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EDITORIAL
Dr. Rafael Figueredo Grijalba

Presidente. Sociedad Latinoamericana de Nutricion, Gestion 2019 — 2021.

Es para mi un gran honor escribir el Editorial del primer nimero del volumen 69 de Archivos
Latinoamericanos de Nutricion — ALAN, Organo Oficial de la Sociedad Latinoamericana de Nutriciéon —
SLAN. Con mucha emocion, realizaré en primer lugar un breve relato historico de la Revista.

Desde sus inicios, Archivos Latinoamericanos de Nutricidon ha sido “una publicacion cientifica dedicada
exclusivamente a la Nutricion”, puesto que ha asumido los objetivos de su antecesora Archivos Venezolanos
de Nutricion. La Sociedad Latinoamericana de Nutricion se hizo cargo de la Revista con la publicacion
del primer nimero del volumen 16, siendo el Editor General el Dr. Werner Jaffe, en la ciudad de Caracas,
en el mes de septiembre de 1966.

Desde ese entonces ha sido el medio de divulgacion de articulos cientificos relacionados al campo de la
alimentacion y nutricion de investigadores, académicos y lideres latinoamericanos en el area mencionada.
Generaciones de profesionales han hallado en Archivos Latinoamericanos de Nutricion el medio ideal
para realizar consultas bibliograficas, ademas de poder difundir sus propias investigaciones.

En 1978 la edicion se trasladada al INCAP con sede en Guatemala, tarea que ha sido realizada hasta el
afio 1991. Durante dicho periodo, el Editor General fue el Dr. Ricardo Bressani. En 1992 la edicion de
Archivos Latinoamericanos de Nutricion regresa a Caracas para continuar su publicacion con el volumen
42, siendo el Dr. Jos¢ Félix Chavez Pérez inicialmente Editor Asociado y posteriormente Editor General.

El Dr. José Feélix Chavez Pérez se ha desempefiado como Editor General durante mas de 20 afios, desde
1997 hasta diciembre del 2018. No s6lo ha desempefiado dicha tarea con idoneidad, sino que ademas la
ha desarrollado con responsabilidad, demostrando ingenio y fortaleza para alcanzar las metas proyectadas.

En nombre del Consejo Directivo de SLAN, gestion 2019 — 2021 y de toda la Sociedad Latinoamericana
de Nutricion, expreso nuestro profundo y merecido agradecimiento al Dr. Jos¢ Félix Chavez Pérez por la
tarea desempefiada. Hago extensivo este agradecimiento a todo el Equipo Editorial que lo acompafié en
estos afos.

La Dra. Maritza Landaeta — Jiménez, de Venezuela, quién estaba desempefiandose como Editora Asociada,
es la nueva Editora General de Archivos Latinoamericanos de Nutricion. Por tal motivo, expreso nuestras
felicitaciones y nuestro deseo de éxitos en su gestion.
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2. Mensaje del Dr. José Félix Pérez Chavez con motivo de la Reunién Convocada por el Presidente de SLAN Dr. Juan
Rivera Dommarco sobre Archivos Latinoamericanos de Nutricion en el marco del Congreso Mundial de Nutricion,
en Buenos Aires, Argentina, en el afio 2017.
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Effect of the addition of Moringa oleifera to fruit drinks on clinical parameters
associated with iron deficiency anaemia in schoolchildren
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Summary: Effect of the addition of Moringa oleifera
to fruit drinks on clinical parameters associated with
iron deficiency anaemia in schoolchildren. Worldwide,
iron deficiency anaemia (IDA) is one the most significant
nutritional maladies, especially in low and middle-income
countries. This is mainly due to the associated morbidity,
economic implications on the health system and the
welfare state. One of the most prevalent causes of IDA in
children is insufficient food intake, which has an obvious
connection with the social environment. The main strategy
in the management of this condition is counteracting such
deficiency through the improvement of nutrition and
family upbringing. Aiming to explore affordable, novel
and straightforward approaches to treat this nutritional
condition, we developed a descriptive study associated
with the incorporation of Moringa oleifera in homemade
fruit beverages delivered to 32 children from low-income
families, in order to assess the evolution of IDA, evaluating
specific clinical parameters such as red blood cells volume,
as well as hemoglobin, ferritin and serum iron levels, within
a two months lapse. At the end of this period, we observed
a significant statistical rise in the levels of all the assessed
parameters, finding about a 1.3-fold increase in hemoglobin
and ferritin levels and in red blood cells volume; serum
iron was 1.1 times higher. These findings are demonstrative
of the wide spectrum of the medicinal features of Moringa
and establish a promising and accessible strategy easy to
incorporate into the diet of families of children suffering
this pathology. ALAN, 2019; 69(1): 2-11.

Key words: Iron deficiency anaemia, Moringa Oleifera,
nutrition, schoolchildren, functional food, serum iron.
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Resumen: Efectos de la incorporacion de la Moringa
oleifera en las bebidas de frutas sobre parametros clinicos
que miden la deficiencia de hierro y anemia en niifios. La
anemia ferropénica (AF) es una de las carencias nutricionales
mas significativas a nivel mundial, especialmente en los
paises de bajos y medios ingresos, debido principalmente a la
morbilidad asociada, las implicaciones en el sistema de salud y
el estado de bienestar. Una de las causas mas frecuentes de esta
deficiencia en los nifios es la ingesta insuficiente, que tiene una
evidente conexidn con el entorno social. La principal estrategia
en el manejo de esta afeccion es contrarrestar esta deficiencia
a través de la mejora de la nutricion y la educacion familiar.
Con el objetivo de explorar enfoques asequibles, novedosos y
directos para el tratamiento de esta enfermedad, se desarrollé un
estudio descriptivo asociado a la incorporacion de la Moringa
oleifera en bebidas de frutas caseras que se suministraron a 32
nifios de familias de bajos ingresos para hacerle seguimiento a
la evolucién de la anemia por deficiencia de hierro, evaluando
parametros clinicos especificos como el volumen de células
rojas y los niveles de hemoglobina, ferritina y hierro sérico en
un lapso de dos meses. Se observo un aumento estadisticamente
significativo en los niveles de todos los parametros evaluados
una vez finalizado el periodo de intervencion. Al final del ensayo,
observamos un aumento estadistico significativo en los niveles
de todos los parametros evaluados, encontrando un aumento de
aproximadamente 1.3 veces en los niveles de hemoglobina y
ferritina y en el volumen de los globulos rojos; el hierro sérico
fue 1.1 veces mayor. Estos hallazgos son una demostracion
del amplio espectro de las caracteristicas medicinales de la
Moringa y establecen una estrategia prometedora y accesible,
facil de incorporar a la dieta de las familias de los nifios que
sufren esta patologia. ALAN, 2019; 69(1): 2-11.

Palabras clave: Anemia ferropénica, Moringa oleifera,
nutricion, escolares, alimentos funcionales, hierro sérico.

Introduction

According to World Health Organization WHO (1),
nutrition is the intake of food in relation to the dietary
needs of the body, and a deficient nutrient uptake can
affect immunity, increase vulnerability to disease, alter
physical and mental development, and reduce cognitive
productivity. Nutrition and feeding are complementary
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processes that are extremely significant at all
stages of human development and biologically
critical in childhood. A balanced diet is necessary
in the early stages on the growth of an individual
to consolidate his or her development and thus
establish a solid biological basis for the following
phases. An imbalance in the feeding-nutrition
process could lead to the onset of a plethora of
negative physiological outcomes, including the
well-known iron deficiency anaemia (IDA). A
quarter of the world’s population is affected by
anaemia and half of these individuals suffer from
IDA. Iron is an inorganic mineral found in a variety
of food that plays a main role in the physiology of
living beings, as it is crucial for tissue development,
synthesis of hormones and enzymes as well as
oxygen intake in red blood cells. Twenty years ago,
the International Nutritional Anaemia Consultative
Group (INACG) estimated that about 80% of the
world’s population could be iron-deficient (2),
whereas in Colombia the prevalence of iron-
deficiency anaemia is 47% among schoolchildren
(3). It is well known that critical social conditions
are intimately linked with the appearance of IDA.
There are geographic regions in Colombia that
reach malnutrition rates similar to those observed in
child population of Southern Sudan. Intense efforts
are being made to develop social and experimental
IDA control strategies based on the use of iron
supplements, the intake of fortified food and drinks
and the improvement of food safety. Based on this
background, there was the need to develop a study
whose main objective was to determine the effect of
the addition of Moringa oleifera in daily household
beverages to assess the evolution of anaemia in
the population under study. This plant has a strong
precedent in studies concerning traditional medicine
and has been shown to play role as a an anti-pyretic,
anti-oxidant, anti-cancer, anti-inflammatory, anti-
obesity, hepatic and gastric-protector, anti-diabetic,
immunomodulator, analgesic, among others (4), due
toits phytochemical and pharmacological properties.
Based on the generous empirical literature, we
provided homemade beverages supplemented with
Moringa oleifera to school students from low-
income families in order to assess the condition of
anaemia through various clinical parameters during
two months of treatment.

Materials and Methods
Population and type of study.

This research was constructed as a prospective field study
based on repeated measurements where every single
individual was her/his control. A sample of 32 schoolchild
from the Juan Bautista Scalabrini Institution located in Cucuta
city was evaluated, according to the guidelines required for
human research and under the approval of the Research
Committee of Bacteriology and Clinical Laboratory program
of the University of Santander, Cucuta campus. This study
lasted two months

The inclusion criteria applied for selection of individuals
were: students between 4 to 8 years old, hemoglobin levels
(Hb) lower than 12 g/dl, volume of red cells lower than 33%,
according to the criteria of the World Health Organization
(WHO) for the diagnosis of anaemia in relation to hemoglobin
levels and red blood cell volume in children from 5 to 11 years
of age, (5). Children should be free of immunohematological
diseases and cancer diagnosis. For children to be included in
the study, the representative figure had to sign an informed
consent beforehand. A family survey was conducted to assess
the level of knowledge about anaemia status and assiduity in
children’s consumption of vegetables, fruit and protein. This
study followed the guidelines established in the Declaration of
Helsinki for research in human groups, pointing out that this
research was carried out by individuals with adequate scientific
preparation and under the supervision of health professionals.
On the other hand, the willingness of each individual to decide
whether or not to participate in this study was respected, always
safeguarding their personal integrity. (Council of International
Organizations of the Medical Sciences 1993).

Survey

We performed a survey looking to support the descriptive
investigation in order to collect data through a previously
designed questionnaire, without modifying the environment
or the phenomenon. We collected this information in the
form of a table. Data was obtained by performing a set of
standardized questions addressed to the parents of the children
selected for the study. We applied the conventional pencil and
paper method for the physical filling of the questionnaire and
we implemented open and closed response questions related
to the lifestyle and specific topics on the nutrition of their
children and the state of health, as well as related to the
condition of anaemia.
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Plant material

Moringa oleifera was collected in the presentation of dry
leaves obtained from a food processing company. The dry
leaves were packaged into bags that weighted 1 kilogram,
thus gathering a total of 29.44 kilograms of the plant
material that was used in the study. Leaves were pulverized
in an industrial blender (HBH ECLIPSE HAMILTON®
BEACH 12101034), obtaining portions of 10 gr of plant
that were packaged into plastic bags made of low-density
polyethylene.

Sampling

As a first step in the methodological process, an individual
selection was made based on clinical criteria evaluating
hematological parameters, as mentioned before. A portable
hemoglobin and hematocrit meter (MISSION® XRT ACON
origin China, BG Analyzers) were used for sample analysis
and further selection. Children with hemoglobin (Hb) levels
lower than 12 g/dl and volume of red cells lower than 33%
were selected for the study. 10 ml of venous blood was
extracted per individual and collected into sterile 5 mL tubes;
one of them with EDTA as anticoagulant (IMPROVE®
EDTA .K3) for obtaining whole blood in order to perform the
assessment of volume of red cells and hemoglobin. Another
sample was taken in tubes without anticoagulant to evaluate
ferritin and serum iron levels (PRECISION CARE® PLAIN)
and both were centrifuged at 3000 rpm to separate plasma
and serum.

Supply of Moringa oleifera

The ideal fruits were chosen to mix with Moringa (orange,
soursop, tree tomato, lulo and melon). 10 g of Moringa
oleifera were added per 250 ml of fruit juice. The juices
were prepared in the kitchen of the Juan Bautista Scalabrini
Educational Institution in compliance with the cleaning
and disinfection protocols. The juices were delivered to the
students from Monday to Friday for 67 days (2 months).

Assess of clinical parameters

Hemoglobin and hematocrit levels from whole blood were
determined in the 32 samples as follows: First sample was
taken before starting the intervention (supplementation with
Moringa) and the following two samples were taken 25 and
67 days after the daily supplementation, respectively. Levels
were measured with Mindray BC-2300 fully automatic
analyzer (SB Santa Fe Provider-Argentina). Determination

of ferritin and iron were assessed from serum.
Ferritin levels (BioSystems S.A), and iron serum
(Wiener Lab), were measured through the Clinical
Chemistry Analyzer ATAC 8000, manufacturer:
ELITech Group. Data were further statically
analyzed.

Statistical analysis

Statistical analysis was based on the representation
of data through graphical bar charts, simple
frequency distributions and contingency tables. The
calculation of descriptive measures was developed
as averages and standard deviation, hypothesis test
for mean difference, as well as Mauchly sphericity
test and comparison of variables by significant
minimum difference of Turkey. The conclusions of
the analysis were provided under a 95% confidence
level.

Results

Social-economic assessed

population.

lifestyles  of the

Initially, we conducted a survey seeking to identify
trends of social-economical behavior that might be
associated with the presence of the disease in the
children of the families surveyed. We identified
a high frequency among parents in terms of an
appropriate understanding regarding the meaning
of anaemia, but on the other hand, we also observed
a general lack of knowledge about the alternatives
or actions to be taken to avoid or counteract the
appearance of this entity. It is quite interesting that
the main biological consequence of having IDA
is reflected in the low capacity of infants to carry
out their school activities efficiently. In terms of
lifestyles, we identified a recurrent phenomenon
associated with the low-income status that
characterized the population under study, which was
a poor intake of essential nourishment according to
the stage of development in which these children
are. Chicken and beef were the protein foods that
more often were given to the children on a weekly
basis. As a positive observation, most children
consume grains weekly, specifically lentils (Figure

1.
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Adding Moringa oleifera to homemade beverages Do you know the physical

has positive effects on IDA. Do you know what consequences of having
anaemia is?

anaemia?
Seeking to test our hypothesis on the biological

effect that Moringa could promote in children
suffering fromIDA, we assessed aseries of clinical
parameters, which are the most appropriate for
a clinical follow-up of this condition. Tables 1
y 2 represents all the measures of everyone
analyzed. The collected data was submitted for
statistical analysis, specifically comparison of
variables by significant minimum difference of Do you know the ways Weekly intake of
Turkey due to the nature of the assessed variables to prevent anacmia? fruits

and the design of our work. Although no obvious
difference was observed for absolute values, once
the statistical tools were applied a significant
difference was observed for all parameters. The
mean values increased for the volume of red blood
cells, hemoglobin, ferritin and serum iron in the
population under study at the end of treatment in
a significant trend, so the statistical evaluation
gives a p-value < 0.01 for each intervention.
The Mauchly sphericity test determined that
the data met the homogeneity requirement
except for the red cells volume (6). In order to
present our findings in a more descriptive way, Once at
we present the output data through a graphical ng‘?}:
representation in which it is possible to observe

the increasing trends of each parameter over time
in a statistically significant way (Figure 2). These Do you children cat Which of the following
positive observations derived from the study arains weekly? friyfsggm?nyozjreshﬁgin
were also identified in the proportion of children Sleepine:i 1o yimy
influenced by the effects of treatment. According

to the histogram depicted in Figure 3, it is possible
to observe a clear trend in the intervention time
with respect to the increasing number of children
who showed an improvement in the measurement
of the biological parameters evaluated. Due to
the design of the study, all individuals exhibited 66%
measurements below the normal cutoff in all the
parameters at the beginning of the treatment, but
this appreciation began to revert throughout the
intervention, showing an increasing number of
children who eventually began to recover normal
values in the volume of red cells, hemoglobin,
ferritin and serum iron.

NO
59%

Weekly intake of Weekly intake of
vegetables chicken/meat

Once at

week
62%

Unwilling to do,
anything 16%

Weakness 6%

vement

Figure 1. Questions addressed to parents of the 32
schoolchildren under study. In these pie charts are
represented the most significant data obtained from the
survey applied to the parents in order describe plausible
descriptive associations with further assessment of the
clinical parameters.



Karen Piedad Martinez Marciales et al.

Table 1. Measurements in boys participants in the study. In this table are depicted every value
for every parameter in every time lapse of intervention according to sex

RED VOLUME CELLS HEMOGLOBIN FERRITIN Male <29 pg/L; SERUM IRON Male < 64 pg/dL ;

<32% <12,5 Gr/L Female <19 pg/L Female <49 pg/dL
Code IMx 2Mx 3Mx IMx 2Mx 3Mx 1Mx 2 Mx 3 Mx 1 Mx 2 Mx 3 Mx
NUES001 28 30 32 9,8 11,4 12,1 21 23 28 48 49 55
NUES002 21 28 31 8,1 9,2 11,2 25 26 29 37 38 43
NUES006 28 29 31 9,9 9,8 11,2 23 24 27 55 57 60
NUESO11 30 32 33 11,2 11,1 11,9 24 26 29 41 45 46
NUESO012 26 28 32 9.1 9,6 11,1 26 29 33 39 40 47
NUES022 14 19 30 5,6 6,7 10,1 26 28 31 54 55 59
NUES026 28 30 34 9,5 10,9 12,4 21 27 30 51 54 61
NUES027 24 31 35 8,3 11,1 12,6 25 27 31 39 41 49
NUES032 29 30 33 10,5 11,1 11,9 21 25 29 53 55 62
NUES036 26 30 32 9 10,7 11,1 27 28 31 45 46 57
NUES038 23 32 34 8,1 11,7 12,5 23 24 30 39 40 48
NUES039 27 33 36 10,1 11,9 12,6 24 25 29 45 48 55
NUES047 30 41 42 10,7 12,9 13,2 24 29 32 54 59 65
NUES048 29 36 41 10,1 11,9 12,9 26 30 31 61 68 69
NUES050 18 29 33 7,4 9,3 10,6 25 26 30 60 67 67
NUES054 27 28 32 9,5 9,3 10,1 27 28 31 54 56 64
NUESO055 25 28 34 8,4 8,9 11,2 20 23 28 45 48 55
NUES057 23 25 30 7,9 8,1 10,6 25 26 26 39 41 47
NUES062 30 33 34 10,5 10,5 10,9 23 26 31 53 55 63
NUES066 23 34 34 7,6 8,1 10,6 25 23 28 56 57 61
NUES067 20 29 31 6,9 8,9 10,1 21 21 27 61 64 67
NUES070 19 25 30 6,7 8,3 10,3 19 23 29 52 55 64
NUES072 21 29 33 8 9,8 10,7 22 25 31 48 50 57

Table 2. Measurements in girls’ participants in the study. In this table are depicted every value
for every parameter in every time lapse of intervention according to sex.

RED VOLUME CELLS HEMOGLOBIN FERRITIN Male <29 pg/L; SERUM IRON Male < 64 pg/dL;

<32% <125¢g/L Female < 19 ug/L Female <49 pg/dL
Code 1Mx 2Mx 3Mx IMx 2Mx 3Mx 1Mx 2 Mx 3 Mx 1 Mx 2 Mx 3 Mx
NUES003 23 25 30 8,2 8,6 10,9 14 19 23 29 31 40
NUESO013 21 26 30 7,5 8.4 10,9 16 18 24 28 32 40
NUES021 19 23 29 7,2 7,5 10,6 14 17 24 31 35 42
NUES031 21 28 32 7.4 8,9 12,1 15 17 25 28 29 38
NUES046 21 27 30 8,2 10,1 10,9 16 17 26 38 36 40
NUESO051 27 30 32 8,7 8,9 10,9 17 17 24 47 55 61
NUES060 21 31 32 7,5 9,8 10,1 15 16 21 42 46 54
NUES064 21 27 31 8,1 9,2 11,1 15 16 24 40 42 49
NUES065 26 30 32 8,2 10,9 11,2 18 18 23 33 35 44
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Figure 2. Evolution of anaemia based on the clinical assessed parameters. We estimated the behavior
of each biological item over time looking to identify fluctuation due to the addition of Moringa
in the beverages given to the children. It can be inferring from this representation the rising
trend from the beginning of the intervention and during the whole time lapse of the study.
Asterisk represents the p-value < 0.01.

An interesting observation is that a high
proportion of children reached the normal values
of volume of red cells and ferritin at the end of
treatment, thus 65.6% of individuals restored
their values in both parameters (Figure 3).
All these data contributed to support that the

strategy that we applied in this study regarding combining
homemade juices with the plant under investigation has
positive biological outcomes related to the recovery of the
main physiological reference parameters applied in the
clinical prognostic of iron deficiency anaemia.
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Figure 3. Proportion of individuals influenced by treatment. This histogram allows to identify
a gradual increase in the number of children that start to recover the normal values in all the
parameters during the time of the intervention.

Discussion

In terms of diet, it is essential to bear in mind that nutrition
in the first stage of human life, i.e. in childhood, implies a
commitment to the provision of enough elements to the
body to carry out the necessary biological functions at this
important stage of development. Assuming a balanced diet
in children is key to avoiding the appearance of possible
disorders such as obesity, anorexia, malnutrition, poor
cognitive development, predisposition to cancer, among
others. In addition to this panorama, it is common to identify
inappropriate lifestyles, many of them associated with poor
socioeconomic conditions. Mahan and Scote (2001) (7) state
that nutrition is the intake of food in relation to the dietary

needs of the body. A good nutrition (a balanced diet
combined with regular physical exercise) is a key
element of good health. Essential nutrients include
vitamins, amino acids, fatty acids and a certain
amount of carbohydrates as energy sources. The
amounts needed for these nutrients differ with age
and physiological status. Conditionally nutrients
are those that can be synthesized in the body, such
some amino acids and puric bases, in quantities that
may be insufficient in certain states, so they should
be provided to immature infants and individuals
who do not synthesize them enough due to genetic
defects or pathological conditions.
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The FAO definition of undernourishment refers
to the proportion of the population whose dietary
energy consumption is low than a predetermined
threshold. This threshold is country specific and is
measured in terms of the number of kilocalories
required to conduct sedentary or light activities
(8). Undernourished is also referred to as suffering
from food deprivation and it has a straight relation
with social economic environment of a country.
Colombia is one of the four countries that have
managed to reduce malnutrition since 2014,
however, malnutrition is a problem that affects
all regions of the country. (9) Each federal agency
dedicated to addressing this problem has taken
steps to counteract it. Colombia’s Family Welfare
Institute warns that 13.2% of the country’s children
suffer from chronic malnutrition and ensures that
strategies are already being implemented to fight this
situation. (10). Thus, the government and the food
companies have developed strategies that seek to
confront this gloomy panorama. These alternatives
include fortified public food delivery interventions
such as Bienestarina, which is distributed to
all children, or the free breakfast program for
disadvantaged children, which distributes milk,
biscuits and other cereals fortified with folic acid,
iron and zinc. Among other examples in Latin
America of these approaches is the work performed
by Alvarez et al (2012), where they carried out a
study regarding delivering of instant rice porridge
fortified with micronutrients for children from 12 to
36 months, showing that this strategy is a potential
alternative for infant feeding in a straightforward
way (11). Hijar et al (2015) developed a systematic
review of the literature related with the efficacy of
fortified rice consumption in relation to increase
of iron and other micronutrients levels in children
from 6 to 59 months of age, and found that rice
fortification represented an effective intervention
strategy to correct iron deficiency in this population
(12). Rojas et al (2011) compared the efficacy of
aminoquelate iron versus ferrous sulphate as a
fortifying dietary supplement in iron-deficient
preschool children. Fifty-six preschool children
with iron deficiency were analyzed and after two
months the levels of hemoglobin, volume of red
cells and serum ferritin were measured, the two

compounds being found to increase ferritin levels, but milk
enriched with aminoquelated iron does so in a statistically
significant way (13). The food industry contributes
through fortified children’s foods and preparations, but the
disadvantage is that they are expensive and unavailable to the
families that need them most. That is why these approaches
should be focused on using as raw material items that are easy
to consume and with a low production cost, as it could be
Moringa oleifera. Moringa is a genus of shrub whose leaves,
roots and unripe pods are eaten as a vegetable. All its parts
(bark, pods, leaves, seeds, tubers, roots and flowers) are edible
and its use dates back to 2000 BC. (14) The potential uses of
this plant are several and can be applied in the nutritional
field, to the treatment of water or soil and even in industry, so
it is evident the importance of this plant for the future (15).
Sanchez et al (2016) developed a study in order to assess the
impact generated by the use of the plant in in the breeding of
chickens, identifying that the animals that consumed the food
and water mixed with Moringa presented blood analyses of
total proteins, albumin, leukocytes and hematocrit superior to
those of the control group (16). In 2013, Castro developed a
study to propose that the Moringa tree could be implemented
as a renewable source for the production of biodiesel with
high yield and productivity in Colombia, as well as an
instrument to the decontamination of surface water (17). The
widest and most varied studies focus on the biomedical uses
of the plant. Moringa Oleifera is a small tree that has great
nutritional qualities, which can contribute to the supply of
nutrients needed in the diet of children (18). The leaves have
outstanding nutritional qualities, which are among the best
of all vegetables (19). The protein content of the leaves is
27% and contains significant amounts of calcium, iron and
phosphorus, as well as vitamin A and C. This nutritional value
is particularly important in areas where food security may be
threatened by periods of drought, as Moringa leaves can be
harvested during dry periods when no other fresh vegetables
are available (20). The most important micronutrients are
iodine, iron and vitamin A, which are essential for physical
growth, development of cognitive and physiological
functions and resistance to infections, and it is well known
the association between iron deficiency and onset of IDA.
Several in vitro and in vivo approaches have been developed
to evaluate the potential role of this plant in the treatment of
anaemia. Mun’im et al (2016) conducted a study to assess
the effect of ethanolic extract of Moringa leaves through the
evaluation of hematological parameters in female rats, finding
an increase in hemoglobin, red blood cells count and total iron
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content in the blood of these animals (21). Similarly, Ajugwo
et al (2017) evaluated the hematinic effect of Moringa in 15
rats which anaemia was induced by phenylhydrazine, finding
as Mun’im, an increase in hematological parameters in a
significant trend (22). At the translational level, Suzana et al
(2017) developed a randomized controlled study in anemic
women in which water extract of Moringa leaves was added
to ferrous sulfate therapy, finding that the extract yielded a
significantly increase of mean concentration of hemoglobin,
ferritin, Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration and
volume of red cells compared to control group (23). Our
work is closely related to the Rojas (13) and Suzana (23)
studies, since these have been developed from the clinical
field, however in our approach the study subjects were not
under any type of treatment for IDA, a fact that confers
robustness to our work. The other approaches related to the
use of Moringa in the nutritional field as a food supplement
allowed us to give our study the credit of postulating this
plant as a potential element in both the treatment of diseases
as a complement to the diet of malnourished children, as
demonstrated by this work.

