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Resumen

Es un estudio clinico con infantes de 6 y 7 meses de edad, 15 nifios v nifias divididos en
tres grupos. Seleccionados bajo criterios de inclusion especificos, como alimentacién con
seno materno exclusivo, y similitud de las condiciones socioecondémicas de sus familias.

El primer grupo recibié leche materna, alimentos complementarios y una férmula infantil
con probidticos (Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus), el segundo grupo
leche materna, alimentos complementarios y una férmula infantil sin probioticos y el tercer
grupo recibié leche materna y alimentos complementarios.

El seguimiento duré 7 meses, tiempo en el cual los grupos fueron monitoreados se
registré datos antropométricos y desarrollo psicomotor, ademds se registro los episodios
de infecciones respiratorias y digestivas, se tomo en cuenta la intensidad y la frecuencia de
los mismos y paralelamente se analizé la composicidn bacteriana en muestras de heces de
los infantes una inicial, la segunda después de un mes y la tercera a los seis meses del
consumo de leche materna, férmulas y alimentos.

Mediante la técnica de PCR (reaccién en cadena de polimerasa) y DGGE (Electroforesis
en gel con gradiente de desnaturalizacién) se compard las especies bacterianas entre
grupos y se identificé las bandas segtn la secuencia genética correspondiente a diferentes
bacterias.

No se encontrd diferencias significativas en los datos antropométricos entre grupos, ni en
la frecuencia de infecciones entre los tres grupos, sin embargo todos los grupos
experimentaron aplanamiento del patrén en las curvas de crecimiento.

Las especies bacterianas identificadas en las heces entre grupos fueron diferentes, no hubo
enriquecimiento con Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus del contenido
intestinal en el grupo que recibié probidticos (grupo 1). En el grupo 3, que recibié comida
regular (alimentos complementarios) predomino Bifidobacterium sph 12, mientras que en
los grupos 1 y 2 aquellos quienes recibieron formulas se identificé Bifidobacterium
longum bv infantis y Bifidobacterium (no cultivado).

Del analisis microbiologico de la formula con probiéticos se aislé Bifidobacterium lactis y
Streptococcus thermophilus.

Palabras claves: Microbiota, Probidticos, Alimentos Regulares o Complementarios,
Inmunidad Intestinal.
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Abstract

A clinical study has carried out on 6 and 7 months old children, 15 boys and girls divided
into 3 groups. The subjects were selected using specific criteria, the most important being
that they had been fed exclusively on breast milk and that they were from families with
similar socioeconomic backgrounds.

The first group received an infant milk formula with added probiotics such as
Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus as well as solid food. The second
group received a probiotic- free infant milk formula on top of their solid food. The third
group received only solid food without probiotics.

The study lasted 7 months, during which time the groups were monitored using
anthropometric figures and neuromotor development data. Episodes of respiratory and
digestive tract infections were also registered taking into account their intensity and
frequency. In parallel the bacterial composition was analized of stool samples taken before
the study, after one month and after six months of the consumption of the formulas and
food.

Using PCR (polymerase chain reaction) and DGGE (Denaturing gradient gel
electrophoresis) technology the bacterial species in the different samples were compared
and the bands showing genetic sequences corresponding to different bacteria were
identified.

No significant differences were found in the anthropometric figures amongst the groups,
nor in the incidence of infections in the three groups. However all 3 groups demonstrated
reduced growth in relation to the standard growth curves with respect to age.

The bacterial species identified in the stool samples differed amongst the groups.

Those that received probiotics (group 1) did not show enrichment of the intestinal content
with Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus In group 3 which only received
normal food, Bifidobacterium sph 12 was predominant while Bifidobacterium longum by
infants and Bifidobacterium (non-cultivated) were identified in groups 1 and 2, which
received infant formula.

Microbiological analysis of the formula with probiotics led to the isolation of
Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus.

Key words: Microbiota, Probiotics, Solid foods, Intestinal immune system.
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Capitulo 1
Generalidades

1.1 Introduccién

El estudio de los probidticos y su efecto inmunomodulador a nivel intestinal estd siendo
investigado cada vez mas. Se han descrito las funciones innatas de la microbiota intestinal
humana que a medida que se establece va modificando el desarrollo de la inmunidad
intestinal (10). En ausencia de microbiota, cambian las funciones normales del tejido
linfoideo del intestino. La mayor parte de las células que forman este complejo equipo de
defensa difieren en tamafio y funcionalidad en ausencia de microbiota. En modelos
experimentales con animales libres de gérmenes hay atrofia y poco desarrollo del sistema
inmune en contraste con los animales colonizados por un tipo especifico bacteriano que se
caracterizan por un adecuado desarrollo de la inmunidad (12).

Se practica el uso de probidticos para lograr un efecto beneficioso en el huésped; se
reportan resultados clinicos a favor del uso de los mismos, sin embargo es complicado
demostrar la colonizaciéon del intestine humano con las bacterias vivas suplementadas.
Esta investigacion tiene por objeto la demostracion del efecto del consumo de probidticos
en la microbiota de infantes durante el periodo de alimentacién complementaria.

La microbiota normal incluye aproximadamente 400 especies de bacterias, muchas de las
cuales son dificiles de cultivar in vitro (10). Solo en los tltimos afios, algunos métodos
moleculares han sido descritos para el analisis de la microbiota (18) Esas investigaciones
estudian el 16S rDNA y la secuencia de nucledtidos como marcadores individuales para
cada componente de la microbiota Se puede disefiar “primers” (iniciadores) especificos
para PCR basados en la regidén variable de esta molécula para diferenciar bacterias en su
geénero o en su especie, dentro de un complejo ecosistema microbiano. Una via alternativa
para estudiar la secuencia 16S rDNA microbiano heterogéneo es usar PCR “primers”
universales para amplificar un fragmento de la secuencia bacteriana en mencién por PCR y
luego separar esos productos en una secuencia especifica por DGGE (1).

El método DGGE separa los productos del PCR de tamafio similar pero de secuencias
diferentes por desnaturalizacién quimica. En teoria cada banda dentro del perfil del DGGRE
representa un grupo de organismos relacionados entre si, y si la especificidad de los
“primers” es suficientemente elevada, cada banda puede representar una especie o un

aislado bacteriano individual (20).



Esta técnica ha sido usada para monitorear la microbiota intestinal en respuesta a
tratamientos con dietas (14). La disponibilidad actual de esta tecnologia permite la
medicion del impacto de los probidticos en la composicion de la microbiota. La limitada
informacion respecto al efecto de los probidticos en la composicidon de la microbiota
intestinal y particularmente la reducida informacidén sobre el uso de férmulas con
probidticos en infantes durante el periodo de alimentacién complementaria justifica este
tipo de estudios.

La sucesidn bacteriana en infantes deriva de las condiciones del parto, de la alimentacién
exclusiva con leche materna y del inicio de los alimentos sélidos. Se quiere demostrar el
enriquecimiento de la microbiota intestinal de infantes con probidticos como
Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus usando como vehiculo una férmula
infantil de uso comercial.

