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RESUMEN

Se estudio la calidad microbiolégica de 11 mues-
tras de un producto lacteo comercial (yogurt con
probidticos), desde supermercados y otros locales afi-
nes. Se investig6 la presencia de Salmonella spp.,
Escherichia coli y hongos levaduriformes y
filamentosos, mediante la metodologia estandarizada
recomendada en la literatura y servicios de salud pu-
blica. El recuento de lactobacilos presentes se efectd
mediante técnicas de dilucion en placa con agar MRS
de doble capa y la identificacién de lactobacilos pre-
sente en el producto aplicando el API-50CHL.

Los resultados permitieron establecer que el
producto se encuentra libre de contaminacién de
Salmonella spp., E.coli y hongos, sin embargo, el nu-
mero de Lactobacillus casei var. rhamnosus viables, fue
menor (10°%) que €l indicado en la literatura para obte-
ner efectos benéficos en la salud.

INTRODUCCION

Los beneficios de la correcta alimentacion van
masalladel adecuado aporte energéticoy laprevencion de
enfermedades carenciales. Cada dia se insiste més en la
importancia del adecuado equilibrio en el aporte de calo-
rias provenientes de las proteinas, grasas e hidratos de
carbonoy de oligoel ementos, como unamaneradefavore-
cer el crecimiento Optimo y para prevenir enfermedades
cronicastales como el cancer, trastornos cardiovasculares
y otras que se asocian a aumento de las expectativas de
vidadelapoblacion (1).

Un elemento que ha ido adquiriendo creciente
importanciaen el contexto delaalimentacion infantil esel
usodelosprebidticosy losprobidticos(2,12,13,14, 15,24,25)

ABSTRACT

The microbiological quality of 11 samples of a
commercial lactic product (yogurt with probiotics)sold
in supermarkets and other related shops was studied.
The presence of Salmonella spp., Escherichia coli as
well as yeast-like and filamentous fungi was examined
by means of the standarized methodology suggested in
the literature and in the public health services.The
counting of prevailing lactobacilli was carried out with
the double-layer MRS agar plate dilution technique
while the identification of the former was developed by
the API-50CHL method.

Results revealed that the product was not
contaminated with Salmonella spp.,E.coli or fungi, yet
the number of viable Lactobacillus casel var. rhamnosus
was lower (10°) than the one designed in the literature
in order to get good effects on the health.

alos que cada dia se le asignan mas propiedades benéfi-
cas, especialmente en la capacidad de disminuir lacoloni-
zacion intestinal por bacterias potencialmente patdgenas
Yy por este mecanismo, disminuir lasinfecciones del tracto
gastrointestinal .

Los alimentos con probi6ticos contienen bacte-
rias vivas que deben mantenerse establesy viables duran-
teel almacenamiento del productoy en nimero suficiente-
mente el evado que permitasobrevivir alasbarreras defen-
sivasnaturalesy al ecosistemadel hospedador y que al ser
ingeridas muestren efectos beneficiosos tanto en la pre-
vencion como en el tratamiento de desordenes
gastrointestinales, tales como: la diarrea infecciosa, dia-
rrea por tratamiento antibidtico, diarrea del vigero entre
otras(3, 9,16,17,20,21,22,24,26). L os probi 6ticos més co-
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mUnmente utilizados hasta ahora, corresponden a bacte-
rias del &cido l4ctico, delas cuales se selecciono especial -
mente el LactobacillusGG (= L.casel var. rhamnosus) por
suresistenciaalaacidez géstricay alassaleshiliaresy por
su habilidad paracolonizar €l intestino humano (14). Otras
bacterias utilizadas son Bifidobacterium, Entero-coccus
faecium (18) y levaduras tales como Saccha-romyces
boulardii (2,3,15, 23).

L os prebidticos son componentes dietéticos ta-
les como carbohidratos especificos que pueden ser utili-
zados selectivamente como nutrientes por las especies
probidticasy con ello aumentar su nimero, previniendo de
esta manera la colonizacion del intestino por probables
patdgenos (24,26).

En nuestro pais el consumo de yogurt y produc-
tos | &cteos ha aumentado enormemente en los dltimos 12
anos, destinandose en 1998 un 30 % de laproduccion total
de leche ala elaboracion de yogurt (11), por lo tanto este
tipo de alimento ha incrementado su importancia en los
habitos alimentarios de nuestra poblacion tanto adulta
comoinfantil. A lo anterior, se sumalaampliadifusion so-
breel término probiético tanto en lapoblacién general como
enel areamédica(12,13).

