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Introduccion

1. ALIMENTACION DEL LACTANTE.

La nutricidon en el primer afio de vida es sumamente importante ya que debera de satisfacer
todas las necesidades en cuanto al crecimiento y desarrollo de los tejidos y drganos. Por ello, debe de
ser una alimentacion equilibrada, completa y que haga que favorezca la maduracién de todas las
funciones, tanto digestivas como metabdlicas. Numerosos estudios han relacionado una mala nutricidn
en esta etapa de la vida con posteriores enfermedades y patologias de tipo crénico, por lo que este no
es sino otro factor mds a tener en cuenta de la importancia de una correcta alimentacién en este primer

estadio de la vida.

La leche humana es el mejor alimento para el lactante, por las innumerables ventajas que
representa para el nifio por sus caracteristicas inmunoldgicas, psicoafectivas, econdémicas, y
nutricionales, ya que le aporta todos los nutrientes para un correcto desarrollo debido a su compleja
composicion. La recomendacion actual de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es que la lactancia
materna exclusiva tenga una duracion de 6 meses y que se mantenga, si es posible, hasta los 2 afios o

més (OMS, 2001).

1.1. LA LECHE HUMANA: COMPOSICION Y FUNCIONALIDAD.

La alimentacién del lactante pasa por dos periodos, motivados por el grado de madurez
digestiva, renal y del sistema nervioso, asi como por las necesidades para el crecimiento. El periodo de
lactancia exclusiva abarca los 4-6 primeros meses de la vida durante los cuales el Unico alimento que
toma el lactante es la leche humana o de férmula. El periodo de transicion o de alimentacion
complementaria comprende desde los 4-6 meses hasta los 12 meses de edad, y se caracteriza por la

diversificacion alimentaria.

La leche humana es un fluido biolégico especifico de la especie, cuya composicion esta
especificamente adaptada a las caracteristicas digestivas y a las necesidades nutritivas y de crecimiento
del lactante. La leche humana es una solucidn compleja que no solo contiene nutrientes (hidratos de
carbono, proteinas, glébulos grasos en emulsién, minerales y vitaminas), sino que también aporta
enzimas de cardcter digestivo, sustancias bacteriostaticas, factores bifiddgenos, factores de crecimiento
y desarrollo, asi como bacterias y otras sustancias bioactivas que le dan el cardcter de alimento

funcional. Ademas, aporta beneficios inmunoldgicos, psicolégicos e incluso econémicos. Por ello, la
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leche humana debe considerarse el alimento dptimo, Unico e inigualable, y constituir el modelo cuando

se pretenda sustituir por otro producto dietético (férmulas lacteas).

Etapas de la lactancia.

Se entiende por lactancia natural o materna exclusiva el periodo de la vida que comprende los
primeros 4-6 meses, durante el cual el lactante se alimenta uUnica y exclusivamente de leche humana. En
funciéon de la composicion de la leche humana se distinguen varias fases en la lactancia materna

(Nascimento y col. 2003; Garcia-Lépez, 2011; Ballard y col. 2013):

- Calostro. Es la leche que se produce en los primeros 4-6 dias postparto. Tiene menos
concentracién energética y un contenido mas elevado en componentes inmunolégicos tales como
leucocitos, inmunoglobulina A secretora (IgAs) y lactoferrina, asi como oligosacaridos, diversos
minerales, colesterol, acidos grasos esenciales, vitaminas A, E y K y factor de crecimiento intestinal, en
comparacion con la leche madura. Su alto contenido en proteinas y minerales (sodio, cloro y potasio),
asi como su baja concentracion de grasa y lactosa, reflejan las necesidades del recién nacido durante la
primera semana de vida. Sin embargo, lo mds llamativo del calostro es la variedad de macromoléculas
con un papel bioprotector (Neville y col. 2001). Ademas, el calostro facilita la colonizacién intestinal por
géneros bacterianos como Bifidobacterium y Lactobacillus. Por su contenido en motilina, tiene efectos

laxantes que ayudan a la expulsién del meconio.

- Leche de transicion. Esta segunda fase se extiende hasta la segunda semana postparto. Durante
estos dias la composicién cambia con respecto al calostro: disminuye la cantidad de inmunoglobulinas,
proteinas, factores de crecimiento, vitaminas liposolubles y oligosacaridos y aumenta la lactosa, la grasa

y las vitaminas hidrosolubles, hasta alcanzar la composicién de la leche madura.

- Leche madura. En esta ultima fase, que se prolonga hasta el final de la lactancia, la leche es ya
una mezcla de tres fracciones: emulsiéon (gotas de grasa), suspension (micelas de caseina) y solucién
(componentes solubles en agua). Los componentes nutricionales de esta leche madura dependen de

vrios factores como pueden ser el estado nutricional de la madre, la edad, la fase de lactancia, la hora
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del dia, la ingesta proteica, nimero de partos e instauracién de la menstruacién, entre otros factores

maternos (Rodriguez-Palmero y col. 1999; Ballard y col. 2013).

Composicion nutricional de la leche humana.

Para el analisis de sus macro y microcomponentes hay que tener en cuenta que la leche humana
es un alimento en continua evolucién, ya que su composicion varia con la fase de la lactancia. Ademas,
depende de factores individuales de la madre lactante, como se ha referenciado en el apartado anterior.
Por esta razén nos referiremos a lo que se conoce como “composicion media de la leche humana”, que

es la que se utiliza como referencia para la elaboracién de las formulas lacteas para lactantes (tabla 1-1).

1.1.1. Proteinas.

El contenido total de proteinas de la leche humana es el mas bajo de todos los mamiferos (0,8-
1,2%), debido al crecimiento relativamente lento del nifio. Su concentracion no se afecta por la dieta
materna, pero se incrementa con el peso para la talla de la madre y desciende en las mujeres que
producen altas cantidades de leche (Ballard y col. 2013). El tipo de proteinas que contiene la leche
humana la hacen Unica para la especie humana, ya que son de mejor biodisponibilidad gracias a la

presencia de enzimas proteoliticas importantes para el desarrollo neonatal (Lawrence y col. 2007).

La relacidn entre caseinas y proteinas del suero influye en los beneficios de la leche humana.

Las proteinas mayoritarias de la leche humana se dividen en caseina y proteinas del suero (Lépez
Alvarez, 2007). La relacién caseina/proteinas del suero difiere de unas madres a otras, pero en general
se acepta que en los primeros 10 dias posparto la leche humana tiene una relacion caseina/proteinas del
suero de 10/90; cambia a 40/60 hasta los ocho meses y se mantiene en 50/50 hasta el fin de la lactancia.
Esta proporcidn caseina/proteinas del suero es muy diferente del valor 80/20 que presenta la leche de
vaca; esta menor proporcién de caseina presente en la leche humana facilita la digestién y reduce el
tiempo de vaciado gastrico, probablemente debido a la mayor digestibilidad de las proteinas séricas

(Akré, 1994; Lonnerda,l 2003a).
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Tabla 1-1. Principales componentes de la leche humana.

Leche humana
Hidratos de Carbono 6-7 g/100 ml
Lactosa
Lactooligosacaridos
Proteinas y nitrogeno 0,9-1,1 g/100 ml
Predominan proteinas del suero
Proteinas de defensa
Nitrégeno no proteico
Grasas 4,2 g/100 ml
Alto contenido en colesterol y
en acidos oleico, a-linolénico,
linoleico, docosahexanoico y
araquiddnico
Minerales 0,2 g/100ml
Calcio/fésforo = 2/1
Alta biodisponibilidad del hierro
Minerales
Azufre (mg) 14
Calcio (mg) 34
Cinc (mg) 0,3
Cloro (mEq) 1,1
Cobalto (ug) 1,4
Cobre (ug) 39
Fosforo (mg) 14
Hierro (ug) 76
Magnesio (mg) 2,8
Manganeso (ug) 4,1
Potasio (mEq) 1,3
Sodio (mEq) 0,7
Yodo (ug) 7
Vitaminas
A (1) 55
Acido félico (ug) 5,2
B12 (pg) 0,05
Bs (1g) 13
Biotina (ug) 0,58
C(mg) 44
B-caroteno (mg) 24
D (ug) 0,1
E (ug) 350
K (ug) 0,2
Niacina (ug) 230
Riboflavina (ug) 35
Tiamina (ug) 15

Los valores de los nutrientes corresponden a unidades/100 ml (Tomado de Maldonado Lozano y col. 2010).
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La a-lactoalbumina es la proteina del suero mas abundante (37%) y su importancia estriba en
gue actla como cofactor en la biosintesis de lactosa (Garcia-Lopez, 2011). Tiene baja alergenicidad
debido a un peso molecular de 14.500 Da, mucho menor si se compara con la B-lactoglobulina que llega
a pesar 36.000 Da y esta presente en la leche entera de vaca y, por tanto, en las preparados lacteos para
la alimentacion de los lactantes (Lonnerdal y col. 2003a; Lénnerdal, 2003b). Durante la digestion de la a-
lactoalbuimina se liberan diversos péptidos con funcién bioactiva que favorecen la absorcién de hierroy
cinc, estimulan la actividad fagocitaria de los macrdéfagos, actian como prebidticos estimulando el
crecimiento de las bifidobacterias y tienen efectos antibacterianos frente a E. coli, K. pneumoniae, S.
aureus, S epidermidis, Sterptococci y Candida albicans. La accion combinada como prebidticos y como
inhibidores de microorganismos patégenos, puede dar lugar a un microbioma que puede afectar a la

funcién inmune (Lénnerdal, 2014).

La caseina, contribuye al transporte de calcio, fosforo y aminodacidos para fines estructurales a
nivel celular (Lépez Alvarez 2007). En la leche humana sélo hay dos de las tres subunidades que existen:
la B-caseina que se une con la k-caseina y con los iones de fésforo para formar micelas de pequefio
tamafo (30-75 nm) que, comparado con los 600 nm que mide la a-caseina de la leche de vaca, son

mejor digeridas en el intestino del bebé (Lonnerdal, 2003a; Lépez Alvarez, 2007)

La composicion de aminodcidos de la leche humana estd adecuada a las necesidades del recién nacido.

Entre los compuestos nitrogenados de la leche se encuentran los aminodacidos. La leche humana
se caracteriza por una baja concentracion de fenilalanina y tirosina, aminoacidos aromaticos que son
dificilmente metabolizados por el lactante y que a altas concentraciones plasmadticas pueden ser
perjudiciales. Otra importante caracteristica es la presencia de taurina, que estd ausente en la leche de
vaca, y que favorece la digestion de las grasas y el desarrollo del sistema nervioso central (SNC); es

crucial para el desarrollo de la retina y para la estabilidad de las membranas celulares (Lawrence, 1994).

Ademas, la relacion cisteina/metionina de la leche humana estad préxima a 1, valor siete veces
superior al de la leche de vaca (Lawrence, 1994). La transformacion de metionina en cisteina estd
comprometida en el recién nacido debido a la baja actividad del enzima cistationasa. De ahi que la
mayor proporcion de cisteina sea beneficiosa para el nifio. La leche humana contiene carnitina, que el

recién nacido no puede sintetizar pero que es vital durante las primeras etapas del desarrollo para la
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oxidacion de los acidos grasos de cadena larga (Lawrence, 1994), y el acido glutamico, la cistina y la

glutamina que actuan como neuromoduladores y neurotransmisores.

La leche humana contiene péptidos con actividad bioldgica.

Como consecuencia de la digestion de las proteinas, aparte de aminoacidos libres, se liberan

péptidos que, ademas de su valor nutricional, tienen una importante actividad biolégica (Lonnerdal,

2010). Estos péptidos bioactivos pueden atravesar el epitelio intestinal y asi llegar, a través de la

circulacidn sistémica, a los tejidos periféricos en donde pueden ejercer su efecto. En los Ultimos afios se

han aislado diferentes péptidos de la leche humana, y también de la leche de vaca, que participan en la

regulacion de diferentes funciones fisioldgicas (tabla 1-2):

Tabla 1-2. Principales péptidos bioactivos obtenidos por hidrélisis de las proteinas de leche humana y de vaca.

Proteina Péptidos bioactivos z:ﬁ:n C Bioactividad descrita
a-casomorfina Vaca Opiacea
Caseina a Caseina-a-exorfina Vaca Opiacea
Casokinina Vaca Antihipertensiva
B-casomorfina Humana/Vaca Opiacea
Casokinina Vaca L::;:;:Sgwadora/antl
Caseina B Caseinfosfopéptido Humana/Vaca Biodisponibilidad mineral
Motricidad
Caseinmacropéptido Vaca gastrointestinal y
Liberacion de hormonas
Caseina k Casoxina Humana Antagonista opidceo
Casoplatelinas Humana Antitrombdtica
a-lactoalbimina Fragmentos 50-53 Humana/Vaca Opidcea
B-lactoglobulina B-lactorfinas Vaca Opidcea/antihipertensiva
Lactoferrina Lactoferrinosa Humana/Vaca Antagonista opidcea
Lactotransferrina Humana/Vaca Antagonista opidceo

Adaptado de Bard y col. 2001.
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- Péptidos con efecto sobre el sistema digestivo. Se han aislado péptidos con actividad opiacea,
gue se unen a receptores en el lumen intestinal y actian como moduladores exégenos de la motilidad
gastrointestinal, de la permeabilidad intestinal y de la liberacion de hormonas intestinales. Entre ellos,
los llamados a y B casomorfinas capaces de reducir la motilidad intestinal, por lo que se estudia su

posible papel beneficioso en el tratamiento de la diarrea (Bard y col. 2001; Ballard y col. 2013).

- Péptidos con efectos inmunomoduladores y antimicrobianos. Este otro grupo ejerce un papel
protector sobre el organismo, ya sea potenciando el sistema inmune o ejerciendo una actividad

antimicrobiana (Baré y col. 2001; Lénnerdal, 2014).

- Péptidos con efectos sobre el sistema cardiovascular. Los principales efectos descritos en este
campo son la actividad antihipertensiva (casokinina que inhibe de la enzima de conversién de la
angiotensina) (Schlimme y col. 1995), y la actividad antitrombdtica (casoplatelinas que inhiben la

agregacion plaquetaria) (Jolles y col. 1986).

Agentes antimicrobianos, antiinflamatorios e inmunomoduladores.

Constituyen uno de los aspectos mas singulares de la leche humana. Se pueden distinguir
componentes proteicos como lactoferrina, proteina fijadora de la vitamina Biy, proteina fijadora del
acido félico, lisozima, lactoperoxidasa, fibronectina, inmunoglobulinas (principalmente IgAs), factores
del complemento (C3, C4), interferén y mucinas, asi como otros compuestos no proteicos como

oligosacaridos, gangliésidos y factores de resistencia especifica antiestafilocdcicos.

La lisozima es un potente agente antiinfeccioso y su actividad parece incrementarse a lo largo de
la lactancia. El efecto antimicrobiano de la lisozima se ejerce gracias a su capacidad de destruir los
peptidoglucanos de la pared bacteriana (Lonnerdal, 2003a). Actuan como antiinflamatorios diferentes
compuestos antioxidantes, lactoferrina, factores de crecimiento epitelial (factor de crecimiento
epidérmico [EGF], factor de crecimiento transformante beta [TGF-B]), poliaminas, inhibidores de
proteasas (como la aj-antiquimotripsina y aj-antitripsina), citoquinas y prostaglandinas. Actian como
agentes inmunomoduladores las citoquinas (principalmente el factor de necrosis tumoral alfa [TNF-a] e

interleuquinas como IL-1B, IL-6, IL-10, interferén gamma [IFN-y]) y nucleétidos.
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La lactoferrina es uno de los componentes proteicos mds importantes de la leche humana.

La lactoferrina es una proteina altamente insaturada, quelante del hierro, que se encuentra en
la leche humana en cantidades entre 1y 2 g/l (Steijns y col. 2000) y constituye aproximadamente el 15-
20% de la fraccidn proteica (27% de las proteinas del suero). Su actividad bioldgica reside en que es
capaz de unirse a dos atomos de hierro férrico y posee la capacidad de resistir a la accién de las enzimas
proteoliticas, especialmente en su forma saturada de hierro. Se ha demostrado que parte de la
lactoferrina de la leche humana no es digerida y llega intacta al intestino, detectdndose en cantidades
apreciables en las heces de los lactantes alimentados con lactancia materna (Brines y col. 1983;
Davidson y col. 1987), incluso en su orina, lo que prueba que no solo resiste la digestidn sino que puede
ser absorbida y excretada intacta (Hutchens y col. 1991). Estudios experimentales han puesto de
manifiesto que la lactoferrina tiene actividad antibacteriana, antiviral, antioxidante, antiinflamatoria y

de inmunomodaulacién, y posee la capacidad de fijar hierro y otros iones metalicos (Lonnerdal, 2009a).

Debido a que una parte significativa del hierro de la leche humana va unida a la lactoferrina
(Lonnerdal 2009a), se ha formulado la hipdtesis de que esta proteina podria favorecer la absorcion de
hierro en los nifos alimentados al pecho y contribuir a mantener una concentracién sérica de hierro
superior a la de aquellos lactantes alimentados con lactancia artificial. De hecho, los nifios alimentados
con leche humana, que contiene 0,2- 0,4 mg/| de hierro, presentan una concentracion sérica de hierro a
los seis meses de edad mayor que la de los alimentados con preparados para lactantes, a pesar de que

estos preparados contenian mayor cantidad de hierro (0,7 mg/l) (Franson y col. 1980).

Las actividades antimicrobiana y antiviral de la lactoferrina junto con su capacidad de promover
el crecimiento en el intestino de especies bacterianas beneficiosas, podrian estar implicadas en la mayor
resistencia frente a infecciones gastrointestinales de los niflos amamantados (Farnaud y col. 2003;
Lonnerdal, 2010). Existen estudios que han demostrado que la lactoferrina promueve el crecimiento de

lactobacilos y bifidobacterias (Kim y col. 2004).

Ha sido ampliamente estudiado el papel de la lactoferrina como factor de defensa frente a
microorganismos patogenos. En el intestino, la lactoferrina intacta puede tener efectos bacteriostaticos
e inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos (Vogel, 2012). No estd claro el mecanismo, pero

podria deberse a su capacidad de secuestrar hierro e impedir la captacion del mismo por las bacterias,
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inhibiendo su multiplicacién y dificultando la expresidon de factores de virulencia (Orsi, 2004; Reyes-
Reyes y col. 2005), o bien a la produccion de alteraciones en la membrana bacteriana, perdiéndose la
integridad de la misma (Nadiu y col. 1997; Farnaud y col. 2003; Vogel, 2012). Incluso se ha postulado
que la lactoferrina podria estimular la fagocitosis de monocitos y macréfagos. Por otra parte, es de gran
interés la posible accién antiviral de la lactoferrina, que podria deberse a su capacidad de inhibir el
proceso de adsorcion de la particula viral por parte de la célula. Esta actividad ha sido demostrada in

vitro con Herpes simplex (Marcheti, 1998; Jenssen, 2005).

Hormonas y factores de crecimiento presentes en la leche humana.

Tanto el calostro como la leche madura contienen hormonas y factores de crecimiento que
ejercen efectos sobre el intestino, el sistema vascular, el sistema nervioso y el sistema endocrino (Bard y
col. 2001; Ballard y col. 2013). Estos compuestos pueden llegar al epitelio intestinal y atravesarlo gracias

a la menor actividad proteolitica y mayor permeabilidad intestinal del recién nacido (tabla 1-3).

Tabla 1-3. Hormonas y factores de crecimiento mas importantes de la leche humana.

Hormona/Factor de crecimiento Péptidos bioactivos

- i Regulaciéon del desarrollo hepatico e
Factor de Crecimiento epidérmico & P

intestinal
EGF L .
(EGF) Translocacion bacteriana
Factor a transformador del crecimiento Continuidad y normal funcionamiento
(TGF-a) del epitelio intestinal

Diferenciacion del epitelio intestinal

Factor B transformador del crecimiento

(TGF-B) Carcinogénesis

Produccidn de IgA

Induccidn de tolerancia oral

Factores de crecimiento insulinico | y Il . ., . L
Proliferacion y diferenciacién celular

(IGF-1y IGF-11)

Hormona de crecimiento . . . .

(GH) Desarrollo y funcionamiento intestinal
Incremento de la produccion de IgA

Neuropéptidos Estimulacion de células T

Produccion de IL-12 por macréfagos

Adaptado de Bard y col. 2001.
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El factor de crecimiento epidérmico es fundamental para la maduracién y la salud y/o curacidn
de la mucosa intestinal. Estimula al enterocito para incrementar la sintesis de ADN, la divisién celular, la
absorcién de agua y glucosa y la sintesis proteica (Ballard y col. 2013) y desempefia mecanismos

protectores para el intestino del lactante (Khailova y col. 2009).

La inmadurez del intestino del recién nacido se extiende al sistema nervioso enteral, el cual
necesita del factores neurotroficos (factores de crecimiento neuronal) para su desarrollo (Rodrigues y
col. 2011). Estos factores se han detectado en la leche humana 90 dias después del nacimiento (Li y col.

2011; Fichter y col. 2011).

Los factores de crecimiento insulinico (IGF-I, IGF-ll, proteinas de unién IGF y proteasas
especificas IGF), se encuentran en la leche humana; su concentracién es mayor en el calostro y
desciende a lo largo del periodo de lactancia (Ballard y col. 2013). En experimentacién animal se ha
comprobado que estos factores pueden estimular el crecimiento tisular, atenuar la atrofia intestinal y
pueden influir en la supervivencia de los enterocitos tras producirse lesidn intestinal por estrés

oxidativo.

El factor de crecimiento del endotelio vascular y sus antagonistas regulan primariamente la
angiogénesis. La concentracién de este factor es muy alta en el calostro (Loui y col. 2012). En la
retinopatia del prematuro, en donde se produce una disregulacién en la vascularizacién de la retina, la

leche humana puede ayudar a reducir el dafio por la accidn de este factor.

La eritropoyetina puede ayudar a prevenir la anemia del prematuro (Soubasi V y col. 1995),
aunque los resultados son confusos (Carbonell-Estyrany y col. 2005). En ratas si se ha comprobado que
la administracion conjunta de hierro y eritropoyetina incrementa los valores de hemoglobina vy
hematocrito (Kling y col. 2008). Ademas, la eritropoyetina es un importante factor tréfico de la unién de

las células epiteliales del intestino, mejorando la funcién de la barrera intestinal (Shiou y col. 2011).
La osteopontina se encuentra en la leche humana en cantidades relativamente elevadas (Sodek

y col. 2000). Esta proteina estd implicada en diversos procesos fisiologicos, tales como la activacién del

sistema inmunolégico, cura de heridas, angiogénesis y remodelamiento éseo (Lonnerdal, 2014).
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Hormonas como calcitonina, somastotatina, adiponectina, leptina, resistina y grelina, estan
presentes en la leche humana (Ballard y col. 2013). La adiponectina, que se encuentra en grandes
cantidades, puede atravesar la barrera intestinal del lactante y puede modificar su metabolismo
(Newburg y col. 2010). La concentracién de adiponectina en la leche se correlaciona inversamente con el
peso y el indice de masa corporal de los lactantes alimentados exclusivamente al pecho, por lo que se
ha propuesto que la adiponectina de la leche humana puede contribuir a reducir la incidencia de

sobrepeso y obesidad en edades posteriores de la vida (Newburg y col. 2010; Woo y col. 2012).

1.1.2. Nucleétidos.

Los nucledtidos son una serie de compuestos derivados de los anillos de la purina o de la
pirimidina, que intervienen en muchos procesos bioldgicos y han sido propuestos como nutrientes
condicionalmente esenciales en el lactante. Aunque los nucleétidos pueden ser sintetizados
enddogenamente, pueden llegar a ser semiesenciales en determinadas situaciones en las que esta
sintesis es insuficiente para cubrir las necesidades, como ocurre en la etapa de crecimiento rapido del
recién nacido. (Gil Hernandez y col. 2010; Yu, 2002). Los nucledtidos constituyen alrededor del 20% del
nitrogeno no proteico de la leche humana, y se estima que el total de ribonucledtidos potencialmente

disponibles en la leche es de unos 70 mg/| (Gil Hernandez y col. 2010).

Los nucledtidos y sus metabolitos desempefian un papel clave en numerosos procesos
bioquimicos vy fisiolégicos, tales como procesos de transferencia de energia o la sintesis de dacidos
nucleicos, proteinas y carbohidratos, la del metabolismo de las lipoproteinas y de los acidos grasos
poliinsaturados, la proliferacién y la diferenciacién de los enterocitos, la modificacidon de la microbiota
intestinal y la estimulacidn y la modulacién del sistema inmunitario (Gil y col. 1996; Sdnchez-Pozo y col.
1998; Sanchez-Pozo y col. 2002; Gil Hernandez y col. 2010; Rueda Cabrera y col. 2010). Los diferentes

efectos de los nucledtidos (figura 1-1) se podrian resumir en los siguientes apartados:

- Modulacién de la respuesta inmunoldgica. En los lactantes, la presencia de nucleédtidos en la
dieta parece inducir un aumento de la actividad Natural Killler (NK) y de la produccion de IL-2 (Carver,
1996) e influir sobre la maduracion, activacion y proliferacion de los linfocitos, la estimulacion de la

funcién fagociticas de los macrofagos, y sobre la modulacion de las respuestas de hipersensibilidad
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retardada a injertos y tumores y a la infeccién, y modulacién de la producciéon de inmunoglobulinas

(Martinez-Augustin y col. 1997; Lama More y col. 1998; Navarro y col. 1999; Rueda Cabrera y col. 2010).

- Tracto gastrointestinal. Los nucledtidos parecen favorecer el desarrollo normal del epitelio
intestinal. Asi, experimentos in vivo muestran un aumento de la altura de las criptas y una mayor
actividad disacaridasa en ratas destetadas que recibieron una dieta suplementada en nucledtidos (Uauy

y col. 1990).

- Funcidon hepatica. La administraciéon exdgena de nucledtidos parece mejorar la funcidn
hepatica y la capacidad de regeneracién del higado en modelos animales de experimentacion (Carver,
1996), siendo esta funcidn especialmente importante cuando, por la existencia de enfermedad o lesidn

hepatica, la capacidad del higado para sintetizar nucleétidos estuviese disminuida.

- Metabolismo lipidico. Los nucledtidos inducen un aumento de las concentraciones plasmaticas
y eritrocitarias de AGPI-LC en recién nacidos, y en los lactantes alimentados con fdérmulas
suplementadas con nucleétidos se ha observado unos niveles plasmaticos de HDLc semejantes a los de
los lactantes alimentados al pecho (Gil y col. 1996), que inducian un aumento de la apolipopotreina A-IV

y de la actividad de la enzima lecitin colesterol acil transferasa (Sanchez-Pozo y col. 1995).

FUNCIONES

( BIOLOGICAS
DE LOS )

\NUCLEC’)TIDOS

Figura 1.1. Funciones bioldgicas de los nucledtidos.
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1.1.3. Hidratos de Carbono.

La lactosa: una importante fuente de energia de la leche humana.

La leche humana contiene una fraccién de hidratos de carbono del 7%, de la cual la lactosa es el
componente mayoritario (6,3 g/dl). En el calostro y durante los primeros estadios de la lactancia la
concentracion de lactosa es relativamente baja, pero rapidamente se incrementa la concentracidon que

permanece estable a lo largo de todo el periodo que dura la lactancia (Stam y col. 2013).

La lactosa es un componente con una importante funcidon energética ya que, junto con la grasa,
aporta la mayor parte de la energia proporcionada por la leche humana. Este disacarido es metabolizado
por la lactasa dando lugar a glucosa y a galactosa; este Ultimo es un monosacarido crucial para el
desarrollo cerebral del recién nacido, ya que es fundamental para la formacién de cerebrdsidos en el
sistema nervioso central (Garcia-Lopez, 2011). De hecho, la mayor concentracién de lactosa en la leche
humana en comparacion con la leche de otros mamiferos, podria estar relacionada con el mayor
desarrollo cerebral del hombre (Riordan y col. 2009). Ademas, la lactosa facilita la absorcién del calcio y
favorece el desarrollo de una microbiota intestinal protectora (bifidobacterias y lactobacilos) frente a

bacterias patégenas e impide el crecimiento de microorganismos patdgenos.

Los oligosacdridos: importantes compuestos bioactivos.

Los oligosacdridos constituyen el tercer componente mayoritario de la leche humana tras la
lactosa y la grasa, con una concentracién que oscila entre 1,2 y 1,3 g/100 ml (Moreno Villares, 2008) que
representa el 10% del total de nutrientes. Esta es una de las principales diferencias de la leche humana
frente a la de otros mamiferos, como por ejemplo la leche de vaca que sélo contiene trazas de
oligosacaridos (Martinez-Férez, 2004) (figura 1-2). Los oligosacéridos de la leche humana presentan una
gran variabilidad, habiéndose descrito mas de 200 estructuras diferentes (Garrido y col. 2011),
estructuras que se pueden dividir en dos grandes categorias: oligosacdridos neutros y oligosacaridos
ciclicos (Nakhla y col. 1999). Los oligosacaridos neutros representan el 70% del total e incluyen isémeros
de lacto-N-tetraosa, lacto-N-neotetraosa, lacto-N-hexaosa, monofucosil-lacto-N-hexaosa y difucosil-
lacto-N-hexaosa (Garrido y col. 2011). Los oligosacaridos acidos, que contienen acido siadlico o grupos
sulfato, estan presentes en la leche humana en cantidades relativamente bajas y consisten

principalmente en acido 5-N-acetil-neuraminico (Thurl y col. 2010).

15



Introduccion

Los oligosacdridos de la leche humana son resistentes a la hidrélisis enzimatica del tracto
gastrointestinal (Engferi y col. 2000) y existen estudios que demuestran que estos compuestos podrian

atravesar el epitelio intestinal, pasando intactos a la circulacién sistémica (Gnoth y col. 2001).
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Figura 1-2. Perfil de oligosacaridos por HPAEC-PAD de las leches humana (A), ovina (B), bovina, (C) y caprina (D).
(Martinez-Férez A, 2004).

Los oligosacaridos no digeridos llegan al colon, donde pueden ejercer diversas funciones:
compiten con los receptores de membrana con las bacterias y virus patégenos en el epitelio intestinal,
acidifican el medio a partir de su fermentacién por las bacterias del colon, inhibiendo el crecimiento de
bacteroides, clostridios y coliformes y promoviendo el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias (Cilla
Ay col. 2012) y estimulan el sistema inmunitario del lactante. Por ello, los oligosacéridos han cobrado un
gran interés en los Ultimos afios, debido a su papel como prebidticos, que al no ser digeridos son

utilizados como sustratos por las bacterias intestinales (Mc Veagh y col. 1997).
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Cada vez hay mas evidencia de que los oligosacaridos de la leche humana actian directamente
sobre el sistema inmune, la mayoria probablemente a través de los receptores especificos en las células
inmunes (Bode y col. 2004; Eiwegger y col. 2004; Eiwegger y col. 2010). Se ha demostrado in vitro que
los oligosacaridos de la leche humana pueden interferir en el reclutamiento de leucocitos en los sitios de
inflamacién y que pueden inhibir las interacciones célula-célula de los linfocitos a través de las selectinas
(Eiwegger y col. 2010), asi como que son capaces de unirse especificamente al receptor de lectina DC-
SIGN (Naarding y col. 2005). El receptor DC-SIGN interactta con una variedad de patégenos, incluyendo
el VIH-1, y la unién de los oligosacaridos con este receptor inhibid la transferencia del VIH-1 a los
linfocitos TCD4+. Estos datos sugieren que los oligosacdridos actian sistémicamente y modulan con ello
la respuesta del sistema inmunoldgico de una manera independiente de la microbiota. También es de
gran interés el posible papel de los oligosacdridos como receptores de patdgenos al presentar una
similitud estructural con los hidratos de carbono de la superficie de las células intestinales (tabla 1-4),
constituyendo un mecanismo de defensa adicional para el recién nacido, cuyo sistema inmunolégico no

es todavia maduro (Coppay col. 1993).

Tabla 1-4. Oligosacaridos de la leche humana como receptores de microorganismos.

Receptores ‘ Microorganismo
Glicoproteinas conteniendo manosa Escherichia coli ( fimbria tipo 1)
Oligosacaridos fucosilados E. coli ( enteretoxina termoestable)
Tetra y pentasacdridos E. coli
Sialil a (2-3) lactosa y glicoproteinas E. coli ( fimbria si)
Sialil a (2-3) galactdsidos y mucinas E. coli ( fimbria si)
Oligosacaridos neutros Streptococcus pneumoniae
Epitopos Fuc a (1-2) Gal Candida albicans
Gal B (1-4) GIcNAc o Gal B(1-3) GIcNAc Pseudomonas aeruginosa
Sialil lactosa Helicobacter pylori
Sialil lactosa Streptococcus sanguis
Sialil lactosa y glicoproteinas Helicobacter pylori
Glicoproteinas sializadas a (2-3) Mycoplasma pneumoniae
Poli-N- acetil-lactosaminas Mycoplasma pneumoniae
o (2-3) poli-Nacetil-lactosaminoglicanos Streptococcus suis
Sialil a (2-3) lactosa Virus influenza A
Sialil a (2-3) lactosa Virus influenza B
9-0 NeuAc a (2-3) R Virus influenza C

Adaptado de Kunz y col. 1993.
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El desarrollo y estimulacidn del sistema inmunitario del lactante también estd afectado por los
oligosacaridos de la leche humana, y se ha comunicado que existe una correlacidon directa con las
selectinas, las integrinas y otros receptores, que afecta a las interacciones entre los leucocitos y las
células endoteliales (Jeong y col. 2012). La fermentacion de los prebidticos por las bacterias del intestino
genera acidos grasos de cadena corta, que tienen un efecto antiinflamatorio directo y promueven la
integridad de la barrera intestinal a través de sus efectos sobre la proliferacion y la diferenciacion de las

células de la mucosa intestinal (Wong y col. 2006; Malowski y col. 2009).

1.1.4. Grasas.

La fraccion lipidica supone el 3,5-4,5% de la leche humana, es su principal componente
energético y es el componente mas variable, ya que depende en gran medida de la dieta consumida por
la madre y del tiempo de lactancia. Las células alveolares de la mama producen glébulos grasos que
contienen predominantemen triglicéridos y pequefias cantidades de monoglicéridos, diglicéridos, y
acidos grasos no esterificados, rodeados por una membrana grasa con colesterol esterificado,
fosfolipidos, polipéptidos glicosilados, filamentos, mucinas, lactaderina y otros componentes (tabla 1-5).
Estos lipidos intervienen en la modulacién de la funcién gastrointestinal, en el metabolismo de las
lipoproteinas y en la composicidn y funcién de las membranas celulares entre otras funciones, que

afectan de forma importante al crecimiento, el desarrollo y la salud del lactante.

Tabla 1-5. Composicién lipidica de la leche humana.

Media mg/100 g

Lipidos totales %

(minimo-maximo)

Triglicéridos 98.1-98.8

Diglicéridos 0.01-0.7

Monoglicéridos Trazas

Acidos grasos no esterificados 0.08-0.4

Fosfolipidos 0.26-0.8 23.8(10.4-38.4)
Fosfatidilinositol 11(0.9-2.3)
Fosfatidilserina 1.4(1-1.9)

Fosfatidiletanolamina 6.8 (1.98-11.8)

Fosfatidilcolina 6.0 (1.98-9.6)

Esfingomielina 8.5(2.7-14.6)

Colesterol 0.25-0.34

Tomado de Delplanque y col. 2015.
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La leche humana tiene un alto contenido en colesterol.

La leche humana contiene 90-150 mg/| de colesterol (Delplanque y col. 2015). El colesterol es
necesario para el desarrollo cerebral del recién nacido, ya que es una grasa que se requiere en la
proliferacidon de las neuronas y en la mielinizacion de las células gliales (Akré y col. 1994; Lawrence y col.
2007). Ademas, favorece la constitucidn y especializacion de enzimas como la hidroximetil-glutaril- CoA-
reductasa hepatica y la 7a-hidroxilasa biliar, asi como los receptores de lipoproteinas (Demmers y col.
2005), lo que durante la infancia se traduce en concentraciones séricas elevadas de colesterol total y
lipoproteinas de baja densidad (LDL) que podrian influir sobre la diferenciacion, proliferacion vy
distribucién de adipocitos en la vida adulta (Fall y col. 1992; Hanosh y col. 1988; Owen y col. 2002). Los
lactantes alimentados al pecho muestran una sintesis de colesterol 3 veces mds baja que los lactantes
alimentados con férmula lactea (Wong y col. 1993), lo que podria sugerir que la ingesta de colesterol,
junto con otros factores, puede modular el metabolismo del colesterol en los lactantes; estos efectos
parecen desaparecer a partir de los 18 meses de edad (Bayley y col. 2002; Demmers y col. 2005). Se ha
sugerido que esta mayor concentracién sanguinea de colesterol podria constituir un factor de

proteccion contra la enfermedad coronaria ateroesclerosa (Rich-Edwards y col. 2004; Owen vy col. 2008).

La estructura de los triglicéridos de la leche humana favorece la absorcion de la grasa por el lactante.

Los triglicéridos constituyen el 98% de la grasa de la leche humana. Hay estudios que indican
gue a pesar de la reducida actividad de la lipasa pancreatica durante las primeras semanas de vida, la
reaccion limitante de la digestion de la grasa no es la hidrdlisis de los triglicéridos, sino la solubilizacidn
de los acidos grasos saturados de larga cadena (Watkins, 1975). La digestién y la absorcidon de los
triglicéridos son mejores cuando los acidos grasos saturados de larga cadena, principalmente el acido
palmitico (16:0), se encuentran en la posicién interna (sn-2) del triglicérido (Innis, 2011). Esto se debe a
que las lipasas hidrolizan principalmente las posiciones externas y el acido graso de la posicién sn-2 se
absorbe como 2-monoglicérido y no como acido graso libre. Esta es la principal razén por la que la grasa
de la leche humana se absorbe mejor que la procedente de la leche de vaca. En la leche humana, el 75%
del acido palmitico se encuentra en la posicidn sn-2 del triglicérido (figura 1-3, figura 1-4), mientras que
en la leche de vaca el acido palmitico se encuentra distribuido al azar en las tres posiciones (Dotson y

col. 1992; Lopez-Lopez y col. 2002; Abrahamse y col. 2012).
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triglyceride

Figura 1-3. Esquema de la estructura del triglicérido. R, acido graso; R1, R2, y R3 indican los acidos grasos en las

posiciones sn-1, sn -2 y s-3, respectivamente. (Tomado de Innis, 2011).

7,25% T742% 8,82% 10,56% 14,29% 17,56%
O—118:2| |12:0| |18:0||18:2| |16:0| |12:0

O—116:0| |18:0| |18:0||18:2| |16:0| |16:0

*H—112:1| |18:1] | 18:1| |16:0| [18:1| [16:0

Figura 1-4: Triglicéridos mas frecuentes en la leche materna (% respecto al total). (Adaptado de Dotson y col.

1992).

La leche humana como fuente de dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL).

La leche humana aporta acidos grasos de cadena larga (AGPI-CL) cuyos precursores son el acido
a-linolénico (ALA, 18:3n-3) y el acido linoleico (LA, 18:2n-6). Estos acidos grasos, conocidos como acidos
grasos esenciales ya que no pueden ser sintetizados de novo por el ser humano y deben provenir de la
dieta, se convierten en AGPI-CL, tales como el acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3), vital en el
desarrollo estructural y funcional de los sistemas visual-sensorial, perceptual y cognitivo del lactante

(Hamosh y col. 1998), y el acido araquiddnico (AA; 20:4n-6), atil como sustrato para la sintesis de

20



Introduccion

eicosanoides como las prostaglandinas, los leucotrienos y los tromboxanos, que modulan las respuestas
inflamatoria e inmune al activar la proliferacién de linfocitos y células NK, y la produccién de citoquinas
y de IgE en las células inflamatorias (Calder, 2003). En el curso de la lactacion, el contenido de AGPI-CL
en la leche humana varia de forma significativa: LA y ALA aumentan un 8% y 38%, respectivamente,

mientras que AA y DHA descienden un 32% y 52%, respectivamente (Delplanque y col. 2015).

Los acidos grasos de la leche humana se derivan de la sintesis enddgena en la glandula mamaria
y de la absorcidn desde el plasma materno; ambos procesos se ven influidos por la nutricion materna
(Innis, 2013). La diferente ingesta de alimentos marinos explica perfectamente el contenido en AA y
DHA de la leche humana (Brenna y col. 2009), ya que una minima parte de los AGPI-CL derivan de la
sintesis enddgena, la cual depende a su vez de los polimorfismos genéticos de las desaturasas de los
acidos grasos (Lattka y col. 2011). La leche de las mujeres lactantes que consumen dietas veganas o
vegetarianas tiene un 0,1% de DHA, mientras que sube hasta 0,8% cuando es alta la ingesta de pescado
y otras fuentes de DHA (Innis, 2014). El aumento del 100% en LA a partir de los niveles promedio de 6-
7% a 13-18% de acidos grasos en la leche humana en los paises occidentales durante los ultimos 30-50
anos, corrobora que los acidos grasos insaturados de la leche humana reflejan la calidad de acidos

grasos de la dieta de la madre en periodo de lactancia.

Se ha demostrado que los AGPI-CL, principalmente AA (0,44 g/100 g de grasa) y DHA (0,30
g/100 g de grasa), que aporta la leche humana tienen su importancia para el desarrollo cerebral y de la
retina en el recién nacido (Hamosh y col. 1998). Estos 4cidos grasos no son esenciales para el adulto que
puede sintetizarlos a partir de LA y ALA presentes normalmente en la dieta. Sin embargo, el lactante
tiene esta capacidad reducida y de ahi la importancia del aporte de estos AGPI-CL por la leche de la
madre (Koletzko y col. 1999). Existen datos que indican una actividad desaturasa adecuada en los recién
nacidos y lactantes pequefios, que podrian sintetizar suficiente DHA, aunque es posible que exista

alguna dificultad en la elongacion de las cadenas (Innis, 2014).

El DHA representa aproximadamente 10% de los acidos grasos del cerebro humano, cantidad
qgue puede llegar a ser del 35% de los acidos grasos de los fosfolipidos de las sinapsis neuronales (Innis,
2007) y su concentracion también es alta en los segmentos externos de los fotorreceptores de la retina

donde participa en la transduccién de la sefial visual (Innis, 2014). El DHA estd presente en el cerebro
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junto con grandes cantidades de AA y acido adrénico (22:4n-6), aunque el cerebro tiene cantidades muy
bajas de LA, ALA, y acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) (Innis, 2007). Los estudios de autopsias
realizados antes de la adicién de DHA y AA a las férmulas infantiles, mostraron un contenido menor de
DHA y mas alto de acido adrénico y acido docosapentaenoico (22:5n-6) en el cerebro de los lactantes
humanos que fueron alimentados con férmula en comparacién con los cerebros de los bebés que fueron
amamantados (Makrides y col. 1994; Farquharson y col. 1995). Se ha comunicado que el coeficiente
intelectual, el neurodesarrollo y la agudeza visual de los nifios es mayor en aquellos que han sido
lactados al pecho, y este beneficio se atribuye a la presencia de DHA (Jensen CL y col. 2010; Makrides y
col. 2010; Campoy y col. 2012); sin embargo, otros trabajos no han encontrado efectos del aumento de
DHA en la leche humana sobre el desarrollo neurolégico infantil y la agudeza visual en lactantes nacidos
a término, ni a corto ni a largo plazo (Gibson y col. 1997; Jensen y col. 2005; Cheatham y col. 2011) y los
metaanalisis realizados no han podido demostrar estos beneficios (Simmer y col. 2011; Delgado-
Noguera y col. 2010). Es posible que las diferentes dosis y fuentes de los suplementos de DHA
administrados a las madres durante la gestacién y durante el periodo de lactacién, asi como el tiempo
que durd la referida suplementacién en los diferentes estudios, pueda influir en la disparidad de los
resultados sin olvidar que otros nutrientes, como el yodo (Bath y col. 2013), también tienen una

importancia critica para el desarrollo neurolégico infantil.

La leche humana contiene otros AGPI-CL en bajas concentraciones, como ocurre con el EPA, que
tiene actividad antitrombdtica y es precursor de metabolitos con propiedades antitrombéticas, el acido
docosapentaenoico y el acido esteariddnico (SDA, 18:4n-3)(Delplanque y col. 2015). El SDA actia como
precursor del EPA y DHA en el metabolismo humano y la tasa de conversion de SDA en EPA y DHA
resulta ser mucho mas elevada que la del ALA (Rincén MA y col. 2015). Se ha examinado la proporcién
presente de las concentraciones de acidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6 en la leche humana, y si el
gue existiera una mayor proporciéon de unos u otros afectaba a la ganancia de peso en el nifio lactante;

no se encontro diferencia alguna (Scholtens y col. 2009)

Ganglidsidos.

Los gangliésidos son esfingolipidos que contienen uno o mds residuos de &cido sidlico y su
contenido y distribucion en la leche humana cambian durante la lactancia (Rueda y col. 1996), lo que

sugiere que los ganglidsidos pueden participar en los procesos fisioldgicos que tienen lugar en el
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desarrollo temprano del lactante (Rueda y col. 1998a). Se conoce que los gangliésidos intervienen en el
crecimiento, la migracion y la maduracién del tejido nervioso, en la formacién de sinapsis, en la
mielinizacion y en los procesos de transmisidon nerviosa y se cree que pueden actuar como sustratos en
la formaciéon de las capas nerviosas que generan las mas altas funciones cognitivas en el cerebro
(Rosner, 2003; Mclarrow y col. 2009). Se ha demostrado que el cerebro de los lactantes alimentados con
leche humana contiene una mayor cantidad de ganglidsidos que el cerebro de los alimentados con
formula lactea (Wang y col. 2003), y que la leche humana contiene mayor cantidad de ganglidsidos que
las férmulas lacteas (Pan y col. 2000; Mclarrow y col. 2009). De hecho, el acido sidlico, un componente
esencial de los ganglidsidos cerebrales y de las proteinas sialicadas, se encuentra en grandes cantidades
en la leche humana, predominantemente como 4cido N-acetil-neuraminico (Wang, 1012), mientras que
es escaso en las formulas lacteas. Recientemente se ha comunicado que los lactantes alimentados con
formulas lacteas suplementadas con ganglidsidos, presentan a los 6 meses de vida un mejor desarrollo
cognitivo que los alimentados con férmula estandar, asi como una mejor coordinacién de manos y ojos,
y un mayor rendimiento y coeficiente intelectual; los autores no encontraron diferencias respecto a un

grupo control alimentado con leche humana (Gurnida y col. 2012).

GM1, un gangliésido presente en la leche humana, tiene la capacidad de unirse a las toxinas de
E. coliy Vibrio cholerae e inhibir su accién (Rueda, 2007), por lo que puede contribuir a la proteccién del
lactante frente a estas infecciones. Se ha comunicado que la adiciéon de ganglidsidos a una féormula
lactea en cantidades semejantes a la leche humana dio lugar a un descenso de E. coli y a un aumento de
bifidobacterias en las heces de recién nacidos prematuros (Rueda y col. 1998b). Es posible que los
ganglidsidos puedan estar involucrados en la activacion de las células T y en la diferenciaciéon de
distintas subpoblaciones linfocitarias (Rueda, 2007). Por tanto, la suplementacion de las formulas lacteas
con ganglidsidos, especialmente con GD3, podria contribuir sustancialmente en el proceso de
proliferacién, activacion y diferenciacion de las células inmunes intestinales en el recién nacido. Estudios
llevados a cabo en ratones al destete pusieron de manifiesto que los gangliésidos de la dieta
estimulaban el desarrollo temprano de las células secretoras de citoquinas (Thl y Th2) en la ldmina
propia y en las placas de Peyer del intestino (Vazquez y col. 2001), incrementaban el nimero de células
intestinales productoras de IgAs (Vazquez y col. 1999) y aumentaban la concentracion de IgAs en la luz

intestinal (Vazquez y col. 2000).
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1.1.5. Minerales y oligoelementos.

El contenido total de minerales de la leche humana es constante e incluye: sodio, potasio, cloro,
calcio, magnesio y fésforo, asi como trazas de hierro, cinc, cobre, manganeso, selenio y yodo. Varios
estudios han demostrado la alta biodisponibilidad de los minerales de la leche humana y su relacién con
otros componentes que facilitan su absorcidén, metabolismo y excrecion (Picciano y col. 1998). La alta
biodisponibilidad compensa la baja concentracién de ciertos minerales como el calcio y el cinc, cuyo
contenido en leche humana, a pesar de ser bajo, satisface las necesidades de los nifos nacidos a
término. La relacion calcio/fosforo de la leche materna es de 1,2 a 2; esto favorece la absorcidon de hasta
el 75% del calcio, y esto influye de una forma importante sobre la formacidn del tejido éseo en el
lactante (Abrams, 2006). El cinc es parte de los sistemas activadores de las enzimas; su concentracion en
la leche humana es de 2 a 4 mcg/ml y tiene una elevada biodisponibilidad: 45 a 58% de la fraccidn sérica
de las proteinas (Lonnerdal y col. 2009). A pesar de que el contenido en hierro es bajo en la leche
humana, no suelen producirse deficiencias en el lactante debido principalmente a su mayor absorcion
facilitada por la presencia de la vitamina C, asi como por los bajos niveles de proteinas y de fésforo. Se
absorbe entre 45 y 75% de su contenido total, posiblemente debido a que el hierro en la leche humana
se encuentra unido a las seroproteinas en el 65 al 81% y una baja cantidad (2 a 14%) unido a la caseina
que, al tener un paso lento por el estdmago, sufre una mayor degradacién (Lonnerdal y col. 2009). El
fldor, a pesar de su baja cantidad en leche materna, es util para evitar las caries, lo cual es evidente si se
compara a los nifios alimentados al pecho materno con los alimentados con biberén (Lawrence y col.

2007).

1.1.6. Vitaminas.

Todas las vitaminas hidrosolubles estan presentes en la leche humana y, aunque tiene una
concentracién éptima, se han descrito algunas deficiencias de vitamina Bi, en lactantes de madres
vegetarianas (Rodriguez-Palermo y col. 1999). En cuanto a las vitaminas liposolubles, el contenido en
vitaminas A y E es adecuado en la leche humana (Allen, 2005). Sin embargo, pueden producirse
deficiencias de vitamina K (Greer, 1999), sobre todo en los primeros dias tras el nacimiento, durante los
cuales la produccidn enddgena por las bacterias entéricas es muy baja. También es baja la concentracién
de vitamina D (Taylor y col. 2008), lo que podria suponer un problema debido a la escasa exposicidon

solar de los lactantes. Sin embargo, los lactantes alimentados con leche humana no padecen raquitismo,
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ya que si poseen un sulfato de esa vitamina, adquirido por via transplacentaria, que tiene actividad

durante los primeros 3 meses de la vida (Garcia-Lépez, 2011).

1.1.7. Poliaminas.

Las poliaminas (putrescina, espermidina, espermina y agmatina) son un grupo de compuestos
nitrogenados presentes en todas las células del organismo. Provienen de la sintesis enddgena, de su
ingesta con los alimentos y de su produccién en el intestino como compuestos derivados del
metabolismo bacteriano (Larqué y col. 2007). Las poliaminas estan presentes en la leche humana en
cantidades importantes, principalmente espermina y espermidina, pero su papel en la nutricién del
neonato no esta del todo establecido. Su contenido en la leche humana cambia durante la lactancia,
pudiendo llegar a ser las concentraciones de espermina y espermidina hasta 10 veces superiores a la
inicial (Bust y col. 1995). Estos compuestos son buenos marcadores del desarrollo y proliferacion
intestinal y existen estudios que sugieren un efecto tréfico directo sobre las células intestinales
inmaduras, mejorando la permeabilidad de la mucosa (Bust y col. 1993). Al favorecer la maduracién de
los enterocitos, estos compuestos mejoran la permeabilidad intestinal, lo cual implica un menor paso de
alergenos alimentarios y una proteccion frente al desarrollo de alergia alimentaria (Dandrifosse y col.

2000).

1.1.8. Componentes inmunoladgicos de la leche humana.

La leche humana no sdélo aporta al recién nacido los nutrientes que necesita para su correcto
desarrollo, sino que ademas aporta una serie de componentes bioactivos que confieren a la lactancia
importantes ventajas. Asi, la leche humana tiene componentes que le confieren efectos antiinfecciosos,
antiinflamatorios e inmunomoduladores, que le permiten proteger al lactante de diversas patologias

(Jeurink y col. 2013).

1.1.8.1. Proteccion frente a infecciones gastrointestinales y respiratorias.

Existen evidencias de que la leche humana protege al nifio contra numerosas infecciones a las
gue estd expuesto durante el primer afio de vida (Field, 2005; Lawrence y col. 2007). Los nifios que no
han sido alimentados al pecho tienen una probabilidad 17 veces mayor de ser hospitalizados por
neumonia que aquellos que han sido amamantados; esta probabilidad es aun mayor para nifios

menores de 3 meses (César y col. 1999). Existen estudios que sugieren que el riesgo de muerte por
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diarrea aumenta 14,2 veces en nifios no amamantados (Victora y col. 1987) y que los nifios que no
toman lactancia materna tienen un riesgo hasta 9 veces mayor de padecer diarrea (Lamberti y col. 2011,
Strand y col. 2012). Asimismo, la lactancia materna ha sido relacionada con una menor incidencia de
otitis media, infecciones urinarias y meningitis causada por Haemophilus inflenzae (Nascimento y col.

2003).

El recién nacido es incapaz de desarrollar su propia respuesta inmunitaria local para proteger su
mucosa intestinal, uno de los primeros lugares que van a entrar en contacto con los antigenos presentes
en la leche y el ambiente. La proteccidn pasiva de la mucosa intestinal del nifio en su primera etapa
después del nacimiento depende en gran medida de componentes inmunitarios contenidos en la leche
materna (Hosea Blewett y col. 2008). Esta inmunidad estd estrechamente ligada al intestino materno y
al circuito enteromamario: el sistema inmunitario maduro de la madre transfiere a la leche materna
células activadas e inmunoglobulinas que se transmiten directamente al bebé protegiéndole frente a

patégenos (Figura 1-5).

MATERNO INFANTIL
Mucosa Intestinal Epitelio mamario Mucosa Intestinal

B Otras
e mucosas
Intestino

materna )
materno g
Intestino del
lactante
Célla plasmatica

Nédulo w cguaami"“’*’\s,w

mesentérico

Figura 1-5. Transferencia de inmunidad de la madre al lactante. A: érganos, y B: mucosas implicadas. Tomado de

Newburg y col. 2007.

Durante la lactancia se desarrolla y se activa en el lactante el tejido linfoide relacionado con las
mucosas en el intestino (GALT), los pulmones, las glandulas mamarias, las glandulas salivales y
lagrimales, y las vias genitourinarias. Este proceso se realiza a través del eje entero-mamario (Newburg,
2007; Garcia-Lépez, 2011). Cuando la madre ingiere antigenos bacterianos, virales y otros, llegan al

intestino y en el segmento terminal del ileon, donde se encuentra el GALT, son capturados por las
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células M y transportados a las placas de Peyer. Aqui se encuentran las células dendriticas que
presentan los antigenos a los linfocitos T, cuya respuesta es la secrecién de determinadas citoquinas,
entre las que destaca el factor de crecimiento transformador B, (TGF-B), implicadas en la diferenciacion
de las células B a células productoras de IgA especifica para ese antigeno determinado. Las células B
emigran por los ganglios linfaticos regionales del mesenterio y llegan al conducto toracico, donde se
dividen en tres compartimentos: las glandulas mamarias, los tejidos linfaticos del intestino materno vy el
sistema bronquial. En estas regiones anatdmicas maduran y se transforman en células plasmaticas
productoras de IgA. Inicialmente las IgA son mondmeros y en las células epiteliales de las glandulas
exocrinas (mama, lagrimal, salival), los sistemas respiratorio, digestivo y urinario, se unen en pares con
la cadena J para formar el dimero de IgA; se fijan a las glicoproteinas (componente secretor) para resistir
y protegerse de la digestién enzimatica y estan listas para ser transportadas a través de las células
epiteliales y aparecer en las secreciones exocrinas en la superficie las membranas mucosas. Las IgA
producidas por las células plasmaticas en los puntos efectores son transportadas activamente a través
de las células epiteliales de la glandula mamaria, liberdndose a la leche materna el complejo

denominado IgAs.