Se analizé la composicion bacteriana de la formula comprobandose la presencia de los
probidticos mencionados y se identificd las bacterias presentes en la microbiota de las
muestras de heces de los infantes con técnicas de biologia molecular como aislamiento del
DNA, amplificacion por reaccidén en cadena de polimerasa (PCR) y desnaturalizacidén de
las secuencias de DNA para identificacion posterior de los diferentes grupos bacterianos.
Se evalud el crecimiento y el desarrollo, ademas de la frecuencia de episodios infecciosos
respiratorios y digestivos; se comparé entre grupos los datos antropométricos obtenidos y
el nimero de infecciones. Se considerd el registro de las enfermedades respiratorias y
digestivas por ser esta edad (desde los 6 meses hasta los 12 meses) la mas susceptible ante
estos problemas de salud debido a la transicion de leche materna a alimentos
complementarios y la influencia de las condiciones higiénico sanitarias ante el
aparecimiento de procesos infecciosos. Las enfermedades infecciosas agudas respiratorias
y gastrointestinales son causa importante de desnufricién global y crénica en nifios
menores de cinco afios (30).

Durante la Gltima década se investiga la intervencidn en la modulacién del sistema inmune
a través de la administracidon profilactica y terapéutica de bacterias vivas bioseguras los
probiodticos, los cuales podrian prevenir ciertas infecciones como las causadas por
rotavirus, Campylobacter jejuni (2)

Las bacterias acido lacticas son las que se prefieren para este tipo de estudios (45).

‘Bz'ﬁdobacterium lactis v Streptococcus thermophilus son ejemplos de ellas. Estas deben



sobrevivir las barreras fisicoquimicas del tracto digestivo superior, adherirse y colonizar €l
intestino para interactuar con el epitelio intestinal y el sistema mmune intestinal (2).
Bifidobacterium lactis tiene estas caracteristicas mencionadas y se conoce de la
produccion por parte de la bacteria de una sustancia denominada serpina, la cual
posiblemente tiene actividad inmunomoduladora (3). En tanto Streptococcus thermophilus
es una bacteria productora de lactasa, enzima que facilita la digestién de lactosa vy
disminuye los sintomas de malabsorcion, que acompafian a las infecciones
gastrointestinales (3).

Los tipos de bacterias que se encueniran en el intestino cambian y evolucionan segun la
edad del individuo y la alimentacion que reciba. La ingesta de probidticos proporciona
bacterias vivas de manera temporal, es decitr mientras se ingiera el producto. No estd
determinada la concentracion de unidades formadores de colonias (ufc) de bacterias que
permanecen en el intestino necesarias para lograr los beneficios que se le atribuyen a los
probidticos, sin embargo hay interés en la medicion de las mismas a través de métodos y
técnicas de biologia molecular como PCR-DGGE aplicado a muestras de heces humanas,
basada en la secuencia ribosomal (4).

En la mayoria de los estudios se ha medido los cambios clinicos que presentan los
pacientes al recibir probitticos como, por ejemplo; disminucién del nimero de dias de
recuperacién en nifios con rotavirus, reduccion de la sintomatologia en diarreas por
antibidticos (3); prevencién de enterocolitis necrotizante en recién nacidos prematuros

usando lactobacilos GG, disminuyendo la frecuencia de esta patologia de 6.6% a 2.8% (6).



1.2 Planteamiento del problema

No se conoce detalladamente como se afecta la microbiota intestinal de infantes durante el
consumo de probidticos. La presencia de bacterias externas puede cambiar el ecosistema
intestinal y obtener efectos positivos al hospedador que los consume, pero se desconoce en
gue magnitud puede influir estas modificaciones.

El consumo de la leche materna y de los diferentes alimentos de la dieta transforma la
funcion del intestino y su respuesta inmune; y los cambios que pueden darse en el
ambiente en general, influyen en el desarrollo de la microbiota intestinal

I.a reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y la electroforesis por desnaturalizacién en gel
(DGGE) se aplicarian para medir si las heces de los infantes que consumen probioticos se
enriquecen con las bactenias de la férmula, y se compara con los otros dos grupos que no
reciben probiodticos. Ademas es importante el seguimiento clinico durante el consumo de

probidticos.



1.3 Justificacion

La leche materna es el alimento ideal durante los primeros 6 meses de vida; si los infantes
reciben leche materna exclusiva, esta proporciona proteccion frente a agentes microbianos
nocivos. Después de este periodo, la alimentacién complementaria es necesaria para
satisfacer los requerimientos nutricionales del infante (7). Durante este periodo que puede
extenderse hasta los dos afios, hay un reemplazo gradual de leche materna por alimentos
que consume la familia (7). También durante la iniciacidén del periodo de alimentacién
complementaria se introducen alimentos o férmulas en la dieta que causan cambios en la
microbiota gastrointestinal (10). El periodo de alimentacion complementaria es una etapa
de riesgo nufricional para los infantes, pues las practicas alimentarias inadecuadas
aumentan el riesgo de enfermar por infecciones. Todo esto contribuye a la detencién en la
ganancia del peso y de longitud, ocasionando desnutricién. Es posible complementar esta
funcion protectora de la lactancia materna con el consumo de bacterias
inmunomoduladoras con efecto beneficioso del tipo lactobacilos y bifidobacterias,
llamadas probidticos (46).

Muchas funciones han sido atribuidas a la microbiota intestinal normal tales como
estimulacion de la maduracién intestinal, mantenimiento de la funcion de barrera intestinal,
incremento en la absorcidon de nutrentes, proteccién contra agentes infecciosos y
estimulacion del sistema inmune (12).

Hay situaciones gque alteran la composicion de la microbiota por ejemplo el use de
antibidticos pueden provocar procesos patologicos como sindromes diarreicos. Al
contrario, medidas que fomentan el desarrollo y estabilidad de la microbiota como el uso
de prebioticos y probidticos han sido asociados con resistencia a las infecciones
microbianas (13). Es importante notar que la composicién de la microbiota, varia
dependiendo de la dieta particular del individuo (14).

La medicidén de estos cambios debe ser objetiva para inferir con respecto al beneficio del
consumo de prebidticos. Hay dificultad en la identificacion de las especies bacterianas
por métodos convencionales, pues el uso de técnicas de biologia molecular esta facilitando
la investigacion. Sin embargo no es facil el acceso a estos métodos de manera rutinaria. En
la dltima década, se ponen en practica y son los que han aportado la mayor informacién

sobre la microbiota del intestino humano.



1.4 Objetivos Especificos

4.1. Comparar la microbiota intestinal en infantes que reciben leche materna, férmula con
probidticos ademas de la comida familiar; leche materna, formula sin probidticos ademas
de la comida familiar, y aquellos que reciben leche materna y la comida familiar.

4.2. Comparar el estado nutricional, el desarrollo psicomotor y la morbilidad en infantes
que reciben leche materna, férmula con probiéticos ademas de la comida familiar; leche
materna, formula sin probidticos ademés de la comida familiar, y aquellos gue reciben
leche materna y la comida familiar,

4.3. Realizar el analisis microbiologico de la formula con probidticos que contiene

Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus usada en esta investigacion.



1.5 Hipdtesis

Los infantes que consumen formulas con probidticos Bifidobacterium lactis y
Streptococcus thermophilus, a mas de la comida familiar tienen una microbiota diferente
alos infantes que reciben comida familiar.

El consumo de probidticos incrementa el numero de Bifidobacterium lactis 'y
Streptococcus  thermophilus en el contenido intestinal y limita el numero de
enterobacterias.

El consumo de probidticos disminuye el ntmero de episodios leves, moderados y graves
de enfermedad diarreica aguda e infeccién respiratoria aguda, y beneficia el estado

nutricional de los infantes.



