen una marcada inhibicién del
crecimiento de G. lamblia y T. vaginalis en cultivo bajo condiciones
axénicas in vitro (Tabla IX y X). En los cultivos de G. lamblia se observa
que en presencia de la dosis de 50 y 70% presentaron 96.8 y 99% de
inhibicidon respectivamente; las dosis de 1, 10, y 25% la inhibicion fue de
87, 88.6 y 95.7% respectivamente. Estos datos presentan muy marcada
diferencia significativamente con respecto al control. Las dosis 1 y 10%, no
presentan diferencia significativa entre si, sin embargo presentan diferencia
significativa con respecto a las dosis del 25, 50 y 70%, las cuales no

muestran diferencia significativa entre si (Fig. 43, 45y Tabla 1X).

Con respecto al cultivo de T. vaginalis, las cinco concentraciones de los
factores difusibles de L. lactis presentaron marcada inhibicién del
crecimiento, a la dosis 25, 50 y 70% presentaron inhibicion del 97.8, 98 y
98.5%, las dosis 1 y 10% presentaron inhibicion ambas del 95.8%. Estos
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datos presentan muy marcada diferencia significativamente con respecto al

control, los porcentajes de inhibicion a las cinco dosis evaluadas no

presentaron diferencia significativa entre si (Fig. 44 y 46, y Tabla X).

Los cultivos de T. vaginalis son mas sensibles a los FD de L. lactis que los

cultivos de G. lamblia. Los bioensayos se realizaron empleando el medio

MPT-caldo, cada barra representa el promedio de nueve repeticiones

independientes, graficando como media la desviacion estandar (+ DS)
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Fig. 42.- Comparacion de la actividad bioldgica de los factores
difusibles de L. lactis sobre G. lambliay T. vaginalis. Tanto
T. vaginalis como G. lamblia presentan marcada inhibicion en
presencia de los FD de L. lactis, sin embargo T. vaginalis es
mas sensible que G. lamblia. Los bioensayos se realizaron
empleando el medio MPT-caldo, cada barra representa el
promedio de nueve repeticiones independientes, graficando

como media la desviacion estandar (+ DS).
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Fig. 43. Comparacién de la inhibicién de Fig. 44. Comparacién de la inhibicion de
G. lamblia en presencia de los T. vaginalis en presencia de los
FD de L. lactis FD de L. lactis
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Comparacion del porcentaje de inhibicion de los factores

Tabla IX

difusibles de probioticos sobre Giardia lamblia

Factor Difusible de: Dosis(%) Inhibicién(%o)
1
10 94.4
L. plantarum 25 96.1
50 96.5
70 99.7
1 77.3
10 88.7
L. casei 25 0925
50 98.3
70 99.1
1 58.9
10 97.3
L. casei rhamnosus 25 994
50 100.0
70 100.0
1 91.7
10 98.3
B. longum 25 99.9
50 100.0
70 100.0
1 87.0
10 88.6
L. lactis 25 95.7
50 96.8
70 99.0
1 90.2
10 92.9
25 94.8
50 99.2
70 99.7
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Comparacion del porcentaje de inhibicion de los factores

Tabla X

difusibles de probioticos sobre T. vaginalis

Factor Difusible de: Dosis(%) Inhibicién(%o)
1
10 99.9
L. plantarum 25 100.0
50 100.0
70 100.0
1 99.5
10 99.7
L. casei 25 100.0
50 100.0
70 100.0
1 13.0
10 24.0
L. casei rhamnosus 25 46.8
50 57.9
70 99.3
1 77.4
10 91.4
B. longum 25 97.7
50 100.0
70 100.0
1 95.8
10 95.8
L. lactis 25 97.8
50 98.0
70 98.5
1 70.6
10 90.9
25 92.8
50 94.1
70 95.1
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8.4.2. Determinacion de la Clso de los FDP sobre G. lambliay T. vaginalis bajo

condiciones axénicas in vitro

En la determinacion de la concentracién inhibitoria media Clsy; mediante el

disefio estadistico PROBIT se observa que la mayor actividad giardicida la

presenta el factor difusible de L. plantarum, ya que el Clsy lo presenta a la

concentracion <0.0001%. EI factor difusible con menor actividad giardicida fue

el factor difusible de L. casei rhamnosus con una Clso de 0.808% (Tabla XI).

En la Tabla XII se muestra el analisis mediante el disefio estadistico PROBIT de

cinco concentraciones de los factores difusibles de los seis probioticos, se

observa que la mayor actividad tricomonicida la presentan el factor difusible de

L. casei y L. lactis con una Clsy <0.0001%. EIl factor difusible con menor

actividad tricomonicida fue el factor difusible de L. casei rhamnosus con una

Clso de 8.769%.
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Tabla XI

Determinacion de la Concentracién Inhibitoria media (Clsg) de los factores
difusibles de probioticos sobre G. lamblia

o Dosis >
Factores difusibles de Clsg X P
(%)

1

10
Lactobacillus plantarum 25 <0.001% 90,462.919 | 0.000
50
70
1
10
25 0.003% 166,761.381 | 0.000
50
70
1
10
Lactobacillus casei 25 0.105% 137,629.565 | 0.000
50
70
1
10
25 0.808% 2,857.406 0.000
50
70
1
10
Lactococcus lactis 25 0.007% 156,367.070 | 0.000
50
70
1
10
Bifidobacterium longum 25 0.041% 26,492.301 | 0.000
50
70
Valor de la Clg de los FDP sobre G. lamblia mediante el disefio estadistico
PROBIT, mostrando el valor de la X* (Chi-cuadrada) y P la significancia de los
resultados obtenidos

Lactobacillus
acidophilus

Lactobacillus casei
rhamnosus
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Determinacion de la Concentracion Inhibitoria media (Clsg) de los factores

Tabla XI1

difusibles de probidticos sobre T. vaginalis

Factores difusibles de

Dosis
(%)

Clso

X2

Lactobacillus plantarum

1
10
25
50
70

0.004

2223.049

0.00

Lactobacillus acidophilus

1
10
25
50
70

0.053

24,626.157

0.00

Lactobacillus casei

1
10
25
50
70

<0.001

7,362.716

0.00

Lactobacillus casei rhamnosus

1
10
25
50
70

8.769

1,730,862.179

0.00

Lactococcus lactis

1
10
25
50
70

<0.001

21,806.882

0.00

Bifidobacterium longum

1
10
25
50
70

0.120

150,715.042

0.00

Valor de la Cls, de los FDP sobre T. vaginalis mediante el disefio estadistico
PROBIT, mostrando el valor de la X* (Chi-cuadrada) y P la significancia de los
resultados obtenidos
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9. DISCUSIONES

El estudio cientifico de los probioticos, se remontan hacia el afio de 1905, cuando el ruso
Elie Metchnikof, quien por entones fuera director del Instituto Pasteur en Francia, fijé su
atencion en la importancia de los probidticos en la salud, llegando a describir a las
personas quienes lo consumian como “personas muy pobres pero que tenian una vida
larga y saludable”, caracteristica que atribuy6 a su alimentacion, basada practicamente
en el consumo de derivados lacteos fermentados; y después de varios estudios llegd a
identificar a los lactobacillus, como las bacterias predominantes en estos derivados
lacteos. Estas observaciones fueron plasmadas en 1907 en su libro “La prolongacién de
la vida”, haciendo alusion al descubridor original de los probioticos, el fisiol6go bulgaro

Dr. Estambre Gigorov (Anukam K,C. and Reid G., 2007).

En afios recientes, a través de diversos estudios, se ha demostrado la actividad benéfica
de las bacterias consideradas como probiéticos en el tratamiento de diversas afecciones
relacionadas con el sistema digestivo, ya que se reporta que estimulan el sistema
inmune, evitan el reconocimiento de toxinas a sitios especificos en el intestino,
incrementan la produccién de inmunoglobulinas, entre otros. Recientes publicaciones
sugieren que la restauracion de las comunidades microbianas enddgenas, es la solucion a
varios padecimientos de la mucosa intestinal e incluso vaginal (Sartor R.B., 2004 and
Saggioro A., 2004).

Sin embargo, también se han reportado graves alteraciones patologicas en diversos
organos ocasionados por bacterias consideradas como probidticos, estas alteraciones se
han observado principalmente en personas con sistema inmune comprometido, asi como
en personas con pancreatitis aguda (Vogel G., 2008 y http://www.wjgnet.com/1007-
9327/13/2733.asp). También se han relacionado a los lactobacillus y bifidobacterias,

con afecciones orales en el caso de caries dental (Byun R, et al., 2004).