Otro papel que pueden jugar estas células (células dendriticas, macréfagos, etc.) es el de
transportar bacterias comensales (Martin y col. 2004). En este sentido, Pérez y col (2007) observaron
mediante microscopia la asociacién de bacterias a células mononucleares en muestras de leche y sangre
de madres lactantes. Estas bacterias que transporta la leche serian una fuente importante de
microorganismos para la colonizacion del intestino neonatal, ademds de formar parte de la educacion
del sistema inmune neonatal para diferenciar entre antigenos propios, antigenos procedentes de la

dieta, organismos comensales y posibles patégenos (Martin y col. 2003; Pérez y col 2007).

Los componentes inmunolégicos de la leche materna como responsables de la actividad atiintinfeciosa.

La composicién inmunoldgica de la leche materna es en gran medida responsable de su papel
antiinfeccioso. Dichos componentes inmunolégicos pueden dividirse en celulares y humorales, pudiendo
ser a su vez especificos y no especificos (figura 1-6). Los elementos celulares estan constituidos
principalmente por macréfagos, células T, células madre y linfocitos presentes en alto nimero en las

primeras etapas de la lactancia (Ballard y col. 2013).
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- Macroéfagos: son componentes celulares no especificos y los mas abundantes en la leche
humana (80-90%). Tienen capacidad fagocitica, lo que les confiere propiedades bactericidas y fungicidas,
y tienen capacidad de distinguir las células dendriticas que estimulan la actividad de las células T en el
lactante (Ichikawa y col. 2003) y le provee de proteccién frente a los microorganismos patdgenos
mientras estimula el desarrollo del sistema inmunolédgico. Ademas los macréfagos sintetizan algunos

componentes de defensa humorales, como C3 y C4, lisozima y lactoferrina (Xanthou, 1998).

- Linfocitos: representan el 5-10% del total de glébulos blancos (Riordan J y col. 2009). Se
encuentran principalmente linfocitos T, con actividad citotdxica frente a microorganismos. En menor
numero existen linfocitos B, responsables de la sintesis de anticuerpos especificos frente a numerosos

patégenos.
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Figura 1-6. Componentes inmunoldgicos de la leche humana.

Celulares | <

28



Introduccion

Sobre los elementos de defensa humorales no especificos, como lactoferrina, oligosacaridos,
nucledtidos o ganglidsidos ya se ha hecho referencia con anterioridad como componentes con actividad
protectora frente a infecciones. La lactaderina, una glicoproteina, tiene la capacidad de prevenir la
infeccidn por rotavirus en el recién nacido (Newburg y col. 1998), favorece la curacion del intestino
inflamado (Kusunoki y col. 2012) y la expresidn de un fenotipo tolerogénico en los macréfagos y células
dendriticas intestinales (Baghdadi y col. 2012), lo cual es muy importante para mantener la salud del
tubo digestivo. Las mucinas presentes en el globulo graso de la leche (MUC1 y MUC2) también
desempefian una funcion protectora frente a las infecciones en el lactante (Ruvoen-Clouet y col. 2006;
Liu y col 2012), asi como la lipasa estimuladora de sales biliares que contribuye a proteger al lactante

frente a las infecciones virales (Ruvoen-Clouet y col. 2006).

Dentro de los elementos humorales especificos de la leche humana se encuentran citoquinas,
factores de crecimiento y, principalmente, inmunoglobulinas. Cualquier patégeno que amenaza a la
madre estimula la produccién de estos anticuerpos especificos, que son secretados a la leche de la
madre vy, a través de ella, llegan al recién nacido protegiéndolo de microorganismos patdgenos. La
principal inmunoglobulina de la leche humana es la IgAs, que proviene en parte del suero y en parte de
la sintesis en la glandula mamaria, llegando a alcanzar una concentracion de 60 mg/ml en el calostro.
Esta IgAs, que es estable a valores de pH bajos y resistente a la acciéon de enzimas proteoliticas, confiere
proteccion al intestino del recién nacido frente a infecciones (Lawrence y Lawrence, 2007). La
trascendencia protectora de la leche materna a nivel de mucosas como la boca, la nariz y el oido del
lactante, se debe a la IgAs que previene de la adhesién de microorganismos a la pared intestinal del
lactante, ademas de actuar frente a diversos agentes infecciosos como rotavirus, Escherichia coli, Vibrio
cholera, Shigella, Salmonella, Clostridium difficile, Giardia lamblia y Campylobacter (Nascimento y col.
2003; Hosea Blewett y col. 2008). Existen otras inmunoglobulinas presentes en la leche humana como
IgD, IgE, 1gG e IgM que participan en la respuesta inmune a nivel de la glandula mamaria y son

importantes para la proteccion inicial del neonato frente a las infecciones maternas (Hurley y col. 2011).

Las citoquinas de la leche humana pueden atravesar la barrera intestinal y entrar en contacto
con las células para influir sobre la actividad inmunoldgica. Estas citoquinas pueden subdividirse en
proinflamatorias o de defensa frente a la infeccidn y antiinflamatorias (Garofalo, 2010; Ballard y col.

2013). TGF-B constituye el grupo de citoquinas mas abundante de la leche humana e intervienen en la
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regulacion de la inflamacién y la reparacion de heridas, y participan en la prevencidon de las
enfermedades alérgicas al favorecer la tolerancia en el tracto intestinal. El factor estimulante de los
granulocitos del colon, también presente en la leche humana (Gilmore y col. 1994), tiene efectos
beneficiosos sobre el desarrollo intestinal y el tratamiento de la sepsis (Ballard y col. 2013). Otras
citoquinas presentes en la leche humana son: IL-10, IL-7 que atraviesa la pared intestinal e influye sobre
el desarrollo del timo; y TNF-q, IL-6, IL-8 y IFNy que son factores proinflamatorios (Ballard y col 2013). En
las mastitis se detectan concentraciones elevadas de IL-6 e IL-8 limitadas solamente a los l6bulos

afectados (Mizuno y col. 2012; Hunt y col. 2013).

La leche humana favorece una microbiota intestinal protectora.

En el momento del parto, el tracto gastrointestinal del recién nacido es colonizado por las
bacterias fecales y vaginales de la madre y de las existentes en el medio ambiente. Un hallazgo
constante es que todos los recién nacidos inicialmente son colonizados por E. coli y estreptococos,
responsables del consumo de oxigeno presente en la luz intestinal y de la creacion de un ambiente
favorable para el establecimiento de los anaerobios (bifidobacterias, lactobacilos, bacteroides y
clostridios) entre los 4-7 dias de vida (Thompson-Chagoyan y col. 2007). Durante la primera semana de
vida existe en el intestino un aumento en el recuento total bacteriano y un aumento paulatino de los
anaerobios estrictos. El tipo de alimentacién del recién nacido influye de una manera muy determinante
sobre la colonizacién intestinal: bifidobacterias, lactobacilos y cocos Gram positivos predominan en las
heces de los lactados al pecho, mientras que el recuento de bifidobacterias es menor y predominan
bacteroides, clostridios y coliformes en las heces de los neonatos alimentados con féormula lactea
(Fallani y col. 2010). Se ha sugerido que las diferencias en la composicion de la microbiota intestinal del
recién nacido en funcion del tipo de alimentacién, podrian ser las responsables de los efectos

protectores de la lactancia materna (Wallace y col. 2011).

El sistema inmune es inmaduro al nacimiento y se desarrolla tras la exposiciéon a la micobiota
intestinal, la cual lo sensibiliza en el sentido de promover la liberacidn de moléculas de sefial, a través de
las cuales se inicia una respuesta inmune (Didierlaurent y col. 2001). La relacidn entre el sistema linfatico
asociado al intestino y la microbiota intestinal en etapas tempranas de la vida, es crucial para el
desarrollo apropiado de las interacciones entre los distintos tipos celulares de la mucosa y la

inmunorregulacion sistémica (Guarner y col. 2003). Se ha comprobado que los animales con intestino
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estéril son altamente susceptibles a las infecciones, lo que provee una evidencia de que la microbiota

intestinal debe ser considerada como una importante barrera de defensa (Wallace y col. 2011).

Uno de los componentes mas importantes de la leche humana es su microbiota. La leche
humana constituye una fuente continua y excelente de bacterias comensales para el intestino del recién
nacido (Martin y col. 2003). Entre estas bacterias se encuentran especies con potentes actividades
inmunomoduladoras y antibacterianas que podrian ejercer un papel clave en la reduccién de las
infecciones del lactante (Lara-Villoslada y col. 2007a). Los nifios amamantados tienen una microbiota
intestinal mas favorable que los nifios alimentados con féormula, tanto por la presencia de bacterias
acido-lacticas en la leche de la madre, como por diferentes compuestos que favorecen el crecimiento de
estas bacterias. Dichas bacterias colonizan la mucosa intestinal del lactante de forma competitiva,
impidiendo la adhesion de patdégenos gastrointestinales. Asimismo, se establece una competencia por
los nutrientes que impide el crecimiento de estos patogenos (Conway, 1995). Diferentes estudios
muestran que lactobacilos y bifidobacterias ejercen un efecto antagonista del crecimiento de patégenos
como Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Yersinia enteroclitica y Clostridium perfringens
(Gilliland y col. 1977; Ozbas y col. 1995). Esta actividad antagonista se ha demostrado para bacterias

originariamente presentes en la leche materna (Olivares y col. 2006a).

Otro mecanismo antimicrobiano de las bacterias 4cido-lacticas es la produccion de
determinadas sustancias que dificultan el crecimiento de otros microorganismos perjudiciales (Laroia y
col. 1990): a) acidos organicos como el acido lactico o el acético, que disminuyen el pH y favorecen el
peristaltismo creando un ambiente desfavorable para los patdgenos; b) perdxido de hidrogeno que
oxida el tiocianato dando acido hidrocidnico, también perjudicial para estos microorganismos; y c)
bacteriocinas (nisina, lactobrevina, acidofilina, acidolina, etc.), sustancias con una actividad

antimicrobiana especifica.

1.1.8.2. Modulacion de la respuesta inmunoldgica del lactante.

La leche humana puede modular la respuesta inmunoldgica del lactante a través de

componentes inmunomoduladores y antiinflamatorios entre los que destacan prolactina, lactoferrina,

nucledtidos y citoquinas (Grazioso y col. 1997). Estos componentes tienen la capacidad de regular la

31



Introduccion

maduracién del sistema inmunoldgico del lactante, favoreciendo la proliferacion de linfocitos, la sintesis

de inmunoglobulinas y la actividad celular.

Hasta la fecha, no se ha demostrado in vivo una actividad antiinflamatoria directa de la leche
humana, pero estudios epidemioldgicos sugieren que los ninos amamantados estan protegidos frente a
infecciones, sin la observaciéon de lesiones de la mucosa intestinal o respiratoria debidas a una respuesta
inflamatoria (Garofalo y col. 1999). Probablemente, este es el resultado de un sistema antiinflamatorio
muy bien regulado de la leche humana. Los factores antiinflamatorios incluyen proteasas,
interleuquinas, prostaglandinas, acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas, IgAs y antioxidantes
como vitaminas y peroxidasas. Las hormonas y factores de crecimiento también juegan un papel clave
en este sentido, promoviendo la maduracion intestinal y el desarrollo del sistema inmunolégico del

lactante (Garofalo y col. 1999).

La microbiota intestinal y el equilibrio del sistema inmunolégico.

Bacterias aisladas de la leche humana han demostrado tener efectos inmunomoduladores y
antiinfecciosos, por lo que estas bacterias podrian ser responsables de algunas de las ventajas sefialadas
para la lactancia natural (Olivares y col. 2008). Algunos de los lactobacilos aislados de la leche humana
(Olivares y col. 2006a), han demostrado su capacidad para competir con las bacterias enteropatégenas
por los nutrientes y por los receptores de unidn en el epitelio intestinal, y aumentar las funciones de
barrera intestinal gracias a inducir un incremento en la produccién de mucina y una reduccién de la
permeabilidad intestinal. Cepas de lactobacilos y bifidobacterias han demostrado su capacidad para
estabilizar la integridad de la barrera intestinal (Rosenfeldt y col. 2004), reduciendo potencialmente la
carga sistémica de antigenos, e influenciar la funcién inmune a través de los efectos sobre enterocitos,
células presentadoras de antigeno (monocitos y células dendriticas), células T reguladoras (Treg) y
células T y B efectoras (Prescott y col. 2007; Bermudez-Brito y col. 2012). Las células dendriticas del
intestino interactdan con las bacterias presentes en la luz intestinal e intervienen en la respuesta de
tolerancia o respuesta inmune frente a las mismas, mediante la regulacion de la diferenciacion de las
células T en Th1, Th2, Th17 o células Treg. Diversos tipos de células Treg, tales como Th3, Tg1, CD4*y
CD25* regulador, CD8* supresor y las céluas Tyd, pueden ser influenciadas por las bacterias presentes en

el intestino. Ya que estas células reguladoras desempefian un papel significativo en la respuesta inmune,
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determinadas bacterias pueden ejercer sus efectos antiinflamatorios a través de su accién moduladora

sobre las mismas.

Por otro lado, se ha descrito que las diferencias de la microbiota intestinal preceden al
desarrollo de atopia, y el hallazgo -caracteristico es una descenso en la relacidon
bifidobacterias/clostridios (Bjorkstén y col. 2001). En este sentido, se ha referido que la administracién
de determinados bacterias del género Lactobacillus a los lactantes supone una reducciéon de la

incidencia de fendmenos alérgicos (Kalliomaki y col. 2001).

La leche humana y la respuesta a vacunas.

La accién de la leche humana sobre el sistema inmunoldgico del lactante también podria
explicar la mejor respuesta de éste frente a determinadas vacunas. Asi, diferentes estudios encuentran
una mayor produccidon de anticuerpos en nifios amamantados y vacunados frente a la poliomielitis,

tétanos y difteria (Hahn-Zoric y col. 1990; Pickering y col. 1998).

1.2. LACTANCIA ARTIFICIAL.

Cuando por la circunstancia que fuere se toma la decisién de no amamantar, se utilizan para la
alimentacion del lactante formulas lacteas generalmente derivadas de la leche de vaca. La intencidén ha
sido en todo instante la de lograr un alimento que fuera lo mds parecido posible a la leche humana, por
considerarla como el nutrimento éptimo para el nifio en los primeros meses de la vida. Los progresos en
el conocimiento de la composicion de leche humana y de las necesidades nutricionales del lactante,
junto con la disponibilidad de medios industriales cada vez mas perfectos, permiten disponer hoy de una

variada gama de preparados para la alimentacion artificial del lactante.

1.2.1. Estudio comparativo entre las leches de mujer y de vaca (Mataix y col. 2009; Maldonado y col.

2010).

En las tablas 1-6 y 1-7 se recogen las diferencias de composicién entre la leche humana y la

leche de vaca.
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Tabla 1-6 Diferencias en macronutrientes entre la leche humanay la leche de vaca

Leche humana

Leche de vaca

Hidratos de Carbono

6-7 g/100 ml
Lactosa
Lactooligosacaridos

4-5 g/100 ml
Lactosa

Proteinas y nitrégeno

0,9-1,1 g/100 ml
Predominan proteinas del
suero

Proteinas de defensa
Nitrégeno no proteico

3,3-3,5 g/100 ml
Predomina caseinay
B-lactoglobulina

Calcio/fosforo = 2/1

Grasas 4,2 g/100 ml 3,8 g/100 ml
Alto contenido en colesterol Predominan los acidos grasos
y en acidos oleico, a- saturados
linolénico, linoleico, Acidos grasos de cadena
docosahexanoico y corta
araquiddnico

Minerales 0,2 g/100m| 0,7 mg/100 ml

Alta carga renal de solutos

Alta biodisponibilidad del
hierro

Tomado de Maldonado y col. 2010

Energia.

La densidad caldrica es similar (70 kcal/100 ml); sin embargo cuando se analiza su composicion

quimica se observan diferencias notables.

Proteinas.

La leche de vaca tiene un contenido proteico (3,3-3,5 g/dl) tres veces superior al de la leche
humana (0,9-1,1 g/dl). Sin embargo, es evidente que el alto valor proteico de la leche de vaca no tiene
un significado util en cuanto al nifio se refiere. Todo lo contrario, su presencia supone un mayor
esfuerzo digestivo, con el consiguiente riesgo de un disturbio gastrointestinal, al tiempo que para su
metabolismo implica una sobrecarga renal. Importante es reconocer que las diferencias entre una y otra
no se limitan a un problema de cantidad, sino también de calidad: en la leche de vaca predomina la
caseina (82/18) y en la humana las proteinas del suero (40/60 en leche madura y 50/50 en leche
hipermadura o de lactancia avanzada), siendo su principal componente la a-lactoalbimina, una de las

proteinas del sistema lactosa sintetasa que asegura la sintesis de lactosa en la glandula mamaria. Por su
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gran cantidad de caseina, la leche de vaca se coagula en el estdmago de modo grosero, en grandes
grumos que, por esta circunstancia, son dificilmente atacados por las secreciones gastricas, al ofrecer
poca superficie para la actuacidn de aquellas. Por otra parte, la leche de vaca es rica en B-lactoglobulina,
proteina que no se encuentra en la leche de mujer y que es una de las principales responsables de la
alergia a proteinas de leche de vaca junto con la caseina (Garcia-Ara y col. 2004), y no contiene diversas
proteinas con funciones de defensa frente a las infecciones, enzimdticas, factores de crecimiento y

sustancias con accion hormonal (Lénnerdal, 2014a).

La leche de vaca es mas pobre que la leche de mujer en cisteina, taurina y triptéfano, y mas rica
en tirosina y fenilalanina. Teniendo en cuenta que durante el periodo neonatal existe una inmadurez de
los sistemas enzimdticos encargados de la sintesis de los primeros y del metabolismo de los segundos,
en los nifios alimentados con leche de vaca se podria producir deficiencias o sobrecargas

potencialmente peligrosas (Lonnerdal, 2014a).

De lo anteriormente referido se deduce que para acercar la leche de vaca a la leche humana, dos
son los principales cambios que habra que introducir: reducir su contenido proteico y corregir el
cociente caseina/proteinas del suero. Con ello conseguiremos un menor aporte y una mejor digestion de
proteinas, al mismo tiempo que un suministro de aminodcidos similar al proporcionado por la leche

humana.

El nitrédgeno no proteico esta en cantidades muy bajas en la leche de vaca respecto de la leche
humana (5% vs 30%). Son muy diversas las sustancias que componen esta fraccidon nitrogenada de la
leche pero no en todos los casos se sabe qué funcién desempefian. Si sabemos la funcion de algunos
aminodcidos: la alanina, que es un buen sustrato neoglucogénico; la glutamina, que es utilizada por el
entericito para obtener energia; la taurina, de gran importancia en la primera época de la vida; o la
carnitina, que participa en la oxidacidn de 4cidos grasos, entre otras funciones metabdlicas. El patrén de
nucledtidos de la leche de mujer es muy distinto al de la leche de vaca y, ademas, contiene una cantidad
relativamente elevada de 4cido ordtico, nucleobase ausente en la leche humana (Gil Hernandez A y col.

2010).
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Hidratos de carbono

La leche humana (6-7 g/100 ml, 40% de la energia total) tiene un contenido mucho mas elevado
que la leche de vaca (4-5 g/100 ml, 25 % de la energia total), si bien en ambos casos el componente
mayoritario es la lactosa. Asi pues, habrd que enriquecer el producto en lactosa, que, ademds de su
funcidn energética, actia como estimulo para la maduracidon de la actividad lactasa, supone la Unica
fuente de galactosa, favorece la absorcién del calcio y el establecimiento de una flora bifidégena.
Ademas, el 10% de los hidratos de carbono de la leche humana son oligosacaridos (fucosa, glucosamina,
galactosamina, inositol, factor de crecimiento de Bifidobacterium bifidum), practicamente ausentes en la
leche de vaca, entre cuyas funciones se encuentran promocionar la proliferacién de bificobacterias,
inhibir la adhesién bacteriana a las superficies epiteliales, estimular el sistema inmunitario y participar
en la sintesis de gangliésidos y esfingolipidos cerebrales. Debido a estas propiedades, se entiende el

interés en suplementar las férmulas infantiles con prebidticos.

Grasas

Proveen el 50 % de las calorias de la leche y las diferencias no son cuantitativamente llamativas
entre la leche de vaca y la humana; sin embargo, las calidades de unas y otras son muy diferentes. En la
leche de vaca dominan los acidos grasos de cadena corta (AGCC), y los de larga son de tipo saturado. Por
el contrario, la leche humana escasea en los primeros, y en cuanto a los segundos es rica en los de tipo
no saturado. Ademas, la grasa de la leche humana se absorbe mejor que la de la leche de vaca, ya que
tiene menos acido estedrico (7% frente a 13%) y mas acido palmitico esterificado en la posicién sn-2 de

la molécula de glicerol (75% frente a 33%).

La leche humana es mds rica en LA (3-6% frente a 1,2% del contenido energético total), en ALA
(0,5 % del contenido energético total), en acido oleico (36,4 %) y AGPI-CL (AA y DHA) imprescindibles
para el desarrollo de la funcidn neural y retiniana; sin embargo, el contenido en acido laurico y acido
miristico es significativamente menor que en la leche de vaca. La concentracion de colesterol es mayor
en la leche de mujer que en la de vaca (30-40 mg frente a 10-15 mg/100 ml) sin que se conozca bien si
ello tiene importancia metabdlica. El patron de ganglidsidos, glicoesfingolipidos que contienen acido
sidlico que muestra una actividad inhibidora de las enterotoxinas, es diferente en los dos tipos de leche

(Rueda y col. 1995; Pan y col. 2000).
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De lo anteriormente referido se deduce que si los lipidos de la leche de vaca son considerados
poco utiles, habrd que modificarlos para conseguir un patrén de acidos grasos similar al de la leche
humana. Para ello se procede a desgrasar total o parcialmente la leche de vaca, reemplazando los
lipidos por aceites vegetales (oliva, girasol, canola, soja) ricos en acidos grasos esenciales vy
poliinsaturados. También se han utilizado en ciertas ocasiones grasas animales (éleo de cerdo) cuyos
triglicéridos tienen una estructura semejante a la de la leche humana, con el acido palmitico en posicion

interna.

Minerales.

La leche de vaca presenta en conjunto una contenido mineral tres veces superior al de la leche
humana, si bien el andlisis individual muestra que algunos de estos minerales, como hierro, cobre,
cobalto, yodo y manganeso, se encuentran en mayores cantidades en la leche humana. Este alto
contenido mineral de la leche de vaca, junto con el mayor contenido proteico, representa para el
lactante una mayor carga renal de solutos en una edad de la vida en la que la funcidn renal es inmadura
(Ziegler EE y col. 1989), principalmente en su capacidad de concentracion, con la consiguiente amenaza

de desequilibrios electroliticos, especialmente la temida deshidratacidn hipertdnica.

En calcio y fésforo, la leche de vaca es mas rica que la leche humana; sin embargo, los nifos
alimentados con leche de vaca, a pesar de recibir mas calcio, paradéjicamente tienden a la hipocalcemia
y al raquitismo. La razén de ello radica en que a nivel intestinal existe una relacién inversa entre la
absorcion de calcio y de fésforo; por ello, la leche humana con un cociente Ca/P de 2,3 (muy superior al
cociente de 1,3 de la leche de vaca), protege a los nifos de la hipocalcemia ya que favorece la absorcion
del calcio (75 % frente a 20-30 %). Ademas, la pobreza en lactosa y el tipo de acidos grasos que contiene
la leche de vaca inducen la formacion de jabones célcicos (Koo y col. 2006), otro hecho que favorece la

aparicién de las alteraciones anteriormente referidas.

El contenido de hierro no es muy alto en ninguna de las dos leches, y su absorcién es mucho
mejor desde la leche de la madre (50-70 %) que desde la leche de vaca (10-30 %), ya que su
biodisponibilidad es diferente; esto se debe a las altas concentracioes de calcio, fésforo y proteinas

(Urdampilleta Otegui y col. 2010).
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Tabla 1-7 Contenido en minerales y vitaminas de la leche humana y la leche de vaca
‘ Leche humana ‘ Leche de vaca
Minerales
Azufre (mg) 14 12
Calcio (mg) 34 120
Cinc (mg) 0,3 0,3
Cloro (mEq) 1,1 2,9
Cobalto (ug) 1,4 0,08
Cobre (ug) 39 11
Fosforo (mg) 14 92
Hierro (ug) 76 60
Magnesio (mg) 2,8 12
Manganeso (ug) 4,1 2,5
Potasio (mEq) 1,3 3,5
Sodio (mEq) 0,7 2,2
Yodo (ug) 7 8
Vitaminas
A (ug) 55 30
Acido félico (ug) 5,2 5,5
B2 (ug) 0,05 0,42
Bs (1g) 13 46
Biotina (ug) 0,58 3,5
C(mg) 44 17
B-caroteno (mg) 24 18
D (ug) 0,1 0,8
E (ng) 350 140
K (ug) 0,2 3,5
Niacina (ug) 230 90
Riboflavina (ug) 35 180
Tiamina (ug) 15 37
Los valores de los nutrientes corresponden a unidades/100 ml

Tomado de Maldonado y col. 2010.

Vitaminas.

El contenido vitaminico de la leche humana es suficiente para cubrir las necesidades del
lactante. Con respecto a la leche de vaca el problema se centra no sélo en su contenido, que ya de por si
es inferior en algunas vitaminas con respecto a la leche humana (A, E, C, niacina), sino en las pérdidas
gue de estas vitaminas se producen en el curso de la recogida de la leche, en las diferentes etapas del

tratamiento industrial y en su almacenamiento (Leskova y col. 2006).
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Factores funcionales

Como ya se ha comentado anteriormente, en la composicién de la leche humana destacan una
gran variedad de factores que tienen funciones importantes en la sintesis, proliferacién y diferenciacién
celular asi como en la maduracion y en la funcién de érganos y tejidos, confieren a la leche humana
propiedades de defensa frente a la infeccion y muchos de estos factores favorecen el desarrollo de una
microbiota intestinal en la que predominan bifidobacterias y lactobacilos, muy diferente de la que
presentan los lactantes alimentados con férmulas basadas en la leche de vaca, en donde junto a

bifidobacterias destacan bacteroides, clostridios y estreptococos.

1.2.2. Férmulas lacteas infantiles (Maldonado y col. 2010; Martinez y col. 2014; Reglamento 2016/127).

El término formula lactea infantil se emplea para designar productos destinados a la
alimentacion artificial de los lactantes, adecuados para sustituir total o parcialmente a la leche humana,

cubriendo las necesidades nutritivas de esta etapa de la vida.

La Asociacién Americana de Pediatria (American Academy of Pediatrics, AAP) y la ESPGHAN
(European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition), asi como el panel de
nutricion de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority, EFSA),
actuando este Ultimo como comité asesor de la Comision Europea, han establecido una serie de
recomendaciones, que se actualizan cada cierto tiempo, sobre cudles han de ser las caracteristicas
cuantitativas y cualitativas de estas formulas. Existen dos tipos de férmulas: preparado para lactantes
(formula de inicio, leche para lactantes o leche 1) y preparado de continuacién (férmula de
continuacién, leche de continuacién o leche 2). La razén para recomendar dos tipos diferentes de
formulas durante el primer afo de vida es que a los 6 meses el lactante alcanza la madurez en los
procesos de digestién y de absorcidn intestinal, asi como en la actividad de las enzimas del metabolismo
intermediario y de la funcién excretora renal, semejante o proxima a la del adulto (Maldonado vy col.
2010). Por este motivo, ya no se considera necesario a estas edades la administracién de una féormula

tan complicada y costosa como la inicial.

En el afio 2014 la EFSA publicé las ultimas recomendaciones sobre la composicidon de las
formulas de inicio y de continuacién, lo que ha dado lugar a un nuevo Reglamento (Reglamento

2016/127) sobre los requisitos técnico-sanitarios para los preparados de lactantes y los preparados de
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continuacién. Este Reglamento estd ya en vigor, aunque se contempla un periodo de transicién hasta

febrero de 2020 para la adaptacién al mismo en todos los paises de la Unidn Europea.

Las llamadas férmulas de crecimiento (junior, leche de crecimiento o leche 3), de gran difusion
en los Ultimos afios, no estdn reguladas legalmente aunque su composicion se ajusta a las
recomendaciones para las férmulas de continuacion asi como a los conocimientos sobre nuevos factores

nutricionales (Dalmau Serra y col. 2011; Europen Commission, 2016).

Preparados para lactantes.

Los preparados para lactantes se caracterizan porque cubren por si solos todos los
requerimientos nutricionales del lactante sano hasta los 6 meses de vida. Pueden ser utilizados hasta la
edad de 12 meses, siempre y cuando se administre junto con otros alimentos (alimentacién
complementaria). Se basa en la leche de vaca, sobre la que se realiza una serie de modificaciones para

adecuarla a las necesidades nutricionales del lactante (tabla 1-8).

El contenido energético debe ser parecido al de la leche humana (60-70 kcal/100 ml). Las
proteinas (1,8-2,5 g/100 kcal) deben tener un valor bioldgico tal que contengan al menos la misma
cantidad de aminodcidos esenciales y condicionalmente esenciales de la proteina de referencia (leche
humana). Es necesario establecer un maximo en el contenido proteico, especialmente en los 3 primeros
meses de vida, pues un aporte proteico excesivo supone una sobrecarga de solutos y de radicales acidos
para un rifién con limitada capacidad de concentracion y de acidificacion y una sobrecarga excesiva de
aminodcidos para la capacidad de algunos sistemas enzimaticos, lo que podria favorecer la aparicion de
hiperaminoacidemias que pueden tener efectos deletéreos, especialmente sobre el sistema nervioso
central. De hecho, este nuevo reglamento (Reglamento 2016/127) sobre la composicién de los
preparados para lactantes ha bajado el limite minimo de proteina de 3,0 g/100 kcal a 2,5 g/100 kcal.
Respecto al origen de las proteinas, desde el afio 2013 (Directiva 2013/46) esta permitido el uso tanto
de proteinas de la leche de vaca como de proteinas de la leche de cabra. Actualmente se estan
utilizando en la fabricacion de las férmulas infantiles concentrados de proteinas ricos en a-
lactoalbimina, debido a su alto contenido en aminoacidos esenciales que permite reducir el contenido

total de proteinas en las formulas sin perjudicar el aporte de dichos aminoacidos.
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Otra novedad del reglamento es que la L-carnitina pasa a ser de adicidn obligatoria, en una
cantidad minima de 1,2 g/100 kcal. La carnitina es necesaria para la oxidacidn de los acidos grasos de
cadena larga, del metabolismo de compuestos acetil-CoA, de la cetogénesis y del balance nitrogenado.
En cuanto a la taurina (maximo 12 mg/100 kcal), esencial para el desarrollo del sistema nervioso central
y para la conjugacién de las sales biliares, puede ser necesaria la suplementacion en los neonatos de

bajo peso, no asi en los nacidos a término en los que no existen evidencias concluyentes.

Los nucledtidos constituyen el 20% del nitréogeno no proteico de la leche humana y, como se ha
indicado anteriormente, diversos estudios han sugerido que deban ser considerados como nutrientes
semiesenciales para el neonato. Estd plenamente asumido que la adicion de nucledtidos a los
preparados para lactantes en calidad y cantidad semejante a la leche humana, tiene efectos
beneficiosos sobre la salud del lactante (Maldonado Lozano, 2014b): metabolismo de las lipoproteinas,
del colesterol y de los AGPI; proliferacion y diferenciacion de los enterocitos; modificacién de la
microbiota intestinal; y estimulacién y modulacidon del sitema unmunitario. Ademas, las féormulas
infantiles con nucledtidos han demostrado potenciar la respuesta del recién nacido frente a las vacunas

de la difteria, H.influenzae tipo b y poliovirus (Pickering y col. 1998; Schaller y col. 2004).

En los ultimos afios, se ha sefialado que el consumo de una férmula lactea suplementada con
nucledtidos induce un mayor valor de la proporcion Bifidobacterium/Bacteroides-Porphyromonas-
Prevotella, que no difiere del que presenta los alimentados al pecho (Shingal y col. 2008), y que estimula
en los lactantes una mayor ganancia de peso y de perimetro craneal (Shingal Ay col. 2010). Teniendo en
cuenta todos estos datos, junto con los aportados por los metaanalisis (Gutiérrez-Castrellon y col. 2007)
y las revisiones bibliograficas (Schaller y col. 2007; Cilla y col. 2012), se puede establecer la hipdtesis de
qgue la suplementacidon con nucleétidos de los preparados para lactantes puede tener importantes
implicaciones para optimizar la dieta de los lactantes en los primeros meses de la vida. De hecho, la
legislacion (RD 867/2008) establece para los preparados para lactantes un contenido maximo de

nucleétidos de 3,3 mg/100 ml (5 mg/100 kcal).
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Tabla 1-8. Normativa sobre el contenido en energia y nutrientes de los preparados para

lactantes y los prepatados de continuacion.

Inicio Continuacion

(0-6 meses) (> 6 meses)
Energia (kcal/dl) 60-70 60-80
Proteinas 1,8-2,5 1,8-2,5
Grasas (g) 4,4-6 4,4-6
Acido linoleico (g) 0,3-1,2 0,3-1,2
Acido a-linolénico 0,05-0,1 0,05-0,1
Acido docosahexaenoico 0,02-0,05 0,02-0,05
Glucidos (g) 9-14 9-14
Minerales
Calcio (mg) 550-140 50-140
Cinc (mg) 0,5-1 0,5-1
Cloruro (mg) 5060-160 5060-160
Cobre (pg) 35-8060-100 3560-100
Fosforo (mg) 25-90 25-90
Hierro (mg) 0,3-1,3 0,6-2
Magnesio (mg) 5-15 5-15
Potasio (mg) 6080-160 6080-160
Sodio (mg) 2025-60 2025-60
Yodo (ug) 10-5015-29 10-5015-29
Vitaminas
A (ug ER) 200-60070-114 200-60070-114
Acido félico (ug) 10-5015-47,6 10-5015-47,6
Acido pantoténico (pg) 400-2.000 400-2.000
B12 (pg) 0,1-0,5 0,1-0,5
Bs (H1g) 3520-175 3520-175
Biotina (pg) 1,51-7,5 1,51-7,5
C(mg) 84-30 104-30
D (ug) 40-1002-3 40-1202-3
E (mg a-ET) 0,6-5 0,6-5
K (ug) 41-25 41-25
Niacina (ug) 80400-1.500 80400-1.500
Riboflavina (ug) 8060-400 8060-400
Tiamina (ug) 6040-300 6040-300

Los valores de los nutrientes corresponden a unidades/100 kcal. ER: equivalentes de retinol.
ET: equivalentes de tocoferol.

Los valores estan basados en el nuevo Reglamento 2016/127 de la Unién Europea sobre la
composicion de los preparados para lactantes y los preparados de continuacion.
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En el futuro debe establecerse el papel de la suplementacién con glicina, arginina, ornitina y
glutamina. La glicina participa en la sintesis de creatina, porfirinas, glutation, nucleétidos, acidos biliares
y coldgeno. La arginina mejora la retencion nitrogenada tras el estrés, aumenta la sintesis de colageno y
estimula el sistema inmunitario. La glutamina actia como sustrato energético en tejidos de rapida
diferenciacidn celular, como el intestino. Ademds es destacable el papel bifidégeno de la N-
acetilglucosamina y del acido N-acetilneuraminico, que intervienen ademas en la sintesis de
gangliésidos. Existen otras sustancias cuya adicion a los preparados para lactantes estd contemplada en
la legislacién, como la colina, precursor en la sintesis de fosfolipidos, cuyo contenido debe estar entre 25
mg y 50 mg por 100 kcal en las leches de inicio. También se contempla la adicién de inositol que —segun
parece- participa en el desarrollo del intestino y que se encuentran en la leche humana. La cantidad de

inositol en las leches de inicio debe estar entre 4 y 40 mg/100 kcal en los ppreparados para lactantes.

La composicidn de las grasas (4,4-6 g/100 kcal) debe ser tal que se consiga una absorcién del
85%. Es admisible una mezcla de grasa animal y vegetal para intentar conseguir un acidograma parecido
al de la leche humana. Se debe reducir el aporte de grasa saturada que es de mas dificil absorcion y
puede interferir con la absorcién del calcio, y se debe aumentar el nivel de Aacidos grasos
monoinsaturados, hasta lograr concentraciones similares a la leche humana; asi, el acido oleico deberia
representar el 40 % de los acidos grasos totales. Ademas las nuevas recomendaciones instan a los
fabricantes a limitar el contenido de acidos grasos trans a un maximo del 3% del total de la grasa y el de

acido erdcico a un total del 1% de la grasa.

El contenido de &cido linoleico debe estar entre 500 y 1200 mg/100 kcal, mientras que el del
acido a-linolénico debe estar entre 50 y 100 mg/100 kcal. El cociente acido linoleico/acido a-linolénico
debe estar entre 5 y 15, al igual que en la leche humana, aunque actualmente se considera que una
proporcién linoleico/a-linolénico inferior a 10 es deseable para favorecer la sintesis de acidos grasos
poliinsaturados de la serie n-3. Una de las principales novedades de las nuevas recomendaciones es que
el DHA es de adicidn obligatoria y su contenido debe situarse entre 20 y 50 mg/100 kcal. Esta
recomendacién se produce como consecuencia de la evidencia cientifica existente a favor del efecto del
DHA sobre el desarrollo visual y cognitivo de los nifios. Aunque el organismo tiene la maquinaria
enzimdtica necesaria para su sintesis a partir del acido a-linolénico, las necesidades durante las primeras
etapas de la vida son muy altas, lo que hace recomendable afiadirlo a los preparados para lactantes. Si

se afiaden acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-6, éstos deben constituir como maximo el 2%
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del total de acidos grasos y el 1% en el caso del acido araquiddnico. El acido eicosapentaenoico (EPA,
20:5 n-3) no debera superar el contenido de DHA, ya que el EPA no estd presente en la leche materna o
lo estd en cantidades muy bajas. La adicidon de estos acidos grasos parece aconsejable, ya que son
precursores indispensables para la sintesis de eicosanoides y como componentes estructurales
importantes de los sistemas de membranas, siendo especialmente ricos en ellos los fosfolipidos del

sistema nervioso central y de las células fotorreceptoras de la retina.

Al analizar los estudios realizados sobre el efecto de la suplementacién de los preparados para
lactantes con AGPI-CL sobre el desarrollo, se han encontrado resultados contradictorios (Uauy y col.
2009, Qavasmiy col. 2013). En algunos estudios se habia encontrado un efecto positivo sobre la agudeza
visual en los lactantes que tomaban formulas suplementadas con AGPI-CL y se sugeria que era necesaria
dicha suplementacion durante los primeros 12 meses de la vida, pero este efecto sobre la visién no se
confirmé a largo plazo. Una revision Cochrane de 15 estudios no encontré ninglun efecto sobre la

agudeza visual (Simmery col. 2011).

Ultimamente se estd dando una gran importancia a la influencia del aporte graso sobre el
desarrollo de la arteriosclerosis. Aunque la etiologia de esta enfermedad parece ser multifactorial, estd
demostrado que la dieta posee un papel fundamental, especialmente en el inicio del cuadro. Parece ser
gue la dieta administrada al lactante puede afectar la homeostasis del colesterol en edades posteriores,
influyendo no sélo los aportes de colesterol sino también sobre la relacidon poliinsaturados/saturados
(Owen y col. 2002). La mejor forma de conseguir una colesterolemia mas similar a la de los nifios que
toman leche humana es administrar una férmula con un indice poliinsaturados/saturados equilibrado
(1,6-1,7) y moderado contenido de colesterol. El acido oleico es efectivo reduciendo el colesterol unido
a lipoproteinas de baja intensidad (LDL-C) en los seres humanos y, sobre todo, aumentando el colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad (HDL-C), especialmente cuando sustituye a acidos grasos
saturados. Los 4acidos grasos poliinsaturados poseen efectos menos claros; si bien es conocido que
disminuyen los niveles plasmaticos de triglicéridos, recientemente se ha descrito que pueden reducir

también los niveles de colesterol unido a lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-C).

Como hidratos de carbono (9-14 g/100 kcal), las férmulas de inicio deben contener lactosa

(minimo 4,5 g/100 kcal), aunque se admiten pequefias cantidades de glucosa y de dextrinomaltosa. No
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debe estar presente el almiddn ni tampoco sustancias espesantes, salvo que las formulas estén
destinadas a usos médicos especiales, como se menciona mds adelante y, asimismo, no se debe

adicionar sacarosa o fructosa.

Respecto de los minerales, sodio, cloro y potasio no deben sobrepasar una concentracion que
pueda ocasionar una sobrecarga renal de solutos y que conduzca a un desequilibrio hidroelectrolitico.
Ademads, la concentracién de sodio puede influir sobre el desarrollo de hipertension en etapas
posteriores de la vida. La ESPGHAN aconseja una concentracion de sodio de 28-60 mg/100 kcal. El calcio
y el fésforo deben tener un valor minimo en la formula de 50 mg/100 kcal y 25 mg/100 kcal,
respectivamente, con una relacién calcio fésforo que esté entre 1 y 2 para facilitar la absorciéon de
dichos minerales. El hierro no debe estar en un nivel inferior a 0,3 mg/100 kcal, siendo aconsejable una
concentracidén de 1 mg/100 kcal. Asimismo, se aconseja un aporte de cinc de 0,5-0,9 mg/100 kcal, un
aporte de cobre y manganeso semejante al de la leche humana, y un aporte de selenio de 8,6 ug/100
kcal. Con respecto a los restantes oligoelementos, no se dispone de datos suficientes para hacer una
recomendacién, aunque para los valores de magnesio, yodo, molibdeno y fluor también se estableces

limites minimos y maximos.

En lo relacionado con las vitaminas, los distintos comités de nutricion hacen propias las
recomendaciones del Codex Alimentarius y se establecen valores minimos y maximos para cada una de

ellas.

Diversas sustancias presentes en la leche humana tienen efecto prebidtico. Los oligosacaridos
sirven como sustrato para el crecimiento de las bifidobacterias. El acido sidlico forma parte de los
oligosacaridos y estd presente como diferentes componentes sialoconjugados (sialilactosa,
glicoproteinas, ganglidsidos y otros). Se ha demostrado que la adiciéon de gangliésidos a los preparados
para lactantes favorece el crecimiento de las bifidobacterias e interfiere sobre el crecimiento de E. coli
(Rueda y col. 1998), y que son capaces de inhibir la accion de las enterotoxinas de algunas bacterias y la
adhesién de E. coli. Las glucoproteinas que contienen acido sidlico pueden unirse a los rotavirus e
impedir la replicacidn virica (Martinez y col. 2013). La adicidon de nucledtidos a los preparados para
lactantes promueve un perfil bacteriano en las heces préximo al de los alimentados con leche humana

(Shingal y col. 2008).
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La adicion de oligosacaridos esta también regulada, pudiendo afiadirse un total de 0,8 g/100 ml
de una mezcla de galacto-oligosacaridos (GOS) y fructo-oligosacaridos (FOS) en una proporcion 9:1, con
el objetivo de conseguir un peso molecular semejante al de los oligosacaridos de la leche humana. Sin
embargo, en la actualidad no existen datos suficientes que sugieran que la suplementacién de las
féormulas con prebidticos esté asociada a un efecto beneficioso frente a las infecciones, trastornos
digestivos (cdlico, regurgitaciones, vomitos) o para la prevenciéon de alergia (Thomas y col. 2010;

ESPGHAN, 2011; Maldonado Lozano, 2014a).

Como ya se ha mencionado anteriormente, la leche humana contiene también bacterias con
potencial probidtico. Una importante parte de las fdrmulas existentes hoy dia en el mercado contienen
probidticos, aunque su utilizacidon no esta recogida en la legislacion. Los diferentes comités de expertos
apoyan su uso siempre y cuando se haya demostrado su seguridad y un beneficio para la salud y el

desarrollo del nifio (ESPGHAN, 2011; Maldonado Lozano, 2014a; Bertelsen y col. 2016).

Preparados de continuacion

Los preparados de continuacién (tabla 1-8) estan disefiadas para su empleo a partir de los 6
meses de edad y siempre formando parte de un régimen mixto de alimentacidén; pueden utilizarse hasta
los 3 afios de edad, aunque generalmente se utilizan hasta los 18-20 meses. Se basan en que la
capacidad funcional del aparato digestivo, la actividad de las enzimas del metabolismo intermediario y la
funcién excretora renal han alcanzado un nivel de maduracion semejante al del nifio mayor. Por tanto,
es posible prescindir a partir de esta época de las férmulas de inicio mas complejas y costosas, aunque
en la practica las diferencias entre la composicion de los preparados para lactantes y los preparados de

continuacién son pocas.

El limite que se define para el contenido energético es el mismo que para los preparados para
lactantes (60-70 kcal/100 ml), aunque después de los 6 meses los lactantes suelen ingerir alimentos
adicionales.

Con respecto a la composicion proteica (1,8-3,5 g/100 kcal) no es necesario modificar la relacion
caseina/proteinas del suero de la leche de vaca (80/20). Actualmente se piensa que es aceptable un

contenido proteico de 1,3-1,7 g/100 ml para una dieta diversificada.
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Como hidratos de carbono (9-14 g/100 kcal) preferentemente contendran lactosa, aunque esta
permitido adicionar otros glicidos como sacarosa, miel o fructosa (20% maximo, para que la lactosa

favorezca la biodisponibilidad del calcio).

Con respecto a las grasas (4,4-6 g/100 kcal), no existe razén para sustituir totalmente la grasa
lactea por grasa vegetal. Sin embargo, la recomendacion es afadir acido linoleico, acido a-linolénico y

DHA en cantidades similares a las comentadas anteriormente para los preparados para lactantes.

Dado que el contenido en calcio de la alimentacion complementaria suele ser bajo, deben
aportarse aproximadamente 400 mg/dia (500 ml) con la férmula, siendo la relacién Ca/P entre 1y 2. La
suplementacidn con hierro es obligada (10,6 mg/100 kcal) y se debe hacer con sales ferrosas, cuya
buena tolerancia es conocida; por otra parte, para favorecer la absorcién del hierro las férmulas
deberdn contener acido ascérbico y la relacion hierro/cinc no debe ser superior a 2,5. Los
requerimientos de hierro aumentan en esta etapa y por ello el limite minimo de hierro es mayor en las
formulas de continuacién que en las de inicio. En relacién con el fluor, se puede iniciar la
suplementacién a partir de los 6 meses de edad solamente cuando el contenido del agua sea inferior a

0,3 mg/l, ya que influye en el contenido de la formula.

Diversos estudios muestran que la adicion de prebidticos y de probicticos (Thomas y col. 2010;
ESPGHAN, 2011; Maldonado Lozano, 2014a; Bertelsen y col. 2016) aumenta la colonizacién por estas
bacterias en el intestino del lactante de forma semejante a los alimentados al pecho. En el mercado
existen férmulas con prebidticos, probidticos y con ambos (simbidticos), aunque existen pocos datos
sobre su utilidad (ESPGHAN, 2011; Mugambi y col. 2012). La EFSA hace referencia a la adicion de
bacterias a dichas formulas. En este documento afirma que si bien no hay duda sobre la seguridad de las
bacterias probidticas que han sido utilizadas en nutricién infantil, considera que se deben de realizar

mas estudios que con un grado de evidencia maximo demuestren su eficacia (EFSA, 2014).
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2. ORIGEN DE LA MICROBIOTA.
2.1 Adquisicion de la microbiota intestinal humana

Los procesos por los cuales se produce el establecimiento de las poblaciones microbianas dentro
del tracto gastrointestinal son muy complejos y variados, dando lugar a distintas poblaciones a lo largo
del tubo digestivo. Durante los primeros dias de vida en la microbiota predominan las bacterias
facultativas como Escherichia coli y otras enterobacterias, enterococos, y estafilococos, las cuales, al no
existir competicién alguna con otros microorganismos anaerobios, suelen alcanzar altos niveles en la
microbiota. Conforme aumenta el nimero de bacterias aerobias y facultativas, éstas van consumiendo
el oxigeno y se crean las condiciones iddneas para que las bacterias anaerobias sean las que colonicen,

como Bifidobacterium, Lactobacillus, y Veillonella (Adlerberth y col. 2000).

La colonizacién intestinal del neonato esta influida por diversos factores, tales como la
gestacion, el tipo de parto y el tipo de lactancia (Lépez Moriana y col. 2014). El paso a través del canal
del parto y la consiguiente exposicidn a la microbiota de la madre (vaginal y/o fecal), durante tiempo se
ha considerado que representa el suceso iniciador para la colonizacion microbiana del tracto
gastrointestinal del recién nacido. Sin embargo, en un estudio epidemiolégico se observd que sélo una
cuarta parte de los nifios adquirieron lactobacilos vaginales al nacer y que al mes, éstos ya competian
con los lactobacilos asociados a la leche humana (Matsumiya y col. 2002). Posteriormente se constato
que los lactobacilos encontrados en las heces de los recién nacidos no eran similares a los de la vagina
materna (Martin y col. 2007), por lo que se puede sugerir que los lactobacilos vaginales se transfieren,
pero no colonizan con éxito el intestino neonatal. A pesar de que solo algunas bacterias presentes en el
canal del parto colonizaran de forma permanente al lactante, la exposicidn inicial es fundamental para el

desarrollo apropiado del ecosistema de la microbiota adulta (Dominguez-Bello y col. 2010).

En el caso de los partos por cesdrea, la microbiota presente en el recién nacido provendria con
mayor probabilidad del medio ambiente que le rodea. Dominguez-Bello y col (2010) han descrito que los
nacidos por parto natural tienden a presentar niveles mas elevados de Lactobacillus spp. en las heces, la
piel, la boca y la nasofaringe, en concordancia con la microbiota vaginal dominante de las madres,
mientras que en los casos de cesarea, las comunidades bacterianas representadas en el intestino y los
otros tejidos estudiados eran mds parecidas a las encontradas en la superficie de la piel de los

progenitores, dominadas por Staphylococcus, Corynebacterium y Propionibacterium spp. Los estudios
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sobre la microbiota fecal de los nifios nacidos por cesarea o por parto natural, sugieren que la
microbiota de los neonatos nacidos por cesdrea presenta una diversidad bacteriana superior comparada

con la de los nacidos por parto natural (Biasucci y col. 2008; Pandey y col. 2012).

Sin embargo, no se ha podido demostrar fehacientemente que la microbiota del nifio esté
intimamente ligada con el tipo de parto (Matsumiya y col. 2002; Ahrné y col. 2005; Martin y col. 2007;
Lépez Moriana y col. 2014) y si se ha llegado a demostrar una transferencia de tipo vertical de bacterias
por parte de la madre al recién nacido a través de la leche (Martin y col. 2007; Pérez y col. 2007; Milani y
col. 2015). Probablemente no sea casual que las bacterias anaerobias facultativas que colonizan el tracto
gastrointestinal del neonato sean los grupos bacterianos mas representativos de la microbiota de la

leche humana.

En la ultima década, diversos estudios han demostrado que los primeros contactos del nifio con
bacterias comensales se producirian aun antes del parto, en su etapa fetal, puesto que se han detectado
bacterias de este tipo en el corddn umbilical y en el meconio de recién nacidos (Jiménez y col. 2005;
Jliménez y col; 2008) (figura 2-1), incluso se pueden aislar esas bacterias en el calostro antes del
nacimiento. Ademas, se puede argumentar que la presencia de bacterias en la leche humana no se
debe simplemente por una contaminacidn, ya que las bifidobacterias son anaerobias estrictas y es poco
probable que se transporten desde la boca a la piel de la mama, y no podemos obviar que las bacterias
vivas administradas oralmente a las mujeres lactantes, se pueden recuperar de la leche (Jiménez y col.

2008; Arroyo y col. 2010).

Las especies bacterianas aisladas de sangre de cordén umbilical y de meconio (E. faecium, P.
acnes, S. epidermidis, St. sanguinis y E. coli) se encuentran entre las que suelen estar asociadas con la
microbiota oral y gastrointestinal de la madre. Estas bacterias podrian diseminarse desde el tracto
digestivo hacia lugares extradigestivos gracias a las células dendriticas, que pueden penetrar el epitelio y
tomar bacterias directamente del lumen intestinal (Rescigno y col. 2001). Una vez en el interior o
pegadas a las células dendriticas, o a los macréfagos, las bacterias podrian llegar a otras mucosas a
través del torrente sanguineo empleando la circulacion de las células del sistema inmunitario (Martin y

col. 2004).
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Figura 2-1. Modelo hipotético de transferencia de bacterias desde la madre al feto y al tracto gastrointestinal del
recién nacido. (Basado en el modelo expuesto por Martin y col. 2004). GUM: tracto genitalurinario; LMGM:
mucosa de la glandula mamaria; MLN: nddulo linfatico mesentérico; PP: placas de Peyer; RM: mucosa del tracto

respiratorio; SLGM: mucosa de las glandulas salivares y lacrimales.

50



Introduccion

Estudios en animales han demostrado la existencia de grupos bacterianos en el liquido
amnidtico de ratonas gestantes y en el intestino de sus correspondientes fetos (Bearfield y col. 2002;
Martin y col. 2004; Budunelli y col. 2005; Jiménez y col. 2005), y han confirmado que un cambio en la
microbiota intestinal materna tiene un marcado efecto en la colonizacién y desarrollo intestinal de su

progenie (Fak y col. 2008).

También en mujeres gestantes sanas se han detectado bacterias en liquido amnidtico. La
administracién oral de un probidtico durante el embarazo no sélo causa la colonizacién del tracto
gastrointestinal materno, sino también la de sus hijos sin necesidad de que éstos ingieran directamente

el probidtico (Schultz y col. 2004; Jiménez y col. 2005).

El aislamiento de enterococos y estafilococos en sangre de cordén umbilical en mujeres y nifios
sanos, asi como la deteccidon de DNA de bifidobacterias y lactobacilos en placenta humana, confirma que
el paso a través de la placenta es una de las rutas que utilizan las bacterias comensales hacia la cavidad
amnidtica (Jiménez y col. 2005; Satokari y col. 2009; Nuriel-Ohayon y col. 2016). De hecho, muchas de
estas especies bacterianas también se aislan del meconio de neonatos sanos, a pesar de que
tradicionalmente se ha considerado que este material bioldgico era estéril (Jiménez y col. 2008a; Hansen
y col. 2015; Nuriel-Ohayon y col. 2016). Recientemente se ha comunicado que la placenta presenta
mayor diversidad bacteriana que la vagina, y que la diversidad bacteriana en las heces de los recién
nacidos también es mayor que la de la vagina materna y mas parecida a la placentaria (Dong y col.

2015).

Estos hallazgos ponen de manifiesto que la cavidad amnidtica debe considerarse un nicho
ecologico que alberga una diversidad de microorganismos mucho mayor de la que se suponia (DiGulio y
col. 2008). Parte de esta microbiota podria estar protegida frente a elementos adversos, como
leucocitos o péptidos antimicrobianos, mediante la formacidn de biofilms en los que las células se
mantienen en agregados mediante la produccion de polimeros extracelulares (Steele y col. 2005). Esto
explicaria el hecho de que estas bacterias no induzcan una respuesta inflamatoria y la dificultad de

obtener cultivos positivos con las muestras de liquido amnidtico (Romero y col. 2007).

Tras el nacimiento, aunque el estrecho contacto del nifio con la madre favorece la transferencia

de bacterias de la cavidad oral y piel de la madre al hijo (Mackie y col. 1999), es la leche de la madre la
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qgue representa un papel fundamental en el establecimiento de la microbiota del nifo. Asi, la leche no
solo aporta componentes bifidogénicos, como los oligosacdridos que favorecen la instauracién de
determinados grupos bacterianos, sino que también aporta directamente bacterias comensales
procedentes del propio intestino de la madre (Martin y col. 2003; Nuriel-Ohayon y col. 2016). Hoy dia se
reconoce la gran influencia de este fluido bioldgico en la colonizacién del intestino del neonato, cuya

importancia parece ser muy superior a la del transito por el canal del parto (Martin y col. 2007).