Capitulo 2
Marco Teorico

2.1 Fisiologia del crecimiento y desarrollo infantil

Los seres humanos atraviesan periodos criticos en el ciclo vital con mayor exposicion de
su salud que pone en riesgo la vida; como el periode de gestacidén y la infancia; infantes
son los nifios y nifias comprendidos entre los 0 a 3 afios de edad (21).

El desarrollo de la gestacion depende del estado nutricional de la madre y de los cuidados
prenatales. Posteriormente influye la decision de alimentar con leche materna exclusiva;
para esto la recomendacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es la lactancia
exclusiva hasta los 6 meses de edad, que garantizara al nifio/nifia tener una mejor salud
hasta que llegue el periodo de la alimentacion complementaria, que inicia a los 7 meses de
edad y finalmente la participacion del infante en la dieta familiar a los 12 meses de edad.
El periodo que va desde los 6 meses hasta los 12 meses es un periodo critico porgue los
infantes se hallan expuestos a agentes infecciosos que pueden causar enfermedad, la
orientacion que reciba la madre sobre précticas adecuadas para alimentar a su hijo,
contribuiran para registrar un dptimo crecimiento y desarrollo.

El desarrolio cerebral en su mayor porcentaje se logra hasta los dos afios de edad , de ahi la
importancia en la atencion y cuidados que reciban los infantes para mantener una
alimentacion saludable, una adecuada higiene, una correcta estimulacion y demostraciones
de afecto por parte de sus cuidadores. Puede presentarse disminucién de la ingesta durante
esta etapa por varios factores como deficiencia de micronutrientes, problemas
emocionales, dietas mondtonas, preparaciones poco agradables y la presencia de procesos
mfecciosos (7).

Fisiologicamente a partir del nacimiento el crecimiento corporal se lleva a cabo a gran
velocidad, el mismo que no se repite en otro momento del ciclo de vida. La mejor forma de
juzgar la condicion nutricional de los nifios durante su primer afio de vida es por medio de
un registro periddico de los valores de peso y longitud en las curvas de crecimiento, se
puede evaluar el pese y longitud a una determinada edad y observar el aumento de peso y
longitud entre dos mediciones (21).

Una manera de valorar el crecimiento es graficando con un punto el peso y 1a longitud en
‘las curvas elaboradas por The National Center for Health Statistics en colaboracidén con

The Nacional Center for Chronic Disease Prevention and Health Promotion, obteniendo el



percentil y con las siguientes tomas “el canal de crecimiento”. El cambio en el canal
hacia abajo o un aplanamiento de la curva de crecimiento, indica deterioro del estado
nutricional agudo por enfermedad o disminucién de la ingesta o por aumento de las
necesidades energéticas.

Normalmente los infantes a los 2 meses de edad ganan hasta 900 gramos por mes, de los 2
a los 6 meses ganan 600 gramos mensuales, y desde los 9 meses aproximadamente 300 a
450 gramos por mes; duplicando a los 4 meses el peso al nacer y a los 12 meses el peso del
nacimiento  se ftriplica. La ganancia de la longitud hasta los 6 meses es de
aproximadamente 16 centimetros y hasta los 12 meses la ganancia total de longitud es el

50% de la longitud al nacer.

2.2 Proceso de maduracion del intestino

Al igual que los reflejos y los movimientos oro-faciales se perfeccionan también los
epitelios del aparato gastrointestinél sufren una seric de modificaciones desde el
nacimiento hasta la edad adulta, la produccién de enzimas y secreciones intestinales,
conjuntamente con el eje de produccidn hormonal contribuyen a lograr un aparato
digestivo maduro y capaz de digerir, absorber nutrientes y eliminar desechos. La
asimilacion es progresiva para los diferentes nutrientes de ahi las recomendaciones de
iniciar con ciertos tipos de alimentos para luego completar la dieta que debe ser variada y

balanceada alos 12 meses de edad (11).

2.2.1 Ontogenia del aparato digestivo

El desarrollo ontogenético del intestino de los mamiferos es un proceso altamente
organizado, definiendo un epitelio intestinal especializado en digestidon, absorcidn,
funciones endocrinas y funciones inmunoldgicas. El desarrollo ontogenético puede

dividirse en cinco fases (12, 22):

- La morfogénesis (gestacion)

- La citodiferenciacion y desarrollo fetal incluyendo la preparacion del epitelio para
la absorcidn del calostro y leche materna.

- Al nacer, el periode temprano de succién.

- Periodo de succion propiamente dicho.
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- El periodo de destete es decir la transicion de la lactancia materna a una dieta
solida, con profundas transformaciones de Jas funciones digestivas y de transporte,

debida a la madurez que adquiere el intestino.

2.2.2 Crecimiento y Desarrollo de la mucosa intestinal

La morfogénesis y la citodiferenciacion se deben a la expresién de genes (12). El inicio del
desarrollo embrionario intestinal comienza con la formacion de las vellosidades y criptas
intestinales, con progresiva proliferacion de las segundas, segun estudios con mamiferos de
laboratorio (22).

Durante la citodiferenciacion, el epitelio se transforma definitivamente en simple cilindrico
v la membrana celular se caracteriza por tener un lado apical y dos basolaterales con
funciones diferentes. De las células “madre” inmaduras y primitivas de las vellosidades y
criptas emergen lineas celulares diferentes. La base de esta diferenciacién es la
intercomunicacién celular; la produccién de moléculas extracelulares modifica el ambiente

que regula la expresién gendmica.

2.2.3 Transporte intestinal

I.a madurez intestinal tiene que ver con los cambios en la absorcidn frente a diferentes
moléculas en la luz intestinal. El transporte de nutrientes en la luz cuando el epitelio
intestinal es immaduro se realiza en todo el espesor de las vellosidades, no asi en el
intestino maduro que se realiza en la porcién superior de la vellosidad, y depende de la
variabilidad de la permeabilidad paracelular y de la remodelacién de las membranas
celulares con fosfolipidos.

La transferencia de macromoléculas (inmunoglobulinas, factores de crecimiento vy
antigenos incluyendo microorganismos) se realiza en los enterocitos y en las células
especializadas llamadas células M.

Al nacer, los nutrientes que provee el calostro y la leche materna se absorben por dos
mecanismos: endocitosis y por receptores; el intestino del recién nacido carece de
proteasas facilitando que los péptidos lleguen intactos al intestino (tales como factor de
crecimiento epidérmico y factor de crecimiento insulina dependiente), estos péptidos

influyen en la proliferacion y diferenciacion celular (19, 22).
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2.2.4 Absorcion y Secrecion intestinal

En el tltimo trimestre de gestacion la expresion de transportadores permite al feto obtener
carbohidratos, aminoacidos y proteinas del liquido amnidtico que deglute.

Para la glucosa se desarrollan dos transportadores (GLUT1, GLUT2) y un cotransportador
SGLTI; en fetos humanos se realiza por dos vias sodio-dependientes mientras que en el
adulto se realiza por un solo transportador sodio dependiente (GLUT?2).