Por otro lado laingestion de alimentos contami-
nados planteatal vez, un problema sanitario generalizado
en nuestros dias, que constituye una causa importante de
reduccion delaproductividad econémica. Actualmente se
reconoce que la contaminacion de los alimentos por
patdgenos biol 6gicos representa un importante problema
desalud publicaen el mundo entero (6,7,8,9).

Por |os antecedentes mencionados, se analizé la
calidad microbiol 6gica deun producto lacteo (yogurt) des-
tinado alapoblacion general.

MATERIALESY METODOS

Muestreo

Se seleccionarony procesaron 11 muestrasde un
yogurt con probiético de diferentes establecimientos co-
merciales, cinco de estas presentaban unamismafechade
vencimiento, representando un |ote de produccién (en este
caso y debido a que € producto no rotulaba nimero de
lote ni fecha de elaboracion, un lote de produccién fue
definido por lafecha de vencimiento). Con el resto delas
muestras se procesaron fechas de vencimiento diferentes,
de tal manera que correspondieran a lotes diferentes (5).
Todas las muestras fueron procesadas en duplicado.

La recoleccién de muestras abarcd varios esta-
blecimientos comerciales, intentando reproducir las mis-
mas alternativas que tienen los usuarios a momento de
decidir adquirir un producto (supermercados, negocios de
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barrio, etc.). Antesde procesarse, las muestras se almace-
naron a’5° C por un periodo no mayor detres dias.

Andlisisdelasmuestras

Para el procesamiento de las muestras se utilizd
como guialasindicacionesincluidasen el Manual de Téc-
nicas Microbiol 6gicas paraalimentosy aguasdel Instituto
de Salud Publicade Chile. (10)

Debido aqueel yogurt tieneun pH menor que 4.5
setampond 100 ml del producto con 100 ml de buffer fosfato
apH 7. Deestasolucion se extrgjeron 20 ml que se mezcla-
ron con 80 ml de agua peptonada al 0.1% paratener una
solucion de 101y de éstadiltimase extrajeron 10 ml para
ser mezcladacon 90 ml. de aguapeptonadaal 0.1% parala
dilucion 102 (paralabiisquedade hongosy lasbacterias
Escherichia coli y Salmonella spp.). Para la basqueda y
registro de Lactobacillus, se continuaron realizando dilu-
cioneshastallegar a 10 -10

Paraladeteccion de E.coli se sembré 1 ml delas
diluciones10~1a10=2en15ml. deagar BilisRojo Verde
Brillante, con técnicade doble capaincubando a 35° C por
48 horas.

Para |la deteccion de Salmonella spp. se mezcla-
ron 25 ml. del producto sin diluir con 225 ml. de agua
peptonadaincubando a35° C por 18 a24 horas, transfirien-
do luego 0.1 ml. del homogeneizado a 10 ml. de caldo
Rappaport Vassiliades, incubando a 43°C por 24 horas y
finamente se sembro por aidamiento en agar SSa35° C por
48 horas. Se observé laaparicion de cua quier coloniasos-
pechosay se prepararon pruebas bioquimicas parasu con-
firmacion.

Para la deteccion de hongos levaduriformes y
filamentosos se sembré 1 ml delasdiluciones10~1a10~
S en agar Glucosa Sabouraud Acidificado y Agar Malta
incubando a27° C por 7 dias.

Para la deteccion de Lactobacillus casel var.
rhamnosus se sembré 1 ml. de las diluciones 101 hasta
10~10en agar MRS con técnicade doble capa, incubando
a 37° C por 48 horas, procediendo al recuento de colonias
de acuerdo al Manual del ISP. Para el aislamiento de las
colonias se sembré en caldo MRS con campanaincuban-
do por 24 a48 horas, inoculando luego en placas con agar
MRS sembradas en superficiey cultivadas en anaerobiosis
por 48 horas.

Se seleccionaron las colonias bajo el siguiente
criterio: A losbacilosgram positivosy catalasanegativase
lesaplicd el sistemaAPI 50 CHL, de acuerdo alasinstruc-
cionesdel fabricante (BIO-MERIEUX) incubando a37°C
por 48 horasy realizando lecturadelasceldasalas 12, 24y
48 horas.

RESULTADOS

L acalidad microbiol 6gicadelos productos ana-
lizados fue definida para el presente trabajo de acuerdo a
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Reglamento Sanitario de los Alimentos vigente desde €l
afo 1997 el que en su articulo N° 101 determinalo que se
consideracontaminacion (5).