103


http://www.wjgnet.com/1007-9327/13/2733.asp
http://www.wjgnet.com/1007-9327/13/2733.asp

Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

En este trabajo evaluamos la actividad bioldgica de los factores difusibles de
Lactobacillus casei, Lactobacillus casei rhamnosus, Lactobacillus plantarum,
Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus vy
Bifidobacterium longum, sobre dos parasitos patogenos del hombre, Giardia lamblia y

Trichomonas vaginalis.

G. lamblia es el agente causal de la giardiasis o giardiosis parasitosis que afecta
principalmente a los paises en vias de desarrollo, como es el caso de Mexico, y en
México una de las principales entidades que ocupa el primer lugar en casos de giardiasis
es Nuevo Leon (Cedillo-Rivera, et al., 2009).

Por otra parte, T. vaginalis es el agente causal de la tricomoniasis afeccion relacionada
con el tracto vulvovaginal, dicha afeccion, de acuerdo a varios estudios esta
estrechamente relacionada con la ausencia del bacilo de Ddoderlein o Lactobacillus
acidophilus en esta regién, sin embargo en diversos estudios clinicos ginecoldgicos,
asocian estrechamente la presencia de T. vaginalis con la instalacion del virus del
papiloma humano, el cual causa graves alteraciones fisiologicas principalmente en
mujeres (Neira O., et al., 2005). Ademas, sistematicamente, los lactobacilos no han sido
asociados con dafios y por ende son considerados como miembros no patdgenos de la
flora intestinal y urogenital. Recientemente, el uso de probidticos per se y lactobacilos
reciben mayor atencién como una alternativa natural para restaurar y mantener la salud
(Pérez-Leonard H., 2007).

Para llevar a cabo la evaluacion de la actividad bioldgica de los factores difusibles de
probidticos sobre Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis, empleamos el medio de
cultivo MPT-caldo, el cual sustenta el crecimiento tanto de bacterias consideradas como
probidticos asi como protozoarios (Barron M.P, et al., 2008). Sin embargo este medio
hasta ahora s6lo habia sido empleado para ensayos in vitro con Entamoeba histolytica, y
en este trabajo evaluamos a G. lamblia y T. vaginalis. De acuerdo a los resultados
obtenidos este medio MPT-caldo sustenta el crecimiento de estos dos protozoarios
patogenos (Fig. 13y 14).
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Por otra parte, se realiz6 la comparacion del rendimiento celular L. casei, L. casei
rhamnosus, L. plantarum, L. acidophilus, L. lactis y B. longum empleando los medios
MRS-caldo y los medios comerciales M17-caldo y el medio MPT-caldo. Las cinéticas
de crecimiento se realizaron empleando dos metodos: Método de turbidimetria y método
de recuento bacteriano en placa (RBP). De acuerdo al analisis de las cinéticas de los seis
probidticos empleando la método turbidimétrica, observamos que L. casei, L. casei
rhamnosus, L. plantarum y L. acidophilus presentan mayor rendimiento en el medio
MRS-caldo (Fig. 15 y 16), y s6lo B. longum presenté mayor rendimiento en el medio
MPT-caldo (Fig. 17).

También se realizd una cinética comparativa del rendimiento celular de B. longum
cultivado tanto en presencia como en ausencia de CO, y las cinéticas indican que no
existe diferencia significativa (Fig. 18 y 19). Este resultado nos indica que el medio
MPT-caldo cumple con los requerimientos nutricionales de B. longum, dado su caracter
de micoorganismo anaerobio facultativo, ya que este medio de cultivo cuenta entre su

formulacién con agentes reductores (Ninomiya K., et al., 2009).

Los resultados obtenidos al comparar el rendimiento celular de los probidticos
empleando la método de recuento bacteriano en placa (RBP), indican que el medio
MPT-agar sustenta muy bien el crecimiento de L. casei, L. plantarum, L. casei
rhamnosus, L. acidophillus y L. lactis, ya que comparando el rendimiento celular de
estas bacterias en los tres medios evaluados (medios comerciales MRS-agar y M17-agar,
y el medio MPT-agar) en la mayoria de los casos se obtuvo mayor rendimiento celular
en el medio MPT-agar, tal como se aprecia en la Tabla VIII; observando que B. longum
obtuvo el mayor rendimiento celular, seguido de L. casei, L. plantarum, L. casei
rhamnosus, L. acidophillus y L. lactis. Esto nos indica que el medio MPT-agar es un

buen medio para el crecimiento de éstas bacterias probidticas.
Comparando los resultados obtenidos con la método de tubidimetria y con la método de

recuento bactriano en placa (RBP), se observa marcada diferencia en el rendimiento

celular registrado, éstas diferencias pueden ser atribuidas a que en la método
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turbidimétrica solo se registra la turbidez, teniendo como una desventaja que al
momento de tomar lecturas, en el medio de cultivo se encuentran presentes metabolitos
y sustancias sintetizadas por las propias bacterias, dando como resultado que la turbidez
sea un método cualitativo y que no refleje datos reales del rendimiento celular de cada
probidtico; sin embargo con la método de RBP si se contabilizan las colonias presentes
en cada medio de cultivo, por lo cual es una método méas confiable, lo que nos da una

mayor claridad de la viabilidad de las bacterias (Tabla VIl y Fig.26).

En cuanto la actividad bioldgica de los factores difusibles de los probidticos (FDP), en la
figura 45 y Tabla IX se muestra la compilacién de los resultados obtenidos, en el cual se
observa que los seis factores difusibles (FD) de los probioticos a las 5 dosis evaluadas
todos presentan actividad giadicida, presentando diferencia significativa con respecto al
control, sin embargo es el FD de L. plantarum seguido del FD de B. longum presentaron
la mayor capacidad giardicida, ya que desde la concentracion mas baja (1%) inhiben 98
y 99.5% respectivamente, sin embargo es L. plantarum quien presenta la menor Clsg
sobre G. lamlbia con un valor de < 0.001% (Tabla XI). En el caso de la actividad
bioldgica con el FD de L. acidophilus a la dosis de 1% fue de 90.2 y la Clso fue de
0.003%, estos resultados concuerdan con lo reportado por Pérez P.F., et al., 2001, quien
reportd inhibicion in vitro de cultivos de G. intestinalis por factores extracelulares de
L. acidophillus, y menciona que la posible actividad giardicida puede estar dada por

moléculas de bajo peso molecular las cuales son inactivadas por el calor.

En cuanto a la actividad bioldgica del FD de los seis probioticos evaluados sobre
T. vaginalis bajo condiciones axénicas in vitro, se observa que a partir de la dosis al 1%
del FD de cada probidtico exhiben actividad tricomonicida, sin embargo el mayor
porcentaje de inhibicion lo presento el FD de L. plantarum con una inhibicion del
99.5%, seguido del 98% por accién del FD de L. lactis y 95.8% de inhibicion por parte
del FD de L. lactis y se obtuvo un valor para la concentracion inhibitoria media Clsg un
valor de <0.001 tanto para el FD de L. lactis y para L. casei, seguido del 0.041% para el
FD de L. plantarum.

106



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

Estos resultados muestran la gran actividad bioldgica inhibitoria de los factores
difusibles de los seis probidticos sobre los cultivos de G. lamblia y T. vaginalis; éstos
resultados pueden ser atribuidos a la actividad de las bacteriocinas La accion de las
bacteriocinas estd determinada por la composicién de la membrana plasmatica, la
estructura y la expresion de una proteina en funcion de la inmunidad, ademas de la
composicion quimica del medio ambiente. También es de considerar las moléculas
superficiales en la membrana de la célula blanco que permiten el acoplamiento con la
bateriocina producida (Cintas et al., 2001 y Heerklotz et al., 2004).

En el caso de las bacterias Gram positivas se caracterizan por poseer un alto contenido
de lipidos en su membrana, y en este caso el modo de accion de las bacteriocinas es la
unién inicial a la memebrana bacteriana por atraccion electrostatica entre los lipidos
cargados negativamente y las bacteriocinas con su carga neta positiva localizada en uno
de sus extremos (extremo C- terminal en el caso de la nisina,o0 extremo N-terminal en el
caso de la pediocina), después se produce la insercion de las bacteriocinas en la bicapa
lipidica en el caso de la nisina esta insercion se realiza por el extremo amino terminal
(Moll et al., 1999). Y en el caso de la pediocina es a traves de su hélice transmembranal
del extremo C-terminal (Ennahar et al., 2000). De este modo se forman poros en la
membrana bacteriana, la cual queda permeabilizada, la célula empieza a perder iones y
metabolitos fundamentales para su supervicencia y eventualmente se produce la muerte
bacteriana, probablemente a la vesiculacion del protoplasma, la formacion de poros y la
desintegraciéon completa de la célula (Bizani et al, 2005 y Gonzélez, et al., 2005).