Los lipidos (colesterol, acidos grasos) se absorben desde el nacimiento por pinocitosis,
ciertos acidos grasos a través de receptores en el borde en cepillo, otros por difusion pasiva
y otros por portadores; sin embargo la absorcién de lipidos en neonatos sigue siendo la mas
deficiente de todas las etapas de la vida por la deficiencia de lipasas pancreaticas y lipasas
intestinales a expensas de la maduracién de la circulacion entero-hepética y la produccidon
de sales biliares que todavia no aparece al nacer, sino posteriormente. También el intestino
tiene la capacidad de sintetizar lipidos, fosfolipidos, y apolipoproteinas.

En tanto hay diferentes formas de absorcién de los aminoacidos, una via sodio dependiente
y otro sodio independiente. Las funciones secretoras del intestino proporcionan un medio
propicio para la digestién, la absorcidn, la remocién de agentes nocivos, y vehiculo de

moléculas como inmunoglobulina A.

2.2.5 Regulacion de la funcién Intestinal
La interrelacion celular hace que la regulacion sea dependiente de diferentes mecanismos,
asi:

- Programacion genética

- Sefiales neurcenddcrinas: aldosterona, mineralocorticoides, glucocorticoides,

corticosterorides, insulina.

El cierre intestinal que es la reduccién de la absorcién de macromoléculas, al parecer esta
asociado a la accidn de algunas hormonas y factores de crecimiento. Las hormonas
modulan los cambios postnatales en el transporte intestinal y juegan un rol importante
cuando el organismo necesita acelerar y coordinar cambios del desarrollo en todo el
organismo como por ejemplo el perfodo de alimentacién complementaria. Las

-modificaciones aparecen debidas a:
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- Signos paracrinos.
- Neuromodulacion.

- Influencia de la dieta.

Ontogéneticamente el intestino se encuentra en presencia de moléculas del liquido
amnidtico, luego al nacer en presencia de la leche materna, posteriormente a los alimentos
sOlidos complementarios y finalmente la dieta variada del adulto. Cada una impone
demandas diferentes del intestino y cada una influye de manera diferente. I.a dieta contiene
componentes nutritivos y otros no nutritivos. El liquido amniético, calostro y la leche
materna contienen sustancias biolégicas activas que estimulan el crecimiento y el
desarrollo del epitelio intestinal

La biologia molecular y la fisiologia son la base del descubrimiento de los mecanismos
complejos de regulacidon de la funcién intestinal, la investigacién en ontogenia permite
descubnr los periodo criticos del desarrollo intestinal de manera que la ciencia puede
mvestigar sobre los problemas que aparecen en recién nacidos a término y/o pretérmino y
la fisiopatologia de los procesos secretores que se presentan en los cuadros diarreicos

infantiles (22).

2.3 Leche materna y alimentacién complementaria

La leche materna cumple con la funcién de inmunosupresién debido a que contiene un
factor el TGF beta (“transforming growth factor™), este factor puede mediar el efecto de
inmunosupresion al regular la respuesta del intestino frente a diferentes antigenos del
ambiente y de los alimentos de la dieta (42).
La Jeche materna cumple ademas con la funcién de inmunoproteccidn, hay estudios que
respaldan la hipdtesis que linfoblastos del tejido linfoideo intestinal de la madre viajan al
tejido mamario e informan a estas células €l tipo de anticuerpos que debe producir (23).

La leche materna contiene componentes celulares: neutréfilos, macréfagos, monocitos,
linfocitos, eosindfilos, linfocitos T y B, que confleren inmunidad pasiva, que puede
explicar la baja morbilidad en infantes que reciben lactancia materna exclusiva (23).

Otros factores protectores transferidos son analogos de los receptores de glicoproteina del
epitelio intestinal que previenen el ataque bacteriano. El factor bifidus, la fibronectina, la

lactoferrina y lisosimas, ademas las citoguinas presentes pueden aumentar los efectos
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antivirales y despertar la respuesta de la inmunoglobulina A (23). Datos cromatograficos
indican que la leche materna contiene: lactosa, glucosa, galactosa, oligosacaridos
nitrogenados, que contribuyen a la multiplicacion y colonizacién intestinal de
microorganismos especificos con efectos beneficiosos para el infante, promocionando la
actividad de Lactobacilus bifidus (23). Esta bacteria al degradar la lactosa produce acido
lactico y acido acético que deriva en una reaccidn acida del contenido intestinal, la que
bloquea el crecimiento de organismos enteropatogénicos (13).

El inicio de la alimentacion complementaria conocida como “ablactacién parcial”,
“destete” o “weaning” en inglés debe ser progresivo y consiste en  dar otros alimentos
adicionales a la leche materna lnego del sexto mes de recibir seno materno exclusivo (8),
estos alimentos ofrecen energia y micronutrientes, se¢ espera -que al afio de edad
aproximadamente el 50% de la energla que necesitan los infantes debe cubrirse por otros
alimentos y aproximadamente el 50% de la energia debe provenir de la leche materna,

que para esta época se vuelve insuficiente para cubrir las demandas energéticas (21, 53).

2.3.1 Requerimientos de micronutrientes y vitaminas, durante el

crecimiento y desarrollo infantil

La etapa de alimentacién complementaria coincide con el término de la maduracidn
fisiologica del aparato oral-gastrointestinal (producciéon de enzimas, secreciones
intestinales) (25). Los alimentos complementarios o “alimentos de transicién” deben cubrir
las necesidades energéticas y proporcionar los micronutrientes y vitaminas que el infante
necesita.
Las caracteristicas de los alimentos de transicidon son (24):

- Ricos en energia y nutrientes.

- Limpios y seguros.

- De facil preparacion y ser de uso comun de entre los alimentos familiares.

- Alimentos locales, faciles de conseguir.

Se debe vigilar que se consuman alimentos ricos en micronutrientes como hierro para
prevenir el aparecimiento de anemia, y también ricos en calcio, zine, vitamina A, vitamina

C y folatos ademas de ser energéticamente densos especialmente desde los 6 a los 12
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meses. Los requerimientos diarios de diferentes nutrientes se encuentran en detalle en el
Cuadro 1.

La limpieza y seguridad implica que el consumo no ocasione problemas ya sean
infecciosos o no, que no contengan agentes quimicos o toxinas, ni huesos, ni elementos no
digeribles que puedan ocasionar lesiones en boca y mucosas, ni demasiado calientes que
ocasionen quemaduras, que no contengan sal o condimentos picantes; deben ser alimentos
suaves, faciles para preparar y comer. Se encuentra méas informacién en la guia de
alimentacion complementaria del Cuadro 2. La combinacién de alimentos
complementarios logra mezclas energéticas y nufritivas adecuadas para las necesidades

(24).
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Cuadro 1. Requerimientos de nutrientes en la Infancia

DENSIDAD ENERGETICA

4.2 kl/g de comida (0.6kcal/g a los 6-8 meses y de lkeal /g de los
12-23 meses)

REQUERIMIENTOS  DE
HIERRO

4mg/ 100kcal para infantes entre 6-8 meses, 2.4mg/ 100kcal entre los
9- 11 meses, y 0.8mg/ 100kcal para infantes entre 12~ 24 meses.

Se pueden incluir alimentos fortificados.

REQUERIMIENTOS  DE
ZINC

0.8mg/ 100kcal en infantes entre 6-8 meses de edad y 0.5mg/
100kcal en infantes entre 9-11 meses de edad.