En un estudio reciente, realizado en 15 parejas madre-hijo, se investigd la transferencia

microbiana prenatal y postnatal y la colonizacidn intestinal a partir del analisis de la microbiota en las

heces de la madre, la placenta, el liquido amnidtico, el calostro y el meconio (Collado y col. 2016). Los
datos obtenidos mediante cultivo bacteriano convencional, pirosecuenciacién del gen 16S rRNA, PCR
cuantitativa y electroforesis en gel desnaturalizante, revelaron que la placenta y el liquido amnidtico
presentaban una microbiota con caracteristicas compartidas con la microbiota del meconio, lo que
sugiere que existe una transferencia microbiana en la interfase feto-materna. A la edad de 3-4 dias, la
composicion de la microbiota intestinal del recién nacido empezaba a parecerse a la detectada en el
calostro de la leche materna. Basados en estos datos, los autores proponen que el proceso de
colonizacidon microbiana del intestino se iniciaria prenatalmente a partir de la microbiota de la placenta

y del liquido amnidtico, y se continuaria después del nacimiento por las bacterias presentes en la leche

materna.

2.2. Microbiota de la leche humana

Desde hace tiempo se sabe que la microbiota intestinal de los nifios amamantados es diferente
de la de los nifios alimentados con férmula (Balmer y col. 1989). Lactobacilos y bifidobacterias
predominan en los primeros, mientras que enterobacterias, como E.coli, Bacteroides y Staphylococcus
dominan la microbiota de los segundos. Determinados componentes de la leche humana, como
oligosacaridos y algunas proteinas del lactosuero son responsables del establecimiento de esta
microbiota, ya que favorecen el crecimiento de bacterias saludables al provocar un descenso del pH

intestinal, poco favorable para el crecimiento de bacterias patdgenas.

Hasta hace poco tiempo la leche humana se consideraba un fluido bioldgico estéril, ya que no
habia evidencias de que contuviera bacterias. Sin embargo, en los ultimos afos se ha demostrado la

presencia de bacterias en la leche humana. Determinadas bacterias acido-lacticas forman parte de la
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composicion de la leche humana y puede ser una importante fuente de bacterias acido-lacticas para el
bebé, lo cual contribuiria al establecimiento de la microbiota intestinal favorable que se observa en
nifios amamantados (Martin y col. 2003; Martin y col. 2004). Estas bacterias no son simplemente el
resultado de la contaminacién de la piel circundante, sino que es probable que tengan un origen

endogeno (Rodriguez, 2014).

Los datos disponibles hasta la fecha indican que entre las bacterias que se aislan de la leche
humana, destacan diversas especies de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Weisella, Leuconostoc, Bifidobacterium, Corynebacterium, Pseudomonas,
Serratia, Ralstonia, Firmicutes, Proteobacteria, Blautia, Bacteroides, Propionibacterium, Sphingomonas,
Veillonellas, Leptotrichia, Prevotella y Bradyrhizobium (Martin y col. 2003; Heikkila y col. 2003;
Gueimonde y col. 2007; Collado y col. 2009; Cabrera-Rubio y col. 2012; Jost y col. 2013; Gonzalez y col
2013; Khodayar-Pardo y col. 2014; McGuire y col. 2015) (tabla 2-1). Ward y col (2013), que utilizaron la
tecnologia de secuenciacidon para caracterizar todo el material genético (Metagenoma), identificaron
mas de 360 géneros procariotas y los filos Proteobacterias y Firmicutes eran los dominantes. Las
diferencias entre los hallazgos referidos con anterioridad y los de este este estudio, probablemente
estén relacionadas con diversas variables, tales como métodos de recoleccién, técnicas de extraccion,

plataformas de secuenciacidn y factores ambientales.

Asi pues, existen pruebas irrefutables de que la leche humana contiene una comunidad
bacteriana diversa y viable, incluso cuando es producida por mujeres sanas sin signos o sintomas de
mastitis u otra enfermedad mamaria. El reconocimiento de que en la leche humana existe una
comunidad bacteriana importante, plantea la idea de si la leche humana deber ser considerada como un

alimento probidtico (McGuire y col. 2016).

La concentracidn de bacterias en la leche humana oscila entre 102 y 10* unidades formadoras de
colonias (UFC)/ml, por lo que garantiza un aporte continuo de bacterias durante todo el periodo de
lactancia. Se estima que un lactante que ingiera aproximadamente 800 ml de leche al dia recibe entre
10° y 107 UFC (Heikkild y col. 2003; Rodriguez y col. 2008). Por lo tanto, la leche humana es una de las
principales fuentes de bacterias comensales para el recién nacido y desempefia un papel clave en la
colonizacion inicial de su intestino. Diversos estudios evidencian el papel fundamental que juega la

lactancia materna en la colonizacidn del intestino del nifio, mostrando diferencias significativas entre la
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microbiota de los nifios amamantados y los alimentados con lactancia artificial. Asi, en los nifios

alimentados con leche humana se suele observar una menor presencia de enterobacterias,

estreptococos, bacteroides y clostridios, en beneficio de una mayor cantidad de bifidobacterias, al revés

de lo que sucede en los alimentados con preparados para lactantes (Balmer y col. 1989; Favier y col.

2002, Harmsen y col. 2000a). Se ha descrito una mayor concentracion de bacterias del grupo

Coriobacterium (Coriobacterium y Collinsella) en heces de nifios alimentados con preparados lacteos

(Harmsen y col. 2000b).

Tabla 2-1. Bacterias aisladas de la leche humana

Otras bacterias

Otras bacterias

Lactobacillus Bifidobacterium Staphylococcus Streptococcus Bacterias Gram -
Lacticas Gram +
Enterococcus Actinomyces Acinetobacter
L. fermentum B. breve S. aureus S. bovis
faecalis odontolyticus Jjohnsonii
Enterococcus Arthrobacter
L. gasseri B. bifidum S. epidermitis S. mitis Bacteroides sp.
faecium cumminsii
Bacillus Burkholderia
L. gastricus Lactococcus lactis B. longum S. hominis S. oralis
vietnamiensis multivorans
Leuconostoc
L. plantarum B. adolescentis S. xylosus S. parasanguis B. pumilus Citrobacter freundii
citreum
Leuconostoc Corynebacterium
L. reuteri B. dentium S. haemolytica S. salivarius Escherichia coli
fallax aurimucosum
Leuconostoc
L. rhamnosus B. catenulatum S. lugdunensis S. infantis C. coylae Klebsiella milletis
mesenteroides
Pediococcus
L. salivarius S. peroris C. pseudogenitalium K. oxytoca
pentosaceous
Gemella
L. vaginalis Weisella cibaria K. Pneumoniae
haemolysans
Kluyvera
Weisella confusa Kocuria kristinae
cryocrescens
Pseudomonas
K. rhizophila
aeruginosa
Micrococcus luteus P.pseudoalcaligenes
Paenibacillus
P. synxanthia
amylolyticus
Propionibacterium Serratia
acnés proteamaculans

P. granulosum

Rothia mucilaginosa

Modificado de Rodriguez y col. 2008.
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Asi pues, no es de extrafiar que la microbiota intestinal del recién nacido refleje la existente en
la leche humana. El bajo nimero de especies bacterianas encontradas en la leche concuerda con el
reducido espectro bacteriano del que se compone la microbiota intestinal de los lactantes y que va
seguido de un aumento de la variedad de la microbiota con el final de la lactancia y el inicio del destete.
Al inicio de la fase de destete, se van introduciendo progresivamente alimentos sélidos y paralelamente
se va reduciendo la ingesta de leche materna hasta su completa sustitucion. Estas circunstancias
producen grandes cambios en la composicion de la microbiota intestinal infantil, de tal manera que, en
poco tiempo, desaparecen las diferencias entre la microbiota de los lactantes amamantados y la de los
alimentados con férmulas lacteas (Stark y ccol. 1982; Mackie y col. 1999). En general, se estima que los
grupos microbianos dominantes en la microbiota intestinal de los nifios de 2 afios son similares a los de
los de los adultos, aunque todavia existen diferencias en cuanto a las especies presentes (Favier y col.

2002).

2.3 Mecanismos de transferencia bacteriana madre-hijo

Aunque todavia se desconocen muchos aspectos de cudl es el mecanismo exacto a través del
cual las bacterias comensales pueden atravesar el epitelio intestinal y alcanzar la glandula mamaria,
diversas evidencias sefialan al sistema inmunoldgico como clave en esta transferencia. La hipdtesis que
se plantea es que el transporte de bacterias de la microbiota intestinal de la madre a la leche, se lleva a
cabo a través de la misma ruta enteromamaria mediante la cual células del sistema inmune de origen
intestinal son transportadas a la glandula mamaria (Roux y col. 1977; Newburg y col. 2007). Este
mecanismo implicaria una intima relacién entre la microbiota y el sistema inmune durante el

transporte.

Es posible que las células dendriticas residentes en el epitelio intestinal sean capaces de
proyectar sus dendritas hacia la luz intestinal abriéndose paso a través de las uniones intercelulares con
el objetivo de captar microorganismos (Martin y col. 2004; Pérez y col. 2007). Se ha demostrado que si
bien los macréfagos destruyen de forma rdpida a las bacterias comensales, en el caso de las células
dendriticas las bacterias permanecen viables durante dias (Macpherson y col. 2004a; Macpherson y col.
2004b). Incluso se puede pensar que la proximidad y abundancia de bacterias en la superficie de la

mucosa y de su capacidad de adherirse a la misma, esté afectando a la mas que probable opcidn de que
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las bacterias sean avistadas, tanto por las células M como por muestreo directo por células dendriticas

(figuras 2-1y 2-2).

}’ P . Microhiota intestinal
'.! : i, materna

Epitelio
i oo

Bacterias itransportadas

Figura 2-2. Posible mecanismo mediante el cual las bacterias evitan ser fagocitadas.

La fisiologia y organizaciéon del epitelio intestinal incluye una larga y entramada red de foliculos
linfoides por donde circula el sistema linfatico, y existe una continua circulacién de células del sistema
inmune por dichos foliculos (Martin y col 2003). Una vez dentro, las células dendriticas pueden
diseminarse por el sistema linfatico hasta otras localizaciones como las glandulas mamarias, de esta
forma también se trasportarian los microorganismos que viajan con estas células desde la zona del
epitelio intestinal hasta las glandulas mamarias. Ademads, en el periodo de lactancia existe una
colonizacidn por parte de numerosas células del sistema inmune gracias a procesos selectivos regulados
por hormonas lactogénicas (Bertotto y col 1991). Este proceso, responsable de la abundancia de estas
células del sistema inmune en la leche, seria utilizado para la translocacién de las bacterias comensales.
Se ha demostrado que el mecanismo de translocaciéon bacteriana es un proceso fisioldgico que se ve
incrementado durante el embarazo y la lactancia, y que existe la presencia de material genético de una
gran diversidad de bacterias intestinales en células sanguineas y de la leche (Pérez y col. 2007; Rodriguez
JM, 2014). Por tanto, la translocacién de bacterias comensales a la glandula mamaria no es una

transferencia pasiva sino un proceso activo en el que el sistema inmune juega un papel clave.

Algunas bacterias comensales no invasivas pueden atravesar la mucosa intestinal mediante un
mecanismo dirigido por las células dendriticas existentes en la [dmina propia. Estas células pueden abrir

las zonas de oclusién existentes entre enterocitos adyacentes, proyectar dendritas al exterior y captar
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bacterias viables para introducirlas en la [dmina propia, preservando la integridad de la barrera intestinal
mediante la expresion de las proteinas que integran las zonas de oclusidn (Figuras 2-1 y 2-3),
manteniendo la integridad del epitelio intestinal (Rescigno y col. 2001). Normalmente el sistema
inmunitario defensivo del hospedador destruye las bacterias que se han translocado, pero se han
observado bacterias comensales viables durante varios dias unidas a las células dendriticas (Macpherson
y col. 2004a; Macpherson y col. 2004b). Este hecho permitiria a las bacterias propagarse por el sistema
linfoide asociado a las mucosas y llegar a mucosas distantes, incluida la glandula mamaria de las mujeres

embarazadas y/o lactantes.

Figura 2-3. Translocacidn bacteriana a través de la mucosa intestinal. B, bacterias; CM, CélulaM; E,

Enterocito; CD, Célula Dendritica; PP, Placa de Peyer; L, Linfocito. Fuente: Uhlig y col. 2003.
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3. LA MICROBIOTA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL.
3.1 Composicion y distribucion

El aparato digestivo humano esta compuesto por cinco partes bien diferenciadas: la cavidad oro-
faringea, el esdfago, el estdmago, el intestino delgado y el intestino grueso. Las tres ultimas partes
conforman el tracto gastrointestinal, con funciones de digestién, absorcién, secrecién y de barrera.
Ademas, cada vez se reconoce mas su importancia como érgano endocrino y constituye el mayor érgano

del sistema inmunitario humano.

La mucosa del tracto gastrointestinal humano estd colonizada por una comunidad microbiana
extremadamente compleja. De hecho, se estima que contiene aproximadamente 10 células
procariotas, cifra diez veces mayor que la suma de todas las células eucariotas del cuerpo humano (Qin
y col. 2010). Toda la comunidad microbiana, incluyendo bacterias, hongos, virus y otras especies
microbianas, proporciona una capacidad enzimatica tremenda y, por lo tanto, juega un papel

fundamental en la fisiologia del huesped (Sonnenburg y col. 2016).

El ensamblaje de la microbiota intestinal comienza antes y durante el proceso de parto y
evoluciona con la alimentacion durante la infancia. Por tanto, la colonizacién inicial normal del intestino
es un evento importante en el ajuste del recién nacido al medio extrauterino (Molloy y col. 2012).
Diversos factores influyen en la colonizaciéon intestinal inicial: constitucién genética del recién nacido,
tipo de parto, uso de antibiéticos, tipo de alimentacién y el hecho de que la madre se encuentre bajo
estrés o exprese un padecimiento inflamatorio, entre otros (Penders y col. 2006; Dominguez-Bello y col.
2010; Cho y col. 2012; Hesla y col. 2014; Serrano y col. 2016) (figura 3-1). Mas aun, nuestro concepto
dogmatico sobre nichos estériles en el cuerpo humano (p.e. la placenta) se ve desafiado actualmente
por la reciente evidencia acerca de como estos nichos podrian funcionar como repositorio de una

biomasa activa que alberga un microbioma Unico (Prince y col. 2015).

La microbiota oral, intestinal, vaginal y del tracto urinario materno contribuye a la siembra inicial
de la microbiota neonatal. Con el paso a través del canal de parto, los recién nacidos son inoculados al
nacer y en conjuncion con un numero variable de exposiciones posteriores se establecerd la
composicion de su microbiota inicial, que evolucionarad en el tiempo, siendo entre los 2 y 3 afios

indistinguible de la microbiota del adulto (Yatsunenko y col. 2012). Publicaciones recientes llegan a la
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conclusién de que la microbiota de los nacidos por cesarea es diferente a la de los nacidos por via
vaginal, diferencias que todavia pueden verse a los 3 meses de edad pero no con posterioridad, alos 6y

12 meses de edad (Hesla y col. 2014; Rutayisire y col. 2016).

“Patrones de

. bi L alimentacion + Cambios en composiciény
Cambios en composiciony -Composicién diversidad microbiana

) ;iwersui.a_o! mlcroplalna J leche materna * Incrementode diversidad
dt_’fansmlsl?n vertica -Consumo de influenciada por la ingesta de
iferencia férmula alimentos

Tipo de parto
-Vaginal
-Cesdrea

RED
gestacional

* Crecimiento de patégenos

*  Pérdida de taxon y diversidad

* Cambios en la capacidad
metabdlica

Figura 3-1. Factores que influyen sobre el desarrollo de la microbiota en nifios. Tomado de Serrano y col. 2016.

La diversidad taxondmica de las bacterias intestinales ha sido objeto de numerosas
investigaciones durante las Ultimas décadas. En los afios 70 y 80, el estudio de la microbiota intestinal
dependia de la continua mejora en los procedimientos de enriquecimiento y en los sistemas para la
generacién de ambientes anaerobios. Los aislados se identificaban y caracterizaban mediante
combinacion de diversos ensayos fenotipicos. Con el avance tecnoldgico que llevo a la aparicién de
técnicas de secuenciacidon de ultima generacidn, que emplean, entre otros, la filogenia del gen ARN
ribosomal 16S, la composicidon del microbioma y su papel en la salud y en la enfermedad, ha sido sujeto
de investigacidn activa durante los ultimos afios. Con estas nuevas herramientas aplicadas directamente
a heces humanas y su comparacién con secuencias cultivables, se ha estimado que sélo un 30% de las
especies detectadas se corresponden con especies previamente aisladas e identificadas con las técnicas
clasicas de cultivo (Wilson y col. 1996; Suau y col. 1999; Hayashi y col. 2002). El proyecto Microbioma

Humano establecid un punto de partida para evaluar el papel del microbioma en la salud y en la
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enfermedad describiendo la composicién del microbioma en diversos sitios del cuerpo en adultos sanos
provenientes de EE. UU. (Turnbaugh y col. 2007). En la actualidad se conoce que, en el adulto, la
microbiota intestinal estda integrada por unas 1.000 especies que aportan 2 millones de genes
aproximadamente (Rajilié-Stojanovic¢ y col. 2014), y esta bien establecido que cinco phyla bacterianas,
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacterias y Verrucomicrobia, son componentes
dominantes de la microbiota intestinal humana (Tremaroli y col. 2012). Mas del 90% de las poblaciones
bacterianas son anaerobios y gram-negativos e incluyen los géneros predominantes Bacteroides,

Eubacterium, Bifidobacterium, y Fusobacterium (Guarner y col. 2003).

La microbiota aumenta en cantidad y complejidad a medida que avanzamos por el tracto
gastrointestinal (figura 3-2). Asi, en individuos sanos, la marcada acidez del ambiente estomacal (pH-3)
mayoritariamente permite el desarrollo de estreptococos y lactobacilos (103-10°UFC/g) y de algunas
levaduras (Tannock, 1995; Rastall, 2004). Ademas, Helicobacter pylori también coloniza la mucosa
gastrica de un porcentaje considerable de individuos, si bien se necesita la concurrencia de diversos
factores para que cause manifestaciones clinicas. En el intestino delgado, los principales factores
limitantes para el establecimiento de los microorganismos son los movimientos peristalticos y la
secrecién de los jugos pancreatico y biliar. Aqui, los niveles aumentan progresivamente, desde 10%-10°
UFC/g en el duodeno, donde nuevamente son mayoritarios los lactobacilos y los estreptococos (Simon y
col. 1984; Rastall RS, 2004), hasta mds de 10 8 UFC/g en la regidn distal del ileon. Las especies cultivables
mas numerosas en esta Ultima regién son las bifidobacterias, enterobacterias, Bacteroides vy

Fusobacterias (Croucher y col. 1983; Simon y col. 1984).

En el intestino grueso, el pH estda mds proximo a la neutralidad, la velocidad de transito es
mucho mas lenta y las secreciones biliar y pancredtica estdn mucho mas diluidas. Por ello, no es de
extrafiar que el mayor nimero de bacterias en el tracto gastrointestinal humano resida precisamente en
este segmento, donde constituye entre el 35 y el 55% del volumen del contenido sélido (Stephen y col.
1980). Ademas, existe un ambiente muy reductor y desprovisto de oxigeno por lo que la mayoria de las
poblaciones bacterianas son anaerobias estrictas y constituyen lo que se denomina la microbiota
dominante, caracterizada por concentraciones del orden de 10°-10%2 UFC/g. Dentro de esta microbiota,
el género Bacteroides es uno de los mas abundantes (Tannock, 1995). También son dominantes otros
microorganismos gram-positivos no esporulados pertenecientes a los géneros Eubacterium,

Bifidobacterium, Peptostreptococcus y Ruminicoccus (Conway, 1995). Los bacilos gram-positivos
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esporulados estan representados esencialmente por los clostridios. En concentraciones inferiores

aparecen poblaciones de bacterias anaerobias facultativas como enterobacterias, enterococos,

lactobacilos y estreptococos, que constituyen la microbiota subdominante, con tasas comprendidas

entre 10° y 10® UFC/g (Holzapfel y col. 1998) y que, a pesar de su menor nimero, pueden resultar

esenciales para la homedstasis microbiana en el intestino grueso. Algunas levaduras también se

encuentran formando parte de esta microbiota, aunque en concentraciones relativamente bajas (10%-

10%- UFC/g). (Tannock, 1995; Satokari y col. 2001; Rastall, 2004).

Colon (10° — 102 UFC/g)

Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Veillonella,
Enterococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Fusobacterium,
Peptostreptococcus, Ruminococcus,
Enterobacteriaceae, Atopobium,
Peptococcus, Propionibacterium,
Actinomyces

Estémago (10° - 10* UFC/g)

Lactobacillus, Streptococcus,
Candida, Helicobater Pylori

Figura 3-2. Distribucion de las poblaciones bacterianas en el tracto gastrointestinal

Intestino delgado (10% — 108 UFC/g)

Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Veillonella,
Enterococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Fusobacterium,
Candida

Un componente principal que influye sobre las bacterias colonizadoras del intestino se relaciona

con el contenido de oligosacéridos de la leche materna (Newburg y col. 2007). No se digieren en el

intestino delgado, sino que llegan al colon, donde las bacterias coldnicas los fermentan, lo cual lleva a un
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medio acido y a un aumento en los acidos grasos de cadena corta. Esto deriva en un refuerzo de las
bacterias promotoras de la salud y en un estimulo temprano de la defensa inmune de la mucosa. De
hecho, un estudio clinico ha demostrado un nexo directo con los niveles de IgAs en el intestino durante
los primeros meses de vida y el niumero presente de organismos de B. infantis, asi como una relacién
inversa entre los niveles de B. fragilis y la citoquina inflamatoria IL-6, lo cual sugiere un efecto
antiinflamatorio (Sjogren y col. 2009). Investigaciones subsiguientes han sugerido que la nutricién con
leche materna es critica para la colonizacidn temprana del intestino neonatal y para el desarrollo de la

funcion inmunoprotectora de la mucosa (Garrido y col. 2011; Chichlowski y col. 2012).

3.2 Funciones de la microbiota intestinal humana

En los ultimos afios, se ha incrementado notablemente el interés por el estudio del complejo
ecosistema microbiano del tubo gastrointestinal humano. Esto se debe a que las poblaciones
microbianas ejercen una gran influencia sobre muchas caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas e
inmunoldgicas del hospedador en el que residen (Gill, 1998; Salminen y col. 1998), existiendo una
relacién cada vez mas clara entre la microbiota intestinal y la salud (Hart y col. 2002; Guarner y col.
2003; Noverr y col. 2004). Los investigadores han expandido de manera exponencial nuestra
comprension de las funciones que la microbiota colonizadora efectta en la funcidn del cuerpo humano,

en particular la intestinal y la inmune (Medzhitov, 2001).

3.2.1 Funcidon metabdlica

Un papel fundamental de la microbiota del tracto gastrointestinal es la fermentacién de
carbohidratos, fuente de energia mayoritaria en el colon. Estos carbohidratos (25-60 g/dia) provienen
de nuestra dieta y por diversas razones no han podido ser digeridos. En su defecto pueden ser
fermentados por la accion de las enzimas bacterianas. La mayoria de estos carbohidratos son de origen
vegetal, como por ejemplo el almiddn resistente, celulosas, hemicelulosas, pectinas, inulina,
oligosacaridos que no son digeridos, azucares y alcoholes no absorbidos (Cummings y col. 1996;

Cummings y col. 2001).

La degradacion de los carbohidratos es un proceso en el que participan activamente
muchas poblaciones de la microbiota. De esta forma, se liberan como productos de la fermentacién
bacteriana AGCC (piruvato, acetato y butirato) (Chaia y col 2008). Los AGCC actuan directa e

indirectamente sobre las células del epitelio intestinal y participan en el control de varios procesos
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metabdlicos. El butirato es metabolizado rapidamente por los enterocitos del colon, sirviéndoles como
fuente de energia. Ademas, esta molécula es capaz de estimular la diferenciacién celular y de disminuir
el riesgo de cancer de colon mediante la induccidn de apoptosis de células tumorales (O'Keefe y col.
2009). Por su parte, el acetato y el propionato llegan intactos al higado a través de la vena porta. El
acetato se incorpora a los procesos de colesterogénesis y lipogénesis en el higado, mientras que el
propionato actla como inhibidor competitivo del acetato hacia el interior de los hepatocitos. Este
fendmeno parece contribuir a la disminucion de la lipogénesis y colesterogénesis hepatica (Al-Lahham y
col. 2010). Por otra parte, los AGCC participan en la regulacion de la respuesta inmune sistémica a través
de la regulacién de la actividad de los linfocitos T, y se pueden unir a receptores especificos y actuar
como mensajeros, por medio de los cuales las bacterias intestinales pueden intervenir en la modulacién

del metabolismo del huésped (Cani y col. 2016; Jones, 2016).

La microbiota intestinal posee también un papel clave en la eliminacién de las sales biliares que
llegan al colon, las cuales se modifican a través de la accion de la microbiota gracias a un proceso de
desconjugacién por accidn de hidrolasas bacterianas (Lundeen y col. 1990; Grill y col. 1995), y mediante
un proceso de deshidroxilacién de los dacidos biliares dando lugar a los Ilamados acidos biliares
secundarios (Wells y col. 2000; Ridlon y col. 2006). Un exceso de acidos biliares secundarios en el
intestino grueso incrementa el riesgo de padecer cancer de colon (Nagengast y col. 1995) y una excesiva

desconjugacién puede conducir a una malabsorcidn de grasas y vitaminas liposolublesched.

Otra de las funciones de tipo metabdlica de la microbiota intestinal seria la de la produccion de
vitaminas, como es el caso de la vitamina K, la vitamina B12, la biotina, el acido félico y el acido

pantoténico, y la sintesis de aminodcidos a partir del amoniaco y de la urea (O'Keefe, 2008).

Una consecuencia asociada con la modificacién de la microbiota intestinal es la aparicién de
cambios metabdlicos negativos en el huésped, como la obesidad y la diabetes tipo 2. En ratones
axénicos se ha demostrado la existencia de una resistencia al desarrollo de obesidad inducida por la
dieta, y que la microbiota intestinal desempefia un papel fundamental en la promocién de la adiposidad
(Backhed y col. 2007). En dicho modelo animal, el fenotipo asociado con obesidad ha demostrado ser
transmisible a través del trasplante de una microbiota “obesa”, destacando el papel activo de las

comunidades bacterianas sobre esta condicion (Turnbaugh y col. 2006; Ridaura y col. 2014).
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Los primeros estudios sobre composicion de la microbiota intestinal en obesos, pusieron de
manifiesto que existian diferencias entre individuos no obesos y obesos, con mayor numero de
Firmicutes y Actinobacterias en estos Ultimos, junto a la disminucion en Bacteroidetes (Ley y col. 2006;
Turnbaugh y col. 2006), si bien estudios posteriores han puesto de manifiesto una mayor diversidad
bacteriana (Khan y col. 2016). Ademas, varios microorganismos intestinales se han asociado con la
obesidad o delgadez (Million y col. 2012; Million y col. 2013). Por otra parte, la exposicién temprana a
antibidticos se ha relacionad estrechamente con el desarrollo de obesidad en animales y en humanos
(Cox y col. 2015), y se ha descrito un efecto de la exposicion prenatal a antibiéticos sobre el peso de los
neonatos y el desarrollo de obesidad durante la infancia (Ajslev y col. 2011; Vidal y col. 2013). M4s aun,
dosis subterapéuticas de antibiéticos han demostrado incrementar la adiposidad en ratones tras el
destete, lo que podria ser extrapolado a problemas metabdlicos a largo plazo en lactantes (Cho y col.
2012). Sin embargo, los diversos estudios realizados tanto en humanos como en animales claramente

indican que existen controversias sobre la relacién entre la microbiota intestinal y la obesidad.

La diabetes es un desorden metabdlico en donde se observan elevados niveles de glucosa en la
sangre, principalmente debido a la resistencia a la insulina y/o a la secrecidén inadecuada de ésta.
Funciones propias de la microbiota parecen ser claves para mejorar la sensibilidad a la insulina (Allin y
col. 2015). De hecho, pacientes con diabetes tipo 2 (DM2) se caracterizan por presentar una disbiosis
intestinal, y una menor abundancia de bacterias productoras de butirato (Qin y col. 2012). Mas aun,
individuos obesos, los cuales presentan una menor riqueza en su microbiota fecal, se han relacionado
con un mayor grado de inflamacién y a la vez una menor sensibilidad a la insulina (Le Chatelier y col.
2013). De esta manera, el perfil alterado en la microbiota de individuos obesos podria modular la
permeabilidad intestinal e incrementar la secrecién de endotoxinas llevando a la inflamacidn crénica y al
posterior desarrollo de DM2 (Everard y col. 2013). Igualmente, se han descrito diferencias en la
microbiota de pacientes con DM2 frente a adultos no diabéticos, evidenciando una menor diversidad
microbiana fecal (Larsen y col. 2010). Estas diferencias podrian reflejarse incluso en los recién nacidos,
cuya composicion bacteriana poder estar muy influenciada por el estado de la diabetes materna (Hu y
col. 2013), sugiriendo que la microbiota caracteristica de dicha patologia podria ser transferida de la

madre a sus hijos.

En el caso de la diabetes de tipo 1 (DM1), a pesar de ser una enfermedad de tipo autoinmune,

factores adicionales como la microbiota intestinal podrian cumplir un papel clave en esta patologia. Se
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han descrito diferencias significativas en ciertas comunidades bacterianas responsables de la
modulaciéon de DM1 en el momento del debut de la enfermedad (Roesch y col. 2009). Mas aun, se han
descrito diferencias en la composicion de la microbiota de nifios con DM1 frente a nifios sanos,
presentando un menor numero de bacterias fundamentales para mantener la integridad intestinal, lo
gue podria explicar la alterada permeabilidad intestinal observada en este tipo de pacientes (Murriy col.

2013).

3.2.2 Funcidn protectora frente a las infecciones

Las bacterias que componen la microbiota intestinal forman un determinado nicho ecoldgico el
cual crea una especie de barrera, imposibilitando de esta forma la entrada o la implantacidon de
bacterias extrafas al ecosistema, que pueden ser de tipo patdgenas o patdgenas oportunistas (Lievin y
col. 2000; Chow vy col. 2010). De hecho, la microbiota constituye la primera linea de defensa frente a las
infecciones. Existen diferentes mecanismos que contribuyen a esta proteccién, entre los cuales se
incluyen la produccidn de sustancias antimicrobianas (Fukuda y col. 2011; Hammami y col. 2013), la
competicion por los nutrientes (Hooper y col. 1999) y la competencia por los sitios de unién a las células

epiteliales del intestino (Bernet y col. 1994; Brook y col. 1999).

3.2.3 Funcién inmunoldgica

El tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (GALT) constituye la parte mas extensa y
compleja del sistema inmunitario, siendo capaz de discriminar de forma eficaz entre patdgenos
invasivos y antigenos inocuos. Estructuralmente, el GALT estd dividido en dos compartimentos (figura 3-

3):

- Un compartimento organizado que posee numerosos foliculos linfaticos o placas de Peyer,
ademas de nddulos linfaticos mesentéricos y que seria el inductor de la respuesta
inmunitaria.

- Un compartimento difuso, que es el gran efector de la respuesta inmunitaria, formado por
poblaciones linfocitarias intercaladas entre las células epiteliales (linfocitos intraepiteliales)

o en la lamina propia (linfocitos de la ldmina propia).

Las placas de Peyer estan formadas por agregados linfoides y se encuentran situadas en la

mucosa intestinal. El tejido linfoide se encuentra separado del lumen intestinal por una monocapa de
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células, denominadas FAE, donde nos encontramos células columnares también llamados enterocitos,

las células My las células globet, estas Ultimas responsables de la secrecién de mucus.

Las células M forman parte de la FAE. Son un tipo celular implicado en la captacion y
presentacion de antigenos y microorganismos al tejido linfoide presente en la lamina propia, siendo este
punto el inicio de la respuesta inmunitaria (Neutra, 1998). Este tipo celular juega un papel fundamental
a la hora de la presentacion de antigenos en la luz intestinal. Su citologia presenta una serie de
invaginaciones en las superficies vasolaterales donde se puede llevar a cabo el contacto entre los
antigenos y los linfocitos o macréfagos que puedan encontrase alojados en dichas invaginaciones. El
acceso de las células del sistema inmunitario a estas invaginaciones se produce en respuesta a sefiales
producidas por las células M ante la presencia de ciertas macromoléculas o de microorganismos
(Neutra, 1998). Por lo tanto, las células M facilitan el contacto entre los antigenos y microorganismos

presentes en el lumen intestinal y el sistema inmunitario.

Laména propria

Figura 3-3. Representacion de los elementos que componen el GALT, tanto el GALT de tipo difuso como el

organizado (Adaptado de Ramiro-Puigy col. 2008)

Por debajo de la FAE, se encuentra una zona subepitelial en la que estan presentes las células
dendriticas y algunos macrdfagos. Existen también otras dreas en los foliculos linfaticos en los que
predominan linfocitos T, principalmente del tipo T helper, células dendriticas maduras y macrofagos. Por
otro lado en las placas de Peyer se localizan foliculos compuestos por linfocitos B precursores celulares
de la produccién de IgA. Esta IgA favorece la defensa de la mucosa intestinal frente a patégenos, induce
tolerancia hacia la microbiota intestinal normal y contribuye a mantener un ambiente antiinflamatorio

(Gutzeit y col. 2014).
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Formando parte del GALT difuso, se localizan los linfocitos IEL (del inglés intraepithelial
lymphocytes). Estos linfocitos se encuentran situados entre los enterocitos, justo por debajo de las
uniones formadas por las proteinas de unidn y bajo la membrana basal. La unién entre los enterocitos y
los linfocitos IEL no esta del todo definida existiendo una relacién de unos 20 IELS por cada 100
enterocitos existentes en la mucosa intestinal. Si se considera que la superficie intestinal
correspondiente a la mucosa es de unos 400 m? podremos darnos cuenta de la elevada tasa de linfocitos
presentes en la mucosa y de que representan una elevada poblacidon dentro de nuestro sistema
inmunitario. En cuanto sus propiedades histoquimicas, casi todos los IELS son de tipo CD3+ (células pan-
t). Un 5-15 % de estas células expresan CD4 (fenotipo inductor) mientras que las restantes expresan CD8
(fenotipo supresor). Esta proporcién es distinta a la que encontramos en otras zonas, ya que en la

sangre y en la ldmina propia el fenotipo CD4+ es mayoritario (Jarry y col. 1990)

Ademas de estos componentes, en la ldmina propia se localizan poblaciones de células
plasmaticas productoras de IgA, linfocitos T, macrdéfagos, células dendriticas y otras células, todas ellas
situadas entre el epitelio y la capa muscular (Lefrangois y col. 2006). Las células dendriticas de la lamina
propia migran hacia los 6rganos linfoides secundarios para regular la inmunidad intestinal; también
desempeiian un papel clave en el mantenimiento de la IgAs luminal y en la induccién del desarrollo de

los linfocitos Treg (Sun y col. 2007).

La respuesta inmunitaria celular y humoral en el recién nacido difiere cualitativa vy
cuantitativamente de la respuesta en adultos. De hecho, la infancia temprana se caracteriza por una
mayor vulnerabilidad a las infecciones resultado de una reduccidn en la funcionalidad y en el nimero de
leucocitos (linfocitos T y B, células NK, linea mieloide) (Holladay y col. 2000). La capacidad de respuesta
del sistema inmunitario de los neonatos estd influenciada por su sensibilizacién a antigenos en el Utero y
durante el periodo postnatal. El establecimiento de la microbiota intestinal determina el desarrollo del
sistema inmunitario (Gronlund y col. 2000), actuando como un regulador esencial en las respuestas
inmunitarias (Noverr y col. 2004). Teniendo en cuenta la dimensién tanto cualitativa como cuantitativa
gue supone la presencia de antigenos procedentes de la microbiota intestinal, su efecto va a marcar la

maduracién de la respuesta inmunoldgica del nifio.

Los patrones moleculares conservados, ya sea expresados en la superficie de las bacterias
simbidticas o secretados en el intestino, pueden interactuar con receptores de reconocimiento de

patrones (PRR), los cuales se expresan sobre o dentro de las células epiteliales y linfoides para iniciar la
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transduccién y transcripcion de sefiales de un conjunto de moléculas que median la defensa del
huésped o las actividades metabdlicas dentro del intestino (Walker, 2013). La familia mejor conocida de
PRR es la del receptor tipo toll (Toll-like Receptors, TLR), que consta de nueve receptores ya
identificados, los que interactian con componentes de bacterias gram-positivas y gram-negativas para
mediar ambas la inmunidad innata y adaptativa, lo mismo que otras funciones celulares de la barrera de
mucosa (Kaplan y col. 2011). Los microorganismos colonizadores comensales y patoldgicos pueden
interactuar con los TLR en la célula epitelial intestinal para evocar una respuesta inmune innata. De igual
manera, las bacterias colonizadoras pueden accionar la inmunidad adaptativa para crear la homeostasis

inmune dentro del intestino (Walker, 2013).

Este efecto se pone claramente de manifiesto al comparar la respuesta inmunoldgica de
animales axénicos con la de animales con una microbiota convencional. Los estudios realizados en
animales axénicos han demostrado que la ausencia de microbiota tiene un marcado efecto no sélo
sobre la fisiologia del intestino, incluyendo morfologia, secrecion de mucus, digestion y metabolismo,
sino también sobre la funcion del sistema inmunitario. Estos animales presentan un gran nimero de
alteraciones en el sistema inmunitario, tales como una baja densidad de células linfoides en la mucosa
intestinal, estructuras foliculares linfocitarias pequefas y una baja concentracion de inmunoglobulinas
circulantes en la sangre (Falk PG y col. 1998; Butler JE y col. 2000; Tannock, 2001). En los animales
axénicos la respuesta inmunitaria de las mucosas esta poco desarrollada, presentando placas de Peyer
hipopldsicas que contienen pocos centros germinales asi como un reducido nimero de células
plasmaticas productoras de IgA y células T CD4+ en lamina propia (Macpherson y col. 2004b). La
inmadurez del sistema inmunitario de estos animales demuestra que la microbiota intestinal podria
actuar como un importante estimulo inmunogénico permitiendo la maduracion del GALT (Helgeland y

col. 1996; Shroff y col. 1995).

Las funciones andmalas de las células del sistema immune pueden ser revertidas en pocas
semanas tras la colonizacién de los animales axénicos con bacterias comensales procedentes de los
animales normales. De hecho, la colonizacion de estos animales conduce al incremento en el nimero de
células T CD4+, la induccidon de IgAs y de las immunoglobulinas séricas y al desarrollo del GALT
correctamente organizado (Moreau y col. 1978; Hooper y col. 2001; Macpherson y col. 2004b). Por
tanto, la colonizacidn intestinal se revela como un punto clave en la maduracidon del sistema

inmunoldgico. Aunque estos modelos de colonizacién experimental se llevan a cabo en animales, el
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proceso en neonatos es muy similar, siendo un buen modelo para estudiar los mecanismos involucrados

en la maduracion del sistema inmunolégico (Mackie y col. 1999).

Un aspecto importante a comentar es el hecho de que no todas las bacterias comensales
ejercen el mismo efecto sobre el sistema inmunitario. Por ejemplo, grupos bacterianos como
Bacteroides y Escherichia parecen tener un efecto muy potente (Grénlund y col. 2000: Karlsson y col.
2004). El hecho de que una bacteria sea gram-positiva o gram-negativa influye también de forma
importante a la hora de inducir un determinado perfil de citoquinas indicando que la composicién de la
microbiota va a determinar la modulacién de la respuesta inmunitaria (Hessle y col. 2000; Karlsson vy

col. 2002).

Ademas de los aspectos cualitativos y cuantitativos, los tiempos en los que se produce la
colonizacidon parecen jugar también un papel importante. En animales de experimentacién se ha
demostrado que el mecanismo de tolerancia oral frente a antigenos alimentarios solamente se
estructura de forma correcta si la microbiota se instaura durante el periodo neonatal pero no si la

colonizacion se lleva a cabo mas tarde (Sudo y col. 1997).

Interaccion de las bacterias comensales con el sistema inmunitario.

Las células presentadoras de antigenos como monocitos, macrofagos y células dendriticas son
las responsables de detectar agentes extrafios presentando las estructuras antigénicas a las células T,
activando de esta manera la respuesta immune especifica. Las células dendriticas son las células
presentadoras mas potentes, con capacidad para presentar a los linfocitos Tnaive (thO) nuevas proteinas
antigénicas. Ademas, una caracteristica importante es que mientras que en los macréfagos las bacterias
comensales son eliminadas rdpidamente, en el caso de las células dendriticas las bacterias pueden
sobrevivir incluso horas pudiendo acompafar a estas células hasta los nddulos linfaticos mesentéricos

(Karlsson y col. 2002; Macpherson y col. 2004b).

Dependiendo de cuales sean los componentes de la cepa bacteriana que estimula a las células
dendriticas, su activacion dard lugar a la produccion de un medio con citoquinas que permite que las
células ThO maduren a Thl, Th2, Th17 y células Treg (Banchereau y col. 1998; Sun y col. 2007; Caricilli y
col. 2014). Las células Thl median la inmunidad celular y las Th2 la humoral, incluida la elaboraciéon de
anticuerpos IgE. Las células Th17 interviene en la inflamacién tisular y la depuracidon de patdgenos

extracelulares. Es probable que la subclase mas estudiada de Th en los ultimos afios sea la de las células
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Treg (TR1 y Th3) que facilitan la tolerancia oral y la antiinflamacién (Steinman y col. 2003; Bashir y col.

2004).

Los monocitos y las células dendriticas reconocen motivos conservados en las bacterias a través
de los receptores TLR, junto con otros receptores de conocimiento. La activacion de las células
presentadoras de antigenos a través de los TLR inicia una cascada de sefiales que culminan en la
activacion de factores de transcripcién tales como NF-kB, que finalmente conducen a la secrecidn de
citoquinas y moléculas coestimuladoras (Akira y col. 2001). Para estudiar la especificidad de los TLR se
han utilizado componentes aislados de microorganismos observandose que, por ejemplo, el
lipopolisacarido (LPS) de las bacterias gram-negativas es reconocido por TLR4. Otros compuestos
microbianos como peptidoglicano y lipoproteinas de la pared bacteriana de bacterias gram-positivas y
gram-negativas son reconocidos por TLR2. El ADN bacteriano, caracterizado por frecuentes zonas de
dinucledtidos CG no metilados, también es reconocido por uno de estos receptores, el TLR-9 (Janssens y

col. 2003) (Figura 3-4).

peptidoglycan (G+)
lipoarabinomannan
(Lﬁggobadmﬂm)
(Loplospira) LPS (G)
Zymosan (yeast) lipoteichoic acids (G+)
RSV F protein (viruses)
EDA domain fibronectin
/ \ :-lSPBO (en;oge ) it
nOUS, _ limidazo-  unmethylated
lipoproteins lipoproteins dsRNA "399““"l quinolines CpGDNyA’a
(bacteria) (mycoplasma) (vieal) | (bacterial) | o rinetic) | (vacterial)

Figura 3-4. Receptores TLR (tomado de Janssens y col. 2003)

Bajo condiciones fisioldgicas el sistema inmunitario no reacciona de forma agresiva frente a las
bacterias comensales, favoreciéndose de esta manera la tolerancia oral (Magalhaes y col. 2007; Artis,

2008). Los antigenos o las bacterias no patdgenas que interactian con las células dendriticas de la
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submucosa via los TLR, en presencia de bacterias colonizadoras se estimulan, de manera preferente,
para producir células Treg y un microambiente especializado que facilita el desarrollo de dichas células.
Estas liberan TGF-B, una citosina oral tolerogénica, que reduce la respuesta de Th1, Th2 y Th17 hacia los
antigenos y las bacterias (Spiekermann y col. 2001). Se ha demostrado que la tolerancia oral no puede
lograrse en animales axénicos y estos animales deben ajustarse a la colonizacién total durante el
periodo neonatal para que la tolerancia sea efectiva. La tolerancia oral requiere un TLR4 para ser
efectiva, y la tolerancia puede romperse con el uso extenso de antibidticos de amplio espectro (Walker,
2013). Estas observaciones sugieren que la colonizacidn intestinal inicial normal se requiere para
establecer la tolerancia oral y, ésta, una vez lograda, puede romperse con el uso excesivo de

antibidticos.

En el tracto gastrointestinal se produce la principal interaccion entre el sistema inmunitario del
hospedador y los microorganismos, ya sean comensales o patégenos. Es, por tanto, en la mucosa
intestinal donde el sistema inmunolégico aprende a distinguir entre los microorganismos comensales y
patdgenos y cdmo reaccionar ante ellos. La alteracion de la colonizacién bacteriana inicial conduce a una
disbiosis de la microbiota intestinal, la cual a su vez lleva a la disfunciéon inmune y a un aumento en la
tendencia a padecer enfermedad inflamatoria (Mai y col. 2009; Round y col. 2009; Weng y col. 2013) e
incluso cancer, ya que se han observado propiedades anticarcinogénicas de la microbiota intestinal (Gao
y col. 2016). De hecho, se ha demostrado que padecimientos crénicos, como la alergia y la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell), se asocian con una microbiota intestinal diferente de la de los controles
emparejados por edad y sin enfermedad (Mazmanian y col. 2008). En la actualidad, se ha sugerido que
la influencia de la dieta (dieta occidental) sobre la colonizacién bacteriana puede ser un factor
importante en el cambio de paradigma de la carga de enfermedades en los paises desarrollados, de ser

de predominio infeccioso a ser mediada por inmunidad (autoinmune y alergia) (De Filippo y col. 2010).

En un intento de explicar el incremento en la prevalencia de estas enfermedades se propuso la
hipdtesis de la higiene. Esta hipdtesis mantiene que las infecciones durante la infancia previenen el
desarrollo de las enfermedades alérgicas. En los paises desarrollados los nifios estdn menos expuestos a
las infecciones lo que se traduce en un mayor riesgo de alergias (Strachan, 2000). Durante el periodo
prenatal y neonatal predomina una respuesta inmunolégica de tipo Th-2. El creciente contacto con
microorganismos y la instauracion de la poblacién bacteriana en el intestino estimula el desarrollo de la

respuesta Th1 (Adkins y col. 2001). Finalmente estos mecanismos conducen a un equilibrio entre ambos
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tipos de respuesta inmunoldgica, un balance Th1/Th2. Sin embargo no solo estas respuestas estan
involucradas pues otros subgrupos de células T con potente capacidad inmunomoduladora son capaces
de controlar ambas respuestas Thl y Th2. Es el caso de las células Treg y Th3, consideradas como

factores clave en la homeostasis del sistema inmunoldgico (Akbariy col. 2003).

El asma es una de las enfermedades inflamatorias crénicas mas prevalentes en la nifiez en los
paises desarrollados. Su etiologia es compleja e incluye tanto predisposicién genética como exposiciones
ambientales. En los nifios que no estan genéticamente predispuestos, se ha descrito una estrecha
relacién entre la exposicién a antibidticos a temprana edad, que son capaces de modificar la
composicion y diversidad de bacterias intestinales, con un riesgo aumentado para el desarrollo de asma,
independientemente de si la exposicidon ocurre intradtero, en el periodo neonatal o a través de la leche
materna (Azad MB y col. 2012). Un estudio canadiense (Subbarao y col. 2015) demostré que los
lactantes con riesgo de desarrollar asma, presentaban una composicion y diversidad de la microbiota
diferente a los 3 meses de edad, con niveles disminuidos de los géneros bacterianos Lachnospira,
Veillonella, Faecalibacterium y Rothia. La inoculacidon de estos géneros bacterianos en un modelo
murino de asma mostré una disminucion de la inflamacion en la via aérea, correlacionando

directamente a la microbiota con la proteccion de la via aérea (Arrieta y col. 2015)

Al igual que las enfermedades alérgicas, la Ell es una patologia de etiologia compleja, donde
confluyen susceptibilidades genéticas (polimorfismos en NOD2 e IL-23R, entre otros), alteraciones a
nivel inmune, cambios en los patrones de colonizacidon de bacterias intestinales y una serie de factores
ambientales. En nifos, se ha descrito una disminucidn en la diversidad de la microbiota si bien no se han
observado cambios significativos en la composicion a nivel de phylum (Hansen y col. 2012), y que a un
mayor nivel de inflamacién intestinal existe una reduccion en la riqueza de la microbiota, caracterizada
por la abundancia de bacterias gram-positivas, particularmente de los grupos Clostridium clisteres IV y
XIVa (Kolho y col. 2015). El andlisis de la secuenciacion del gen 16s ribosomal ha permitido identificar
patrones bacterianos asociados con patologia que distinguen pacientes controles de pacientes con Ell
(Papay col. 2012). Recientemente, también en pacientes pediatricos, se ha demostrado una correlacién
entre el estado de la enfermedad y el aumento en la abundancia de las familias Enterobacteriaceae,
Pasteurellacaea, Veillonellaceae, y Fusobacteriaceae, y una disminucion en los grupos de
Erysipelotrichales, Bacteroidales, y Clostridiales (Gevers y col. 2014). Otro hallazgo importante de este

ultimo estudio fue la disminucion en la diversidad de especies con cambios en la composicién de la
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microbiota en los pacientes con enfermedad de Crohn expuestos a antibidticos, demostrando un efecto

de amplificacién de la disbiosis microbiana observada en los pacientes con enfermedad de Crohn.

3.3. El eje intestino-cerebro

El eje intestino-cerebro (EIC) es un sistema de comunicacidn bidireccional que integra funciones
tanto del cerebro como gastrointestinales. Por lo tanto, es importante tener en cuenta la influencia que
el cerebro ejerce sobre el contenido microbiano del intestino y, a la inversa, tener en cuenta que la
microbiota intestinal influye sobre la actividad del cerebro del huésped (Collins y col. 2009; Cryan y col.
2012). Investigaciones recientes han identificado que ciertas bacterias y componentes bacterianos en la
luz del intestino pueden modular los sistemas sensoriales intestinales intrinsecos y extrinsecos, con
consecuencias para la peristalsis, la nocicepcion, la quimica del cerebro y del estado de dnimo (Forsythe
y col. 2016), y existen fuertes indicios de que el estrés tiene un efecto significativo sobre la composicion
y funcién de la microbiota intestinal. Del mismo modo, se ha demostrado que las bacterias entéricas
afectan profundamente la funcidn cerebral (especialmente del hipotdlamo y de la amigdala), la emocién

y el comportamiento (El Aidy y col. 2015; Cong y col. 2016).

Hay una clara evidencia de que la comunicacion entre la microbiota intestinal y el SNC se lleva a
cabo a través de vias endocrinas e inmunoldgicas, el sistema nervioso auténomo y el sistema nervioso
entérico, formando colectivamente redes complejas (Figura 3-5). Existen distintas vias de comunicacidn,
ninguna mutuamente excluyente, entre la microbiota intestinal y el SNC: 1) la estimulacidon de las
respuestas inmunes del huésped que conducen a diversos patrones de la activacién de citoquinas
sistémica; 2) la sintesis de metabolitos neuroactivos absorbibles, incluyendo neurotransmisores; 3)
alteraciones en los circuitos neuronales por los efectos microbianos directos sobre el sistema nervioso
entérico, con la transmisidén a través de vias vagales del SNC; y 4) el eje neuroendocrino hipotdlamo-

pituitario-adrenal (Montiel-Castro y col. 2013; Galland, 2014; El Aydi y col. 2015; Wang vy col. 2016).
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Figura 3-5. Eje cerebro-intestino-microbiota (Tomado de Montiel-Castro y col. 2013)

(A) Interacciones bidireccionales entre la microbiota intestinal y el sistema nervioso central (CNS): (1) los linfocitos
pueden percibir la luz intestinal y liberar internamente citoquinas que pueden tener acciones endocrinas o
paracrinas, (2) terminales neuronales sensoriales, como en el nervio vago podrian ser activadas por péptidos
intestinales liberados por células enteroendocrinas, (3) los neurotransmisores o sus precursores pueden alcanzar el
epitelio intestinal y sus metabolitos pueden tener efectos endocrinos o paracrinos. (4) se ha descrito una red
neural que implica constantemente la amigdala (Am) y el cértex insular (IC) como principales integradores de
entradas viscerales. La activacion del hipotdlamo (Hy) inicia el brazo eferente (flechas rojas): (5) corticosteroides, la
liberacién como resultado de la activacién del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA), modula la composicion de
la microbiota intestinal. (6) la activacion neuronal eferente puede incluir el llamado "reflejo anti-inflamatorio
colinérgico" y / o la activacién simpatica, ambos neurotransmisores clasicos que pueden afectar directamente a la
composicidon de la microbiota intestinal. (B) condiciones de salud: la evidencia reciente y creciente sugiere que

varias condiciones de salud pueden ser afectadas por la microbiota intestinal.

Los estudios clinicos han puesto de manifiesto distintos efectos patolégicos de las bacterias
comensales del intestino sobre el SNC y han llevado a los investigadores a especular sobre los posibles
efectos adversos atribuidos a la disbiosis y al aumento de la permeabilidad intestinal (Galland, 2014). A
su vez, la actividad del SNC y neuroendocrino, y en particular la respuesta al estrés, pueden influir en la

composicion de la microbiota intestinal alterando diferencialmente el crecimiento de especies
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bacterianas y la produccidn de factores de virulencia bacteriana (Galland, 2014). En experimentacién
animal, se ha demostrado que el estrés durante la vida temprana (separacién materna) produce
cambios en la microbiota de la descendencia y que esto se asocia con un aumento de corticosterona y
citoquinas inflamatorias (O'Mahony y col. 2009) y con un aumento de la permeabilidad intestinal y una
vulnerabilidad del tracto gastrointestinal a los estimulos inflamatorios (Varghese y col. 2006). En los
ratones axénicos, el eje hipotalamo-pituitario-adrenal no se desarrolla con normalidad y conlleva una
alteraciéon de la capacidad de respuesta al estrés y una reduccién del factor neurotréfico derivado del
cerebro en el hipocampo (Tillisch, 2014). Estas anomalias se pueden corregir o atenuar con la
colonizacion de los ratones axénicos por bacterias intestinales normales o con la ingesta de bacterias

especificas en los primeros estadios de la vida (Desbonnet y col. 2010: Forsythe y col. 2016).

La microbiota intestinal, el sistema de sefializacién cerebro-intestino y su interaccién con los
receptores genéticos, han demostrado estar relacionados con la salud infantil y el desarrollo de la
conducta corto y largo plazo. Un reciente estudio mediante resonancia magnética funcional muestra
gue la ingestion de bacterias probidticas altera la funcidn cerebral en los seres humanos, demostrando
una relacion aparente entre la microbiota intestinal y la salud humana (Tillisch y col. 2013; Collins y col.
2013). Se ha desarrollado el modelo tedrico "Reglamento de salud Infantil y desarrollo en la vida
temprana por el microbiana gendmico del huesped ", para proponer que la interaccién huésped-
microbiota estd involucrada en la salud infantil y en los mecanismos del desarrollo (Figura 3-6). En los
primeros afios de la vida, el papel de la microbiota intestinal en la salud y en la enfermedad ha
adquirido gran importancia a causa de la evidencia de que la microbiota intestinal puede influir en
muchos aspectos del comportamiento humano (Cong y col. 2016). Un estudio reciente en los bebés con
cOlicos del lactante ha demostrado una reduccion de la diversidad bacteriana en general, un aumento
de la densidad de las Proteobacterias y una disminucion de Bacterioides, en comparacién con los bebés
sanos (Mayer y col. 2015). Asi pues, el contenido microbiano del intestino, posiblemente influenciado
por factores tales como el contacto materno, es fundamental para el desarrollo de una respuesta

adecuada a la tensién en la vida temprana, asi como en el desarrollo posterior.
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Figura 3-6. Regulacion de la salud infantil y el desarrollo en la vida temprana por el microbioma gendmico del

hesped. ENS = sistema nervioso entérico (Tomado de Coong y col. 2016).