Although the clinical evidence in this study points to aremedial
effect of Moringa in the treatment of IDA, it should be noted
that one of the weaknesses of this work lies in the absence
of a control group that received only the vehicle (homemade
juice), in order to be certain that the effect observed is caused
by the supplement itself and not by the iron or any other
element contained in the fruits used to prepare drinks. The
WHO recommends a daily intake of elemental iron of at least
10 mg for the age group under study (24). It is very likely that
the amount of iron that the children received through Moringa
was much lower than the recommended value, however, we
identified positive results regarding the evolution of anaemia,
which implies that other elements contained in the plant may
be promoting the metabolism of iron, a fact that would be
interesting to investigate through a study that contemplates
the inclusion of a control group as mentioned above (19).

Based on the solid evidence of the potential use of this
plant as a natural therapeutic element for IDA, we seek to
demonstrate that this strategy could be effective in coupling
the addition of these extracts to daily consumption foods and
economic manufacturing, such as homemade beverages. The
conclusions of this work allowed to demonstrate that the
addition of Moringa to these foods allowed the restoration of
all the analyzed parameters in a statistically significant way.
These observations are very valuable from the descriptive
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analysis regarding the possibility of including this
type of strategy in the state’s food programs, giving
priority to the low resources child population.
These interventions cover a broad spectrum of
positive outcomes in the future, both socially and
economically and in the welfare state of the general
population. This work is a proof of concept that
this plant has the potential to help overcome iron
deficiency and recover from anaemia in a natural
and direct manner without the need for medication.

Regarding to a deep biological analysis of the
possible effect of phytochemicals present in
Moringa and the outcome on iron metabolism, it
has been demonstrated through a study carried out
in rats, that iron deficient animals treated with the
leaves improved the evaluated parameters exhibiting
changes in the mRNA of hepcidin gene in liver, a
key molecule in the iron metabolism (25). So far,
these observations have not been extrapolated in
humans, which could be a possible continuation of
this work in order to unveil the effector mechanism
of Moringa on iron metabolism.

Conclusions

These findings are a demonstration of the broad
spectrum of medicinal characteristics of Moringa
Oleifera and establish a promising strategy that is
accessible and easy to incorporate into the families
of children with iron-deficiency anaemia. For
this reason, the consumption of this substance is
recommended, associated with a healthy diet can
generate the development of a healthy life
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Resumen: Perfil de consumo y costo de bebidas habituales
y recomendadas en México, 2012-2018. El objetivo de este
estudio fue medir y comparar el comportamiento inflacionario
del costo de las Bebidas Habituales y del costo de la Jarra de
Bebidas Recomendada para la poblacion mexicana. Basados en
informacion sobre el consumo de bebidas en adultos (Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion) y de los precios promedio
mensuales (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia) para
cada bebida durante enero 2012 - Junio 2017, se calcularon
los costos del consumo y la inflacion de bebidas habitual
y recomendado. El costo de las Bebidas Recomendadas es
consistentemente mayor que el de las Bebidas Habituales. Las
tasas de inflacién son similares excepto en 2014 cuando se
introdujo el impuesto a las bebidas azucaradas. Se encuentra
que los precios y la inflacion de las bebidas con azucares
afladidos y de las bebidas habituales responden menos que
proporcionalmente. Una inflacion del costo de las bebidas
recomendadas mads alta que las habituales puede incrementar
la demanda por bebidas habituales. El comportamiento de la
inflacion revela que el impuesto a bebidas azucaradas puede ser
efectivo pero transitorio. ALAN, 2019; 69(1): 12-24.

Palabras clave: Consumo, bebidas habituales, bebidas
recomendadas, costos, inflacion.

Introduccion

El sobrepeso y la obesidad se han posicionado
como uno de los principales problemas de salud
publica en México (1-3). Estudios epidemiologicos
indican que la ingesta de bebidas azucaradas es un
factor condicionante del sobrepeso y la obesidad
(4-5); Diabetes Mellitus Tipo II (6) y enfermedades
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Summary: Profile of consumption and cost of usual and
recommended drinks in Mexico, 2012-2018. The aim of
this study was to measure and compare the inflationary
behavior of the Usual Drinks Intake cost and the
Recommended Drinks Intake Jar cost for the Mexican
population. Based on information about the consumption
of drinks in adults (National Health and Nutrition Survey)
and of the average monthly prices (National Institute for
Statistic and Geography) for each specific drink during
January 2012-June 2017, we calculate consumption costs
and inflation of usual and recommended drink intakes.
The cost of the recommended drinks is consistently higher
than the usual drinks cost. Inflation rates are similar in
both drink intakes except in 2014, when the tax to sugary
drinks was implemented. Prices and inflation of sugary
drinks and usual drinks respond less than proportionally.
A higher inflation of recommended drink costs compared
to the usual drinks inflation could increase the demand for
usual drinks. The behavior of inflation reveals that the tax
to sugary drinks can be effective, but transitory. ALAN,
2019; 69(1): 12-24.

Key words: Consumption, usual drinks, recommended
drinks, costs, inflation.

cardiovasculares (7), que podrian llevar a una muerte
prematura. Entre las consecuencias metabolicas del
aumento en el consumo de bebidas azucaradas estan
también el dafio al higado y a los rifiones, asi como el
incremento de triglicéridos (8), mayor presion sanguinea
(9) e higado graso (10).

Reducir el consumo de bebidas con edulcorantes
caldricos puede ser una estrategia para reducir la ingesta
de energia (11). Para lograrlo se han disefiado varias
medidas de politica publica. Una de estas fue la propuesta
del gobierno mexicano en enero de 2014 de introducir el
Impuesto Especial Sobre Produccion y Servicios (IEPS)
a las bebidas saborizadas con azucares anadidas y a los
alimentos no basicos con alta densidad calorica. El
impuesto a las bebidas consiste en $1 Peso Mexicano
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(MXN) por cada litro de bebida saborizada
con azucares afiadidos (12). Este impuesto no
incluye medicamentos, el suero oral, ni la leche
en sus diferentes presentaciones. Los alimentos
no basicos, como dulces, chocolates, botanas,
galletas, helados, entre otros definidos en la
Ley del Impuesto Especial Sobre Produccion y
Servicios (IEPS) que aporten 275 kilocalorias
0o mas por cada 100 gramos se gravan con un
impuesto de 8% sobre su precio de venta (13).

Diferentes investigaciones sobre la relacion entre
la calidad de la dieta (densidad energética) y su
costo en paises desarrollados han encontrado
que los alimentos saludables con baja densidad
caldrica tienen un mayor costo, mientras que
alimentos con alta densidad caldrica tienen un
menor costo, lo cual puede estar relacionado
con la prevalencia de obesidad en el mundo
(14). Este estudio busca comparar si los costos
del Consumo de la Canasta de Bebidas Habitual
(COBHA), que contienen un mayor aporte
caldrico obtenido del cuestionario de frecuencia
de consumo de la Encuesta Nacional de Salud
y Nutricion (ENSANUT) 2012, son menores a
los costos del Consumo de la Canasta de Bebidas
Recomendadas (COBRE), definidas por el
Comité de Expertos para las Recomendaciones de
Bebidas (CERB) (1). Adicionalmente buscamos
evaluar el impacto del impuesto sobre el precio
y la inflaciéon de las bebidas implementado en
enero de 2014.

Estudios previos han encontrado que los
alimentos con alta densidad energética (granos
refinados, azucares y grasas) tienden a ser mas
baratos que los alimentos de baja densidad (14).
Otros han reportado que la dieta habitual del
mexicano registrada por encuestas de consumo
y gasto de los hogares es, en general, mas barata
que dietas saludables disefiadas para adultos
promedio (15). Se ha reportado recientemente,
con datos de la ENSANUT 2012, que dietas que
contienen alimentos procesados de alta densidad
caldrica muestran un alto costo (16). El costo de
las bebidas habituales y recomendadas, asi como
el crecimiento anual de estos costos, no ha sido
analizado previamente en la literatura.

Materiales y Métodos
La muestra

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012
(ENSANUT 2012) es una encuesta probabilistica con
representatividad estatal que se realiza en México
cada 6 afios (17). La ENSANUT 2012 esta conformada
por diferentes moddulos, entre ellos el Cuestionario de
Frecuencia de Consumo (FCA) que contiene 158 alimentos,
incluidas bebidas integradas en ocho grupos (Tabla 1). El
consumo en mililitros de bebidas habituales se registro a
partir de la muestra total del consumo de 3,056 personas
mayores de 19 afios con consumos reportados entre 500 y
5000 kcal. Se considera la ingesta de calorias proveniente
del azucar afiadido a bebidas como leche, café o té; se
completaron los registros de aquellos casos en los que
no se contaba con informacion del aporte caloérico, para
ello se utilizé el promedio de aporte por cada mililitro
consumido.

Variables
Consumo de bebidas habitual

En este estudio nos referimos a los patrones de consumo
habitual de bebidas por persona a los datos de consumo
obtenidos del FCA de la ENSANUT 2012 del que,
adicionalmente, extraemos los precios promedio mensuales
provistos por el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) cada uno de los meses en el periodo
enero 2012 — junio 2017. Estos precios mensuales
multiplicados por el consumo individual en mililitros y
sumados para cada bebida consumida habitualmente por
persona, arrojan el costo en pesos mexicanos por mililitros
del Consumo de Bebidas Habitual.

El consumo reportado por las personas entrevistadas en
la fecha de captura de la ENSANUT 2012 se mantiene
fijo y se actualizan los precios de las bebidas para todos
los meses siguientes utilizando el crecimiento mensual
del indice Nacional de Precios al Consumidor de cada
bebida para todos los meses de la muestra. El costo de
la Jarra de Bebidas Recomendada se obtiene a partir de
las recomendaciones de consumo de la jarra de bebidas
por género (1) que se mantienen fijas y cuyos precios se
actualizan cada mes para todo el periodo de analisis.
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Tabla 1 Grupos de bebidas que conforman el consumo Habitual de Bebidas (CHB)
reportadas en la Frecuencia de Consumo por dia (INSP, 2012)*

Grupo Alimento

Leche Leche Liconsa o entera; leche preparada de sabor;
otras leches y agregados (azucar y chocolate).

Café o té Café o té c/s azucar y agregados (leche).

Jugos o aguas de sabor®

Jugos naturales sin o con azucar; aguas de frutas con

azucar y sin azdcar.

Bebidas industrializadas sin azucar
(BIA)®
Bebidas industrializadas con azacar
(BIB)*

Refresco de dieta; bebidas industrializadas sin azdcar.

Refresco normal; bebidas industrializadas con azicar;

néctares de fruta con azucar.

Alcohol
Agua
Atole!

Bebidas alcoholicas.
Agua sola.
Atole de maiz con agua o con leche.

Fuente: Elaboracion propia con base en la frecuencia de Consumo de Alimentos, ENSANUT 2012 (17).

* Encuesta Nacional de Salud. Resultados nacionales 2012 (17). “ Jugos: Jugos o bebidas de frutas elaborados den-
tro de los hogares, restaurantes, comedores, entre otros, que por su método de preparacion no forman parte de las
Bebidas con Impuesto. ® Bebidas industrializadas sin azicar (BIA): Bebidas que pasan por un proceso industrial que
no contienen azicares caloricos. © Bebidas industrializadas con azucar (BIB): Bebidas que forman parte del Impuesto
establecido en el 2014 para Bebidas Saborizadas con Aziicares Afiadidas de México (13). ¢ Atole: Bebida tipica mexi-
cana elaborada a base de maiz. Su preparacion puede incluir agua o leche.

Jarra de Bebidas Recomendada

El Comité de Expertos para las Recomendaciones de
Bebidas (CERB) conformado en el afo 2008 definid el
grupo de bebidas que integran las “Recomendaciones
sobre el consumo de bebidas para la poblacion mexicana”
con base en la propuesta de la Secretaria de Salud en
México y el Instituto Nacional de Salud Publica (1). El
objetivo general de este comité fue proporcionar una
guia sobre los beneficios y riesgos nutricionales de varias
categorias de bebidas. El comité realizé una revision del
patrén de consumo de bebidas en México y establecio
categorias y porciones recomendadas de consumo para
diferentes bebidas de acuerdo a sus beneficios y riesgos
nutricionales (1). Actualmente estas recomendaciones
son una guia informativa de las bebidas saludables y de
la cantidad de liquidos que las personas deben consumir
al dia (1). El costo en pesos mexicanos por mililitros del
Consumo de Bebidas Recomendado se calcula de manera
similar manteniendo fijo el consumo recomendado de cada
bebida multiplicanda por el precio respectivo y sumado
para cada persona.
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Andlisis estadistico. La muestra de n=3,056
personas, asi como el céalculo de las calorias
promedio consumidas en total y la contribucion
porcentual para cada grupo de bebidas y para
los distintos estratos, se obtuvieron a partir de
la ENSANUT empleando el paquete estadistico
Stata v. 14. Con el fin de identificar si existen
diferencias estadisticamente significativas entre
categorias para cada tipo de bebida empleamos
la prueba t para diferencia ponderada de medias,
el error estandar (SE) y el p-valor. El p-valor
se emplea para indicar si la diferencia entre
la categoria de referencia (ref) con las otras
categorias es estadisticamente significativa.
El nivel de confianza empleado es de 95%. El
calculo de la inflacion anualizada de los costos
de cada tipo de bebidas se computa como
n=[(P/P-12)-11*100, donde m es la tasa de
inflacion del mes t, P_es el costo del mes t, y
P-12 es el costo del mismo tipo de bebidas doce
meses antes.
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Resultados

La Figura 1 muestra los aportes de las
recomendaciones de bebidas en mililitros y
kilocalorias y su comparacién por género. Se
destaca una recomendacion de mayor consumo
de leche baja en grasa y de menor consumo de
agua en mujeres respecto a los hombres (1).

La Tabla 2 muestra que el consumo de bebidas
habitual de un mexicano adulto aporta 341 kcal,
lo cual representa el 18% del consumo total de la
dieta diaria. Esto contrasta con un aporte calorico
de 22.3% reportado anteriormente como consumo
habitual promedio en adultos mexicanos (5).
Algunos estudios que utilizan el Recordatorio
de 24 horas de la ENSANUT 2012 reportan un
consumo de bebidas habitual de 382 kcal, lo cual
representa el 19% del total de la dieta (18).

Los resultados muestran que del total de kcal
consumidas de bebidas, el aporte caloérico de
la leche (92 kcal) con 27% del total de calorias
aportadas por las bebidas a la dieta de los
mexicanos se convierte en uno de los mas altos.
El grupo de bebidas industrializadas tipo B (BIB),

Total
187 kcal

Leche baja en grasa (1%)
(1 vaso, 103 kcal)

Agua fresca con 5g. de azicar.
(1 vaso, 20 kcal)

—

(6 a 8 vasos, 0 kcal)

conformado por las bebidas saborizadas con azucares
sujetas a impuesto como refrescos, jugos y néctares
procesados, aporta 97 kcal en promedio, lo que representa
28% del total de las calorias aportadas por bebidas. La
contribucion en calorias de este grupo de bebidas y sus
posibles impactos en el sobrepeso y la obesidad, explica
la aplicacion del impuesto de 1 Peso MXN por litro a este
tipo de bebidas en enero de 2014 (12).

El aporte de calorias proveniente de las bebidas
en su conjunto es mayor para los hombres
(399 kcal; 20%) que para las mujeres (292 kcal; 17%)
(Tabla 2). El total de kcal recomendadas en hombres es
de 231 kcal mientras que para las mujeres es de 187 kcal.
En hombres, el aporte de calorias proveniente de las BIB
es de 111 kcal (28%), siendo la principal fuente de aporte
caldrico, incluso mayor que la leche (90 kcal; 23%). Las
mujeres también reportan un consumo de calorias alto de
BIB (85 kcal; 29%), aunque el consumo de leche es el que
mas calorias aporta, al sumar 95 kcal (33%) de la ingesta
de bebidas.

De manera interesante se observa que el consumo de
calorias provenientes de las BIB disminuye con la edad.
Para el grupo de entre 19 y 30 afios, la ingesta calorica

Total
231 kcal

Jugo o agua
sin azucar —
(1/2 vaso, 54 kcal)

Café o té sin azicar
(2 tazas, 10 kcal)

Leche baja en grasa (1%)
(1/2 taza, 52 kcal)

Agua fresca con 5g. de azucar.
(2 vasos, 40 kcal)

Cerveza (180ml) o vino tinto
(100ml), (72kcal)

Agua

Mujeres

Hombres

Figura 1. Recomendacion de Consumo de Bebidas 2006 por género.

Fuente: Patrones de consumo en mililitros y kilocalorias propuestos por el Comité de Expertos para las Recomendaciones

de Bebidas en el afio 2008 (1).
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Tabla 2. Aporte energético de las Bebidas Habituales consumidas por adultos (>19 afios) en México.

ENSANUT 2012.
Sexo? Edad Area® NSE®

Grupo Total H M 19-30 30-60 >60 U R B M A
n 3056 1240 1816 813 1683 560 2001 1055 1070 1034 952
Total kcal (SE) 341 399 292 368 341 305 353(9) 307 310 343 360
(7 1z ©®) (14) (10 12) (10) 12y 12y  12)
P-value ref  0.02 ref 0.12 <0.01 ref <0.01 ref 0.05 <0.01
Leche kcal (SE) 92(3) 90(5) 95(4) 91(6) 86(4) 111(9) 99(4) 70(4) 62(4) 97(5 108 (6)
P-value ref  0.42 ref 0.53 0.06 ref <0.01 ref <0.01 <0.01
% 27 23 33 25 25 36 28 23 20 28 30
Caféotée kcal (SE) 40(1) 39(2) 40(2) 38(3) 43(2) 35(3) 39(2) 43(2) 39(2) 40(2) 40(3)
P-value ref  0.82 ref 0.15 0.37 ref 0.13 ref 0.78 0.66
% 12 10 14 10 13 11 11 14 13 12 11
Jugos kcal SE) 29(2) 29(3) 28(2) 35(4) 29(2) 21(3) 29(2) 28(3) 28(4) 25(33) 32(2
P-value ref  0.32 ref 0.16 <0.01 ref  0.77 ref 0.34 0.49
% 9 7 10 10 9 7 8 9 9 7 9
BIA! kcal (SE) 2 (0) 2(0) 3(0) 3(1) 3(0) 1(1) 3(0) 2(0) 2 (0) 2 (0) 3(1)
P-value ref  0.72 ref  0.74 0.07 ref  0.05 ref 0.48 0.06
% 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
BIB® kcal (SE) 97(4) 111(6) 85(5) 120(8) 96(5) 68(8) 105(5) 74(4) 81(5 106(7) 100 (6)
P-value ref <0.01 ref <0.01 <0.01 ref <0.01 ref  <0.01 0.03
% 28 28 29 33 28 22 30 24 26 31 28
Alcohol kcal (SE) 58 (4) 101 (8) 20(3) 66(8) 62(6) 33(6) 58(5) 57(7) 67(10) 50(7) 57(6)
P-value ref <0.01 ref 0.70 <0.01 ref  0.93 ref 0.15 0.36
% 17 25 7 18 18 11 16 19 22 15 16
Atole kcal (SE) 23(2) 23(4) 21(2) 16(2) 23(3) 35(6) 20(2) 33(3) 30(3) 22(3) 204
P-value ref  0.32 ref  0.07 <0.01 ref <0.01 ref 0.05 0.04
% 7 6 7 4 7 11 6 11 10 6 6

Elaboracion propia con base en la Frecuencia de Consumo de Alimentos, ENSANUT 2012 (17).

sSexo: Hombre (H), Mujer (M) "Area: Urbana (U), Rural (R) °Nivel Socioeconémico: Bajo (B), Medio (M), Alto (A) ‘Bebidas
Industrializadas A (BIA): Bebidas industrializadas con edulcorantes no caléricos. °Bebidas Industrializadas B (BIB): Bebidas

industrializadas con edulcorantes caloricos

diaria alcanza (120 kcal; 33% del total), mientras que para
el grupo de entre 30 y 60 afios la ingesta desciende a 96
kcal (28%) y aumenta nuevamente en la poblacion mayor
de 60 afios (68 kcal; 22%).

Respecto a la ingesta calérica de BIB por
regiones, se registra una diferencia  significativa
en el consumo de bebidas entre la region Sur
(75 kcal; 24%) respecto a la region Norte (110 kcal; 30%;
region de referencia). También se registra una diferencia
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significativa (ver p-values) en el consumo de BIB
entre el estrato urbano de la poblacion (105 kcal;
30%), respecto al estrato rural (74 kcal; 24%). Lo
mismo sucede para la ingesta en calorias del grupo
de la leche, que alcanza 99 kcal (28%) para el
estrato urbano, comparado con 70 kcal (23%) para
el estrato rural.

El consumo de bebidas total aumenta conforme
aumenta el nivel socioeconéomico al pasar de 310
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kcal, a 343 kcal y a 360 kcal en los estratos bajo, proveniente de las BIB para los estratos bajos pasa de 81
medio y alto respectivamente. La ingesta caldrica de kcal (26%) a 106 kcal (31%) en el estrato medio y a 100 kcal
leche se incrementa de manera gradual y significativa (28%) en el estrato alto.

entre los distintos estratos socioeconomicos al pasar
de 62 kcal (20% del total) en el nivel bajo, a 97 kcal
(28%) en el nivel medio y hasta 108 kcal (30%)
en el nivel alto. El consumo de calorias promedio La Tabla 3 presenta el costo de cada bebida y el costo

Costo de las bebidas habituales y Jarra de Bebidas
Recomendada

Tabla 3. Costo promedio de las Bebidas Habituales consumidas por adultos (>19 afios) en México.