Incluir alimentos como carnes, pescados, derivados lacteos ricos en
zinc. Mantener niveles bajos de fitatos para prevenir la poca

absorcidén de minerales (calcio, zine)

REQUERIMIENTOS  DE
PROTEINAS

Promedio de 0.7 g/ 100kcal entre los 6- 24 meses de edad

REQUERIMIENTOS DE
AGUA

Las bebidas y el agua puede ocasionar dilucidn de la densidad
energética, ocasionando problemas en los requerimientos diarios,
por la pequefia capacidad géstrica de los infantes.

(capacidad gastrica 30-40ml/ kg de peso)

CANTIDAD Y
FRECUENCIA DE LOS
ALIMENTOS
COMPLEMENTARIOS

Los alimentos deben ser introducidos uno a la vez con intervalo de 3
a 7 dias v la frecuencia de las comidas hasta 3 diarias mas 2
refrigerios, intercaladas con leche materna. La higiene durante la
preparacion de alimentos complementarios debe mantenerse durante
la preparacion, almacenamiento (recipientes, refrigeracidn),
administracion de los alimentos al infante. Se recomienda el uso de

faza y cuchara para administrar los alimentos.

Elaborada por la autora en base a diferentes lecturas.




Cnadro 2. Guia y recomendaciones en alimentacion complementaria

Mayores de 4 meses

Alimentacion con leche materna cuantas veces el nifio desee
alrededor de 8 veces en 24 horas,

Nifios desde los 6 meses.

Leche materna a menudo, las veces que el nifio desee alrededor de 8
veces en 24 horas.

Solo dar otras comidas si el nifio: parece con hambre luegoe de la
leche materna, si no tiene una ganancia adecuada de peso, se da
alimentos complementarios 1 o 2 veces por dia después de la ieche
matema.

Nifios de 6 a 12 meses

Leche materna las veces que el nifio desee.

Dar porciones de: papillas de maiz, yuca, soya.

Afiadir azacar, aceite mezclado con leche o semillas oleaginosas.
Mezclas de comida aplastada mandioca, papa o yuca o maiz o arroz,
mezclado con pescado o granos o semillas y vegetales verdes.

Dar 3 comidas por dia si recibe leche materna.

Dar 5 comidas por dia si no recibe leche materna.

Dar colaciones nutritivas entre comidas; huevo, platano ¢ pan.

Nifios de 12 meses a 24 meses

Leche materna las veces qgue el nifio desee.

Dar pociones de: Mezclas de comida aplastada mandioca, papa o
yuca o0 maiz o arroz, mezclado con pescado, o granos o semillas y
vegetales verdes.

Dar 3 comidas por dia y 2 colaciones

Fuente Ref. (53)

2.3.2 Consecuencias de una mala alimentacién complementaria

16

La energia requerida segtin el Dietary Reference Intakes (DRI) 2002 en el Cuadro 3, para

la edad de O a 6 meses en varones es de 95 kilocalorias /kg de peso - dia y en mujeres 86.6

lkalocalorias /kg de peso — dia; en infantes de 6 a 12 meses para varones 82.5 kilocalorias

/kg de peso - dia y para mujeres de la misma edad 75 kilocalorias / kg de peso - dia (52).

Cuadro 3. Referencia dietética en la ingesta, ( DRI 2002)

Edad Hombres Mujeres

Kcal / Kg peso / dia Kcal / Kg peso / dia
0 — 6 meses 95.0 36.6
6 — 12 meses 82.5 75.0

TFuente Ref. (52)
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Se podria alimentar inadecuadamente a los infantes, cuando hay falta de informacion y
conocimientos, por falta de recursos econdémicos o por una mala combinacion de los
alimentos, y esto puede llevar al desarrollo de un problema de malnutricién. Nifias y nifios
malnutridos pueden sufrir facilmente de infecciones con el consecuente incremento de la

morbilidad y mortalidad infantil.

2.3.3 Susceptibilidad de los infantes a las enfermedades infecciosas

La situaciéon de pobreza en paises en vias de desarrollo facilita el aparecimiento de
enfermedades infecciosas durante el perfodo de alimentacidon complementaria que
favorece la interrupcion del crecimiento v desarrolle infantil. La falta de crecimiento
ocurre con mas frecuencia entre los 6 a 18 meses de edad. Es multifactorial pero los mas
importantes son la alta frecuencia de infecciones y la pobre ingesta de alimentos (26).
Cuando la familia no cuenta con las condiciones socioecondmicas basicas como agua
potable y alcantarillado, la alimentacion complementaria se asocia a un mayor numero de
episodios infecciosos. El lavado de manos y el cortado de ufias es una practica inconstante
y se ha observado que no hay gran preocupacidn por usar utensilios limpios para los
infantes a la hora de comer. Los episodios infecciosos esta asociada también a ]a baja la

escolaridad de los cuidadores.

2.3.4 Incidencia de la morbilidad y mortalidad infantil por infecciones

gastrointestinales y respiratorias

El nimero de episodios de diarrea aguda en menores de 5 aflos en paises en vias de
desarrollo es de 3 episodios por afio, sin embargo en algunas regiones los episodios son de
6 a 8 por afio (27). La mortalidad por diarrea aguda tiene un estimado de 3 millones de
muertes por afio en el mismo grupo de edad (OMS 1995) (27). La causa de las
enfermedades diarreicas es la falta de agua segura, los alimentos preparados bajo pobres
condiciones de higiene que ocasiona la contaminacién con patégenos. La diarrea estd
asociada con malnutricion, la comida contaminada es responsable del 70% de episodios de
diarrea. El 25% de las diarreas estan ocasionadas por Echerichia coli patdgena, otros
enterobacterias son shigella y vibrio cholerae (28).

Las infecciones respiratorias son la primera causa de morbilidad en infantes, es la primera

causa de hospitalizaciones; la etiologia principal son los virus respiratorios, la frecuencia
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de los episodios de infecciones respiratorias en nifios en el primer afio de vidaes de 5a 7
por afio. (Ver Cuadro 4)

La asociacion entre infecciones y malnutricidn es responsable de 13 millones de muertes
por afio de infantes menores de 5 afios alrededor del mundo (28). El periodo de
alimentacién complementaria resulta de riesgo por la exposicion a agentes infecciosos si

no se asegura normas higiénicas adecuadas.

Cuadro 4. Frecuencia de infeeciones respiraterias agudas y enfermedad diarreica aguda en la
infancia

TIPO DE INFECCION EPISODIOS/ANO EN MENORES DE UN ANO
RESPIRATORIAS AGUDAS 5-7
DIARREICAS AGUDAS 2 -3 (paises en desarrollo 6 — 8)

Fuente Ref (27) y referencia précticas pedidtricas H.Urbina MD Quito-Ecuador 2005

2.3.5 Estado nutricional y su relacién con las infecciones

Un buen estado nutricional garantiza que cualquier agresion fisica, ambiental o infeccion
no se complique durante el tiempo que esta dure. Los nifios con desnutricién tienen un
elevado riesgo de problemas infecciosos, aumentando el riesgo de morir por esta causa.
Las mas frecuentes son las infecciones diarreicas agudas y las infecciones agudas
respiratorias.

I.a desnutricion facilita el aparecimiento de las infecciones, la fisiologia de la inmunidad
del individuo desnutrido estd afectada, asi barreras naturales como piel y mucosas son de
mala calidad, las secreciones que ayudan a resistir las infecciones son ineficientes. Hay
afectacion de la fagocitosis (inmunidad innata) ademés de la inmunidad humoral y celular
(inmunidad adquirida).