Otro aspecto importante es la inhibicién de la biosintesis del ADN que conlleva a la
muerte celular, como un mecanismo secundario de estos péptidos antimicrobianos
(Brotz y Sahl 2000). El poder que ejercen las bacteriocinas sobre otros
microosrganismos patogenos como es el caso de Giardia lamblia y Trichomonas
vagialis va a tener distintos comportamientos. EI campo de accién de las bacteriocinas
se relaciona con el contenido de cisteina y de acuerdo con ello, se establecen tres grupos:
a) bacteriocinas con un estrecho rango de accion restringido a microorganismos de la

misma especie; b) bacteriocinas con un rango intermedio que inhibe bacterias lacticas y

107



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

algunas bacterias gran positivas; y ¢) bacteriocinas de amplio rango de accion las cuales
inhiben una amplia variedad de gran positivas (Cintas et al., 2001).

El protozoario T. vaginalis es mas sensibles a los FDLc. Posiblemente estos resultados
estén relacionados con la localizacion de L. casei como microflora normal del tracto
urogenital y microflora gastrointestinal. Ademas los FDLc pueden tener una interaccion
muy asociada a el medio donde habitan y que produzcan ciertos metabolitos y
bacteriocinas especificas que dafien seriamente al trofozoito de T. vaginalis. De
acuerdo a la literatura (Sanchez J.A. 2008) la incidencia de Lactobacilos acidophillus en
la region urogenital influye en la presencia de la flora vaginal considerando que la salud
de la vagina se encuentra influenciada por éste probiotico, también conocido como
bacilo de Ddderlein. En la figura 33, se observa la actividad biolégica de FD de
L. acidophilus sobre T. vaginalis el cual inhibe a partir de la dosis 1% en un 70.6% vy a
la dosis del 70% inhibe 95.1% la poblacion de éste protozoario, y la Clsg se observé en
0.053%. Los resultados obtenidos demuestran la eficiente actividad tricomonicida de los
factores difusibles de L. acidophillus. Un posible blanco de estudio podria ser la
evaluacion de los FD de L. acidophillus en cultivos de células epiteliales en presencia
del factor de desprendimiento celular (CDF) producido por T. vaginalis, ya que el CDF
ha sido reportada como un glicoproteina inmunogénica en hombre que in situ ocasiona
lisis celular y eritemas, in vitro se ha observado que éste CDF provoca el
desprendimiento de la monocapa de las células epiteliales (Garber y Lemchuka-Favel,
1990).

Existen estudios basados con extractos de plantas pero las concentraciones inhibitorias
del crecimiento tanto en E. histolytica, G. lamblia y T. vaginales son dosis altas a

comparacion de las dosis aplicadas con medios condicionados de bacterias probioticas.

La utilizacion de productos fitoterapéuticos pudiera ser muy Util, sobre todo si no
tuvieran efectos indeseables sobre el ser humano, y los que han sido tradicionalmente
utilizados desde tiempos muy antiguos, para mejorar sintomas y eliminar infecciones,

sin embargo; existe la controversia de utilizar adecuadamente las dosis, debido a que en
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algunos casos también las sustancias activas de las plantas pueden ser tdxicas o dafiinas
para los organismos, debido a esto, se debe mencionar que los probidticos son
microorganismos que se encuentran en el ser humanos como microflora nativa y que
tienen multiples beneficios para la salud, y para el bienestar del ser humano. Estos

estudios demuestran la importancia de los probidticos sobre el ser humano.

Recientes investigaciones, de biotecnologia en alimentos, han visto la necesidad de
mantener vivas las bacterias probidticas para que lleguen al intestino, y se observa que
han modificado cepas para la resistencia de las condiciones normales del tracto
gastrointestinal, en éste trabajo se utilizé todos los factores difusibles del medio de

cultivo.

En la literatura, mencionan cepas probidticas muestran caracteristica de produccion de
acido lactico, &cido acético, &cidos grasos de cadena corta, también producen
bacteriocinas. En la naturaleza existen una enorme diversidad de éstas proteinas
biolégicamente activas contra miembros de la misma especie 0 de especies diferentes,
pero falta mucho por investigar porque en la actualidad solo se sabe que la mayoria de
las bacterias producen bacteriocinas pero no se han estudiado con profundidad ni se han

aislado o purificado.

La ausencia de antecedentes acerca de la actividad bioldgica de los factores difusibles
de probidticos, sobre G. lamblia y T. vaginalis, destaca la importancia de éste trabajo, ya
que los efectos colaterales indeseables de los tratamientos usados actualmente, podrian
ser evitados a través del consumo de los probidticos. En base a estos resultados,
evidenciamos la actividad bioldgica de los factores difusibles de probidticos tienen
actividad inhibitoria sobre los protozoarios parasitos patégenos G. lamblia y

T. vaginalis.
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10. CONCLUSIONES

e En el medio de cultivo MPT-caldo y MPT-agar es posible cultivar las bacterias
Lactobacillus acidophilus, Lactobacilllus casei, Lacotabacillus plantarum,
Lactobacillus casei rhamnosus, Bifidobacterium longum, Lactococcus lactis.

e En el medio de cultivo MPT-caldo es posible cultivar protozoarios parasitos
patogenos: Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis en condiciones axénicas in

vitro y con rendimiento éptimos.

e En el medio de cultivo MPT-caldo y MPT-agar es posible cultivar
Bifidobacterium longum, sin necesidad de otras condiciones anaerdbicas ajenas a

las propias del medio de cultivo.

e Los factores difusibles de Lactobacillus plantarum y Bifidobacterium longum

presentan mayor actividad giardicida.

e Los factores difusibles de Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum

presentan mayor actividad tricomonicida.

e Los cultivos de G. lamblia mostraron mayor suceptibilidad a los factores

difusibles de probioticos a comparacidn de los cultivos T. vaginalis.
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Los factores difusibles de los seis probidticos (Bifidobacterium longum,
Lactobacilus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacilllus casei rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus y Lactococcus lactis) a las cinco dosis evaluadas
presentan actividad bioldgica inhibitoria sobre cultivos de Giardia lamblia y

Trichomonas vaginalis en condiciones axénicas in vitro.
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11. PERSPECTIVAS

La importancia de la giardiasis y tricomonosis como problema de salud publica y la falta
de tratamiento efectivos contra éstas enfermedades a llevado a necesidad de realizar
trabajos encaminados a la basqueda de nuevas estrategias terapéuricas que sean efectivas

y que presenten el minimo de efectos secundarios adversos al paciente.

En el presente trabajo, se evalud la actividad bioldgica de factores difusibles de
probidticos sobre G. lamblia y T. vaginalis y los resultados obtenidos demuestran el
potencial tanto giardicida como tricomonicida de los factores difusibles de los seis

probidticos evaluados.

El uso de los probidticos como parte de los alimentos, es una area en franco desarrollo
en la industria de alimentos lo que origina un marcado interés por los porbidticos y sus
metabolitos. Ademas, en el campo de la salud humana, resulta interesante analizar el uso

de las bacteriocinas de los probi6ticos como una alternativa.

Sin embargo, hacen falta mas trabajos de investigacion, para determinar si cada unos de
los probidticos pueden ser utilizados como agentes preventivos, determinar la eficacia de
cada uno de los probidticos que estdn actualmente en el mercado, y asi también
determinar sus metabolitos que cada una de éstos probidticos sintetizan. Con ellos nos
encamina la investigacion de la naturaleza de sus factores activos en estudios posteriores
a traves de aislar, purificar e identificar el o los componentes responsables de la
actividad bioldgica inhibitoria de los factores difusibles de probioticos sobre

protozoarios.

Con lo descrito en este trabajo se puede ver que el reciente desarrollo de la investigacion
de bacterias probioticas, que ha permitido conocer su mecanismo de accién y su

actividad bioldgica sobre cultivos de protozoarios parasitos patdgenos, por ende un
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mejor conocimiento de la forma en que lo probidticos inhiben a otros microorganismos
pudiendo ser una de las causas de sus efectos benéficos para la salud. Ademaés, cada dia
se descubren mas bacteriocinas y se analizan sus mecanismos de accion a nivel
molecular. No cabe duda que en los proximos afios se tendra un mejor entendimiento de
estos péptidos que permitan aprovechar al méximo su potencial en beneficio del
hombre.Estos bioensayos deben establecer su eficacia como profilactico mas que como

agente terapéutico.
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13.ANEXOS

PROBIT MuertasLcasei OF TotalLcasei WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).