Los pH de todos los |otes analizados presenta-
ron un rango que fluctud entre 3.61 a 3.81. No hubo en
ningun lote procesado desarrollo de Escherichia coli ni
Salmonella sp. a las 48 horas de cultivadas, ni tampoco
hubo desarrollo de hongos levaduriformes o filamentosos
alossietediasde cultivo en ningunadelas placas sembra-

das.

En todas las siembras realizadas de las diversas
muestras, |os recuentos de UFC/ml adecuados paralalec-
turade colonias bacterianas correspondieron alas dilucio-
nes104 y 12103, dismi nuyendo el nimero decoloniasen
las diluciones mayores, siendo nulo en las diluciones su-
periores a 1077 (Cuadro 1). Se destaca que la muestra 1
representa el promedio de 5 muestras por lote, las restan-
tes, el promedio de dos muestras.

El sistemade identificacion bacteriana (API
50-CHL) nos permiti6 identificar con certeza que €l
probiatico utilizado correspondea Lactobacilluscasel var.
rhamnosus (ATCC 53103).

DISCUSION

El papel que la microbiotaintestinal juegaen la
metabolizacion de los alimentos es conocido hace mucho
tiempo. Laincorporacion delosantibidticosal arsenal mé-
dico havenido areforzar laimportanciade|os organismos
comensalesy esampliamente conocidaladiarreapor trata-
miento antibiotico.

El rol inmunomodulador de la microbiota es un
concepto rel ativamente nuevo, que se havenido estudian-
do enlasUltimas dosdécadas(29). El desarrollo de nuevos
métodos de investigacion (citometria de flujo y uso de
anticuerpos monoclonales entre otros), ha servido para
investigar la asociacion entre los alimentos y algunas en-
fermedades. Un desbalance en €l ecosistemaintestinal ha
sido descrito en numerosas enfermedades entre las que se

Cuadro N° 1.- Recuento de Lactobacillus casei
var. rhamnosus segiin muestra.

N° Dilucién Recuento
muedras (ufciml.)
1 10 -5 K7
2 10 -4 27
3 10 4 b
4 10.-4 247
5 10.-4 %6

decriben: la enfermedad inflamatoria intestinal, artritis
reumatoidea, diarreapor rotavirusy enfermedades at6pi cas
(31). Enlaactudidad existe evidenciaque asociaalteracio-
nes de estos organismos con el desarrollo de atopia. Ni-
fios con enfermedad atopica clinicamente manifestada a
los dos afios de edad presentan en los cultivos fecales una
menor colonizacién por Lactobacillusy mayor cantidad
de coliformes y Staphylococcus aureus en comparacion
con nifios sin enfermedad at6pica (35).

La introduccién de bacterias &cido lacticas ala
industriaalimentariamarco un paso haciael desarrollo de
nuevas modalidades terapéuticas relacionadas con las
maodificaciones alimentarias. Se acepta que los alimentos
tienen unrol quevamasalladel placer gastronémicoy del
aporte de energia 'y de nutrientes a organismo. Actual-
mente se hablade “aimentosfuncionales”’, refiriéndose a
aquellos que son utilizados paramejorar ciertasfunciones
fisiol 6gicas de manerade prevenir o mejorar lacalidad de
vida(30). Entre estos se incluyen los probiéticos y
prebidticos.

El uso de probidticos, principalmente de Lacto-
bacillusy Bifidobacterium, ha sido estudiado en ensayos
clinicos, siendo las principales enfermedades tratadas la
diarreaagudainfantil, ladiarreaasociadaaantibiéticosy la
diarreadd vigero(1,2,16,17,18, 20,22,31,32). Otrosreportes
muestran que sujetos con dietas ricas en probidticos pre-
sentan un aumento de la respuesta inmune innata (29),
aumento en laexpresion de receptores del complementoy
de moléculas de adhesién en neutrofilosy monocitos (33)
y un incremento de interleukina 10 en los linfocitos de la
circulacion periférica(34). Loanterior llevariaal desarrollo
deunarespuestainmune que evitariaeventosinflamatorios
alérgicos, probablemente mediada por la estimulacién de
linfocitos T tipo 3 (TH3), importantes en la secrecién de
citoquinas antinflamatorias.

Existen diversas formas de administracion de
probi éticos ensayadas hasta ahora (14,19.22). En nuestro
pais unaindustria productora de leches prefirio su inclu-
sién en leches fermentadas, siendo la primera bacteria es-
cogidaLactobacillus casei var. rhamnosus (conocido como
Lactobacillus GG [ATCC 53103]) y al momento dedesarro-
Ilar el presente trabajo otra industria de alimentos estaba
introduciendo un producto conteniendo Lactobacillus
johnsonii (anteriormente conocido como Lactobacillus
acidophilus).