La deficiencia especifica de ciertos micronutrientes v vitaminas (zinc y vitamina A) puede
facilitar el aparecimiento de infecciones (24).

Es importante la vigilancia de las malas précticas alimenticias que pueden contribuir a
poner en riesgo a los infantes frente a las infecciones, por ejemplo demorar el reinicio de
la ingesta de alimentos durante los episodios de diarrea o escoger dietas mondtonas por

tiempos prolongados, las cuales privan de nutrientes indispensables para la recuperacién
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posterior al aparecimiento de una enfermedad. La malnutricion puede favorecer las
infecciones incluso por mecanismos no especificos que quedan por definirse, estos
incluyen alteraciones de la mucosa intestinal en malnutridos, con pobre absorcion de
grasas y otros nutrientes, inflamacion intestinal por incremento de las concentraciones de
acidos biliares libres, cambios en la composicion de la microbiota y predisposicion a las
diarreas en general (29).

Las infecciones por su parte predisponen a una disminucion del consumo de alimentos y
hay una deficiente absorcion de los pocos nutrientes ingeridos, aumentan los
requerimientos energéticos por la presencia de fiebre, ademds aumenta el catabolismo
como parte de la evolucion natural de la enfermedad; aumentan las pérdidas urinarias y
aumentan el secuestro de nutrientes que deberian utilizarse para la sintesis de tejidos
durante el crecimiento, contribuyende a mantener y agravar el mal estado nutricional del
individuo (24, 30, 31). Se ha observado que la presencia de infecciones puede disminuir la
ganancia de peso diario (32). Es un circulo que facilmente confunde durante el abordaje
terapéutico inicial, sobre que controlar primero.

En el Cuadro 5 se consideran los factores nutricionales y infecciosos como causa — efecto
de la desnutricion. Es necesario convertirse en agentes de salud que prevean los posibles
problemas que pueden aparecer en la salud infantil, para evitar complicaciones que llevan a
un mayor gasto de recursos y pueden costar la vida de la poblacién infantil.

Es importante la correlacion que se observa entre el aparecimiento de infecciones y la falla
del crecimiento cuando se registra en las curvas de crecimiento los pesos y longitudes en
nifios menores de 5 afios. El desmedro del desarrollo se acompaiia de lento desarrollo
mental de los individuos desnutridos determinando su capacidad productiva en el futuro

(33, 34).

Cuadro 5. Factores relacionados entre Malnutricion y las Infecciones en infantes
CARACTERISTICAS DE LA MALNUTRICION | CARACTERISTICAS DE LAS INFECCIONES
QUE PREDISPONEN A LAS INFECCIONES QUE FAVORECEN LA MALNUTRICION
Disminucidn de la ingesta Disminucién de la ingesta

Afectacion de la mucosa intestinal Deficiencia de la absorcién de micronutrientes
Disminucién de la Vitamina A y Zinc Aumento de los requerimientos de la energfa
Cambios en la microbiota Aumento del catabolismo

Afectacidn de la fapocitosis Aumento de la pérdida urinaria de nutrientes
Aumento de la concentracién de Acidos biliares Secuestro de natrientes

Elaborada por la autora en base a_lecturas realizadas
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2.4 Microbiota

La diversidad de la microbiota en el intestino humano al parecer se debe a la seleccion por
parte del hospedador y la coevolucion con éste (12).

La division Cytophaga — Flavobacterium - Bacteroides (CFB) es la méas numerosa en
mamiferos. Este grupo de bacterias se ha adaptado mejor al intestino de estos animales y
a su estilo de vida, consiguiendo cambios en el hospedador como obtencion de energia
extra del consumo de nutrientes asimilados (12). La seleccidn de las bacterias es
dependiente de Ia produccién de inmunoglobulina A especifica por parte de linfocitos B
en el intestino del huésped, llamado fendmeno de inmunoexclusicn (4). Por su parte las
bacterias son capaces de adaptarse a los cambios de vida del hospedador, Ia dieta y la
inmunidad.

Es mmportante describir que el estudio cientifico en laboratorio con amimales libres de
gérmenes, desde hace 50 afios por Reyniers en la Universidad de Notre Dame ha permitido
obtener los conocimientos que actualmente existen sobre la influencia de la microbiota en
el sistema inmune intestinal (39). Las bacterias forman lineas celulares con capacidad de
comunicarse entre si y con el hospedador, aunque el mecanismo como lo hacen no es claro,
estas bacterias consumen, almacenan, redistribuyen energia, son mediadores fisiologicos
¢ intervienen en transformaciones quimicas; ademds, pueden mantenerse y repararse a si
mismas {4).

Hay una interaccion dinamica entre la mucosa intestinal y las bacterias con consecuencias
funcionales en el intestino v en el cuerpo. Los cambios adaptativos que ocurren cuando
las bacterias colonizan al hospedador siguen investigandose hasta la actualidad (12). Hay
dos dificultades para entender y medir la compleja microbiota, ya que menos del 50% de
estas bacterias pueden ser cultivadas y otra causa es que el contaje bacteriano se realiza en
muestras de contenido coldnico, debiendo considerarse que las bacterias ademas se quedan
adheridas a la mucosa del intestino, o en las criptas profundas de la misma, no pudiendo

cuantificar objetivamente el verdadero aporte de la comunidad microbiana al intestino.

2.4.1 Relacion Bacterias — Hospedador
La comunidad microbiana gastrointestinal se caracteriza por ser de una alta densidad,
-diversidad y complejidad. Las bacterias en mas del 99% son anaerobias (40). Se ha

estimado que el colon hwmano contiene méas de 10" células bacterianas por gramo de
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contenido, superando en nimero diez veces el mimero de células humanas. Las bacterias
desarrollan una profunda influencia en la inmunidad, en la nutricién, en la fisiologia y en
los procesos de proteccion del huésped, se describird mas adelante en tema inmunidad
intestinal.

Se distinguen alrededor de 400 a 1000 especies bacterianas (12). Algunos autores las
consideran como “otro drgano” u “érgano microbiano” del cuerpo humano (4), con
funciones que cumple en su relacion con el hospedador, afectando de una manera u otra la
salud del individuo. Hay bacterias en la piel, en las vias urinarias, en el tracto digestivo, y
cumplen un papel trascendental en los mecanismos de defensa del organismo. Las
bacterias habitan el tracto digestivo desde la cavidad oral, estomago, intestino delgado,
ileon, e intestino grueso. En el tracto digestivo las concentraciones de bacterias varian de

acuerdo a la regidn intestinal (Ver Cuadro 6).