Anélisis probit
Notas

Resultados creados
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo
Filtro

Peso

Segmentar archivo

Num. de filas del archivo de

trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos
perdidos

Casos utilizados
Sintaxis
Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

26-may-2011 19:17:00

Conjunto_de_datos0

<ninguno>
<ninguno>
<ninguno>
6
Los valores perdidos definidos por el
usuario se trataran como perdidos.
Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos véalidos para todas las
variables en el modelo.
PROBIT MuertasLcasei OF
TotalLcasei WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).
00:00:00.203
00:00:00.235

[Conjunto_de_datos0]
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Advertencia

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe
variable de agrupacién en el modelo.

Informacién sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos

La transformacion log no se

puede realizar

Namero de respuestas > 0

NUmero de sujetos
Grupo control 1

Informacion sobre la convergencia

Solucion

Numero de Optima

iteraciones encontrada
PROBIT 13| Si

Estimaciones de los pardmetros

Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis 692 .001| 1019.202 .000

Interseccion .679 .001 905.780 .000

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros

Parametro Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis 691 .694
Interseccion .678 .679

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl® Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 137629.565 3 .000°
ajuste de Pearson
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a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.

b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

NUmero NUmero de Respuestas Respuestas
Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT d 1 .000 3087500 2385648 2319593.271
i2 1.000 3087500 2737407 2824466.645
m 3 1.398 3087500 2856018 2933651.140
€4 1.699 3087500 3036111 2989312.036
2 5 1.845 3087500 3060648 3009618.323
i
0
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 66054.729 751
P2 -87059.645 915
m3 -77633.140 950
4 46798.964 968
2 5 51029.677 975
i
o
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)®
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT* dimen .010 .000 .000 .006 -4.340
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sionl .020 .000 .000 .010 -3.946
.030 .000 .000 .014 -3.696
.040 .000 .000 .019 -3.508
.050 .000 .000 .023 -3.355
.060 .001 .000 .028 -3.225
.070 .001 .000 .033 -3.111
.080 .001 .000 .038 -3.009
.090 .001 .000 .043 -2.916
.100 .001 .000 .049 -2.831
.150 .003 .000 .080 -2.477
.200 .006 .000 119 -2.195
.250 011 .000 .168 -1.954
.300 .018 .000 .230 -1.737
.350 .029 .000 307 -1.536
.400 .045 .000 405 -1.346
.450 .069 .000 .530 -1.161
.500 .105 .000 .694 -.980
.550 159 .000 911 -.798
.600 .243 .000 1.209 -.614
.650 377 .001 1.630 -423
.700 .599 .003 2.262 -.223
.750 .987 .013 3.293 -.006
.800 1.720 .059 5.236 .236
.850 3.288 318 10.136 517
.900 7.428 1.789 34.394 871
.910 9.044 2.474 50.709 .956
.920 11.201 3.380 80.495 1.049
.930 14.171 4.567 139.520 1.151
.940 18.427 6.132 268.779 1.265
.950 24.863 8.250 590.623 1.396
.960 35.350 11.262 1545.939 1.548
.970 54.487 15.930 5230.193 1.736
.980 96.845 24.338 27435.886 1.986
.990 239.753 45.295 391858.129 2.380

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.
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Limites de confianza

Probabilidad Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)”
Limite inferior | Limite superior
PROBIT? .010 -14.835 -2.231
.020 -13.649 -1.992
.030 -12.897 -1.840
.040 -12.331 -1.726
.050 -11.871 -1.633
.060 -11.479 -1.554
.070 -11.136 -1.484
.080 -10.829 -1.422
.090 -10.550 -1.365
.100 -10.292 -1.313
.150 -9.228 -1.096
.200 -8.384 -.923
.250 -7.659 - 773
.300 -7.010 -.639
.350 -6.409 -.513
dimen
sionl 400 -5.839 -.393
450 -5.289 -.275
.500 -4.749 -.159
.550 -4.211 -.040
.600 -3.666 .082
.650 -3.107 212
.700 -2.522 .355
.750 -1.901 518
.800 -1.229 719
.850 -.498 1.006
.900 .253 1.536
910 .393 1.705
.920 529 1.906
.930 .660 2.145
.940 .788 2.429
.950 916 2.771
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.960 1.052 3.189
970 1.202 3.719
.980 1.386 4.438
.990 1.656 5.593

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.

Respuestas transformadas por Probit
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PROBIT MuertasBLongum OF TotalBLongum WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).

Analisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:21:11
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datos0
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>
NUm. de filas del archivo de 6
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos Los valores perdidos definidos por el
perdidos usuario se trataran como perdidos.
Casos utilizados Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos véalidos para todas las
variables en el modelo.
Sintaxis PROBIT MuertasBLongum OF
TotalBLongum WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
ICRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).
Recursos Tiempo de procesador 00:00:00.203
Tiempo transcurrido 00:00:00.264

[Conjunto_de_datos0]

Advertencia

variable de agrupacion en el modelo.

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

Informacién sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos
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La transformacion log no se 0
puede realizar
NUmero de respuestas > 0
NUmero de sujetos
Grupo control 1
Informacion sobre la convergencia
Solucién
Namero de Optima
iteraciones encontrada
PROBIT 19| Si
Estimaciones de los parametros
Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis .982 .002 649.456 .000
Interseccion 1.359 .001] 1351.898 .000
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros
Pardmetro Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis .979 .985
Interseccion 1.358 1.360
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base
10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl® Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 26492.301 3 .000°
ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.
b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

NUmero NUmero de Respuestas Respuestas

Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT 41 .000 3087500 2829861 2818657.420
i 2 1.000 3087500 3035722 3057845.550
m 3 1.398 3087500 3083333 3077793.692
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e 4 1.699 3087500 3087500 3083701.468
ns 1.845 3087500 3087500 3085160.537
s
i
0
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 11203.580 913
i2 -22123.550 990
m3 5539.308 997
4 3798.532 999
2 5 2339.463 .999
i
0
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)”
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .000 .000 .004 -3.751
.020 .000 .000 .006 -3.474
.030 .001 .000 .007 -3.298
.040 .001 .000 .009 -3.165
dimen .050 .001 .000 011 -3.058
sionl .060 .001 .000 .013 -2.966
.070 .001 .000 .014 -2.885
.080 .002 .000 .016 -2.813
.090 .002 .000 .018 -2.748
.100 .002 .000 .020 -2.688
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.150
.200
.250
.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.004
.006
.009
.012
.017
.023
.031
.041
.056
.075
102
141
.201
297
470
.834
.958
1.114
1.315
1.582
1.954
2.504
3.397
5.095
9.652

.000
.000
.000
.000
.000
.000
001
001
002
004
007
012
022
045
100
265
332
422
544
714
955
1.308
1.849
2.763
4.789

.029
.040
.053
.067
.085
105
130
.160
197
244
.305
.386
.500
672
.959
1.557
1.766
2.038
2.407
2.933
3.745
5.133
7.877
14.744
43.055

-2.438
-2.240
-2.070
-1.917
-1.775
-1.641
-1.511
-1.383
-1.255
-1.125
-.991
-.849
-.697
-.527
-.328
-.079
-.019
.047
119
199
291
.399
531
707
.985

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)®
Limite inferior | Limite superior
PROBIT? .010 -7.264 -2.442
dimen .020 -6.751 -2.251
sionl .030 -6.426 -2.129
.040 -6.181 -2.038
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.050
.060
.070
.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
970
.980
.990

-5.982
-5.813
-5.664
-5.531
-5.411
-5.299
-4.839
4474
-4.160
-3.879
-3.619
-3.372
-3.134
-2.899
-2.666
-2.428
-2.184
-1.928
-1.652
-1.349
-1.000
-577
- 479
-375
-.265
-.146
-.020
117
267
441
680

-1.963
-1.900
-1.844
-1.795
-1.749
-1.708
-1.535
-1.397
-1.278
-1.172
-1.073
-978
-.887
-797
-.706
-.613
-516
-.413
-.301
-173
-.018
192
247
.309
.381
467
573
.710
.896
1.169
1.634

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.
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Probit

Respuestas transformadas por Probit

3.0

2.5

1.5

I
0735

Log de Dosis

.00
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PROBIT MuertasLlactis OF TotalLlactis WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).

Analisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:23:03
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datos0
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>

Nam. de filas del archivo de
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos

perdidos

Casos utilizados
Sintaxis
Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

Los valores perdidos definidos por el
usuario se trataran como perdidos.
Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos véalidos para todas las
variables en el modelo.
PROBIT MuertasLlactis OF
TotalLlactis WITH Dosis

/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT FREQ CI

ICRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).

00:00:00.172
00:00:00.235

[Conjunto_de_datos0]
Advertencia

variable de agrupacién en el modelo.

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

Informacion sobre los datos

N° de casos

Vélidos
Rechazados Perdidos
La transformacion log no se

puede realizar
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NUmero de respuestas > 0
NUmero de sujetos

Grupo control 1

Informacion sobre la convergencia

Solucién

Namero de Optima

iteraciones encontrada
PROBIT 14| Si

Estimaciones de los parametros

Pardmetro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis 475 .001 662.189 .000

Interseccion 1.022 001 | 1225.477 .000

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros

Parametro Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis 473 476
Interseccion 1.022 1.023

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl® Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 156367.070 3 .000°
ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.
b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

Numero Namero de Respuestas Respuestas
Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT 4 1 .000 3087500 2685555 2614188.316
i 2 1.000 3087500 2737037 2879995.320
m 3 1.398 3087500 2954629 2945714737
€4 1.699 3087500 2989358 2983357.734
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nbs 1.845 3087500 3055092 2998418.443
s
i
0
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 71366.684 847
i2 -142958.320 .933
m3 8914.263 954
4 6000.266 966
2 5 56673.557 971
i
0
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)®
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .000 -7.057
.020 .000 -6.483
.030 .000 -6.118
.040 .000 -5.844
.050 .000 -5.621
.060 .000 -5.431
dimen
sionl .070 .000 -5.265
.080 .000 -5.116
.090 .000 -4.980
.100 .000 -4.855
.150 .000 -4.339
.200 .000 -3.928
.250 .000 -3.576
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.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
970
.980
.990

.001
.001
.002
.004
.007
.013
.024
.045
.089
.185
416
1.071
3.517
4.687
6.404
9.026
13.241
20.501
34.260
64.413
149.092
559.652

-3.260
-2.967
-2.688
-2.419
-2.155
-1.890
-1.621
-1.343
-1.049
-.733
-.381
.030
.546
671
.806
.955
1.122
1.312
1.535
1.809
2.173
2.748

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad

Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)”

Limite inferior | Limite superior

PROBIT?

.010

.020

.030

] .040
sionl

.050

.060

.070

dimen
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.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
970
.980
.990

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.
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Respuestas transformadas por Probit

2.257

2.00

1.757]

Probit

1.50

1.257

1.007
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PROBIT MuertasLacido OF TotalLacido WITH Dosis
/LOG 10
/IMODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).

Anélisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:26:23
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datos0
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>

NUm. de filas del archivo de
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos

perdidos

Casos utilizados
Sintaxis
Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

Los valores perdidos definidos por el
usuario se trataran como perdidos.
Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos validos para todas las
variables en el modelo.
PROBIT MuertasLacido OF
TotalLacido WITH Dosis

/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT FREQ CI

/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).

00:00:00.187
00:00:00.233

[Conjunto_de_datos0]
Advertencia

variable de agrupacion en el modelo.

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

Informacion sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos
La transformacion log no se

puede realizar
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NUmero de respuestas > 0
Numero de sujetos

Grupo control 1

Informacion sobre la convergencia

Solucién
Namero de Optima
iteraciones encontrada
PROBIT 16 | Si
Estimaciones de los pardmetros
Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis 487 .001 605.557 .000
Interseccion 1.197 .001| 1322.083 .000
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros
Pardmetro Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis 485 .488
Interseccion 1.196 1.197
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base
10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl* Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 166761.381 3 .000°
ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.
b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

Namero Namero de Respuestas Respuestas

Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT ¢4 1 .000 3087500 2785714 2730150.748
i 2 1.000 3087500 2869642 2945006.795
m 3 1.398 3087500 2926785 2994095.473
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e 4 1.699 3087500 3062857 3021108.109
ns 1.845 3087500 3077500 3031630.967
s
i
0
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 55563.252 .884
i2 -75364.795 954
m3 -67310.473 970
€4 41748.891 978
rS] 5 45869.033 982
i
0
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)®
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .000 -7.237
.020 .000 -6.677
.030 .000 -6.321
.040 .000 -6.054
.050 .000 -5.837
dimen .060 .000 -5.652
sionl .070 .000 -5.489
.080 .000 -5.344
.090 .000 -5.212
.100 .000 -5.090
.150 .000 -4.587
.200 .000 -4.187
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.250
.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.000
.000
.001
.001
.002
.003
.006
012
.022
.042
.085
187
469
1.495
1.978
2.681
3.746
5.443
8.334
13.749
25.441
57.652
209.301

-3.843
-3.535
-3.249
-2.978
-2.716
-2.458
-2.200
-1.937
-1.666
-1.381
-1.072
-.729
-.329
175
.296
428
574
.736
921
1.138
1.406
1.761
2.321

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad

Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)®

Limite inferior | Limite superior

PROBIT?

.010
.020
dimen .030
sionl .040
.050
.060
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.070
.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
970
.980
.990

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.
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Respuestas transformadas por Probit

3.07
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PROBIT MuertasLplan OF TotalLplan WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).

Anélisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:27:45
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datos0
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>

NUm. de filas del archivo de
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos

perdidos

Casos utilizados
Sintaxis
Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

Los valores perdidos definidos por el
usuario se trataran como perdidos.
Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos validos para todas las
variables en el modelo.
PROBIT MuertasLplan OF TotalLplan
WITH Dosis

/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT FREQ ClI

/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).

00:00:00.188
00:00:00.187

[Conjunto_de_datos0]
Advertencia

variable de agrupacion en el modelo.

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

Informacién sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos
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puede realizar

NUmero de sujetos
Grupo control

La transformacion log no se

NUmero de respuestas >

Informacion sobre la convergencia

Solucion
Nimero de optima
iteraciones encontrada
PROBIT 17| Si
Estimaciones de los parametros
Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis .289 .001 347.020 .000
Interseccion 1.446 .001] 1423.021 .000
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros
Parametro Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis 287 .290
Interseccion 1.445 1.447
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base
10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 90462.919 3 .000°
ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados

en casos agregados.

b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de

heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

Nimero NUmero de Respuestas Respuestas

Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT ¢4 1 .000 3087500 2889285 2858821.709
i 2 1.000 3087500 2916071 2959709.735
m 3 1.398 3087500 2966071 2988135.329
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e 4 1.699 3087500 2978036 3005984.029
ns 1.845 3087500 3076964 3013631.384
s
i
0
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 30463.291 .926
i2 -43638.735 959
m3 -22064.329 .968
4 -27948.029 974
2 5 63332.616 976
i
0
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)®
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .000 -13.071
.020 .000 -12.126
.030 .000 -11.527
.040 .000 -11.076
.050 .000 -10.710
.060 .000 -10.397
dimen
sion .070 .000 -10.124
.080 .000 -9.879
.090 .000 -9.656
.100 .000 -9.451
.150 .000 -8.602
.200 .000 -7.927
.250 .000 -7.348
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.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.002
.008
.038
.269
431
.720
1.267
2.379
4.880
11.353
32.054
127.389
1121.036

-6.827
-6.346
-5.888
-5.446
-5.011
-4.575
-4.133
-3.676
-3.194
-2.674
-2.095
-1.420
-.570
-.365
-.142
.103
.376
.688
1.055
1.506
2.105
3.050

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad

Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)”

Limite inferior | Limite superior

PROBIT?

.010

.020

.030

] .040
sionl

.050

.060

.070

dimen

174



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
970
.980
.990

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.
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Respuestas transformadas por Probit

2.8

2.6

2.4+

2.29

Probit

2.04

T I T I T
oo 05 1.0 15 20

Log de Dosis
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PROBIT MuertasLcr OF TotallLcr WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).
Anélisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:31:36
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datos0
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>

NUm. de filas del archivo de
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos

perdidos

Casos utilizados
Sintaxis
Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

Los valores perdidos definidos por el
usuario se trataran como perdidos.
Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos validos para todas las
variables en el modelo.
PROBIT MuertasLcr OF TotalLcr
WITH Dosis

/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT FREQ CI

/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).

00:00:00.187
00:00:00.250

[Conjunto_de_datos0]
Advertencia

variable de agrupacion en el modelo.