ENSANUT 2012.
Sexo? Edad Area® NSE°

Grupo Total H M 19-30  30-60 >60 U R B M A
n 3056 1240 1816 813 1683 560 2001 1055 1070 1034 952
Total SMXN 1324 1520 11.58 14.35 13.49 11.01 13.62 12.06 11.93 13.44  13.90
(SE) (0.22) (0.36) (0.27) (0.47) (0.31) (0.36) (0.27) (0.37) (0.39) (0.37)  (0.39)
P-value ref  <0.01 ref 0.12 <0.01 ref  <0.01 ref <0.01 <0.01
Leche SMXN 2.09 2.03 2.16 2.03 1.97 2.55 2.27 1.58 1.38 2.16 2.50
(SE) (0.07) (0.12) (0.09) (0.13) (0.09) (0.22) (0.09) (0.10) (0.08) (0.12)  (0.14)
P-value ref 0.41 ref 0.53 0.06 ref  <0.01 ref <0.01 <0.01
% 16 13 19 14 15 23 17 13 12 16 18

Caféoté SMXN 041 042 040 033 043 046 040 042 040 038 043
(SE)  (0.01) (0.02) (0.02) (0.03) (0.02) (0.04) (0.02) (0.02) (0.02)  (0.02) (0.03)

P-value ref 0.56 ref  <0.01 <0.01 ref 0.64 ref 0.50 0.55
% 3 3 3 2 3 4 3 3 3 3 3
Jugos SMXN 1.44 1.44 1.44 1.71 1.50 0.90 1.45 1.40 1.33 1.25 1.65
(SE) (0.08) (0.11) (0.10) (0.16) (0.10)  (0.14) (0.09) (0.12) (0.13) (0.12)  (0.13)
P-value ref 0.99 ref 0.26  <0.01 ref 0.72 ref 0.64 0.08
% 11 9 12 12 11 8 11 12 11 9 12
BIA¢ SMXN 0.43 0.45 0.41 0.41 0.49 0.28 0.48 0.27 0.29 0.39 0.55
(SE) (0.05) (0.08) (0.06) (0.08) (0.07) (0.08) (0.06) (0.05) (0.06) (0.09)  (0.08)
P-value ref 0.67 ref 0.49 0.24 ref 0.01 ref 0.35 <0.01
% 3 3 4 3 4 3 4 2 2 3 4
BIB® SMXN 2.69 3.08 2.37 3.37 2.65 1.89 2.90 2.06 2.26 2.97 2.75
(SE) (0.10) (0.16) (0.14) (0.22) (0.13) (0.22) (0.13) (0.11) (0.13) (0.19)  (0.18)
P-value ref  <0.01 ref  <0.01 <0.01 ref  <0.01 ref <0.01 0.03
% 20 20 20 23 20 17 21 17 19 22 20
Alcohol SMXN 1.42 2.61 0.42 1.78 1.46 0.82 1.42 1.42 1.61 1.28 1.42
(SE) (0.11)  (0.23) (0.06) (0.25) (0.15) (0.17) (0.13) (0.19) (0.24) (0.17)  (0.17)
P-value ref  <0.01 ref 0.28 <0.01 ref 0.98 ref 0.52 0.27
% 11 17 4 12 11 7 10 12 13 10 10
Agua SMXN 4.49 4.90 4.14 4.53 4.74 3.73 4.46 4.60 434 4.76 4.37
(SE) (0.10) (0.18) (0.12) (0.24) (0.13)  (0.21) (0.13) (0.18) (0.15) (0.20)  (0.17)
P-value ref  <0.01 ref 0.44 0.01 ref 0.52 ref 0.11 0.9
% 34 32 36 32 35 34 33 38 36 35 31
Atole SMXN 0.26 0.27 0.24 0.18 0.25 0.38 0.23 0.33 0.30 0.25 0.23
(SE) (0.02) (0.04) (0.02) (0.03) (0.03) (0.06) (0.03) (0.03) (0.03) (0.04) (0.04)
P-value ref 0.56 ref 0.15 <0.01 ref 0 ref 0.27 0.19
% 2 2 2 1 2 3 2 3 3 2 2

Elaboracion propia con base en la Frecuencia de Consumo de Alimentos, ENSANUT 2012 (17).

aSexo: Hombre (H), Mujer (M) Area: Urbana (U), Rural (R) “Nivel Socioeconémico: Bajo (B), Medio (M), Alto (A) “Bebidas
Industrializadas A (BIA): Bebidas industrializadas con edulcorantes no caldricos. Bebidas Industrializadas A (BIB): Bebidas
industrializadas con edulcorantes caldricos.
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total en el mes de Enero de 2012. El costo promedio de las promedio diario de las bebidas industrializadas
bebidas habituales alcanz6 un total de $13.24 Pesos diarios. con azucar (BIB) sujetas a impuesto desde enero
El mas alto fue el costo del agua envasada que alcanzé de 2014 alcanzo $2.69 Pesos por habitante,
$4.49 Pesos promedio diarios, ademas de ser la bebida lo que también se explica por su alto consumo

de mayor consumo (905 ml). Después del agua, el costo (244 ml, Tabla 4 ).

Tabla 4. Consumo de bebidas de una dieta habitual y de la Jarra de Bebidas Recomendada (JBR) en ml.

Sexo® Edad Area® NSE®

Grupo Total H M 19-30  30-60  >60 U R B M A
n 3056 1240 1816 813 1683 560 2001 1055 1070 1034 952
Total ml 1658 1817 1523 1724 1708 1425 1685 1573 1524 1703 1707
(SE) 25 39 (32) (55 (%) (47) (30) (45) (42) (44) (43)
P-value§ ref  <0.01 ref  0.81  <0.01 ref 0.04 ref  <0.01 <0.01
Leche ml 160 155 164 155 150 194 172 120 105 166 189
(SE) (6) ©) @) ) @) 7 (M (®) (6) © 10
P-value§ ref 0.46 ref  0.69 0.04 ref  <0.01 ref  <0.01 <0.01
% 10 9 11 9 9 14 10 8 6 10 11
Caféoté ml 97 97 108 70 98 129 98 93 94 86 106
(SE) “) @) (7 (7 (6) (13) (5) (7 @) @) (®)
P-value§ ref 0.93 ref <0.01 <0.01 ref 0.59 ref 0.2 0.56
% 6 6 7 4 6 9 6 6 6 5 6
Jugos ml 148 148 148 178 154 91 150 143 135 129 171
(SE) (®) (11) (11) a7 - an (14) (10) (12) (12) (13) (14)
P-value§ ref 0.98 ref 022 <0.01 ref 0.67 ref 0.05 0.71
% 9 8 10 10 9 6 9 9 9 8 10
BIA ml 30 32 28 28 34 20 33 18 20 27 38
(SE) 3) (6) “) (6) (5) (5) “) “) ) (7 (6)
P-value§ ref 0.60 ref  0.40 0.29 ref  <0.01 ref  <0.01 0.35
% 2 2 2 2 2 1 2 1 1 2 2
BIB® ml 244 279 214 301 241 172 262 186 205 268 250
(SE) © 14 12 @0 (12 @) (12 (10 12 17 (16)
P-value§ ref  <0.01 ref  0.01 <0.01 ref  <0.01 ref  <0.01 0.03
% 15 15 14 17 14 12 16 12 13 16 15
Alcohol ml 49 90 14 61 50 28 49 49 55 44 49
(SE) “ (3) () ) (5) (6) (%) (6) (3) (6) (6)
P-value§ ref  <0.01 ref 028  <0.01 ref 0.98 ref 0.52 0.27
% 3 5 1 4 3 2 3 3 4 3 3
Agua ml 905 989 835 914 956 753 898 927 876 955 882
(SE) @n - 3o 24 48) (27 (42) 25 67  @H @) GH
P-value§ ref  <0.01 ref 044 0.01 ref 0.52 ref 0.90 0.11
% 55 54 55 53 56 53 53 59 57 56 52
Atole ml 25 28 23 17 25 38 22 36 33 23 22
(SE) 2 ) @) 3) 3) (6) 3) “) 3) 3) “)
P-value§ ref 0 ref 0 <0.01 ref  <0.01 ref 0 0
% 2 2 2 1 1 3 1 2 2 1 1

Fuente: Consumo total y Habitual: Elaboracion propia con base en la Frecuencia de Consumo de Alimentos, ENSANUT 2012 y
Patrones de consumo de Bebidas Recomendadas donde se considera que cada taza o vaso equivale a 240 ml.

§ Prueba t para la diferencia ponderada de medias. El p value indica el nivel de significancia de la diferencia entre las categorias.
Ref indica la categoria de referencia. ‘BIA: Bebidas industrializadas sin aziicar. *"BIB. Bebidas industrializadas con azucar. <1/2
taza de leche baja en grasa (1%). “2 tazas de café o té sin aziicar °2 vasos de agua fresca con 5 gramos de aziicar por vaso y medio
vaso de jugo de frutas sin azicar. 'l vaso de agua fresca con 5 gramos de aziicar y medio vaso de jugo de frutas sin aziicar. $180ml
de cerveza o 100ml de vino tinto. "6 a 8 vasos de agua.
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La Tabla 3 también muestra la distribucion de
los costos de las bebidas habituales por estrato.
Los hombres enfrentan un costo de BIB’s mayor
($3.08 Pesos) que el de las mujeres ($2.37 Pesos) y
el costo diario tiende a reducirse con la edad: $3.37
para edades de 19-30 afios; a $2.65 de 30-60 afios
y de $1.89 Pesos para edades mayores a 60 afios.
Esta reduccion gradual del presupuesto se explica
naturalmente por un menor nivel de consumo de
acuerdo a la edad.

El costo de las BIB’s no difiere significativamente
entre regiones excepto la region Sur que presenta el
costo ($2.07 Pesos diarios) y consumo (75 ml) mas
bajos. Las zonas urbanas reportan un costo mayor
($2.90) que las zonas rurales ($2.06). Finalmente,
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el costo de las BIB’s en los estratos medios ($2.97) y altos
($2.75) es mayor que el estrato bajo ($2.26), de nueva cuenta
explicado por el patron de consumo.

Comportamiento temporal de los costos de la jarra de bebidas

La figura 2 muestra el costo mensual del Consumo de la
Canasta de Bebidas Habitual (COBHA) y el Consumo de la
Canasta de Bebidas Habitual (COBRE), distinguiendo por
género, para el periodo Enero 2012 - Junio 2017. En general,
el costo historico de la Jarra de Bebidas Recomendada es
mayor que el costo del Consumo Habitual de Bebidas del
Mexicano, lo que revela una diferencia en preferencias.
También se observa que, independientemente del tipo de
consumo, el costo en que incurren los hombres es mayor
que el de las mujeres, debido al mayor consumo de bebidas
en mililitros.

el Ot Ere Alw Jul Dt Eme Alw Jul  Oxt Ene Abe

200 2 2012 012 M3 2043 20M3 3 2014 2004 2004 D4 2015 A5 2015 F0AS 2016 ROA6 2016 BME 2017 r0a7

= = Reoodendada Hombie

= = Recomendada Mujer

Habsitual Homibee — piabitual bAuper

Figura 2. Costo Mensual del Consumo de Bebidas Recomendadas y
Consumo de Bebidas Habitual por género (Enero 2012-Mayo 2017).
Elaboracion propia con base en la Frecuencia de Consumo de Alimentos, ENSANUT 2012 y Jarra de Bebidas Recomendada (1).

Afo base 2012. Jarra Saludable: Hombres (1817 ml, 448kcal), Mujeres (1523 ml, 284kcal). Jarra Habitual: Hombres (1,743 ml,
357 kcal), Mujeres (1,772 ml, 291kcal) * TEPS es el Impuesto Especial sobre Produccion y Servicios aplicado a los alimentos y

bebidas no saludables (13,14).
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Con el fin de hacer comparables los costos entre las
bebidas de la jarra de bebidas recomendadas y la de
consumo habitual se calcula el costo de 100 kcal por tipo
de bebidas que la integran. De acuerdo con los calculos
totales y de manera similar a los estudios que evaluan
la densidad energética y su relacion con el costo de los
alimentos, este estudio verifica que las bebidas con baja
densidad calorica, aquellas con menor aporte contenido
caldrico en base a azlicares afiadidos, presentan un mayor
costo en el tiempo (ver lineas punteadas en figura 3).

Inflacion anual del costo de las bebidas habituales
recomendadas

El costo de la Jarra de Bebidas Recomendada es en general
mas alto que el costo de la Jarra Habitual. La figura 4
muestra sin embargo que, en términos del crecimiento en
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los precios de estos productos (inflacidén anual),
el costo de las bebidas habituales fue mayor que
el crecimiento del costo de la Jarra de Bebidas
Recomendada desde el inicio de la muestra y
hasta principios de 2015. Esta diferencia en la
dinamica inflacionaria de los costos fue mucho
mas amplia después de la introduccion del
impuesto a las bebidas azucaradas y el efecto se
mantuvo sélo hasta enero de 2015. De esa fecha
en adelante la diferencia se disipa junto con el
impacto del gravamen, el cual no tuvo influencia
visible en meses subsecuentes.

El impacto del impuesto a bebidas azucaradas
sobre la dinamica inflacionaria, sobre el costo
de bebidas habituales y el costo de las bebidas
recomendadas (figuras 3 y 4), se refleja en el
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Figura 3. Costo Mensual del Consumo de Bebidas Recomendadas
y Consumo de Bebidas Habituales por cada 100 kcal (Enero 2012-Mayo 2017)

Elaboracion propia con base en la Frecuencia de Consumo de Alimentos, ENSANUT 201220 y Jarra de Bebidas Recomendada (1).
Ao base 2012. * IEPS es el Impuesto Especial sobre Produccion y Servicios aplicado a los alimentos y bebidas no saludables (13,14).
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Figura 4. Incremento porcentual en el Costo de la Jarra de Bebidas Saludable
y la Jarra de Bebidas Habitual (Enero 2012 — Junio 2017).
Elaboracion propia con base en el indice de Precios Promedio de INEGI. * IEPS es el Impuesto Especial
sobre Produccion y Servicios aplicado a los alimentos y bebidas no saludables (13,14).

cambio del gradiente de precios desde enero de
2014, pero incluso desde la puesta en marcha de
la ley que aprueba el impuesto a las bebidas en
octubre de 2013. El efecto del impuesto se refleja
con mayor fuerza sobre la inflacion del costo de
las bebidas habituales en la figura 4, cuando la
inflacién habitual pas6 de alrededor de 3.7% en
octubre de 2013, hasta 7.5% anual en agosto de
2014. De manera interesante, observamos que la
inflacién anual del Consumo Habitual mantuvo
el desplazamiento al alza, incluso rebasando
la inflacion de la canasta basica durante todo
2014 (éreas sombreadas), hasta enero de 2015.
Dado este comportamiento, el impuesto a las
bebidas azucaradas fue efectivo pero transitorio
al asociarse con tasas de inflacion de las bebidas
habituales mas altas y, al mismo tiempo, con
tasas de inflacion anual del costo de la Jarra
Recomendada mas bajas.

Discusion

Estudios anteriores han mostrado que el costo de las dietas
de baja densidad energética es mayor que el costo de las
dietas con alto contenido energético (14,19). Otros estudios
no encuentran diferencia entre los costos de alimentos de alta
(dulces o grasas) o baja densidad energética (frutas frescas)
(20). Este estudio, sin embargo, encuentra que el costo
promedio de la Jarra de Bebidas Habituales de alta densidad
energética es consistentemente mas bajo que el costo de la
Jarra de Bebidas Recomendada, lo que pudiera explicar la
preferencia de la poblacion por mayor consumo de bebidas de
alto contenido energético y, posiblemente, el mayor sobrepeso
y la obesidad de la poblaciéon mexicana. Esta evidencia se
suma a estudios recientes que han reportado que la dieta
habitual del mexicano es en general de menor costo que las
dietas saludables (15,16).

En términos de crecimiento de los costos, el estudio encuentra
que la inflacion anual de las bebidas habituales fue mayor
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que la inflacion de las bebidas recomendadas desde la
implementacion del impuesto en 2014 y hasta marzo de 2015.
La diferencia inflacionaria fue mas amplia en los primeros
diez meses siguientes a la introduccion del impuesto a las
bebidas con azucares anadidos, lo que sugiere que este
gravamen fue efectivo, pero sélo de manera transitoria
y que el impuesto deberia estar acompafiado de medidas
que refuercen la educacioén alimentaria (1), entre otras.
Otros estudios han reportado incrementos en los precios
de bebidas con azucares anadidos desde enero de 2014 y
hasta noviembre de ese afio, cuando empez6 a reducirse
el efecto del impuesto (21). En un estudio posterior se
reporta que el impuesto a las bebidas azucaradas no se
trasladd de manera proporcional a los precios (22). La baja
persistencia del impuesto sugiere que una reduccién del
consumo de bebidas azucaradas, asi como la eventual baja
de sobrepeso y obesidad en el largo plazo, requieren de
una politica global sobre sus determinantes para lograr una
mejora sostenible en el largo plazo.

En este estudio también encontramos que los estratos
socioecondomicos medios y altos muestran un mayor
consumo calorico de bebidas con edulcorantes (106 kcal,
100 kcal) que los estratos mas bajos (81 kcal) (Tabla 1),
incluso cuando estos estratos medios y altos enfrentan
un mayor costo promedio (Tabla 2). Este resultado es
consistente con la prevalencia de la obesidad que tiende a
ser mayor en los estratos medios y altos (72.7%, 73.5%),
en relacion con los estratos mas bajos (65.7%) (23).

En nuestros resultados también encontramos un costo
elevado del agua en relacion con otras bebidas de menor
interés nutricional, lo que refleja una barrera a su acceso,
de manera particular en los grupos de edad de entre 30 y 60
afos. El costo promedio del agua también es mayor en areas
rurales, lo que podria indicar escasez de agua potable y falta
de seguridad en el acceso (resultado no estadisticamente
significativo). En este sentido, se recomienda retomar la
propuesta de establecer puntos de acceso al agua segura
y gratuita en todos los centros escolares del pais (23,24).
También es importante examinar la estrategia impositiva
por producto y, en su caso, revertir el impuesto a bebidas
cuyo aumento en consumo sea deseable.

La aportacion caldrica del alcohol en cada uno de los
estratos es la tercera mas importante después de la leche
y las bebidas azucaradas, y su costo promedio es tres
veces menor que el del agua. El alto consumo de alcohol
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puede constituirse en un riesgo para la salud en
la poblacion examinada en este estudio (5). Este
resultado sugiere que deberian buscarse medidas
y mecanismos que reduzcan la disponibilidad de
alcohol a través de los canales de distribucion
y venta (23), de reduccion de publicidad, de
impuestos especificos, entre otras, asi como
mejorar el acceso a bebidas con mayor aporte
nutricional.

De los resultados analiticos de la ENSANUT
2012 se encuentra un alto nivel de sedentarismo
que, combinado con nuestro hallazgo de alto
consumo de bebidas con edulcorantes, requieren
de estrategias para aumentar la disponibilidad
y accesibilidad de bebidas sin edulcorantes
caloricos anadidos (24), asi como fomentar el
incremento de la actividad fisica.

Conclusiones

Este trabajo estudia el comportamiento de los
costos y la inflacion del consumo de bebidas
recomendadas y del consumo de bebidas
habituales en México. También evalta el
impacto del impuesto a las bebidas en efecto
desde enero de 2014. El estudio encuentra que
el Costo de la Jarra de Bebidas Recomendadas
es en general mas alto que el Costo de la Jarra
de Bebidas Habitual, lo que puede desviar el
consumo a bebidas de alto contenido energético
y explicar las altas tasas de sobrepeso y obesidad
en México.

Aun falta modelar formalmente caracteristicas
como la estacionariedad y la persistencia del
choque impositivo sobre la dinamica de corto
y largo plazo de los costos y de la inflacion de
ambos tipos de bebidas respectivamente. Otro
tema de interés futuro puede ser la modelacion
de la volatilidad condicional de los costos y de la
inflacion. Asimismo, se debe evaluar el impacto
potencial de subsidios a bebidas recomendadas,
la pertinencia del propio impuesto en entornos
inflacionarios, disefios alternativos de impuestos
como el chileno, sobre los nutrientes o sobre
alimentos (25).
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Obtencion de hidrolizados proteicos bajos en fenilalanina a partir
de suero dulce de leche y chachafruto (Erythrina edulis Triana)
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Resumen: Obtencion de hidrolizado proteicos bajos en
fenilalanina a partir de suero dulce de leche y chachafruto
(Erythrina edulis Triana). La fenilcetonuria (PKU) es
causada por una actividad deficiente de la enzima fenilalanina
hidroxilasa. En los pacientes con esta deficiencia la fenilalanina
(Phe) no puede ser convertida en tirosina, aumentando
sus niveles en sangre y de otros metabolitos neurotdxicos,
provocando un retraso mental irreversible. El tratamiento
fundamentalmente se basa en una dieta controlada de Phe. Sin
embargo, los alimentos libres o bajos en Phe son escasos. El
objetivo de esta investigacion es obtener hidrolizados proteicos
con bajo contenido de Phe a partir del suero dulce de leche en
polvo y harina de E. edulis Triana. El aislado proteico (96,01%
proteina cruda) se obtuvo por solubilizacion y precipitacion de
las proteinas de la harina, mientras que las proteinas del suero
(15,69% proteina cruda) fueron tratadas en su matriz original.
Las proteinas del suero y el asilado fueron hidrolizadas
enzimaticamente con pepsina y proteasa de Streptomyces
griseus. La concentracion de Phe se determind por fluorometria
y por HPLC, de lo cual la Phe de las proteinas del suero es
liberada una hora antes que las del chachafruto, debido a
que las proteinas del suero en parte fueron hidrolizadas en la
elaboracion del queso. Ademas, los resultados de la utilizacion
del carbon activados como captor de Phe indican la reduccion
total del contenido de este aminoacido en los hidrolizados y la
reduccion de la concentracion de otros aminoacidos. ALAN,
2019; 69(1): 25-33.

Palabras clave: Fenilcetonuria; fenilalanina; aislado
proteico; hidrolizados proteicos; Erythrina edulis;
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Summary: Obtaining protein products low in
phenylalanine from milk whey and chachafruto (Erythrina
edulis Triana). Phenylketonuria (PKU) is caused by a low
activity of the enzyme phenylalanine hydroxylase. In patients
with this deficiency, phenylalanine (Phe) cannot be converted
to tyrosine, increasing blood levels and other neurotoxic
metabolites, causing irreversible mental retardation. The
treatment is fundamentally based on a controlled diet of Phe.
However, free or low-Phe foods are scarce. The objective of
this research is to obtain protein hydrolysates with low Phe
content from sweet milk powder and E. edulis Triana flour.
The protein isolate (96.01% crude protein) was obtained by
solubilization and precipitation of the flour proteins, while
the whey proteins (15.69% crude protein) were treated in
their original matrix. Serum and asylated proteins were
enzymatically hydrolyzed with pepsin and Streptomyces
griseus protease. The concentration of Phe was determined
by fluorometry and by HPLC, from which the Phe of whey
proteins is released one hour earlier than those of chachafruto,
due to the fact that the whey proteins were partially hydrolyzed
in the elaboration of the cheese. In addition, the results of
the use of charcoal activated as Phe captor indicate the total
reduction of the content of this amino acid in the hydrolysates
and the reduction of the concentration of other amino acids.
ALAN, 2019; 69(1): 25-33.

Key words: Phenylketonuria; phenylalanine; protein
isolate;  protein  hydrolysates;  Erythrina  edulis;
chachafruto.

Introduccion

Las proteinas de la dieta, son fuente de energia,
aportan aminoacidos necesarios para el desarrollo y
mantenimiento de células y tejidos de nuestro organismo.
Como consecuencia de la digestion de las proteinas
se liberan péptidos, que se definen como cadenas con
distintos nimeros de aminoacidos (1). Sin embargo,
en algunas condiciones como en los errores innatos del
metabolismo (EIM), la consecuencia de las deficiencias
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enzimaticas congénitas provoca un bloqueo en determinada
via metabdlica, por tanto, el consumo de ciertos aminoacidos
puede ocasionar consecuencias patologicas en el individuo.

La fenilcetonuria, o PKU (por su nombre en inglés:
phenylketonuria) es el mas frecuente de los errores innatos
del metabolismo de los aminoacidos. Es una enfermedad
metabdlica autosdmica recesiva, que se debe a una actividad
deficiente o inexistente de la enzima fenilalanina hidroxilasa
(PAH por su nombre en inglés: phenylalanine hydroxylase).
Este déficit causa una acumulacién de fenilalanina (Phe)
y un descenso de tirosina (7yr) en los fluidos y tejidos
bioldgicos, por lo que la PKU que no es diagnosticada ni
tratada tempranamente antes del mes de vida, produce una
encefalopatia irreversible cuya consecuencia mas grave es el
retraso (2, 3).

Uno de los tratamientos de la PKU consiste en regular
los niveles de Phe, limitando su ingestion. El proposito
fundamental del tratamiento es reducir y mantener las
concentraciones de Phe en sangre para prevenir la aparicion
de los efectos neuropatologicos y, al mismo tiempo, asegurar
un crecimiento y un neurodesarrollo apropiado de los
pacientes.

Las proteinas de origen animal deben restringirse en la dieta
de los pacientes con PKU debido a que contienen 4 a 6% de
Phe,y con pequenas cantidades se cubre casi la totalidad diaria
recomendada de este aminoacido. Los cereales, leguminosas,
frutas y verduras también contienen este aminodcido, pero en
cantidades menores, por lo que se pueden incluir en la dieta
de forma cuidadosa y siempre calculando el aporte total de
Phe (2).

Para limitar la ingesta de Phe y al mismo tiempo
proporcionar una buena nutricion, el paciente debe recibir
formulas especiales libres o bajas en Phe, ricas en otros
aminoacidos, vitaminas y minerales. En estas formulas sin
Phe las proteinas estan predigeridas mediante hidrolisis
enzimatica, tratamiento térmico y ultrafiltracion. El sustrato
mas usado para la preparacion de estos hidrolizados proteicos
son las proteinas de la leche, es decir, caseina y proteinas
del lactosuero. Esto es debido fundamentalmente, a su
disponibilidad en grandes cantidades, alto valor nutricional y
moderado costo del mismo (4).

Sin embargo, el principal inconveniente de los consumidores
afectados por PKU es el acceso a proteinas libres o bajas
en el contenido de Phe para mantener la dieta baja en este
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aminoacido, ya que, en su totalidad, estos productos
son importados y de costos elevados.

En la busqueda de fuentes proteicas alternativas se
encuentran las proteinas de las leguminosas, que,
a pesar de ser deficientes en metionina y cisteina,
tienen una calidad nutricional adecuada por su
alto contenido de lisina. Entre ellas se menciona
el frijol de E. edulis Triana, que posee un alto
contenido de proteinas (20,50%). Ademas de tener
un aminograma comparable al del huevo y superior
al del frijol y la arveja (5).

El chachafruto, es una leguminosa multipropdsito
con un amplio espectro de usos, que van desde
la alimentacion humana (la semilla) y animal (el
forraje) hasta la recuperacion de suelos degradados
(dada su capacidad de fijar nitrégeno en el suelo),
pasando por la formaciéon de cercas vivas y las
asociaciones con otras especies (en muchas
regiones del pais se le usa para dar sombra a los
cafetales) (6).

Con el fin de aprovechar materia prima tropical
no convencional subutilizada, el propdsito del
trabajo es obtener hidrolizados proteicos con bajo
contenido de fenilalanina a partir del suero dulce de
leche en polvo y harina de chachafruto.