Cuadro 6. Microbiota Gastrointestinal en el humano (ufe/gramo)

Estomago Yeyuno Iieon Colon
Bacterias Totales | 0— 107 0-10° 10° - 10° 10" - 10"
Bacterias Aerdbicas o Anaerdbicas Facultativas
Enterobacterias 0-10° 0-10° 107 10° 10" — 10"
Estreptococos 0-10° 0-10° 10% - 10° 10° - 10"
Estafilococos 0-10° 0-10° 10°-10° 10% - 10
Lactobacilos 0-10° 0-10"° 10°-10° 10° - 10"
Hongos 0-10° 0-10° 107 — 10’ 10° - 10°
Bacterias Anaerébicas
Bacteroide Raros 0-10°7 10° — 10 10 - 10"
Bifidobacterias Raros 0-10° 10° - 10° 10° - 10"
Cocos gram | Raros 0-10° 107 - 10° 10° - 10%
positivos
Clostridios Raros Raros 10°-10* 10°— 10"
Fubacteriasg Raros Raros Raros 107 - 1077

Fuente Centro de investigaciones Nestlé. Nestlé NAN 2. 2004

La microbiota es un ecosistema bacteriano que estimula y modula la actividad celular y

humoral del hospedador (48). Las bacterias del tracto digestivo humano constituyen un
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complejo conglomerado que cambia 0 se modifica en el tiempo, las bacterias se agrupan
dependiendo de algunas caracteristicas que comparten como el tiempo de permanencia en
el intestino y/o por las relaciones que establecen con el ﬁospedador.

Existen las llamadas bacterias patdgenas y no patogenas, las que se encuentran de manera
dominante en el intestino y las no dominantes. Las bacterias patogenas o enterobacterias
capaces de desarrollar mecanismos que alteran la funcionalidad del epitelio intestinal como
cambios de la permeabilidad, de las secreciones e incluso destruccidn del epitelio por
invasion o por liberacion de toxinas bacterianas, que ocasionan en el individuo lesiones
parciales o totales y enfermedad temporal o crénica con deterioro de la salud. Las
bacterias patégenas en general tienen la capacidad de ponerse en contacto con el epitelio
intestinal a través de receptores epiteliales. Estas demuestran su patogenicidad a fravés de:
adhesion, internalizacidn, y transcitosis (43), que depende de la carga bacteriana. La
mucosa intestinal con sus células puede detener la proliferacién de bacterias y destruirlas
antes de que colonicen el intestino. Actualmente la clasificacién de las bacterias se define
por la secuencia de sus genes.

En el intestino infantil el reconocimiento y produccion de anticuerpos demora en aparecer
y por ello son mas susceptibles que los adultos a enfermar. Muchos de estos anticuerpos
son transferidos a través de la leche materna, siendo una ventaja particular de los
nifios/nifias alimentados con leche materna este tipo de defensa (23).

Las bacterias que viven en el intestino sin causar dafio al huésped se denominan bacterias
no patogenas o microbiota normal. En el intestino animal se ha reconocido que las
bacterias intestinales por la fermentacién de diversos polisacéridos de la dieta aportan al
hospedador monosacaridos, acidos grasos de cadena corta, de manera que el hospedador
gana carbones y energia mientras las bacterias aprovechan de los nufrientes que estan en
el intestino para seguir existiendo (4). Esta relacion hospedador — bacterias se la ha
calificado de diferentes maneras: comensalismo, mutualismo, simbiosis.

El comensalismo es la condicién en que al estar en contacto dos organismos el uno se
beneficia y el otro aparentemente no se afecta (39). El mutualismo es la condicién en la
que al contactarse Jos dos organismos, ambos experimentan un mejoramiento del estado de
vida. (4) y la simbiosis se asemeja a la mutualismo es la asociacién entre dos organismos

de especies distintas, que resulta beneficiosa para cada una de ellas.
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Se distinguen en la microbiota de] intestino bacterias autéctonas o “indigenous” (indigenas
0 nativas), las cuales son microorganismos inocuos que forman parte del ecosistema
gastrointestinal, y que se distribuyen en todos los nichos disponibles en el tracto digestivo
(40). Y el otro tipo son las denominadas bacterias “ allochthonous™ encontradas en el tracto
digestivo pero de manera transitoria derivadas del consumo de agua, o comida; pueden
colonizar el intestino si las circunstancias son anormales.

Algunas bacterias “patdgenas” permanecen autdctonas sin afectar al huésped hasta que
transforman su comportamiento cuando el ecosisterna del intestino cambia.

El término colonizacion se define, cuando las bactertas estan en un ntmero considerable,
por tiempo adecuado, sin que sea necesaria la introduccidén de dosis orales repetidas de
bacterias, y se multiplican excediendo la tasa de eliminacién.

En el intestino humano se han identificado & “divisiones” de bacterias de las 55
“divisiones” encontradas en seres vivos y en el suelo; de las 8, 3 “divisiones” son
dominantes en el intestino, estas son la divisidn Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides
(CFB), la divisidn Firmicutes y la divisién Proteobacteria. Entre la primera y la segunda
corresponden aproximadamente al 30% de las bacterias del intestino humano (4).

Tenemos 10" bacterias en el intestino, de las cuales 10° — 10" bacterias son de tipo

dominante v 10° bacterias son no dominantes (41).
Y

2.4.2 Establecimiento de la microbiota intestinal

El intestino humano es estéril dentro del utero materno y el establecimiento de la
microbiota tiene que ver con el tipo de parto, con el tipo de dieta, con el ambiente, con la
condicién de salud, y la posible “suplementacién” de microorganismos. Al nacer los
microorganismos originarios de la madre y del ambiente que le rodea ingresan al cuerpo
del recién nacido. Esta bien establecido que el tipo de parto tiene efecto en el desarrollo de
la microbiota intestinal (20).

En el parto vaginal la colonizacidon de boca y estémago del recién nacido depende de los
mismos serotipos de Echerichia coli de las heces de la madres. En un estudio el contenido
gastrico de los bebés fue similar a la muestras de cérvix maternos, de igual maneja las
nasofaringes de los bebés contenian las bacterias de las vaginas maternas (40). Se

considera que este tipo de colonizacién podria prevalecer de generacién a generacion.
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Mackie (40) en una revisién de diferentes estudios concluye la identificacidn de 18 grupos
de bacterias, 10 grupos bacterianos aerobios y 8 grupos bacterianos anaerobios en los
genitales de mujeres embarazadas y que a su vez estuvieron presentes en muestras de
heces de neonatos, infantes y adultos; como dato de la sucesion bacteriana en las diferentes
ctapas de la vida.

Los nifios que nacen por cesarea se exponen a la microbiota de la madre pero ademas a
las bacterias presentes en los equipos y sala quirtrgicos, luego a los microorganismos del
ambiente y a los de la boca y piel de la madre. Estos se transfieren mecénicamente por la
succion, los besos y las caricias, posteriormente la exposicién bacteriana contintia con la
alimentacién,

La leche materna de madres saludables contiene 10° bacterjas por litro, las bacterias més
frecuentes son: estafilococos, estreptococos, corinebacterias, lactobacilos, micrococos,
propionobacterias, y bifidobacterias; que provienen de la piel, del pezdn y de los conductos
lactéforos. Si lIa alimentacion es a base de formula infantil, muchas de las bacterias que se
ingieran derivan del proceso de reconstitucion liquida de la férmula (40).

Segun la dieta que reciben los infantes la sucesion bacteriana difiere en recién nacidos. El
intestino de bebés humanos inicialmente contiene bacterias anacrobias facultativas,
incluyendo Echerichia coli y estreptococos, en las primeras 24 horas de nacido (39, 40,
42). Al segundo dia aparecen coliformes, lactobacilos y enterococos y al tercer dia llegan a
establecerse los Bacteroides sp y otros anaerobios como Clostridium.