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

Informacion sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos
La transformacion log no se

puede realizar
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NUmero de respuestas > 0
Namero de sujetos
Grupo control 1

Informacion sobre la convergencia

NUmero de [ Soluci6n 6ptima

iteraciones encontrada
PROBIT 16 | Si
Estimaciones de los parametros
Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis 1.734 .001 1375.173 .000
Interseccion .160 .001 218.838 .000

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros

Parametro Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior | Limite superior
PROBIT® Dosis 1.731 1.736
Interseccion .160 161

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 2857.406 3 .000°
ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.
b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

Nimero NUmero de Respuestas Respuestas
Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT 4 1 .000 2915000 1644583 1643133.068
i 2 1.000 2915000 2830138 2830132.877
m 3 1.398 2915000 2896944 2900760.593
€4 1.699 2915000 2913611 2912233.799
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nos 1.845 2915000 2915000 2913860.271
s
[
o
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 1449.932 .564
i 2 5.123 971
m 3 -3816.593 995
€y 1377.201 999
2 5 1139.729 1.000
i
0
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)®
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .037 .027 .048 -1.434
.020 .053 .040 .068 -1.277
.030 .066 .051 .084 -1.177
.040 .079 .061 .099 -1.102
.050 .091 071 113 -1.041
.060 102 .080 127 -.989
dimen
sionl .070 14 .090 .140 -.944
.080 125 .100 153 -.903
.090 136 109 .165 -.866
.100 147 119 178 -.832
.150 204 .168 242 -.690
.200 .264 222 .309 -.578
.250 .330 281 381 -.482
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.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
970
.980
.990

403
484
577
684
808
955

1.132
1.348
1.622
1.980
2.472
3.202
4.433
4.796
5.224
5.738
6.373
7.183
8.267
9.826
12.364
17.758

347
423
.509
.608
725
.863
1.029
1.233
1.489
1.821
2.273
2.931
4.019
4.335
4.705
5.147
5.690
6.376
7.288
8.585
10.667
15.007

460
.548
.647
.761
.893
1.049
1.237
1.469
1.763
2.152
2.695
3.515
4.933
5.357
5.860
6.469
7.226
8.201
9.519
11.437
14.606
21.497

-.395
-315
-.239
-.165
-.092
-.020
.054
130
.210
297
.393
.505
.647
.681
718
.759
.804
.856
917
.992
1.092
1.249

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)”

Limite inferior | Limite superior

PROBIT? .010 -1.572 -1.314

.020 -1.403 -1.167

.030 -1.296 -1.074

dimen .040 -1.215 -1.003

sionl .050 -1.150 -.946

.060 -1.094 -.897

.070 -1.045 -.855

.080 -1.002 -.816
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.090 -.962 -.781
.100 -.925 -.749
.150 -774 -.616
.200 -.654 -511
.250 -.551 -420
.300 -.459 -.338
.350 -374 -.261
400 -.294 -.189
450 -.216 -.119
.500 -.140 -.049
.550 -.064 .021
.600 .013 .092
.650 .091 167
.700 173 .246
.750 .260 333
.800 357 431
.850 467 .546
.900 .604 .693
910 637 729
.920 673 .768
.930 712 811
.940 .755 .859
.950 .805 914
.960 .863 979
970 .934 1.058
.980 1.028 1.165
.990 1.176 1.332

FCB-UANL/2011

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.

181



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

Respuestas transformadas por Probit

Probit
"

I
oo 0.5 1.0 1.5

Log de Dosis

SAVE OUTFILE='C:\Users\Dra. Porfiria Barron\Desktop\Lesli\Resultado Probit de G.lamblia.sav'
/COMPRESSED.
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NEW FILE.

DATASET NAME Conjunto_de_datos1 WINDOW=FRONT.

PROBIT MuertasLcasei OF TotalLcasei WITH Dosis
/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT FREQ CI

/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).

Analisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:41:34
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datosl
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>

NUm. de filas del archivo de
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos

perdidos

Casos utilizados
Sintaxis
Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

Los valores perdidos definidos por el
usuario se trataran como perdidos.
Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos véalidos para todas las
variables en el modelo.
PROBIT MuertasLcasei OF
TotalLcasei WITH Dosis

/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT FREQ CI

/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).

00:00:00.172
00:00:00.218

[Conjunto_de_datos1]
Advertencia

variable de agrupacién en el modelo.

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

Informacién sobre los datos

N° de casos

Vélidos
Rechazados Perdidos
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La transformacion log no se 0
puede realizar
NUmero de respuestas > 0
NUmero de sujetos
Grupo control 1
Informacion sobre la convergencia
Solucién
NUmero de Optima
iteraciones encontrada
PROBIT 20 | No®
a. Las estimaciones de los pardmetros no han
convergido.
Estimaciones de los parametros
Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis .388 .003 144.020 .000
Interseccion 2.629 .003| 1006.612 .000
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros
Parametro Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis .383 .394
Interseccion 2.626 2.632
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base
10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl® Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 7362.716 3 .000°
ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.
b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

Namero Namero de Respuestas Respuestas
Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT d 1 .000 3789028 3775028 3772803.979
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i 2 1.000 3789028 3779028 3784198.275
m 3 1.398 3789028 3787653 3786159.794
€4 1.699 3789028 3787903 3787122.663
n 5 1.845 3789028 3788278 3787472.984
s
[
o
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 2224.021 .996
i2 -5170.275 999
m3 1493.206 999
4 780.337 999
2 5 805.016 1.000
i
0
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)”
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .000 -12.757
.020 .000 -12.056
.030 .000 -11.610
.040 .000 -11.275
dimen .050 .000 -11.003
sionl 060 .000 -10.771
.070 .000 -10.568
.080 .000 -10.386
.090 .000 -10.220
.100 .000 -10.068
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.150
.200
.250
.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.002
.003
.005
.012
.033
.166

-9.437
-8.935
-8.505
-8.118
-7.760
-7.421
-7.092
-6.768
-6.445
-6.116
-5.776
-5.418
-5.032
-4.602
-4.100
-3.469
-3.317
-3.151
-2.969
-2.766
-2.534
-2.261
-1.926
-1.481

- 779

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)®
Limite inferior | Limite superior
PROBIT? .010
dimen .020
sionl .030
.040
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.050
.060
.070
.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
970
.980
.990

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

187



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

Respuestas transformadas por Probit

327

Probit

3.0

287 o]

267

T T T T T
0o 03 1.0 15 20

Log de Dosis

188



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno

FCB-UANL/2011

PROBIT MuertasBlongum OF TotalBlongum WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).
Anélisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:43:40
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datosl
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>

NUm. de filas del archivo de
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos

perdidos

Casos utilizados
Sintaxis
Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

Los valores perdidos definidos por el
usuario se trataran como perdidos.
Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos validos para todas las
variables en el modelo.
PROBIT MuertasBlongum OF
TotalBlongum WITH Dosis

/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT FREQ CI

/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).

00:00:00.172
00:00:00.235

[Conjunto_de_datos1]
Advertencia

variable de agrupacion en el modelo.

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

Informacion sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos
La transformacidn log no se

puede realizar
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NUmero de respuestas > 0
Numero de sujetos

Grupo control 1

Informacion sobre la convergencia

Solucion

Namero de Optima

iteraciones encontrada
PROBIT 15| Si

Estimaciones de los pardmetros

Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis .908 .001 1138.451 .000

Interseccion 837 .001| 1163.304 .000

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros

Parametro Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis .906 .909
Interseccion .837 .838

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl® Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 150715.042 3 .000°

ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.
b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

NUmero NUmero de Respuestas Respuestas

Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT 41 .000 3789028 3091111 3026784.700
i 2 1.000 3789028 3522153 3635653.757
m 3 1.398 3789028 3717278 3722394.701
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e 4 1.699 3789028 3789028 3756195.598
ns 1.845 3789028 3789028 3766301.789
s
i
0
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 64326.300 799
i 2 -113500.757 960
m 3 -5116.701 982
4 32832.402 991
: 5 22726.211 .994
i
0
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)®
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .000 .000 .013 -3.485
.020 .001 .000 .020 -3.185
.030 .001 .000 .027 -2.995
.040 .001 .000 .033 -2.851
.050 .002 .000 .039 -2.735
dimen .060 .002 .000 .045 -2.635
sionl .070 .003 .000 .051 -2.548
.080 .003 .000 .057 -2.471
.090 .004 .000 .064 -2.400
.100 .005 .000 .070 -2.334
.150 .009 .000 .103 -2.064
.200 .014 .000 142 -1.850
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.250
.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.022
.032
.045
.063
.087
120
164
227
.318
452
.661
1.011
1.657
3.085
3.585
4.220
5.049
6.170
7.753
10.141
14.107
21.876
43.679