Materiales y métodos

La materia prima usada fue suero dulce de leche en
polvo de la comercializadora LGA. C.A. Venezuela
y E. edulis Triana que se produce y cultiva en el
estado Mérida, Venezuela. Las enzimas utilizadas
son de Sigma-Aldrich: a) pepsina de la mucosa
gastricaporcina P7000-100G; b) proteasa bacteriana
Tipo X1V de Streptomyces griseus P5147-1G.

Caracterizacion proximal del suero de leche. Se
realizo segun los métodos descritos en las normas
COVENIN (7, 8): a) Humedad; b) proteinas; c)
grasa d) cenizas; e) carbohidratos-calculo por
diferencia.

Preparacion y caracterizacion proximal de la
harina de chachafruto. Se elabord la harina de
chachafruto, segiin el método descrito por Pérez
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Sira, Lares Amaiz (9). Se cortaron los frijoles
en trozos rectangulares (= 2 cm de diametro), y
deshidrataron a una temperatura de 45 °C por un
periodo de 24 horas, en el deshidratador de bandeja
“Mitchell Dryers” modelo N° 655149. Los trozos
deshidratados fueron molidos en un molino (de
martillo) y la harina obtenida fue envasada en
frascos de vidrio.

La caracterizacion quimica de la harina de
chachafruto se realiz6 de acuerdo a las normas
COVENIN (7,10): a) humedad; b) proteinas; c)
grasa; d) cenizas; e) carbohidratos-estimado por
diferencia.

Obtencion de aislados proteicos de harina
de chachafruto por precipitacion del punto
isoeléctrico. El aislado proteico se obtuvo por
extraccion alcalina y precipitacion en el punto
isoeléctrico de la proteina, al modificar el método
propuesto por (11).

La harina fue dispersada en agua destilada (1:10
p/v) y el pH ajustado a 11,0 con NaOH 0,1 M, a
fin de facilitar la solubilizacion de la proteina.
La dispersion se mantuvo bajo agitacion durante
1 hora, al cabo de este tiempo se centrifug6 la
dispersion a 2.500 rpm durante 20 minutos. El
sobrenadante fue separado y ajustado a pH 4 para
precipitar la proteina, se agitdé por una 1 hora y la
proteina se recuperd por centrifugacion a 2.500
rpm durante 30 minutos. Las proteinas recuperadas
fueron liofilizadas y congeladas para su posterior
hidrolisis.

Reduccion del nivel de Phe de las proteinas
del suero en polvo y del aislado proteico de
harina de Erythrina edulis Triana. Para reducir
el nivel de fenilalanina se utilizdo y modifico la
metodologia propuesta por Arai, Maeda (12). Se
prepararon soluciones acuosas al 5% de proteinas
tanto del suero como del aislado de chachafruto
y se calentaron a 90°C por 10 minutos, antes del
tratamiento enzimatico.

El proceso de hidrolisis se realiz6 en el fermentador
ApplikonBiotechnology P100. Para esto la solucion
anteriormente calentada se enfrio a 37°C, ajustando
el pH a2.0 yanadiendo la pepsina en una proporcion

1:100 (enzima:sustrato), manteniendo la temperatura
del medio a 37°C por 2 h. Posteriormente se aumento6 la
temperatura a 40°C y el pH a 6,5 para afiadir proteasa en una
proporcion 1:100 (enzima:sustrato), manteniendo el proceso
de hidrélisis por 5 horas.

Finalizada la hidrdlisis se inactivaron las enzimas
aumentando la temperatura a 90°C. El hidrolizado enfriado
se filtro a través de columnas de carbon activado para remover
la fenilalanina. Es importante mencionar que durante el
proceso de hidrolisis se tomaron muestras cada hora, con el
fin de determinar la cantidad de fenilalanina liberada de las
proteinas.

Cuantificacion del contenido de Phe de los hidrolizados
proteicos de suero y de chachafruto por fluorometria.
El contenido de Phe se cuantifico utilizando el método
Fluorometria desarrollado por Centro de Inmunoensayo
(13). Este método consistente en impregnar papeles de filtro
calibrado con los hidrolizados, que se secaron bajo campana.
Una vez seco el papel de filtro de cada hidrolizado, se cortd
un disco de 3 mm de diametro y se deposité en una placa
para su elusion, afiadiendo 70 pL de etanol al 70% y se
incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se
transfiri6 10 pl de los calibradores, el control y las muestras a
las tiras de reaccién, con una pipeta multicanal y se afiade 10
puL de la mezcla de reaccion (mezcla de Ninidrina, L-Leucina-
L-Alanina en una soluciéon tampdn de succinato) en cada
orificio y se incubaron 1 hora a 62 °C en camara humeda.

Transcurrido este tiempo se anadid 10 pl del reactivo de
cobre en cada pocillo y se incub6 10 minutos a temperatura
ambiente, la intensidad de la fluorescencia emitida en la
placa se ley6 en un fluorometro PR-521 marca SUMA a una
longitud de inda de 460 nm. Los valores de fluorescencia de
las muestras se interpolaron en un grafico de fluorescencia
contra la concentracion de Phe correspondiente a la curva de
calibracion, obteniéndose los resultados en umol/L o mg/dL.

Obtencion del perfil de aminoacidos del suero dulce de leche,
aislado proteico de harina de chachafruto y sus respectivos
hidrolizados. El perfil aminoacidico de los hidrolizados
proteicos se realizd segin el método descrito por Waters
Associates (14), como se detalla a continuacion:

La preparacion de la muestra se realizé con 40 mg de proteina
que fueron hidrolizadas a 110 °C durante 24 horas con 15 mL
de HC1 6 M. Luego se afor6 a 50 mL y una alicuota de 1 mL
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fue filtrada a través de un filtro Millipore. Los hidrolizados
fueron derivatizados usando fenilisotiocianato (PI7C por su
nombre en inglés: phenylthiocarbamyl).

Posteriormente se determinaron los perfil de aminoécidos
en el HPLC de bomba binaria Waters 1525, acoplado a un
detector de UV-Visible de onda dual Waters 2487 empleando
a una longitud de onda de 254 nm, con una columna de C18
de 150 x 3,9 mm (V0= 1,8 cm?®). Se inyectaron las muestras
usando una jeringa Hamilton de 50 pL, el loop de la valvula
de inyeccion debe fue de 5 pL. Las fases moviles usadas
fueron, A: constituida por un buffer de acetato a pH 5,70; B:
constituida por una mezcla CH3CN — H20 (60-40) a un flujo
de 1,0 mL/min. Cada corrida cromatografica se llevo a cabo
en un lapso de 45 minutos a una temperatura de 40 °C (14).

Analisis estadisticos.

Los resultados se presentan como el promedio de tres
determinaciones + desviacion estandar. La comparacion de
los perfiles de aminoacidos del suero dulce de leche, aislado
proteico de harina de chachafruto y con los respectivos
hidrolizados fueron analizados con la prueba t de Student
para determinar diferencias significativas en el contenido de
aminodcidos.

Resultados

Composicion del suero de leche en polvo. En la Tabla 1, se
presentan los resultados obtenidos de humedad, proteina
cruda, grasa cruda y carbohidratos del suero dulce de leche
en base seca y base humeda, donde el mayor contenido
corresponde a carbohidratos.

Tabla 1. Composicion proximal del suero dulce de leche.

Datos Arcila y mendoza
experimentales (2006)

Contenido Base Base Base Base

humeda seca humeda  seca

(%) (%) (%) (%)

Humedad 1,81 +0,11 0,00 3.15 0,00
Proteina

cruda 15,40+0,28 15,69 12,88 13,15

Grasa cruda 0,36 £0,02 0,37 0,5 0,51

Carbohidratos 76,43 +0,00 77,85 76,26 77,85

Cenizas 7,80 +£0,01 7,94 7,21 7,36

Preparacion y caracterizacion de la harina de
harina de chachafruto. El rendimiento del proceso
de obtenciéon de la harina del chachafruto fue
de 18,85%. Este valor es bajo y se debe al alto
contenido de humedad en el grano fresco (81,5%).

En la Tabla 2 se reporta la cantidad porcentual
de humedad, proteina cruda, grasa cruda, y
carbohidratos de la harina de chachafruto, donde se
observa un predomino de carbohidratos y proteinas.

Obtencion del aislado proteico de harina
de chachafruto por precipitacion del punto
isoeléctrico. La disponibilidad en grandes
cantidades de fuentes proteicas vegetales, su menor
costo comparado con la proteina de origen animal
y la tendencia a reducir la ingesta de proteinas
animales por razones de salud hace que en los
ultimos afios se esté produciendo un gran desarrollo
en los procesos de extraccion y mejora de estas
proteinas vegetales para su uso en alimentacion
humana. En la Tabla 3 se presenta el valor de la
concentracion del contenido de proteina aislada de
la harina de chachafruto. Este valor es elevado al
observar los datos en base seca y base himeda.

Reduccion y cuantificacion del nivel de Phe de
las proteinas del suero y aislado de chachafruto
tratadas enzimaticamente. Para reducir el
contenido de Phe de las muestras de suero y
aislado proteico de harina de chachafruto se
requiere hacer una ruptura de las proteinas
mediante hidrolisis enzimatica, para exponer
los aminoacidos y facilitar su remocidn.
Considerando que la hidrolisis se realizo en dos
etapas: a) 2 horas con pepsina de mucosa gastrica

Tabla 2. Composicion proximal de la harina de

chachafruto.
Contenido Base humeda Base seca
(%) (%)
Humedad 2,04 +£0,22 0,00
Proteina cruda 25,66 £0,15 26,19
Grasa cruda 1,00 = 0,02 1,02
Carbohidratos 68,76 £ 0,00 70,19
Cenizas 4,58 £0,21 4,68
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Tabla 3. Contenido de humedad del aislado
proteico de chachafruto.

Contenido Base humeda Base seca
(%) (%)

Humedad 7,31+0,29 0,00

Proteina cruda 88,99 + 0,63 96,01

de porcino; b) 5 horas con proteasa bacteriana de
S. griseus.

Los resultados se muestran en las Figura 1 (a)
y (b). El tratamiento de 2 horas con la pepsina
no tiene efecto relevante en la ruptura de las
proteinas o generacion de péptidos, ya que no
se observa un incremento significativo en la
cantidad de Phe detectada. Sin embargo, con
la proteasa de S. griseus luego de 1 hora de
tratamiento, se cuantifico mas de 2 g de Phe/16 g
de nitrogeno, respectivamente, debido a que esta
no tiene punto especifico de accion.

La liberacion de la Phe ocurre mas rapido en
el suero de leche que en el aislado proteico
de chachafruto, es asi que en este ultimo la
separacion total de la Phe ocurre una hora mas
tarde, asumiendo que esto puede ser debido a la
matriz proteica de cada alimento. Es importante
recalcar que el nivel de Phe de los hidrolizados
filtrados a través de columnas de carbon activado
no presenta cantidad detectable de Phe segun
los métodos de fluorometria y HPLC, por lo
tanto, se supone la reduccion del contenido del
aminodacido a valores no identificables.

Perfil de aminodcidos de suero de leche en polvo,
aislado proteico de chachafruto y los respectivos
hidrolizados. En la Figura 2 se observa la
diferencia entre el contenido de aminoacidos
antes y después del tratamiento de hidrolisis
para el suero dulce de leche, observandose que la
Phe fue removida en su totalidad, mientras que
la alanina un 85,88%, seguido de la isoleucina
(65,40%), lisina (60,32%), prolina (59,07%),
tirosina (54,69%), y en el resto de aminoacidos
se perdio menos del 50%. Cabe mencionar que en
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Figura 1. Cuantificacion de la liberacion (a) y la reduccion
(b) de la Phe en el suero dulce de leche (SDL) y harina de
Chachafruto (EET) en las 7 h de hidrolisis enzimatica.

la mayoria las concentraciones de los aminoacidos entre el
suero dulce y su hidrolizado hay diferencias significativas.

En la Figura 3 se observa la diferencia entre el contenido de
aminoacidos de la chachafruto antes y después del tratamiento
de hidrolisis, observandose que la Phe, lisina y leucina
fueron removidas hasta valores no detectables, mientras
que la mayoria fue removida sobre el 50 % de la cantidad
inicial. Ademas, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el contenido de aminoacidos antes y después
del hidrolizado de las proteinas del chachafruto en lo que
corresponde a histidina, arginina, metionina y cisteina.

29




Hidrolizados proteicos bajos en fenilalanina

—
o

—
=

-
P

—
]

s ]

o

mAASDL
4 AAHSDL

g AAMG gde N

P c?\o *{Z‘ c?,p@“(@ :3' @¢ EF‘
85 & Seds RN
@’f@ & % v@' ‘}ﬁa ;ﬁ@

¥y

Aminoacido

Figura 2. Perfil de aminoacidos (AA) del suero dulce de leche antes y después de la hidrolisis. AA SDL,
Contenido de aminoacidos del suero antes de la hidrélisis; AA HSDL. Contenido de aminoacidos
del suero después de la hidrdlisis y con el tratamiento de carbon activado.

10

9

8
=
r 7
© 6
w0 g
g4
< 3 mAAEET

f - AAHEET

|:| .

P PP PP P @ PP B
c;;q ‘f“ "“ c}‘ e.d‘\ ﬁ'-—h qP° é@@:’i@*ﬁé\ﬁﬁ ¥
I:_.@ G "t;!‘ 0\@ Er{b
?*?p 'S
Aminoacido

Figura 3. Perfil de aminoacidos de la harina de chachafrutoantes y después de la hidrolisis.AA EET,
Contenido de aminoacidos de chachafrutoantes de la hidrolisis; AA HEET. Contenido de aminoacidos
de chachafruto después de la hidrolisis y con el tratamiento de carbon activado

30



Franklin Villafuerte et al.

Discusion

Caracterizacion quimica del suero de leche en
polvo. En la Tabla 1, se presentaron los resultados
obtenidos de la composicion proximal del suero
dulce de leche y los reportados por Arcila and
Mendoza (15), de los cual, al comparar estos
datos en base seca se observa que son similares.
De acuerdo a lo establecido en la norma del
CODEX(16) para suero en polvo (stand 289-1995),
este debe tener un contenido de agua maximo de
5 % y de cenizas un 9,5%, mientras que a su vez
establece que el contenido de proteina lactea debe
ser como minimo un 10%, cumpliendo el producto
con lo establecido.

Preparacion y caracterizacion de la harina de
harina de chachafruto. En la Tabla 2 se reportd la
composicion proximal de la harina de chachafruto,
donde se observa un contenido de 26,19% de
proteina en base seca, valor que difiere del reportado
por (17). Estos autores reportaron valores entre 18
a 21% de proteina. Mientras, que los valores de
20,5 % de proteina, 0,5% de grasa, 5,64% de
cenizas y 73,33% de carbohidratos son reportados
por (18). Estas diferencias, respecto a los valores
obtenidos se pueden atribuir a muchos factores
como son el método de extraccion empleado, las
condiciones ambientales-geograficas y agrarias del
cultivo.

Obtencion del aislado proteico de harina
de chachafruto por precipitacion del punto
isoeléctrico. En la Tabla 3 se presento el valor al que
se llevo la proteina, contenido para que el producto
sea considerado aislado proteico debe poseer
mas del 90% de proteinas(19). Estudios similares
con pequefas variaciones fueron realizados en la
obtencion de los concentrados. Esta extraccion fue
realizada a pH 12 de las proteinas solubles seguido
de una precipitacion acida (pH 5) en el punto
isoeléctrico, obteniéndose una concentracion de
proteina hasta un 86% (20).

Reduccion y cuantificacion del nivel de Phe de las
proteinas hidrolizadas del suero y aislado proteico
de chachafruto LaFigura 1 (a) muestra la liberacion
de Phe yla Figura 1 (b) la cantidad de Phe removida

tanto del suero como del aislado proteico de chachafruto,
ademds se observa que el tratamiento de 2 horas con la
pepsina no tiene efecto relevante en la liberacion de Phe. Sin
embargo, éstas tiene efecto sobre la formacion de péptidos
ya que hidrolizan tinicamente enlaces peptidicos y exhiben
preferencia por los enlaces hidrofobicos, especificamente
son favorecidos los residuos aromaticos, asi como aquellos
residuos azufrados, y preferentemente escinde el C-terminal
de fenilalanina, leucina y en menor medida acido glutdmico
(21). La pepsina no escinde enlaces que involucran valina,
alanina o glicina (22).

La proteasa utilizada proveniente del microorganismo
S. griseus produjo una hidrolisis relativamente importante
dentro del concentrado proteico, lo cual se observa por
el aumento de Phe dentro de la muestra, al aumentar el
tiempo de hidrolisis. Efecto similar fue observado en
los trabajos de (12, 23, 24) al utilizar esta enzima en un
producto alimenticio y en leche, respectivamente.

La liberacion de la Phe ocurre mas rapido en el suero de
leche que en el aislado proteico de chachafruto, es asi que
en este ultimo la separacion total de la Phe ocurre una
hora mas tarde, asumiendo que esto puede ser debido a la
matriz proteica de cada alimento. Es importante recalcar
que el nivel de Phe de los hidrolizados filtrados a través
de columnas de carbon activado no presenta cantidad
detectable de Phe segin los métodos de fluorometria y
HPLC, por lo tanto, se supone la reduccion significativa
del contenido del aminoacido.

No se encontrd reportes en la literatura respecto a la
reduccion de Phe de los hidrolizados de harina de
chachafruto, pero si de otros productos. Por ejemplo en
hidrolizados de caseina se logro una disminucion de Phe
del 92% (24). Esta discrepancia puede estar relacionada
con la mayor cantidad de carbon activado o numero de
filtraciones del mismo. En Phaseolus vulgaris se logrod
remover la Phe en un 94,49% (23) y en concentrado
proteico de amaranto se determind la eficiencia de la
remocion de Phe, midiendo el contenido de Phe después
del tratamiento con carbén activado de lo cual obtuvo
un 98,78% para el tratamiento con proteasa S. griseus y
96,16% con A. orizae, ambas a 37 °C y durante 3 horas de
reaccion(4).

Perfil de aminodcidos de suero de leche en polvo, aislado
proteico de chachafruto y los respectivos hidrolizados. En la
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Figura 2 se observa el cambio en el contenido de aminoacidos
del suero antes y después de la hidrolisis, ademas de indicar
que la Phe fue removida hasta valores no detectables.

En este sentido, en los estudios realizados en la produccion
a escala piloto de sustancias péptidas con bajo contenido
en Phe para pacientes con fenilcetonuria, lograron reducir
el contenido de Phe de 40 a 0,4% una vez hidrolizando las
proteinas del suero y con la utilizacion de carbdn activado.
El efecto de la utilizacion del carbon activado incide también
sobre la concentracion de los otros aminoacidos, por ejemplo:
la tirosina y triptéfano que se redujeron drasticamente; el
acido aspartico, treonina, prolina, valina, metionina, lisina,
histidina y arginina se incrementaron levemente, mientras
que la serina, acido glutdmico, glicina y alanina se vieron
ligeramente disminuidos (12).

Otro estudio sobre la optimizacion de la extraccion de
hidrolizados de la proteina del arroz por medio de la accion
de la enzima corolase PP y carbon activado, encontraron
que el contenido final de fenilalanina en los hidrolizados
oscilo de 0,39 a 68,34 mg/100 g, correspondiendo a los
niveles de remocion de 84 a 100% haciendo posible su
uso en la preparacion de las formulaciones para PKU (25).
Otro resultado similar es el caso de la hidrélisis de suero
donde obtuvieron una reduccion significativa del contenido
de fenilalanina (97,3%) y de la tirosina (63%) y se vieron
afectados moderadamente la valina, lisina, glicina y leucina
(26).

La Figura 3 muestra el cambio en el contenido de
aminoacidos del chachafruto antes y después de la hidrolisis
una vez removido la Phe con carbon activado. Un estudio
de la determinacion del perfil aminoacidico de péptidos de
amaranto, luego del tratamiento con carbon activado indica
la ausencia de aminoacidos como fenilalanina, tirosina,
triptofano, metionina e isoleucina, mientras que prevalecen
la histidina, arginina, cisteina, glicina (4). Es importante
destacar que al comparar el perfil de aminoacidos del amaranto
sin tratamiento y con tratamiento de carbon activado,
determinaron una reduccidn sustancial en el contenido de
aminoacidos aromaticos (4).

De acuerdo a los estudios mencionados anteriormente y
en comparacion con esta investigacion, se define que la
hidrolisis es un proceso que permite separar la Phe de las
proteinas mediante el uso de enzimas, sin embargo, la accion
de remocion mediante el uso de carbon activado no es
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especifico para la Phe ya que, en todos los estudios
incluido este, la cantidad de los otros aminoacidos
también se ve afectado tanto en los hidrolizados del
suero como del aislado proteico de chachafruto.

Al comparar las concentraciones de los Phe del
suero dulce de leche obtenidos por fluorometria
y HPLC, se determind que no existe diferencia
significativa entre los métodos aplicados, sin
embargo, por la rapidez y facilidad se recomienda
el método de fluorometria, que presenta el
inconveniente que solo esta estandarizado para
Phe, y segun (27) el método de fluorometria es mas
sensible que el de HPLC.

Conclusiones

Se obtuvieron hidrolizados proteicos con bajo
contenido de fenilalanina a partir del suero dulce
de leche en polvo y harina de E. edulis Triana,
mediante un proceso de hidrolisis enzimatica y
filtracion con carbon activado para pacientes con
fenilcetonuria.

Los valores obtenidos de la composicion del
suero de leche se encuentran dentro de los limites
establecidos por la norma CODEX. Mientras que
para la harina de E. edulis Triana se obtuvo la
composicion proximal. El rendimiento del proceso
de obtencioén de la harina fue bajo debido a su
alto contenido de humedad. Para ambos casos los
valores de fenilalanina fueron reducidos a niveles
no detectables tanto por fluorometria como por
HPLC.
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Resumen: Efecto del consumo de alimentos con elevado
contenido lipidico sobre el perfil lipidico de ratones sanos.
La alteracion de los lipidos en sangre o dislipidemias sobre
todo el colesterol y triglicéridos, son un factor de riesgo de
ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares. En este
trabajo se analiz6 el efecto del consumo de huevo, clara, yema
de huevo, mantequilla y mani sobre el perfil lipidico de ratones
sanos. Se utilizaron seis grupos de ratones hembras sanas, el
grupo control (GC) recibid balanceado comercial, mientras
que en los demas grupos, 15% de su alimentacion diaria
consistio en huevo entero (GHE), yema (GY), clara de huevo
(GCH), manteca o mantequilla (GMT) o mani (GMN), durante
28 dias. Al final de este periodo, se obtuvo la muestra de suero
para la determinacion de los niveles de colesterol total (CT),
triglicéridos (TG), colesterol HDL, colesterol LDL y colesterol
VLDL, y se calcularon los indices de riesgo aterogénico y
de riesgo cardiaco. Se observo un aumento estadisticamente
significativo en los niveles de CT y LDL en relacion al GC en
los grupos GHE (p<0,0001), GY (p<0,0001), GCH (p<0,005)
y GMT (p<0,001), mientras que en niveles de TG presentan
un aumento los grupos GHE (p<0,0001) y GY (p<0,0001). El
nivel de HDL aumento significativamente en los grupos GHE
(p<0,005) y GMT (p<0,001), y en cuanto al indice de riesgo
cardiaco y aterogénico el grupo GY fue el tnico que reveld
aumento significativo (p<0,0001). En el grupo que recibid
mani (GMN), no se alteraron los niveles de lipidos, y por lo
tanto tampoco el riesgo cardiaco ni aterogénico, lo que se
traduce en un menor riesgo de enfermedades cardiovasculares
de este grupo. ALAN, 2019; 69(1): 34-41.

Palabras clave: Mani, huevo entero, yema, clara de huevo,
manteca, mantequilla, dislipidemia.
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Summary: Effect of the consumption of foods with high

lipid content on lipid profile of healthy mice. The alteration
of blood lipids or dyslipidemias, especially cholesterol
and triglycerides, are a risk factor for atherosclerosis
and cardiovascular diseases. In this work, the effect of
consumption of egg, egg white, egg yolk, butter and peanut
on the lipid profile of healthy mice was analyzed. Six groups
of healthy female mice were used, the control group (GC)
received commercial pellets, while for the other groups,
15% of their daily food consisted of whole egg (GHE), egg
yolk (GY), egg white (GCH) ), butter (GMT) or peanut
(GMN), for 28 days. At the end of this period, a serum
sample was obtained for the determination of the levels of
total cholesterol (CT), triglycerides (TG), HDL cholesterol,
LDL cholesterol and VLDL cholesterol, and cardiac and
atherogenic risk index were calculated. A statistically
significant increase in TC and LDL levels was observed in
relation to GC in the GHE (p <0,0001), GY (p <0,0001),
GCH (p <0,005) and GMT (p <0,001) groups; whereas TG
levels showed an increase in the GHE (p <0,0001) and GY
(p <0,0001) groups. The HDL level increased significantly
in the groups GHE (p <0,005) and GMT (p <0,001), and
in terms of the cardiac and atherogenic risk index, the GY
group was the only group that revealed a significant increase
(p <0,0001). In the group that received peanuts (GMN),
the lipid levels were not altered, and therefore neither the
cardiac nor the atherogenic risk, which indicates the risk
of cardiovascular diseases in this group, were affected.
ALAN, 2019; 69(1): 34-41.

Key words: Peanut, egg, yolk, egg white, butter, lipid
profile, dyslipidemia.