Los recién nacidos prematuros se diferencian de los recién nacidos a término en que son
particularmente vulnerables a los efectos del estrés / dolor. El estrés activa el eje hipotidlamo-pituirtario-
adrenal y el sistema nervioso simpatico, lo que aumenta la permeabilidad intestinal que permite a las
bacterias y antigenos bacterianos cruzar la barrera epitelial, activar la respuesta inmune de la mucosa y
alterar la composicidon del microbioma (Bonaz BL y col. 2012) y, ademas, el estrés oxidativo en el
intestino modula el proceso de establecimiento del microbioma en los recién nacidos prematuros
(Arboleya Sy col. 2013). Por otra parte, el dolor repetido puede contribuir a los cambios a largo plazo en
los sistemas de estrés generalizado, incluyéndola alteracion de los niveles de las hormonas del estrés,

después del alta de la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (Grunau RE y col. 2007).
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4. PROBIOTICOS.
4.1 Definicidon

La modulacidn de la microbiota intestinal para mejorar la salud se ha efectuado empiricamente
desde tiempos ancestrales, existiendo noticias del empleo de alimentos fermentados para el
tratamiento de infecciones gastrointestinales ya en el afio 76 a.C. Pero no fue hasta principios del siglo
XX cuando se empezd a relacionar la presencia de bacterias en esos alimentos con ciertos efectos
beneficiosos para la salud de los hospedadores, especialmente cuando padecian infecciones intestinales
(Rodriguez Gémez, 2006). Por aquel entonces, se publicd “Prolongation of Life” de Elle Metchnikoff, a
quien le fue concedido el Premio Nobel en 1908, un libro que ejercid6 una gran influencia en la
comunidad cientifica y en el que se postulaba que las bacterias que intervenian en la fermentacién del
yogur contribuian al mantenimiento de la salud mediante la supresién de las “fermentaciones de tipo
putrefactivo” de la microbiota intestinal y que ésta era la causa de la longevidad de los campesinos

bulgaros, grandes consumidores de yogur.

A lo largo del siglo XX se empezd a utilizar el término de probidtico para denominar a estas
bacterias. Posiblemente, el término “probidtico” fue empleado por primera vez por Vergio en 1954
(Maldonado Lozano y col. 2014c), cuando comparaba los efectos adversos (“antibiotika”) que los
antibidticos ejercian sobre la microbiota intestinal con las acciones beneficiosas (“probiotika”) ejercidas

por otros factores que no pudo determinar.

Numerosas definiciones fueron surgiendo durante décadas hasta que finalmente un comité
conjunto FAO/OMS (2002) los ha definido como “microorganismos vivos que ingeridos a dosis definidas
ejercen efectos beneficiosos para la salud”. Esta definicién pone de manifiesto tres aspectos claves para

gue un producto pueda considerarse probidtico:

- Debe contener un microorganismo vivo: Aunque investigaciones recientes demuestran que
ciertos microorganismos pueden ejercer efectos beneficiosos incluso cuando se ingieren
muertos o inactivados, a dia de hoy no hay evidencias suficientes como para clasificarlos
como probidticos.

- Numero definido: La preparacion o producto debera contener uno o varios microorganismos

bien definidos y en nimero conocido y suficiente.
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- Deben ejercer un beneficio para la salud: Esto implica que dichos beneficios deben ser

demostrados mediante pruebas cientificas generalmente aceptadas.

Entre los microorganismos empleados con fines probidticos, los lactobacilos y las bifidobacterias
ocupan, con diferencia, el lugar mas destacado pero también se utilizan bacterias que pertenecen a
otros géneros, como Escherichia coli y Bacillus cereus, o levaduras, principalmente Saccharomyces
boulardi (Tabla 4-1). Sin embargo no todos los lactobacilos pueden ser considerados probidticos ni todos
los probidticos van a ejercer las mismas funciones. Los efectos de cada cepa son Unicos, y no deben de
extrapolarse a otras cepas. Por ello se requiere de un proceso de caracterizacidon que permita definir con
precisién el potencial probiético de cada cepa.

Ademas del concepto de probidticos, existen dos términos intimamente relacionados, los
prebidticos y los simbidticos. Los prebidticos son aquellos carbohidratos no digeribles que favorecen de
forma selectiva el crecimiento de ciertas bacterias consideradas como beneficiosas para el hospedador.
La combinacion de al menos un probidtico y un prebidtico se denomina “simbidtico”. Es interesante
sefialar que la combinacion de probidtico y prebidtico en un mismo producto puede tener un efecto
sinérgico y conferir beneficios mayores que los que cada uno de los componentes por separado (Romeo

y col. 2010; Grimoud y col. 2010).

Tabla 4-1. Especies bacterianas utilizadas como probidticos.

Lactobacillus Otras bacterias lacticas Bifidobacterium Otros microorganismos

L. acidophilus Enterococcus faecalis B. adolescentis Bacillus cereus var. Toyoi

amylovorus Enterococcus faecium B. animalis Escherichia coli

casei Lactococcus lactis B. bifidum Propionibacerium freundereichi
crispatus Leuconostoc mesenteroides B. breve Sacharomices cerevisiae
delbrueckii Pediococcus acidilactici B. infantis Streptococcus boulardi
fermentum Streptococcus termophilus B. longum

helveticus Sporolactobacillus inulinus

L.

L.

L.

L.

L.

L.

L. Gallinarum
L. Gasseri

L. Johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L.

rhamnosus
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4.2 Criterios de seleccion

La seleccidon de una nueva cepa probidtica no se presenta como un trabajo facil, ya que aunque
se considera que los organismos probidticos producen una serie de efectos beneficiosos para el
hospedador que los consume, no son todavia bien conocidos los mecanismos implicados en dicha
accion. Ademas no existe una uniformidad de criterio para la seleccién de estas bacterias y tampoco se
puede extrapolar el efecto probiético de una cepa a otra aunque sea de la misma especie. Teniendo en
cuenta todos estos inconvenientes, son muchos los test que se han utilizado para tratar de identificar
los efectos beneficiosos de un microorganismo (ensayos de adhesion al epitelio intestinal, de inhibicidn
del crecimiento de patdgenos, actividades enzimaticas potencialmente beneficiosas, etc...). (Collins y col.

1998; Holzapfel y col. 1998; Mattila- Sandholm y col. 1999; Ouwehand y col. 1999; Tuomola y col. 2001).

Sin embargo, de acuerdo con el grupo de trabajo FAO/OMS (2002) los test de los que se dispone
actualmente no son adecuados para predecir la funcionalidad de un probidtico en el intestino. Segun

este grupo de expertos la seleccidon de un probidtico deberia basarse en tres criterios fundamentales:

A. Criterios de seguridad
-Taxonomia: Bioquimica (APl CH50, SDS-proteina) y genética (16S, RAPD, AFLP, TGGE)
-Produccion de aminas bidgenas: tyramida, histamina, cadaverina, putrescina
-Actividades enzimdticas: degradacién mucinas, actividad proteoliticas, glucuronidasa
-Resistencia a antibidticos: MIC values

-Otros: infectividad, determinantes de virulencia

B. Criterios Funcionales
‘Resistencia a digestion: pH acido, sales biliares, modelo de digestién global
-Capacidad fermentativa: azucares, oligosacaridos, aziicar complejos y fibras
-Colonizacion intestinal: adhesion a células intestinales (caco-2, HT-29), competicidn
-Produccion de metabolitos: SCFA, cobalamine, glutathione, oligosacaridos, PUFAs

-Sustancias antimicrobianas: actividad bactericida, reuterina, bacteriocinas, H202
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-Pardmetros inmunoldgicos: citocinas, activacion linfocitaria, fagocitosis

-Otros: estimulaciéon de mucinas, supervivencia en leche

C. Criterios Tecnoldgicos
-Crecimiento: medios minimos, velocidad de generacidn, produccidn de biomasa

-Resistencia: calor, sales, pH acido, presidon osmética

4.3 Seguridad

Como ya se ha mencionado, el consumo de microorganismos en alimentos fermentados data de
varios miles de afios. Dado que se ingerian como componentes de los alimentos, eran considerados
seguros en base a una larga historia de uso y asumiendo que formaban parte de la microbiota comensal.
Sin embargo, el gran potencial de la modulacidn de la microbiota para la conservacion o la mejora del
estado de salud, ha despertado un creciente interés en la industria, fundamentalmente alimentaria y
farmacéutica, por el desarrollo de nuevos probidticos. En este contexto, no todas las cepas que se han
comercializado han demostrado cientificamente su seguridad y funcionalidad, y esto, junto con varias
publicaciones que relacionaban el consumo de determinados probidticos con algunas situaciones
patoldgicas en personas muy debilitadas o inmunocomprometidas, ha despertado cierta inquietud en la
comunidad cientifica sobre la seguridad de estos microorganismos (Boyle y col. 2006; Doron y col. 2015).
Lo que esto sugiere es que la seguridad de los probidticos debe estudiarse cepa a cepa, mediante
pruebas cientificas validadas. Ni la seguridad ni la eficacia de una cepa concreta debe extrapolarse a
otras cepas, aunque éstas pertenezcan al mismo género o incluso a la misma especie si bien no se ha
hallado ningin gen inequivocamente relacionado con patogenicidad en los géneros Lactobacillus o
Bifidobacterium, incluyendo los aislados asociados con sepsis u otros efectos adversos (Vesterlund y col.

2007).

En EEUU los microorganismos utilizados en alimentos son considerados bien como aditivos, en
CUyo caso su uso tiene que ser aprobado por la FDA (Food and Drug Administration), o bien como

ingredientes, para lo cual es imprescindible que el microorganismo esté clasificado como GRAS
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(Generally Recognized As Safe) (Maldonado Lozano y col. 2014c). La Unién Europea (UE) ha tratado de
dotar a los paises miembros de un marco legislativo referente a la seguridad de microorganismos en la
alimentaciéon humana, a través del status QPS (Qualified Presumption of Safety). Se trata de un sistema
de preevaluacion de la seguridad de un microorganismo basado en cuatro pilares: identidad establecida,
historia de uso y evidencia cientifica disponible, posible patogenicidad y aplicacion final. La Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) actia como comité cientifico de la UE y es quien evalla la
informacién cientifica disponible de cada cepa y publica una lista de microorganismos con el status QPS,
gue no tendrian por qué ser sometidos a mas estudios de seguridad. El Comité Cientifico de la EFSA
elaboré una lista de microorganismos considerados seguros basados en su historial de uso en
alimentacién a los que se les ha concedido la condicién de QPS (Tabla 4-2). Esta lista incluye 74 especies

de microorganismos que incluyen 35 especies de Lactobacillus y 5 de Bifidobacteria (EFSA, 2013).

Existen distintos tipos de ensayos in vitro e in vivo que evallan la seguridad a la hora de
seleccionar un probidtico, al mismo tiempo que se puede evaluar la dosis adecuada a la hora de la
comercializacién y del consumo (European Commission, 2003; EFSA, 2006; Maldonado Lozano J y col.
2014c). Como en cualquier otra bacteria, las bacterias acido lacticas pueden actuar como reservorio de
genes de resistencia a antibiodticos, similares a los encontrados en bacterias patdgenas para los humanos
(Mathur y col. 2005). Pero mas que portar la resistencia, lo que es mas interesante es la capacidad de
transferencia de la misma a otras bacterias del entorno, principalmente bacterias patégenas, por medio

de elementos moviles como plasmidos o transposones (Mathur y col. 2005).

La posible transferencia de factores de resistencia a antibidticos de cepas probidticas a cepas
potencialmente patégenas, podria acarrear un problema de salud grave al conferir a estas bacterias
patégenas las herramientas para defenderse frente a los tratamientos antibidticos, pudiendo resultar en
infecciones de dificil resolucién. Por otro lado, aunque los casos de infecciones causadas por cepas
probidticas son contados y estdn generalmente asociados a condiciones patoldgicas del consumidor, es
importante que la cepa probidtica sea susceptible a antibidticos que puedan ser utilizados ante una
eventual infeccién. Por ello, los expertos recomiendan que las bacterias probidticas no presenten
multiresistencias y sean sensibles a baterias de antibidticos habituales, ademas se plantea el requisito de
gue ningln probidtico posea la capacidad de albergar en su genoma genes relacionados con la

resistencia a antibidticos, que puedan ser transferidos.
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o .?.fﬁﬁ.f QPS 2013 update

FPrapionibacterium Propionibacterion

Jreudenreichii acidipropionict

Streprococcus thermophilus

Bacillus _

Species Qualifications™

Barilluz Bacillus fusiformiz Bacillus mojacensis Absance of tomgeme

arnioligusfacisns Bacillus lenrus Bacillus pumiluz actrvity  amd  acquired

Barillus atrophasus Bacillus lichenjformic Baeillus subtilis antibactic resistance ganes.

Barillu: clausii EBacillus megateriwn Bacillus vallizmortiz

Barillus coagulans

Geobacillus Abzance of tomizemic

stegrothermaophilus actrvity  amd  acqured
antibiotic resistance ganes.

Gram-Negative Bacteria

Species Qualifications™

Hurcornobacter oxydams QPS5 cnly applias when the
species s used for vitamm
production.

Xanthomonas campestris d QPS5 cnly apphes when the
species 1z used for the
production of xanthan
Eum

Yeasts™

Species Qualifications

Candida qu'{imbmaaﬁ QPS5 onlv apphses when the
specias 15 used for enmvme
production.

Hmrreniazpora wearum

Elwpveromgess lactis Elyvsronpces

trimate il

Eomagatasila pastoris QPS5 cnlv apphias when the

Lindnera jadinii speciss 13 used for enmvme

Ogataca angusta production.

Saccharewness bavars Saccharomyces Saccharomyees Abzence of resiztance to

cereviriast pasiorigrs antmoyeotics  used  for
medical treatment of yeast
infactions in casas where
viable cells ara added to
the food or feed chain.
In tha caza of
Saccharomyces cerevisias
this qualification appliss
for veast sframs able to
srow above 37°C.

Schizosaccharomyces

pombe

Wickerhamoemyces QPS only applv when the

anomalus specias 15 used for enmvme

production.
Abzance of rassistance to
antmyeotics  used  for
medical treatmeant of yeast
infactions in cases where
viable cells are added to
the food or feed chain

Xanthoplyllenprees

demdrovhous (Imperfact

form Phaffia rhodozma)

EF5A Joumnal 2013;11(11):3449
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Tabla 4-2. Lista de bacterias QPS (Qualified Presumption of Safety) (continuacién).

*
- efsam

Foaopom Stk m ik

QPS 2013 update

recombinant protein production and geme therapy. The safety issues related to thiz particular
application are discussed in detail in the 2011 QPS report and elsewhere (EFSA. 2011a; Kost and
Condreay, 2001).

The QPS recommendation for the family Baculoviridse as the highest taxonomic unit was confirmed.

10. The 2013 updated list of QPS5 Status recommended biclogical agents in support of
EF3A risk assessments — 3rd revision (new addition)

The 2013 updated hist of QPS Statns recommended biclogical agents for safety msk assessments
carried out by EFSA Scientific Panels and Units, as shown in Table 1 below, iz undergoing a revision
process in accordance with a self-tazk mandate of the BIDHAZ Panel. The revisions will be published
as an Appendix to a Statement of the BIOHAZ Panel around every six months, with the first revizion
starting in December 2014 and the last revizion as an Appendix to a Scientific Opinion of the
BIOHAZ Panel in December 2016. The most up-to-date QPS5 list will be publizhed on the web as an

Appendix of the comesponding revizion and also a2 a separate file associzted with the respective

TEVIZION.

Tablel:  The 2013 updated list of QPS Statns recommended biclogical agents for safety nsk
aszeszments carmed out by EFSA Scientific Panels and Units — 3rd revizion (new additions)
| Gram-Positive Non-Sporulating Bacteria
Species Cmalifications™
Bifidobacterium Biffdobacterium bifidum EBifidobacterium longum
adalescentis Bifidobacterium breve
Bifidobacrerium animalis
Carnpbacterium d‘z'l-'ergsn:w
Corynebacierium QPS5 only zpplies when
ﬂ'{u.macwﬂm the =pecies iz uszed for
aming acid production
Lacrobacilluz acidophilus Lacrobacillus fareiminis Lacrobaciilus paracazel
Lactabac ilius amylelyticus Lactobaciflus fermerrum Lactobacillus
Lactabacilius amyloverus Lactobaciilus gellinarum  paraplantarum
Lactabacilius alfmentariuz Lactobacillus gasseri Lactobacillus pentosus
Lactobacilius aviariss Lactobaciilus keheticus Lactobacillus plavtarum
Lactabacilius Brevis Lactobacillu kilpardii Lactobacillus powtiz
Lactabacilius buckmeri Lactobaciilus johnsani Lactobacillus reuteri
Lactobacilius casei™ Lacrobacillus Lacrobacillus
Lactabacillus cellobiosus Egfframafciens rRAOMADINE
Lacrobaciliuzs corvniformis Lactobacillus kefiri Lactobaciilus sakei
Lactobacilius crispaius Lactobaciilus mucozae Lactobacillus selivmrius
Lactobacilius curvarus Lactobacillus panic Lacrobacillus
Lacrobaciliuz delbrusckii Lacrobacillus collingides sanfranciscensis
Lactoceceus lactis
Leuconostor citrewm Leuconostoc lactis Leuconastoc
Leuconpstoc mesenteroides
perudomesenteraides
Microbacterium imperials QPS5 only applies when
the species iz unzed for
ENEVInE production.
Denococcls ogni
Pasteuria nishizawas ™ QFS onlv applies when
uzad in pezticides to
combat cyst
Pedivcocous acidilactici Pediococeus dexmriniows FPedivcoccus
penlozacens

EFSA Journal 2013;11(11):3449
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Tabla 4-2. Lista de bacterias QPS (Qualified Presumption of Safety) (continuacién).

Fag

-

efsam

A § b QPSEH].}W

Viruses

Plant viruses

Family Qmualifications

Insect viruses

Family Qraalifications

Baculoviridae

A specific representative of a3 QPS5 proposed taxonomdic unit, does not need to underzo 2 farther safety azsessment other than
to satisfy amy of the qualifications specified if applicable. On the other hand | representatives of taxzonomic umits that fadl to
satisfy a qualification would be conzidered 1nfit for the (FPS list and would remsin subject to a full safety asses=ment, in the
frame of 2 notification by the responsible EF3A Scientific Panel

(k=18
(k)
()
(d):

(g):

i)
i)

Generic qualification for all QPE bacterisl tawonomic anits: the straims should not harbour sny soquired antimicrobizl
resistance genes 1o clinically relevant antibiotics.
Brevibacterium lacigformenrum iz a3 synomym of Conmebacterium glutamicum.
The previgusly desaribed species “Lactobariifus zeae ” has been inchided in the species Lacrobacillus casel
Saccharorgices cerevisias, subtvpe bowlardil is contraindicated for perzons with fragile health a5 well a3 for patients
with a central venous cathster in place.
Yeast synonyms commonly used in the feed food indusry:

Wickerhumangeces amomalus: nvmonym Houenuls anomala, Pickia anomola, Saccharongares anomaius,;

Lindgrg jadini: synomyms Pichia jading, Homserls joding, Torwlopsiz ueilis;

Saccharorgeces carevisioe synomyny Saccharonqices bowlardii;

Saccharonpices pastorimws: synonym Saccharenyces carizbergensis;

Eomapmaella pastoris. symonyin Pichis pastoris;

Ogatasa angusta; synonym Fichia sigusta;

Debaronpces havsenil. ooy Covulide flivmarte.
hlicroorganiams reconmended in the Pane] Statement publizhed in Decembar 2014,

: hlcroorzanizm reconumended in the Panel Statement published n Fune 2013,

hlicroorzaniams reconmended in this Pane] Statement published im Decembar 2015

EFSA Journal 2013;11{11):3443 34
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4.3.1. Resistencia a antibiéticos

Para valorar el fendmeno de resistencia se propuso la técnica de los MIC (concentracién minima
inhibitoria). Gracias a esta técnica se obtienen valores correspondientes a la sensibilidad de una cepa a
un determinado antibiotico (EFSA, 2012) (Tabla 4-3). En el caso de superar estos valores, demostrando
una cualidad de resistencia frente a un determinado antibiético, se deberian realizar investigaciones que
probasen la transferibilidad de esta resistencia a otras bacterias, o en su defecto una busqueda de genes
relacionados con la resistencia en el genoma de la cepa (Klare y col. 2007; Bhardwaj y col. 2010; EFSA,

2012).

4.3.2 Actividades metabdlicas

Los probidticos tienen la capacidad de transformar componentes alimentarios o secreciones

bioldgicas en otros compuestos que podrian ser perjudiciales para el hospedador:

Produccién de aminas bidgenas. Las aminas bidgenas se generan por descarboxilacidon de los

aminodcidos y ejercen funciones fisiolégicas esenciales como neurotransmisores y mediadores de la
respuesta inmune. Algunas microorganismos pueden dar lugar a concentraciones muy altas de algunas
aminas bidgenas que pueden dar lugar a graves problemas toxicoldgicos, pudiendo inducir trastornos

digestivos, circulatorios y respiratorios (Rodriguez, 2015).

Desconjugacion de acidos biliares para producir sales biliares secundarias (Jones y col. 2014).

Produccién de acido D-lactico, que en el pasado se ha utilizado para establecer la seguridad

de un probidtico en nifios, especialmente de los lactobacilos, pero que a dia de hoy no parece ser un
buen criterio de seguridad ya que bacterias productoras de acido D-lactico se encuentran de forma
habitual en el intestino (Mufioz-Quesada y col. 2012; Rubio y col. 2014) e incluso en la leche humana
(Martin y col. 2003), y la administracion de bacterias productoras de acido D-lactico ha demostrado ser
segura en nifios (Connolly y col. 2005; Allen y col. 2010; Maldonado y col. 2010; Lépez-Huertas, 2015).
Sin embargo, la administracion de una cepa productora de acido D-lactico en pacientes de riesgo debe
ser cuidadosamente vigilada si no estd avalada por datos de seguridad en relaciéon a este aspecto

especifico (Rodriguez, 2015).
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Tabla 4-3. Valores correspondientes a los MIC. Valores superiores son considerados como fenédmeno de resistencia

por parte de la cepa (EFSA, 2012).

P e
s 8 3§ 8 &8 £ § & %
= E é = g é‘ o =
g 8 & § ¢ £ 1 ¢ %
58 B 8 5 % & E 8
o
Lactobacillus obligate homofermentative® 1 2* 16 16 16 1 1 4
Lactobacillus acidophilus group 1 2 16 64 16 1 1 4
Lactobacillus obligate heterofermentative® 2 nr. 16 32 64 1 1 g 4
Lactobacillus reuteri 2 nr. 8 64 64 1 1 16 4
Lactobacillus facultative heterofermentative 4 nr. 16 64 64 1 1 8 4
Lactobacillus plantarunypentosus 2 nr. 16 64 nr. 1 2 32 8
Lactobacillus rhamnosus 4 nr. 16 64 32 1 1 g 4
Lactobacillus casei /paracasei 4 nr. 32 64 64 1 1 4 4
Bifidobacterium 2 2 64 nr. 128 1 1 g 4
Pediococcus 4 nr 16 64 64 1 1 8 4
Leuconostoc 2 nr. 16 16 04 1 1 8 4
Lactococcus lactis 2 4 32 64 32 1 1 4 8
Streptococcus thermophilus 2 4 32 64 64 2 2 4 4
Bacillus spp nr. 4 4 g g 4 4 8 8
Propionibacterium 2 4 64 64 64 05 025 2 2
Other Gram + 1 2 4 16 g 035 025 2 2
n.r. not required.
*ncluding L. delbrusckii, L. hefveticus
® not required for L. salivarius
®including L. fermentum
a ]
s € & 9§ £ : § . & 3
T & 3§ g7 § § 8 § 3% 4
5 § § § % £ § 2 B &
d E & g g v 3 g s
a2 ] =
(=]
Enteracoccus faecium 2 4 32 1024 128 4 4 4 16
=
- . K = k:
g &% 3 § & & § 2 & =
5 & E § % & g 8 2
g = Py g = B % =] g
=" = 2 N =
5§ § ¢ £ 8 2 § % &
B & E 5 o % T‘qg | E B
Escherichia coli 8 2 8 16 8 16 16 256 2 8

¢ Possible interference of the growth medium
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4.3.3 Identificacion de las cepas seleccionadas

La adecuada clasificacién taxondmica de los probidticos es un aspecto fundamental con
importantes connotaciones en la seguridad y en los aspectos legales de los mismos. El grupo de trabajo
FAO/OMS (FAO/WHO, 2001) preconiza que los microorganismos probidticos deben ser clasificados de
acuerdo al Cédigo Internacional de Nomenclatura y depositados en una coleccién de cultivos reconocida
(en Espafia la mas reconocida es la Coleccién Espafola de Cultivos Tipo, que asigna un cddigo a cada
cepa depositada precedida de las siglas de la coleccién, CECT). La identificacion genética del
microorganismo debe llevarse a cabo con métodos como la hibridacién ADN/ARN o la secuenciacién del

ARN16s. Esta identificacidon genética permite la correcta clasificacion del microorganismo.

4.3.4. Estudios en animales

Las pruebas en animales han sido consideradas tradicionalmente como una parte esencial en la
evaluacion de la seguridad de cualquier preparado que se pretenda administrar a humanos. No
obstante, los modelos animales también son objeto de controversia por las connotaciones éticas
inherentes y porque frecuentemente los datos de seguridad obtenidos no son directamente
extrapolables a la especie humana (Sanders y col. 2010). Los estudios de toxicidad en animales si son
generalmente aceptados como una herramienta muy fiable para analizar la toxicidad aguda de un
compuesto. Hasta la fecha, los estudios de toxicidad oral aguda, subcrénica y crénica de probidticos en
modelos estandar no han mostrado efectos adversos, incluso cuando se han administrado a grandes
dosis (hasta 10.000 veces mayores que las consumidas normalmente en humanos) durante un periodo

de tiempo prolongado (Ishibashiy col. 2001; Sanders y col. 2010).

Globalmente, aunque las distintas pruebas in vitro, ex vivo y en modelos animales pueden
proporcionar informacion util durante el proceso de seleccion de cepas, los Unicos datos que permiten
evaluar la seguridad de un probidtico de una forma directa son los que se obtienen en el curso de
ensayos clinicos de fase 1, 2 y 3, correctamente disefiados y dirigidos especificamente a la poblacién

diana (Rodriguez, 2015).
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4.3.5. Estudios en humanos

En general, se recomienda que la primera vez que un probidtico se vaya a usar en humanos, el
principal criterio a analizar sea la seguridad. Esto es especialmente relevante cuando se trata de
probidticos para alimentacion infantil. Segin ESPGHAN hay datos suficientes para soportar la seguridad
de los probidticos en nifios de 6 meses en adelante, pero sin embargo los datos sobre su uso en
neonatos son mucho mas escasos. La evaluacion de la seguridad de diferentes cepas probidticas en
recién nacidos ha puesto de manifiesto que la curva de crecimiento de los nifios fue favorable y no
existié incidencia de reacciones adversas, resultando todas las cepas analizadas seguras para su uso en
neonatos (Gil-Campos y col. 2012; AlFaleh y col. 2013; Szajewska y col. 2013; Narbona Lépez 2014;
Cekola y col. 2015).

4.4 Funcionalidad.

Desde el punto de vista funcional, los criterios de seleccidn de los probidticos suelen incluir, por
una parte, una serie de prerrequisitos para que la cepa pueda alcanzar su lugar de acciéon a una
concentracién vy, por otra, propiedades que pudieran asociarse a un efecto beneficoso (Maldonado

Lozano y col. 2014c; Rodriguez, 2015) (Figuras 4-1y 4.2).

Adhesién
intestinal

Propiedades

Inmunomodulacién
antimicrobianas

Resistencia
al aparato
digestivo

Figura 4-1. Probidticos: ensayos relacionados con la funcionalidad.
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Figura 4-2. Probioticos: principales mecanismos de accién (Tomado de Bermudez-Brito y col, 2012).

4.4.1. Resistencia durante el transito por el aparato digestivo

La resistencia a la acidez gastrica y a las sales biliares es una caracteristica esencial a la hora de
elegir un probidtico, ya que son condiciones de estrés que constituyen una barrera limitante para su
supervivencia en el ecosistema. Con el fin de demostrar si es capaz de aguantar estas condiciones, se
realizan estudios in vitro que simulan las condiciones de acidez producidas por las secreciones
gastrointestinales en individuos sanos (Charteris y col. 1998; Dunne y col. 2001; Fernandez y col. 2003;
Martins y col. 2009), o el uso de modelos que simulan procesos in vivo, como es el empleado y

desarrollado por el TNO (Netherlands Organisation for Applied Scientific Research) (Marteu y col. 1997).
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4.4.2. Adhesion y colonizacion intestinal

Este es un criterio fundamental ya que para la correcta accion de los probidticos es
indispensable que pasen un periodo de tiempo dentro del tubo digestivo. Por lo tanto, la adherencia al
mucus y a las células epiteliales se consideran propiedades que los probidticos deben poseer para
ejercer efectos inmunomoduladores (Martins y col. 2009; Kotzamanidis y col. 2010) y de excluir la
adhesién de patdgenos (Bernet y col. 1994). Para probar esta capacidad de adhesién y colonizacién en
el intestino, se utilizan estudios in vitro. Para ello se utilizan lineas celulares derivadas del
adenocarcinoma de colon, como la linea Caco 2 y la HT29. Existen muchos trabajos en los que se utilizan
ambas lineas celulares para demostrar la capacidad de adhesién de los probidticos a estas células una
vez diferenciadas y tras un tiempo en cultivo (Bernet y col. 1994; Dunne y col. 2001; Preising y col.

2010).

4.4.3. Inmunomodulacion

Los procesos de disbiosis de la microbiota enddgena alteran las respuestas inmunitarias y
contribuyen a la aparicién de enfermedades infecciosas, inflamatorias y autoinmunes. La interaccion
realizada entre los probidticos y las células que forman el epitelio intestinal es fundamental a la hora de
producir un efecto en el sistema inmune y de modularlo, induciendo un perfil de citoquinas

determinado. (Maldonado Lozano J y col. 2014c).

En este sentido, se ha evaluado el efecto de diversas cepas bacterianas sobre los distintos
componentes tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa o adquirida. Estos estudios abordan la
proliferacién y expresién génica de diversas poblaciones de células del sistema inmunitario y la
produccién de un amplio espectro de inmunoglobulinas, citoquinas, quimioquinas y factores de

crecimiento por parte de las mismas (Hardy y col. 2013).

Ademas de ejercer una accion por medio del contacto con los enterocitos, numerosos estudios
evidencian la capacidad de los probidticos para modular tanto la respuesta inmunitaria innata como la
adquirida, por medio de la activacion de las células NK en el caso de la inmunidad innata (Olivares M y
col. 2007) y de los linfocitos T en el caso de la inmunidad adquirida (Pérez-Cano y col. 2010), siendo
estos casos sélo unos ejemplos (Figura 4-3). Mediante experimentacion animal se ha comprobado que

los probidticos producen una reduccidn de la incidencia y de los sintomas de alergia alimentaria y una
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reduccidn de la respuesta inflamatoria en modelos de enfermedad inflamatoria intestinal, entre otras

acciones (Isolauriy col. 2012; Jonkers y col. 2012).
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Figura 4-3. Mecanismo de probiosis en el tracto gastrointestinal (Tomado de Ganesh BP, 2015).

Las células dendriticas del intestino interactian con las bacterias presentes en la luz intestinal e
intervienen en la respuesta de tolerancia o respuesta inmune frente a las mismas, mediante la
regulacion de la diferenciacion de las células T en Thil, Th2, Th17 o células Treg. Diversos tipos de células
Treg, tales como Th3, Tgl, CD4*CD25" regulador, CD8" supresor y las céluas Tyd, pueden ser
influenciadas por los probidticos. Ya que estas células reguladoras desempefian un papel significativo en

la respuesta inmune, los probidticos pueden ejercer sus efectos antiinflamatorios a través de su accién
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moduladora sobre estas células (Thomas y col. 2010; Bermudez-Brito y col. 2012). Por otro lado,
diversos estudios han demostrado que los probidticos pueden estimular la produccién de IgA por las

células plasmaticas, si bien esta capacidad de estimulo es dependiente de la cepa.

Experimentos in vitro han demostrado cémo distintas cepas de probidticos modulan Ia
respuesta inmune induciendo a la expresién de un tipo u otro de citoquinas, habiéndose comprobado,
por ejemplo, como el Lactobacillus sakei induce a una mayor expresién de IL-1B, IL-8 y TNFa, mientras
que el Lactobacillus johnsonii estimula la produccién de TGF B en células Caco 2 (Haller D y col. 2000). En
otros estudios, se ha analizado el cardcter de tipo antiinflamatorio que puede poseer una cepa de
probidtico por la reduccién de la secrecién de IL-8 en células Caco 2 o T 84 (Preising J y col. 2010). El
perfil de citoquinas y de otros mediadores inducido en los enterocitos, actuara sobre las células del

sistema inmune diferenciandolas hacia un tipo de respuesta determinada (Figura 4-4).
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Figura 4-4. Tipos de respuesta inmune frente a distintos estimulos.
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Estudios in vitro realizados con distintos tipos de células como macréfagos, linfocitos, células
dendriticas, células NK, linfocitos T o con células de Kupffer (Martins y col. 2009; Dong y col. 2010;
Pérez-Cano y col. 2010; Verbeek y col. 2010), han demostrado que la interaccidon entre estos tipos
celulares y las bacterias probidticas u otro tipo de microorganismos, se produce por medio de
receptores especificos, los TLR. A partir de esta interaccién y dependiendo del estimulo, se
desencadenara una respuesta de tipo antiinflamatoria, proinflamatoria o reguladora (Figura 4-4). Estos
estudios han demostrado que la capacidad inmunomoduladora de algunas cepas probidticas depende

del estado de activacidn de dichas células.

Se ha observado que en ausencia de estimulos, los probidticos pueden actuar como agentes
inmnoestimulantes produciendo un aumento de la expresién de citoquiinas Thl y mediadores
inflamatorios, como lo son el TNFa, IL-12 e IL-2. Sin embargo, la misma cepa es capaz de producir un
efecto contrario en el caso de que las células se encuentren previamente activadas, reduciendo la
expresién de las citoquinas inducidas por agentes bacterianos. Este efecto probablemente sea debido a
un aumento de la produccién de IL-10, la cual es una citoquina de tipo regulador, cuya produccion se ve
aumentada gracias a la accion de ciertas cepas de probioticos (Figura 4-5) (Diaz-Ropero y col. 2007). Se
ha comprobado que Lactobacillus salivarius CECT 5713 es capaz de modular la respuesta del sistema
inmune: sin estimulos da lugar a un aumento de la produccién de citoquinas de tipo Th1, como lo son el
TNFa, IL-12 e IL-2, mientras que en presencia de estimulo como puede ser la molécula de origen
bacteriano LPS, el efecto de los lactobacilos es distinto, y da lugar a una reduccién de la secrecién de

citoquinas de tipo Th1 (Diaz-Ropero y col. 2007).

Los efectos inmunomodulatorios de los probidticos también han sido reflejados en estudios con
animales de experimentacion, demostrandose un aumento de la respuesta del sistema inmune tanto de
tipo innato como adquirido en ratones (Diaz-Ropero y col. 2006). Debido a esta actividad de tipo
inmunoestimuladora, se da un efecto de tipo antiinfeccioso en modelos de infeccidon por Salmonella en
ratones (Olivares y col. 2006). En modelos de inflamacién intestinal, el uso de un probidtico ha llevado
consigo resultados positivos reduciendo el dafio en el tejido intestinal, debido a la accién de tipo

antiinflamatoria realizada por parte del tratamiento con un probidtico (Peran vy col. 2007).

Los probidticos han demostrado modular la respuesta inmune en personas sanas, aumentando
la respuesta de las células NK y el nivel de Ig A tras tres meses de consumo (Olivares y col. 2006; Parra y

col.2004).
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La produccion de citoquinas por macréfagos derivados de la médula ésea (BMDM) se incubd con Lactobacillus
salivarius CECT5713 (barras grises), Lactobacillus fermentum CECT5716 (barras negras) o en ausencia de bacterias
(barras blancas). (A) BMDM no estimulada; (B) LPS (10 ng ml - 1) estimulé BMDM. Los resultados se expresan como
concentracion de citoquina (pg ml-1) + SD. Para elucidar el tipo de respuesta inmunitaria, se representan la
relacién IL-12 / IL-10, TNF / IL-10 y IL-1B / IL-10 desencadenada. * Diferencia estadisticamente significativa (P <0,
01) con respecto al grupo control.

Figura 4-5. Diferencias en la inmunomodulacién dependiendo de la existencia o no de estimulacion (Tomado de
Diaz-Ropero MP y col. 2007).

4.4.4, Neuromodulacion

La neuromodulacién es uno de los efectos mas prometedores en el campo de los probiéticos. El
tracto intestinal contiene una gran y compleja red neural (el sistema nervioso entérico), cuya principal
funcidén es regular la fisiologia del intestino y modular la comunicacién entre éste y el SNC. Este sistema
de comunicacién se denomina “eje intestino-cerebro”, el cual modula la coordinacion entre cerebro,

intestino y sistemas endocrino e inmune implicados en mantener la funcidn intestinal (ver capitulo 3).
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Alteraciones en este eje se han asociado con alteraciones psiquiatricas y de la funcién intestinal (Bonaz y
col. 2013; Galland, 2014; Mayer y col. 2015). Determinados probidticos son capaces de influir sobre esta
conexidn intestino-cerebro y, por tanto, sobre los procesos cognitivos y emocionales e incrementar le
eficacia de los psicofarmacos, ademds de los beneficios que puedan derivarse tanto sistémicos como

intestinales (Critchfield y col. 2011; Saulnier y col. 2013; Mayer y col. 2014; Petray col. 2015).

4.4.5. Propiedades antimicrobianas

Existen varios mecanismos por las cuales los probidticos desempefian una funcidn
antimicrobiana. Entre ellos destaca la produccidn de sustancias antimicrobianas y la inhibicidon debida a
fendmenos de competicidn por adhesidn y por substratos (Lara-Villoslada y col. 2007a; Rodriguez, 2015;

Vandenplas y col. 2015).

El antagonismo microbiano de los probidticos depende, en parte, de su capacidad de adherencia
a las mucosas. Es una caracteristica clave para que una cepa pueda evitar el asentamiento de un
patégeno potencial. En el proceso estan implicados diversos componentes superficiales, incluyendo
proteinas de unidon al mucus, y algunas estructuras especificas, como los pili descritos en algunas cepas
de Lactobacillus rhamnosus. Adicionalmente, la capacidad de autoagregacion puede aumentar
sustancialmente la capacidad de colonizacién en aquellos ecosistemas en los que los probidticos tienen

un tiempo de residencia corto (Rodriguez, 2015).

La propiedad relevante de algunas cepas probidticas de coagregar con ciertos patdgenos le
permite impedir su acceso a las mucosas. El efecto antimicrobiano de Ila congregacidon es
particularmente intenso cuando la misma cepa es capaz de producir sustancias antimicrobianas que
inhiban al patégeno en cuestién (Boris y col. 1998). La integridad de las mucosas esta influenciada por
muchos factores, incluyendo su permeabilidad, la composicién de las mucinas, el estrés oxidativo y el
recambio de las células de la mucosa. Diversos estudios han demostrado la capacidad de algunos
probidticos para mantener o mejorar la funcidon de barrera intestinal mediante la modificacion de la
expresion de los genes que codifican proteinas de las zonas de oclusion, la modificacion de la
composicion de monosacaridos de las mucinas, el aumento del grosor de la capa de mucus, la inhibicion
de los procesos de apoptosis y/o la promocién de la diferenciacién celular y de actividades

citoprotectoras, incluyendo la reduccion del estrés oxidativo (Howarth y col. 2013)
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El efecto protector de los probiéticos viene también determinado por la generacidon de
compuestos antimicrobianos (Rodriguez, 2015). El mds universal es el 4cido (lactico, acético, propidnico
y/o butirico) que resulta del metabolismo fermentativo de los aztcares, dado que la mayoria de los
organismos probidticos son anaerobios aerotolerantes o estrictos (De Keersmaecker SC y col. 2006). La
generacién de agua oxigenada es un caracter muy demandado en los candidatos a probiéticos vaginales,
porque juega un papel capital en la proteccidén de dicha cavidad.También juega un papel la produccién
de bacteriocinas (nisina, pediocina y plantaricinas, entre otras) producidas por los probidticos, que son
péptidos que producen poros en la membrana de las bacterias susceptibles o inducen su lisis, siendo,

por tanto, bactericidas. El modo de accién de cada una de ellas es muy distinto.

Se ha comprobado como los sobrenadantes de cultivos de probidticos pertenecientes a
Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus reuteri DSM 17938 inhibieron el crecimiento de Salmonella
entérica 1344, viéndose una clara reduccién del crecimiento del patégeno en condiciones de
anaerobiosis (Marianelli C y col. 2010). En un estudio in vitro realizado con 4 cepas aisladas de leche
materna se demostrd la capacidad de inhibir el crecimiento de Staphilococus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella cholerasuis, Escherichia coli y Clostridium asi como de interferir en Ila

adhesién de patogenos intestinales (Olivares M y col. 2006).

4.4.6 Aspectos tecnologicos

Los aspectos tecnoldgicos son muy importantes en la seleccién de probidticos para su posterior
comercializacién. Inicialmente, las investigaciones sobre probidticos suelen hacerse en el laboratorio,
donde los voliumenes de los cultivos se miden en mililitros o litros mientras que en escala industrial se
suelen medir en metros cubicos. El hecho de que una cepa bacteriana crezca bien en condiciones de
laboratorio (pequefios volumenes, medios de cultivo complejos...) no significa, ni mucho menos, que
vaya a suceder lo mismo en condiciones industriales. Por lo tanto, se deben tener en cuenta todas
aquellas caracteristicas de los probiéticos que puedan influir en su produccién industrial, ya que hay que
asegurar la viabilidad de las cepas en numero suficiente y el mantenimiento de sus propiedades
funcionales durante el proceso productivo, el almacenamiento y la distribucién de las cepas y/o

alimentos con probidticos (Sanders y col. 1999; Shah, 2000).

En este sentido, las empresas que comercializan o desean comercializar probidticos se enfrentan

a dos retos tecnoldgicos importantes: (1) la necesidad de obtener una biomasa bacteriana muy elevada
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de forma econdmicamente rentable y (2) la necesidad de que la concentracién de bacterias viables
necesaria para ejercer el efecto beneficioso se mantenga hasta el final de la vida util del producto
(Rodriguez, 2015). Ambos aspectos estan relacionados con las caracteristicas fisioldgicas de cada cepa,
por lo que las condiciones deben establecerse caso a caso. Ademas, la viabilidad también depende del
formato en el que se vayan a administrar las bacterias ya que, por ejemplo, la vida atil de los productos
lacteos probidticos refrigerados es notablemente mas corta que la de los productos liofilizados que se
venden con una presentacion medicamentosa (capsula, polvo..). En cualquier caso, resulta
imprescindible la aplicacion de los principios del sistema APPCC (Analisis de Peligros y Puntos de Control
Criticos) y de buenas practicas de fabricacién para garantizar que los preparados probidticos llegan al
consumidor con la maxima calidad posible. Cuando una empresa introduce un probidtico en el
mercado, deberia asegurar que estd bien etiquetado. En este sentido, el comité de expertos de la
FAO/WHO (2002) recomendd que se recoja la siguiente informacidn en la etiqueta de cualquier
producto que contenga probidticos: a) género, especie y cepa; b) dosis minima de microorganismos
viables al final de la vida util; c) cantidad necesaria de producto que se debe consumir para conseguir la
dosis efectiva; d) efecto(s) beneficioso(s); e) condiciones de almacenamiento, y f) forma de contacto con

el servicio de atencidn al cliente.

4.4. Aplicaciones de los probiodticos.

Se han descrito aspectos beneficiosos de los probidticos en el tratamiento y prevencién de
distintas patologias (Tabla 4-4), algunas de las cuales estan ya muy sustentadas por numerosos estudios
clinicos y otras requieren de mas estudios que corroboren los resultados obtenidos hasta el momento

(NASPGHAN, 2006; Thomas y col. 2010; Wallace y col. 2011).

Existen muchos estudios sobre el uso de probidticos para la prevencion y tratamiento de la
diarrea infecciosa y la diarrea asociada a antibidticos, principalmente en nifios. La utilidad en el
tratamiento de la diarrea aguda infecciosa estd bien documentada, especialmente en la diarrea de
origen viral (Wolvers y col. 2010; Guarino y col. 2014; Szajewska H y col. 2014; Guarino y col. 2015;
Vandenplas y col. 2015; Urbanska y col. 2016). La guia europea para el tratamiento de la diarrea aguda
concluyd que ciertas cepas probidticas pueden ser usadas como adyuvante, junto con la terapia de

rehidratacion, en el tratamiento de niflos con gastroenteritis aguda, pero también deja claro que debido
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a la gran profusion de lactobacilos existentes y que no todos ellos funcionan igual para avalar una

eficacia, es indispensable disponer de amplia documentacién cientifica del producto.

Tabla 4-4. Aplicaciones de los probidticos en patologias médicas.

Aplicaciones clinicas en el presente

Intolerancia a la lactosa
Gastroenteritis

Aguda

Asociada a antibidticos

Gastroenteritis asociada a Clostridium difficile

Diarrea del viajero
Reacciones alérgicas

Infecciones respiratorias en niflos y en adultos
Caries
Enfermedad inflamatoria intestinal
Enfermedad de Crohn
Colitis ulcerosa

Otras patologias intestinales

Colonirritable

Enterocolitis necrotizante
Tratamiento en infecciones por Helicobacter pylori

Posibles aplicaciones clinicas en el futuro

Artritis reumatoide
Cancer
Enfermedades hepaticas inducidas por ethanol
Diabetes

Entre el 11 y el 40% de los nifios tratados con antibidtico sufren de diarrea asociada al
tratamiento (Turck y col. 2003). Existen evidencias clinicas que demuestran una eficacia en la prevencién
y tratamiento de esta patologia, viéndose una reduccion de la sintomatologia diarreica tras el consumo
de probidticos, tanto en nifios como en adultos (Goldenberg y col. 2015; Szajewska H y col. 2016). Una
de los patdgenos oportunistas que se asocia a la diarrea por tratamiento antibidtico es Clostridium
difficile, productor de toxinas y agente etioldgico de la colitis ssudomembranosa (Rodriguez y col. 2015).
Estudios realizados en estos casos muestran que los probidticos poseen la capacidad de restaurar el
balance microbiano y de esta forma bloquear la proliferacion del C. difficile actuando tanto a nivel

preventivo como de tratamiento (McFarland, 2006; Johnston y col. 2012; Goldenberg y col. 2013).
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También se ha observado como algunas cepas de probidticos pueden ejercer un efecto
preventivo en la diarrea del viajero (Mc Farland, 2007; Islam, 2016), si bien la heterogeneidad en el
disefio de los estudios tanto a nivel de cepa, dosis y duracidn del tratamiento, hace que sean necesarios
mads estudios que evidencien el efecto preventivo de los probidticos frente a este tipo de diarrea

(Wolvers y col. 2010).

La enterocolitis necrotizante es la patologia digestiva adquirida mas frecuente y grave en el
periodo neonatal, que ocasiona una importante morbi-mortalidad. Segun los uUltimos metaanalisis, el
tratamiento profilactico con probidticos en el recién nacido prematuro disminuye de manera
significativa el riesgo de padecer una enterocolitis necrotizante grave. Dicho tratamiento también ha
demostrado una disminucién de la mortalidad, de los dias de hospitalizacién y de los dias tras los que se
alcanza la nutricion enteral exclusiva (AlFaleh y col. 2014; Olsen y col. 2016). Por ello, el Grupo de
Nutricion y Metabolismo de la Sociedad Espaiola de Neonatologia indica que en situaciones con alta
incidencia local de enterocolitis, la suplementacién con probidticos puede ser recomendada en los
recién nacidos de muy bajo peso, ya que se asocia con una disminucién del riesgo de enterocolitis y de
muerte en los que presentan un peso >1.000 g (Narbona Lépez y col. 2014). Sin embargo, este efecto

beneficioso no se ha observado en los recién nacidos con un peso <1.000 g (Warner y col. 2016).

En cuanto a los célicos del lactante, existe escasa evidencia que avale el uso de probidticos.
Existen datos de que el uso de Lactobacillus reuteri mejora las crisis de llanto y que el tratamiento es
efectivo, pero soélo después de 2-3 semanas de tratamiento, parejo a la evolucién natural de este
transtorno (Urbanska y col. 2014; Chau y col. 2015; Xu y col. 2015). Sin embargo, en otros estudios solo
se encontré mejoria en los lactantes que tomaban leche materna (Anabrees y col. 2013; Sung y col.
2013), lo que limitaria su utilidad terapéutica, e incluso que la administracion de Lactobacillus reuteri no
tiene efectos beneficiosos sobre los lactantes con cdlico, tanto si toman pecho como si toman férmula
(Sung y col. 2014). Otros bacilos y bifidobacterias también parecen tener algin efecto beneficioso en la

mejoria de los sintomas del cdlico del lactante (Aloisio y col. 2012; Party y col. 2015).

Distintas evidencias sugieren un importante papel de la microbiota intestinal en el desarrollo de
la inflamacion crénica de la mucosa intestinal en la enfermedad inflamatoria intestinal, habiéndose
identificado una disbiosis intestinal en estos pacientes (Matsuoka y col. 2015). No existen evidencias

claras de la utilidad de los probidticos en el tratamiento de estas patologias, ya que existen estudios que
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no encuentran ninguna efectividad (Rahimi y col. 2008), y otros en los que si se observaron beneficios
(Hart y col. 2003; Hedin y col. 2007) si bien dicha eficacia de los probidticos se demostrd en la pouchitis
y la colitis ulcerosa, pero no en la enfermedad de Crohn. VSL # 3 es una preparacion liofilizada que
contiene ocho bacterias diferentes (L. acidophilus, L. bulgaricus, L casei, L. plantarum, Streptococcus
thermophilus, B. breve, B. infantis y B. longum) y se ha demostrado su eficacia de en la prevencion de la
recurrencia en pacientes con pouchitis crénica recidivante y en la inducciéon de la remisién y su
mantenimiento en pacientes con cvolitis ulcerosa activa (Miele y col. 2009; Tursi y col. 2010; Shen y col.
2014). Otras bacterias como Nissle 1917 (Kruis y col. 2004) y Lactobacillus GG (Zocco y col. 2006)
también han demostrado eficacia en el mantenimiento de la remisién en la colitis ulcerosa, pero no en

pacientes con enfermedad de Crohn (Fedorak y col. 2012; Scaldaferriy col. 2013).

En relacidn con el sindrome de intestino irritable, un metaandlisis realizado por McFarland y
Dublin (2008) mostré que los probidticos producian una mejoria de la sintomatologia clinica
comparados con placebo. Otros estudios parecen confirmar esta mejoria de los sintomas al encontrar un
efecto beneficioso sobre el dolor y la flatulencia (Lactobacillus GG y VSL # 3 ) pero no sobre la distension
abdominal ni sobre la frecuencia de las crisis de dolor, e incluso ningun efecto (Whelan y col. 2011;
Simrén y col. 2013; Korterink y col. 2014; Huertas-Ceballos y col. 2014; Vandenplas y col. 2015), por lo
gue no existe una evidencia clara para su utilizaciéon en este cuadro clinico y no se pueden recomendar

cepas especificas para el tratamiento de rutina (Islam, 2016).

Las infecciones debidas a H. pylori son una de las principales causas de gastritis cronicas y
Ulceras gastricas. Algunos probidticos han demostrado ser eficaces al asociarlos al tratamiento
antibiético mejororando las tasas de erradicacion, lo que no ocurre si se administra solamente el

probidtico (Lionetti y col. 2010; Wang y col. 2013; Zheng y col. 2013; Patel y col. 2014).

Existen estudios que demuestran un efecto beneficioso tras el consumo de probidticos en
yogures, viéndose una mayor digestion de la lactosa (He y col. 2008; Ojetti y col. 2010). En una guia
publicada sobre el impacto de los probidticos sobre la funcién digestiva, se concluye que si bien hay
evidencias de efectividad de los probiéticos sobre la intolerancia a la lactosa, ésta es dependiente de la
cepa (Rabot y col. 2010). Si bien hay estudios que demuestran una mejor digestién de lactosa y menor

excrecion de hidrdégeno en el aire espirado en pacientes que consumen lacteos fermentados, en la

100



Introduccion

actualidad, no existe evidencia suficiente para recomendar el uso de probidticos en el manejo

sistematico de la intolerancia a la lactosa (Alvarez-Calatayud y col. 2013).

El potencial de determinadas cepas bacterianas para suprimir la respuesta mediada por Th2,
favorecer la respuesta inmune Th1l y Th3 y aumentar las respuestas inmunes mediadas por Treg en los
pacientes atépicos, puede crear condiciones éptimas para reconducir la memoria inmune y reducir el
riesgo de enfermedad atdpica. (Rather y col. 2016). Revisiones sobre prevencion de atopia y probidticos,
han puesto de manifiesto que la administracion de probidticos durante el embarazo y la lactancia a
madres con antecedentes de atopia, reduce el riesgo de dermatitis atépica y sensibilizacion alérgica en
el nifio (Osborn y col. 2007; Frei y col. 2015). Sin embargo, este efecto no se observé cuando los
probidticos se administraron sdlo prenatalmente o sélo postnatalmente (Zhang y col. 2016). Por otro
lado, existen estudios donde la utilizacion de probidticos no produjo una reduccién en la incidencia de
dermatitis atépica (Taylor y col. 2007; Kopp y col. 2008; Boyle y col. 2008; Allen y col. 2014). En
definitiva, no existen datos consistentes para apoyar la eficacia de la administracién de probidticos para
la prevencién de la dermatitis atdpica. En lo que respecta al tratamiento de la dermatitis atdpica, las
pruebas que apoyan el uso de probidticos son muy limitadas y los resultados de los metaanalisis son
inconsistentes (Boyle y col. 2008; Kim y col. 2014; Rather y col. 2016) vy, por lo tanto, no se ha

establecido definitivamente el papel de los probidticos en el tratamiento de la dermatitis atdpica.

Durante los ultimos afios se han realizado numerosos estudios que han evaluado el papel de los
probidticos en la alergia alimentaria, observandose que la administracion oral de Lactobacillus y
Bifidobacterium podria disminuir la tasa de alergias alimentarias (Alvarez—Calatayud y col. 2013;
ZukieWicz-Sobczak y col. 2014). Una revisidn reciente llega a la conclusion de que los probidticos
administrados prenatalmente y postnatalmente podrian ser una forma factible de prevenir la
hipersensibilidad alimentaria en nifios pequefios (Zhang y col. 2016). Sin embargo, existen estudios
donde no se han observado diferencias significativas entre el uso de probidticos y placebo (Di Mauro y
col. 2016). No se han observado efectos beneficiosos sobre el asma, pero si existen evidencias de tener
cierta efectividad clinica e inmunolégica en el tratamiento de la rinitis alérgica (Giovannini y col. 2007,
Viagloftis y col. 2008; Zajac y col. 2015; Guvenc y col. 2016). En nifios entre 4 y 12 afios, el consumo de
una leche fermentada que contenia dos cepas probidticas, L. gasseri CECT 5716 y L. coryniformis CECT
5711, se detectaron cambios significativos en parametros bioquimicos e inmunoldgicos que podrian

influir en una mejora del bienestar de los voluntarios (Martinez-Cafiavate y col. 2009). No se han
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demostrado efectos preventivos de los probidticos, para el asma vy la rinitis alérgica (Azad y col. 2013; Di

Mauro y col. 2016).

En relacién con las infecciones respiratorias, se ha comprobado que los probidticos reducen el
numero de episodios de infeccidn de vias respiratorias altas, la duracién media de cada episodio, el
consumo de antibidticos y el absentismo escolar o de la guarderia, pero la calidad de la evidencia de

estos estudios es baja o muy baja (Hojsak | y col. 2010; Hao Qy col. 2015; Wang Y y col. 2016).
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5. PROBIOTICOS EN FORMULAS LACTEAS PARA LACTANTES

La leche materna es el mejor alimento para los bebés durante sus fases de rapido desarrollo,
puesto que no sdélo aporta todos los nutrientes necesarios, sino que ademds contiene importantes
factores funcionales implicados en el desarrollo y la maduracién del sistema inmunitario neonatal, asi
como en la proteccién frente a infecciones. Entre estos factores se incluyen las bacterias comensales de
la leche materna. La demostracidn de la existencia de bacterias en la leche materna y los efectos
beneficiosos potencialmente ejercidos por éstas en el lactante (antimicrobiano, antiinflamatorio y/o
modulador de la respuesta inmunitaria) ofrecen nuevas alternativas para la sustentacién de las
propuestas dirigidas a la inclusién de determinadas cepas probidticas en los preparados para la

alimentacion de los lactantes.