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.003
.008
.022
.063
201
.730
.956
1.255
1.649
2.169
2.866
3.829
5.247
7.615
12.885

.186
237
.298
371
.460
.569
.706
.882
1.117
1.445
1.935
2.750
4.395
9.382
11.745
15.316
21.047
30.941
49.693
90.035
194.782
569.048
3277.440

-1.666
-1.500
-1.347
-1.202
-1.061
-.923
-.784
-.643
-.498
-.345
-.180
.005
.219
489
.554
.625
.703
.790
.889
1.006
1.149
1.340
1.640

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)”
Limite inferior | Limite superior
PROBIT? .010 -10.374 -1.877
.020 -9.573 -1.690
.030 -9.065 -1.571
dimen
. .040 -8.682 -1.481
sionl
.050 -8.372 -1.408
.060 -8.107 -1.345
.070 -7.875 -1.291
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.080 -7.668 -1.242
.090 -7.479 -1.197
.100 -7.306 -1.156
.150 -6.587 -.985
.200 -6.017 -.849
.250 -5.529 -731
.300 -5.091 -.624
.350 -4.685 -.525
.400 -4.302 -430
.450 -3.931 -.337
.500 -3.568 -.245
.550 -3.206 -.151
.600 -2.839 -.055
.650 -2.463 .048
.700 -2.071 .160
.750 -1.653 .287
.800 -1.199 439
.850 -.696 .643
.900 -.137 972
.910 -.019 1.070
.920 .099 1.185
.930 217 1.323
.940 .336 1.491
.950 457 1.696
.960 .583 1.954
.970 .720 2.290
.980 .882 2.755
.990 1.110 3.516

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.
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Respuestas transformadas por Probit

2.2

2.0

Probit

0.5

T T T
0.00 025 0.50 0.7Fs 1.00 1.25

Log de Dosis
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PROBIT MuertasLlactis OF TotalLlactis WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).
Anélisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:47:54
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datosl
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>
NUm. de filas del archivo de 6
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos Los valores perdidos definidos por el
perdidos usuario se trataran como perdidos.
Casos utilizados Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos validos para todas las
variables en el modelo.
Sintaxis PROBIT MuertasL lactis OF
TotalLlactis WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).
Recursos Tiempo de procesador 00:00:00.187
Tiempo transcurrido 00:00:00.235

[Conjunto_de_datos1]
Advertencia

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

variable de agrupacion en el modelo.

Informacién sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos
La transformacion log no se

puede realizar
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NUmero de respuestas > 0
NUmero de sujetos

Grupo control 1

Informacion sobre la convergencia

Solucién

NUmero de Optima

iteraciones encontrada
PROBIT 19(Si

Estimaciones de los parametros

Pardmetro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis .208 .001 230.252 .000

Interseccion 1.770 .001| 1572.935 .000

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros

Parametro Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis .206 210
Interseccion 1.769 1.771

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl® Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 21806.882 3 .000°
ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.
b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

Namero Namero de Respuestas Respuestas
Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT 41 .000 3789028 3660278 3643708.653
i 2 1.000 3789028 3660278 3698217.763
m 3 1.398 3789028 3721528 3714506.909
€4 1.699 3789028 3726528 3725116.675
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n s 1.845 3789028 3742778 3729782.903
s
[
o
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 16569.347 .962
i2 -37939.763 976
m3 7021.091 980
4 1411.325 983
2 5 12995.097 .984
i
0
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)”
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .000 -19.711
.020 .000 -18.399
.030 .000 -17.567
.040 .000 -16.941
.050 .000 -16.432
.060 .000 -15.998
dimen
sionl .070 .000 -15.618
.080 .000 -15.278
.090 .000 -14.969
.100 .000 -14.684
150 .000 -13.504
.200 .000 -12.567
250 .000 -11.763
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.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.004
.009
.018
.038
.092
.250
.806
3.408
23.156
474.596

-11.040
-10.371
-9.736
-9.122
-8.517
-7.913
-7.298
-6.663
-5.994
-5.272
-4.468
-3.530
-2.351
-2.066
-1.757
-1.416
-1.036
-.603
-.094
.532
1.365
2.676

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad

Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)”

Limite inferior | Limite superior

PROBIT?

.010

.020

.030

] .040
sionl

.050

.060

.070

dimen
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.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
970
.980
.990

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.
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Probit

Respuestas transformadas por Probit

FCB-UANL/2011
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PROBIT MuertasLacid OF TotalLacid WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).
Anélisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:49:42
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datosl
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>
NUm. de filas del archivo de 6
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos Los valores perdidos definidos por el
perdidos usuario se trataran como perdidos.
Casos utilizados Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos validos para todas las
variables en el modelo.
Sintaxis PROBIT MuertasLacid OF TotalLacid
WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ ClI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).
Recursos Tiempo de procesador 00:00:00.172
Tiempo transcurrido 00:00:00.234

[Conjunto_de_datos1]
Advertencia

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

variable de agrupacion en el modelo.

Informacion sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos
La transformacion log no se

puede realizar
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NUmero de respuestas > 0
Numero de sujetos

Grupo control 1

Informacion sobre la convergencia

Solucién

Namero de Optima

iteraciones encontrada
PROBIT 13| Si

Estimaciones de los pardmetros

Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis 580 .001 998.356 .000

Interseccion .739 .001| 1089.891 .000

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros

Pardmetro Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis .579 581
Interseccion .739 740

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl* Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 24626.157 3 .000°

ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.
b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

Namero Namero de Respuestas Respuestas

Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT d 1 .000 3789028 2880278 2918207.069
i 2 1.000 3789028 3506528 3434721.616
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= 5 O

1.398
1.699
1.845

3789028
3789028
3789028

3567778
3606528
3636528

FCB-UANL/2011

3559648.949
3628850.059
3655747.109

Residuos y frecuencias de casillas

NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 -37929.069 170
i 2 71806.384 906
m3 8129.051 939
4 -22322.059 958
2 5 -19219.109 .965
i
o
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)”
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .000 .000 .000 -5.285
.020 .000 .000 .000 -4.815
.030 .000 .000 .001 -4.517
.040 .000 .000 .001 -4.293
.050 .000 .000 .001 -4.111
dimen
sionl .060 .000 .000 .001 -3.955
.070 .000 .000 .002 -3.819
.080 .000 .000 .002 -3.697
.090 .000 .000 .003 -3.586
.100 .000 .000 .003 -3.484
.150 .001 .000 .007 -3.062
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.200
.250
.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.002
.004
.007
.012
.019
.032
.053
.087
.145
.245
426
773
1.500
3.251
8.603
10.882
14.048
18.601
25.450
36.391
55.393
92.846
184.476
544.387

.000
.000
.000
.001
.002
.003
.006
.013
.026
.053
113
.254
.616
1.668
5.214
6.687
8.661
11.367
15.203
20.915
30.044
46.316
81.252
193.712

.013
.022
.035
.053
.080
120
178
.264
.395
.601
939
1.532
2.683
5.354
14.319
18.645
25.130
35.330
52.355
83.045
144.588
289.470
738.119
3283.038

-2.726
-2.438
-2.179
-1.939
-1.712
-1.491
-1.275
-1.058
-.838
-.610
-371
-112
176
512
935
1.037
1.148
1.270
1.406
1.561
1.743
1.968
2.266
2.736

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)®
Limite inferior | Limite superior
PROBIT? .010 -7.815 -3.884
.020 -7.155 -3.518
dimen .030 -6.737 -3.286
sionl 040 -6.422 -3.112
.050 -6.166 -2.969
.060 -5.948 -2.849
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.070 -5.757 -2.742
.080 -5.586 -2.647
.090 -5.431 -2.561
.100 -5.287 -2.481
.150 -4.695 -2.152
.200 -4.225 -1.889
.250 -3.821 -1.664
.300 -3.459 -1.461
.350 -3.124 -1.273
.400 -2.806 -1.095
.450 -2.499 -921
.500 -2.198 -.750
.550 -1.897 -.579
.600 -1.591 -.403
.650 -1.277 -221
.700 -.948 -.027
.750 -.596 .185
.800 -.210 429
.850 222 729
.900 717 1.156
.910 825 1.271
.920 .938 1.400
.930 1.056 1.548
.940 1.182 1.719
.950 1.320 1.919
.960 1.478 2.160
.970 1.666 2.462
.980 1.910 2.868
.990 2.287 3.516

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.
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Respuestas transformadas por Probit
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PROBIT MuertasLplan OF TotalLplan WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).
Anélisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:51:52
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datosl
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>

NUm. de filas del archivo de
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos

perdidos

Casos utilizados
Sintaxis
Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

Los valores perdidos definidos por el
usuario se trataran como perdidos.
Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos validos para todas las
variables en el modelo.
PROBIT MuertasLplan OF TotalLplan
WITH Dosis

/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT FREQ ClI

/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).