Introduccion

Las dislipidemias consisten en alteraciones en las
diversas familias de lipoproteinas plasmaticas, y esto
corresponde a un perfil de lipidos sanguineos que
aumenta el riesgo de desarrollar ateroesclerosis. Estas
alteraciones habitualmente cursan con aumento de la
lipoproteina de baja densidad (LDL) y descenso de
la lipoproteina de alta densidad (HDL), siendo ambas
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determinaciones, como asi también el colesterol
total y los triglicéridos, importantes parametros
bioquimicos en relacion con las enfermedades
cardiovasculares  (1,2). Las enfermedades
cardiovasculares (ECV) son la principal causa de
muerte en todo el mundo, calculandose que en
2012 murieron por esta causa 17,5 millones de
personas, lo cual representa un 31% de todas las
muertes registradas en el mundo. Segin un reporte
del Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social
(MSPyBS)del 2012, al afio se registran, en Paraguay,
un promedio de 18.000 muertes, de las cuales 6.000
fueron por enfermedades cardiovasculares, lo que
representa un 30% (3, 4).

Respecto a la relacion entre las dislipidemias y la
dieta, se ha visto que tradicionalmente los frutos
secos han sido percibidos por el publico en general
como indeseables debido a su alto contenido de
grasa, sin embargo, los frutos secos contienen en
gran medida grasas monoinsaturadas; no obstante,
los estudios epidemioldgicos han demostrado el
efecto favorable de este tipo de grasa sobre los
lipidos sanguineos. En efecto, se ha demostrado que
el consumo frecuente de frutos secos, incluyendo
el mani, puede reducir el riesgo de enfermedad
coronaria (5, 6).

Por otro lado, los aceites vegetales difieren en su
composicion de acidos grasos que los constituyen;
estas diferencias generan distintos efectos sobre
el perfil lipidico que se hacen mas evidentes en
las concentraciones de colesterol HDL. Una dieta
que incluye aceite de palma, a pesar de ser rico en
acidos grasos saturados, mostr6é valores reducidos
de colesterol total, colesterol LDL y triglicéridos,
y aumenta las concentraciones de colesterol HDL,
cuando se compard con otras dietas ricas en otros
acidos grasos como laurico y miristico; ademas,
los 4cidos grasos poliinsaturados contenidos en los
aceites vegetales, inhiben la sintesis e incrementan
el catabolismo del colesterol VLDL, disminuyen la
sintesis de ApoB-100 y colesterol LDL (7).

Otro alimento que genera controversia a la hora de
hablar de dislipidemias es el huevo, cuya ingesta,
especialmente su yema, ha sido implicada en la
hiperlipidemia por su alto contenido de colesterol,

principal razén de la permanente reduccion del consumo per
capita mundial de huevos. Sin embargo, muchos articulos
sobre el efecto del consumo de huevo entero sobre el perfil
lipidico han sido publicados, con resultados contradictorios
ya que algunos hablan de un efecto beneficioso sobre la
hiperlipemia (8, 9). También se relacionan con el aumento del
colesterol plasmatico las carnes, leche, mantequilla, visceras
y los alimentos fritos, los que favorecen el depdsito de éste
en las paredes de las arterias, engrosandolas y disminuyendo
su elasticidad (10, 11). En este estudio se plantea evaluar el
efecto del consumo de huevo entero, yema de huevo, clara de
huevo, mantequilla y mani sobre el perfil lipidico de ratones
sanos.

Materiales y Métodos
Reactivos y materiales

El huevo, la mantequilla y el mani o cacahuete (4rachis
hypogaea, Fabaceae) fueron adquiridos localmente,
siempre empleandose la misma marca y tipo. Para la
determinacion de colesterol total, triglicérido y colesterol
HDL se utilizo6 el kit de reactivos de Human Diagnostics
Wordlwide. Pentobarbital sédico (Nembutal Abbott,
Japon).

Grupos Experimentales

Lamuestra estuvo conformada por ratones albinos hembras,
sanos, de 25 a 35 g. Los animales fueron criados en el
Bioterio del Departamento de Farmacologia de la Facultad
de Ciencias Quimicas UNA, donde se mantuvieron con
un ciclo de 12 h luz y 12 h oscuridad, climatizados a 23-
25°C, con humedad relativa del 50-60%, alimentados con
una dieta estandar consistente en balanceado comercial
(expeler de soja, alfalfa, avena, maiz, sorgo, afrecho de
trigo, cloruro de sodio, vitaminas A, D, E, B2, B12, acido
pantoténico, colina, biotina, minerales: Ca, Fe, Cu, Mn,
Zn, K, Na) y agua ad [ibitum. Los ratones albinos suizos
hembras, se dividieron en 6 grupos, teniendo en cuenta los
diferentes alimentos que fueron suministrados adicionados
a la dieta (huevo entero, yema de huevo, clara de huevo,
mantequilla y mani) y un grupo control alimentado con
balanceado comercial, cada grupo estuvo integrado
por 8 animales, distribuidos de forma aleatoria. El peso
de los animales se registrdé todos los dias durante dicho
periodo, antes de la intervencion diaria, los alimentos y el
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agua fueron suministrados una vez al dia, temprano en la
manana. Los grupos experimentales recibieron una dieta
diaria de 85% de balanceado comercial (5,1 g) y 15%
(0,9 g) del suplemento administrado. Asi, el grupo
GHE recibié 0,9 gramos de huevo entero batido hasta
obtener una mezcla homogénea, el grupo GY recibid
15% de yema de huevo, grupo GCH recibidé clara
de huevo parcialmente batida, grupo GMT recibio
mantequilla derretida previamente a bafio maria, todos
estos alimentos fueron mezclados con el balanceado
comercial hasta que quedaron impregnados por el
mismo. El grupo GMN recibi6é 5,1 g de dieta estandar y
0,9 g de grano entero de mani y el grupo GC recibio 6
gramos de balanceado comercial, siendo este el grupo
control. La composicion nutricional de cada grupo se
resume en la tabla 1 (estimados a partir de las tablas de
composicion de Alimentos de Centroamérica, Instituto de
Nutricion de Centroamérica y Panamericana de la Salud,
INCAP. 2012). El preparado de los alimentos se realiz6
cada dos dias, y fueron conservados en un refrigerador,
en frascos individuales e identificados claramente. La
medicion de lipidos en sangre se efectud al final del
periodo de 28 dias.

Toma de muestra y determinacion de lipidos

La toma de muestra se realizo al final del tratamiento con
ayuno previode 12 horas;una vez anestesiados los animales,
con pentobarbital sédico 50 mg/kg administrado por via
intraperitoneal, se procedio a extraer la sangre total, por
medio de puncion intracardiaca. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 3000 revoluciones por minuto durante 10
minutos, para la obtencion del suero, y la determinacion
del perfil lipidico. y junto con los reactivos, se realiz6 el
analisis de acuerdo con las indicaciones del fabricante
Human Diagnostcs Wordlwide, y se midio la absorbancia
con un espectrofotometro. La determinacion de lipidos
se realizo en suero y se determind la concentracion de
colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos, y se calculd
el colesterol LDL, el colesterol VLDL por la férmula
de Friedewald (12). VLDL = TG/5; LDL= CT- VLDL —
HDL. Luego se procedio al calculo de los indices de riesgo
coronario y aterogénico. El indice de riesgo aterogénico
(AI) se calculé mediante: LDL/HDL y el indice de riesgo
coronario (IRC) se calculé mediante: CT/HDL.
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Tabla 1. Aporte nutricional correspondiente a
0,9 g de la dieta complementaria

Huevo Clara Yema Mapte- Mani

entero quilla
Calorias

13 0465 2,898 6907 5427
(kcal)
Hidratosde o \os 0010 0032 0 0162
Carbono (g)
Proteinas (g) 0,101 0,100 0,142 0 0,243
GrasaTotal ) hee 0002 0238 0765 0423
(2
Colesterol 3 500 11106 2,115 -
(mg)

El valor nutricional fue estimado a partir de las tablas
de composicion de Alimentos de Centroamérica, Institu-
to de Nutricion de Centroamérica y Panamericana de la
Salud. 2012 (INCAP).

Andalisis de datos

Los resultados se expresan como promedio
*+ desviacién estandar (SD), y se compararon
mediante el Test de comparacion Multiple de
Dunnett, luego de ANOVA de una via, usando
el software GraphPad Prism 7. Las diferencias
se consideraron significativas cuando p<0,05, en
todos los casos.

Aspectos éticos

Los animales se consideraron como reactivos
biologicos, fueron conservados en condiciones
adecuadas segun las recomendaciones
internacionales y se trabajo de acuerdo a las
normas establecidas en la comision de ética de la
comunidad Europea. El manejo de los animales
se realizo por procedimientos estandarizados y la
regla basica que siguid fue; todo animal tratado
debe ser sacrificado y se utiliz6 para los ensayos
el nimero minimo necesario, evitando asi el uso
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indiscriminado. El protocolo fue aprobado por el
comité de ética de investigacion de la Facultad
De Ciencias Quimicas UNA (CEI 235/16). El
minimo numero de animales y duracion de
la observacion requerida para obtener datos
consistentes fue empleado, cada animal fue
empleado una vez (13).

Resultados

Este estudio fue realizado a fin de evaluar el
efecto del consumo de huevo entero, yema de
huevo, clara de huevo, mantequilla y mani sobre
el perfil lipidico de ratones hembras. El perfil
lipidico de los animales fue determinado después
de 28 dias de tratamiento con la dieta, luego
de obtener la muestra bioldogica por puncion
cardiaca en los animales anestesiados. En cuanto
al nivel de colesterol, los grupos que recibieron
un suplemento con huevo entero (GHE), yema de
huevo (GY), clara de huevo (GCH) y mantequilla
(GMT); mostraron un incremento significativo
del nivel de colesterol total, en relacion al
grupo control (GC), que recibido balanceado
comercial (CT: GHE 143,3 £ 19,34, p<0,0001;
GY 131,6 £32,23, p<0,0001; GCH 115,8+28,37,
p<0,005; GMT 119,4+29,40, p<0,001; GC 71,13
+ 29,93; mg/dl). Por otro lado, al comparar el
nivel de CT entre el grupo mani (GMN) con
el GC no se observo entre ellos una diferencia
estadisticamente significativa (figura 1 A).

En los grupos GHE y GY también se observo
un incremento estadisticamente significativo
(p<0,0001) en la concentracion de triglicéridos en
suero (TG: GHE 127,3+64,98; GY 99+62,54; GC
16,43+8,58). Sin embargo, no existe diferencia
significativa en las concentraciones de TG en los
grupos GCH (24,86+8,49), GMT (28,71+6,55), y
GMN (15,14+2,91) con respecto al GC (figura 1
B). En los grupos que recibieron como alimento
huevo entero y mantequilla, se observdé un
incremento significativo en el nivel de HDL en
relacion al grupo control (GHE; 24,38 + 4,27,
p<0,005; GMT: 27,27 + 7,44, p<0,001; GC:
15,38 + 6,39). En los grupos GY, GCH y GMN no
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Figura 1. Nivel de colesterol total (CT) y triglicéridos
(TG) al final de 28 dias de tratamiento en los grupos huevo
entero (GHE), yema de huevo (GY), clara de huevo (GCH);

mantequilla (GMT), mani (GMN) y grupo control (GC).
Cada barra representa el promedio = SD (ANOVA 1 via, post test
de comparacion multiple de Dunnett). * p <0,05, ** p <0,01,
*H% p <0,0001; significativamente diferente de GC.

se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(GY: 19,00 +3,62, GCH: 22,88 + 5,74 y GMN: 19,50 +
6,18, figura 2 A). Asi también, se encontr6 que los niveles
de VLDL estaban aumentados en los grupos alimentados
con huevo entero y yema de huevo (GHE: 25,46+13,00,
p<0,0001; GY: 19,80+12,51, p<0,001; GC: 3,29+1,72. Por
otro lado, GCH (4,97+1,69), GMT (5,74+1,31) y GMN
(3,03+0,58) no presentaron diferencias significativas en
comparacion a niveles de VLDL del GC (figura 2 B).
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Figura 2. Nivel de colesterol HDL y VLDL (mg/dl) al
final de los 28 dias del tratamiento, en los grupos huevo
entero (GHE), yema de huevo (GY), clara de huevo (GCH);
mantequilla (GMT), mani (GMN) y grupo control (GC).
Cada barra representa el promedio = SD (ANOVA 1 via, post test
de comparacion multiple de Dunnett). * p <0,05, ** p <0,01,
*#% p <0.0001; significativamente diferente de GC.

En los grupos de experimentacion alimentados con huevo
entero, yema, clara de huevo y mantequilla, se pudo
determinar un aumento significativo en los niveles séricos
de LDL en relacion al grupo control (GHE: 96,60+13,64,
p<0,001; GY: 94,63+28,23, p<0,001; GCH: 87,70+22,52,
p<0,005; GMT: 86,60+22,45, p<0,005; GC; 52,18+24,30).
El grupo que recibi6 mani arrojé valores similares
(72,90+18,18) al grupo control (figura 3).
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Figura 3. Nivel de colesterol HDL y VLDL (mg/
dl) al final de los 28 dias del tratamiento, en los
grupos huevo entero (GHE), yema de huevo (GY),
clara de huevo (GCH); mantequilla (GMT), mani
(GMN) y grupo control (GC). Cada barra representa el
promedio = SD (ANOVA 1 via, post test de comparacion
multiple de Dunnett). * p <0,05, ** p <0,01, ***p
<0.0001; significativamente diferente de GC.

Adicionalmente se calculo el indice de riesgo
aterogénico en los diferentes grupos de animales, y
se observo que el grupo que fue suplementado con
yema de huevo incrementd el riesgo aterogénico
en un 69,15% (IA: 5,44+£0,91, p<0,0001) en
relacion al grupo control (3,21£1,18). Los
otros grupos mantuvieron valores cercanos a
los del grupo control (GHE: 4,16+0,76, GCH:
3,86+0,46, GMT: 3,14+0,61, GMN: 3,76+0,84,
figura 4 A). Asi también, se procedio al célculo
del indice de riesgo coronario y se determind un
incremento de riesgo en el grupo alimentado con
yema de huevo, siendo 47,65% mas elevado que
el grupo control (IRC: 6,94+1,25, p<0,0001).
Los otros grupos mantuvieron valores similares
al grupo control (GHE: 5,97+0,32; GCH:
5,08+0,44; GMT: 4,44+0,68; GMN: 5,01+0,82;
GC: 4,70+1,30; figura 4 B).
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Figura 4. Indice de riesgo aterogénico (A) e
indice de riesgo coronario (B) calculado luego
de 28 dias del tratamiento en los grupos huevo

entero (GHE), yema de huevo (GY), clara de

huevo (GCH); mantequilla (GMT), mani (GMN)

y grupo control (GC). Cada barra representa

el promedio + SD (ANOVA 1 via, post test
de comparacion multiple de Dunnett’s). *** p
<0,001; significativamente diferente de GHE.

Discusion

Multiples estudios indican la relacion entre el
riesgo de enfermedad cardiovascular y los patrones
alimentarios. Ciertos alimentos, las frutas, verduras,
cereales integrales, el aceite de oliva, el pescado
y los frutos secos, se han considerado saludables

para el corazon, entre otros factores, por su alto contenido
en acidos grasos poliinsaturados (14, 15). Los alimentos
con alto contenido en acidos grasos saturados, encontrados
principalmente en alimentos de origen animal, y en algunos
alimentos de origen vegetal, como los aceites de coco y palma
entre otros, se han relacionado con disfunciéon endotelial y
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (14, 15). Los
acidos grasos saturados aumentan el cociente col-LDL/col-
HDL y por ello se restringen al minimo en dietas para prevenir
esta patologia. Los acidos grasos mono y poliinsaturados
tienen efectos preventivos y se recomienda sustituir las
grasas saturadas y colesterol dietético por estos acidos grasos
insaturados, para optimizar la salud cardiovascular (16).

Si bien es aceptado que el consumo de alimentos ricos en
grasas saturadas y colesterol, como carnes, yema de huevo
y derivados ricos en grasas como la mantequilla, se asocia
a un aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular, ésta
hipotesis no ha sido probada suficientemente, ya que se ha
encontrado que el consumo de la huevos no se relaciona con
la alteracion al perfil lipidico, la adiposidad, la resistencia
a la insulina, la presion arterial, ni la puntuacion integrada
de riesgo de enfermedad cardiovascular (17). Los frutos
secos han demostrado su capacidad de disminuir el riesgo
de padecer enfermedades cardiovasculares, efecto que estaria
relacionado a su contenido de grasa insaturada, asi también
por representar una fuente importante de vitamina B, vitamina
E, arginina, fibra dietética, y numerosas sustancias bioactivas;
flavonoides, y esteroles vegetales (5), y se ha reportado que
tienen un efecto favorable en el perfil lipidico, disminuyendo
CTy col-LDL en plasma. En este sentido, las investigaciones
que relacionan enfermedades cardiovasculares y consumo
especifico de mani son escasas (17).

Losresultados de este estudio, mostraron que la concentracion
de colesterol se incrementd en los ratones que recibieron
huevo, yema, clara de huevo y mantequilla. Se ha publicado
previamente estudios en ratas wistar alimentadas con yema
de huevo y que aumentaron también los niveles de colesterol,
al igual que col-LDL y triglicérido (18). El incremento en el
grupo que recibid clara de huevo es menos pronunciado y
considerando que la composicidén nutricional de la clara de
huevo esta conformada de manera mayoritaria por proteinas
y la totalidad de colesterol dietético estd presente en la yema,
este aumento podria deberse a que ante una ingesta pobre de
colesterol dietético, el higado de los ratones lo produce en
exceso, aumentando asi el colesterol plasmatico (8, 9). Las
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concentraciones de triglicéridos y de VLDL se encontraron
significativamente elevadas en los grupos que fueron
alimentados con huevo y yema, estos datos estdn de acuerdo
con los reportados, pero realizados en rata (9, 19, 20).

Enlos grupos que recibieron clara de huevo y mantequillano se
alter6 el nivel de triglicérido, la literatura cientifica reporta que
ratones alimentados con margarina tienen un aumento mayor
de triglicéridos comparado con otro que recibié mantequilla
(21). En un estudio clinico se estudio el efecto del consumo
de tres huevos de gallina diarios en pacientes dislipidémicos,
y se encontrd que no hubo cambios significativos en el CT,
TG, VLDL e indice de riesgo aterogénico, aunque aumento
de manera significativa el col-LDL (22). En este estudio,
excepto aquellos que recibieron mani, los ratones tuvieron
concentraciones elevadas de triglicérido y col-LDL. El
aumento de TG se asocia con la sintesis de particulas de col-
LDL pequefias y densas, concentraciones altas de TG suelen
tener concentraciones elevadas de apo B, lo que da a estas
particulas mas tiempo para depositar lipidos en la pared
arterial, traduciéndose a una asociacion mayor para riesgo
de ateroesclerosis (23). Se ha demostrado que la elevacion
del col-LDL es una de las principales causas de cardiopatia
coronaria, y ensayos clinicos recientes han demostrado que
los tratamientos que reducen su concentracion también
reducen el riesgo de cardiopatia (23).

El perfil lipidico de los animales que recibieron como
suplementado el mani no sufri6 modificaciones comparado
al grupo control, y ademas puede verse un incremento
no significativo en el nivel de col-HDL. Se ha reportado
previamente que el mani induce un incremento en el col-HDL
y también menor indice aterogénico (5) y que no altera las
concentraciones séricas de CT, TG, y col-LDL. En un estudio
clinico, se reportd que la ingesta de mani redujo de manera
significativa la concentracion de TG (24). Por lo tanto, se
podria decir que el consumo regular de mani podria ayudar
a regular el perfil lipidico, asociados con un menor riesgo de
enfermedades cardiovasculares. Finalmente, en este modelo
con ratones, los indices aterogénico y de riesgo cardiaco, se
incrementaron significativamente en el grupo que se alimento
con yema de huevo, aun cuando en otros grupos también se
tuvieron elevadas las concentraciones de colesterol total y
LDL.

Exceptuando el grupo alimentado con cacahuate o mani,
los demas alimentos que recibieron como suplemento los
animales de experimentacion, alteraron los niveles de lipidos,
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pero el indice de riesgo aterogénico y cardiaco
solamente se vio incrementado en el grupo que
recibi6é yema de huevo.
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disponibles en el mercado costarricense.
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Resumen: Deteccion de gluten en alimentos etiquetados
como libres de gluten disponibles en el mercado
costarricense. La presencia de gluten en alimentos etiquetados
como libres de gluten (LG) representa una preocupacion
para la salud de pacientes celiacos, y personas intolerantes y
sensibles a este conjunto de proteinas. Sin embargo, esto no
ha sido estudiado atin en paises centroamericanos. Por tanto,
se investigd la presencia de gluten en alimentos etiquetados
LG, manufacturados en Costa Rica y disponibles en el
mercado entre los afios 2016 y 2017 para determinar asi el
cumplimiento de las regulaciones nacionales e internacionales.
Se ha estipulado que dichos alimentos deben contener
<20 ppm de gluten. Un total de 173 productos fueron analizados
por inmunoensayo (tres muestras por producto; cada una de
un lote diferente) utilizando el kit ELISA RIDASCREEN®.
60 marcas de productos, de 32 companias diferentes, fueron
evaluadas identificando 15 categorias de alimentos LG:
productos horneados, premezclas y harinas, snacks, granos y
cereales, salsas, productos carnicos, productos de origen marino,
bebidas, productos lacteos, pastas, chocolates, aceites, tortillas y
arepas, jaleas y mermeladas y otros. Una muestra de uno de los
productos analizados presentd >20 ppm de gluten. No obstante,
al menos una muestra de 49 productos diferentes (28% de los
productos analizados) present6 una concentracion cuantificable
de gluten (>5 ppm) evidenciando una alta variabilidad en los
resultados. Esta investigacion evidencia el fuerte compromiso
de la industria alimentaria costarricense para cumplir la norma
que regula la produccion de alimentos LG durante el periodo de
estudio, aunque se alerta acerca de la necesidad de implementar
mejoras en los sistemas de produccion y vigilancia de estos
alimentos. ALAN, 2019; 69(1): 42-49.
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Summary: Gluten detection in foods labeled as gluten-free
available in the Costa Rican market. The presence of gluten
in gluten free (GF) labelled foods represents a serious
health concern to celiac patients and persons intolerant
or sensitive to this set of proteins. However, this has not
yet been studied in Central American countries. Therefore,
the presence of gluten in foods labeled LG, manufactured
in Costa Rica and available in the market, between 2016
and 2017, was investigated to determine compliance
with national and international regulations. It has been
stipulated that such foods must contain <20 ppm of gluten.
A total of 173 products were analyzed by immunoassay
(three samples per product; each from an independent
batch), using the ELISA RIDASCREEN® kit. 60 product
brands, from 32 different companies, were evaluated and
15 GF food categories were identified: baked products,
baking mixes and flours, snacks, grains and cereals, sauces,
meat products, seafood, beverages, dairy products, pasta,
chocolates, oils, tortillas and arepas, jams and jellies, and
others. Only one sample from one of the tested products
presented >20 ppm of gluten. However, at least one sample
of 49 different products (28% of products tested) presented
a quantifiable concentration of gluten (>5 ppm), showing
a high variability of results. This research evidences the
strong commitment of the Costa Rican food industry to
comply with the norm that regulates the production of LG
foods during the study period, even though it warns about
the need to implement improvements in the production and
surveillance systems of these foods. ALAN, 2019; 69(1):
42-49,

Key words: Gluten-free, diagnostic, Costa Rica, market
survey.

Introduccion

El consumo de alimentos libres de gluten (LG) es cada vez
mas popular en el mundo, no siendo Latinoamérica y Costa
Ricauna excepcion. Este incremento responde parcialmente
a la concientizacion de pacientes diagnosticados con la
enfermedad celiaca, sensibilidad o intolerancia al gluten,
condiciones que requieren que el paciente siga una dieta
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estricta libre de este conjunto de proteinas. Sumado
a lo anterior, los consumidores han percibido otros
beneficios asociados a las dietas libres de gluten tales
como una mejor salud digestiva y pérdida de peso;
contribuyendo esto significativamente al desarrollo,
comercializacion y aumento de ventas de mas
productos innovadores libres de gluten (1).

Una de cada cien personas en el mundo padece
la enfermedad celiaca (2). Esta enfermedad es
considerada como un problema de salud publica
dado que representa uno de los desordenes genéticos
mas comunes (1). La celiaquia es una enfermedad
autoinmune en la que interviene una reaccion mediada
por la inmunoglobulina E (IgE). El padecimiento
se caracteriza por causar inflamacion a nivel de la
mucosa del intestino delgado (1) (3), limitando la
absorcion de nutrientes tales como minerales, acido
folico y vitaminas liposolubles. Los sintomas de la
enfermedad varian entre pacientes dependiendo de
la sensibilidad del individuo y de la severidad de la
enfermedad y el inico tratamiento efectivo disponible
consiste en seguir una dieta estricta de alimentos libres
de gluten (3) (4). El gluten corresponde a proteinas
presentes de manera natural en el trigo, centeno,
cebada y variedades hibridas de estos cereales.

Dado que el unico tratamiento disponible a la fecha
para controlar la enfermedad celiaca corresponde
a la exclusion absoluta del gluten en la dieta (5), la
informacion proporcionada en las etiquetas de los
productos alimenticios comerciales es fundamental
para el manejo adecuado de dicho padecimiento.
La informacion provista en dichas etiquetas debe
ser fidedigna y confiable pero ademas regulada
y monitoreada. Esfuerzos internacionales para
definir los limites de deteccion de alérgenos u
otros compuestos potencialmente nocivos para los
consumidores y los niveles causantes de reacciones
adversas son de gran relevancia para que la industria
alimentaria pueda implementar procedimientos
efectivos de control de estos peligros, mecanismos
de prevencion del contacto cruzado en las zonas de
proceso y un etiquetado adecuado de los productos
que lo ameriten (6).