La microbiota presente en los nifios alimentados con leche humana es mas rica en ciertos
géneros bacterianos que podrian ser responsables de algunos de sus beneficios. Estas bacterias pueden
ejercer un papel clave en la reduccién de las infecciones del lactante, tal y como se ha observado en
relacion con la hospitalizacién por neumonia, riesgo de muerte por diarrea e incidencia de otitis media,
infeccidn urinaria y meningitis (Lara-Villoslada y col. 2007a). Las bacterias con propiedades probidticas
gue son transferidas al nifio a través de la leche materna, podrian estar contribuyendo a estos beneficios
a través de sus efectos tanto a nivel de inhibicién del crecimiento de patégenos, como por la capacidad
de modificar la microbiota del tracto gastrointestinal, junto con las propiedades de tipo
inmunomoduladoras que poseen. Con el objetivo de que los nifios alimentados con preparados para
lactantes adquieran una microbiota beneficiosa, similar a la de los nifios alimentados con leche humana,
en los ultimos afios se estan incorporando a las formulas infantiles ingredientes que promuevan esta
microbiota bien a través de la adicion de componentes prebidticos como oligosacaridos, o bien

afiadiendo directamente cepas bacterianas probidticas.

5.1. ¢Esta justificado suplementar los preparados lacteos para lactantes con probidticos?

En 2006, el Comité Cientifico para Alimentacién de la Unién Europea considerd que la
informacién disponible hasta ese momento sobre el efecto de los probidticos en la alimentacion de los
lactantes, era insuficiente (Ribas Malagrida y col. 2007). Respecto de las formulas de inicio aconsejaba

realizar mas estudios antes de incluir los probidticos como componentes de las mismas. Para las
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formulas de continuacion estimé que si se disponia de experiencia en el mercado, por lo que no puso
objeciones para continuar su uso, si bien indicé que el contenido real del probiético en el momento del

consumo de la férmula deberia ser de 10° a 108 UFC/ml de preparado, para asi asegurar su eficacia.

En 2011, el Comité de Nutricion de la ESPGHAN (ESPGHAN Committee on Nutrition, 2011) publicé
una revisién sistematica en relacion con la seguridad y efectos sobre la salud de la ingesta de férmulas
lacteas suplementadas con probidticos. En esta revision, en la que se incluyeron 20 publicaciones que
cumplian los criterios de inclusidn, se analizaron tanto férmulas de inicio como de continuacién, y se
comprobé que existia una gran variedad en el tipo de probidtico utilizado, en las dosis y en el periodo de
suplementacion, por lo que era dificil obtener datos concluyentes. Y es que no todos los probiéticos son
iguales, ya que la accién es especifica de cada cepa y los resultados obtenidos con una cepa no son
extrapolables a otras cepas. El Comité de Nutricion de la ESPGHAN llegd a las siguientes

conclusiones:

- Las formulas suplementadas con probidticos no producen efectos adversos y no alteran el crecimiento.
- En menores de 4 meses no se han constatado efectos clinicos consistentes con la ingesta de formulas
de inicio suplementadas con probidticos.

- La administracién de féormulas de inicio o continuacion suplementadas con probidticos puede tener
efectos beneficiosos tales como menor riesgo de infecciones gastrointestinales, menor uso de
antibidticos y menor frecuencia de célico y/o irritabilidad.

- No existen datos sobre los efectos a largo plazo de la administracion de formulas suplementadas con
probidticos.

- Como conclusidn final, el Comité no recomendaba el uso de férmulas suplementadas con probidticos

de forma rutinaria.

5.2. Seguridad

Las fédrmulas suplementadas con probidticos no producen efectos adversos y no alteran el
crecimiento (ESPGHAN Committee on Nutrition, 2011). Con posterioridad, una revisién sistematica ha
llegado a la conclusion de que la suplementacién de la formula infantil con B. lactis da como resultado
un crecimiento similar al que se encuentra en los lactantes alimentados con férmula sin suplemento,
pero no se pudo llegar a una conclusidon sobre el efecto de la suplementacion con Lactobacillus

rhamnosus GG debido a no disponer de suficientes datos (Szajewska y col. 2013). Recientemente se ha
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comunicado que una férmula infantil enriquecida con oligosacdaridos de la leche de vaca y B. lactis no
altera el crecimiento normal del nifio, es bien tolerada y mejora los marcadores de salud intestinal

(Radke y col. 2016).

Hay datos suficientes para soportar la seguridad de los probidticos en nifios mayores de 6 meses,
sin embargo los datos sobre su uso en neonatos y lactantes menores de 4 meses son mucho mds
escasos. Un estudio controlado y randomizado, llevado a cabo en lactantes menores de 6 meses que
tomaron una férmula suplementada con L. fermentum, concluyé que la formula fue bien tolerada y no
hubo repercusion sobre el crecimiento durante el periodo de estudio (Gil-Campos y col. 2012).
Recientemente se ha comunicado que los prematuros > 30 semanas de edad gestacional alimentados
con una férmula lactea suplementada con Saccharomyces boulardi, mejoran el crecimiento y la

tolerancia alimentaria y no se detectaron efectos adversos (Xu y col. 2016).

5.3. Prevencion y tratamiento de enfermedades del lactante

En menores de 4 meses no se han constatado efectos clinicos evidentes con la ingesta de férmulas
de inicio suplementadas con probidticos (ESPGHAN Committee on Nutrition, 2011). Aunque se observo
menor administracién de antibidticos, menos incidencia de diarrea y menor incidencia de cdlico y/o
irritabilidad, debido a la variedad en la metodologia, el tipo especifico de probidtico estudiado, la
duracion de la intervencion y la dosis de probidtico usada, no era posible obtener datos concluyentes.
En un estudio reciente (Gil-Campos y col. 2012) se ha observado una disminucion significativa en el
numero de episodios de diarrea infecciosa en los lactantes que tomaron la formula suplementada, pero
no hubo diferencias en otro tipo de procesos infecciosos o en el nimero total de infecciones padecidas

durante el periodo de estudio.

No hay evidencias consistentes que sugieran que la suplementacion de una férmula de
continuacién con probidticos en lactantes mayores de 4 meses, esté asociada con un efecto beneficioso
frente a la diarrea infecciosa (ESPGHAN Committee on Nutrition, 2011), aunque se ha comunicado una
reduccidn de la duracidn de la diarrea y del nUmero de episodios de diarrea relacionada con la toma de
formula suplementada con B. lactis (Weizman y col. 2005), con L reuteri (Weizman y col. 2005) y con L.
salivarius (,Maldonado y col. 2010b), y disminucién del riesgo de padecer diarrea asociada a antibidticos
al tomar férmula suplementada con B. lactis y S. thermophilus (Corréa y col. 2005) o de padecer

gastroenteritis aguda cuando se suplementé la férmula con B. bifidum y S. thermophilus (Saavedra y col.
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1994). En un estudio reciente controlado, doble ciego y randomizado, llevado a cabo con férmula
suplementada con L fermentum en lactantes desde los 6 a los 12 meses de edad (periodo de
intervencién 6 meses), se comprobd que existia un 46% menos de incidencia de gastroenteritis aguda en

los lactantes que tomaron la férmula suplementada (Maldonado y col. 2012).

La inclusién de probidticos en la alimentacion de nifios menores de 4 meses, no ha dado como
resultado una reduccidn en la incidencia de cdlico ni la frecuencia de las deposiciones en los estudios
realizados utilizando los probidticos B. lactis o L. reuteri ATCC 55730 (Weizman y col. 2006), B. longum
BL 999 o L. rhamnosus LPR (Chouraqui y col. 2008). En cambio, en un estudio que usdé Lactobacillus
rhamnosus GG, si se observé un aumento en la frecuencia de deposiciones pero sin existir una reduccién
en la incidencia de célico (Vendt y col. 2006), reduccién que si se aprecié al suplementar la alimentacién
con los probidticos B. lactis y S. thermophilus (Saavedra y col. 2004). En nifios mayores de 4 meses de
edad se han dado similares resultados en cuanto a la consistencia de la materia fecal con la utilizacién
de Lactobacillus rhamnosus GG (Vendt y col. 2006) y de L. reuteri ATCC 55730 y B. lactis (Weizman y col.
2006).

Mugambi y col. (2012) realizaron una revision sistemdtica de trabajos controlados y
randomizados, siguiendo la metodologia Cochrane. Sélo encontrarom 10 publicaciones que cumplieran
los criterios de inclusidn, y no encontraron efectos sobre diarrea infecciosa, cdlico, llanto/irritabilidad,
regurgitaciones o vémitos. Tampoco en la revision del Comité de Nutricion de ESPGHAN (ESPGHAN
Committee on Nutrition, 2011) se encontré efecto beneficioso alguno sobre el llanto o la irritabilidad.
Un estudio publicado en 2010 y que no habia sido incluido en la revisidon de la ESPGHAN (Savino y col.
2010) mostrd que la administraciéon de L. reuteri DSM 17938 mejord considerablemente los sintomas en
los lactantes que sufrian de cdlico. A pesar de que L. reuteri puede ser eficaz para el tratamiento de
lactantes amamantados con célico, no hay evidencia suficiente para apoyar el uso de probidticos de
forma rutinaria para el tratamiento o para la prevencién del cdlico, especialmente en lactantes

alimentados con férmula (Sung y col. 2013).

Como ya se refirié en el capitulo de probidticos, el tratamiento profilactico con probidticos en el
recién nacido prematuro disminuye de manera significativa el riesgo de padecer una enterocolitis
necrotizante grave, por lo que la suplementacidn con probidticos puede ser recomendada en los recién
nacidos de muy bajo peso. En una reciente revisidn sobre el efecto de distintos inmunonutrientes en la

prevencion de la enterocolitis necrotizante (Zhou y col. 2015), se llega a la conclusion de que existen
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datos suficientes que avalan la utilizacién de los probidticos suplementados en las férmulas lacteas para
la prevencién de la referida patologia. Sin embargo, en un estudio multicéntrico en el que participaron
24 hospitales e incluyd a 1315 recién nacidos prematuros, alimentados con una féormula hidrolizada con
o sin suplementacién del probidtico Bifidubacterium breve BBG-001, no se encontraron beneficios

(Costeloe y cols, 2016).

En relacién con el padecimiento de infecciones respiratorias, ninguna de las dos revisiones
sistematicas (ESPGHAN Committee on Nutrition, 2011; Mugambi y col. 2012) encontraron diferencias
significativas ni en la duracién de la enfermedad ni en el numero de episodios. Estudios realizados con
formula suplementada con L. salivarius (Maldonado y col. 2010), L. fermentum (Maldonado y col. 2012),
Bifidobacterium lactis Bb12 (Taipale y col. 2011) o con Lactobacillus rhamnosus GG y Bifidobacterium
lactis BB12 (Rautava y col 2009), han puesto de manifiesto una significativa reduccion en el nimero de
episodios de infecciones respiratorias de vias altas en los lactantes que tomaron dichas férmulas.
Ademas, en el estudio realizado con L. fermentum también se encontré una reduccidn significativa del
30% en el numero total de infecciones. En cambio, en otros estudios en los que se empled una férmula
lactea enriquecida con B. lactis (Weizman y col. 2005; Velaphi y col. 2008) o L. reuteri ATCC 55730 vy L.
johnsonii Lal (Weizman y col. 2005; Brunser y col. 2006), no se encontrd una reduccioén en la incidencia

de infecciones respiratorias.

Aunque no existen datos suficientes que avalen un efecto beneficioso de los probidticos
adicionados a las formulas sobre el menor padecimiento de enfermedades alérgicas (ESPGHAN
Committee on Nutrition, 2011), si es cierto que varios metaanalisis han concluido que el uso de
probidticos disminuye la incidencia en los lactantes de dermatitis atdpica, asociada o no a IgE, pero no
de otros tipos de alergia (Osborn y col. 2007; Lee y col. 2008; Tang y col. 2010; Pelucchi y col. 2012). Se
ha demostrado que el tratamiento dietético con una férmula altamente hidrolizada suplementada con
el probidtico Lactobacillus rhamnosus GG, da como resultado una mayor tasa de adquisiciéon de
tolerancia en lactantes con alergia a las proteinas de la leche de vaca que en aquellos tratados solo con
formula hidrolizada (Berni Canini y col. 2012; Berni Canini y col. 2013). Se ha descrito la existencia de un
vinculo entre la disbiosis en la composicién de la microbiota intestinal y la patogénesis de la alergia a
proteinas de la leche de vaca (Thompson-Chagoyan y col., 2010; Tompson-Chagoyan y col. 2011) y que
la administracion de una férmula hidrolizada con probiéticos favorece la tolerancia, debido en parte al

cambio en la estructura en la comunidad bacteriana del intestino del lactante (Berni Cananai, 2016).
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Es posible que las alteraciones de la microbiota intestinal precedan al desarrollo del fenotipo
alérgico, por lo que los probidticos podrian tener aplicaciones preventivas y terapéuticas (Isolauri y col.
2012). El potencial de determinadas cepas bacterianas para favorecer la respuesta inmune Thl y Th3
frente a la respuesta Th2 en los pacientes atdpicos, puede crear condiciones éptimas para reconducir la

memoria inmune vy reducir el riesgo de enfermedad atdpica.

En cuanto a los efectos de los probidticos sobre la composicién de la microbiota fecal, los
resultados son conflictivos. Se ha descrito que existe un descenso en el recuento de bifidobacterias y
enterobacterias con respecto al control (Langhendries y col. 1995; Brunser y col. 2006), y que no hay
diferencias en lo que respecta a lactobacilos y bacteroides. Sin embargo, Maldonado y col (2010b) han
comunicado un aumento del recuento en heces de bifidobacterias (p=0.008) y lactobacilos (p=0.022), sin
diferencias en el recuento de otras cepas bacterianas, en los lactantes alimentados con férmula lactea

suplementada.

Conclusion

El Comité de Nutricion de ESPGHAN, tras el analisis de los datos, no recomienda el uso de
féormulas suplementadas con probidticos de forma rutinaria. Sin embargo, a la vista de los resultados
comunicados con posterioridad a la referida revision, es posible que la suplementaciéon de las férmulas
lacteas con determinadas cepas bacterianas, pueda ser recomendable. La adicién de probiéticos a los
preparados lacteos para la alimentacién del lactante parece ser bien tolerada, sin efectos adversos vy,
gracias a los estudios realizados hasta el momento, se han podido recoger evidencias acerca de la
efectividad de los probidticos presentes en estos preparados, aunque es necesaria la realizacion de mas
estudios para poder concretar y evaluar los determinados efectos de cada cepa. Mencidn especial
tienen los estudios realizados con nifios de edades < 4 meses, ya que existe un nimero de estudios muy
bajo y es dificil sacar conclusiones acerca de los efectos beneficiosos de los probidticos a estas edades
(ESPGHAN Committee on Nutrition, 2011). No existen datos sobre los efectos a largo plazo de la

administracién de formulas suplementadas con probiéticos.
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6. LA MASTITIS DURANTE LA LACTANCIA.

La mastitis es una patologia comun entre las madres lactantes y que, con excesiva frecuencia,
conduce a un abandono precoz e innecesario de la lactancia materna (Scott JA y col. 2008). Su incidencia
estd mas frecuente en la segunda y tercera semanas posparto y la mayoria de los estudios indican que el
74- 95% de los casos ocurren en las primeras 12 semanas, pero puede producirse en cualquier momento
de la lactancia (World Health Organization, 2000; Lawrence y col. 2007; Scott y col. 2008). La incidencia
de esta enfermedad esta alrededor del 10% y oscila, segun diferentes estudios, entre el 3 y el 33%
(Delgado y col. 2009a; Espinola-Docio y col. 2016). Esta variabilidad en los datos de incidencia es debida
fundamentalmente a diferencias en los criterios de diagndstico de la enfermedad. En Espafia se estima
en torno al 10%, aunque se carece de datos epidemioldgicos. Posiblemente, esta cifra sea algo mayor en
realidad, segln indican diversas asociaciones de lactancia espafiolas. De hecho, los ultimos estudios
llevados a cabo en Espafia muestran porcentajes de incidencia que superan el 20% (Fernandez y col.

2016a; Hurtado y col. 2017).

6.1. Mastitis no infecciosa

En el momento en que no se vacia la leche del pecho su produccién disminuye, llegando incluso
a poder cesar. Sin embargo, este proceso tarda algunos dias y puede no completarse hasta pasadas 2-3

semanas. Entre tanto, la leche acumulada puede originar una respuesta inflamatoria.

La leche normalmente contiene citoquinas, tanto inflamatorias como antiinflamatorias. Se cree
que las citoquinas antiinflamatorias y otros factores protegen al nifio, pero las citoquinas inflamatorias,
tales como la IL-8, pueden ser mas importantes para proteger al pecho de la infeccién. En mujeres
afectas de mastitis se ha encontrado un aumento de los niveles de IL-8 en el pecho y es un signo
evidente de que se estd produciendo una respuesta inflamatoria (Willumsen y col. 2000). Como parte de
la respuesta inflamatoria, los espacios intercelulares se abren permitiendo que substancias del plasma
pasen a la leche, particularmente inmunoproteinas y sodio. Al mismo tiempo, aumenta la presion de la
leche en los conductos y alvéolos, pudiendo llegar a forzar que sustancias de la leche pasen al tejido
circundante. Las citoquinas de la leche pueden inducir una respuesta inflamatoria en el tejido

circundante y también es posible que otros componentes induzcan una reaccién antigénica.
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La inflamacidn es la responsable de los signos y sintomas de la mastitis, encontrando asi parte
del pecho dolorido, enrojecido, hinchado y endurecido. Normalmente sélo suele afectar a un pecho. La
mujer a menudo tiene fiebre y se siente enferma, sin embargo se ha observado que entre un tercio y la

mitad de las mujeres con mastitis sélo tienen signos locales (Amir y col. 1999).

La apertura de los espacios intercelulares produce cambios en la composicidon de la leche. Los
niveles de sodio y cloro aumentan, y los niveles de lactosa y potasio disminuyen. El sabor de la leche
cambia haciéndose mas salada, siendo algo temporal con una duracion alrededor de una semana. Esto
ha sido descrito como disfuncion mamaria crdénica unilateral (Conner, 1979). Sin embargo, la afeccién es
reversible y después del siguiente embarazo habitualmente el pecho afectado recobra su funcién

normal (Prentice y col. 1984).

6.2. Mastitis infecciosa

La mastitis infecciosa se produce en los casos en que no se resuelve la estasis de la leche y se
supera la proteccién proporcionada tanto por los factores inmunitarios de la leche, como por la
respuesta inflamatoria. La leche humana fresca no es habitualmente un medio adecuado para el
crecimiento bacteriano (Pittard y col. 1985) y para que ocurra la infeccion deben existir condiciones que
impidan al tejido mamario destruir y eliminar bacterias. Podria esperarse que la direccion natural del
flujo de leche a lo largo de los conductos, cuando se extrae eficazmente, eliminase cualquier
microorganismo hacia el exterior del pecho, pero el ineficaz vaciamiento de la leche conduce a la
acumulacién de ésta, creando las condiciones favorables para el crecimiento bacteriano. Los signos y
sintomas de la mastitis infecciosa son imposibles de distinguir de la mastitis no infecciosa.
Habitualmente solo esta afectado un pecho y parte de él se pone rojo, doloroso, hinchado y endurecido,

y puede haber sintomas generales de fiebre y malestar.

Los recuentos celulares y de colonias bacterianas son Utiles para distinguir la mastitis infecciosa
de la no infecciosa. Los cultivos de la leche materna pueden ayudar a determinar el microorganismo
infectante y su sensibilidad antibidtica (Matheson y col. 1988). Si no es posible hacer un cultivo de forma
rutinaria, puede hacerse selectivamente:

- para casos adquiridos en el hospital, casos graves o inusuales

- si no hay respuesta a los antibidticos en los dos primeros dias
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- si hay mastitis recurrente, que puede ser debida a un retraso en el tratamiento o a un
tratamiento inadecuado de la afeccidn inicial o a una mala técnica de lactancia no corregida (Inch y col.

1995).

El pecho que estd lactando, como cualquier otro tejido infectado, focaliza la infeccion mediante
la formacién de una barrera de tejido de granulacion alrededor de ella. Esta se convierte en la capsula
del absceso, el cual se llena de pus (Rench y col. 1989). La mayoria de los abcesos mamarios tienen su
origen en la complicacidn de una mastitis infecciosa debido a un tratamiento tardio o inadecuado o a las
caracteristicas de la cepa bacteriana implicada, y la mayor parte se suele localizar en el borde superior
de la areola mamaria (Delgado y col. 2009a). La incidencia de esta complicaciéon en las mujeres con
mastitis se situa entre el 3 y el 11%. Hay una tumoracién intensamente dolorosa, con enrojecimiento,
calor y edema de la piel que lo recubre. En los casos desatendidos la tumoracidn puede ser fluctuante,
con decoloracion y necrosis de la piel, pudiendo incluso acompafiarse de fiebre en algunos casos. Para
confirmar el diagndstico puede aspirarse pus mediante una jeringuilla con aguja gruesa, debiéndose
realizar el diagnéstico diferencial del absceso mamario con el galactocele, el fibroadenoma y el

carcinoma.

Las mastitis infecciosas se clasifican en distintos subgrupos en funciéon de la presencia de
manifestaciones clinicas. Dentro del grupo de las mastitis clinicas, las cuales muestran sintomas clinicos
de inflamacién que pueden ir o no acompanadas de sintomas sistémicos, se distingue entre las mastitis

agudas y subagudas.

6.3. Mastitis agudas, subagudas y subclinicas

La mastitis consiste en la inflamacion de uno o varios lébulos de la glandula mamaria,
acompafiada o no de infeccion (Amir, 2014). La definicion clinica habitual de mastitis aguda es una zona
tensa, caliente, hinchada y en forma de cufia asociada con una temperatura de 38,5 °C o mayor,
escalofrios, dolor de tipo gripal y enfermedad sistémica (World Health Organization, 2000; Lawrence y
col. 2007; Amir, 2014). Parece que hay un continuo desde la ingurgitacién en la mastitis no infecciosa

hasta la mastitis infecciosa y el absceso mamario (World Health Organization, 2000).
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En gran parte de las mastitis clinicas sintomaticas el Unico sintoma es un dolor intenso que suele
ir acompanado de sintomas locales, como grietas y/o zonas de induracidén, pero que no tienen ninguna
afectacidn sistémica. Estos casos no son los mds evidentes pero si los mas frecuentes y los que causan
mads destetes no deseados y por ello merecen prestarle una atencion especial. Se trata de las mastitis
subagudas, que se caracterizan por dolor local que se puede manifestar en forma de “pinchazos”,
calambres o incluso producir una sensacidon de quemazdn, pero sin llegar a presentar un enrojecimiento
de la zona y sin afectacién sistémica. Esto dificulta el diagndstico y provoca que se trate de un problema
infravalorado (Delgado y col. 2009a; Jiménez y col. 2009). Una afeccidn relacionada es la aparicién de la
perla de leche en lel pezdn, retencién de leche como consecuencia de la obturacién total de algunos
conductos galactéforos (conducto bloqueado) que empeora los sintomas locales y suele ser
extremadamente dolorosa durante la succién. Se definen como estructuras caracteristicas integradas

por una matriz de calcio recubierta de bacterias.

La estasis de leche localizada que afecta a una parte del pecho tal como un Iébulo, se denomina
a menudo conducto bloqueado o ingurgitacion mamaria focal (Lauwers y col. 2000). Se supone que la
afeccidn es debida a una obstruccion sélida, pero incluso simplemente puede deberse a un vaciamiento
ineficaz de la leche de esa parte del pecho. El signo clinico que lo pone de manifiesto es una masa
dolorosa en un pecho, que suele venir acompafiada por un enrojecimiento de la piel en esa zona. Sélo se
ve afectada parte de un pecho. Habitualmente las mujeres se encuentran bien y no tienen fiebre.
Algunas mujeres con un conducto bloqueado refieren la presencia de particulas de material en su leche
extraida. En este caso puede que realmente haya obstruccién de un conducto lacteo. Los sintomas cesan
rapidamente cuando se exprime el material de particulas solidas liberandose la leche de la zona del
pecho afectada. Se piensa que los granulos que pueden encontrarse en la leche acumulada se forman a
partir de una mezcla de caseina y otros materiales endurecidos por sales que contienen calcio; incluso se
ha llegado a observa un material graso o filamentoso, a veces marrén o verdoso (Lauwers y col. 2000). El
galactocele (Lawrence y col. 1999), que consiste en un quiste relleno de leche, se cree que se desarrolla
a partir de un conducto bloqueado. Se presenta como un bultoma redondeado y terso en el pecho
relleno de leche pura, que posteriormente alberga un material cremoso mas denso conforme se absorbe

el liquido. Su diagndstico puede hacerse mediante aspiracidn o ecografia.

La mastitis subclinica se caracteriza por una falsa sensacién de poca produccién de leche. En la

gran mayoria de los casos, ni la produccién de leche estd comprometida ni la composicion nutricional es
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inadecuada, sino que la formacién de biopeliculas en el interior de los conductos galactéforos impide su
correcta secrecion (Delgado y col. 2009a; Jiménez y col. 2009). Se diagnostica a partir del hallazgo de
una relacion sodio-potasio aumentada en la leche y un aumento de la concentracién de IL-8, cuando no
hay mastitis clinica. Se piensa que el aumento de los niveles de sodio e IL-8 indica que esta ocurriendo

una respuesta inflamatoria, a pesar de la ausencia de signos clinicos.

En la practica, coexisten diversos términos (algo confusos) relacionados con problemas de
lactancia (ingurgitacion, obstruccion, retencion, grietas, sobreinfeccién de grietas, pezones doloridos,
etc.), los cuales se consideran como factores de predisposicién a una posible mastitis infecciosa. No
obstante, puesto que los agentes bacterianos que participan en las mastitis durante la lactancia son
capaces de provocar por si mismos la obstruccion de conductos y/o grietas, se evidencia cada vez mas
gue estas situaciones no significan una predisposicién a un proceso infeccioso, sino que son
manifestaciones de una mastitis infecciosa. La propia OMS acepta la conexion existente entre los

términos ingurgitacion mamaria y mastitis (World Health Organization, 2000).

6.4. Etiopatogenia

La mastitis es una auténtica disbiosis de la microbiota normal de la glandula mamaria en la que
se puede observar un espectacular aumento de la concentracidn del agente causal y la disminucién de
otras especies presentes de manera fisioldgica en la leche humana, como lactobacilos, lactococos o
bifidobacterias (Fernandez y col. 2016). Las bacterias encontradas con mas frecuencia en la leche de
mujeres sanas sin sintomas de mastitis son Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans y
estreptococo del grupo B (Espinola-Docio y col. 2016). Sin embargo, cuando alguno de estos grupos
prolifera de forma excesiva altera el equilibrio de la microbiota en la glandula mamaria y desencadena la
reaccion inflamatoria caracteristica de la patologia. Como consecuencia de la proliferacidn del agente
causal el recuento de bacterias totales en la leche humana se multiplica alcanzando érdenes de 10.000-
100.000 bacteria/ml en contraste con la concentracion bacteriana total en la leche fresca de una mujer

sin mastitis que suele ser inferior a 2.000 bacterias/ml (figura 6-1).
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Figura 6-1.Disbiosis y etiopatogenia de la mastitis: Representacién esquematica del epitelio y de los conductos
mamarios en condiciones fisioldgicas (A) y en situacion de mastitis (B). Las flechas rojags indican el aumento de
presidn de la leche al pasar por una luz disminuida. Esta presion sobre una zona inflamada es la responsable de los

tipicos pinchazos. (Modificado de Fernandez y col. 2014).

Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus resistente a meticilina son los agentes
bacterianos que con mas frecuencia producen las mastitis agudas. Menos frecuentes como agentes

etiolégicos son Streptococcus spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.,
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Corynebacterium spp. y Staphylococcus epidermidis; el aislamiento de levaduras es muy raro (World
Health Organization, 2000; Delgado y col. 2009a; Delgado y col. 2009b; Contreras y col. 2011; Amir,
2014; Jiménez y col. 2015).

Las bacterias se disponen en forma de peliculas bioldgicas (biopeliculas o biofilms) en el epitelio
de los acinos y los conductos galactéforos. Las biopeliculas son aglomeraciones de microorganismos
firmemente adheridos a una superficie, con una fisiologia y una arquitectura muy caracteristicas. El
proceso de formacidn de las biopeliculas comienza con la adhesidn inicial de las células bacterinas a una
superficie y su subsiguiente agregacion en estructuras multicelulares (figura 6-2). Por consiguiente su
desarrollo requiere fuerzas adhesivas, tanto para la colonizacién de la superficie como para el
establecimiento de interacciones célula-célula (Carrera y col. 2012). Paralelamente, se necesitan fuerzas
disruptivas para la formacién de los canales que suministraran los nutrientes a todas las células de la
biopelicula; ambas fuerzas son responsables de la tipica estructura tridimensional de una biopelicula
madura. Las fuerzas disruptivas también estan implicadas en el desprendimiento de ciertos grupos de

células de la biopelicula, lo que puede conducir a una diseminacidn de la infeccidn (O'Toole y col. 2000).

| Sintomainlogia |
t
Imflamizcidn
[ibstruccion Diseminzcidn
Resistencia a antibidticos {extension de
Evasion respuesta inmunitaria la infeccidn)
| Estafilococos/estreptococos 3. Maduracidn 4. Desprendimiento
Te) o0
&0 2. Adhesion o
o~ célula-célula
1 Unidn a la . -
matriz proteica y proliferacion
ded epitelio

Epitelio mamario

Figura 6-2. Representacidn esquematica del proceso de formacion de una biopelicula o biofilm en el interior de los

conductos galactéforos durante una mastitis (Tomado de Carrera y col. 2012).

Si la concentracion bacteriana rebasa los limites bioldgicos produce la reduccién de la luz de los

conductos, provocando un sensible aumento en la presion que ejerce la leche sobre un epitelio que estd
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inflamado, y por tanto, conforme se acumula la leche en los conductos o cuando se produce la eyeccidn

de ésta, se siente un dolor intenso en forma de pinchazos (Delgado y col. 2009a)

Staphylococcus aureus se caracteriza ademas por la produccién de toxinas que funcionan como
superantigenos provocando una fuerte reaccion inflamatoria responsable del intenso dolor, hinchazén,
enrojecimiento, etc. Ademas, estas toxinas alcanzan facilmente el torrente sanguineo gracias a la alta
vascularizacién del tejido mamario provocando una reaccién sistémica similar a los sintomas que se

producen ante una gripe (fiebre alta, cansancio, malestar, dolores musculares) (Fernandez y col. 2014).

Por otro lado, las mastitis subagudas se deben a un sobrecrecimiento de ciertas especies de
estafilococos coagulasa-negativos (Staphylococcus epidermidis), estreptococos de los grupos
viridans/mitis (como Streptococcus mitis o Streptococcus salivarius) y algunas especies del género
Corynebacterium (Carrera y col. 2012). Todas ellas, a diferencia del Staphylococcus aureus, son
habituales en la gldndula mamaria durante la lactancia pero se detectan en concentraciones muy
moderadas en la leche (<1.000 colonias/ml). De hecho, a tales concentraciones juegan un papel
beneficioso para el nifio sin suponer ningln problema para la madre, formando una pelicula fina en las
paredes internas de los conductos, permitiendo un flujo completamente normal de leche. La presion de
la leche al salir hace que algunas de estas bacterias se pongan en suspension en este fluido. Son,
precisamente, las bacterias que se transfieren de la madre al hijo y las que se pueden detectar en un
cultivo (Paviour y col. 2002; Delgado y col. 2009b; Bercot y col. 2009). En ocasiones S. epidermidis puede
llegar incluso a provocar abscesos (Moazzez y col. 2007). Estas especies bacterianas no producen las
toxinas identificadas en el caso de S.aureus por lo que los sintomas de inflamacion suelen ser menores
qgue en el caso de las mastitis agudas y no suelen ir acompafadas de sintomas sistémicos. El hecho que
no se suelan acompanar de enrojecimiento local ni de sintomas generales, es motivo de confusidn
frecuente a la hora de diagnosticarla y esto provoca que se trate de un problema tan infravalorado

como infra diagnosticado (Delgado y col. 2009; Jiménez y col. 2009).

Tanto las mastitis agudas como las subagudas suelen ir acompafiadas de zonas de induracidn
dentro del pecho vy, en ocasiones, de grietas (Delgado y col. 2009a; Jiménez y col. 2009). Aunque las
grietas se han asociado generalmente a la postura durante la toma o a la anquiloglosia (aspectos que se
deben revisar ante dicho problema), no hay que descartar la implicacién de las propias bacterias

causantes de las mastitis en su etiopatogenia; en este sentido, los microorganismos causantes de estas
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mastitis son epidermoliticos por si mismos cuando se encuentran en concentraciones elevadas en las

glandulas de Montgomery.

Las mastitis subclinicas estan causadas, por regla general, por las mismas especies que las
subagudas, sin llegar a alcanzar concentraciones sumamente elevadas que generen dolor (Carrera y col.
2012). Se caracterizan por una reduccidon en la secrecidon de leche, elevadas concentraciones de
bacterias en la leche y ausencia de signos evidentes de inflamacién. En la leche se observa también un
aumento en la relacidn sodio /potasio (Na + / K +) e incluso un aumento de IL-8 como consecuencia de
una leve respuesta inflamatoria que no llega a evidenciarse clinicamente (Contreras y col. 2011). Sin
embargo, en la practica no se llevan a cabo analisis de leche cuando la madre acude a la consulta médica

alegando sensacidn de falta de leche por lo que el problema no llega a diagnosticarse correctamente. .

6.5.- Factores predisponentes

El hecho de que una mujer padezca mastitis esta relacionado con una serie de factores que
pueden predisponer a su padecimiento, tales como aspectos relacionados con el historial médico de la
madre (antecedentes de mastitis en lactancias previas o en la familia, infecciones, tratamiento con
antibidticos, anemia) y del nifio (hospitalizacién posparto, anquiloglosia, candidiasis oral), el embarazo,
el parto, el posparto (cesarea, antibidticos, anestesia epidural, retraso en el contacto madre-hijo) y la

lactancia (Fernandez y col. 2016).

El uso de antibidticos durante el periparto y el embarazo, conlleva cierto riesgo de disbiosis
intestinal, vaginal y mamaria, y es un factor de riesgo relevante para el desarrollo de mastitis durante la
lactancia (Delgado y col. 2009a, Mediano y cols, 2014; Soto y col. 2014). Durante el ultimo tercio del
embarazo la glandula mamaria se coloniza con bacterias procedentes del intestino materno (Fernandez
y col. 2013) y, entre ellas un pequefio porcentaje de estafilococos y estreptococos tienen genes de
resistencia a antibidticos. Con el tratamiento antibiético desaparecen las bacterias sensibles y se
seleccionan las resistentes, que crecen sin competencia y alcanzan altas concentraciones, lo que
conduce a una mastitis infecciosa (Delgado y col. 2008; Delgado y col. 2009a; Jiménez y col. 2009;

Contreras y col. 2011).

Tras el nacimiento, las primeras horas son cruciales para que se establezca el vinculo madre-hijo

y la lactancia se inicie y progrese adecuadamente. Cualquier interferencia (retraso en el contacto madre-
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hijo, separacién prolongada) podria suponer un factor predisponente para la mastitis (Mediano y col.
2014). Los factores relacionados con la lactancia se relacionan en la tabla 6-1. El riesgo de padecer
mastitis se incrementa en cualquier circunstancia que interfiera en el establecimiento y en el desarrollo
de la lactancia, ya que un vaciamiento incorrecto de la glandula mamaria podria intervenir en el

desarrollo de la mastitis.

Tabla 6-1. Factores de riesgo de desarrollar mastitis relacionados con la lactancia

e Puesta al pecho no inmediata tras el nacimiento
e Problema en el primer agarre al pezén

e Subida de la leche después de 24 horas posparto
e Cantidad de leche

e lactancia mixta

e Duracion de la toma

e Edad del nifo

e  Chupete

e Pezoneras

e Biberdn

e Pomadas en los pezones

e Bombas de extraccidn

e Grietas en los pezones

e Antibioticos orales durante la lactancia

e Antifungicos tépicos durante la lactancia

Tomado de Fernandez y col. 2016a.

Los dos factores mas importantes para el desarrollo de mastitis son la estasis o retencion de la
leche y el sobrecrecimiento bacteriano y ésta puede venir acompanada o progresar hasta la infeccién, o
no hacerlo (Espinola-Docio y col. 2016). Es bien conocido que la mastitis resulta del estancamiento de la
leche dentro del pecho y que la extraccién eficaz de la leche conforme se produce puede prevenir en
gran parte este estado. La infeccion se producia a partir de la leche estancada la cual proporciona un
medio de cultivo para el crecimiento bacteriano. Existen pruebas adicionales de la importancia de la

estasis de la leche como el contaje de los leucocitos y de las bacterias en la leche obtenida de mamas
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con signos clinicos de mastitis, gracias a los cuales se propone la siguiente clasificacidn: estasis de leche,

inflamacién no infecciosa (o mastitis no infecciosa) y mastitis infecciosa (tabla 6-2)..

Tabla 6-2. Valores de leucocitos y bacterias en leche materna en diferentes situaciones
clinicas

Leucocitos < 10° / ml de leche | Leucocitos > 10° / ml de leche

Bacterias < 10® / ml de leche , . . .
/ Estasis de leche Mastitis no infecciosa

Bacterias > 10® / ml de leche o .
/ Mastitis infecciosa

Tomado de Espinola-Docio y col. 2016.

En un estudio aleatorio controlado se halld que la estasis de la leche (<10° leucocitos y <103
bacterias) mejoré sélo con el amamantamiento continuado; la mastitis no infecciosa (>10%leucocitos y
<10® bacterias) requirié tratamiento mediante la extraccidon adicional de la leche después de la toma, y
la mastitis infecciosa (>10° leucocitos y > 10° bacterias) se tratd eficazmente sélo mediante la extraccién
de la leche y antibidticos sistémicos. Sin la extraccion eficaz de la leche, era mas probable que la mastitis
no infecciosa progresara a mastitis infecciosa, y la mastitis infecciosa hacia la formacién de un absceso
(Thomsen y col. 1984). También se relacionaron los contajes de bacterias con los hallazgos clinicos,

deduciendo que a partir de los signos clinicos es imposible asegurar si existe o no infeccion.

6.5.1. Estasis de la leche

La estasis de la leche se produce en el momento en que la leche no se extrae eficazmente del
pecho. Esto puede ocurrir cuando los pechos se ingurgitan precozmente después del parto o cuando el

nifio no extrae la leche que se produce en el pecho, bien parcial o totalmente. Las causas incluyen:

Ingurgitacion mamaria

Historicamente, la “fiebre de leche”, caracterizada por hinchazén de los pechos y fiebre alta, se
describié en el siglo XVIIIl. Ocurre alrededor de los 3-6 dias tras el parto, cuando normalmente baja la
leche y los pechos suelen estar muy llenos. Esto es algo fisiologico y se puede resolver rapidamente
mediante la succién eficaz y el vaciamiento de la leche por el nifio. Sin embargo, esta situacién puede
desembocar en ingurgitacion (Fildes, 1979). El drenaje venoso y linfatico esta obstruido, el flujo

obstaculizado de leche y la presidon en los conductos lacteos y en los alveolos aumenta y ambas
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afecciones se confunden a menudo, ya que con la ingurgitacién el pecho esta repleto tanto de leche

como de liquido tisular. Los pechos se ponen hinchados y edematosos.

Tanto en la plétora fisiolégica como en la ingurgitacion, se afecta habitualmente la totalidad de
ambos pechos. Sin embargo existen diferencias importantes (Organizacion Mundial de la Salud, 1993):

- Un pecho lleno se nota caliente, duro y firme. No esta brillante, edematoso o enrojecido.
Habitualmente, la leche fluye bien, y a veces gotea espontaneamente. Al nifio le resulta facil succionar y
vaciar la leche.

- Un pecho ingurgitado esta agrandado, hinchado y doloroso. Puede estar brillante y edematoso
con areas enrojecidas difusas. El pezén puede estar estirado y aplanado. La leche a menudo no fluye
facilmente y puede ser dificil para el nifio agarrarse al pecho para succionar hasta que se reduce la

hinchazén. Las mujeres a veces tienen fiebre. Sin embargo, habitualmente la fiebre cede en 24 horas.

Frecuencia de las tomas

Gracias a un estudio controlado se demostré que la incidencia de ingurgitaciéon era la mitad
cuando los nifios tenian acceso al pecho sin restricciones (lllingworth y col. 1952). Con el transcurso del
tiempo se observé que cuando se fijaba un horario para las tomas de pecho, era mds comun la
ingurgitacion - a menudo seguida por la mastitis- y el fracaso de la lactancia (Ingelman-Sundberg, 1958).
Posteriormente, otros autores han descrito una asociacién entre la restriccion de la frecuencia o la
duracidn de la toma y la mastitis. Muchas mujeres han experimentado que si su hijo pierde una toma o
comienza a dormir toda la noche y se incrementa el tiempo entre toma y toma, puede que aparezca la
mastitis (Fetherston, 1998). Si la cantidad de leche es abundante, el riesgo de retencién aumenta
cuando el lactante se salta o retrasa alguna toma (Vogel y col. 1999), situacién que puede favorecer el

sobrecrecimiento bacteriano.

Agarre al pecho

Desde mediados del siglo XX, se reconoce la importancia de que nifio se agarre bien al pecho
para que la extraccién de la leche sea eficaz. El proceso ha sido investigado y ampliamente descrito y
existen técnicas clinicas bien desarrolladas y explicadas (Escott, 1989; Organizacién Mundial de la Salud,
1993). El mal agarre como causa de extraccion ineficaz de leche se contempla actualmente como el

principal factor predisponente para la mastitis. Un mal agarre al pecho puede provocar dolor vy
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traumatismos en el pezdn, pudiendo conducir a evitar la alimentaciéon con el pecho afectado y asi
predisponer a la estasis de la leche y a la ingurgitacion (Fetherston, 1998). La anquiloglosia puede
interferir con el agarre al pecho y producir grietas y fisuras en el pezén, asi como reducir la eficiencia de
la extraccidn de la leche y predisponer a la mastitis (Masaitis y col. 1996), aunque se estima que el 50%
de los lactantes con anquiloglosia no experimentan ningun problema (Webb y col. 2013). Existe
controversia sobre la repercusién que la frenotomia lingual en los casos de anquiloglosia pueda tener
sobre la duracion de la lactancia; hay autores que destacan que aumenta la duracién (Dollberg y col.

2014) y otros no encuentran una mejora en la misma (Sethi y col. 2013).

A partir de estudios acerca de qué pecho se afecta mds a menudo, se han derivado pruebas
adicionales de que la causa subyacente de la mastitis es |la estasis de la leche de origen mecanico (Inch y
col. 1995). Se ha observado que muchas madres encuentran mas facil ponerse al nifio en un lado que en
el otro y se sugirié que en el lado que les fuese mas dificil, podia ocurrir mas probablemente un mal
agarre responsable de la estasis de la leche y de la mastitis. Se asumid que esto estaria relacionado con
una madre diestra o zurda, viendo que el 78% de los casos la mastitis ocurrié en el pecho opuesto al
lado preferido. Esto apoya la idea de que la causa subyacente de esta afeccidn es probablemente

mecanica.

Otros factores mecdnicos

Las grietas, traumatismos y heridas en el pezdn, son un factor significativamente asociado a la
mastitis (Mediano y col. 2014) y el uso de chupete, biberdn y/o tetinas y bombas de extracciéon o
sacaleches pueden tener incidencia sobre el desarrollo de dichas alteraciones (Centuori y col. 1999;
Mediano y col. 2014; Qi y col. 2014) y también pueden asociarse con un mal agarre al pecho,
ingurgitacion y reduccién en la frecuencia y duracién del amamantamiento (Victoria y col. 1997). Por eso

los chupetes pueden interferir con la extraccion de la leche y predisponer a su estasis.

Otras situaciones que predisponen a la estasis de la leche incluyen una sobreproduccién de
leche, o el estar lactando a gemelos o a mas nifios productos de partos multiples (Nicholson y col. 1995).
Las prendas ajustadas y la posicion para dormir en decubito prono son otros factores mecanicos que se
han observado en relacién con la mastitis y se han sugerido como causas posibles, aunque las pruebas

son puramente anecdoticas.
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Mastitis puerperal epidémica

Los problemas pueden aparecer cuando nifio y madre se exponen a microorganismos no
familiares o virulentos. Se ha considerado a la mastitis epidémica como una enfermedad adquirida en el
hospital, causada por cepas altamente virulentas de S. aureus resistente a la penicilina (Gibberd, 1953).
Desde que se usan antibidticos y bactericidas mas poderosos para la limpieza de los hospitales se ha
hecho mas rara, pero también desde que han estado menos extendidas la alimentacién mediante
horarios restringidos y la interrupcidn de la alimentacién de un pecho que tiene grietas en su pezén; vy
desde que los nifios se alojan conjuntamente con sus madres en el hospital en lugar de permanecer en

salas cuna. Todas ellas practicas que favorecen la estasis de la leche.

Via de infeccion

Un estudio en mujeres con grietas en el pezdn, a partir de las cuales se cultivd S. aureus,
demostré que aquellas que fueron tratadas con un antibidtico sistémico tuvieron 4 a 5 veces menos
probabilidad de desarrollar mastitis que las mujeres que fueron tratadas con una preparacion tépica, o
sélo con correccion de la técnica de lactancia (Livinsgtone y col. 1999). Se dedujo que existe la
posibilidad de que una grieta proporcione un punto de entrada a la infeccién. Pero no estd claro cémo
penetra la infeccidn en la glandula mamaria. Se han llegado a sugerir distintas vias: a través de los
conductos lactiferos al interior de un l6bulo; por diseminacién hematdégena; y a través de una grieta en

el pezon al sistema linfatico periductal (Gibberd, 1953; Lawrence y col. 2007).

A menudo se observa una asociacién entre la infeccién del pezén por Candida y la mastitis,
particularmente la mastitis recurrente (Opri, 1982). Es mas probable que las grietas en el pezén
producidas por la candidiasis pudieran proporcionar un punto de entrada para la infeccién bacteriana.
También es posible que si los pezones estan dafiados y doloridos como resultado de la candidiasis, una
mujer utilice su pecho menos eficazmente, produciéndose la estasis de la leche. Sin embargo, a menudo
la candidiasis sucede al tratamiento antibiético, y puede ocurrir como consecuencia indirecta de la

mastitis mas que, actuando como factor predisponente.
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6.5.2. Factores genéticos

Las interacciones entre el sistema inmune del huésped y el patdégeno parecen ser
particularmente relevantes en la etiopatogenia de la mastitis (Burton y col. 2003). Normalmente la leche
contiene numerosos factores protectores incluyendo IgA, lactoferrina, lisozima y C3 (un componente del
complemento), asi como leucocitos. Aunque habitualmente se presta mas atencién a su importancia
para la salud del nifio, también ayuda a proteger el pecho de la infeccién al prevenir que el S. aureus
llegue a establecerse. El C3 y la IgA estimulan la fagocitosis del S. aureus por los leucocitos en la leche y la
lactoferrina aumenta la adhesidn de los leucocitos al tejido en el lugar de la inflamacién. Como parte de
la respuesta inflamatoria, entran en la leche inmunoproteinas adicionales del suero y mayor nimero de
leucocitos. Durante la involucién del pecho cuando se interrumpe la lactancia materna hay un aumento
de los niveles de inmunoproteinas (Hartmann vy col. 1978), y puede que protejan al pecho en este

momento en el que la estasis de la leche podria permitir el crecimiento bacteriano.

La existencia de una base genética para las respuestas del huésped a infecciones intramamarias
bacterianas ha sido ampliamente documentada en rumiantes y, como ejemplo, se han descubierto loci
de rasgos cuantitativos que afectan al riesgo de mastitis por S. aureus (Sgrensen y col. 2008). Ademas, se
ha sugerido que algunas cepas de estafilococos y estreptococos pueden usar mecanismos de mimetismo
molecular que implican antigenos de leucocitos humanos (HLA) especificos del huésped para evadir la
respuesta del sistema inmune (Nooh, 2007). Se ha descrito también en la mastitis granulomatosa
humana debida a la infeccién corinebacteriana la asociaciéon con un polimorfismo en el gen NOD2, lo

gue afecta a la respuesta de los neutroéfilos a agonistas de Nod?2.

Por otra parte diferencias en los genes determinantes de selectina, antigenos de Lewis vy
oligosacaridos de la leche humana también pueden predisponer o proteger contra la mastitis mediante
la activacién de neutréfilos y la produccidn de especies reactivas de oxigeno. Se conoce ademas que la
leche humana contiene un espectro de sustancias activas, incluyendo péptidos antimicrobianos
eucarioticos, tales como la catelicidina LL-37. Este péptido se expresa en la glandula mamaria vy
secretada en la leche, y muestra una actividad antimicrobiana contra potenciales agentes causantes de

mastitis. Polimorfismos o variaciones en el nUmero de copias o en la expresién de genes que codifican la
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biosintesis de tales antimicrobianos péptidos pueden estar vinculados a la susceptibilidad a la mastitis

(Fernandez y col. 2014).

6.5.3. Factores microbianos

La capacidad de colonizar y, eventualmente, infectar a un huésped depende no sélo de cada
especie bacteriana, sino, lo mas importante, de cada cepa dentro de una misma especie. La expresién de
factores de virulencia, la resistencia a los antimicrobianos, la formacién de biofilms y la presencia de
otros mecanismos para evadir la respuesta inmune del huésped van a determinar la capacidad infectiva
del microorganismo asi como su permanencia en el epitelio. La comparacion de las cepas de
Staphylococcus coagulasa negativa aisladas de leche de mujeres con mastitis o mujeres sanas puso de
manifiesto el porcentaje de cepas que contienen el operdn ica relacionado con la formacién de biofilms
fue mayor en cepas de leche de mastitis que en las de leche de mujeres sanas. La presencia de dicho
operon se ha relacionado con el potencial infeccioso de S. epidermidis aislado de infecciones provocadas
por catéteres contaminados (Vandecasteele y col. 2003). Esto unido a una mayor frecuencia de
resistencia a antibidticos como la oxaciclina, eritromicina, clindamicina y mupirocina hace ain mas dificil

eliminar el sobrecrecimiento de estos microorganismos en los casos de mastitis (Delgado y col. 2009).
6.6. Tratamiento.
Tratamiento antibidtico

Clinicamente debe basarse en un cultivo, identificacidon y antibiograma. En la tabla 6-3 se
relaciona cada tipo de mastitis con los agentes etiolégicos, la sintomatologia caracteristica y el
tratamiento empirico mas adecuado. La propuesta de tratamiento estd fundamentalmente dirigida a los

casos en que no sea posible la realizacion de cultivos y antibiogramas y/o en los que no se pueda

esperar a los resultados para iniciar el tratamiento.
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Tabla 6-3.Tipos de mastitis, agentes etioldgicos, sintomatologia caracteristica y tratamiento empirico.

A Tipos de mastitis, agentes etioldgicos, sintomatologia caracteristica y tratamiento empirico

Tipo Principales agentes etioldgicos Sintomatologia Tratamiento
Staphylococcus aureus Enrojecimiento, aumento de tamafio del pecho Antibidtico:
Zonas de induracion - Amoxicilina/acido clavulanico (1000/62,5mg, cada 8-12h. Durante 7-10 dias)
Disminucion de la secrecidn de leche - Cloxacilina
Agudas . e 3
Sintomas sistéicos (fiebres, dolores musculares...) - Cefalosporinas
Abscesos Antiinflamatorios:

- Alternar paracetamol e ibuprofeno, 600mg 2-4 veces/da.

Staphylococcus epidermidis  Dolor en el pecho (pinchazos, calambres, sensacion de quemazon)  Probidticos (1x109cfu, 3 veces al dia)

Streptococcus mitis Zonas de induracion en el interior del pecho - Lactobacillus salivarius
Streptococcus salivarius Disminucion en la secrecion de leche - Lactobacillus fermentum
Rothia spp. Laleche sale por 1-2orificios y escurre/gotea - Lactobacillus reuteri
Subagudzs Corynebacterium spp. Nifios: tomas largas y/o frecuentes - Otras especies de Lactobacillus (de venta en farmacias)
Alternan momentos en los que hacen un amargamiento agresivo
(tiran del pezon, movimientos caracteristicos de cabeza) Antobidticos (en caso de ser ineficaz el tratamiento con probiticos):
- Ciprofloxacino (750mg, cada 12h. Durante 7-10 dias)
- Cotrimoxazol
Antiinflamatorios: ibuprofeno 600mg, 2-4 veces/dia
Staphylococcus epidermidis ~ Ausencia de dolor Probidticos (1x109cfu, 3 veces al dia)
Streptococcus mitis Resto similar al de las subagudas - Lactobacillus salivarius
Subclinicas  Streptococcus salivarius - Lactobacillus fermentum
Rothia spp. - Lactobacillus reuteri

- Otras especies de Lactobacillus (de venta en farmacias)

Tomado de Carrera y col. 2012.

Ante un cuadro agudo es razonable iniciar un tratamiento antibiotico. Se suele prescribir un
betalactamico (cloxacilina o amoxicilina con/sin acido clavulanico). La opcidon mas recomendable, en
ausencia de cultivo, seria amoxicilina+ acido clavulanico en comprimidos de liberaciéon prolongada. La
cloxacilina tiene una eficacia bastante limitada frente S. aureus causantes de mastitis, teniendo en
cuenta que >50% de las cepas de S. aureus causantes de abscesos son resistentes a la meticilina
(Moazzez y col. 2007). Son preferibles dosis altas de antibidtico que minimice la generacion de

cepas resistentes.

El tratamiento con betalactdmicos puede conducir a tres situaciones:

1. Que el tratamiento sea eficaz y que el problemase solucione por completo, aunque,

desafortunadamente, no es la situacion mas frecuente;
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2. Que las cepas de S. aureus implicadas sean resistentes, de tal manera que el cuadro no sélo no
mejora, sino que se mantiene e incluso puede empeorar al crearse un ambiente propicio para el
crecimiento selectivo de dichas cepas, y

3. Que sea eficaz frente a S. aureus pero que seleccione el crecimiento de estafilococos coagulasa-

negativos o estreptococos.

Este ultimo caso suele ser bastante comun, de tal manera que la mastitis aguda se transforma
en subaguda y, a partir de ese momento, habria que tratarla como tal. Los betalactdmicos no suelen ser
muy eficaces frente a los agentes etiolégicos de este tipo de mastitis. Por tanto, hay que recurrir a otros
antibidticos que tradicionalmente no se han tenido encuenta durante la lactancia, como el
ciprofloxacino (tabla 6-4). La capacidad de este antibidtico para penetrar y difundirse en las biopeliculas
formadas por S. epidermidis es mayor que la de los betalactamicos (Singh y col. 2010). Hace afios, hubo
cierta controversia sobre el uso de las quinolonas en la lactancia debido a los posibles efectos adversos
sobre el cartilago articular de los nifios; sin embargo, pronto se demostré que el ciprofloxacino no
sblo carece de dicho efecto para la especie humana, sino que se trata de uno de los antibiéticos mas

seguros en neonatologia.

Tabla 6-4. Nivel de riesgo y parametros cinéticos de diversos medicamentos empleados en el tratamiento de las

mastitis (Tomado de Carrera M y col. 2012).