00:00:00.203
00:00:00.250

[Conjunto_de_datos1]
Advertencia

variable de agrupacion en el modelo.

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

Informacion sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos
La transformacidn log no se

puede realizar

207



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

NUmero de respuestas > 0
Numero de sujetos
Grupo control 1

Informacion sobre la convergencia

Solucién
Namero de Optima
iteraciones encontrada
PROBIT 20 | No®
a. Las estimaciones de los pardmetros no han
convergido.
Estimaciones de los parametros
Pardmetro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis .907 .003 281.829 .000
Interseccion 2.145 .002 1339.096 .000
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros
Pardmetro Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis .901 913
Interseccion 2.144 2.147
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base
10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl® Sig.
PROBIT  Contraste de la bondad de 2223.049 3 .000°
ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados
en casos agregados.
b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

NUmero
Dosis

Ndmero de

sujetos

Respuestas
observadas

Respuestas
esperadas
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PROBIT d 1 .000 3789028 3727653 3728550.161
i2 1.000 3789028 3786403 3784724.555
m3 1.398 3789028 3787778 3787811.155
4 1.699 3789028 3787778 3788596.555
rSl 5 1.845 3789028 3788778 3788773.731
i
0
n
1

Residuos y frecuencias de casillas

Numero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 -897.161 984

i2 1678.445 999

m 3 -33.155 1.000

€4 -818.555 1.000

: 5 4.269 1.000

i

0

n

1

Limites de confianza

Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)”
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .000 .000 .000 -4.931
.020 .000 .000 .000 -4.630
.030 .000 .000 .000 -4.440
dimen
. .040 .000 .000 .001 -4.296
sionl
.050 .000 .000 .001 -4.180
.060 .000 .000 .001 -4.080
.070 .000 .000 .001 -3.993
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.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.000
.000
.000
.000
.001
.001
.001
.002
.002
.003
.004
.006
.008
011
.016
.024
.037
.060
112
.130
153
183
223
.281
.367
511
792
1.583

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.002
.004
.007
.013
.032
.040
.051
.065
.087
119
173
273
489
1.127

.001
.001
.001
.002
.003
.005
.006
.008
011
.014
.018
.023
.029
.038
.050
.066
.092
136
221
.249
.283
327
.383
461
574
757
1.114
2.229

-3.915
-3.844
-3.779
-3.509
-3.294
-3.110
-2.944
-2.791
-2.645
-2.504
-2.366
-2.227
-2.086
-1.941
-1.787
-1.622
-1.438
-1.223
-.953
-.887
-.816
-.738
-.651
-.552
-435
-.292
-.101
.200

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)®
Limite inferior | Limite superior
PROBIT* dimen .010 -7.212 -3.720
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sionl .020 -6.779 -3.489
.030 -6.504 -3.343
.040 -6.297 -3.233
.050 -6.128 -3.144
.060 -5.985 -3.068
.070 -5.859 -3.001
.080 -5.747 -2.941
.090 -5.645 -2.887
.100 -5.551 -2.837
.150 -5.161 -2.629
.200 -4.851 -2.464
.250 -4.586 -2.323
.300 -4.347 -2.196
.350 -4.126 -2.078
400 -3.917 -1.966
450 -3.714 -1.858
.500 -3.515 -1.751
.550 -3.315 -1.645
.600 -3.113 -1.536
.650 -2.904 -1.424
.700 -2.683 -1.305
.750 -2.446 -1.177
.800 -2.182 -1.034
.850 -1.874 -.867
.900 -1.489 -.656
910 -1.396 -.604
.920 -1.296 -.548
.930 -1.185 -.486
.940 -1.063 -416
.950 -.923 -.336
.960 -.761 -.241
970 -.564 -121
.980 -311 .047
.990 .052 .348

FCB-UANL/2011

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.
b. Base del logaritmo = 10.
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Respuestas transformadas por Probit
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PROBIT MuertasLcr OF TotallL.cr WITH Dosis
/LOG 10
/MODEL PROBIT
/PRINT FREQ CI
/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20) STEPLIMIT(.1).
Anélisis probit

Notas
Resultados creados 26-may-2011 19:53:12
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo Conjunto_de_datosl
Filtro <ninguno>
Peso <ninguno>
Segmentar archivo <ninguno>

NUm. de filas del archivo de
trabajo
Tratamiento de los valores  Definicion de perdidos

perdidos

Casos utilizados
Sintaxis
Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

Los valores perdidos definidos por el
usuario se trataran como perdidos.
Los estadisticos se basan en todos los
casos con datos validos para todas las
variables en el modelo.
PROBIT MuertasLcr OF TotalLcr
WITH Dosis

/LOG 10

/MODEL PROBIT

/PRINT FREQ CI

/CRITERIA P(0.15) ITERATE(20)
STEPLIMIT(.1).

00:00:00.203
00:00:00.235

[Conjunto_de_datos1]
Advertencia

variable de agrupacion en el modelo.

Las estimaciones de la potencia relativa de la mediana no se muestran porque no existe

Informacion sobre los datos

N° de casos

Validos
Rechazados Perdidos
La transformacidn log no se

puede realizar
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Grupo control

NUmero de respuestas >
Numero de sujetos

Informacién sobre la convergencia

Solucién
Nimero de optima
iteraciones encontrada
PROBIT 11(Si
Estimaciones de los parametros
Parametro Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT*  Dosis .869 .000 1798.131 .000
Interseccion -.820 .001] -1269.848 .000
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10.000.)
Estimaciones de los parametros
Parametro Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT*  Dosis .868 .870
Interseccion -.820 -.819
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las
covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base
10.000.)
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado gl® Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de 1730862.179 3 .000°
ajuste de Pearson

a. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados

en casos agregados.

b. Como el nivel de significacion es menor que .150, se utiliza un factor de

heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

Residuos y frecuencias de casillas

NUmero NUmero de Respuestas Respuestas

Dosis sujetos observadas esperadas
PROBIT ¢4 1 .000 3789028 1102917 781239.139
i 2 1.000 3789028 1441806 1969474.096
m 3 1.398 3789028 2147778 2477204.698
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e 4 1.699 3789028 2489028 2820897.856
ns 1.845 3789028 3766653 2968948.774
s
i
0
n
1
Residuos y frecuencias de casillas
NUmero Residuos Probabilidad
PROBIT d 1 321677.861 .206
i2 -527668.096 520
m3 -329426.698 654
¢4 -331869.856 744
rS] 5 797704.226 784
i
0
n
1
Limites de confianza
Probabilidad Limites de
confianza al
95% para
Limites de confianza al 95% para Dosis log(Dosis)®
Estimacion | Limite inferior | Limite superior Estimacion
PROBIT? .010 .018 -1.733
.020 .038 -1.419
.030 .060 -1.221
.040 .085 -1.071
.050 A12 -.949
dimen .060 143 -.846
sionl .070 176 -.755
.080 212 -.673
.090 252 -.599
100 294 -531
150 .563 -.249
.200 944 -.025
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.250
.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

1.469
2.186
3.160
4.482
6.286
8.769
12.232
17.154
24.331
35.168
52.335
81.479
136.502
261.274
305.632
362.394
437.049
538.745
683.914
905.191
1277.622
2020.004
4158.356
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.340

.500

.652

.798

.943
1.087
1.234
1.386
1.546
1.719
1.911
2.135
2.417
2.485
2.559
2.641
2.731
2.835
2.957
3.106
3.305
3.619

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

Limites de confianza

Probabilidad

Limites de confianza al 95% para
log(Dosis)®

Limite inferior | Limite superior

PROBIT?

.010
.020
dimen .030
sionl .040
.050
.060
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.070
.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
970
.980
.990

a. Se utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.

217



Q.B.P. Leslie Hilary Ontiveros Moreno FCB-UANL/2011

Respuestas transformadas por Probit

Probit
1

T T T
o.o o.s 1.0 B

Log de Dosis

SAVE OUTFILE='C:\Users\Dra. Porfiria Barrén\Desktop\Lesli\Resultado Probit T. vaginalis.sav'
/COMPRESSED.
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