En paises desarrollados como Estados Unidos y
Canada, se han realizado diagndsticos para determinar
el contenido de gluten en alimentos etiquetados LG.

Sharma et al. (1) reportaron por ejemplo que de 275 alimentos
etiquetados libres de gluten y disponibles en los Estados Unidos,
1,1 % incumplia con el limite de la concentracion de gluten
en el producto final establecido por la Agencia de Control de
Alimentos y Medicamentos de ese pais (FDA, por sus siglas
en inglés), el cual corresponde a 20 ppm. Este limite maximo
es también el indicado por Codex Alimentarius y la Unidn
Europea. En el estudio de Sharma et al. (1), el incumplimiento
en el etiquetado mostré ademas una alta correlacion con la
presencia de avena como uno de los ingredientes sustitutos de
trigo mas comunes en los productos analizados. De la misma
forma, Gelinas et al. (7) evaluaron el grado de contaminacion
con gluten en productos canadienses elaborados a base de
cereales y encontraron que en alrededor de 140 muestras de
alimentos etiquetados LG, 23 (15%) contenian mas de 20 ppm
de gluten. Finalmente, en el estudio realizado por Lerner et
al. (4) en restaurantes de los Estados Unidos, se encontr6 que
32% de los alimentos etiquetados como LG contenian gluten;
significando que un tercio de los alimentos en restaurantes de
ese pais, sujetos al estudio y etiquetados como libres de gluten,
contenian al menos 20 ppm de gluten.

En Costa Rica, la Ley General de Salud (Ley No. 5395) enfatiza
que queda estrictamente prohibido importar, elaborar, usar,
poseer para vender, comercializar, traspasar a titulo gratuito,
manipular, distribuir y almacenar, alimentos alterados o
deteriorados, contaminados, adulterados o falsificados. A la
fecha, el Reglamento Técnico para alimentos para regimenes
especiales destinados a personas intolerantes al gluten (RTCA
475:2011) (8) establece las especificaciones y requisitos de
etiquetado que deben cumplir estos productos e incluye el
limite maximo de aceptacion de 20 ppm de gluten para poder
indicar que un alimento se encuentra libre de gluten. Asimismo
se detallan las condiciones de etiquetado, analisis y muestreo
requeridos para estos productos. No obstante, no se cuenta aiin
con especificaciones claras relacionadas a las instalaciones
autorizadas para procesar especificamente alimentos libres de
gluten, asi como controles de proveedores de materias primas
y otros requisitos impresindibles para el procesamiento de estos
alimentos. Este faltante de requerimientos podria ser una puerta
que permita que alimentos etiquetados LG, pero contaminados
con este conjunto de proteinas, lleguen a los anaqueles de
supermercados y estén disponibles para pacientes celiacos o que
sufren algtin efecto adverso en su salud tras la ingesta de gluten.

Considerando que la presencia no intencionada de gluten en
alimentos etiquetados LG representa un riesgo severo para la
salud de los pacientes celiacos, sensibles o intolerantes al gluten,
y que en Costa Rica la legislacion actual asociada a la produccion
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y comercializacion de alimentos libres de gluten es limitada, se
considera de alta relevancia la presente investigacion, la cual
contempla como objetivo general el realizar un diagnostico de
los alimentos, de produccidn costarricense, etiquetados como LG
que se encuentran disponibles en los principales supermercados
en Costa Rica entre los afios 2016 y 2017. Los hallazgos de esta
investigacion podrian utilizarse como linea base para establecer
politicas nacionales y regionales que permitan proteger la salud de
los pacientes celiacos, sensibles o intolerantes al gluten, ademas
de oftrecer transparencia al consumidor en lo que respecta al
etiquetado de este tipo de alimentos. Este diagnostico representa
ademas un caso de estudio a nivel pais que podria eventualmente
replicarse en otros paises de América Latina que enfrenten
un escenario similar. Cabe destacar que se decidi6 utilizar un
método ELISA para la cuantificacion del contenido de gluten
en las muestras dado que investigaciones previas mostraron un
nivel aceptable de recuperacion de gluten utilizando el método
seleccionado (9) (10), sumado a que el método aplicado ha sido
el recomendado por el Codex Alimentarius (11) y reportado
como método oficial de la AOAC.

Materiales y Métodos
Muestras de alimentos

Se analizaron tres muestras (correspondiente cada una a un lote
independiente) de 173 productos etiquetados LG e inscritos ante
el Ministerio de Salud del Gobierno de Costa Rica (condicion
comprobada con el reporte de un registro sanitario en la etiqueta
de cada alimento). Las muestras analizadas corresponden a la
totalidad de los productos, de origen nacional y etiquetados
LG, disponibles en el mercado costarricense entre los afios
2016 y 2017. Como referencia, para diciembre del afio 2015
en Costa Rica existian un total de 117 productos etiquetados
LG registrados ante el Ministerio de Salud (12). Posterior a
la localizacion de estos productos, se continué el muestreo
incluyendo productos emergentes, también etiquetados LG, que
se localizaron en el mercado durante el periodo de estudio; de
ahi que el namero total de alimentos analizados supera la linea
base de productos registrados. Para la seleccion de los productos
se visitaron los principales supermercados del pais (al menos en
dos ubicaciones distintas) y en tres ocasiones diferentes durante
el periodo de estudio. Esto para identificar nuevos productos en
el mercado y lotes distintos de produccion para cada alimento.
Cabe destacar que durante la seleccion de los productos, se
identificaron algunos de produccion artesanal (de la categoria
de panificacion, principalmente) etiquetados como LG. Sin
embargo, dada la ausencia de un registro sanitario, estos
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productos no fueron incluidos en la investigacion.

El analisis incluyd un total de 60 marcas distintas
manufacturadas por 32 empresas costarricenses.
Un 48% de las muestras fueron donadas por los
productores y el 52% restante fueron adquiridas
directamente en los supermercados. Para el
momento del estudio, solamente una de las empresas
participantes (en la categoria de pastas) contaba con
una certificacion de tercera parte para la produccion
de alimentos libres de gluten. Las muestras liquidas
homogéneas y solidos en polvo fueron pesadas y
extraidas sin ninguna preparacion preliminar. Para
todos los demas alimentos, una cantidad adecuada
de producto se procesd hasta obtener una mezcla
homogénea. Especificamente, se homogenizaron
0,25 g de muestra para productos molidos, blandos
o liquidos, 50 g para productos carnicos y 200 g
para muestras que contenian avena. Las muestras
de alimentos (antes de preparar) se almacenaron a 4
°C 0 —18 °C, segun correspondiera, hasta que fueron
sometidas al analisis. Se consider6 como limite
maximo aceptable una concentracion de 20 ppm de
gluten. Cada muestra (de cada lote) fue analizada por
duplicado.

Determinacion de gluten por el método ELISA

Para la deteccion y cuantificacion de gluten en los
productos muestreados, se utilizo el kit de ensayo
inmunologico  adsorbente  “sandwich-enzima”
(ELISA) RIDASCREEN® utilizando el anticuerpo
monoclonal RS (R7001; R-Biopharm AG, Darmstadt,
Alemania) y se sigui6 el método oficial de analisis
numero 2012.01 de la AOAC. Se interpretaron los
resultados utilizando el software RIDASOFT® Win.
NET. Se obtuvo la curva de mejor ajuste segin lo
indicado por el fabricante del kit. Los factores de
dilucion fueron tomados en consideracion para
convertir los valores de gliadina a gluten. Para
cada muestra los resultados se reportaron como el
promedio de dos mediciones.

Para el analisis se contd con un control negativo y
un control positivo. Posterior a la homogenizacion
de las muestras, se realizd la extraccion vy
cuantificacion siguiendo las indicaciones provistas
en el kit.
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Resultados

Los productos analizados se agruparon en 15
categorias (Tabla 1). En dicha tabla se resume
ademas la lista general de productos incluidos en

cada categoria y el porcentaje de productos analizados para
cada una de las categorias seleccionadas segiin su contenido
de gluten. Cabe destacar que para posicionar un alimento
en las categorias de no detectable o no cuantificable, las tres
muestras analizadas cumplieron con el rango establecido

Tabla 1. Categorias de alimentos, muestras seleccionadas y
porcentaje de productos segun su contenido de gluten (n = 173).

Porcentaje de productos

Namero  Namero con los siguientes contenidos de gluten (%)
. Muestras
Categoria seleccionadas de de No detectable < 3 ppm
productos  empresas y no cuantificable SalSppm 15a20ppm > 20 ppm
(de 3 a5 ppm)
Pastas Pasta de arroz con salsa de queso, pasta de arroz 6 1 100 0 0 0
espaguetti, pasta de arroz macaronni, pasta de
arroz caracolitos, pasta de arroz tigiliatelle/fettuci-
ni, pasta de arroz tornillitos
Chocolates  Chocolates rellenos y fruta cubierta con chocolate 5 2 100 0 0 0
Tortillas y Tortillas y arepas de maiz 3 3 100 0 0 0
arepas
Aceites Aceite de linaza y aceite de chia 2 1 100 0 0 0
Productos Queso fresco, queso semiduro, dulce de leche, 9 4 100 0 0 0
lacteos queso mozarella, leche evaporada, leche en polvo
y crema dulce
Jaleas y Jaleas y mermeladas de frutas varias 4 1 100 0 0 0
mermeladas
Mariscosy  Productos enlatados incluyendo atin en agua, atiin 11 1 91 9 0 0
pescados en aceite, atiin con vegetales y atiin con especias
Productos Dips carnicos, jamon, salchicha, salame, chorizo, 23 7 87 13 0 0
carnicos mortadela, paté, salchichon, pechuga de pavo,
roast beef'y lechon de cerdo
Otros Empanizadores, sazonadores, hemp, alpiste molido 11 3 73 27 0 0
y gelatina
Salsas Salsas barbacoa, salsas picantes, salsa china y salsa 18 3 72 28 0 0
inglesa
Premezclas  Premezcla para panqueques, premezcla para 24 5 67 33 0 0
y harinas queques (tortas, pasteles), premezcla multigrano,
premezcla para galletas, premezcla para pizza, pre-
mezcla para reposteria salada y bisquits, premezcla
para panes, premezcla para brownies, premezcla
para preparar productos de maiz, harina de yuca,
harina de garbanzo, harina de maiz y harina de arroz
Bebidas Café, infusiones y té y bebidas a base de chia y 10 4 50 50 0 0
frutas
Productos Galletas, queques (tortas, pasteles), pan de queso y 11 5 46 18 36
horneados almojabana
Snacks Productos fritos de maiz, tubérculos y vegetales 21 8 43 52 0 5
fritos (ejemplo: yuca y platano), bizcochos, mani
y turrones
Granos y Chia, arroz precocido, amaranto, cereales de desa- 15 4 40 60 0 0
cereales yuno, moringa, avena, linaza y quinoa
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(<3 ppm o entre 3 y 5 ppm, respectivamente). En el caso de las
muestras para las cuales si se obtuvo un contenido de gluten
cuantificable, el producto se ubico en la categoria que contempla
la mayor cantidad de gluten que fue detectada en la muestra.
En la Tabla 2 se muestra el maximo contenido de gluten

obtenido por muestra de producto con concentracion
cuantificable. En algunos casos solamente se detectd
dicho contenido en una de las tres muestras analizadas
y cabe la posibilidad de que los dos lotes restantes
mostraran una cantidad de gluten no cuantificable o

Tabla 2. Productos con concentraciones detectables de gluten y su contenido.

Producto Codigo de empresa* Numero de muestras Maxima concentracion de gluten obtenida
con gluten (maximo n=3) (promedio + desviacion estandar) (ppm)
Mani con chocolate F 1 51+6
Galletas de chocolate E 2 19+£3
Queque (tortas, pasteles) de fondant E 2 19+3
Queque (tortas, pasteles) de vainilla E 2 18+3
Queque (tortas, pasteles) de vainilla con moka E 3 16+3
Turrén de girasol G 2 13+£2
Salsa para bufalo wings (0] 1 12,0+ 0,4
Yuca frita sabor ranchero F 1 11+3
Té de manzanilla L 2 11+1
Bizcocho de maiz M 2 10£1
Premezcla para panqueques A 1 9+2
Bebida de chia y mora A 1 9+1
Bebida de chia y cas A 1 8+1
Bebida de chia y maracuya A 1 8+1
Yuca frita con crema y cebolla F 1 8+2
Snack de maiz frito con sabor barbacoa F 1 8+2
Sazonador de res A 1 8+2
Quinoa blanca A 2 7,3+0,9
Galletas saladas de maiz C 1 7+2
Bebida de chia y mango A 1 7+1
Paté P 1 7+1
Harina de arroz A 1 7+1
Harina de yuca A 1 6,7+0,9
Premezcla para panaderia y reposteria A 1 6,6 £0,9
Empanizador de pollo A 1 6,6 +0,9
Quinoa primavera A 1 6,5+0,9
Snack de maiz frito con sabor a limén y sal F 1 6+2
Premezcla para pan de molde A 1 6,2+0,9
Premezcla multigrano para horneo A 1 59+0,8
Chia molida A 1 5,9+0,8
Quinoa con curry y coco A 1 59+0,8
Salsa picante dulce asiatica 1 1 5,9+0,8
Harina de maiz J 1 5,8+0,8
Bizcochos de maiz G 3 5,7+0,8
Turrén de amaranto G 2 5,6 +0,7
Salchicha ahumada P 1 5,6+0,8
Rosquillas de maiz M 1 5,5+0,7
Alpiste molido A 1 54+0,8
Mani garapifiado F 1 5,4+0,8
Jamon cocido P 1 54+0,8
Quinoa roja A 1 5,3+0,8
Suspiros de guayaba H 1 53+0,8
Salsa picante con mango y coco I 1 53+0,7
Galletas de avena pifia y canela D 2 52+0,7
Salsa sazonadora para carne 1 1 52+0,7
Salsa dulce picante 1 1 52+0,7
Attn enlatado con chile jalapeno N 1 5,1+0,7
Arroz integral K 1 5+1
Harina de arroz B 1 5+1

*La identidad de las empresas es protegida utilizando un sistema de codificacion.
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inclusive no detectable. No obstante, dada la severidad
de un resultado cuantificable por encima del valor
recomendado, el alimento fue categorizado dentro del
grupo que representa el peor de los escenarios desde
la perspectiva de un consumidor sensible al gluten.

Discusion

Para el afio 2015, en Costa Rica existian en el
mercado un total de 117 productos etiquetados
libres de gluten registrados ante el Ministerio de
Salud (12), esto incluyendo productos nacionales
e importados. Algunas de las categorias para
ese momento no contaban con ningin producto
etiquetado LG, como por ejemplo productos
lacteos, aceites y chocolates. No obstante, para el
ano de cierre del estudio (2017), se evidencio el
crecimiento vertiginoso en el numero de productos
de produccion nacional (173 en total) etiquetados
LG, situacion alineada con las tendencias a
nivel mundial de aumento en el consumo y
comercializacion de productos LG (13). Tal como
lo describen Jnawali et al (14), el desarrollo de
productos etiquetados libres de gluten debe tener
presente un numero importante de consideraciones
dado que estos productos podrian ser adquiridos por
pacientes celiacos. Dentro de esas consideraciones
se incluye la exclusion de materias primas que
potencialmente pueden contener gluten, la seleccion
de fuentes alternativas de harina, la formulacion
para la obtencion de productos de textura y color
aceptable, el mejoramiento de la calidad nutricional
e inocuidad, asi como el etiquetado del alimento y
la valoracion del costo del producto terminado.

Tal como se menciond previamente, una de las
empresas participantes en el estudio contaba
con certificacion privada para la produccion
de productos LG, no siendo esta condicion una
limitante para que un nimero importante de otras
empresas del pais centroamericano lanzaran
al mercado numerosos productos alimentarios
etiquetados como LG (Tabla 1). Para beneficio
del consumidor, este estudio mostré que la falta
de una certificacion no se vinculd directamente
con la produccion de alimentos con un contenido
de gluten superior al minimo aceptable, lo cual

es un indicador del compromiso de los industriales, para el
momento del muestreo, con la produccion de estos alimentos.
No obstante, esta realidad pone en evidencia la importancia
de implementar a nivel pais un sistema de vigilancia
mas riguroso, amparado en regulaciones, que proteja al
consumidor sensible al gluten.

La Tabla 1 muestra ademas que las tres categorias con
mayor cantidad de productos etiquetados LG corresponden
a premezclas y harinas, productos carnicos y snacks. En
concordancia con un estudio previo realizados en los Estados
Unidos, la categoria de snacks se posiciona dentro de las
mas numerosas para productos libres de gluten (1). Por su
parte, en los resultados obtenidos sobresale como unicamente
una de las muestras analizadas, mani con chocolate (Tabla
2), perteneciente a la categoria de snacks, la cual presento
un contenido de gluten superior a 20 ppm incumpliendo,
por ende, con las regulaciones nacionales e internacionales.
Cabe destacar que este resultado se obtuvo en una de
las tres muestras analizadas, pese a que de la empresa
involucrada se analizaron un total de 11 productos diferentes
por triplicado (33 muestras en total). Resultados aislados
como este, podrian sugerir el posible descontrol a nivel de
proveedores de materias primas que podrian ocasionar la
eventual obtencion de productos terminados con cantidades
inaceptables de gluten, lo cual representa un riesgo para los
consumidores que deben garantizar una dieta estricta libre
de este conjunto de proteinas. Por su parte, al analizar las
muestras que presentaron resultados cuantificables de gluten
(Tabla 2), se distingue como en 2 de las 3 muestras analizadas
de 3 productos distintos producidos por la misma empresa,
especificamente (galletas de chocolate, queque (torta/pastel)
de fondant y queque (torta/pastel) de vainilla, al considerar la
desviacion estandar obtenida, el limite superior cuantificado
excede las 20 ppm permitidas. Resultados como este ponen
en evidencia que algunas de las empresas que etiquetan
productos como LG en Costa Rica deben implementar
controles mas rigurosos para garantizar la ausencia del gluten
en sus formulaciones.

Dentro de los resultados obtenidos destaca que en la tnica
empresa certificada para la produccion de alimentos libres
de gluten, se detect6 un contenido de gluten entre 5 y 15
ppm en unicamente una de las tres muestras evaluadas de un
alimento, contando esta empresa con un total de 15 productos
diferentes sujetos al estudio (solamente 1 de 45 muestras
analizadas presento el contenido de gluten mayor a 5 ppm).
Si bien es cierto el 100% de los productos de esta empresa
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cumplieron con lo requerido segin Codex Alimentarius
(<20ppm), estacondicionnoresulto exclusivaalacertificacion
y podria sugerir la oportunidad de que mas empresas opten
por un sistema de certificacion de tercera parte que respalde
la produccion de los productos LG. Empresas participantes,
como por ejemplo las productoras de jaleas y mermeladas,
productos lacteos, aceites, chocolates y tortillas y arepas
presentan un 100% de muestras con concentraciones no
detectables o no cuantificables de gluten y en consecuencia
podrian ser candidatas a una certificacion en este campo. Cabe
destacar que algunos de estos productos, por su formulacion,
no contienen gluten. Sin embargo, algunos de estos alimentos
son procesados en plantas donde se elaboran otros productos
con gluten o bien se utilizan materias primas que podrian
ingresar al proceso productivo conteniendo gluten si no son
controladas; de ahi la relevancia de confirmar la ausencia de
gluten a través de ensayos de verificacion. Por su parte, pese
a que solamente una muestra presentd un contenido >20 ppm,
la Tabla 2 evidencia una variedad importante de productos
(49 en total, 28% de los productos analizados), elaborados por
17 empresas diferentes, vinculados a un contenido de gluten
cuantificable (entre 5 y 20 ppm). De estos resultados sobresale
la problematica de que en la mayoria de los casos solo 1 de las
3 muestras analizadas mostré un contenido cuantificable de
gluten, sugiriendo asi una alta variabilidad en los resultados,
la cual se debe posiblemente a la falta de procedimientos
estandarizados de operacion y medidas para la prevencion
sistematica de la presencia del grupo de proteinas. Esta
condicion es de relativa preocupacion dado que la literatura
reporta que una fraccion de pacientes celiacos podrian mostrar
sensibilidad a determinadas concentraciones acumulativas
de gluten en su dieta. En este tema se indica que la ingesta
de gluten en pacientes de la enfermedad celiaca deberia
mantenerse por debajo 50 mg/d para un adecuado tratamiento
de la enfermedad (15). Disponer de tantas opciones de
productos comerciales, que eventualmente podrian contener
gluten, aumenta la probabilidad de que estos pacientes se
vean expuestos al gluten en cantidades inaceptables. Para
prevenir estos resultados, resulta recomendable implementar
o reforzar sistemas de gestion para el control y prevencion de
la presencia de este grupo de proteinas. Sobre esta tematica
vale la pena resaltar que el efecto del consumo de productos
“sin gluten” con diferentes grados de contaminaciéon con
gluten es inconsistente entre pacientes celiacos. De ahi que
la cantidad de gluten tolerable en la dieta varia entre las
personas con enfermedad celiaca y, aunque no hay pruebas
que sugieran un umbral unico definitivo, es poco probable
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que una ingesta diaria de gluten <10 mg cause
anormalidades histologicas significativas (16).
Cabe mencionar que autores como por ejemplo
Makovicky et al (17) han sugerido que el término
“libre de gluten” en el etiquetado de alimentos
deberia reservarse para productos sin ningun tipo
de gluten detectable, y que una categoria como por
ejemplo “muy bajo en gluten” podria utilizarse
para los alimentos con una concentracion maxima
de gluten de <100 ppm, por ejemplo. Estos tltimos
productos no se recomendarian para pacientes
celiacos dado que, aunque puede ser dificil para
un industrial el producir alimentos completamente
libres de este conjunto de proteinas, asegurar una
dieta libre de gluten es esencial para la salud a largo
plazo de las personas con enfermedad celiaca vy,
aunque la legislacion se basa esencialmente en el
supuesto de que los pacientes de esta enfermedad
pueden consumir cantidades minimas de gluten,
esto no es posible sin un mayor riesgo de que
los pacientes sufran de sintomas recurrentes o
persistentes.

Finalmente, al evaluar las etiquetas de todos los
productos en los que al menos en uno de los lotes se
detectd una concentracion cuantificable de gluten,
se determind que entre los principales sustitutos
del gluten reportados destacaron las harinas de
arroz, yuca y maiz, siendo la harina de arroz la mas
comunmente utilizada. Estudios adicionales seran
requeridos para confirmar que este ingrediente es la
causa de las desviaciones reportadas dado que una
presencia de gluten se puede vincular a multiples
variables donde impactan no solo la naturaleza de
los ingredientes en la formulacidén sino ademas
la calidad de las materias primas, consistencia de
los proveedores, procedimientos de limpieza y
desinfeccion aplicados en la zona de procesamiento,
prevencion del contacto cruzado, entre otros.

Conclusiones

El presente estudio evidencid un crecimiento
importante en la produccion de alimentos
etiquetados LG en Costa Rica durante el periodo
de estudio. Destaca el porcentaje minimo de
alimentos reportado con una concentracién por
encima de lo permitido a nivel de regulacion
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(>20 ppm). Sin embargo, el alto nimero de muestras
reportadas con una concentracion cuantificable de
gluten alert6 sobre la variabilidad actual presente
en los procesos productivos de estos alimentos.
Estos resultados son de utilidad como linea base
para el establecimiento de regulaciones regionales
en el tema y permiten visualizar la posibilidad de
realizar estudios similares en otros paises o bien con
otros alérgenos o componentes de alimentos que
pueden representar un riesgo para una determinada
poblacion.
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Diferencias por género en las practicas de lactancia materna y alimentacion
complementaria en lactantes de 15 a 24 meses de la zona metropolitana de
Guadalajara, México
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Resumen: Diferencias por género en las practicas de lactancia
materna y alimentacion complementaria en lactantes de 15 a
24 meses de la zona metropolitana de Guadalajara, México.
El lactante de 12 a 24 meses es un foco de atencion debido a
que se encuentra en un periodo de edad de gran vulnerabilidad
a la mala nutricién y/o al establecimiento de malos habitos
de alimentacion; en consecuencia, es crucial identificar las
practicas de alimentacion de los infantes durante los primeros
24 meses de edad. En este estudio, transversal analitico, se
reportan las practicas de lactancia materna y alimentacion
complementaria de 211 lactantes, de 15 a 24 meses de edad,
separados por género. Se obtuvieron las caracteristicas del
lactante, las practicas de lactancia materna y de alimentacion
complementaria, el consumo de bebidas azucaradas y de
alimentos ultraprocesados. Se utilizaron las pruebas t de
Student no pareada, chi cuadrada y se estimé la razon de
momios (IC95%). Las madres prolongaron mas la lactancia
materna en varones. En 99% de los lactantes se observo una
ingestion excesiva de alimentos ultraprocesados, y los mismos
se consumian con mayor frecuencia (seis veces/semana). La
frecuencia de consumo de bebidas azucaradas fue de cinco
veces por semana en ambos géneros. La cantidad de bebidas
azucaradas consumidas al dia fue significativamente mayor en
varones y tenian cuatro veces mayor probabilidad de consumir
las mismas [RM= 4.9 (IC95% 1.22, 19.5), p=0.02] y mayor
probabilidad de consumir jugos procesados [RM=1.94 (IC
95% 0.92, 4.09), p=0.078] que las nifias. En la poblacion
estudiada se observo un consumo excesivo de alimentos ultra-
procesados y bebidas azucaradas, especialmente entre los
varones. ALAN, 2019; 69(1): 50-58.