Nivel de riesgo y parametros cinéticos de diversos medicamentos empleados en el tratamiento de las mastitis

Medicamento Nivel Pesomolecular Ty Unidn a T Indice Biodisponibilidad Dosis Dosis
de {daltonsF (hF  proteinas® (hF  leche/ oral (%F terapéutica  relativa
riesgo’ plasmat {mag/kg/dial %2
Amaoxicilina 0 365 1.5 18 1.7 0,04 g 0,1 4
Amuoxicilina + Acido 0 365 15 18 1.7 0,04 g 0,1 04
clavulanica
Cloxaciling 0 436 2 90 3 — G0 0.06 0,36
Ciprofloxacing 0 n 73 40 4 s 5 0.6 12
Cotrimoxazol 1 - 4 - 10 — 100 - -
Faracetamol 0 151 z 10 & 1.8 85 na 1-4
|buprofeno 0 206 3 90 2.5 0.0 a0 0,075 0z

En este sentido, actualmente se considera un medicamento de riesgo 0 en la lactancia. Asi, el
tratamiento de una mujer lactante por via oral con una dosis de 750 mg/12 h significaria que un nifio

amamantado recibiria un concentracion maxima de 0,57 mg/kg/dia, una dosis muy inferior a la
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habitual (10-40 mg/kg/dia) cuando se tratan directamente los neonatos con el mismo antibidtico
(Drossou-Agakidou y col. 2004). Ademas, la pequeiia cantidad que llega al nifio apenas se absorbe
debido a la interferencia causada por el calcio de la propia leche. Finalmente, hay que advertir que los
suplementos de hierro (frecuentes durante lalactancia) disminuyen la biodisponibilidad de
ciprofloxacino, por lo que reducen su eficacia. El cotrimoxazol, solo o en combinacion, podria ser otra
opcién,ya que suele ser activo frente a estafilococos. En cambio, otros antibidticos, como Ia
eritromicina o la fosfomicina, suelen ser poco efectivos frente a estos agentes, incluso cuando el

resultado del antibiograma indica que son tedricamente sensibles.

Staphylococcus epidermidis ha adquirido resistencia a muchos otros antibidticos, como
gentamicina, tetraciclina, eritromicina, clindamicina, fluoroquinolonas y sulfonamidas (Rogers vy col.
2009). A pesar de ello, el 80% de las infecciones asociadas a catéteres pueden tratarse con otros
antibidticos, como la vancomicina, sin necesidad de retirar el catéter. Este podria ser el caso de las
mastitis, ya que la glandula mamaria durante la lactancia realmente se podria equiparar a un
complejisimo «sistema de catéteres»; sin embargo, la vancomicina es uno de los ultimos antibidticos
eficaces frente a estafilococos multirresistentes, y su uso es exclusivamente hospitalario. Ni siquiera la
eleccién de un antibidtico por antibiograma es garantia de éxito del tratamiento. Las pruebas de
resistencia a antibidticos se realizan en condiciones que poco tienen que ver con las que se encuentran
en una mastitis, infeccion que suele caracterizarse por la formacién de densas biopeliculas en los

conductos galactéforos.

Los estafilococos en general, y S. epidermidis en particular, muestran una sustancial adaptacién
al modo de crecimiento en forma de biopeliculas, incluyendo la regulacién negativa de procesos
celulares basicos, como la biosintesis de acidos nucleicos, de proteinas y de la pared celular (Yao y col.
2005). Estos cambios en la regulacién génica explican por qué la actividad de muchos antibiéticos cuya
diana son las células bacterianas que crecen activamente (p. ej., penicilinas o aminoglucésidos) es muy
limitada frente a las biopeliculas de S. epidermidis. Ademas, la capacidad de penetracion en
una biopelicula varia en funcidn del antibidtico; asi, recientemente se ha observado que la capacidad de
oxacilina, cefotaxima y vancomicina para penetrar en biopeliculas de S. aureus o S. epidermidis es muy

reducida, en contraste con la de amikacina o ciprofloxacino (Singh y col. 2010).
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Antiinflamatorios no esteroideos

Cuando la respuesta inmunitaria frente a un microorganismo es demasiado intensa, la propia
reaccién del hospedador se convierte en corresponsable de la patologia y la sintomatologia. En tales
casos, el problema suele radicar en una inflamacidn perjudicial para el érgano afectado,
independientemente de que el microorganismo haya podido ser controlado o no (Casadevall y col.
2003). Entre los ejemplos de este fendmeno se incluyen enfermedades estafilocécicas, como el
sindrome de shock téxico, cuya patogenia se basa en la excesiva activacidon de la respuesta inmunitaria
frente a una toxina estafilocécica. La situacion es similar en las mastitis agudas causadas por S. aureus
y, en menor medida, en las subagudas. En estas infecciones la terapia antimicrobiana por si sola fracasa
frecuentemente debido a que no reduce la respuesta inflamatoria. Las nuevas direcciones en el
tratamiento de enfermedades infecciosas que se caracterizan por una intensa inflamacién implican el
empleo de tratamientos antiinflamatorios complementarios a los antiinfecciosos (Pirofski y col.
2012). Por ello, la resolucién de las mastitis de cualquier tipo en un tiempo prudencial requiere asociar
el tratamiento antibidtico con un antiinflamatorio no esteroideo. Es fundamental no solo tratar la fiebre
y el malestar de las mastitis agudas, sino también la inflamacién en todo tipo de mastitis con 400-600mg
de ibuprofeno cada seis horas. Debe tomarse desde el inicio de los sintomas, ya que calma el dolor y

disminuye la inflamacién, por lo que facilita la eyeccion de la leche (Espinola-Docio y col. 2016).

Drenaje del pecho

La extraccion frecuente y efectiva de la leche es fundamental para tratar la mastitis (Amir,
2014). La extraccién mas eficaz se realiza con la succién del nifio. Para asegurar el adecuado drenaje de
la mama, las tomas deben ser frecuentes e iniciarlas por el pecho afecto, realizar masaje de la mama
desde la zona bloqueada hasta el pezén y relizar el drenaje completo de los pechos tras la toma

(extractor o manual).

Medidas generales (Espinola-Docio y col. 2016)

e Recomendaciones para mantener la lactancia; apoyo emocional para afrontar el dolor vy Ila
incomodidad. Aunque existen opiniones contradictorias, se puede evaluar aplicar calor local
antes de las tomas y compresas frias después para reducir el edemay el dolor.

e Adecuada nutricion, hidratacién y reposo.

e Usar sujetador no apretado.
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7. PROBIOTICOS EN EL TRATAMIENTO DE LA MASTITIS.

En los ultimos afos, los problemas asociados a la difusion de bacterias resistentes a los
antibidticos de relevancia clinica han conllevado un renovado interés por la bacterioterapia, una practica
gue hace uso de bacterias probidticas para prevenir o tratar la colonizacién del hospedador por parte de
bacterias patdgenas (Rodriguez y col. 2007a; Rodriguez y col. 2007b). La leche humana parece una
fuente idonea para obtener bacterias probidticas con las que diseiiar nuevas estrategias terapéuticas

(Martin y col. 2004; Martin R y col. 2005), entre ellas para la mastitis.

En general, los agentes causantes de las mastitis subagudas y subclinicas son mas resistentes a la
antibioterapia pero, afortunadamente, responden bastante bien al tratamiento con probidticos. Los
probidticos son microorganismos vivos que ejercen efectos beneficiosos sobre un hospedador y tienen
diversas aplicaciones, reales o potenciales, en el binomio madre-hijo (Rodriguez y col. 2007a; Rodriguez
y col. 2007b). Las bacterias probidticas procedentes de leche materna resultan especialmente
interesantes ya que a priori estan ya adaptadas a la gldndula mamaria. Ademas, su origen y su historial
de consumo incluso en bebés garantizan su seguridad para su uso en mujeres durante la lactancia.
Recientemente, dos ensayos clinicos han demostrado que ciertos lactobacilos aislados de leche humana
representan una alternativa mas eficaz que los antibidticos para el tratamiento de las mastitis, y no

presentan los efectos secundarios de éstos (candidiasis, trastornos digestivos...).

Aunque si se tienen datos suficientes sobre la posible eficacia del tratamiento de las mastitis en
el ganado bovino, son muy escasos los estudios llevados a cabo en mujeres. De la revisidon de la
literatura llevada a cabo, solo se han encontrado dos ensayos terapéuticos, dos preventivos y un estudio
sobre marcadores de inflamacidn en mujeres con mastitis tratadas con probiéticos. En todos los casos
las cepas probidticas utilizadas fueron cepas originarias de leche humana. Dichas cepas fueron
seleccionadas en base a su potencial probidtico especialmente en base a sus propiedades
antibacterianas e inmunomoduladoras (Lara-Villoslada y col. 2007a). Entre sus propiedades
antibacterianas se encontraba una accidn inhibitoria directa sobre Staphylococcus aureus, uno de los

principales agentes causales de mastitis (Olivares y col. 2006).

En el afio 2008 se publicé el primer trabajo, doble ciego y con grupo placebo, realizado con dos
cepas probidticas originariamente aisladas de leche materna, en el que participaron 20 mujeres que
padecian mastitis estafilocécica y que habian recibido antibioticoterapia sin que hubiese mejorado la

sintomatologia (Jiménez y col. 2008). Durante el estudio tomaron una combinacion de dos cepas de
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probidtico, Lactobacillus salivarius CECT 5713 o Lactobacillus gasseri CECT 5714, cepas originariamente
aisladas de la leche materna y que habian demostrado potencial antibacteriano (Lara-Villoslada y col.
2007a). Se realizo la cuantificacion de estafilococos al principio del estudio y a los 30 dias; en ambos
grupos probidticos se produjo una reduccion del recuento de estafilococos en la leche, pero no en el
grupo control, e igualmente los sintomas se redujeron en los grupos probidticos aportando mayor
bienestar a las pacientes, como la desaparicion del enrojecimiento y las grietas del pezdn en apenas 14
dias, adoptando el seno una apariencia normal (Figura 7-1), mientras que el grupo control permanecio
practicamente invariable. Ademas, tras los 30 dias de tratamiento en 6 de las 10 mujeres que recibieron
la mezcla probidtica se pudieron aislar vivas las cepas previamente administradas que fueron
identificadas mediante técnicas de biologia molecular. Este hecho evidencia el fendmeno de
transferencia de microorganismos, desde el tracto gastrointestinal hasta la gldandula mamaria, en donde
podrian desplazar a las bacterias causantes de la mastitis lactacional. Este estudio tiene especial
relevancia pues fue el primero en describir el potencial del uso de bacterias probidticas para tratar la

mastitis en mujeres.

Figura 7-1. Areola mamaria a los 0 y 14 dias del tratamiento con probidticos.

A raiz de los resultados del estudio anterior, el mismo grupo investigador llevé a cabo un
segundo ensayo clinico a mayor escala en el que se comparé la efectividad en el tratamiento de la
mastitis de dos cepas probidticas originariamente aisladas de leche de mujeres sanas frente al

tratamiento habitual con antibidticos (Arroyo y col. 2010). En el ensayo participaron 352 mujeres
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afectadas de mastitis, que se distribuyeron aleatoriamente en tres grupos. Las mujeres asignadas a los
dos grupos con tratamiento probidtico A (n =124) y B (n = 127) tomaron diariamente durante 3 semanas
una dosis del orden de 9logiy de Lactobacillus fermentum CECT5716 o L. salivarius CECT5713,
respectivamente. El tercer grupo (n = 101) recibié el antibidtico prescrito en su centro de salud
(amoxicilina con acido clavulanico, amoxicilina, cotrimoxazol, cloxacilina o eritromicina). Antes de iniciar
el tratamiento, el recuento de bacterias en la leche de todas las participantes fue similar (entre 4,35 y
4,47 log10 UFC/ml), siendo Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Streptococcus mitis las
especies predominantes. No se detectaron lactobacilos en ninguna de las muestras. Los sintomas
clinicos se evaluaron con una escala arbitraria entre 0 (muy doloroso) y 10 (sin dolor) y la puntuacién

inicial de todas las mujeres oscilé entre 2,01y 2,35.

Al cabo de las tres semanas que duré el estudio, el recuento de bacterias en la leche de los
grupos con tratamiento probidtico no se diferenciaba del que se encuentra habitualmente en las
mujeres sanas (entre 2,61y 2,33 log10 UFC/ml) y era significativamente inferior al del grupo antibiético
(3,28 log10 UFC/ml, p<0,001). Asimismo, en la leche del 53,8% de las mujeres que habian tomado
probidtico pudo aislarse el lactobacilo que se les habia administrado. En cuanto a los sintomas clinicos,
las mujeres de los grupos a los que se habian administrado probidticos mejoraron notablemente
(puntuacién final entre 8,61 y 8,68) en comparacién con las del grupo con tratamiento antibidtico (5,81,
p<0,001). De hecho entre el 85-88% de las mujeres que recibieron tratamiento probidtico finalizaron el
estudio con una puntuacidn superior a 8 respecto a sélo un 29% en el grupo con tratamiento antibiético.
Ademas, el 27% de las mujeres de este Ultimo grupo no mejoraron y continuaban refiriendo un nivel de
dolor elevado. Como consecuencia de la falta de mejoria el 9% de las mujeres en el grupo que recibié el
tratamiento antibidtico acabd abandonando la lactancia. Cabe destacar que el tratamiento con
antibidtico dio lugar ademds a un mayor porcentaje (30,7%) de recurrencias que el tratamiento con
probidticos (8,8%). Nueve de las mujeres tratadas con antibidtico desarrollaron candidiasis vaginal, un

hecho que no se observé en ninguna de las mujeres a las que se les administré los lactobacilos.

En los estudios anteriores se observa una relacién directa entre la mejoria de la sintomatologia y
la reduccién en la carga bacteriana en la leche de la mujer. Recientemente se ha publicado un estudio
dirigido a evaluar si esta propiedad de ciertas bacterias probidticas puede ayudar a prevenir el
desarrollo de mastitis (Fernandez y col. 2016). En el estudio se utilizé de nuevo una cepa originaria de

leche humana, Lactobacillus salivarius PS2, y participaron 108 mujeres gestantes. Las mujeres se
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distribuyeron en un grupo (n=55) que recibio el probidtico diariamente (9 logio) desde la semana 30 de
la gestacién hasta el momento del parto y un grupo control (n=53) que recibié placebo. La incidencia de
mastitis se evalué durante los 3 primeros meses de lactancia. El porcentaje de mujeres que
desarrollaron mastitis en el grupo probidtico (25%, n=14) fue significativamente mas bajo que en el
grupo control (57%, N=30). Estos resultados son consistentes con una reduccion significativa de la
concentracion en leche de las especies bacterianas relacionadas con la mastitis. Los autores concluyen
qgue la administracién del probidtico durante el embarazo puede ser un método eficiente para prevenir
la mastitis infecciosa. En el campo de la prevencidn se llevd a cabo también otro estudio para evaluar el
efecto preventivo sobre la mastitis de la cepa Lactobacillus fermentum CECT5716 objeto de estudio en
esta tesis doctoral (Hurtado y col. 2017). En este estudio participaron 625 mujeres reclutadas en la
primera semana justo después del parto que fueron distribuidas en un grupo probidtico, que recibié
diariamente una dosis de 3x10°UFC/dia de la cepa probidtica durante 16 semanas, y un grupo control
gue recibié un placebo constituido por maltodextrina durante el mismo tiempo. El consumo de la cepa
de L. fermentum redujo la incidencia de mastitis en mas de un 50% respecto al grupo placebo (p=0.021).
Al igual que en el estudio anterior la reduccién en la incidencia de la infeccidn en el grupo probidtico se

relaciond con una reduccién en la carga de Staphylococcus en la leche materna.

Los mecanismos a través de los cuales las bacterias probidticas pueden ejercer su efecto
beneficioso sobre la mastitis no estan todavia del todo claros. La demostracién de que las cepas eficaces
sobre la mastitis alcanzan la glandula mamaria unida a las propiedades antibacterianas de estas cepas
apunta a fendmenos como la competiciéon o la produccién de sustancias bactericidas en el propio
epitelio de la glandula mamaria que reducirian la capacidad de los patdgenos para proliferar en el
conducto mamario. Por otra parte, dado el cardcter infeccioso de la mastitis, es muy posible que los
efectos inmunomoduladores de estas cepas probidticas activen la respuesta inmunoldgica de la mujer
frente a los patégenos causantes de la mastitis ayudando a controlar la infeccion. De hecho la
administracién de ciertas bacterias se ha relacionado con cambios en factores inmunoldgicos presentes

en la leche materna como IgA, TGF-b2, concentracion de neutréfilos (Fernandez y col., 2014).

Un estudio dirigido a la identificacién de biomarcadores microbioldgicos, bioquimicos y / o
inmunoldgicos asociados a la ingesta de la cepa probidtica L. saliviarius PS2 en mujeres con mastitis
mostré una reduccion de los recuentos de bacterias lacteas, conteos leucocitarios de leche y sangre y

nivel de IL-8 en la leche, asi como un aumento en los de IgE, IgG3, factor de crecimiento epidérmico e IL-
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7 y una modificacién del perfil electrolitico de la leche, y una reduccién de algunos biomarcadores de
estrés (Espinosa-Marcos y col., 2016). Si bien la reduccién en ciertos pardmetros inmunolégicos como
puede ser la IL-8 podrian estar relacionados con la reduccidon en la inflamacion derivado de la reduccién
en la carga bacteriana en leche tras el tratamiento probidtico, el aumento en inmunoglobulinas o
citoquinas estimuladoras de la respuesta inmune como IL-7 son coherentes con que al menos uno de los
mecanismos implicados en la eficacia del tratamiento probidtico esté relacionado con el efecto

inmunoestimulador de las cepas probidticas.

Los resultados publicados hasta el momento apoyan el uso de bacterias probidticas como
estrategia en la prevencion y tratamiento de la mastitis. Las bacterias originarias de leche materna
parecen las mas apropiadas para abordar este problema, sin embargo son necesarios mas estudios para
definir la cepa o cepas mas eficaces asi como las condiciones de empleo y posologia adecuadas para

conseguir la maxima eficacia.
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8. Lactobacillus fermentum CECT5716

8.1 Origen e identificacion.

Lactobacillus fermentum CECT5716 es una cepa que fue originariamente aislada de leche
materna (Martin y col, 2003). L. fermentum CECT5716 ha sido identificada y caracterizada mediante
técnicas bioquimicas, moleculares y genéticas en diferentes centros de investigacidon, como The Institute
Food Research (UK) y NIZO (Holanda). La clasificacidon taxondmica de la cepa se llevd a cabo mediante
secuenciacion del gen que codifica el ARNr 16S. Con el fin de discriminar la cepa respecto a otras cepas
pertenecientes a la misma especie se llevaron a cabo anadlisis por RAPD-PCR con los cebadores
previamente descritos ArgDeiy OPL5 (Martin y col, 2003). El patron de fermentacidn de carbohidratos
también corroboré la identidad de la cepa como perteneciente a la especie L. fermentum (Martin y col,

2005).

8.2 Caracterizacion.

8.2.1 Sequridad

La especie Lactobacillus fermentum esta incluida en el listado QPS (Qualified Presumption of
Safety) publicado por la EFSA. Este listado recoge las especies microbianas consideradas como seguras
para su uso en humanos debido a su historial de consumo. Las especies incluidas en esta lista no
requieren de estudios de seguridad para su puesta en el mercado. Sin embargo, con el fin de garantizar
al maximo la seguridad de la cepa L. fermentum CECT5716 se llevd a cabo por el grupo de investigacion
un estudio exhaustivo de diferentes aspectos relacionados con la seguridad. Por una parte el genoma
total de la cepa fue secuenciado y analizado (Cardenas Ny col, 2015). La secuencia muestra que la cepa
no contiene plasmidos y no contiene genes implicados en la biosintesis de aminas bidgenas. Ningun
profago podria ser inducido. También se llevd a cabo el andlisis de actividades no deseables como la
degradacion de mucinas o la produccién de beta-glucuronidasa (Martin R. y col 2005; Cardenas N y col,

2015).

Otro aspecto importante relacionado con la seguridad es el patron de resistencias a antibioticos
que presenta la cepa. Con el fin de evitar la posible transferencia de genes de resistencia a
microorganismos patégenos o potencialmente patdgenos, la EFSA requiere que se demuestre que las

cepas que se van a utilizar para consumo humano o animal no presenten resistencias a antibiodticos
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potencialmente transferibles. L. fermentum CECT5716 no contiene genes transmisibles que pudieran
estar relacionados con resistencias a antibiéticos (Cardenas y col, 2015). El patrén de resistencias a
antibidticos mostrado por L. fermentum CECT5716 corresponde a las resistencias inherentes a la especie

descritas como no transferibles (Lara-Villoslada y col, 2009).

La inocuidad de la cepa se confirmé en un estudio de toxicidad subcrdnica en roedores. En
dicho estudio los animales recibieron diariamente durante 4 semanas dosis de L. fermentum CECT5716
del orden de 1x10e10 UFC/dia. Dicha dosis, equivalente a que un humano se tomara hasta 10.000
raciones diarias durante 1 mes, fue perfectamente tolerada por los animales y no dio lugar a ningun

efecto adverso (Lara-Villoslada y col, 2009).

Por ultimo hay que afadir que hasta la fecha se han realizado numerosos estudios clinicos que

han involucrado a cientos de voluntarios sin que se haya detectado efecto adverso ninguno.
8.2.2 Caracterizacion del potencial probidtico

Una caracteristica singular de L. fermentum CECT5716 es su capacidad para producir glutatién,
molécula con gran potencia antioxidante. Esta propiedad se ha relacionado con su capacidad protectora
del epitelio intestinal en los modelos animales de inflamacion intestinal (Peran y col, 2006). La cepa es
capaz también de producir riboflavina y folatos que podrian ser producidos in situ una vez la bacteria

colonizara el intestino (Cardenas y col, 2015).

Entre las caracteristicas que se consideran importantes para las cepas probidticas se encuentran
aquellas relacionadas con que la bacteria alcance viva el intestino con el fin de que pueda ejercer su
accion. Para ello la bacteria debe de sobrevivir a las condiciones del tracto gastrointestinal. L.
fermentum CECT5716 mostrd una alta resistencia a estas condiciones simuladas en modelos in vitro
(Martin y col, 2005). Ademas en los estudios llevados a cabo en humanos demostraron que la cepa se

recupera viva en heces tras su administracién por via oral (Olivares y col, 2007).

El potencial probidtico de L. fermentum CECT5716 se ha evaluado a través de numerosos

ensayos tanto in vitro como in vivo en animales de experimentacién.
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8.2.2.1 Caracterizacién potencial antiifeccioso

Algunos probidticos tienen la capacidad de producir sustancias con actividad antimicrobiana,

como 4dacidos organicos, peroxido de hidrégeno, bacteriocinas, etc. Estas sustancias afectan a la

viabilidad de microorganismos no deseados, y ademads, alteran su metabolismo y la produccion de

toxinas. Los ensayos in vitro llevados a cabo en modelos de difusién en agar pusieron de manifiesto la

capacidad de L. fermentum CECT5716 para inhibir el crecimiento de microorganismos patdégenos como

E. coli (tabla 8-1).

Tabla 8-1. Ensayos de difusidn en agar.

Salmonella Escherichia Staphylococcus . .
, , Listeria | Clostridium
choleraesuis coli aureus )
Cepa 4155 409 4R 43 4076 976 4013 | ScottA NZ8  |(mm)
L. fermentum CECT5716 12 155 19 1 0 v 18 17 0 105

Resultados expresados como mm de diametro de

fermentum CECT5716 concentrado 10x.

halo de inhibicién producido por un sobrenadante de L.

2 es la suma de los mm del halo para las 9 cepas patdgenas testadas

Una barrera esencial que protege el epitelio intestinal de agresiones e infecciones es la capa

de mucus que recubre el intestino. L. fermentum CECT5716 ayuda a mantener la capa de mucus a

través de la induccion de la expresion de MUC2 y MUCSB (Olivares y col, 2006).

Cuando los patégenos alcanzan la mucosa intestinal es necesaria su adhesidn a la mucosa

como prerrequisito para la colonizacidn e invasién de los tejidos subepiteliales, en caso contrario son

eliminados rapidamente del intestino del hospedador. L. fermentum CECT5716 es capaz de competir

con los microorganismos patdgenos presentes en el lumen intestinal impidiendo que éstos alcancen

la mucosa intestinal, y por tanto que se adhieran a las mucinas y penetren en el epitelio intestinal

(figura 8-1).
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Figura 8-1. Inhibicién de la adhesién a células intestinales de cerdo de S. choleraesuis marcada con

fluorescencia y en condiciones de competencia a diferentes dosis de L. fermentum CECT5716

El potencial antiinfeccioso de L. fermentum CECT5716 se corrobordé en un modelo en
roedores de infeccidon por Salmonella. La administracién de la cepa durante las 2 semanas previas a la

infeccidn protegid de forma significativa a los animales (figura 8-2) (Olivares y col, 2006).
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Figura 8-2. Mortalidad por infeccién de S. choleraesuis (5x10° ufc) en ratones tratados y no tratados con L.

fermentum CECT5716 (1x108 ufc/dia durante 2 semanas).
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8.2.2.2 Caracterizacién potencial inmunomodulador.

Durante los ultimos afios, se ha propuesto que la microbiota intestinal puede ser modulada
positivamente por la administracion de bacterias o sustratos bacterianos, y, en cierta medida, esto
podria conducir a una modulacién significativa del sistema inmune. Los mediadores de estas
interacciones son en gran parte desconocidos, aunque la superficie y las moléculas de la envoltura de la
célula se han identificado como algunos de los jugadores principales. Entre ellos, podemos distinguir
entre proteinas y otros componentes, tales como peptidoglicano, exopolisacéridos, acidos teicoicos vy

acidos lipoteicoicos (Heviay col, 2015)

La capacidad de Lactobacillus fermentum CECT5716 para modular la respuesta inmunolégica ha
sido estudiada en modelos celulares in vitro. En los modelos llevados a cabo con polimorfonucleares
obtenidos de sangre periférica humanase se puso de manifiesto la capacidad de la cepa probidtica para
interactuar con las células del sistema inmune modificando la respuesta tanto del tipo innato como
especifico. Respecto a inmunidad innata, la presencia de la cepa probidtica activd las células NK,
especialmente el subtipo CD8 + que muestran un mayor potencial citotéxico que las del subtipo CD8-.
Con respecto a la inmunidad adquirida, aproximadamente el 9% de los linfocitos T CD8 + se convirtid en
activado después del cultivo con L. fermentum CECT5716. Aunque hubo una menor activacién de las
células T CD4 + se activaron fundamentalmente el subtipo T reguladoras (CD4 + CD25 + Foxp3 +). La
adicion de la cepa probidtica indujo también cambios significativos en la produccién de un gran nimero
de citoquinas y quimiocinas como TNFa, IL-1b, IL-8, MIP-1a, MIP-1b, y GM-CSF destacando
especialmente su capacidad para inducir IFN-y (Pérez-Cano y col, 2010). Este efecto sobre la produccion
de citokinas fue observado también en un modelo celular de macréfagos derivados de médula dsea de
raton (Diaz-Ropero y col, 2007). En dicho modelo se puso de manifiesto que el efecto de Lactobacillus
fermentum CECT5716 sobre el sistema inmune era dependiente del estado de activacion del sistema
inmune. Asi en condiciones basales la adicidon de L. fermentum induce una activacidn de la respuesta
inmunoldgica mientras que en condiciones de sobreestimulacidn como puede ser una inflamacién
crénica la adicién de la cepa probidtica provoca una modulacién de la respuesta a través de la induccion

de la produccién de citokinas reguladoras como la IL-10 (Diaz-Ropero y col, 2007). Este doble efecto de

L. fermentum CECT5716 se corrobord en ensayos in vivo llevados a cabo tanto en modelos de
animales sanos como en modelos de inflamacién (Diaz-Ropero y col, 2007; Peran y col 2005). En el caso

de los modelos de inflamacién se utilzaron modelo de infalmacidn intestinal en ratas inducidos por acido
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trinitrobenzenosulfénico (TNBS). La administracion de Lactobacillus fermentum CECT 5716 de forma
preventiva antes de inducir el dafo inflamatorio redujo los dafios macroscdpicos causados por esta
enfermedad a nivel del epitelio intestinal, viéndose los efectos reflejados en una reduccién de Ia
necrosis a nivel del epitelio intestinal y un aumento en cuanto a la regeneracién de la mucosa. La
infiltracion de neutrdfilos en el tejido fue menor en el caso de los animales que recibieron la cepa
probidtica. Por otra parte los niveles de TNFa , una citoquina eminentemente proinflamatoria, asi como
otros marcadores de inflamacién se redujeron de forma significativa como consecuencia del consumo
de L. fermentum CECT5716 ( Peran y col, 2006 ; Peran y col, 2007 ). La capacidad antiinflamatoria de la
cepa también se puso de manifiesto en un modelo animal de shock séptico por administracidon de

lipopolisacarido (Arribas y col, 2008).
8.3 Efectos beneficiosos en humanos.

8.3.1 Efectos del consumo de L. fermentum CECT5716 sobre la respuesta inmune frente a la

vacuna de la gripe en una poblacion adulta sana.

El estudio puso de manifiesto el poder inmunomodulador de la cepa probidtica mejorando de
forma significativa la respuesta de anticuerpos frente a la vacuna de la gripe. El efecto se relaciond con
una mejora tanto de la respuesta innata como de la respuesta especifica. La ingesta de la cepa
probidtica también se relaciond con una menor incidencia de infecciones de caracter respiratorio,
probablemente debido a una mejor respuesta inmunoldgica frente a los patdgenos relacionados con

este tipo de infecciones (Olivares y col, 2007).

8.3.2 Efectos en nifios del consumo de una férmula infantil con L. fermentum CECT5716 desde

los 6 meses hasta los 12 meses de edad.

Por una parte el estudio demostré que la cepa probidtica era bien tolerada y segura para los
nifios. Por otra parte se demostrd que el consumo de la férmula infantil probiética se relacioné con una
reduccion significativa del 46% en la incidencia de infecciones intestinales (p=0.032) y del 26% en la
incidencia de infecciones respiratorias (p=0.026) (Maldonado y col, 2012). Los mecanismos a través de
los cuales la cepa probidtica ejerce este efecto protector probablemente estaran relacionados con las

propiedades antibacterianas e inmunomoduladoras que posee esta cepa.
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8.3.3 Efectos del consumo de L. fermentum CECT5716 sobre la mastitis.

Como se ha comentado en el capitulo 7 un estudio publicado en 2010 (Arroyo y col, 2010) reveld
el potencial de L. fermentum CECT5716 para el tratamiento de la mastitis en mujeres durante la
lactancia. El efecto se relaciond con la capacidad de la cepa probidtica para reducir la carga bacteriana
en leche materna. El tratamiento probidtico no sélo solventé los sintomas clinicos de la mastitis en un
88% de las mujeres que recibieron el tratamiento probiético sino que ademas redujo la recurrencia de la
infeccidn y previno del abandono de la lactancia. Los mecanismos a través de los cuales la bacteria
ejerce este efecto no estan todavia del todo claros aunque probablemente estardn también

relacionados con las propiedades antibacterianas e inmunomoduladoras que posee esta cepa.
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Justificacion

Como hemos ido describiendo a lo largo de esta memoria, algunos de los beneficios de la
lactancia materna podrian ser atribuidos, al menos en parte, a la capacidad de la leche humana de
generar una microbiota intestinal mas favorable que aquella que se observa en nifios alimentados con

las distintas férmulas infantiles que hasta ahora podriamos encontrar en el mercado.

Histéricamente se pensaba que este efecto era debido a los oligosacaridos y otros factores
presentes en la leche humana que condicionan la colonizacién del tracto intestinal. Sin embargo,
actualmente se sabe que la leche humana contiene ademads bacterias con caracter probidtico, que
probablemente también desempefian un papel clave en la colonizacidn inicial del intestino del recién

nacido.

En este sentido y con el fin de que los nifios alimentado con férmula lactea desarrollen un perfil
de microbiota intestinal similar al que desarrollan los nifios alimentado con leche humana, las formulas
infantiles estdn comenzando a incluir oligosacdridos y bacterias probidticas de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus en su formulacién. Si bien las ultimas opiniones de los expertos apoyan
la seguridad de las férmulas probidticas en nifios de mas de 6 meses, se recomienda la realizacion de
estudios de seguridad especificos para cada cepa. Adema3s, los expertos advierten de la necesidad de
llevar a cabo mds estudios en ninos lactantes de corta edad asi como contemplar en los estudios una
fase de seguimiento que evalle la seguridad de las cepas a largo plazo, incluso una vez que el nifio ha
dejado de tomarlo. Segun la ESPGHAN este tipo de estudios son necesarios para dilucidar el papel de los
probidticos en nifios cuya microbiota intestinal no esta todavia establecida y que, por tanto, pueden

verse influenciados de manera mas positiva por este tipo de bacterias.

Por otro lado, los principales agentes etioldgicos de mastitis infecciosas pertenecen a los
géneros Staphylococcus y Streptococcus. Lactobacillus fermentum CECT5716 es una cepa que se
encuentra de forma natural en leche de madres sanas, habiéndose demostrado que su ingesta por
mujeres con mastitis infecciosa reduce significativamente la presencia de las bacterias patdgenas en la

leche.

El dolor en el pecho es un fendmeno relativamente frecuente durante la lactancia que se ha

relacionado con un desequilibrio en la microbiota presente en la leche de la madre. La capacidad de
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Lactobacillus fermentum CECT5716 para reducir la carga de bacterias patégenas en la leche hacen
pensar que esta cepa probidtica podria ayudar también en esos casos de dolor durante la lactancia que,

sin llegar a desarrollar una mastitis aguda, causan un problema de dolor en la madre que en mayor o

menor medida puede dar lugar al abandono de la lactancia natural.

Conviene resaltar los posibles efectos beneficiosos que se pretenden obtener a la conclusién del

mismo, asi como remarcar la seguridad del mismo para las voluntarias:

- Los datos preclinicos y clinicos sobre la cepa objeto de estudio son suficientes para garantizar

que los riesgos para el sujeto en quien se realiza el estudio son admisibles.

- El estudio se basa en los conocimientos actuales disponibles y la informacién buscada,
presumiblemente, supone un avance en el conocimiento cientifico sobre el ser humano o para
mejorar su estado de salud.

- El disefo del estudio minimiza los riesgos para los sujetos participantes en el mismo.

- Laimportancia de la informacion buscada justifica el riesgo al que se exponen los sujetos

participantes en el estudio.
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Objetivos

Objetivo 1.

Evaluar la seguridad de la adicion de Lactobacillus fermentum CECT5716 en una féormula de
inicio en nifios de 1 a 6 meses. Segun la ESPGHAN este tipo de estudios son necesarios para dilucidar el
papel de los probidticos en nifos cuya microbiota intestinal no esta todavia establecida y que, por tanto,

pueden verse influenciados de manera mas positiva por este tipo de bacterias.
Objetivo 1a.

v" Evaluar la seguridad a corto plazo durante el tiempo de consumo

de la férmula probidtica.

Objetivo 1b.

v" Evaluar la seguridad a largo plazo del consumo de la férmula
probidtica durante los primeros meses de vida. Evaluacion a los

3 anos de edad.

Objetivo 1c.

v’ Evaluar si el consumo de la férmula probidtica influye sobre la

incidencia de enfermedades infecciosas.

Objetivo 2.

Evaluar la capacidad de Lactobacillus fermentum CECT 5716 para reducir la carga de

Staphylococcus en la leche de mujeres con dolor de pecho e ingurgitacion mamaria durante la lactancia.
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Materiales y Métodos

1.- SEGURIDAD A CORTO PLAZO DEL CONSUMO PRECOZ DE LACTOBACILLUS FERMENTUM
CECT5716: SEGUIMIENTO A LOS SEIS MESES DE EDAD.

1.1.- Diseiio del estudio.

Inicialmente se tuvo en cuenta el tamafo de la muestra que se necesitaba. Para ello se estimé el
resultado primario que era el aumento de peso promedio de los recién nacidos entre el valor inicial y
12043 dias de edad. Apoyandonos en la base de las publicaciones anteriores en las que se observaba
gue el crecimiento fue la variable de resultado primaria como parte de un estudio de seguridad y, de
acuerdo con el informe del Comité Cientifico de la Comisién Europea sobre la Alimentacion Humana
(European Commission Scientific Committee on Food), se procedid a disefiar un estudio para tener un
poder estadistico capaz de detectar una diferencia en la ganancia de peso igual a 0,5 desviaciones
estdndar, con un nivel de significacién del 2,5% y una potencia del 80%. Los abandonos no fueron

incluidos en este célculo.

Se realizd un disefio para un estudio de intervencidon nutricional, donde la captacién tendria
lugar en el Hospital Virgen de las Nieves (Granada), el Hospital Reina Sofia (Cérdoba) y el Hospital Carlos
Haya (Malaga), con una Unica aleatorizacion generada por un programa de ordenador (SIGESMU®),

considerando un estudio doble ciego y contando con 2 grupos de estudio: control y probiético.

El estudio se presenté al Comité de Etica de la Fundacién para la Investigacién Biosanitaria de
Andalucia Oriental — Alejandro Otero- (FIBAO); realizandose en condiciones de respeto a los derechos
fundamentales de la persona y a los postulados éticos que afectan a la investigacion biomédica con

seres humanos, siguiendo los contenidos de la declaracion de Helsinki y sucesivas actualizaciones.

Se obtuvo el consentimiento informado, libremente expresado y firmado, de cada uno de los
padres o tutores de los sujetos del estudio antes de su inclusién, tal y como exige el articulo 12 del Real
Decreto 561/1993 con fecha de 16 de abril. El estudio contaba con una pdliza de seguros con la empresa

HDI Seguros.

El ensayo se registr6 en la Biblioteca de Medicina (www.clinicaltrial.gov) con el nimero

NCT01346644.
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Disefio general y esquema del estudio

El estudio se planted con dos fases claramente diferenciadas entre si:

- Fase 1: desde la captacidén hasta el 62 mes de vida de los nifios. Fue la intervencidn nutricional,

durante la cual se llevé a cabo la recogida de muestras de heces y se realizaron revisiones

pedidtricas (figura 1).

- Fase 2: desde el 72 mes hasta el afio de edad de los nifios, donde simplemente los lactantes se

sometian a revisiones de salud, llevadas a cabo por el pediatra.

Mes
Intervencion
2 4 5 6
Control | | | | | ]
Probiético
~ Heces ~ Heces ~ Heces
- Revision Médica -~ Revision Médica -~ Revision Médica

Figura 1. Esquema general del estudio (Fase 1).

En el momento del reclutamiento, los padres o tutores de los voluntarios debian de rellenar un
cuestionario sobre la alimentacidn del nifio hasta ese momento, el estilo de vida que llevaban ellos
(tabaguismo, mascotas, etc...), si contaban con antecedentes familiares de enfermedades, o si el nifio

padecia o habia padecido alguna patologia.

Se recogieron un nimero de cuatro muestras fecales frescas simultaneas de cada uno de los
voluntarios al inicio del estudio (1 mes de edad), 3 y 6 meses de edad, que se conservaron a -20 °C. Tres
de las muestras fueron utilizadas para evaluar los diferentes pardmetros analizados, y la muestra

restante se almacend a -80 2C (de reserva para posibles repeticiones analiticas).
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Los padres recibieron un cuaderno de recogida de datos, donde anotaban los datos

antropomeétricos, el nimero diario de deposiciones, cantidad diaria de férmula consumida, las visitas

médicas no programadas, el comportamiento y las molestias gastrointestinales.

a Deposiciones / dia

T<1vez 71-3 14-6 17-10 > 10 veces
bColor de heces i

Amarillo Amarillo-verde-marrén (mostaza) TMarrén TGris TVerde
¢Consistencia 1

muy dura (bolitas) Tdura (pasta) Tblanda (pasta) muy blanda (casi liquida)  tliquida
dFlatulencia

0 horas f< 3 horas 13-6 horas 16-12 horas 7> 12 horas
€Regurgitacion i

nada poca cantidad durante la comida o poco  fgran cantidad durantela  Tpequefios vémitos tgrandes vomitos

después de la comida

comida o poco después de

la comida

fHoras de suefio (durante las udltimas 2 noches)

T< 4 horas 74-6 horas

16-9 horas

19-12 horas

7> 12 horas

& Horas de sueiio totales durante las ultimas 48h

<11 horas al dia 711-14 horas al dia

114-17 horas al dia

717-20 horas al dia

7> 20 horas al dia

hTemperamento

Tcansado, adormilado Ttranquilo

Tactivo

Texcitado

Tmuy agitado

En cada una de las visitas médicas, el pediatra rellend una encuesta referente al motivo de la

consulta y al estado inicial de salud del nifio, con especial atencién a la posibilidad de que el voluntario

presentara algun tipo de reaccidn adversa que pudiese estar relacionada con la intervencién nutricional.

Asi mismo, realizaban el diagnéstico de las enfermedades infecciosas en base a los sintomas especificos

y definiciones estandarizadas. Una vez concluido el tratamiento se continuaba con la pauta de controles

médicos normales en nifios de esa edad, en los cuales se recogieron datos sobre la salud.

Poblacion del estudio.

Se vertebraron unos criterios de seleccion que

obligatoriamente para poder participar en el estudio:

los voluntarios

habian de cumplir
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Criterios de inclusion:

- Recién nacidos a término (37-42 semanas de edad gestacional) sanos que, por razones ajenas al

estudio, abandonaran la lactancia materna durante el primer mes de vida.

- Firma del consentimiento informado por parte de los padres o tutores.

Criterios de exclusion.

- Antes del estudio:

O

O

@)

@)

Ser alérgicos a la proteina de la leche de vaca.

Ser intolerantes a la lactosa.

Padecer alguna enfermedad metabdlica grave.

Padecer alguna enfermedad gastrointestinal (historia de la diarrea croénica
estrefiimiento, reflujo gastroesofagico).

Recibir algun tipo de medicacién o estar recibiendo antibidticos.

Baja expectativa de cumplimiento con el protocolo del estudio.

- Durante el estudio:

Se les diagnostique alergia a las proteinas de la leche de vaca.
Se les diagnostique intolerancia a la lactosa.
No estén cumpliendo con el protocolo del estudio.

Los padres o tutores del nifio decidan que su hijo abandone el estudio.

Sufrir algin acontecimiento adverso, derivado del consumo de cualquiera de las

féormulas del estudio, no tolerado por el voluntario.

Padecer regurgitacidon grave y / o cdlico por cuyo motivo el pediatra le prescribiese una

formula especial.

Descripcidon de los tratamientos:

Se trata de un estudio a doble ciego controlado por placebo que finalmente incluyé a 126

nifnos que se dividieron en 2 grupos:

- Grupo control, que recibieron un preparado para lactantes convencional [Puleva Peques 1,

con CNF: 200345.3], complementada con galactooligosacéaridos (GOS) (0,3 g / 100 ml) (n=63)
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- Grupo probidtico, que recibieron el mismo preparado para lactantes anterior
complementado con GOS (0,3 g/ 100ml) y adicionado de 107 UFC/g de la cepa Lactobacillus fermentum
CECT5716. (n=63)

Los cultivos probidticos Hereditum®, entre los que se encuentra L. fermentum CECT5716, son

producidos por Biosearch Life en sus instalaciones de Granada.

Los preparados para lactantes se proporcionaron a través de Puleva Food SL (Granada, Espafia)
en contenedores blancos idénticos, marcadas con un numero de cédigo que hacia referencia a los
grupos de estudio. Con el fin de garantizar el cegamiento de la prueba, los dos preparados para
lactantes fueron sometidos a una prueba sensorial por un panel de expertos que encontraron que
ambos productos eran idénticos. Los pediatras prescribieron las cantidades de férmula por dia que

debian tomar los bebés y las directrices para la alimentacion complementaria.

Variables del estudio.

Variables principales de respuesta:

- Incidencia de acontecimientos adversos: un acontecimiento adverso se define como cualquier
episodio no deseado que se produzca en un voluntario durante su participacién en el estudio, se
considere o no relacionado con el mismo. Estos efectos adversos se evaluaron siguiendo el
criterio establecido por la Norma Europea ISO 14155-1, relativa a la proteccion de los
participantes de estudios clinicos, seguin la cual un acontecimiento adverso se considera grave
si:

o Amenaza la vida del voluntario
o Provoca un deterioro de la salud, es decir, causa una enfermedad o lesidn
potencialmente mortal o una insuficiencia permanente o un ingreso hospitalario o una

intervencién médica o quirurgica para prevenir una insuficiencia.

Todos aquellos acontecimientos adversos que no cumplan los criterios de “grave” se

consideran “no graves”. Estos datos se recogieron en los cuadernos de recogida de datos.
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- Crecimiento de los voluntarios: en cada una de las revisiones pedidtricas se consignaron el peso,

la longitud y el perimetro craneal de los nifios.

Variables secundarios de respuesta:

- Microbiota intestinal de los nifios.

- Concentracién fecal de AGCC (acetato, butirato, propionato)
- Concentracion fecal de IgA.

- Incidencias de infecciones.

1.2.- Cuantificacion de bacterias en heces.
La cuantificacidon de las bacterias en las heces se realizd por técnicas microbiolégicas clasicas

siguiendo el protocolo descrito por Maldonado y col (2012).

Para la deteccion de L. fermentum CECT5716, las muestras de heces fueron dispersadas (100
mg/ml) en tampdn de solucion salina de peptona y se extendid en agar MRS. Después de un periodo de
incubacién de 48 h a 37 2C y en condiciones anaerobias, las colonias se recolectaron y se suspendieron
en agua destilada. La cepa L. fermentum CECT5716, de la que se conoce la secuencia total de su genoma,
se detectd en estas suspensiones bacterianas gracias a una estrategia basada en PCR anidada. Los
cebadores y sondas fueron disefiados utilizando el software Primer Express (Applied Biosystems)
procedente de una secuencia de ADN gendmico especifico de la especie identificada por hibridacién

sustractiva gendmico de ADN.

Resumiendo, para la primera reacciéon de amplificacién estadndar se usaron los siguientes

oligonucledtidos como cebadores:

e HSL40 126D (5_-GCTTGCCGCTTCTCTGGT-3_) y HSLA0 126R (5_-CAACGACGATGAACACCACTT-3_)

a 500 nm en un equipo Eppendorf Mastercycler Gradient y Tag ADN polimerasa ( Roche).

Las condiciones de PCR fueron un paso de desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 95 2C, seguido de

40 ciclos a 95 2C durante 30 segudos, 46 2C durante 30 segundos y 72 2C durante 30 segundos, y una
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extension final a 72 2C para 3 minutos. El resultado de la amplificacién y el tamaino del amplicén (222

pb) se confirmd por electroforesis en gel de agarosa.

La segunda amplificacion fue un ensayo de PCR basado Tag-Man, cuya secuencia se encuentra

dentro del producto de la primera PCR. Los cebadores en esta ocasién fueron:

e LC40C126D (5_- TCAACGGCCCCTTCAATACA -3.) y LC40C126D (5_-
GACCTAATTCAGTCAAACATATTTCAC-3_.) a 500 nm vy la sonda (P LC40C126 5_-
AGTGGTGAGATGCCCAGTGTTCCCG-3_, Joe y BHQ1 marcado) a 250 nm.

La amplificacién y deteccién se llevaron a cabo en un termociclador Stratagene Mx3005P,
usando Tag ADN polimerasa (Roche) e incubando 5 minutos a 952°C, seguido de 40 ciclos a 95 2C
durante 15 segundos y 60 2C durante 1 minuto.

1.3.- Cuantificacidn de acidos grasos de cadena corta (AGCC).

Las muestras fecales se homogeneizaron con NaHCOs; 150 mM (pH 7,8) (1: 5 wt/v) en una
atmodsfera de argdn. Las muestras se incubaron durante la fermentacion durante 24 horas a 37 2C y se
almacenaron a -80 2C hasta la extraccidn. La extraccion de AGCC se realizé por cromatografia de gases
siguiendo el protocolo descrito en Maldonado y col (2012).

1.4.- Cuantificacidn de IgA fecal.

La concentracidn de IgA se midid en los sobrenadantes de las heces mediante un kit de

cuantificacion de ELISA, siguiendo las instrucciones del fabricante (Bethyl, Montgomery, TX).
1.5.- Analisis estadistico.

El software estadistico utilizado para realizar el andlisis fue R version 2.12.2 (http://www.R-
project.org/) y el SPSS 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Los modelos estadisticos aplicados a los

resultados primarios y secundarios se ajustaron principalmente por el tiempo, el grupo de tratamiento,
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el sexo y la edad al inicio del estudio con el fin de corregir las diferencias en la edad de inicio del bebé en
el ensayo, las diferencias entre los géneros y el hospital. Puesto que no habia diferencias entre los

hospitales, el analisis final no incluia el hospital como covariable y no se tuvo que realizar ningun ajuste.

Para el andlisis de medidas repetidas en el tiempo, y con el fin de tener en cuenta la correlacién
de las respuestas dentro de los sujetos, se aplicé un modelo lineal mixto. Cuando las variables del
estudio fueron las respuestas continuas como las medidas del periodo de intervencidn, se aplicaron
modelos de regresion lineal (LRM) para ajustar la media de las covariables de interés. Para las
respuestas de resultados basados en eventos recuentos o valores dicotomia, se aplicaron modelos
lineales generalizados (GLMs). En particular, para el nimero de eventos se ajusté el modelo de regresién
de Poisson con la funcién de enlace de registro, y de la aparicidon se utilizd un modelo de regresién
logistica. Las pruebas se realizaron en el nivel de significacidn de dos caras 5% y se obtuvieron los

intervalos de confianza del 95% para las estimaciones.
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2.- SEGURIDAD A LARGO PLAZO DEL CONSUMO PRECOZ DE LACTOBACILLUS FERMENTUM
CECT5716: SEGUIMIENTO A LOS TRES ANOS DE EDAD.

2.1.- Diseino del estudio.

Una vez concluido el estudio de seguridad en recién nacidos, analizados sus datos y obteniendo
resultados positivos, se prosiguid el estudio ampliandolo hasta que los niflos alcanzaran la edad de 3
afios, tiempo en el que se tenia previsto volver a realizar un seguimiento de los pardmetros
antropomeétricos (peso, talla y perimetro craneal) y de la salud de los participantes (vacunas, historial
familiar y clinico), asi como un analisis de su microbiota fecal, para valorar si la ingesta del probidtico

continuaba siendo segura al haber transcurrido un tiempo considerable (figura 2).

Estudio previo de Gil-Camposy col, 2012 Estudio de seguimiento
Mes
Intervencion 3 afios
2 3 4 > o de edad
Contral ! l ] L ] ’
Probistico l l ket — — L
~Heces .~ Heces ~Heces ~ Heces
.~ Revisidn Médica .- Revisidn Médica -~ Revisidn Médica - Encuesta de salud

- Datos Antropométricos

Figura 2. Esquema general del estudio.

Todo se planted respetando la legislacién vigente y realizando una adenda al Comité Etico sobre
el estudio anterior refiriéndola como una ampliacidon del mismo, con su correspondiente ampliacion del
seguro, basandose en las recomendaciones que los expertos aconsejan en cuanto a la realizacion de

estos estudios de seguimiento a largo plazo.

Una vez recibida la aprobacidn, fue necesario recoger muestras fecales de los voluntarios que ya
participaron en el estudio anterior (Gil-Campos y col, 2012), conforme iban alcanzando la edad de 3
afios. La recogida de muestras se rigid por el protocolo habitual, es decir, fueron recogidas en botes

estériles y conservadas a -80 2C en las instalaciones de Biosearch S.A. hasta su posterior andlisis.
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Cepas bacterianas y condiciones de siembra.

Para poder realizar en andlisis de la microbiota fecal de los nifios era necesario tener unas
muestras patron que sirvieran de ayuda para elaborar una recta de calibrado donde referenciar las

distintas muestras que se fuesen obteniendo.

Las distintas cepas bacterianas se sembraron por agotamiento en sus correspondientes medios y
condiciones durante 48 horas (tabla 1). Posteriormente, se prepard un inéculo de cada cepa recogiendo
una colonia del medio y sembrandola en 100 ml de un caldo de cultivo de su medio correspondiente en
un matraz estéril, conico, confiriendo las condiciones metabdlicas necesarias para cada bacteria de
crecimiento, es decir, durante 48 horas a 37 °C con agitacion (150 rpm, 250 rpm, excepto E. coli) y en
condiciones de anaerobiosis para todos los géneros bacterianos, excepto E. Coli que crece en

condiciones aerdbicas.

Tabla 1. Cepas bacterianas usadas.

Especie Origen Medio TeC Condiciones
E.Coli CECT352 LB 372C aerobiosis

L. Coryniformis CECT5711 MRS (1264441) 37eC anaerobiosis
B. Breve CECT7263 RCA (CM0151) 372C anaerobiosis

C. Sphenoides CECT796 RCA (CMO0151) 372C anaerobiosis

Columbia Broth (CM0331) con 5%
B. Thetaiotamicron DSMZ2079 37eC anaerobiosis
sangre de caballo desfribrinida

Una vez que se obtuvo un crecimiento adecuado de los inéculos, se centrifugd y concentré el
pellet obtenido en 10 ml del mismo medio de cultivo. Se midié su densidad éptica a 600 nm y se
sembraron 100 pl de los distintos concentrados obtenidos a las siguientes concentraciones: 10°, 10°,
107, 108 y 10°; realizandose este procedimiento por triplicado para comprobar que tanto la repetitividad

como la reproducibilidad sean correctas.
2.2.- Cuantificacion de las bacterias presentes en las heces del nifio

La cuantificacion se llevd a cabo usando el kit de extraccion “Maxwell kit 16 Total Viral Nucleic

Acid Purification” junto al equipo de extraccion “Maxwell 16”.

160



Materiales y Métodos

La muestra inicial de heces de cada nifio se diluyé en agua de peptona hasta obtener una
concentracidn de partida de 100 mg/ml, de donde se tomaban 200 pL que se mezclaban con otros 200
uL del tampdn de lisis (incluido en el kit de purificacién) y 20 pL de proteinasa K (20 mg/ml). Tras 15
minutos de incubacién a 56 2C en agitacion, la mezcla de heces se transferia a una cartucho de
purificacion (Maxwell® 16 Viral Total Nucleic Acid Purification Kit, Promega) y se realizaba el protocolo
especifico indicado por el Maxwell 16 extractor (Promega) hasta obtener finalmente 50 pL de una

solucion de DNA.

La poblacidon microbioldgica se determind mediante el andlisis y cuantificacion de 5 grupos
bacterianos: Lactobacillus spp; Bifidobacterium spp; Clostridium spp; Bacteroides spp and Escherichia
coli spp. La cuantificacion molecular se hace por qPCR usando SYBR® green como fluréforo (PerfeCTa®
SYBR® Green SuperMix with ROX™, Quanta Biosciences) y oligos especificos ¥*3# para cada grupo

bacteriano (tabla 2).

Se aplica un perfil térmico comuin para todas las cepas bacterianas: 95 2C durante 3 minutos
seguidos de 40 ciclos de 95 2C durante 30 segundos, 56 2C durante 30 segundos y 72 2C durante 30
segundos. Se alcanza una curva final de fusiéon desde 50 2C a 95 2C, obteniendo unos datos de Ct
(valores umbrales de ciclo) para cada muestra y grupo bacteriano gracias a una reaccién de
amplificacidon con 0,5 pL de ADN en un volumen final de 20 pL, que es interpolado mediante una curva

especifica de calibrado para calcular la concentracion expresada en UFC/g.

Las curvas de calibracidn se establecieron previamente usando heces humanas esterilizados, tal
y como se ha explicado con anterioridad, las cuales se doparon con cantidades conocidas de cepas
bacterianas que pertenecen a cada grupo bacteriano analizado (tabla 1). El rango dinamico, la eficiencia

de amplificacién y el factor de correlacién de cada curva se resumen en la tabla 2.
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Tabla 2. Oligos, rango dinamico, eficiencia de amplificacion y el factor de correlacion de cada curva.