Los andlisis efectuados en este estudio nos per-
mitieron asegurar en el yogurt analizado la ausencia de
contaminaci 6n con bacterias potencial mente patégenas asi
como la ausencia de desarrollo de hongos, algunos capa-
cesde producir micotoxinas. Esimportante destacar queel
pH a que se expende el producto es un factor inhibitorio
parael crecimiento de bacteriasno écido lacticas (4,12).
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L as propiedades terapéuticas de los probioticos
dependen de la capacidad de |as bacterias para sobrevivir
alaacidez gastricay alaaccién de las enzimas y de las
saleshiliares. El segundo elemento que debe considerarse
eslacapacidad de estas bacterias para colonizar €l intesti-
no humano en forma permanente. Las cepas ensayadas
clinicamente hasta ahora han demostrado ser capaces de
resistir lasbarreras naturales del sistemadigestivo pudien-
do ser recogidas en las deposiciones de voluntarios sa-
nos, pero no hubo una colonizacién permanente (32,36).
Esto dltimo destacalaimportanciade que un alimento con
probi 6ticos contenga un nimero de bacterias lo suficien-
temente elevado a momento de ser ingerido. (28,33). Seha
establecido que el nlmero “minimo terapéutico” de bacte-
rias viables deseable es de 107 UFC/ml de producto final,
pero para que se desarrolle un efecto terapéutico
evidenciable en el tiempo el alimento debe ser consumido
diariamente y debe contener una cantidad de bacterias vi-
vasequival entesa108 UFC/m (12,15,19, 32). Enlarevisién
de laliteratura no hay ensayos clinicos que muestren be-
neficios con concentraciones menores a las indicadas.

Los cultivos de Lactobacillus GG permitieron
identificar envases con recuentos entrelasdiluciones 1074
a10™Stal comolo muestrael CuadroN° 1, entanto el desa-
rrollo de Lactobacillusen lasdiluciones 106 o superiores
fueminimo o nulo. Larotulacion del envaseindicaque el
numero de bacterias vivas @ momento del envasado esde
109" Lo aconsgjable eraefectuar losandlisislo mas proxi-
mo a esta fecha, pero debido a que sblo serotulalafecha
de vencimiento esto Ultimo no fue posible evaluarlo.

Nighswogder (1999), analizé muestras de
Lactobacillus GG en mantequilla 'y yogurt, encontrando
gue existiauna pérdidade laviabilidad durante el periodo
de almacenamiento y que en algunas muestras esta dismi-

boulardii. Pediatr Res. ;20: 192-296

4.- Kilic, A. & Pavlona, S. (1996). Analysis of Lactobacillus,
Phage and bacteriocins in American diary products and
Characterization of a Phage Isolated from yogurt App and
Enviromental Microb.; 62: 2111-2116

5.-Nuevo Reglamento Sanitario de los Alimentos. (1982). Editorial
Cumbres, Santiago

6.- Hannesey, T.; Hedberg, C.; Slutker, L. et al. (1996) A
national outbreak of Salmonella enteritidis infections from ice cream.
N Engl J Med.; 334: 1281-1286

7.- Desenclos, J-C.; Bouvert, P.; Benz-Lemoine, E. et al..

(1996). A case, finding and epidemiological study. BMJ. ; 312: 91-
94

18

nucién erarealmentesignificativa (27). Esposiblequelos
cultivos desarrollen écidos organicos u otros compuestos
inhibitorios enlaslechesfermentadas que pudieran influir
en lasobrevida de algunos probiéticos (28). El andlisisen
detalle de nuestros resultados nos permitid apreciar que
mientras méas cercaeslafechade vencimiento del produc-
tos, esdecir maslejano alafechade elaboracidn, masbajo
es el recuento obtenido (dato no mostrado).

En resumen, podemos concluir que los productos
analizados se encuentran libres de contaminacion por
Salmonella sp., Escherichia coli y hongoslevaduriformes
y filamentosos. Sin embargo, podemos sefialar que el ni-
mero de Lactobacillus GG viablesal momento del andlisis
no corresponderiaalo descrito en laliteraturacomo mini-
mo necesario para obtener efectos beneficiosos para la
salud. Son necesarios mas estudios paraanalizar €l impac-
to del periodo de almacenamiento en |a sobrevida de este
producto.
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