Palabras clave: Lactancia materna, alimentos complementa-
rios, lactante, bebidas azucaradas, alimentos ultraprocesados.
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Summary: Gender differences in breastfeeding and
complementary feeding practices in infants aged 15 to 24
months in the metropolitan area of Guadalajara, Mexico.
Infants aged 12 to 24 months are a focus of attention
because they are in an age period of great vulnerability to
poor nutrition and/or the establishment of bad eating habits;
consequently, it is crucial to identify infant feeding practices
during the first 24 months of age. In this analytical, cross-
sectional study, breastfeeding and complementary feeding
practices of 211 infants, aged 15 to 24 months, separated by
gender, are reported. Infant characteristics, breastfeeding
and complementary feeding practices, consumption of
sugary drinks and ultra-processed foods were obtained.
The unpaired Student t-tests, chi-square were used and
the odds ratio (95% CI) was estimated. Mothers prolonged
breastfeeding in boys. Excessive ingestion of ultra-
processed foods was observed in 99% of infants, and
they were consumed more frequently (six times / week).
The frequency of consumption of sugary drinks was five
times a week in both genders. The amount of sugary drinks
consumed per day was, not only significantly higher in
boys, but also they were four times more likely to consume
this kind of beverages [RM = 4.9 (95% CI 1.22, 19.5), p
= 0.02], as well as processed juices [RM = 1.94 (95% CI
0.92,4.09), p=0.078] than girls. In this studied population
excessive consumption of ultra-processed and sugary
drinks was observed, especially among males. ALAN,
2019; 69(1): 50-58.

Key words: Breastfeeding, complementary foods, toddlers,
sugary drinks, ultra-processed foods.

Introduccion

Las practicas de alimentacion infantil, que incluyen
el inicio de la lactancia materna exclusiva (LME) por
seis meses; la continuacién de la lactancia hasta los
24 meses; el uso racional de sucedancos de la leche
humana (SLH) y una alimentacién complementaria
(AC) adecuada, diversa, perceptiva y libre de gérmenes
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a partir del sexto mes, representan la piedra angular
de una dieta correcta durante los primeros dos afios
de vida postnatal (1,2).

En Meéxico, de acuerdo con datos obtenidos por
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (3),
la lactancia materna exclusiva (LME) en nifios
de 0 a 5 meses disminuy6 de 22.3% en 2006 a
14.4% en 2012 (4). Respecto a las practicas de
AC en la poblacion mexicana, por costumbres
o por razones culturales, las madres no ofrecen
alimentos complementarios nutritivos y diversos
ya que 11.7% de lactantes menores de seis meses
consumen jugos industrializados, 15.1% alimentos
procesados de forma regular y solo 34-46%
de nifos entre los seis y doce meses consume
alimentos de origen animal (5,6). No se considera
que estos ultimos son fuente de proteinas de alto
valor bioldgico y micronutrimentos indispensable
para el crecimiento y desarrollo cognitivo (7-9).
Lo anterior, puede conducir a una mala nutricion,
ya sea por déficit (desnutriciéon aguda o cronica)
0 exceso, con el riesgo de sobrepeso e incluso
obesidad (6,10).

Los primeros afios de vida se han identificado como
un periodo importante para la promocion de la
salud y la prevencion de enfermedades; por ello, es
crucial valorar los habitos de lactancia materna y de
alimentacion temprana en poblaciones especificas
de un pais tan extenso y heterogéneo como México,
que en ciertas poblaciones ha mostrado diferencias
por género en las practicas de lactancia materna
y alimentacion complementaria (11,12). Con esta
informacion se pueden proponer recomendaciones
adecuadas que promuevan habitos de alimentacion
saludable. Por tanto, el proposito de este estudio
es informar sobre las diferencias por género en la
practica de lactancia materna y de alimentacidén
complementaria en lactantes de 15 a 24 meses
en una poblacion de estrato bajo y medio bajo
atendidos en un hospital publico de concentracion
de la zona metropolitana de Guadalajara, México”.

Material y métodos

En un estudio transversal analitico se incluyeron

211 nifos de 15 a 24 meses de edad, nacidos a término, con
peso adecuado para la edad gestacional y aparentemente
sanos que acudieron a la consulta externa de pediatria del
Nuevo Hospital Civil de Guadalajara “Dr. Juan I. Menchaca”
de marzo 2016 a enero 2017. No fueron incluidos nifios
con genopatias, malformaciones congénitas, enfermedades
cronicas o nifios que no iban con su madre o persona
encargada de su alimentacion. El tamafio de la muestra se
calculé en 196 niflos con un nivel alfa de 0.05 y poder de
0.80, con el proposito de explorar adiposidad.

Variables.

Caracteristicas del nifio: Sexo (fenotipo); edad (meses); tipo
de parto (vaginal/abdominal); edad gestacional (semanas);
peso al nacer (g); longitud al nacer (cm); asistencia a guarderia
(si/no); edad de ingreso a la guarderia (meses). Lactancia:
tipo de lactancia en los primeros seis meses (exclusiva,
predominante, parcial); duracion de la lactancia materna
(meses); recibe lactancia materna (si/no); liquidos ademas de
la leche humana (si/no y tipo); tipo de sucedaneo de la leche
humana (SLH) con la que inici6 (categoria); edad de inicio de
SLH (meses); duracion de la alimentacién con SLH (meses);
edad a la que suspendio el uso de SLH (meses); edad a la que
cambio el tipo de SLH (meses); consumo de leche de vaca
(si/no); edad de inicio de consumo de leche de vaca (meses).
Introduccion de alimentos complementarios (IAC): edad de
IAC distintos a la leche (meses); cantidad de IAC (g); nimero
de comidas al dia con las que inici6 AC (numero); dias que
dio el mismo alimento por primera vez (dias); preparacion de
inicio de AC (categoria); tipo de alimento con el que inicio
AC (casero/procesado); uso de sal afiadida (si/no); uso de
azucar afiadida (si/no); edad de introduccion de diferentes
consistencias del alimento (meses); cantidad de agua
natural (mL/d); cantidad de bebidas azucaradas al dia (mL);
frecuencia de consumo de bebidas azucaradas dias/semana
(d/s); cantidad de alimentos ultraprocesados (porciones);
frecuencia de consumo de alimentos ultraprocesados (d/s);
tipo de alimentos ultraprocesados.

Meétodo para la recoleccion de informacion.

Se utilizé un cuestionario disenado especialmente para este
proyecto que incluyd datos generales de identificacion,
datos sociodemograficos, variables de practicas de
lactancia materna y de alimentacién complementaria.
La informacién se obtuvo de forma directa, a manera de
entrevista con la madre o encargado de alimentar a los
lactantes.

51



Lilia Perales-Huerta et al.

Analisis estadistico.

En las variables cuantitativas con distribucion normal se
utilizo ANOVA cuando se analizaron tres grupos y t de Student
no pareada cuando se analizaron solo dos grupos. Para las
variables cualitativas se utiliz6 la prueba Chi cuadrada y la
razon de momios para explorar la magnitud de la asociacion.
El nivel de significancia fue considerado con un valor de p <
0.05. La captura y analisis de datos se realizo con el programa
SPSS version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Tabla 1. Habitos de lactancia materna y uso de sucedaneos
de la leche humana por género.

Masculino
(n=139) p'
X DE n X DE

Variables Femenino (n=72)

(meses)

Duracion de

lactancia 71 9.0 g1 135 10.1 7.2 0.322
materna
Edaddeinicio o 35 39 103 38 5.0 0391
de formula

Duracion de
alimentacion 58 13.0 6.2 103 12.7 59 0.818
con formula

Edad a la que
suspendio el
uso de formu-
las

19 113 49 34 122 59 0.570

Edad a la que
cambid el tipo
de férmula

Formula de
continuacion

Leche de
“tercera 45 113 22 83 11.6 2.7 0.295
etapa”

Edad de inicio
de consumo
de leche de
vaca

39 66 29 64 70 23 0404

58 12.6 3.45 102 12.6 3.5 0.9%4

't de Student
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Consideraciones éticas.

El estudio se adhiri6 a las directrices de la
Declaracion de Helsinki en su ultima correccion
hecha durante la 64* Asamblea Anual organizada
por la Asociacion Médica Mundial (2013). La
firma del consentimiento informado fue obtenida
por las personas legalmente responsables de los
lactantes, y el protocolo de investigacion fue
aprobado por el comité de bioética e investigacion
del Nuevo Hospital Civil de Guadalajara “Dr. Juan
I. Menchaca” con el nimero de registro 000/030.

Resultados

Se incluyeron 211 lactantes (15-24 meses de edad);
34.1% nifias y 65.9% varones con edad de 19+2.9
meses; 40.8% nacieron por via vaginal y 59.2% por
via abdominal. El peso al nacer (g) de 31194426
y longitud (cm) 49.3£3.2, ligeramente mayor en
varones. Hubo mayor frecuencia de partos por
via abdominal en nifias que en varones (65.3%
vs 56.1%). La duracion promedio de LM en la
poblacion estudiada fue de 9.7 meses. La tabla
1 muestra que los habitos de lactancia materna y
el uso de SLH no difieren entre ambos géneros;
sin embargo, las madres prolongaron mas la LM
en varones; en consecuencia, el inicio de SLH se
retrasd mas.

Se observo que en la poblacion total la frecuencia de
LME (solo permitido el uso de gotas de vitaminas,
minerales o medicamentos) fue de alrededor de
24.8% hasta los seis meses de edad postnatal; la
frecuencia de LM predominante (incluye uso de
agua, tés, jugos de fruta) fue de 22.8%; LM parcial
(desde una o mas tomas de SLH) 37.9% y uso de
SLH solo 14.6%. Respecto al consumo de liquidos
extras a la leche humana en los primeros seis meses
de vida, los nifios de 22 a 24 meses tuvieron tres
veces mayor probabilidad de consumir jugos (frutas
e industrializados) en comparacion de los nifios de
15-18 meses [RM= 3.3 (IC95% 1.4, 7.8), p=0.007].
En relacion con el uso de SLH en los primeros seis
meses de vida, los nifios de 15-18 meses de edad
tuvieron 2.5 veces mayor probabilidad de iniciar
conun SLH en los primeros seis meses que nifios de
22-24 meses [RM=2.5 (IC95% 1.3, 5.2), p=0.008].
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La tabla 2 muestra que la edad de inicio de la
AC en ambos géneros fue alrededor de los seis
meses. Hubo una progresion de introduccion de
alimentos adecuada para la edad en ambos géneros
a excepcion de las carnes que se introdujeron meses
después de la recomendacion de introducirlos a
los seis meses. Un hallazgo alarmante fue que la
introduccion de jugos y dulces ocurrio antes del
primer afio de vida tanto en nifias como en varones.
La edad de introduccion de bebidas carbonatadas
y embutidos, que no forman parte de una dieta
saludable, ocurri6 a una temprana edad, alrededor
de los trece meses en ambos géneros. No hubo
diferencias significativas en la edad de introduccion
de alimentos complementarios por género, a
excepcion de la edad de introduccion de pescados y
mariscos que fue mas temprana en varones.

Respecto a la consistencia de los alimentos se
observd que las madres iniciaron con papillas;
después optaron por diferentes consistencias,
primero ofrecieron caldos (en forma mas
temprana en varones), después alimentos picados
y finalmente en trozos. No hubo diferencias en el
numero de comidas que se ofrecian al dia, cantidad
por tiempo de comidas y nimero de colaciones en
ambos géneros. Sin embargo, hubo una tendencia
a mayor consumo de agua natural en varones. La
frecuencia de consumo de bebidas azucaradas
fue similar en ambos géneros, alrededor de cinco
veces por semana, sin embargo, la cantidad
de bebidas azucaradas consumidas al dia fue
significativamente mayor en varones que en nifas.
Un hallazgo de interés fue el consumo de alimentos
ultraprocesados, ya que tanto nifias como varones
consumian 1.8 porciones cinco veces por semana.
Otro hallazgo de interés fue que las nifas iniciaron
a alimentarse sin ayuda a menor edad que los
varones (p=0.05), tabla, 3.

En la poblacion total, las bebidas azucaradas mas
consumidas fueron los jugos (83%), aguas de fruta
(73%) y refrescos (59%). Los varones tenian cuatro
veces mayor probabilidad de consumir bebidas
azucaradas [RM= 4.9 (IC95% 1.22, 19.5), p=0.02]
y mayor probabilidad de consumir jugos procesados
[RM=1.94 (IC95% 0.92, 4.09), p=0.078] que las
nifas. Alrededor de noventa y nueve por ciento de

Tabla 2. Edad de introduccion de alimentos
complementarios por género.

bl Femenino Masculino
Variables (n=72) (n=139) p!
(meses)
n x DE n x DE

Frutas 72 60 1.7 138 63 19 0.301
Verduras 72 63 2.0 138 6.2 19 0.715
Cereales 72 80 23 138 7.8 25 0.666
Leguminosas 72 102 2.6 137 99 29 0.505

Carnesopollo 70 11.0 2.8 137 107 3.1 0.586

Huevo 69 12.0 3.3 133 114 3.0 0.206
Pescad
escadosy 46 146 33 8 130 3.1 0.008
mariscos
Embutidos 58 13,5 35 114 132 3.2 0.589
Quesos 59 129 3.1 110 129 3.7 0.997
Citricos 69 102 3.6 134 98 35 0485
Oleaginosas 37 138 33 69 140 33 0.860
Jugos
. Lo 68 9.12 35 135 87 35 0.371
industrializados
Bebidas

50 12.1 34 98 13.1 3.6 0.121
carbonatadas
Dulces 67 115 43 124 11.7 3.8 0.654
Agua

71 51 3.0 138 53 28 0.772
natural

't de Student

las nifias y varones consumieron alimentos ultra-procesados,
los mas consumidos fueron las galletas, pan frituras/papitas,
dulces y chocolates. En relacion con la frecuencia de
consumo de alimentos ultraprocesados, las nifias tuvieron
mayor consumo de galletas, pan y dulces y los varones mayor
consumo de frituras/papitas, embutidos y yogurt adicionado
con azucar, tabla 4.
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Tabla 3. Practicas de alimentacion complementaria por género en lactantes entre los 15 y 24 meses de edad.

Femenino Masculino
Variables (n=72) (n=139) p!
n X DE n X DE
Edad de cambios de consistencia (meses) 72 60 1.7 138 63 1.9 0.301
Papillas 71 58 16 135 59 1.6 0.882
Caldos 72 6.7 22 138 62 1.8 0.086
Picados 71 94 22 136 9.1 25 0.504
Trozos pequefios 69 125 2.6 131 121 28 0.317
Numero de comidas al dia 72 31 05 138 3.1 0.5 0972
Cantidad en cada tiempo de comida (g) 72 211 100 138 233 99.5 0.127
Numero de colaciones al dia 72 16 0.8 138 1.7 0.7 0.564
Cantidad de agua natural (mL) 71 326 290 138 410 328 0.070
Cantidad de bebidas azucaradas al dia (mL) 71 255 232 138 353 327 0.014
Frecuencia de consumo de bebidas azucaradas (d/semana) 71 48 25 138 52 24 0276
Cantidad de alimentos ultraprocesados (porciones) 71 1.8 09 137 1.8 09 0.780
Frecuencia de consumo de alimentos ultraprocesados (d/semana) 71 55 21 137 58 1.8 0.208
Edad que inicié de alimentacién sin ayuda (meses) 65 123 34 117 133 3.5 0.05
Agua natural 71 51 3.0 138 53 2.8 0.772

't de Student

Tabla 4. Consumo de bebidas azucaradas y alimentos ultraprocesados
por género en lactantes entre los 15 y 24 meses de edad

Femenino Masculino
Variables (n=72) (n=139)
n % n %

Consumo de bebidas azucaradas' 65 91.5 136 98.6
Tipo de bebidas azucaradas
Jugos procesados > 55 77.5 120  87.0
Refrescos 44 62.0 80 58.0
Tés 16 22.5 36 26.1
Aguas de fruta 52 73.2 100 725
Consumo de alimentos ultraprocesados 70 98.6 138 100
Tipo de alimentos ultraprocesados

Galletas 67 94.4 128  92.8

Panes 61 85.9 107 77.5

Cereales 46 64.8 95 68.8

Frituras/Papitas 36 50.7 81 59.1

Dulces 55 77.5 102 74.5

Embutidos 41 57.7 82 59.9

Chocolates 33 46.5 68 49.6

Yogurt adicionados con aztcar 57  80.3 118  86.1

Enlatados 10 14.1 19 13.9

'Consumo de bebidas azucaradas: varones vs nifias [RM= 4.9 (IC95%1.22, 19.5), p= 0.02];
2Consumo de jugos procesados: varones vs nifias [RM=1.94 (IC95% 0.92, 4.09), p= 0.078].
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Discusion

Un hallazgo de interés fue que del total de
la muestra, solo 34.1% eran ninas. Existe
la posibilidad, como se ha descrito en otros
estudios (13,14), que las madres privilegien
la atencion médica del varén; o bien, a un
potencial sesgo debido a que algunos servicios
de consulta externa del hospital reciben a mas
varones que a nifas (vg. cirugia pediatrica). Seis
de cada diez lactantes nacieron por via cesarea,
incidencia alejada de la recomendada por la
Organizacion Mundial de la Salud de 10% a 15%
por indicacion médica (15). Esta incidencia tan
elevada de cesareas tendria efectos adversos para
una lactancia materna exitosa (16).

La frecuencia de LME (solo permitido el uso de
gotas de vitaminas, minerales o medicamentos)
fue de alrededor de 24.8% hasta los seis meses de
edad postnatal; frecuencia superior a la reportada
por ENSANUT (2012) de 14.4% en lactantes
menores de seis meses. Por otra parte, la frecuencia
de LM predominante (incluyendo uso de agua, tés,
jugos de fruta) fue de 22.8%, hallazgo similar a lo
reportado por la ENSANUT de 25% (3).

Se observo que en general la duracion de LM fue
alrededor de nueve a diez meses en la poblacion
estudiada. Esta duracion difiere notablemente de
la aconsejada por la OMS de prolongarla hasta
los 24 meses (1). También se observé que la edad
de inicio con SLH fue méas precoz en nifas que
en varones, lo cual significaria que existe una
tendencia a propiciar un destete mas temprano
en las ninas. Este hallazgo tendria implicaciones
socio-antropologicas importantes dado el efecto
discriminatorio por género observado en otros
estudios en México (12,17).

Los nifios de 15-18 meses de edad tuvieron 2.5
veces mayor probabilidad de iniciar con un SLH en
los primeros seis meses de vida que ninos de 22-24
meses [RM= 2.5 (IC95% 1.3, 5.2), p=0.008]. Este
hallazgo es relevante porque mostraria que hay una
tendencia a abandonar la LM durante el primer
semestre de vida posnatal en lactantes nacidos mas
recientemente, lo cual significaria que la estrategia

de fomento a la LM requiere ser revisada constantemente y si
es subdptima, debe ser modificada y mejorada.

En México, es comun que las madres utilicen la nomenclatura
comercial de las formulas de primera etapa para los primeros
seis meses, de segunda etapa (continuacion) para los seis a
doce meses y de tercera etapa a partir de los doce meses.
En este contexto se observa que no hubo diferencias por
género en el uso de SLH. La edad de inicio del consumo de
leche entera de vaca ocurrié correctamente alrededor de los
doce meses en ambos géneros. Contrario a este hallazgo, en
Meéxico se ha reconocido que el consumo de leche de vaca
es precoz en nifilos menores de un afo (5,18). En los datos
reportados por la ENSANUT (3), la prevalencia del consumo
de leche de vaca en lactantes de 0-5.9 meses fue de 1-10%
y aumentd a 14-38% en lactantes de 6-11.9 meses. Se ha
reportado que la introduccion temprana de leche de vaca
se asocia a un incremento del riesgo de desarrollar anemia
por deficiencia de hierro, un problema de salud publica en
Meéxico, especialmente en nifios de uno a cuatro afos (23%)
y sobretodo en lactantes de 12 a 24 meses de edad (38%)
(3,19).

En los primeros seis meses de vida, los nifios de 22 a 24
meses tuvieron tres veces mayor probabilidad de consumir
jugos (de frutas e industrializados) extras a la leche humana
en comparaciéon con los nifios de 15-18 meses [RM=
3.3 (IC95% 1.4, 7.8), p=0.007]. Similar a este hallazgo,
diversos autores han reportado que los lactantes menores de
seis meses consumen jugos industrializados (11,20). Se ha
sefialado que las bebidas azucaradas aportan energia pero
cantidades minimas de otros nutrimentos, lo cual puede
desplazar alimentos de mayor calidad nutricia y contribuir
al incremento de sobrepeso, obesidad y/o a la desnutricion
(6,21).

Enrelacion con las practicas de AC, en ambos géneros la edad
de inicio de la AC fue alrededor de los seis meses, hallazgo
similar a lo reportado por la ENSANUT (3) y apegado a las
recomendaciones de organismos nacionales e internacionales
de iniciar con los alimentos complementarios a partir de los
seis meses de edad (5). Hubo una progresion adecuada de
introduccion de alimentos para la edad, a excepcion de las
carnes que se introdujeron meses después de larecomendacion
de iniciar a los seis meses. Se ha reconocido que no hay
evidencia cientifica para seguir una secuencia especifica en
la introduccion de alimentos complementarios (22-25). Por
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el contrario, debido a las demandas crecientes de energia,
hierro y zinc del lactante a partir del sexto mes de vida, los
cereales adicionados con hierro y las carnes son considerados
los alimentos mas adecuados para iniciar el proceso de la
alimentacion complementaria (26). Diversos estudios han
reportado un bajo consumo de alimentos ricos en hierro,
en alrededor 54-56% (27, 28) e ingestiones insuficientes de
hierro en nifilos mexicanos de seis a doce meses (29).

No hubo diferencias significativas en la edad de introduccion
de alimentos complementarios por género, a excepcion de la
introduccion de pescados y mariscos que fue mas temprana
en varones. Respecto a la consistencia de los alimentos,
las madres iniciaron con papillas; después optaron por
diferentes consistencias, primero ofrecieron caldos (en forma
mas temprana en varones), después alimentos picados y
finalmente en trozos. En México, el consumo de caldos en
lactantes es frecuente, ya que existe la idea erronea de que
estos alimentos son ricos en nutrimentos. Es conocido que los
caldos no contienen hierro o vitaminas como popularmente
se cree y por tanto el estado nutricio puede verse afectado
(23).

Un hallazgo inquietante fue la frecuencia de consumo de
bebidas azucaradas, alrededor de cinco veces por semana
en ambos géneros. La cantidad de bebidas azucaradas
consumidas al dia fue significativamente mayor en varones
que en nifias quienes tenian cuatro veces mayor probabilidad
de consumir estos alimentos [RM= 4.9 (IC95% 1.22, 19.5),
p=0.02] y mayor probabilidad de consumir jugos procesados
[RM=1.94 (IC95% 0.92, 4.09), p=0.078]. Estos hallazgos
no coinciden con lo reportando por otros autores (30). Sin
embargo, se ha descrito que el aporte energético de las bebidas
azucaradas tiene poco o nulo efecto sobre la produccion de
saciedad en comparacion con los solidos ya que no se detecta
el aporte energético y no hay regulacion posterior del apetito
y la consecuente ingestion de alimentos (31). Ademas,
aunque el deseo por el sabor dulce es innato; su consolidacién
es influenciada por la experiencia, es decir, por el consumo
repetido de alimentos dulces durante la infancia (32).

Otro hallazgo preocupante fue el consumo de alimentos
ultraprocesados ya que alrededor de 99% de los lactantes
tuvieron una ingestion excesiva y representaron uno de los
alimentos consumidos con mayor frecuencia (1.8 porciones,
cinco veces por semana). Este resultado es consistente con
el aumento en el consumo de alimentos ultraprocesados en
niflos mexicanos de dos a cinco afios entre 1988 y 2012 (33)
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y reflejaria las creencias culturales, ya que este tipo
de alimentos son utilizados como “recompensa” o
bien por la practicidad que ofrecen (34).

También es inquietante que los alimentos
ultraprocesados y las bebidas azucaradas formen
parte la dieta de los lactantes de 15 a 24 meses en
Meéxico. Esto representa un foco de atencion en
los habitos alimentarios de los niflos pequefios en
quienes no se recomienda el consumo de bebidas
azucaradas y alimentos ultraprocesados ya que se
encuentran en un periodo critico del establecimiento
de sus habitos de alimentacion (4,32). Si desde una
edad temprana se genera el gusto por el azucar,
después la preferencia se orientara al consumo
de alimentos de sabores dulces, que a largo plazo
podrian generar un deterioro irreversible en los
habitos de alimentacion (4).

Las principales fortalezas del presente estudio
fueron, la inclusion de una muestra significativa de
lactantes que permitio la estratificacion por género
y un analisis de las practicas de lactancia materna
y alimentacion complementaria. Una limitacion
es que se trata de un estudio de disefio transversal
que se realizo en una zona urbana de estrato socio-
econdmico medio bajo y bajo, por tanto, podria no
ser extrapolable a otros estratos socioeconémicos.
Otralimitacion fue que no se evaluaron las creencias,
conocimientos y barreras de las mamas en relacion
con las practicas de alimentacién complementaria;
estos factores podrian influir en la forma en que las
madres mexicanas alimentan a sus hijos.