Primers Curvas de calibracion

Grupo Bacteriano Cepa usada en estandares
¥ 5 Nombre Secuencia (5°-3") Referencia|Rango (UFC/g) | Eficiencia (%)| r

L159_F(A) | GGAAACAGATGCTAATACCG

Lactobacillus sp L. coryniformis CECT5711 L159_f(g) | GGAAACAGGTGCTAATACCG 1 3,27E9- 3,27E4 117,8 0,972

L677_R CACGCGTACACAATGGAG

G-bifid-R | GGTGTTCTTCCCGATATCTACA

Bifidobacterium sp. B. breve CECT7263 2 1,36E9 - 1,36E5 116,6 0,981

G-bifid-F CTCCTGGAAACGGGTGG

E.coliR ACCAGGGTATCTAATCCTGTT

Escherichia coli E. coli CECT352 3 1,87E9 - 1,87E7 84,5 0,992

E.coliF | GTTAATACCTTTGCTTCATTGA

G-Ccoc-R | CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA

Clostridium sp. C. sphenoides CECT796 4 1,86E9 - 1,86E5 111,3 0,974

G-Ccoc-F [ AAATGACGGTACCTGACTAA

G-bfra-R | CCAGTATCAACTGCAA A

Bacteroides sp. |B. thetaiotamicron DSMZ2079 2 5,32E9 - 5,32E6 102,4 0,987

G-bfra-F | ATAGCCTTTCGAAAGRAAGAT

Referencias:

1.- Heilig HGHJ y col, 2002.
2.- Matsuki Ty col, 2002.
3.- Malinen E y col, 2003.
4.- Matsuki Ty col, 2004.

2.3.- Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en las heces

Para poder cuantificar los AGCC contenidos en las heces, se procedidé a la homogeneizacién de
las muestras con 150 mM NaHCO3 (pH 7,8) (1:5, wt/v) en una atmdsfera de argdn y se incubaron
durante 24 horas a 37 9C para su fermentacidon. Tras ello, se procedié a su conservacién en
ultracongeladores a una temperatura de -80 2C, donde permanecieron hasta que se procedio a realizar
la extraccién de los AGCC, técnica que se llevo a cabo mediante la realizacion de una cromatografia de

gases, siguiendo el protocolo descrito por Maldonado y col (2012).
2.4.- Cuantificacion de IgA en las heces

La concentracidn de la Inmunoglobulina A se midié en los sobrenadantes de las muestras fecales
ya homogeneizadas mediante un kit especifico de ELISA para la determinacion de IgA en humanos,

siguiendo las instrucciones provistas por el fabricante (Bethyl, Montgomery, TX).

2.5.- Analisis estadistico.

Para el andlisis de los datos de referencia se utilizé el test de Chi-cuadrado para las variables

categoéricas y la prueba t de Student se aplicé para las variables continuas.
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Los modelos estadisticos aplicados a los resultados primarios y secundarios fueron ajustados por
el tiempo, el grupo de tratamiento, el género y la cesarea. De las otras variables de interés medidos
obtenidos a partir de los bebés, sus familiares o las condiciones de vida, se han tenido en cuenta sélo
aquellas que fueron estadisticamente significativas y relevantes para estimar el efecto de los

tratamientos.

Se aplicé un modelo lineal mixto (LMM) para analizar medidas repetidas en el tiempo. Cuando
las variables del estudio fueron las respuestas continuas como las medidas del periodo de intervencién,
se aplicaron modelos de regresion lineal (LRM) para ajustar la media de las covariables de interés. Para
las respuestas de resultados basados en eventos recuentos o valores dicotomia, se aplicaron modelos
lineales generalizados (GLM). En particular, para el numero de eventos (infecciones) el modelo de
regresion de Poisson con la funcidon de enlace de registro. Las pruebas se realizaron en el nivel de

significacién de dos caras 5% y se obtuvieron los intervalos de confianza del 95% para las estimaciones.

El software estadistico utilizado para realizar el analisis fue R version 2.12.2 (http://www.R-

project.org/) y el SPSS 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

163


http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/

Materiales y Métodos

3.- Lactobacillus fermentum CECT5716 EN MADRES LACTANTES QUE SUFREN DOLOR DE PECHO
3.1.- Diseiio del estudio.
Tipo de estudio

Se disend un estudio de intervencién nutricional multicéntrico para tener acceso a un mayor
numero de voluntarias y que fuese mas heterogéneo, con una aleatorizacion Unica, doble ciego y que
constase de 4 grupos de estudio: 1 grupo control y 3 grupos probiéticos diferentes entre si por la dosis
final del probidtico. Para el calculo del tamafio muestral que se necesitaria para que los resultados
obtenidos tuvieran una suficiente potencia estadistica, se tuvo en cuenta que la variable principal del
estudio era el recuento de bacterias en leche y por tanto, si se queria observar una diferencia de 1 logio
con una potencia estadistica de 0,80 y un nivel de significacidon de 0,05, necesitariamos un minimo de 20

voluntarias por grupo.

La aleatorizacion de las voluntarias se realiz6 mediante una lista de numeros aleatorios
generada por ordenador con el programa SIGESMU, el cual iba asignando un grupo: A, B, C o D. Los
sujetos fueron aleatorizados de forma estrictamente secuencial, teniendo en cuenta que si una
voluntaria abandonaba el ensayo, el nimero de aleatorizacidn que le fue asignado no seria de nuevo

reutilizado.

El estudio se presentd al Comité de Etica del Hospital Materno Infantil Virgen de las Nieves de
Granada. Dicho estudio respetd en todo momento los derechos fundamentales de la persona y a los
postulados éticos que afectan a la investigaciéon biomédica con seres humanos, siguiéndose a estos

efectos los contenidos en la declaracién de Helsinki y sucesivas actualizaciones.

Desde la empresa se garantizaba la confidencialidad de los datos a cada voluntaria,
documentandose todo ello mediante la firma del consentimiento informado, libremente expresado, de
cada uno de los sujetos del estudio antes de su inclusidn, en los términos del articulo del Real Decreto
223/2004 con feche 6 febrero. Sefialar que la empresa contaba con una pdliza de seguros realizada en

exclusividad para dicho estudio que cubriese a todos los sujetos que participaran en el mismo.
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Disefio general y esquema del estudio

El estudio se disefid para que tuviese una duraciéon de 4 semanas iniciales de tratamiento,
dividido en 4 visitas (1 por semana), y un posterior periodo de seguimiento del estado de salud de la

voluntaria (figura 3).

En la visita 1 se informba de todo lo que implicaba el estudio y se solicitaba el consentimiento
informado en caso de que la voluntaria estuviese a favor de participar. Se revisaba el cumplimiento de
los criterios de inclusion y exclusién, se aleatorizaba y se le explicaba las pautas del tratamiento que
deberia seguir, los datos que deberia recoger y las citas médicas a las que deberia acudir. Se
cumplimentaba el cuestionario de valoracion del dolor (MQP) y encuesta nutricional, y se le tomaba la

muestra inicial de leche.

En las visitas 2, 3 y 4 correspondientes a las semanas 1, 2 y 3 de intervencidn, se volvia a recoger

una muestra de leche, se realizaba la encuesta de valoracién del dolor y la encuesta nutricional.

Las muestras de leche (5 ml) se recogian en condiciones asépticas en tubos estériles que eran

congelados inmediatamente hasta su posterior andlisis que se llevaba a cabo en el plazo de 7 dias.

Se realizd un seguimiento de las mujeres durante 4 meses tras la intervencion con el fin de

recoger los datos de incidencia de mastitis.

Intervencién __ _Seguimienio -

0 7 dias 14 dias 21 dias 19 semanas
Muestra deleche Muestra deleche Muestra deleche Muestra deleche Fin del estudio
Cuest. dolor Cuest. dolor Cuest. dolor Cuest. Dolor
Cuest. nutricional Cuest. nutricional

Figura 3. Esquema general del estudio.
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Poblacidon del estudio.

Se vertebraron unos criterios de seleccidn que habian de cumplir obligatoriamente las

voluntarias para poder ser incluidas en el estudio:

Criterios de inclusidn:
- Mujeres en periodo de lactancia
- Inflamacién y/o calor en el pecho
- Dolor en el pecho
- Recuento bacterias totales en leche mayor o igual a 4 logl0 unidades formadoras de

colonias (UFC)/ml

Criterios de exclusion

- Abscesos mamarios, sindrome Raynaud y otras patologias mamarias con excepcion de la
ingurgitacion mamaria.

- Tratamiento antibidtico.

- Baja expectativa de cumplimiento con el protocolo del estudio.

Aquellas mujeres que cumplian los criterios, al tener la sintomatologia de ingurgitacién mamaria,
eran informadas de la posibilidad de participar en el estudio. En caso de aceptar y comenzar el estudio,
también se dictaminaron unos criterios, que en caso de no cumplir, conllevaria la exclusidn inmediata
del estudio de las voluntarias, con el Unico fin de mantener el rigor cientifico, no adulterar los resultados
y no condicionar en ningin momento a las voluntarias. Estos criterios de exclusion que pudieran darse

durante el estudio eran los siguientes:

- Lavoluntaria no se cefiia al protocolo, y por tanto lo incumplia.
- Lavoluntaria notificaba su deseo expreso de abandonar el estudio voluntariamente.
- Lavoluntaria requeria algln tratamiento antibiético.

- Lavoluntaria sufria alglin acontecimiento adverso que obliga a su exclusion del estudio.

Descripcidn de los tratamientos:

La administracion del producto experimental y del placebo se llevé a cabo en forma de capsula.
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e Probiético:
o L. fermentum CECT5716 en una concentracion de 3x10° ufc/dia (1 cdpsula al dia).
o L. fermentum CECT5716 en una concentracién de 6x10° ufc/dia (2 capsula al dia).
o L. fermentum CECT5716 en una concentracién de 9x10° ufc/dia (3 capsula al dia).
o

e Placebo:

o Maltodextrina (1 capsula al dia)

Preparacidn de los cultivos microbianos.

Los cultivos probidticos (Hereditum®), entre los que se incluye el L.fermentum CECT5716, objeto

de este estudio, son producidos por Biosearch Life en sus instalaciones industriales de Granada.

Su mezcla y encapsulacion se realizé en sala blanca, conservandose las cdpsulas a 4 2C durante
todo momento, antes y durante el estudio. De esta forma asegurdbamos que la viabilidad del probiético

fuese estable a lo largo del estudio
Variables del estudio.

a) Variables principales de respuesta:

- Recuento de bacterias totales en leche.

b) Variables secundarias de respuesta:

- Evaluacion del dolor (Cuestionario valoracién de dolor de McGill) (Melzack, 1975; Melzack,
1987; Lahuerta y col. 1982)

- Recuentos Staphylococcus, Streptococcus

- Recuentos Lactobacillus

- Progresion hacia mastitis (tratamiento antibidtico)

- Marcadores inflamatorios (IL-8)

Evaluacién de la respuesta:
Muestras de leche:

e N2de muestras: 4 en total distribuidas de la siguiente forma:
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- En el momento de la captacion
- 1 semana de intervencién
- 2 semanas de intervencion

- 3 semanas de intervencion (final de la intervencién)

e Pardmetros:

- Bacterias totales

- Recuentos de Staphylococcus y Streptococcus
- Recuento de Lactobacillus

- Pardmetros de inflamacién (IL-8)

Revisiones médicas:

e N2 de revisiones: 4 en total: 0, 1, 2, 3 semanas. (En caso de recurrencia la mujer

acudiria de nuevo a la consulta)
e Pardmetros:
- Encuesta de valoracidon del dolor (semanal)

- Encuesta nutricional al inicio y final de la intervencién

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento.

Las especies se sembraron por agotamiento en sus medios y condiciones correspondientes

durante 48 horas (Tabla 3).

Tabla 3. Cepas bacterianas usadas.

Temperatura  Condiciones

S. aureus CECT4013 NB - BHI 372C aerobiosis
L. fermentum CECT5711 MRS 37°C anaerobiosis
S. mutans CECT479 BHI 37°C aerobiosis
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Para estandarizar los cultivos, se realizaron los cdlculos correspondientes para obtener 1 ml de
leche humana autoclavada y dopada con 3.x10° UFC/ml de cada microorganismo, por duplicado
(muestra A y la muestra B). Por otra parte, se sembraron diluciones 1/100, 1/1000 y 1/10000 de cada
uno de los microorganismos y se incubaron 24 horas, excepto S. mutans que se dejo durante 48 horas,
bajo las condiciones especificadas en la tabla 1 para comprobar mediante contaje clasico que el dopaje
realizado con las cepas bacterianas a la leche estaba a la concentracidén deseada. Una vez realizado este
contaje, se obtuvo la concentracidn exacta de cada microorganismo con la que se habia dopado la

muestra de leche (tabla 4)

Tabla 4. Contaje de colonias en la dilucién 1/10000.

Media (ufc/ml)

7,13 x 10°
B 53 75 59 6,23 x 10°
A 47 54 49 5,00 x 10°
B 36 21 36 3,10 x 10°
A 566 129 251 3,15x 107
B 515 93 532 3,80 x 107

Posteriormente, se recogieron 750 uL de cada uno de los microorganismos para hacer una
mezcla A y una mezcla B, dopadas con los 3 microorganismos a estudio. La concentracién de cada uno

de ellos en la mezcla se expresa en la tabla 5.

Tabla 5. Concentracion de cada microorganismo en la mezcla

S. mutans

S. aureus L. fermentum

2,38 x 10° 1,67 x 10° 1,05 x 107

2,08 x 10° 1,03 x 10° 1,27 x 10’

Se tomaron 1,08 ml de cada una de las muestras y se realizaron diluciones seriadas desde 1/10

hasta 1/100000. Se trasvasé 1 ml de cada una de las diluciones en un eppendorf y se realizd una
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extracciéon de ADN, siguiendo el método que se explica en la seccidon 2.3. Finalmente se cuantifico

mediante qPCR para obtener la recta patrdn de calibrado.

3.2.- Cuantificacion de bacterias de leche materna.

Cuantificacion de bacterias de leche materna por el método clasico.

En este caso se realizd una cuantificaciéon usando placas del medio PCA (Plate Count Agar,
CMO0325, OXOID), donde se siembra la muestra, se incuba y se lleva a cabo un recuento total de
bacterias. Para su realizacidn, inicialmente se procedié a la realizacién de diluciones seriadas de las

distintas muestras de leche materna a analizar desde la dilucién 1/10 hasta la dilucién 1/1000.

Se tomaron 100 pl de cada dilucién, incluyendo también de la muestra inicial, y se realizé la
siembra por agotamiento en placa. La siembra se realizé por duplicado: durante 48 horas de incubacion
una placa se dejé bajo condiciones anaerdbicas y otra placa en condiciones aerdbicas. Tras la incubacion

se realizd un recuento total de las colonias que hayan crecido y se observen a simple vista.

Cuantificacion de ADN bacteriano de leche maternal mediante qPCR.

e Extraccién de ADN bacteriano de Streptococcus y Staphylococcus:

Inicialmente y de forma repetida se invirti6 suavemente la muestra de leche materna para
conseguir homogeneizarla. Seguidamente se traspasd a un eppendorf un volumen de un 1 mly se le
afiadieron 0,5 ml de EDTA 0,5M con 0,1% Tergitol, y se procedid a invertir suavemente varias veces el
eppendorf para conseguir una buena mezcla y homogeinizacion. Una vez que se tuvo la alicuota
perfectamente homogeneizada, se prosiguid la extraccién de ADN tal y como se indica en el método
descrito por Cressier y Bissonnette N (2011). Se finalizé centrifugando durante 5 minutos a 13.000 G
para recoger el sobrenadante del eppendorf, donde se encuentra la solucién de AND, descartando el

resto.

e Extraccién de ADN bacteriano de Lactobacillus:

Para la extraccion del ADN de esta cepa se uso el kit EZNA Stool DNA (Omega Bio-tek). A 1 ml de
la muestra de leche maternal se le afiadieron 0,5 ml de EDTA 0,5 M con Tergitol 0.1% (w/v), se mezcld y

se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Tras este tiempo, se centrifugd durante 10
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minutos a 14.000 G, tras lo cual se retiré todo el sobrenadante y los residuos de grasa que contenga la
leche materna. Seguidamente, se resuspendié el pellet bacteriano en 200 uL de agua estéril y se
traspasé completamente a un microtubo de 2 ml de FastPrep® que contenia 200 mg de perlas de vidrio

y se continud el proceso segln las instrucciones facilitadas por el fabricante del EZNA Stool DNA kit.

La poblacién microbioldgica se realizd mediante el analisis y cuantificaciéon de 3 grupos
bacterianos: Lactobacillus spp; Streptococcus spp; and Sthapylococcus spp. La cuantificacién molecular
se llevé a cabo por gPCR usandon SYBR® green como fluoréforo (PerfeCTa® SYBR® Green SuperMix with
ROX™, Quanta Biosciences para las cepas Streptococcus y Sthapylococcus; y Brilliant Ill Ultra-Fast SYBR®
Green QPCR Master Mix, Agilent, para Lactobacillus) y oligos especificos para cada grupo bacteriano

(tabla 6).

Se aplicd un perfil térmico comun para la amplificacion de las 3 cepas: 95 2C durante 5 minutos
seguidos de 40 ciclos de 95 2C durante 30 segundos, 55 2C durante 30 segundos y 72 2C durante 35
segundos. Se alcanzd una curva final de fusidn desde 55 2C a 95 2C, obteniendo unos datos de Ct para
cada muestra y grupo bacteriano gracias a una reaccién de amplificacion con 2 uL de ADN en un
volumen final de 20 pL, que fue interpolado mediante una curva especifica de calibrado para calcular la

concentracidn expresada en UFC/g.

Los patrones utilizados en la recta de calibrado se establecieron previamente usando muestras
de heces esterilizadas, suplementadas con una concentracidn conocida de las distintas cepas

bacterianas a analizar (tabla 1).

Tabla 6. Oligos, rango dinamico, eficiencia de amplificacion y el factor de correlacidn de cada curva.

G S— c ; - Primers Curvas de calibracion
rupo Bacteriano epa usada en estandares
w pau Nombre Secuencia (5°-3°) Referencia|Rango (UFC/g) |Eficiencia (%)| ¢
L159_F(A) GGAAACAGATGCTAATACCG
Lactobacillus sp L. coryniformis CECT5711 L159 f(g) GGAAACAGGTGCTAATACCG 1 1,67E5- 1,03E2 108,9 0,982
L677_R CACGCGTACACAATGGAG
Streptococcus sp. Streptococcus sp. Strepto sp fw AGATGGACCTGCGTTGT 2 1,06E6- 1,06E3 84,6 0,981
Streptosp rv GCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
Staphylococcus sp. Staphylococcus sp. T5taGa22 | GGLCGTCTTGAACGTGGTCAAATCA 3 2,38E5- 2,08E2 108,9 0,976

Tstag765 TIACCATTTCAGTACCTTCTGGTAA

Referencias

1.- Heilig HGHJ y col, 2002.
2.- Dalwai F y col, 2007.

3.- Martineau F y col, 2001.
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3.3.- Cuantificacion de IgA en leche materna.

De las muestras de leche homogeneizadas, se tomd una alicuota de los sobrenadantes para
poder determinar la concentracion de la IgA mediante un kit especifico de ELISA para la determinacién

de IgA en humanos, siguiendo las instrucciones provistas por el fabricante (Bethyl, Montgomery, TX).
3.4.- Cuantificacion de IL-8 en leche materna.

La medida de la concentracidn de IL-8 en las muestras de leche se realizé con la ayuda de un kit
de ELISA especifico para la determinacion de IL-8 en humanos siguiendo el procedimiento indicado por

el fabricante (Diaclone SAS) partiendo de unas alicuotas de cada muestra.

3.5.- Analisis estadistico.
El analisis de las diferencias en el efecto del tratamiento se realizaron utilizando test
paramétricos (prueba de varianza) y no paramétricos (Kruskal-Wallis) cuando se trataba de datos

repetidos en el tiempo o mediante la prueba de chi-cuadrado para respuestas binarias o categéricas.

Finalmente, se realizé un andlisis mds robusto y preciso a través de la modelizacién estadistica
para determinar el efecto del tratamiento, estando este ajustado por el tiempo y las covariables
expresadas en el parrafo anterior. Ademas, se estudid la asociacidon entre los pardmetros bioquimicos y
las puntuaciones de dolor mediante la inclusién de estos pardmetros como covariables en el modelado

de los resultados relacionados con dolor.

Se aplicé un modelo lineal mixto (LMM) para analizar medidas repetidas en el tiempo. Cuando
las variables del estudio fueron las respuestas continuas como las medidas del periodo de intervencién,
se aplicaron modelos de regresion lineal (LRM) para ajustar la media de las covariables de interés. Para
las respuestas de resultados basados en eventos recuentos o valores dicotomia, se aplicaron modelos
lineales generalizados (GLM) y un modelo de regresion de Poisson cuando los datos estaban
relacionados con el nimero de eventos observados. Las pruebas se realizaron en el nivel de

significacién de dos caras 5% y se obtuvieron los intervalos de confianza del 95% para las estimaciones.

El software estadistico utilizado para realizar el analisis fueron SPSS version 19 (IBM, Armonk,

NY) y R version 3.0 (http://www.R-project.org/).
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Resultados

1.- SEGURIDAD A CORTO PLAZO DEL CONSUMO PRECOZ DE LACTOBACILLUS FERMENTUM CECT5716:
SEGUIMIENTO A LOS SEIS MESES DE EDAD.

1.1. Poblacién.

En los distintos centros sanitarios que colaboraron en este proyecto, se informdé a 158 padres
sobre todo el contenido y desarrollo del estudio, de los cuales finalmente 137 bebés fueron incluidos en
el mismo, con su consiguiente aleatorizacidn. De los 137 recién nacidos, 16 abandonaron el ensayo: 11
en el grupo control y 5 en el grupo experimental. Los abandonos durante la intervencion se debieron al
cambio de domicilio fuera del drea de estudio (1 en el grupo de control), el cambio de férmula debido a
reflujo gastroesofdgico (2 en grupo control y 2 en grupo probidtico), el consumo de otros tipos de
preparados para lactantes (1 en grupo probidtico) y la pérdida durante la intervencién debido a un mal
cumplimiento y violacién del protocolo (8 en grupo control y 2 en grupo probidtico). El nimero total de
voluntarios analizados, por protocolo, a los 4 meses fue de 126 (63 por grupo), y a los 6 meses el
numero descendid hasta los 121 lactantes (60 en el grupo control y 61 en el grupo probiético). Un

diagrama de flujo de los participantes se muestra en la figura 1.

| Voluntarios informados (n=158) |

| No aceptaron participar (n=21) |

| Voluntarios reclutados y aleatorizados (n=137) |

§ | |
S
© Asignados grupo control (n=71) | ‘ Asignados grupo prohidtico (n=66)
(=T}
@
<t
o Pérdidas durante el seguimiento Pérdidas durante el seguimiento
% - Se mudaron durante el estudio (n=1) - Consumieron otra formula (n=2)
E - No acudieron a las visitas (n=8) - No acudieron a las visitas (n=2)
= - Cambiaron la formula por reflujo (n=2) - Cambiaron la formula por reflujo (n=1)
A
— | Analizados a los 4 meses (n=63) | | Analizados a los 4 meses (n=63) |
2
‘©
<
| | Analizados a los 6 meses (n=60) | | Analizados a los 6 meses (n=61) |

Figura 1. Diagrama de flujo de participantes.
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Se analizaron las caracteristicas basales de los 121 lactantes que completaron el periodo de
intervencién con el fin de descartar que hubiera diferencias de partida entre los dos grupos que
pudieran afectar a los resultados finales. Entre las variables que se consideraron importantes por poder
tener un impacto sobre el crecimiento y salud del bebé se encontraban medidas antropométricas,
parametros relacionados con la gestacidn y parto, historial médico de la madre y familiares directos,
fumadores en el entorno del bebé, contacto con hermanos o asistencia a guarderia y contacto con
animales. Puesto que la vacunacién frente al rotavirus puede tener un impacto sobre la incidencia de
diarreas y dado que no es una vacuna obligatoria se recogid también este dato. No se detectaron
diferencias significativas entre el grupo control y probidtico para ninguna de las variables, por tanto, se

considerd que la muestra era homogénea y ambos grupos eran comparables (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas basales de los participantes en el estudio.

Grupo Control Grupo probiético
(n=60) (n=61)

Nifio/nifia (%) 38/22 (63/37) 34/27 (56/44)
Edad al comenzar el estudio (semanas), mediatSD 43+1,1 43+0,5
Peso al nacer (kg), mediazSD 3,15+0,6 3,24+0,6
Parto por cesarea (%) 48 36
Edad gestacional (semanas), mediazSD 40+2,3 40,5+2,4
Edad de la madre al dar a luz (afios) mediatSD 30,6 £4,9 28,2+5,4
Lactancia materna (%)

No han dado el pecho 74 73

<1semana 19 21

1-4 semanas 8 6
Fumadora durante el embarazo (%) 22 15
Fumadora durante la lactancia (%) 27 16
Fumadora en casa (%) 52 48
Hermanos (%) 44 45
Fueron a guarderia antes de los 6 meses (%) 11 3
Peso de la madre (kg), mediatSD 72,7+6,5 68,8 +5,7
Historial familiar de alergias (%) 32 23
Mascotas en casa (%) 30 33
Vacuna Rotavirus 68 69
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1.2. Percentiles y z-scores del estudio.

A partir de la media, por género y grupo, de los pesos, talla y perimetro craneal de los nifios a las
4 semanas de vida cuando se incluyen en el estudio, se representaron los percentiles correspondientes a

lo largo del tiempo (Figura 2).

Las curvas muestran que el crecimiento en la talla es muy similar en ambos grupos. En el caso de
las ninas al inicio del estudio se encuentran en el percentil 50 acabando el estudio entre los percentiles
50y 75. Los varones inician el estudio en un percentil un poco por debajo del 50 finalizando entre el 50
y 75. Al finalizar el estudio se observa una ligera diferencia entre los grupos control y probidtico
mostrando una mayor talla los niflos que recibieron la féormula probidtica. Esta diferencia es mas
patente en el caso de los nifios y se analizard mediante la aplicacién del modelo estadistico

correspondiente (figura 2).

En cuanto al peso corporal no se observan diferencias entre ambos grupos. Al inicio del estudio
tanto los nifios como las nifias parten de un percentil 50 y al finalizar el estudio se encuentran entre el
percentil 50 y 75 (figura 2). El comportamiento es muy similar para la medida de perimetro craneal

(figura 2).

Se calcularon las puntuaciones Z de talla, peso y perimetro craneal por edad en base a los
Estandares de Crecimiento Infantil de la OMS (WHO, 2006) (figura 3). Los valores antropométricos de los
nifios que participaron en el estudio no difirieron de la poblacién estandar. El andlisis estadistico de los
datos no mostré diferencias entre grupos en el peso corporal ni en el perimetro craneal (p=0.061 vy
p=0.453 respectivamente). Sin embargo, los nifios del grupo probidtico mostraron valores de talla

ligeramente mas altos que los nifios del grupo control (p=0.021).
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Resultados
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Figura 2. Percentiles de los nifios del estudio con respecto al tiempo. Circulos grises representan al grupo control y
triangulos negro al grupo probidtico. Las lineas negras representan los percentiles estandar correspondientes a

cada edad.
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Puntuacién Z para el perimetro craneal segan edad
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Figura 3. Puntuacidn Z para peso corporal, talla y perimetro craneal por edad (media y 95%Cl).

1.3. Crecimiento.

En cuanto al peso, no se observaron diferencias significativas para el peso y el aumento de peso
a los 4 meses de edad ni al final de la intervencion (6 meses de edad). Se obtuvieron resultados similares
para el perimetro craneal (tabla 2). En cuanto a la talla, al finalizar la intervencion los nifios que

consumieron la formula probidtica mostraron valores de talla ligeramente superiores (una media de 1,5
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cm mas que el grupo control, p=0,038). Sin embargo, el aumento de la talla (cm/dia) de los lactantes fue

equivalente y no se observaron diferencias significativas (tabla 2).

Tabla 2. Parametros antropométricos basales a 1, 4 y 6 meses.

Parametros de crecimiento Grupo control Grupo probidtico

1mes 4dmeses 6meses  Ganancia/dia’ 1mes 4 meses fmeses  Ganancia/dia’
Peso (kg) 42406 6,808 79110 25616,0 43405 69107 80109 24,845,1
Talla (cm) 53126 62,8435  666t25  090:0.2 536t21  630£18 68134 09603
Perimetro craneal (cm) 374116  421+27  437+13 0421101 373+11 41,1+47  437+16 043101

La ganancia diaria corresponde a la diferencia entre los valores basales y a los 6 meses. (p<0.05 versus control). @

Peso: g/dia ; Talla: mm/dia ; P. craneal: mm/dia

1.4. Ingesta de la formula, tolerancia y efectos adversos.

Ambas férmulas de estudio fueron bien toleradas por los nifios y por tanto el cumplimiento del
protocolo en lo que a las tomas se refiere fue bueno. No se encontraron diferencias significativas entre
los grupos de estudio con respecto a la ingesta diaria de formula (630,9 + 197,7 ml/dia en grupo control
y 587,8 + 201,3 ml/dia en grupo probidtico). Teniendo en cuenta que la férmula probidtica contenia
1x107 UFC/g, el consumo medio de bacteria fue de 8.4x108 UFC/dia. Dos bebés en el grupo control y dos
en el grupo experimental debieron de abandonar la intervencion debido al reflujo gastroesofagico y
tuvieron que cambiar a una férmula infantil anti-reflujo, pero no hubo diferencias significativas en las

tasas de abandonos entre los dos grupos.

No se observaron diferencias en pardmetros relacionados con la funcién intestinal como son el
numero de deposiciones fecales diarias, las caracteristicas de la materia fecal, flatulencias,
regurgitacion. Algunos aspectos del comportamiento del bebé se ven influenciados por la alimentacion
como por ejemplo el suefio, el nivel de actividad, el humor y el llanto. No se observé efecto de la
formula probidtica sobre estos pardmetros (Tabla 3). Por otra parte no se manifestaron efectos adversos

relacionados al consumo de la férmula probidtica.
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Tabla 3. Pardmetros relacionados con la funcion intestinal y el comportamiento influenciables por la alimentacidn.

Tiempo 1 mes 4 meses 6 meses

Deposiciones/dia®

G. control 1,88+0,6 1,84+ 0,5 1,98+ 0,2
G. probidtico 1,94+0,6 1,80+ 0,7 1,93+ 0,4
Color de heces®

G. control 1,8+ 0,8 2,10+ 1,0 2,49+ 0,8
G. probidtico 1,81 10,7 2,07+ 0,9 3,10+ 1,3

Consistencia®

G. control 2,92+0,6 3,08+ 0,5 2,63+ 0,6
G. probidtico 3,04+0,4 2,98+ 0,5 2,54+ 0,7
Flatulencia®

G. control 1,74+0,9 1,18+ 0,4 1,12+ 0,3
G. probidtico 1,64+0,7 1,33+ 0,8 1,20+ 0,7

Regurgitacion®

G. control 1,90+0,8 1,78+ 0,8 1,57+ 0,7
G. probidtico 1,77 0,7 1,89+ 0,9 1,68+ 1,0
Horas de suefiof

G. control 2,56+0,8 3,14+ 0,7 3,47+ 0,7
G. probidtico 2,66+£1,0 3,44+ 0,8 3,73+ 0,8

Horas de sueiio totaless

G. control 3,14 +0,9 2,84+ 0,7 2,51+ 0,9
G. probidtico 3,26+ 0,7 2,82+ 0,9 2,78+1,0
Temperamento"

G. control 2,62+ 0,7 2,44+ 0,5 2,47+ 0,5
G. probidtico 2,43+ 0,6 2,40+ 0,5 2,39+ 0,5

1.5. Efectos sobre la salud de los niios.

Durante el periodo de intervencién el 51% de los nifios padecid infecciones respiratorias y el
16% de infecciones gastrointestinales. Del total de las enfermedades infecciosas que se registraron, la
mayoria, un 76%, correspondieron a infecciones de las vias respiratorias (tabla 4). En cuanto a las

infecciones gastrointestinales, el grupo probidtico mostré una reduccion significativa del 71% en la tasa
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de incidencia (0,082 £ 0,037) en comparacién con el grupo control (0,283 + 0,068) (p=0,018) (tabla 4). La
razon de probabilidad de tener al menos una infeccidn gastrointestinal fue de 0,36 (IC del 95%: 0,08
hasta 0,97) (p=0,025). En particular, la probabilidad de tener una aparicién de infeccion gastrointestinal

en el grupo probidtico fue casi 3 veces menor que en el grupo control.

No se encontraron diferencias en las tasas de incidencia de infecciones respiratorias entre

ambos grupos, aunque ésta fue menor en el grupo probidtico que en el grupo control [tabla 4].

Tabla 4. Incidencia de enfermedades infecciosas, procesos febriles y tratamientos antibidticos durante la

intervencion.

Grupo Control Grupao Probidtico Tasade incidencia (SE) Disminucién IR(%) NNT IRR Valor-p

N2 eventos  Tasade incidencia (SE) N2eventos Tasade incidencia (SE)

Infecciones Gastrointestinales 17 0,283(0,07) 5 0,080(0,04) 0,289 (0,085-0,831)* 71,1 5 0,018
Infecciones Respiratorias 43 0,716(0,11) 4 0,689(0,11) 0,977(0,623-1,530) 39 61 0,933
Infecciones totales 63 1,050(0,13) 49 0,803 (0,11) 0,778(0,524-1,148) 235 4 0339
Episodios febriles 13 0,220(0,06) 13 0,213(0,06) 0,967 (0,427-2,341) 33

Tratamientos antibidticos 7 0,115(0,04) 8 0,131(0,05) 1,105(0,362-3,702) -10,5 61 0807

*p<0,05 vs control

En cuanto a otro tipo de infecciones se recogieron en los historiales de los nifios un total de 5
episodios (3 en grupo control y 2 en grupo probidtico) correspondientes a candidiasis, infeccidn urinaria,
conjuntivitis, varicela u otitis. La tasa de incidencia de infecciones totales fue menor en el grupo
probidtico pero esta diferencia no fue significativa. No se observaron tampoco diferencias significativas

en la incidencia de episodios febriles ni en la frecuencia de tratamientos con antibidticos (Tabla 4).

1.6. Parametros fecales.

La media observada de los recuentos fecales de Lactobacilos, Bifidobacterias, Clostridios y
Bacteroides en cada tiempo entre ambos grupos fue similar, aunque se observd un aumento

significativo de estos grupos de bacterias con el tiempo (tabla 5).

La cepa L. fermentum CECT5716 fue detectada viable en las muestras de heces del 53% de los

recién nacidos del grupo probidtico. En el grupo control sélo se detectd la cepa en 2 nifios (3,3%).
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La capacidad de la microbiota fecal de los lactantes para producir acidos grasos de cadena corta

(butirico, propidnico y acético) y la concentracidn de IgA en las heces fue similar en ambos grupos (Tabla

5).

Tabla 5. Recuento bacteriano en muestras fecales (logaritmo de ufc/g), concentracidn fecal de acidos grasos de

cadena (AGGC, mg/g de heces) e IgA (mg/g de heces) al inicio del estudio (1 mes de edad) , 4 y 6 meses de edad.

Grupo control

Grupo probidtico

1 mes 4 meses 6 meses 1 mes 4 meses 6 meses

Grupo bacteriano

Lactobacillus spp. 6,99 +0,2 7,35+0,2 7,80+0,2 6,79+0,2 7,05+0,2 7,88+0,2
Bifidobacterium spp. 6,70+0,2 7,18+0,1 7,81+0,2 6,65+ 0,2 6,90+ 0,2 7,8310,2
Clostridium spp. 6,80+0,2 6,98+0,1 7,43 +0,2 6,48 +0,2 6,81+0,2 7,66+0,2
Bacteroides spp. 6,66 £ 0,2 6,94 +0,1 7,52+0,2 6,38 +0,2 6,84 +£0,2 7,57 £0,2
AGCC

Acetato 145+11 134+15 124+1,1 12,8+1,1 11,5+0,9 144+1,4
Propionato 2,75+0,5 2,15+0,2 2,71+£0,3 2,27 £0,2 1,89+0,1 3,08+0,5
Butirato 2,31+0,5 2,32+0,4 2,38+0,3 1,60+0,3 1,73+0,2 294+0,4
Inmonoglobulina A 1,16 £1,12 1,19+0,9 0,89 +0,8 1,13+1,0 1,09+1,0 0,998 +1,0
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2.- SEGURIDAD A LARGO PLAZO DEL CONSUMO PRECOZ DE LACTOBACILLUS FERMENTUM
CECT5716: SEGUIMIENTO A LOS TRES ANOS DE EDAD.

2.1 Poblacién.

A las familias de los nifios que concluyeron el estudio desarrollado en el punto anterior (Gil-
Campos y col, 2012) se les invité a participar en un estudio de seguimiento del crecimiento y salud del
nifio a los 3 afios de edad del nifio. De los 121 nifios que concluyeron la intervencion 5 padres no
pudieron ser localizados y 6 padres no aceptaron participar por lo que se incluyeron 110 nifios en el
estudio de seguimiento. Durante el seguimiento hubo 9 bajas en el grupo control y 10 en el grupo
probidtico debido a que no acudieron a las visitas para la recogida de los datos del nifio. Finalmente, 91
ninos, 46 del grupo control y 45 del grupo probidtico, concluyeron el seguimiento y fueron analizados

(figura 4).

Las caracteristicas basales de los 91 nifios que participaron en el estudio de seguimiento fueron
similares en ambos grupos (Tabla 6). Todos los nifios recibieron las mismas vacunas obligatorias segun el
calendario espafiol de las vacunas. El porcentaje de nifios que revieron vacunas opcionales en Espafia
frente a rotavirus, influenza, varicela o neumonia por Streptococcus fue también similar en ambos

grupos (Tabla 6).

Voluntarios informados (n=121)

No aceptaron participar (n=6)
No se localizaron (n=5)

5 | Voluntarios incluidos (n=110) |
2 |
1]
)
& | |
- Asignados grupo control (n=55) | | Asignados grupo probidtico (n=55)
: | |
5
IS Pérdidas durante el seguimiento Pérdidas durante el seguimiento
a - No acudieron a las visitas (n=9) - No acudieron a las visitas (n=10)
&
:g Analizados (n=46) | | Analizados (n=45)
“©
c
<C

Figura 4. Diagrama de flujo de participantes.
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Tabla 6. Caracteristicas basales de los sujetos que participaron en el estudio.

Control Probidtico p-valor

(n=46) (n=45)
Nifio/nifia, n (%) 29/17 (63/37) 26/19 (58/42) 0,608
Edad a T3 (anos), mediazSD 3,0210,1 3,0240,1 0,236
Parto por cesarea (%) 52,2 35,6 0,110
Edad gestacional (semanas) mediatSD 40,0+2.3 40,5+2,4 0,176
Lactancia materna antes de 1 mes (%) 36,4 26,7 0,165
Padre fumador (%) 54,3 40,0 0,170
Madre fumadora (%) 36,9 31,1 0,556
Hermanos (%) 69,6 66,7 0,974
Edad (meses) en que acudid a la

17,345,0 19,6+10,9 0,303
guarderia, mediatSD
Historial familiar de alergias (%) 54,3 62,2 0,446
Mascotas en casa (%) 28,3 31,1 0,384
Vacuna de rotavirus (%) 60,9 68,9 0,423
Vacuna Streptococcus pneumoniae (%) 45,7 44,4 0,908
Vacuna del Influenza (%) 8,7 6,7 0,512
Vacuna de Varicela (%) 19,6 20,0 0,958

2.2 Percentiles y crecimiento de los nifios.

A partir de la media, por género y grupo, de los pesos, talla y perimetro craneal de los nifios se
representaron los percentiles correspondientes a lo largo del tiempo con respecto a las curvas estandar
publicadas por la OMS (referencia WHO que ya se menciond en el estudio p020) (Figura 2). A tiempo
final del seguimiento, correspondiente a los 3 afios de edad del nifio, la media de peso estaba en torno
al percentil 75 y la media de talla entre el percentil 50 y 75 (figura 5), no observandose diferencias entre
ambos grupos. Respecto al perimetro craneal, la media a fin del estudio estuvo entre el percentil 75y 90

en el caso de los nifios, y en torno al 90% en el caso de las nifias. No se observaron diferencias entre
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ambos grupos aunque hay que sefalar que el dato de perimetro craneal no se recogio para todos los

nifios y sélo se obtuvieron datos de 59 nifos (figura 6).

16
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Figura 5. Percentiles de peso y talla de nifios y nifias incluidas en el estudio.
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Figura 6. Percentiles de perimetro craneal de nifios y nifias incluidos en el estudio.

La puntuacién Z para el peso, talla y perimetro craneal por edad se calcularon basandose en los
patrones de crecimiento infantil de la OMS (referencia WHO). Los valores antropométricos de los nifios
gue participaron en el estudio no difirieron de la poblacidn estdndar y no se detectaron diferencias
significativas entre los grupos de estudio a los tres afios (figura 7). La mayor talla que se observo en el
grupo probidtico al finalizar el estudio de intervencion a los 6 meses de edad se mantiene hasta los 2
afios de edad, sin embargo, a los 3 afios de edad ya no se observan estas diferencias y la talla en ambos
grupos es similar. Se calculé también la puntuacidn Z para el indice de masa corporal no observandose

diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura 7. Puntuacidn Z para peso corporal, talla y perimetro craneal por edad (media y 95%Cl).

La media de las medidas antropométricas en el grupo control y el grupo probidtico se muestran
en la tabla 7. A los 3 afios de medidas de peso, talla y perimetro craneal fueron similares en ambos
grupos. Al igual que se observé en el analisis de la puntuacidn Z, la comparacion de las tallas de los nifios
a lo largo del tiempo mostré mayores valores en el grupo probidtico entre los 6 meses y los dos afios de
edad afios (p=0,003, p=0,011 y p=0,034, respectivamente). Los analisis de interacciones mostraron que
tanto los eventos de infecciones respiratorias durante el primer mes de vida como el habito de fumar de
la madre, tuvieron un impacto negativo significativo en cuanto a la talla de los nifios se refiere (p =0,025

y p=0,027, respectivamente).
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Tabla 7. Las medidas antropométricas al nacer, 0.5, 1, 2 y 3 afios de edad.

Grupo control

Grupo probiético

Parametros de

1mes 6meses 1aino 2 anos 3 afos

1mes 6meses 1aino 2 afnos 3 anos

crecimiento
Peso (kg) 4,1+0,6 7,7+1,0 9,7+1,7 12,3+1,8 15,5+2,6 | 4,4+0,5 8,1+0,9 10,3+1,9 13,0+2,2 15,8+2,1
Altura (cm) 52,942,6 66,3%2,4 74,5+4,1 86,1+3,2 96,7+4,7 |53,612,0 67,9+2,6 77,2+3,7 88,6+4,1 97,2+4,1

* * *

Perimetro craneal

(cm)

37,3%1,7 43,7+1,2 46,4+1,4 48,5+1,1 50,8+2,0

37,3+1,2 43,8+1,7 46,0+1,8 48,7+1,7 50,5+2,4

Los valores son medias + SEM. *, p<0,05 vs control

2.3 Salud de los niios.

Se recopilaron los datos sobre la incidencia de enfermedades infecciosas durante los ultimos 12
meses del seguimiento (T2 y T3) (tabla 8). En cuanto a las infecciones gastrointestinales el 30,1% de los
nifios presentaron episodios de diarrea en los ultimos 12 meses. La mayoria de ellos sufrieron un solo
evento (64,0%), siendo la duracién media de los episodios de diarrea 3,98 + 4,00 dias. No se detectaron
diferencias significativas entre ambos grupos en la tasa de incidencia de infecciones gastrointestinales

(p=0,947) ni en la duracidn de los episodios de diarrea (p=0,599).

En cuanto a las infecciones respiratorias, el 45,8% de los nifios sufri6 al menos un
acontecimiento infeccidn respiratoria. Se observaron infecciones en el tracto respiratorio superior en
65,3% de los eventos y 34,7% de los eventos fueron en el tracto respiratorio inferior. La duracién media
del cuadro infeccioso fue de 5,8 + 2,85 dias. La tasa de incidencia de las infecciones respiratorias y la
duracidn de los episodios fueron similares en ambos grupos. No se detectaron diferencias significativas
en la incidencia de otras enfermedades infecciosas utilizando un modelo de regresion de Poisson (tabla

8).
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Tabla 8. La incidencia de enfermedades infecciosas durante los ultimos 12 meses del estudio de seguimiento.

Grupo Control

Grupo experimental

p-value
Eventos IR SE Eventos IR SE IRR SE
IRR

Infecciones

22 0,500 0,107 20 0,513 0,115 1,026 1,362 0,947
Gastrointestinales
Infecciones

55 1,250 0,169 49 1,256 0,179 1,005 1,217 0,986
Respiratorios
Otitis 19 0,463 0,106 16 0,421 0,105 0,909 1,404 0,814
Otras
enfermedades 8 0,174 0,061 5 0,111 0,050 0,639 1,768 0,458

infecciosas?®

2 conjuntivitis, escarlatina, varicela, infeccion urinaria.

En cuanto a las enfermedades alérgicas, 18 nifios del grupo control sufrieron alergias, mientras

gue tan sdlo las tuvieron 8 nifios del grupo probidtico. El andlisis estadistico mostré sin embargo que

dicha diferencia no alcanza a ser estadisticamente significativa (p=0,084).

Con respecto a otras enfermedades no infecciosas, en el grupo de control un nifio presentd una

atrofia renal y litiasis vesical que precisé de intervencién quirurgica, otro generd intolerancia a la lactosa

y otro voluntario fue diagnosticado de psoriasis. En el grupo experimental, tan sélo un nifio sufrié de

migrafas. Las hospitalizaciones e intervenciones quirurgicas se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Hospitalizaciones y procedimientos quirurgicos durante el periodo de estudio.

Resultados

Grupo control
Eventos IR
Hospitalizaciones 5 0.10
2 bronquitis
1 cistolitomia
1 relux

1 adenoides

Intervenciones
4 0,086
Quirdrgicas

2 Hydrocele
1 adenoides

1 cistolitomia

*Prueba de Fisher

Grupo probiodtico
Eventos IR
9 0.20
1 amigdalas
1 Bronquitis
3 infecciones
gastrointestinales
2 Migranas
1 fiebre alta
1 intervencion
quirargica por
ingestion de

moedas

4 0,088

1 amigdalas

1 hipertrofia de
piloro

1 lagrimal
obstruido

1 intervencion
quirargica por
ingestion de

monedas

p-valor

0,973

0,495*

3.4 Funcion intestinal.

Las deposiciones fecales/semana, el color habitual de las heces, la consistencia fecal y la
frecuencia habitual de padecer la flatulencia o dolor de vientre se registraron como parametros
relacionados con la funcidn intestinal (tabla 10). Con respecto al transito intestinal, el 72,6% de los nifios
tuvieron una frecuencia de una o dos deposiciones por dia y el 22% tienen de 4 a 6 deposiciones por

semana. No se observaron diferencias significativas entre los grupos. No se observaron diferencias en el
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color o consistencia de las heces. En cuanto a sintomas intestinales relacionados con la funcidn intestinal
la frecuencia de presentar malestar intestinal, flatulencia o dolor de estémago en los nifios fue similar

en ambos grupos.

Tabla 10. Parametros relacionados con la funcidn intestinal de los nifios a los 3 afios de edad.

G. Control G. probiético p-value
Frecuencia N % N %
1 - 3 veces por semana 0 0,00 3 6,7 0,463*
4 - 6 veces por semana 9 1,.6 11 24,4
1 vez al dia 19 41,3 17 37,8
2 veces al dia 17 37,0 13 28,9
3 0 mas veces al dia 1 2,2 1 2,2
Color de heces N % N %
0 0,0 0 0,00 0,492*
Amarillo - verde - 1 2,2 2 4,4
marron (mostaza)
Marrén 45 97,8 43 95,6
Gris 0 0,0 0 0,00
Verde 0 0,0 0 0,00
Consistencia N % N %
Muy dura 6 13,0 6 13,3 0,492
(pequeiias bolitas)
Dura (pasta) 33 71,7 34 75,6
Blanda (pasta) 7 15,2 5 11,1
Muy blanda (casi 0 0,00 0 0,00
liquida)
Liquida 0 0,00 0 0,00

*Prueba de Fisher
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Tabla 10 (continuacion). Parametros relacionados con la funcién intestinal de los nifios a los 3 afos de edad.

Flatulencias N % N %

Nunca 23 50,0 20 44,4 0,242*
Raramente 8 17,4 13 28,9

A veces 11 23,9 12 26,7

A menudo 2 4,3 0 0,0

Queja de dolor de N % N %

barriga

Nunca 17 37,0 17 37,8 0,421*
Raramente 18 39,1 15 33,3

A veces 9 19,6 13 28,9

A menudo 2 4,3 0 0,0

Muy amenudo 0 0,0 0 0,0

*Prueba de Fisher

3.6 Parametros fecales.

No se observaron diferencias en

la media de los recuentos fecales de Lactobacilos,

Bifidobacterias, Clostridios y Bacteroides ni en la capacidad de la microbiota fecal de los nifios para

producir acidos grasos de cadena corta (butirico, propidnico y acético) (tabla 6). Se detectaron

Bifidobacterias en el 100% de los nifios, sin embargo los niveles de Lactobacillus estaban por debajo del

limite de deteccidn (<10.000 ufc/g) en el 34,8% de los nifios del grupo de control y un 24% del grupo

experimental.

La concentracidn de IgA fecal se analizé en las muestras fecales no observandose diferencias

significativas (tabla 11).
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Tabla 11. Contaje de bacterias en muestras fecales (logaritmo de ufc/g),concentracion fecal de acidos grasos de

cadena (AGGC, mg/g de heces) e IgA (mg/g de heces) a los 3 afios de edad. Los valores se muestran como medias +

desviacion estandar.

Grupo Grupo
p-value
Control probiético
Grupo bacteriano
Lactobacillus spp. 5,8810,7 5,8810,7 0,974
Bifidobacterium spp. 9,12+0,7 8,90+0,9 0,178
Clostridium spp. 6,6410,7 6,5210,7 0,473
Bacteroides spp. 8,37+0,7 8,41+0,8 0,784
SCFA
Acetate 6,85%2,6 7,2212,6 0,504
Propionate 2,72%1,6 2,92+1,6 0,561
Butyrate 2,0210,8 2,20+1,2 0,423
Immunoglobulina A
4,77+3,5 4,82+1,0 0,834
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3.- Lactobacillus fermentum CECT5716 EN MADRES LACTANTES QUE SUFREN DOLOR DE PECHO
3.1 Poblacién

Se informé a un total de 200 mujeres sobre el estudio de las cuales 148 mujeres fueron incluidas
en el estudio tras acceder a participar en el estudio y comprobar que cumplian los criterios de inclusién
establecidos. Las mujeres fueron asignadas de forma aleatoria a cada uno de los grupos de intervencién.
Finalmente recibieron el tratamiento 113 mujeres (30 en el grupo control [en adelante GC], 26 en grupo
probidtico | [en adelante GP 1], 27 en el grupo probidtico Il [en adelante GP II] y 30 en el grupo
probidtico Il [en adelante GP Ill]). Posteriormente, tras el andlisis de la carga bacteriana en leche, se
descarté a todas aquellas mujeres que partian de una concentracion inferior a 103CFU/ml de leche al no
cumplir el requisito de inclusién en el estudio. Durante la intervencién 17 mujeres interrumpieron el
tratamiento debido a: tratamiento con antibidticos para la mastitis (1 enel GC,2enel GP|,2 enel GP Il
y 2 en el GP lll), propia percepcion de falta de mejoria (2 en el GC, 2 en GP I y 1 en GP ll), tratamiento
antibiotico para la amigdalitis (1 en el GP 1l), no asistencia a las visitas establecidas (1 en el GC, 1 en el GP
Iy 2 en el GP lll). Los datos para estas mujeres se incluyeron en el andlisis. Por lo tanto, los datos de 98
mujeres fueron incluidos en el analisis (27 en el GC, 23 enel GP |, 24 en el GP Il y 24 en el GP Ill). Un

diagrama de flujo de los participantes en el estudio se presenta en la figura 8.

| Voluntarias informadas (n=200) |

| No aceptaron participar (n=52) |

| Voluntarias incluidas y aleatorizadas (n=148) |

Seguimiento| | Asignacion

Analisis

Asignadas Grupo control (n=39) || Asignadas G. Probidtico | (n=35) | | Asignadas G. Probiético |1 (n=34) || Asignadas G. Probiético I11(n=40)

Recibieron Tratamiento (n=30) Recibieron Tratamiento (n=26) Recibieron Tratamiento (n=27) Recibieron Tratamiento (n=30)

Exclusiones (n=3) Exclusiones (n=3) Exclusiones (n=3) Exclusiones (n=6)

Bacterias totales <102 ufc/mL Bacterias totales <10° ufc/mL Bacterias totales <10° ufc/mL Bacterias totales <10° ufc/mL
Analizadas (n=27) | Analizadas (n=23) | Analizadas (n=24) | Analizadas (n=24) |

Figura 8. Diagrama de flujo de participantes.
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Las caracteristicas basales de las mujeres de todos los grupos fueron similares a excepcién del
tiempo de la lactancia que fue significativamente menor en el grupo probidtico GP I(tabla 12).Se pidié a
los participantes que rellenar un cuestionario sobre su dieta durante el periodo de estudio. En general,
no se observaron diferencias significativas en las dietas de las mujeres entre los grupos de estudio o
entre el inicio y el final de la intervencion. Por lo tanto los efectos significativos observados en los
diferentes pardmetros de respuesta no pueden ser atribuidos a diferentes hdabitos dietéticos de los

participantes.

Tabla 12. Caracteristicas basales de las voluntarias del estudio.

GC GP I GP Il GP Il Valor - p

Edad de la madre (afos)# 33,4%4,5 33,3%5,2 34,3+4,3 36,0+2,8 0,102°
Seccion-C (%) 32 25 12,5 20,8 0,443°
Hijos anteriores (%) 41,7 57,1 37,5 25 0,231
Casos de mastitis previos (%) 38,5 21,7 8,3 16,7 0,063
Tiempo de Lactancia materna 93,1 54 109,2 106,2 0,007¢
(dias)*

(56,3-137,7)  (27,7-87,8) (74,0-155,9) (59,2-175,7)
Lactancia materna mixta (%) 23.1 21,7 25 25 1,000°
Dias con sintomas de dolor (dias)* 56.6 36,2 46,2 84,7 0,305¢

(23,8-99,4) (9,4-75,7)  (23,1-71,9) (30,8-158,7)
Tratamiento antibiotico previo (%) 4.2 10,5 4,5 4,8 0,806"
Grietas en los pezones (%) 28 47,8 54,2 29,2 0,159

a=anova b= test chi squared c= test Kruskal-Wallis # = + desviacién estandar * = (intervalo de confianza)

3.2 Contaje de bacterias

El principal objetivo del estudio fue evaluar el efecto del consumo de la cepa probidtica sobre la
carga bacteriana en la leche. Al final de la intervencidn, se observé una disminucidn significativa en la
carga bacteriana, que se calcula como 0.764, en EGI en comparacion con el grupo de control y con
respecto al punto inicial del estudio (p=0,011). Es interesante resaltar la interaccién entre los dias de la

lactancia materna y la carga de bacterias; un mayor tiempo de lactancia aumenta se relaciona con una
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menor carga bacteriana (p=0,027). Ademas, la concentracién de IL-8 en leche también resulta estar
estrechamente relacionada con la carga bacteriana en leche, aumentando a medida que se incrementa

el nimero de bacterias en leche (p=0,000).

El grupo bacteriano mds afectado por el tratamiento probidtico fue Staphylococcus. Mientras
qgue en el grupo control la concentracién de este microorganismo se mantuvo constante a lo largo del
tiempo, el tratamiento probidtico redujo de forma significativa los niveles de Staphylococcus (p=0,045)
(tabla 2). El valor medio estimado de reduccién fue de -1,387 para GP |, -1,736 para el GP Il y
ligeramente inferior para el GP IIl (-0.589). Los valores mds altos de IL-8 se asociaron significativamente
con mayores cargas de Staphylococcus (p=0,029). Se detectd una interaccién de la presencia de grietas
en los pezones con la carga de Staphylococcus en los grupos GP | y GP II. En estos grupos, la reduccién de
la carga de Staphylococcus fue mayor entre las mujeres sin grietas en el pezdn que entre las mujeres con
grietas del pezdn (p=0,017 para el GP | y p=0,039 para el GP Il). Esta interaccion también se observo en

el GP I, aunque no alcanzo significacidn estadistica (p=0,191).

Con respecto a la carga de Streptococcus en la leche materna, aunque se observaron cargas mas
bajas en promedio para las mujeres que tomaban el probidtico (en cualquiera de los 3 grupos) en
comparacion con el grupo de control, las diferencias fueron estadisticamente significativas sdlo para el
GP Il (p=0,044) (Tabla 13). Al igual que se observd para Stahylocococcus, niveles altos de IL-8 se

correlacionaron significativamente con mayores cargas de Streptococcus (p=0,007).

En cuanto a la carga de lactobacillus en leche, no se detectaron cambios significativos ni a lo

largo del tiempo ni entre grupos.
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Tabla 13. Contaje de bacterias (log 10 ufc/mL leche).

Resultados

Bacterias Totales G. control G. probidticol | G. probidtico Il | G. probidtico Il
tiempo 0 4,41 +0,93 4,55+1,32 4,31+0,75 4,39+1,,02
7 dias 4,65 +0,94 4,37 +0,88 4,15 +0,88 4,53 +1,20
14 dias 4,61+1,10 4,58 +0,97 4,38 +0,97 4,62+1,11
21 dias 4,66 + 0,99 4,18 + 0,73*# 4,36+ 0,93 4,33+1,15
Staphylococcus G. control G. probidticol | G. probidtico Il | G. probidtico Il
tiempo 0 3,61+1,06 3,85+1,63 3,70+ 0,89 3,61+1,07
7 dias 3,71+1,44 3,23+1,33 3,17+1,32 3,66 +1,17
14 dias 3,83+1,40 3,58+1,20 3,21+1,11 3,41+1,40
21 dias 3,60+1,14 3,33+1,18*# 2,93 +1,31*4 315+0,54*
Streptococcus G. control G. probidticol | G. probidtico Il | G. probidtico Il
tiempo 0 3,12+ 0,99 3,38+0,93 2,99+ 0,69 3,08 £ 0,96
7 dias 2,91+0,86 3,34+0,92 3,39+0,76 3,20+0,78
14 dias 3,31+0,86 3,51+1,09 3,17 +£0,89 3,03+0,82
21 dias 3,29+0,76 3,33+0,55 3,04 +0,93# 3,15+0,74
Lactobacillus G. control G. probidticol | G. probiédticoll | G. probidtico lll
tiempo 0 2,11+0,51 1,96 £0,19 1,95+0,37 2,05+0,30
7 dias 2,30+0,37 2,10+0,38 1,97 £0,47 2,19+0,42
14 dias 2,19+0,34 2,12+0,41 1,86 £+ 0,45 2,03+0,35
21 dias 2,20+ 0,42 1,94+0,34 1,88+ 0,31 1,98 +,40

Mostrado en media * desviacion estandar. * p<0.05 vs basal; # p<0.05 vs grupo control
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3.3 Parametros inmunoldgicos en la leche materna

Un marcador de inflamacién reconocido para la mastitis es el nivel de IL-8 en la leche. En el GP |,
se observé una disminucidn significativa progresiva en el tiempo de los niveles de esta citocina en leche.
Al finalizar la intervencion los niveles de IL-8 fueron significativamente menores en este grupo que en el
grupo control (p=0,003). En el GP Il, se observd una tendencia a la baja a los 21 dias de tratamiento
(p=0,067) (tabla 14). Se observé una relacidn directa entre los niveles de IL-8 y la carga bacteriana tanto
con la carga de bacterias totales en leche asi como con la carga de Staphylococcus y Streptococcus
(p=0,000, p=0,008 y p=0,007, respectivamente). Se observa asi que el nivel de IL-8 aumentd
significativamente entre 0,125 y 0,082 unidades por cada unidad de recuento de bacterias. Ademas, se
observé que las mujeres con grietas del pezén mostraron valores mas altos de IL-8 que las mujeres que

no sufrieron de grietas (p=0,020). Esta asociacion fue independiente del grupo de intervencion.

En cuanto a los valores de Inmunoglobulina A en leche no mostraron cambios significativos ni
respecto a los valores basales ni entre los grupos de intervencion (tabla 14). Sélo en el caso del grupo GP
| se observaron niveles basales ligeramente superiores al resto de los (p=0,027), pero al final de la
intervencién, dichos niveles disminuyeron (p=0,036) hasta unos niveles equivalentes al resto de los

grupos de intervencidn.

Tabla 14. Parametros inmunoldgicos en leche materna.

IL-8 (log10 pg/mL) G. control G.probidtico | G.probidticoll | G.probiotico Il
0 dias 2,53+0,49 2,72 + 0,56 2,52+0,43 2,38+0,62

7 dias 2,61+0,48 2,44 +0,61% 2,45+0,42 2,40 £ 0,56
14 dias 2,58 + 0,56 2,43+0,63* 2,39+0,36 2,40+ 0,50
21 dias 2,75+0,61 2,31+0,57* 2,32 +0,36* 2,41+0,52
1gA (log10 pg/mL) G. control G.probidtico | G.probidticoll | G.probidtico lll
0 dias 5,4+0,6 5,9+0,2* 5,4+0,5 56+0,5

21 dias 5,4+0,6 5,6+0,5* 54+1,31 55+0,5

Los valores se muestran como media * desviacién estdndar. * p<0.05 vs basal; #p<0.05 vs grupo control.
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3.4 Evaluacion del dolor de pecho

Se pidid a las mujeres del estudio que valoraran el nivel de dolor en una escala entre el 1y el 10
en la que el 1 correspondia con un dolor intenso y 10 a la ausencia de dolor. Al inicio de la intervencion
la media de puntuacion de intensidad de dolor se encontraba entre 3,48 y 4,78, no detectandose
diferencias significativas entre los grupos. Al finalizar la intervencién todos los grupos habian mejorado
respecto a la valoracién basal (p=0,000), sin embargo la mejoria a lo largo del tiempo fue
significativamente mayor en los tres grupos experimentales que recibieron el tratamiento probiético |
(p=0,035, p=0,000 y p=0,028, para GP Il y lll respectivamente). Estas diferencias fueron especialmente
patentes a los 7 dias de la intervencién, momento en el cual las mujeres del grupo de control apenas
percibieron cambios en la sintomatologia de dolor en contraste con las mujeres del grupo probidtico en
las que ya se observaba una diferencia significativa respecto a los valores basales y al propio grupo
control (figura 9). Los valores de puntuacion de la escala de dolor se clasificaron a su vez en tres
categorias: 1-4 dolor intenso, de 5 a 7 dolor medio y 8-10 se considerd una lactancia cémoda sin
molestias significativas. El riesgo de padecer dolor intenso en la mama fue mas de 3 veces inferior en los
grupos que consumieron tratamiento probidtico respecto al que consumio (p=0,032, p=0,000 y p=0,045,

para los grupos GP |, Il y lll respectivamente).

Al final del tratamiento, sélo el 50% de las mujeres en el grupo control declararon ausencia de
dolor en la mama ligeras molestias (puntuacion entre 8 y 10), en contraste con el 76,5% de las mujeres

del GP I, 70% en el GP Il y 65% de las mujeres en el GP lIl.

Por ultimo, se encontrd una asociacion entre la carga bacteriana y la puntuacién del dolor de
forma que a mayor carga de bacterias totales o carga de Staphylococcus, mayor intensidad de dolor

(p=0,029, p=0,057 respectivamente).
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Figura 9. Evolucidn puntuacion de dolor. Los datos se presentan como media = SEM. GC: grupo control; GP: grupo

probidtico.

* p <0,05, frente al basal. # p <0,05, para cada tratamiento probidtico vs grupo control en cada momento.

Con el fin de evaluar la percepcion de dolor de una forma mds completa se utilizé la adaptacién
del cuestionario de MacGill validada en Espafia. Este cuestionario evalla cuatro dimensiones del dolor:

valor sensorial intensidad, de valores de intensidad afectiva, de valores de intensidad de corriente y de

valores de intensidad de evaluacién (tabla 15).
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Tabla 15. Los resultados de la adaptacidn espaiiola del cuestionario de dolor de McaGill.

Resultados

Valor - p
Grupo control | G. Probidticol | G. Probidtico Il | G. Probidtico IlI
Kruskal-Wallis
Tiempo O

Intensidad sensorial 7,88 £ 3,56 591+2,31 6,22 +2,33 6,50+ 2,04 0,293
Intensidad afectiva 5,19+ 2,45 3,87 +1,96 3,70+ 2,30 4,08 +2,24 0,131
Intensidad actual 1,08 £0,27 0,91+0,29 1,04 +£0,21 0,92 +0,28 0,067
Intensidad evaluativa 1,12+0,43 0,91+0,29 0,96 £ 0,37 0,92 £0,50 0,254

7 dias
Intensidad sensorial 6,92 +£2,17 4,35+2,95 4,48 + 2,86 571+2,71 0,023
Intensidad afectiva 3,81+2,00 1,91+2,19 1,70+ 2,01 2,92 +2,32 0,004
Intensidad actual 1,00+0,40 0,87+0,34 0,96 +0,21 1,00+0,29 0,465
Intensidad evaluativa 1,12+0,43 0,74 +0,45 0,78+0,42 0,92+0,41 0,016

14 dias
Intensidad sensorial 6,40 £ 3,71 3,89+2,40 3,77 +2,51 4,86 + 2,82 0,011
Intensidad afectiva 2,80+2,50 1,11 +1,85 1,32+1,89 2,41+2,32 0,015
Intensidad actual 0,96 +£0,35 0,84 +£0,37 0,91+0,29 0,86 +£0,35 0,679
Intensidad evaluativa 1,00+0,41 0,68 £0,48 0,73+0,46 0,91+0,43 0,069

21 dias
Intensidad sensorial 5,27 £4,24 3,06 £ 2,56 2,85+ 2,56 3,70+ 2,90 0,07
Intensidad afectiva 2,05+2,36 0,53+1,23 0,95+1,88 1,40+2,01 0,032
Intensidad actual 1,05+0,38 0,71+0,47 0,85+0,37 0,80+0,52 0,104
Intensidad evaluativa 0,95 +0,58 0,58 £0,53 0,51+0,45 0,51+0,75 0,025

Los valores se muestran como media + desviacion estandar

Para la escala de intensidad sensorial, los valores medios estimados de los 3 grupos
experimentales informaron significativamente menor dolor que las mujeres en el grupo control
(p=0,000, p=0,001 y p=0,040, respectivamente). IL-8 se identific6 como una covariable que influye en la
escala de intensidad sensorial de forma que a medida que los niveles de IL-8 aumentan una unidad se
incrementa la puntuacion en la escala de dolor en 0,63 (p=0,037). Al comienzo del estudio, entre el 83 y

el 92% de las mujeres describieron su dolor como de caracter punzante, penetrante y agudo. Al final de
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la intervencion, el 73% de las mujeres en el grupo control continud identificando su dolor con estas

caracteristicas frente al 53% del GP |, 55% del GP Il y 65% en el GP lll (Tabla 16).

El cuestionario valora también una aspecto muy importante del dolor que es el aspecto afectivo
o psicolégico del dolor, en definitiva qué sentimientos genera el dolor en estas mujeres. En general se
observé una mejora significativa del tratamiento en los grupos probiéticos | y Il (p=0,011 y p=0,010). En
cuanto a los sentimientos generados por el dolor en las mujeres del estudio, entre el 78 y el 100%
describieron al inicio del estudio la sensacion de ira y disgusto. Al final del tratamiento, 63,6% de las
mujeres en el grupo control todavia describia sentir rabia/disgusto en contraste con el 29,4% en el GP |,
35% del GP Il y 45% en el GP Il (Tabla 13). EI 57 - 85% de las mujeres describieron sentir miedo en el
inicio de la intervencion. El saber que sentirian dolor al dar el pecho a sus hijos les hacia temer el
momento de las tomas. Al final del tratamiento, si bien la sensacion de miedo se habia reducido en
todos los grupos en el grupo control todavia el 27,3% de las mujeres declaraba seguir sintiendo ese

temor frente al 5,9%, 10% y 15% en los 3 grupos probioticos (Tabla 16).

El dolor también se relacioné con sentimientos de angustia, ansiedad y pena. Entre el 66,7 y el
82,6% de las mujeres manifestd tener estos sentimientos al inicio del tratamiento. Después de 3
semanas de tratamiento, se observd una reduccién importante en los grupos experimentales en
comparacion con el grupo control (31,8% de las mujeres del grupo control marcaron estos indicadores

frente a 5,9% en el GP |, 15% en el GP Il y 20% en el GP Il

El tratamiento exhibié un efecto significativo en la intensidad de evaluacién del dolor (temporal,
intermitente, aumentando, constante, persistente). En particular, en los grupos probidticos | y Il se
observd una reduccién en la incidencia del 30% en esta escala en comparacion con el grupo control

(p=0,035).
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Tabla 16. Los resultados de la adaptacidn espafiola del cuestionario de dolor MacGill. Los valores se muestran

como porcentaje de sujetos seleccionar al menos un elemento de cada subescala .

Tiempo 0 Tiempo 21 dias

GC GPI GP I GP Il GC GP I GP Il GP Il

Intensidad sensorial
Temporal 1 73,10% 73,10% 82,60% 66,70% |59,10% 59,10% 45,00% 45,00%
Térmica 73,10% 87% 78,30% 70,80% |45,50% 35% 40,00% 50,00%
Presion constrictiva 84,60% 78,30% 69,60% 91,70% |63,60% 41,20% 35,00% 50,00%
Presidn puntiforme/incisiva |92,30% 91,30% 91,30% 83,30% |72,70% 52,90% 55,00% 65,00%
Presion de traccion gravativa | 73,10% 60,90% 65,20% 66,70% | 40,90% 29,40% 25,00% 30,00%
Espacial 92,30% 82,60% 95,70% 91,70% |77,30% 52,90% 55,00% 65,00%
Viveza 76,90% 82,60% 87% 79,20%|59,10% 41,20% 25% 40,00%

Intensidad afectiva
Temor 84,60% 60,90% 56,50% 62,50% |27,30% 5,90% 10,00% 15,00%
Autondmica/Vegetativa 50% 56,50% 43,50% 29,20%| 14% 5,90% 10,00% 10,00%
Castigo 61,50% 47,80% 39,10% 50% |27,30% 0,00% 10,00% 10%
Tension/Cansancio 76,90% 56,50% 56,50% 66,70% |27,30% 5,90% 15,00% 30,00%
Cdlera/Disgusto 100% 78,30% 87% 95,80%| 64% 29,40% 35% 45,00%
Pena/Ansiedad 76,90% 82,60% 66,70% 70,80% |31,50% 5,90% 15,00% 20,00%

Intensidad actual
Intensidad 100% 91,30% 100% 91,70%| 96% 70,60% 85% 75,00%

Intensidad evaluativa
Temporal 2 96,20% 91,30% 91,30% 83,30% |81,80% 52,90% 45,00% 70,00%
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3.5 La aparicion de los trastornos gastrointestinales y los tratamientos farmacolégicos

El consumo de analgésicos disminuyd progresivamente durante todo el estudio en todos los
grupos (tabla 17). Sin embargo, las voluntarias en el GP lll consumieron significativamente menos

analgésicos que mujeres en el grupo control (p=0,046).

En cuanto a la tolerancia del tratamiento probidtico no se detectaron efectos adversos
relacionados al consumo de la cepa probidtica en ninguna de sus dosis. Tampoco se observaron

diferencias en la incidencia de diarrea (p=0,718) o flatulencia (p=0,905 entre los grupos.

Tabla 17. El consumo de analgésicos.

G. control Grupo probidticol Grupo probidticoll Grupo probidtico Il
0 dias 57,7% 36,4% 37,5% 37,5%
7 dias 38,5% 17,4% 16,7% 20,8%
14 dias 26,9% 17,4% 16,7% 12,5%
21 dias 15,4%* 0,0%* 25%* 8,3%*"

Los valores son el porcentaje de mujeres que informan del consumo der analgésicos. * p<0.05 vs basal;

#p<0.05 vs grupo control
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Discusion
-~
La microbiota del tracto gastrointestinal es un ecosistema complejo y dindmico que desempeia

un importante papel en el desarrollo del ser humano. Una amplia variedad de microorganismos la
componen, los cuales en conjunto realizan funciones de tipo intestinal, nutricional e inmunitario, con la

importancia que representan.

La adquisicién de esta microbiota comprende un proceso muy complejo que influye en la salud
del individuo desde su nacimiento. Esta microbiota incluso llega a instaurarse antes del nacimiento, ya
gue en la actualidad se sabe que el feto no es de naturaleza estéril sino que desde antes del nacimiento
posee ya cierta carga microbiana. Esta teoria ha quedado demostrada ya que se han aislado bacterias
en el cordén umbilical y en el meconio de los recién nacidos (Jiménez y col. 2005; Jiménez y col. 2008a).
A partir del nacimiento, la carga bacteriana que se transfiere al recién nacido es de gran importancia
para su desarrollo y la leche materna es una importante fuente de bacterias para el intestino del

lactante (Martin y col. 2003).

En los ultimos afios, debido a los beneficios potenciales o probados para el lactante, se ha
recomendado la adicién a las formulas lacteas de una serie de compuestos no nutritivos y nutrientes
semiesenciales, entre ellos determinadas cepas bacterianas (probidticos). La inclusidon en las formulas
lacteas de bacterias probiédticas aisladas de la leche humana podria ser una solucién vélida para la
mejora del equilibrio microbiano intestinal de los lactantes que no puedan tomar leche de su madre,

obteniéndose de esta manera los beneficios atribuidos clasicamente a la lactancia natural.

Los efectos beneficiosos que aportan los probidticos han sido demostrados en multitud de
estudios, y a la hora de comercializar una cepa de probidtico, es necesario realizar estudios que
demuestren que un consumo continuo de dicha cepa es bien tolerado por el organismo y que no
muestra efectos adversos. Para ello se realizan estudios in vitro, donde se demuestra el potencial
probidtico de determinada cepa, y estudios con animales de experimentacion para demostrar la
seguridad del probiético (Maldonado Lozano y col. 2014c). En el caso de Lactobacillus fermentum CECT
5716, tras comprobar su potencial probidtico en ensayos in vitro (Pérez-Cano y col. 2006), se realizaron
estudios de seguridad en animales de experimentacion (Lara-Villoslada y col. 2007) viéndose que su

consumo era bien tolerado y que no producia efectos adversos.
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Administracion de una férmula infantil suplementada con Lactobacillus fermentum CECT 5716 a

lactantes de 1 y 6 meses de edad.

Existen estudios que demuestran como los nifios alimentados con leche materna son menos
propensos a padecer enfermedades (Newburg, 2005). Probablemente sea debido, en parte, a la carga
bacteriana que es transferida de madre a hijo a través de la leche, lo que hace que el nifio se desarrolle
de una manera mas saludable y sea menos propenso a padecer enfermedades. Ademds, se ha
demostrado como la microbiota intestinal de los lactantes alimentados con leche materna es diferente a
la de los lactantes alimentados con férmulas infantiles; los primeros poseen una microbiota en la que
predominan lactobacilos y bifidobacterias mientras que en los alimentados con férmula existe una
menor proporcién de estas bacterias y una mayor variedad y cantidad de bacteroides y clostridios
(Harmsen y col. 2000a). Sin embargo, en numerosas ocasiones la lactancia materna no siempre es

posible y hay que recurrir a la lactancia artificial.

Inicialmente, las férmulas infantiles fueron disefiadas para poder proporcionar los nutrientes
necesarios para el correcto crecimiento y desarrollo del lactante cuando no era posible la lactancia
natural. Hoy en dia, la investigacion en el campo de la nutricidén infantil se centra principalmente en la
busqueda de nuevos componentes bioactivos que imiten las propiedades funcionales de la leche

humana.

En los preparados para lactantes dirigidos a nifios de hasta 6 meses de edad, cuyo desarrollo
depende de forma casi exclusiva de su alimentacidn, no es fécil introducir nuevos componentes, ya que
no tienen la capacidad de autorregulacién que irdn adquiriendo con el tiempo. Para poder introducir
nuevos componentes en este tipo de férmulas lacteas, es necesario realizar numerosos estudios clinicos
con una muestra de poblacidon representativa que avalen tanto la seguridad de la modificacion
propuesta, como su caracter beneficioso respecto a la composicidon ya aceptada. De ahi que algunos
informes emitidos por las comisiones de expertos concluyan que determinadas modificaciones, si bien
son totalmente seguras para la salud del recién nacido, no son aceptadas por no suponer un claro
beneficio respecto a las féormulas existentes en ese momento. Asi, el Comité de Nutricion de ESPGHAN
(2011) informé que existian pocos datos para sustentar el consumo de forma sistematica de férmulas

de inicio suplementadas con probidtico en lactantes menores de 4 meses.
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En el estudio que se presenta en esta tesis, se pretendié estudiar la seguridad y la tolerancia de
Lactobacillus fermentum CECT5716 cuando es adicionado a un preparado para lactantes y se le

suministra a lactantes sanos de 1-6 meses de vida. No se dieron reacciones adversas tras el consumo de

la férmula suplementada con el probidtico, y se comprobd que dicha férmula era segura y bien tolerada.

Cabe recordar que nuestra cepa probidtica L. fermentum es de origen humano, ya que fue
aislada originalmente de leche de mujeres lactantes, concretamente cuatro dias después del parto
(Martin y col. 2005), y que tanto su seguridad como su potencial probiético ha sido ya demostrado tanto
en modelos animales como en humanos, incluyéndose en estos ultimos varios estudios realizados en
bebés de 6 a 12 meses de edad (Maldonado y col. 2012) y en adultos (Olivares y col. 2007; Lara-
Villoslada y col. 2009). En el estudio de Maldonado y col (2012) se analizaron una serie de datos
antropométricos, tales como el perimetro craneal, el peso y la longitud, y en ningln caso se vieron
diferencias entre los grupos, lo que demostraba su seguridad. Estos datos concuerdan con los
observados en otros estudios realizados con distintos probidticos y centrados en comprobar la
seguridad y la tolerancia del consumo de una férmula suplementada con probidticos (Saavedra y col.
2004; Weizman y col. 2006; Chouraki y col. 2008). Un estudio doble ciego, aleatorizado y controlado con
placebo, llevado a cabo en lactantes de 6 meses que consumieron una férmula de continuacién
suplementada con Lactobacillus salivarius CECT 5713, otro probidtico aislado de la leche humana,
demostré ser segura y bien tolerada, no presentandose casos de reacciones adversas (Maldonado y col.

2010b).

En el presente estudio se analizaron los datos antropométricos y se pudo observar que los
z-scores del peso y de la longitud para la edad, mostraban unas tasas de crecimiento en ambos grupos
comparables a los estandares de crecimiento para nifios de su edad. Como estos estandares estan
basados en nifios sanos, estos resultados son indicativos de la suficiencia nutricional y la seguridad de
nuestra formula experimental. No se observaron diferencias en los datos antropométricos entre el
grupo probidtico y el grupo control; sin embargo, al final de la intervencidn pudimos observar que los
nifios del grupo probidtico eran significativamente mas altos en comparacion con los lactantes del grupo
gue tomaba la férmula de inicio estandar. Existen informes anteriores sobre estudios similares
realizados con otras cepas probidticas, en los que se observo alglin efecto de la intervencion sobre el
peso vy la longitud de los lactantes (Ventd y col. 2006; Chouraqui y col. 2008). La explicacion de este

efecto no estd clara, pero tal vez la actividad de las bacterias en la fisiologia de la mucosa pueda influir
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sobre la digestion y absorcion de nutrientes. Para corroborar estos resultados e investigar los

mecanismos involucrados deberan realizarse estudios futuros disefiados para detectar estas diferencias

en el crecimiento.

No se observaron efectos adversos relacionados con el consumo de la férmula experimental. Los
trastornos gastrointestinales leves tales como cdlico, regurgitacion, consistencia de las heces y
estrefiimiento, son sintomas indicativos de la tolerancia de una férmula infantil y no hubo diferencias
en estos sintomas entre ambos grupos de intervencién, evidenciando que la férmula experimental que
contiene la cepa probidtica fue bien tolerada. Ademas, el nimero de nifios que abandonaron el estudio
por problemas de regurgitacion fue muy bajo y similar en ambos grupos. Las tasas de incidencia de
cdlico infantil, la regurgitacion y el estrefiimiento estaban dentro del rango de los lactantes espafioles a

esta edad (Infante-Pina y col. 2005).

Existen datos controvertidos en cuanto al efecto de los probiéticos sobre la microbiota fecal
(ESPGHAN, 2011), pero en un estudio realizado en lactantes de 6-12 meses de edad que tomaron
formula suplementada con L. fermentum CECT5716, se comprobd que existian mayores recuentos de
lactobacilos y bifidobacterias en las heces (Maldonado y col. 2012). En nuestro estudio no se observaron
diferencias significativas en la microbiota fecal entre ambos grupos, pero la cepa probidtica L.
fermentum CECT5716 pudo ser detectada viva en las heces de 53% de los lactantes en el grupo
probidtico, lo que demuestra que esta cepa es capaz de sobrevivir a las condiciones del tracto
gastrointestinal. Los oligonucledtidos utilizados para detectar la cepa L fermentum CECT5716 eran
especificos y también reconocieron dos muestras positivas del grupo control, probablemente debido a
la presencia natural de cepas de L. fermentum muy similares a CECT5716 en las heces de estos dos

bebés.

En cuanto al estado de salud de los lactantes, no hubo diferencias significativas entre los dos
grupos en las tasas de incidencia de las infecciones respiratorias, el problema mas comun en la infancia,
si bien la incidencia fue menor en el grupo probidtico. En un estudio anterior realizado en nifios de 6-12
meses de edad, el consumo de una formula de continuacién que contenia la misma cepa de L.
fermentum, indujo una reducciéon significativa del 26% en la incidencia de infecciones respiratorias
(Maldonado y col. 2012). Cabe destacar que en ese estudio la reduccidén de la incidencia de las
infecciones respiratorias fue debida principalmente a un efecto sobre la infeccidn recurrente en vias

respiratorias altas. Durante los primeros 6 meses de vida la incidencia de las infecciones recurrentes es
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muy baja y esto podria explicar la falta de efecto en las infecciones respiratorias observado en este
estudio. Existen datos de que la adicidn de probidticos a una féormula infantil reduce la incidencia de
enfermedades como la otitis y las enfermedades respiratorias (Weizman y col. 2005; Rautava y col.
2009; Maldonado vy col. 2010; Taipale y col. 2011), si bien en las revisiones sistematicas llevadas a cabo
no se constataron diferencias significativas en la duracién de la enfermedad ni en el nimero de
episodios (ESPGHAN, 2011; Mugambi y col. 2012). Ademas, la reduccion en la incidencia de infecciones
hace que se recurra con menor frecuencia al uso de antibidticos (Rautava y col. 2009) y los efectos se
asocian a las propiedades de tipo antimicrobianas e inmunomoduladoras de las cepas de probidticos

empleadas en los estudios.

Una de las patologias mas recurrentes en los primeros anos de vida son los episodios diarreicos.
El consumo de la férmula experimental que contiene L. fermentum se relaciond con una reduccién
significativa del 71% en la incidencia de infecciones gastrointestinales en comparacién con los bebés
alimentados con la formula estandar. Este resultado esta en linea con los resultados previos observados
en lactantes de 6 a 12 meses de edad en los que se detectd una reduccién del 46% de la incidencia de
infecciones gastrointestinales durante el periodo de intervencién utilizando la misma cepa probidtica
(Maldonado y col. 2012). La tasa de reduccién de las infecciones gastrointestinales observados en el
grupo probidtico también es comparable al de otros ensayos que informaron de una exitosa prevencion
de los episodios de diarrea por infecciones gastrointestinales adquiridas en la comunidad utilizando una
formula infantil suplementada con Bifidobacterium lactis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius y
Bifidobacterium bifidus + Streptococcus termophilus (Saavedra y col. 1994; Weizman y col. 2005; Corréa

y col. 2005; Picaud y col. 2010; Maldonado y col. 2010).

Ambas formulas, control y experimental, contenian GOS (0,3 g / 100 ml). Los efectos
beneficiosos de los prebidticos los desarrollan a través de su influencia sobre la composicion de la
microbiota intestinal y su capacidad para generar productos de fermentacidn (acidos grasos de cadena
corta) con diversas funciones bioldgicas (Laparra y col. 2010). La presencia de GOS en la férmula
experimental puede tener un efecto sinérgico con el L. fermentum mejorando el efecto beneficioso de
esta cepa probidtica; sin embargo, puesto que la férmula control también contenia la misma

concentracién de GOS, no es posible aventurarse a sacar una conclusion en este sentido.

Nuestra cepa probidtica ha demostrado en estudios previos que posee una capacidad de tipo

antimicrobiano gracias a la secrecidn de sustancias que inhiben el crecimiento de posibles patégenos
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(Martin y col. 2003; Martin y col. 2005; Olivares y col. 2006) por lo que, probablemente, esta sea una de
las razones de ese descenso en la incidencia de infecciones, al igual que el promover un aumento de
lactobacilos en el contenido coldnico de los nifios. Otra posible explicacién para esta bajada en la
incidencia de infecciones puede deberse al caracter de tipo inmunomodulador que posee nuestra cepa
probidtica, ya que en ensayos in vitro y en animales de experimentacion se observé como Lactobacillus
fermentum CECT 5716 poseia la capacidad de inducir en macrofagos una respuesta de tipo Thl (Diaz
Ropero y col. 2007). Es muy probable que el sistema inmune innato se estimule hacia la diferenciacion
de linfocitos de tipo Th1, secretdndose moléculas como el IFNy, muy importante en larespuesta contra
las infecciones por virus; se ha demostrado que Lactobacillus fermentum posee una alta capacidad de
activar a las células NK (Pérez-Cano y col. 2010) y se comprobd que el lactobacilo ejercia una funcién
positiva sobre la diferenciaciéon y la maduracion de las células NK. Ademds, la administracion de
Lactobacillus fermentum CECT 5716 en adultos favorecié un aumento de las poblaciones de células NK
cuando era utilizado como coadyuvante en la administracién de una vacuna (Olivares y col. 2007). Esta
estimulaciéon del sistema inmune innato a nivel de las células NK y de los macréfagos parece ser uno de
los factores clave por los que se producen estos beneficios frente a las infecciones (Weizman y col.

2005).

Seria conveniente realizar nuevos estudios con férmulas infantiles enriquecidas con bacterias
probidticas, utilizando distintas cepas en un mismo estudio, para asi poder seleccionar aquella que
produzca los efectos mas deseados, ya que en los estudios publicados, a la hora de afiadir una cepa de
probiético a una férmula infantil, cada cepa o mezcla de cepas produce un efecto determinado
(Weizman y col. 2005). Existen estudios en los que se dan similares resultados en la reduccién de
infecciones afiadiendo a la formula infantil una combinacién de dos probidticos distintos. Esta es otra
opcion a seguir, ya que se han dado muy buenos resultados en la reduccién de diarreas y de episodios
febriles tras afadir Bifidobacterium longum BL999 y Lactobacillus rhamnosus LPR a una formula infantil
destinada a lactantes desde el primer mes de vida (Chouraqui y col. 2008). Una posible explicacion a
este hecho esta basada en el incremento de la funcién barrera que confieren los probidticos. Esta es una
de las funciones clave de los probidticos y es muy probable que los efectos positivos alcanzados en los
estudios expuestos en esta tesis se deban en gran parte a este hecho. Efectos intimamente relacionados
fueron obtenidos en estudios previos, donde se manifestd una propiedad beneficiosa del probidtico al
demostrar que era capaz de mejorar las condiciones del epitelio intestinal al inducir una mayor

expresion de mucinas, glicoproteinas que recubren la superficie del intestino y que ayudan a mantener
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su integridad (Olivares y col. 2006), impidiendo de esta forma la entrada de patégenos al aumentar el
efecto barrera. Ademas, existen estudios en los que se demuestra como los probidticos son capaces de
contrarrestar los efectos producidos por un patdgeno a nivel del epitelio intestinal, inhibiendo el efecto
de disrupcién del epitelio e induciendo un aumento en la expresion de proteinas de unidn, las cuales
realizan una importantisima funcién a nivel epitelial haciendo que la funcién barrera sea lo mas efectiva
posible, inhibiendo la entrada de patdgenos y reduciendo la permeabilidad intestinal (Bermudez-Brito y

col. 2012).

Tras evaluar la seguridad a corto plazo de Lactobacillus fermentum CECT5716 en el estudio
realizado en lactantes de 1 a 6 meses de edad que consumieron una férmula infantil suplementada con
la cepa probidtica entre los 1 y 6 meses de edad, en donde se pudo evidenciar que el consumo de dicha
féormula no afectaba al crecimiento de los lactantes, se realizd un seguimiento de los nifos a los 3 afios
de edad para evaluar los posibles efectos que pudieran derivarse a largo plazo como consecuencia del

consumo de la referida férmula.

Epidemiolégicamente existen datos que apuntan a un crecimiento rapido después del parto
como un factor de riesgo para la aparicién de obesidad, por lo que el efecto de los preparados para
lactantes sobre el aumento de peso es una fuente de preocupacién (Oddy y col. 2014). Por otra parte, se
ha implicado a la microbiota como uno de los factores que regulan los mecanismos de adquisiciéon de
energia y de almacenamiento (Sanz y col. 2013). Por todo ello, el estudio de los efectos a largo plazo de
la férmula probidtica experimental sobre el crecimiento, podria presentarse como un elemento clave en

la evaluacion de la seguridad.

En los resultados obtenidos, el consumo precoz de L. fermentum CECT5716 no mostrd efecto
alguno sobre el peso, puesto que los niflos de ambos grupos tuvieron valores similares de peso en los
diferentes momentos del seguimiento. Si nos fijamos en otra medida antropométrica como la talla, se
observd que la diferencia de longitud entre los grupos se redujo gradualmente con el tiempo vy las
diferencias no fueron significativas al final del seguimiento a los 3 afos. Por lo tanto, en términos de
crecimiento, los valores de peso y talla a los 3 afios fueron similares en nifios que consumieron la

formula infantil experimental y los que tomaron la formula estandar.

Sobre los efectos a largo plazo del consumo de probidticos en los primeros meses de la vida,

algunos estudios han analizado especificamente los efectos sobre el crecimiento (Rinne y col. 2006;
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Luoto y col. 2010), pero la mayoria de los estudios realizados se han centrado en evaluar el efecto
protector sobre el desarrollo de alergia y a los aspectos de seguridad se les ha prestado poca atencién
(Kuitunen y col. 2009; Abrahamsson y col. 2013; Wickens y col. 2013). Estos estudios evaluaron los
efectos entre los 2 y los 10 afios después de la intervencién. Al igual que se ha observado en el presente
estudio de seguimiento con L. fermentum CECT5716, no se evidenciaron efectos sobre el crecimiento
con la excepcion del estudio de Luoto y col (2010). Resefiar que este estudio mostré un efecto de la
intervencién temprana con el probidtico al moderar la fase inicial de aumento excesivo de peso,

especialmente entre los nifios que mas tarde adquirieron sobrepeso.

El consumo de la férmula para lactantes suplementada con L. fermentum CECT5716 parecia
reducir el riesgo de padecer infecciones gastrointestinales durante el periodo de intervencién a los 1-6
meses de edad, pero a los 3 afios se alcanzaron valores similares de incidencia de las infecciones entre
los nifios de ambos grupos. Por lo tanto, el efecto protector de la cepa probidtica no se mantuvo con el
tiempo una vez que la intervencidn finalizd. Los mecanismos propuestos para la actividad antiinfecciosa
de esta cepa probidtica incluyen la competencia con patégenos, la produccién de un entorno
fisioldgicamente restrictivo, la competencia por los sustratos, la produccion de compuestos
antibacterianos y la mejoria de la respuesta inmunoldgica (Olivares y col. 2006; Olivares y col. 2007). La
mejoria de la respuesta inmunoldgica contra los patdégenos por cepas de probidticos se ha relacionado
con una activacién de la respuesta inmune innata que no es permanente en el tiempo. Esta respuesta
especifica contra patdgenos requiere la coincidencia de la activacion de la respuesta innata por la cepa
probidtica con la presencia de antigenos de los patégenos (Olivares y col. 2007; Goto y col. 2013). De
acuerdo con esto, no se detectaron cambios en la IgA fecal a causa de la intervencién con el probiético.
El resto de los mecanismos, tales como los fendmenos de competencia o produccién de compuestos
antibacterianos, requieren la presencia de la bacteria y son dependientes de la dosis, por lo que puede

ser necesaria la administracion directa de cantidades de la cepa para observar los efectos.

Ciertas cepas de probidticos se han relacionado con mejoras en el confort gastrointestinal, tales
como la reduccién de la flatulencia, célicos del lactante y del transito intestinal (Whelan y col. 2011;
Urbanska y col. 2014; Huertas-Ceballos y col. 2014; Korterink y col. 2014; Chau y col. 2015; Xu y col.
2015; Party y col. 2015;). Sin embargo, el efecto a largo plazo del consumo precoz de los probidticos
sobre el bienestar intestinal ha sido poco estudiado. Abrahamsson y col (2013), en un estuio de

seguimiento hasta los 7 afios de edad, incluyeron datos sobre la frecuencia de la defecacién y no
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observaron diferencias entre los nifios que recibieron la cepa de L. reuteri y los nifios que recibieron un
placebo. El presente estudio de seguimiento no mostré ningin efecto del consumo precoz de L.
fermentum CECT 5716 en parametros relacionados con la funcién intestinal como la frecuencia de las
deposiciones, la flatulencia o la incidencia de dolor de abdominal. La falta de efectos a largo plazo
observada en el presente estudio de seguimiento coincide con la ausencia de diferencias en la
microbiota fecal entre nifios que consumieron la formula suplementada con L. fermentum CECT5716 y

los que consumieron la férmula estandar.

La administracidon temprana de probidtico se dirige especificamente a un periodo critico de la
vida en que la composicidon de la microbiota intestinal y la capacidad de respuesta inmunoldgica se
consolidan. Aunque, de acuerdo con la opinién de los expertos, la suplementaciéon a corto plazo con
féormula suplementada con probidticos no plantea problemas de seguridad, es cierto que hay pocos
estudios que evallen los efectos a largo plazo de la intervencidon temprana con probidticos (ESPGHAN,
2011). El presente seguimiento es el primer estudio que evalla los problemas de seguridad asociados
con el crecimiento de los nifos, la funcidn intestinal, la incidencia de las enfermedades y la microbiota

fecal.
Mastitis infecciosas durante la lactancia y Lactobacillus fermentum CETC 5716

El descubrimiento de la presencia de una microbiota fisiolégica en la leche materna es un
descubrimiento relativamente reciente (Martin y col. 2003) que ha dado pie a la apertura de nuevas
lineas de investigacion que abarcan no sélo cual es el origen de esta microbiota, sino también cémo se
modula por la madre, qué impacto tiene sobre la colonizacidn del bebé y sus efectos sobre la salud tanto
del bebé como de la madre (Martin y col. 2004; Martin y col. 2005). El estudio de esta microbiota en
mujeres llevd a relacionar las mastitis infecciosas durante la lactancia con un desequilibrio o disbiosis de
la microbiota natural en la leche materna. Tradicionalmente, Staphylococcus aureus ha sido considerado
como el agente etioldgico mas comun de mastitis; sin embargo, estudios recientes han sugerido que
otros microorganismos, tales como Staphylococcus coagulasa negativo, estan relacionados con la
mastitis y el dolor de pecho durante la lactancia (Delgado y col. 2009); de hecho Jiménez y col (2008)
encontraron que Staphylococcus epidermidis estaba presente en el 60% de los casos de mastitis. En
estos casos se produce una auténtica disbiosis de la microbiota normal de la glandula mamaria, con un

espectacular aumento de la concentracién del agente causal, muy por encima de los limites normales, y
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la desaparicién del resto de las bacterias «fisiolégicas » de la leche. Entre las distintas especies

bacterianas que se ven reducidas en caso de mastitis se encuentran los lactobacilos (Arroyo y col. 2010).

Un estudio piloto llevado a cabo en mujeres con mastitis que reciben una combinacion de cepas
de Lactobacillus, previamente aislada de leche materna, pone por primera de vez de manifiesto el
potencial del uso de bacterias probidticas para el tratamiento de la mastitis (Jiménez y col. 2008).
Posteriormente, se llevd a cabo un estudio clinico en mujeres afectadas de mastitis que recibieron bien
un tratamiento probidtico, Lactobacillus salivarius CECT5713 o L. fermentum CECT5716, o bien
tratamiento antibidtico. Se comprobd que ambas cepas, originarias de leche materna, eran efectivas
para restaurar el equilibrio de la microbiota mamaria y eliminar los sintomas clinicos de la mastitis,
ademas de presentar una gran ventaja sobre el tratamiento antibiético al ser mas favorable la evolucién
de los sintomas y menos frecuentes las recurrencias y los efectos secundarios (Arroyo y col. 2010). Tras
estos primeros estudios se plantean cuestiones sobre las condiciones de empleo, posologia, idoneidad

de la cepa, seguridad etc, que deben de ser respondidas en posteriores investigaciones.

Entre las cepas que se habian mostrado eficaces en el tratamiento de la mastitis destacaba
Lactobacillus fermentum CECT5716. Esta cepa, procedente de leche humana, presenta un fuerte
caracter antimicrobiano e inmunoestimulante (Martin y col. 2006; Olivares y col. 2006; Diaz-Ropero y
col. 2007; Pérez-Cano y col. 2010) y destaca también por su gran robustez que le permite una mayor
supervivencia al tracto gastrointestinal (Martin y col. 2004; Martin y col. 2006). Estas caracteristicas la
hicieron la cepa de eleccidn para seguir avanzando en el conocimiento de los efectos beneficiosos de los

probidticos en el tratamiento de la mastitis y que han sido tratados en la presente tesis doctoral.

El estudio de Arroyo (Arroyo y col. 2010) tenia una limitacion importante que era la ausencia de
un grupo placebo. El hecho de que se trabajara con mujeres que sufrian de una mastitis clinica hizo que
el Comité ético descartara la inclusion de un grupo placebo que no recibiera tratamiento alguno. Por ello
el grupo control recibia un tratamiento antibidtico que ademas no era el mismo en todas las mujeres
sino que dependia del criterio del médico que lo prescribiera en funcidn de los sintomas y de los analisis
microbioldgicos realizados. Aunque este disefio permitid poner de manifiesto que el tratamiento
probidtico podia ser una alternativa incluso al tratamiento antibidtico hay que tener en cuenta que el
mayor porcentaje de mastitis (90%) son mastitis subagudas que no requieren tratamiento antibiotico. El

manejo de estas mastitis por el clinico va mas dirigido a paliar los sintomas que a erradicar el problema
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que lo origina, por lo que la mujer sélo recibe recomendaciones sobre pautas de vaciado del pecho para
evitar acumulacion de leche y analgésicos para calmar el dolor. Estas medidas son poco efectivas y la
mastitis subaguda acaba progresando hacia una mastitis aguda o al abandono de la lactancia (World
Health Organization, 2000). Por tanto resulta de gran interés el evaluar como el tratamiento probidtico
con la cepa L. fermentum CECT5716 puede ayudar a mejorar la sintomatologia de estas mastitis
subagudas y poder comparar también con un grupo placebo que ayude a definir mejor la actividad de Ia

cepa probidtica.

Otra de las cuestiones fundamentales a resolver fue la dosis recomendada. Las dosis habituales
con las que se trabaja en probidticos se encuentran entre 10%-10'° e incluso en algunos casos 10
UFC/dia, sin embargo las aplicaciones son diversas y hay pocos estudios que comparen en un mismo
estudio diferentes dosis para establecer la dosis eficaz. En el presente estudio se decidié comparar 3
dosis crecientes de la cepa L. fermentum CECT5716: 3x10°, 6x10° y 9x10° UFC/dia. El rango de dosis se
eligié en base a varios aspectos. Por una parte se partié de un orden de magnitud 9log acorde a las dosis
comunmente usadas en los tratamientos probidticos (Fernandez y col, 2014). Por otra parte se tuvo en
cuenta la posible pérdida en viabilidad que pudiera sufrir la bacteria durante la vida util de un posible
producto en el mercado. Sobre esto hay que comentar que la demanda en el mercado es de
suplementos que tengan una vida util de unos 24 meses a temperatura ambiente. Las bacterias
probidticas, como organismos vivos que son, ven afectada su viabilidad durante el periodo de
almacenamiento. Para contrarrestar esta pérdida se lleva a cabo una sobredosificacion en el producto
final de forma que a final de caducidad se mantenga un nimero de viables suficiente para mantener la
actividad. Teniendo en cuenta que en el mercado la sobredosificacion esta en torno a 0,5-1 orden de
magnitud se decidié partir de una dosis maxima de 9x10° UFC/dia hasta una dosis minima de 3x10°

UFC/dia.

Como variable principal del estudio se eligio la carga de la especie Staphylococcus en la leche
materna como principal agente causal de la mastitis. Los resultados mostraron como el consumo de
Lactobacillus fermentum CECT5716 redujo significativamente la carga de este grupo bacteriano en la
leche de las mujeres. Las bacterias totales y la carga de Staphylococcus se correlacionaron
significativamente con la percepcién del dolor en las glandulas mamaria de las mujeres, lo que
demuestra que las alteraciones en la microbiota de la leche estan directamente relacionadas con los

sintomas de dolor en esta enfermedad. La carga bacteriana también se correlaciond significativamente
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con el nivel de IL-8 en la leche. Esta citoquina induce la infiltracién de células inmunes en donde ocurre

la infeccidn y su concentracidn en la leche humana se ha propuesto como un indicador eficaz de mastitis

(Hunt y col. 2013).

De acuerdo con estas asociaciones entre la carga de Staphylococcus y el dolor de mama, la
reduccidn de la carga bacteriana inducida por la administracién de Lactobacillus fermentum CECT5716
redujo significativamente el dolor de mama en las mujeres. La mejora en la sintomatologia fue
significativa ya desde de la primera semana de tratamiento. Si bien en los estudios previos se habia
utilizado una encuesta simple de valoracién del dolor basado en una escala de valoracién de intensidad
del 0 al 10, en el estudio presentado en esta tesis se incluyé un cuestionario validado de dolor que
evalud no sélo los aspectos sensoriales del dolor, sino también un aspecto muy importante del dolor
qgue es su dimensién afectiva. En este sentido, las mujeres en el estudio describieron sentimientos de
ansiedad, temor, enfado ante el problema de la mastitis. El consumo de Lactobacillus fermentum
CECT5716 mejord significativamente estos aspectos afectivos relacionados con el dolor. Hay que tener
en cuenta que, aparte de los beneficios que la lactancia materna tiene sobre la salud del bebé y de la
madre, la lactancia favorece el contacto de la madre con el bebé estrechando los lazos psicolégicos
entre ambos. El hecho de que el momento de la lactancia se convierta en un momento doloroso para la

madre puede llegar a causar una angustia emocional en la madre que la haga abandonar la lactancia.

Los mecanismos a través de los cuales la cepa L. fermentum CECT5716 ejerce un efecto
beneficioso sobre la mastitis no estan del todo claro. Entre los mecanismos antiinfecciosos que se han
atribuido a las bacterias probidticas en otras localizaciones del organismo como pueden ser el tracto
gastrointestinal o la mucosa vaginal estan los fendmenos de competencia por adhesién al epitelio y la
produccién de sustancias antibacterianas. En estudios previos in vitro se observé una potente actividad
antibacteriana frente a diversos microorganismos patdgenos entre los que se encontraba
Staphylococcus aureus (Olivares y col. 2006). Posteriormente en un estudio llevado a cabo en bebés de 6
a 12 meses se demostré que el consumo de la cepa probidtica durante 6 meses reducia de forma
significativa en mas de un 40% la incidencia de infecciones gastrointestinales. Algunos de los
mecanismos relacionados con la actividad antiinfecciosa como por ejemplo los fendmenos de
competicion, podrian requerir de la presencia de la propia cepa en el epitelio de la glandula mamaria. En
el estudio publicado por Arroyo y col. (2010), se demostré que la cepa L. fermentum CECT5716

alcanzaba la glandula mamaria tras su ingesta. Ademads la reduccién en la carga bacteriana en la leche
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materna se acompafid por un aumento significativo en el recuento de Lactobacillus en la leche. En el
estudio objeto de esta tesis no se observaron cambios en la concentracidn de Lactobacillus en la leche
materna. Sin embargo, mientras que en el estudio de Arroyo y col. (2010) no se detectaba carga de
Lactobacillus al inicio del estudio, en nuestro estudio ya se parte de un cierto nivel de Lactobacillus,
probablemente debido a que se ha trabajado con mujeres que sufrian mastitis subaguda y el nivel de
disbiosis es menor que en las mujeres con mastitis aguda (Jiménez y col. 2015). Por otra parte, los
recuentos relativamente bajos de Lactobacillus versus Staphylococcus en las muestras de leche sugiere
gue es improbable que el mecanismo del descenso del dolor sea simplemente un fenédmeno de
competencia. Algunos autores han sugerido que la activaciéon de la respuesta inmune innata del
huésped en la glandula mamaria es una caracteristica critica de la mastitis y que ésta podria ser el
resultado de una respuesta inflamatoria a una bacteria inocua (Glynn y col. 2014). De hecho, aunque
Staphylococcus epidermidis es comun en la leche de mujeres que sufren mastitis, las cepas de esta
especie también se encuentran en la leche de mujeres sanas (Heikkild y col. 2003; Martin y col. 2007;
Delgados y col. 2009b). En este sentido el caracter immunomodulador de las cepas probidticas pueden

jugar un papel clave en el control de la infeccidn (Klostermann y col. 2008; Crispie y col. 2008).

Los estudios llevados a cabo con la cepa Lactobacillus fermentum CECT5716 para evaluar su
efecto sobre el sistema inmune han puesto de manifiesto la peculiaridad de esta cepa para modular la
respuesta inmune en funcién del contexto inmunoldgico. Asi, la cepa es capaz de estimular la respuesta
inmune a través de la activacién de la respuesta innata (Diaz-Ropero y col. 2007; Olivares y col. 2007)
pero, en caso de que la cepa se aplique sobre un sistema inflamado, ésta modula la respuesta
reduciendo la respuesta inflamatoria (Peran y col. 2006; Diaz-Ropero y col. 2007; Arribas y col. 2008).
Estas propiedades inmunomoduladoras de L. fermentum CECT5716 probablemente contribuyan en gran
medida al efecto de la cepa sobre la mastitis. El género Staphylococcus spp esta dotado de mecanismos
dirigidos a evitar la fagocitosis, que es la primera linea de defensa del sistema inmune frente a los
patogenos (Avall-Jaaskeldinen y col, 2013). En un modelo de ratones sanos, L. fermentum CECT5716
aumenté la actividad fagocitica de monocitos y granulocitos. Esta actividad podria ayudar a prevenir la
proliferacién de estafilococos en la glandula mamaria (Diaz-Ropero y col. 2007). Otros estudios han
relacionado la administracién de cepas de L. rhamnosus y B. animalis durante la ultima fase del
embarazo y/o lactancia con un incremento en los niveles de IgA y TGF-f2 en leche (Rautava y col. 2002;
Prescott y col. 2008; Nikniaz y col 2013). La IgA podria ayudar a limitar el acceso de las bacterias

causantes de la mastitis al epitelio mamario mientras que TGF-[32 es un importante factor
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inmunoregulador. En el estudio objeto de la presente tesis doctoral no se observé diferencia en los
niveles de IgA en leche entre el grupo que recibid la cepa probidtica y el grupo control, sin embargo, no
descartamos que otros mediadores inmunoldgicos se hayan modificado. Son necesarios mas estudios
gue analicen los mecanismos responsables del efecto de L. fermentum CECT5716 en el tratamiento de la

mastitis.

En cuanto a las diferentes dosis evaluadas en el estudio no se pudo observar un efecto dosis-
respuesta debido a que las tres dosis probadas indujeron ofrecieron efectos similares y no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre ellas. El hecho de que no se haya observado un efecto
dosis-respuesta con las dosis evaluadas puede ser debido a que las tres dosis estuvieran dentro del
mismo orden de magnitud de 9log. No podemos descartar la posibilidad de que dosis significativamente
mas altas de Lactobacillus puede dar lugar a cambios en la respuesta. A la vista de los resultados, una
dosis de 3x10° UFC/dia es eficaz y suficiente para inducir efectos beneficiosos esperados. Como se ha
comentado anteriormente con el fin de asegurar en el producto final una cantidad minima de bacteria
viable se procede a la sobredosificacién en el momento de la fabricacién de forma que se compensen las
pérdidas durante la vida util del producto que puede alcanzar los 24 meses. Con este fin es aceptable
una sobredosificacién de 0,5-1 érdenes de magnitud. Puesto que en el estudio se ha definido la dosis
eficaz como 3x10° UFC/dia y se ha evaluado hasta 9x10° UFC/dia los resultados demuestran que en caso

de sobredosificacion tanto la efectividad como la seguridad del producto se mantienen.

La Organizacién Mundial de la Salud recomienda la lactancia exclusive hasta el 6 mes de
embarazo ya que la leche materna contiene todos los nutrientes y componentes necesarios para el
correcto crecimiento y desarrollo del bebé. La mastitis es un problema que afecta a un porcentaje
elevado de las mujeres durante el periodo de lactancia provocando no sélo importantes molestias a la
madre sino también tratamientos farmacoldgicos que deben de ser especificos para limitar al maximo
que lleguen al bebé a través de la leche. Ademas, la mastitis es la principal causa médica de abandono
de la lactancia. Los estudios de caracterizacion de la leche materna llevados a cabo en los uUltimos afios
han permitido demostrar la correlaciéon entre la carga bacteriana de ciertos grupos de bacterias en la
leche de mujer y la aparicion de dolor de pecho durante la lactancia (Jiménez y col. 2015). Dicha relacién

se ha corroborado en el estudio objeto de esta tesis doctoral.

La existencia de la circulacidon enteromamaria, que se intensifica al final del embarazo y durante

la lactancia, y la comprobacién de que las cepas de lactobacilos probiéticos administrados por via oral
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llegan a la glandula mamaria, abren la interesante posibilidad de modular la microbiota mamaria
mediante la ingestidn de probidticos. Un aspecto interesante que debera ser estudiado en el futuro es
cémo afecta al proceso de colonizacion del bebé y a su desarrollo el recibir a través de la leche materna
una elevada carga de estafilococos que en algunos casos de mastitis puede llegar a ser hasta 3 érdenes

de magnitud mayor que la carga presente en la leche de una mujer sana.

La capacidad de modular la microbiota mamaria a través de la intervencién probidtica permite
también actuar sobre la microbiota antes de que se produzca las disbiosis que dé lugar después a la
mastitis. Un estudio posterior de nuestro grupo de investigacién realizado en mujeres sanas reclutadas
en la primera semana tras el parto ha demostrado que L. fermentum CECT5716 es capaz de reducir la
carga de estafilococos en leche materna previniendo del desarrollo de la mastitis en un 51% (Hurtado y
col. 2017). Un resultado similar se ha obtenido con otra cepa obtenida de leche materna perteneciente

a la especie Lactobacillus salivarius (Fernandez y col. 2016b).

Como conclusién general el uso de Lactobacillus fermentum CECT5716 para el manejo de la
mastitis resulta en una estrategia eficiente, segura y natural que permite resolver los problemas de
disbiosis de la microbiota mamaria relacionados con la mastitis. Todo esto puede tener un impacto

favorable no sdlo para la salud de la madre sino también para la del hijo lactante.
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Conclusiones

1. El consumo de una férmula lactea de inicio suplementada con Lactobacillus fermentum

CECT5716 es seguro y bien tolerado en lactantes desde el primer mes de vida.

2. El consumo de una férmula ldctea de inicio suplementada con Lactobacillus fermentum
CECT5716 puede mejorar la salud de los lactantes, sobre todo reduciendo la incidencia de

infecciones gastrointestinales.

3. El consumo de una féormula suplementada con Lactobacillus fermentum CECT5716 en lactantes
desde el mes de vida es seguro y no produce alteraciones a largo plazo, al menos hasta los 3

anos de edad.

4. En las mujeres lactantes afectas de mastitis, la ingesta diaria de 3 x 10° ufc de Lactobacillus
fermentum CECT 5716 es efectiva y suficiente para inducir un descenso de la carga de

Staphylococcus en la leche.
5. En las mujeres lactantes afectas de mastitis, la ingesta diaria de 3 x 10° ufc de Lactobacillus

fermentum CECT 5716 conlleva efectos beneficiosos, disminuyendo el dolor en la glandula

mamaria asociado con la infeccién por Staphylococcus.
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