El estudio mostré desviaciones en las practicas de
lactancia materna y alimentacion complementaria
en los menores de 24 meses de edad, grupo
altamente vulnerable a la desnutricién, al inicio
del sobrepeso y obesidad con las consecuencias
potenciales a mediano y largo plazo en la aparicion
temprana de enfermedades cronicas relacionadas
con la nutricion. Estos hallazgos refuerzan la
necesidad de realizar programas educativos de
nutricion dirigidos a padres y cuidadores de nifios
con el proposito de promover habitos saludables
de alimentacion desde las etapas tempranas de la
vida ya que la desviacion de estos habitos podria
ser irreversible.
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Primer reporte de Escherichia coli Productora de Toxina Shiga no O157
que codifica el gen de la enterohemolisina en carne cruda en Colombia

Fanny Herrera Arias,"” Jesus Santos Buelga,” Raquel Villamizar Gallardo.’

Resumen: Primer reporte de Escherichia coli Productora de
Toxina Shiga no 0157 que codifica el gen de la enterohemolisina
en carne cruda en Colombia. Dentro de los patotipos de
Escherichia coli, el grupo STEC puede producir en el ser
humano desde diarrea hemorragica hasta insuficiencia renal
aguda e incluso la muerte; el ganado bovino es el principal
reservorio de este agente patdogeno y por ende la ingestion
de alimentos derivados de estos animales de abasto son una
fuente muy importante de infeccion para el hombre. El objetivo
principal de este estudio fue determinar la prevalencia de STEC
en muestras de carne cruda comercializada en Pamplona-
Colombia y en cepas obtenidas a partir de las muestras. Se
analizaron cien muestras de carne cruda aplicando la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa para la deteccion de los
siguientes genes en muestras y en cepas STEC: stx/, stx2, eae
y hlyA. Adicionalmente, se establecio el patron de resistencia-
susceptibilidad antibidtica de cepas STEC aisladas empleando
métodos regulados. En el 39% de las muestras fue posible
detectar el gen stx2; en el 38%, de ellas, se detectaron los genes
stx] y stx2. Ademas, se aislaron cepas STEC en el 13% de
las muestras analizadas, 85% de ellas portaban el gen AlyA.
No se detecto la presencia del gen eae o del serogrupo O157.
Las cepas aisladas demostraron resistencia frente a algunos
antibioticos de primera y segunda generacion. En conclusion,
se detectd la presencia de genes que codifican factores de
virulencia en las muestras de carne analizadas que representan
un riesgo potencial para la salud de los consumidores. Este es
el primer reporte de STEC no O157 que codifica el gen de
la enterohemolisina en alimentos en Colombia. ALAN, 2019;
69(1): 59-67.
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report of Shiga
non-O157  that
enterohemolysin gene in raw beef in Colombia. Within

Summary: First toxin-producing

Escherichia  coli encodes  the
the Escherichia coli patotypes, the STEC group can
produce in humans from hemorrhagic diarrhea to acute
renal failure and even death; cattle are the main reservoir
of this pathogen and therefore the ingestion of food derived
from these stock animals are a very important source of
infection for man. The main objective of this study was
to determine the prevalence of STEC in raw meat samples
marketed in Pamplona-Colombia and in strains obtained
from those samples. One hundred raw meat samples were
analyzed using the Polymerase Chain Reaction technique
for the detection of the following genes in samples and in
STEC strains: stx/, stx2, eae and hlyA. In addition, STEC
strains were isolated in 13% of the analyzed samples, 85%
of them carried the hlyA gene. The presence of the eae
gene or serogroup O157 was not detected. The isolated
strains demonstrated resistance against some first and
second generation antibiotics. In conclusion, the presence
of genes encoding virulence factors in the meat samples
analyzed, that represent a potential health risk factor to
consumers, was confirmed. This is the first report of STEC
non-O157 that encodes the enterohemolysin gene in foods
in Colombia. ALAN, 2019; 69(1): 59-67.

Key words: Enterohemolysin, Escherichia coli, Beef,
STEC, no-O157, Shiga Toxin.

Introduccion

Lacarne esunsustrato nutritivo conunaactividad de agua
de a_ (0.99) adecuada para el crecimiento de la mayoria
de los microorganismos. El crecimiento microbiano
ocurre principalmente a expensas de moléculas de bajo
peso molecular (carbohidratos, lactato y aminoacidos).
Bajo este contexto, la carne de origen bovino es
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reconocida como una fuente importante de infeccién por
patotipos de Escherichia coli; estos se caracterizan por
los antigenos O (somaticos) y H (flagelares) que definen
serogrupos (so6lo el antigeno O) o serotipos (antigeno O y
antigeno H) (1).

Los patotipos existentes de Escherichia coli son: E.
coli Enteropatéogena, E. coli Enteroinvasiva, E. coli
Enterotoxigénica, E. coli Enterohemorragica, E. coli
Enteroagregativa y E. coli Enterohemorragica (ECEH).
La Escherichia coli Enterohemorragica puede producir
lesiones de adhesion-borrado en las microvellosidades
del epitelio intestinal debido a la presencia de la isla de
patogenicidad LEE, pero su caracteristica principal es la
capacidad de producir toxinas. La molécula Stx1 es una
estructura altamente conservada que es idéntica a la de la
toxina Shiga de Shigella dysenteriae tipo 1; en contraste,
hay varias variantes antigénicas de Stx2 que difieren en su
actividad biologica y asociacion con la enfermedad. Aunque
existen mas de 200 serotipos de cepas de E. coli capaces de
producir toxinas Shiga, la mayor parte no poseen la isla de
patogenicidad LEE. Esto ha llevado al uso del término de
E. coli productoras de toxinas Shiga (STEC) para designar
a cualquier cepa de E. coli que produce toxinas Stxs y el
término EHEC para las cepas que, ademas de producir Stx,
contienen la isla de patogenicidad LEE (1). En esta isla
de patogenicidad se hallan los genes que codifican para la
proteina externa de membrana (intimina —eae—), los genes esp
(E. coli secreted proteins a, b y d), el gen que codifica para
el receptor traslocado de intimina Tir (translocated intimin
receptor) y los genes para la sintesis del sistema de secrecion
tipo II (1). Otros factores de virulencia incluyen fimbrias,
OMPs, el lipopolisacarido (LPS O157) o el plasmido pO157
y la enterohemolisina, presente en la mayor parte de cepas
STEC, que contribuye al desarrollo de enfermedad a través
de la lisis de eritrocitos y la liberacion de hemoglobina como
fuente de hierro para la bacteria (2).

La infeccion por STEC se produce por ingestion de alimentos
contaminados, siendo su principal reservorio el tracto
gastrointestinal de los bovinos. Las cepas STEC, ademas
de tener una dosis infecciosa muy baja (10-100 células),
sobreviven en su paso a través del tracto gastrointestinal
porque suelen ser resistentes a la acidez; una vez en el
intestino, se presenta enfermedad de diferente gravedad
dependiendo de los factores de virulencia que presente la
cepa en cuestion.
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El factor de virulencia mas importante de las cepas
STEC son las toxinas Shiga; estas son producidas
en el intestino grueso y ejercen una accion local
al inducir apoptosis en las células epiteliales del
intestino, dando lugar a diarrea hemorragica,
colitis hemorragica (CH), necrosis y formacion
de ulceras. Ademas, estas toxinas pueden viajar
a través del torrente sanguineo hasta los rifiones,
dando lugar a inflamacién renal. El dafio renal
puede evolucionar al Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH), caracterizado por anemia
hemolitica, trombocitopenia e insuficiencia renal
aguda (2).

De acuerdo con el Centro de Control y Prevencion
de Enfermedades de los EEUU (CDC) entre
el 2009-2015 el patotipo STEC fue la segunda
causa bacteriana de brotes de Enfermedades
Transmitidas por los Alimentos (ETAs) en ese
pais, estando entre los agentes que ocasionan
mayor porcentaje de hospitalizaciones y muertes,
13 y 9%, respectivamente; siendo los serogrupos
principalmente identificados O157, 026, Ol111,
0121, 0145, 045, 0103 y O186 (3).

En Colombia, el primer reporte de E. coli O157 en
alimentos se presentd en carne de res y cerdo (4).
A partir de aqui, se ha reportado la presencia de
STEC en diferentes alimentos de origen animal (5,
6,7).

El tratamiento de las infecciones en humanos
por STEC con antibioticos es controversial
debido al incremento de cepas multirresistentes;
de hecho, se han detectado cepas ambientales
aisladas de animales y/o alimentos resistentes
a la ampicilina, estreptomicina, trimetoprim/
sulfonamida, eritromicina, cefalotina, amikacina,
kanamicina y gentamicina, entre otros (8,9).

Los objetivos de este estudio fueron, determinar
la prevalencia de STEC en muestras de carnicos
crudos de origen bovino expendidos en la
Ciudad de Pamplona, Colombia, estableciendo,
la presencia de genes que codifican factores
de virulencia en cepas aisladas a partir de las
muestras y el patron de resistencia-susceptibilidad
antibiotica de estas cepas.
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Materiales y Métodos
Tipo de muestreo y tamario de la muestra:

Serealizo un muestreo no probabilistico intencional,
conformado por 100 muestras de carne cruda de
bovino expendidos formalmente en la ciudad de
Pamplona (Colombia) que incluian carne molida
(80 muestras) y porcionada (20 muestras). Se
tomaron, aproximadamente, 200 g de cada muestra
y se transportaron en condiciones de refrigeracion,
realizando los analisis microbiologicos en un
periodo no mayor a 2 horas.

Deteccion de los genes stx1 y stx2 en las muestras
mediante PCR:

De cada una de las muestras se tomaron 10 g
y se dispensaron en 90 ml de Caldo Tripticasa
de Soja (TSB) e incubadas a 37°C durante 24
horas; posteriormente se transfirieron 700 puL y se
resuspendieron en 700 uL de glicerol, conservando
a temperatura de congelacion. A partir de la muestra
congelada, se tomaron 100 pL, se inocularon
en TSB, e incubados a 37°C durante 24 horas.
1 mL del caldo fue centrifugado a 12,000 rpm/3
min; Posteriormente, se adicionaron 200 pL de
Chelex, resuspendiendo el pellet completamente,
se agité cada tubo empleando un vortex durante

10 segundos; luego se transfirié cada tubo a un bloque de
calentamiento a 100°C durante 10 minutos. Finalmente, cada
tubo fue centrifugado a 12,000 rpm /3 min.

Se realiz6 una PCR multiple para detectar los genes stx/ y
stx2. Se emplearon los pares de cebadores correspondientes
a una concentracion de 25 mM y un coctel comercial 5
PRIME MasterMix (Taq polimerasa, buffer, INTPs y Mg+2).
(Tabla 1). Fueron amplificados los diferentes genes en un
equipo Mastercycler Personal. El ciclo de amplificacion fue
el siguiente: se realizd una desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 5 minutos, seguida de 25 ciclos, cada uno de ellos
compuesto por tres pasos; un primer paso de desnaturalizacion
a 95°C durante 30 segundos, un segundo de hibridacion a
56°C durante 40 segundos y una elongacion a 72°C durante 1
minuto. Finalmente, se realizé un Gltimo paso de elongacion
final a 72°C durante 7 minutos. Se sometieron los productos
de la amplificacion (5 pl) a electroforesis en gel de agarosa
(Bio-Rad) al 1,5 % p/v a 100 V durante 1 h. Se realizo la
visualizacion mediante tinciéon con RedSafeTM, empleando
un transiluminador de luz ultravioleta, documentando con
la aplicacion del Digimage System acoplado a una camara
digital Canon Power Shot G11.

Obtencion de cepas STEC a partir de las muestras:

A partir del caldo TSB correspondiente a cada una de las 100
muestras, se realizaron siembras en SMAC (Agar Sorbitol
MacConkey, Oxoid). E.coli O157 normalmente no fermenta

Tabla 1. Cebadores empleados en la prueba de PCR para la deteccion de genes en muestras y en cepas.

Gen  Cebador Secuencia (5 — 37) Tamafio (pb) Referencia
VTla GAAGAGTCCGTGGGATTACG

stxl 130 (10)
VTI1b AGCGATGCAGCTATTAATAA
SLTII1 CTTCGGTATCCTATTCCCGG

stx2 448 (11)
SLTII2 GGATGCATCTCTGGTCATTG
SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC

eae 881 (12)
SK2 CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG
HlyA-a AGCTGCAAGTGCGGGTCTG

hlyA 569 (13)
HlyA-b TACGGGTTATGCCTGCAAGTTCAC
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el sorbitol, por lo que produce colonias incoloras, mientras
que otras E. coli n0-O157:H7 generalmente si fermentan el
sorbitol, por lo que daran lugar a colonias de color rosa. Se
observaron estas placas tras su incubacion a 37°C durante
24 horas. Se confirmaron las colonias rosas e incoloras
por PCR para la deteccion de stxs, 176 cepas en total. Las
muestras que fueron negativas por PCR a partir del SMAC
fueron inoculadas en el CHROMagarTM STEC; el aspecto
de las colonias STEC en este medio de cultivo es violeta, las
cepas STEC O157 son no fluorescentes y las STEC no-O157
evidencian fluorescencia variable.

Deteccion de genes de virulencia en cepas STEC mediante

PCR:

Las colonias tipicas obtenidas en SMAC y CHROMagar
STEC se sometieron a pruebas de PCR buscando de forma
separada los genes que codifican para las toxinas Shiga (stx/
y stx2), el gen que codifica para la intimina (eae) y el gen
que codifica para la enterohemolisina (4/yA) (Tabla 1). Se
trabajo con las concentraciones de reactivos, equipos para
la amplificacion, ciclo de amplificacion y visualizacion
descritos en las muestras.

Identificacion del serogrupo en cepas STEC:

Las cepas STEC se sometieron a dos pruebas de aglutinacion
con particulas de latex:

*  Dryspot E. coli O157 test (Oxoid): prueba para la
identificacion de E. coli O157.

*  Dryspot E. coli Seroscreen (Oxoid): prueba para la
deteccion de seis serogrupos de E. coli no-O157: 026,
091, 0103, 0111, 0128 y O145.

En ambos casos se utilizaron particulas azules de latex
sensibilizadas con anticuerpos especificos de conejo reactivos
frente al antigeno somadtico correspondiente, siguiendo las
indicaciones del fabricante en cada caso.

Patron de Resistencia-Susceptibilidad antibiotica de las
cepas STEC:

A partir de las cepas STEC aisladas, se tomaron al azar cinco
de ellas con el fin de realizar la prueba de antibiograma
aplicando el método de difusion en agar de acuerdo con los
lineamientos del EUCAST (14).

Los antibidticos ensayados fueron: Ampicilina 10 pg (AMP);
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Estreptomicina 10 pg (S); Cefalotina 30 ug (KF);
Acido Nalidixico 30 pg (NA); Cefotaxima 5 pg
(CTX); Tetraciclina 30 pg (TE); Amoxicilina —
Acido Clavulanico 30 pg (AMC); Trimetoprim -
Sulfametoxazol 25 pg (SXT); Gentamicina 10 pg
(CN); Ciprofloxacina 5 pg (CIP); Cloranfenicol 30
ug (C); Cefoxitina 30 pg (FOX); Cefepima 30 pg
(FEP); Cefaclor 30 pg (CEC); Ticarcilina 75 pg
(TIC); Ceftazidima 30 pg (CAZ); Aztreonam 30 ug
(ATM); Piperaciclina 30 pg (PRL); Cefuroxima 30
pg (CXM); Imipenem 10 pg (IPM).

Resultados:

En la tabla 2, se describen los perfiles de virulencia
detectados en las muestras y en las cepas aisladas
de las mismas. En el 22% de las muestras no se
observaron amplificados para las toxinas buscadas.
Se encontré una importante prevalencia del gen
stx2 en las muestras, a pesar de esto, s6lo a partir
del 13% de las mismas fue posible detectar cepas
stxs positivas (Tabla 3). Adicionalmente, en el
84.6% de estas cepas se detecto el gen que codifica
para la enterohemolisina (klyA). No se revelo la
presencia del eae en las cepas aisladas a partir de
las muestras.

En la figura 1 se muestran los amplificados
obtenidos de las muestras y las cepas aisladas en
este estudio. La deteccion de los genes stx! y stx2
se realizo mediante PCR multiple. Partiendo de 176
cepas sospechosas, se encontr6 una prevalencia de
STEC del 7.4%; 4.55 % de ellas fueron obtenidas
mediante la utilizacion del CHROMagar STEC,
las cuales revelaron el genotipo stx/ +, stx2 +,
hlyA +; en el medio de cultivo Sorbitol MacConkey
se aislaron 2.85% de las cepas, que evidenciaron
la presencia del stx2 o del genotipo stx2 +, hlyA +;
El gen stx/ de forma tnica fue el menos prevalente
tanto en muestras como en cepas.

La figura 2 describe los resultados obtenidos para
la prueba de resistencia-susceptibilidad antibidtica.
Se evidencia que, de acuerdo con los criterios de
interpretacion estipulados por el EUCAST (15)
y CLSI (16), las cinco cepas ensayadas tuvieron
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Tabla 2. Contenido de humedad del aislado proteico de chachafruto.

Numero de muestras

Numero de cepas Numero de cepas

Perfil de Virulencia SMAC (%) CHROMagar (o)
Porcionada Molida Porcionada Molida  Porcionada  Molida
stxl 0 1 0 0 0 0
stx2 6 33 0 2(1.14) 0 0
stxl + stx2 7 31 0 0 0 0
stx2 + hlyA NE? NE* 1(0.57) 2(1.14) 0 0
stxl + stx2 + hlyA NE? NE? 0 0 1(0.57) 7(3.98)
eae NE*? NE? 0 0 0 0

% NE: La presencia de los genes hlyA 'y eae no fue examinada en las muestras.

el mismo patron de resistencia-susceptibilidad
antibiotica, siendo resistentes frente a Cefalotina,
Ampicilina, Amoxicilina — Acido Clavulanico,
Cefuroxima, Ticarcilina y Piperaciclina.

En la tabla 3 se puede apreciar la comparacion

entre las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las
cinco cepas STEC seleccionadas al azar; se evidencia su
uniformidad fenotipica incluso en el patréon de resistencia
antibiotica, todas fueron stx2 positivas, eae negativas y sélo
una fue A/yA negativa.

Tabla 3. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de cepas STEC seleccionadas

CARACTE}USTICAS CARACTERiSTICAS
FENOTIPICAS GENOTIPICAS

cera Aweeo GROT Fewn Feon  RESTENCA L e

agar 0157 Seroscreen
74 Rosa ﬂuzrigizt;te NEG NEG &Qﬁ?&‘?y& NEG POS> POS NEG
8  Rosa ﬂuXriZizteiue NEG NEG gﬁ%};’c‘f‘ﬁfﬁ NEG POS POS NEG
86 Rosa ﬂuzrigiiite NEG NEG Ig(’l\‘;%};’c?y& NEG POS POS NEG
97 Rosa ﬂu})’rigiit;te NEG NEG gﬁ%};’sl}:&}fﬂ NEG POS NEG NEG
98 Rosa ﬂuzrigiizlte NEG NEG E;Q%Eb‘?y& NEG POS POS NEG

I Negativo; 2: Positivo
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Discusion

La alta prevalencia del gen stx2 detectada en este
estudio se relaciona con los resultados obtenidos
en estudios similares realizados en Sur América (6,
17, 18). La importancia clinica de las cepas stx2+
es superior tanto a la de las cepas stx/+ y ala de las
cepas stx] +/stx2+, yaque laprobabilidad de que las
primeras puedan inducir la aparicion del sindrome
SUH es mas alta (19). Se detect6 alta frecuencia
del genotipo stx/+stx2 en las muestras y en las
cepas, lo que puede tener una implicacion sanitaria
adicional debido a que los genes que codifican
las toxinas Shiga se encuentran localizados en el
genoma de bacteriofagos lamboides denominados
fagos-Stx, elementos genéticos altamente moviles
que pueden infectar bacterias comensales del
intestino, haciendo que puedan producir Stxs y por
tanto agravando la enfermedad. Otra caracteristica
importante de los fagos-Stx es su estabilidad en
el ambiente durante largos periodos de tiempo y
pueden como ya se ha dicho, insertarse en bacterias
convirtiéndolas en productoras de toxinas Stxs
(20).

La reducida recuperacion de cepas STEC a partir
de las muestras analizadas puede atribuirse a varias
razones como son: la presencia de un numero muy
pequeno de células STEC en las mismas que no
lograron detectarse en ninguno de los medios de
cultivo ensayados; la mayoritaria presencia de
fagos portando stxs en las muestras de carne y/o a la
existencia de una elevada microbiota acompafiante
que pudo haber inhibido su crecimiento (21).

Se encontrd, en un importante porcentaje de cepas
STEC, el gen que codifica para la enterohemolisina
(hlyA), lo cual, concuerda con los resultados de
otros autores (17, 18, 22). La enterohemolisina es
una o-hemolisina que contribuye al desarrollo de
la enfermedad, favoreciendo la liberacion de hierro
para la realizacion de las reacciones metabolicas
bacterianas; ademas, puede alterar la membrana
de diferentes células del huésped e inducir la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias (2).

El gen eae codifica para la intimina, una proteina
de membrana externa que contribuye en el borrado

de los enterocitos y a la formacion de un pedestal en la
membrana de los mismos, permitiendo la adhesion intima
de la bacteria a la célula (1). La no deteccion de este gen
en las cepas concuerda con otros estudios realizados en
Latinoamérica en cepas STEC no-O157 obtenidas de
muestras de diferentes alimentos y ambientes (6, 17, 18).
El hecho de no detectar la presencia del gen eae en las
cepas no las hace inofensivas para el ser humano, ya que se
han encontrado serotipos productores de stxs que son eae
negativos y han sido implicados en diarrea, SUH y en brotes
de ETAs (21, 23); de hecho, el brote de ETAs més importante
ocurrido en Alemania en el 2011 fue por una cepa STEC eae
negativa que ocasion6 4,321 casos confirmados, 852 casos
de SUH y 54 muertes (23).

Se pudo evidenciar la alta especificidad y selectividad del
medio de cultivo cromogénico para la deteccion de las cepas
STEC. Esta demostrado que el telurito de potasio presente
en el suplemento del Sorbitol MacConkey puede inhibir el
crecimiento de STEC no-O157, razén por la cual resulta
mas conveniente el empleo del CHROMagar, que tiene la
ventaja adicional de permitir diferenciar la presencia de E.
coli O157 de las no-O157 por la no fluorescencia que no
emiten las primeras (24), lo que se comprobd en este trabajo.

Al realizar la prueba de aglutinacion a cada una de las cepas
STEC empleando el Dryspot E. coli O157 y el Dryspot
Seroscreen (Oxoid), ninguna arrojé resultados positivos,
lo que puso en evidencia que no se correspondian a los
serogrupos O157, 026, 091, 0103, O111, O128 ni 0145;
resultados similares fueron obtenidos en cepas STEC
aisladas a partir de muestras de carne molida en Chile (18).

El serogrupo STEC O157 tradicionalmente se ha vinculado
con enfermedades en el ser humano, sin embargo se han
reportado mas de 400 serogrupos STEC que igualmente
producen enfermedad, entre ellos los serogrupos
pertenecientes al grupo referido como “el gran 6” (Ol111,
026, 0121, 0103, 0145 y 045) que son los principales
serogrupos no-O157 aislados de infecciones clinicas
humanas en los EEUU (21). La nula o baja deteccion del
serogrupo O157 se relaciona con otros estudios en diferentes
muestras de alimentos en Colombia y Chile (5, 6, 7, 18).
En Argentina y Brasil, se ha reportado mayor frecuencia
de STEC no-O157 en diferentes muestras de origen bovino
(22, 25). Adicionalmente, Islam et a/ 2014, analizando datos
del 1980-2012, reportan una prevalencia en Latinoamérica
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de E. coli O157 en ganado bovino del 1.65% (26). Estos
resultados sugieren la reducida incidencia de cepas STEC
0157 en alimentos de origen animal en la region. A pesar
de esto, Franco et al 2013, detectaron el serotipo O157:H7
en el 28% en muestras de carne de cerdo provenientes de
Cartagena-Colombia (27).

Las cepas aisladas en este trabajo, revelaron ser homogéneas
fenotipicamente, razon por la cual se seleccionaron al azar
cinco de ellas para la prueba de antibiograma. La resistencia a
la ampicilina detectada se relaciona con la obtenida en cepas
no-0O157 aisladas de humanos (9). De otra parte, cepas ECTS
no O157 aisladas a partir de heces animales evidenciaron
similar resistencia a la cefalotina (8).

Se encontré una alta prevalencia de STEC no-O157 en
muestras de carne cruda de origen bovino comercializadas en
Pamplona-Colombia; las cepas aisladas presentaron, ademas,
el gen que codifica para la enterohemolisina; sin embargo, no
pertenecian a serogrupos identificables. Esto sugiere que en
el medio ambiente de explotaciones ganaderas podrian estar
circulando STEC no conocidos y de los cuales se ignora su
efecto para la salud del ser humano.

La ausencia del serogrupo O157 en las cepas aisladas a
partir de las muestras no asegura la inocuidad de las
mismas, ya que se detectaron STEC portadores de factores
de virulencia implicadas en enfermedad en el hombre,
aunque demostraron resistencia Unicamente frente a
algunos antibioéticos de primera y segunda generacion.

La gran mayoria de las cepas STEC aisladas en América
del Sur a partir de ganado bovino y sus derivados son no
O157 con un perfil de virulencia stx2 + hlyA y son eae
negativas.

Este es el primer reporte de STEC no-O157 que codifican
el gen para la enterohemolisina en alimentos en Colombia.
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