La colonizacion con E coli y estreptococos penmite un ambiente apropiado para la sucesion
de la colonizacion con bacteroides, Bifidobacterium y Clostridium (14). Las bifidobacterias
se establecen al quinto dia especialmente en los alimentados con leche materna reduciendo
la colonizaciéon por bacteroides y enterobacterias. Las bacterias Gram positivos
predominan en el intestino proximal mientras las bacterias Gram negativos predominan en
el intestino distal, ileon y colon (14).

Ademas pueden encontrarse otras especies colonizando el intestino que provienen del
ambiente en donde crece el infante y pueden incluirse otros grupos como: eubacterias,
veillonelas, estafilococos, propionobacterias, bacilos, fusobacterias (40).

Las bifidobacterias en algunos infantes no son detectables en las heces hasta la

introduccion de alimentos sélidos, o no son detectadas cuando en la microbiota hay un alto
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namero de bacteroides, clostridios y £ coli (40). La colonizacién intestinal varia conforme

avanza la edad, hay cambio de ambiente y dieta. (Ver Figura 1)
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Figura 1. Sucesién de la microbiota con la edad.

Fuente Ref. (62)

La diferencia encontrada entre los alimentados con seno materno y los infantes
alimentados con formula es la presencia del grupo bacteriano clostridia en los infantes
alimentados con biberones. La incidencia de clostridia fue mas alta en los alimentados con
formula (49-66%) que en los alimentados con seno materno {6-20%), la colonizacién en
niflos mayores con clostridia fue del 4% y en adultos 0.7%. Harmsen (14) enconfré en
nifios alimentados con férmula estas bacterias: bacteroides, enterobacterias, enterococos, a

mads de clostridios y bifidobacterias.

2.4.3 Factores que afectan la sucesion bacteriana

Hay factores externos e internos que pueden afectar la sucesion de bacterias. Los factores
externos son ambiente, altmentos, héabitos alimentarios y la composicion de la microbiota
materna; ademas, intervienen el consumo de oligosacaridos (prebidticos) los cuales
modifican los sustratos del ambiente intestinal y por tanto 1a microbiota (15). Esto sucede

de forma natural con la leche materna la cual contiene monosacaridos, factores de
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crecimiento y factores antibacterianos. Los factores que afectan la sucesién bacteriana

s0m:

- Fisiologia del huésped: el peristaltismo intestinal, los é&cidos biliares, las
secreciones intestinales, las respuestas inmunolégicas, el pH intestinal, los
receptores bacterianos en la mucosa intestinal.
- Los nutrientes enddgenos, sustratos obtenidos de la dieta.
- La propia microbiota: inferacciones microbianas.
- Los productos derivados del ecosistemna.
- Las terapias con drogas; antibioticos.
Durante la introduccién de alimentos complementarios se desarrolla una alta actividad
inmunolégica, observandose expansién de los linfocitos intraepiteliales, incremento de la
actividad de los linfocitos T, elevacién de la triptasa y gama interferén. Histologicamente
hay hiperplasia de las criptas intestinales a expensas de células T (42).
En ratones se observo disminucion de la activacidon de células T en el dia 23, luego de
iniciar la alimentacion con solidos y en infantes humanos una disminucidn de IL-2R a los 4
meses posterior al inicio de la alimentacién. Finalmente se llega a un estado de folerancia
oral que impide una mayor actividad inmunologica (42).
Los mecanismos de folerancia oral incluyen, limitacion de expansidén clonal de células T,
anergia y produccion de citoquinas inmunosupresoras tales como 1L-4, 1L-10 y TGF-beta.
En ratones se observd cese clonal y anergia a los antigenos en las placas de Peyer después
del inicio de alimentacion oral, aunque TGF-beta todavia se producia (42).
Holt (42) enfatiza que el periodo de la infancia es una época que puede definir dos
procesos inmunes extremos: por un lado una inmunidad protectiva y tolerante y por otro
una repuesta inmune alérgica patologica. La transformacién y adaptacion mmunoldgica es
un proceso continuo, sucesivo un acontecimiento tras otro, dependiente de la participacion
del hospedador y de las bacterias (40).
Cooperstock v Zedd (10} dividen en cuatro fases el desarrollo microbiano en el intestino
humano. (Ver Figura 2)

- Inicial o fase de adquisicidn ( 1- 2 semanas)

- Periodo delactancia

- Periodo de transicion entre alimentacidén complementaria y lactancia
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- Periodo en que se completa la alimentacién de sélidos y paso a la dieta familiar

( hastalos 2 afios de vida).
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Figura 2. Esquema del desarrollo del ecosistema intestinal humano.
Adaptado por la autora.
Fuente Ref. (10)

Agnes Wold (12) de la Universidad de Goteborg en Suecia propuso que la higiene
exagerada y el uso de antibidticos y su consecuente efecto sobre la microbiota han
incrementado los desordenes en la autoinmunidad tales como las alergias, es la conocida
teoria de la higiene.

La microbiota interfiere en diferentes aspectos de la salud — enfermedad asi en el grupo de
las llamadas enfermedades intestinales cronicas ocurre que hay una disrupcion de la
interaccion entre el intestino y la microbiota desarrollando una respuesta inmune

inapropiada para el organismo (39).

2.4.4 Distribucion de la microbiota intestinal
En ratones de laboratorio se ha detectado en el estémago y el intestino delgado bajas

densidades bacterianas de 10° y 10° organismos por gramo de contenido [uminar. Se
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caracteriza por un pH é4cido, con desarrollo  principalmente de lactobacilos y
estreptococos.

La porcidn distal del intestino delgado es una zona de transicién, con una densidad de 10°
por gramo de heces y gran diversidad de especies que se desarrollan a un pH menos
4cido. La colonizacidén mas densa es en el intestino grueso con 10" a 10" por gramo,
principalmente anaerobios como: bacteroides, bifidobacterias, fusobacterias y
peptoestreptococos, bacterias facultativas que incluyen enterobacterias y lactobacilos, estan
presentes en moderadas densidades como 10° y 10® por gramo de contenido intestinal en
ratones( 40).

En el intestino humano hay una distribucién bacteriana que tiene que ver con factores que
contribuyen al desarrollo de cada especie.

Las bacterias no solo se encuentran en el lumen del intestino sino que se encuentran
también en la capa de moco que cubre el epitelic de todo el tracto digestivo, en la capa
profunda de las criptas intestinales y en la superficie de las células epiteliales de la mucosa

(40).

2.5 Fisiologia de la microbiota asociada a la inmunidad

La barrera intestinal estd formada por un epitelio cilindrico simple, cada célula intestinal se
caracteriza por un borde apical, dos basolaterales y las uniones intercelulares (“tight
juntions”) cumplen con funciones secretoras de moco y defensinas (43).

Los estudios sobre microbiota revelan que las funciones del sistema inmune intestinal se
deben parcialmente a la informacion dada a través de los genes y que el total de la funcidén
esta dada por la interaccion al ponerse en contacto con las bacterias que colonizan el
intestino, las cuales definen el desarrollo inmunolédgico (39).

No sucede lo mismo con animales de laboratorio colonizados por un solo tipo de bacterias,
o en modelos animales libres de gérmenes, de ahi que se concluye que el intestino humano
necesita de sociedades bacterianas diversas para lograr la funcion definitiva en el sistema
de defensa (39).

El tejido linfoideo asociado al intestino o “gut-associated lymphoid tissue” (GALT) en
inglés, es el mas importante del organismo. En este Jugar se encuentran el 70% de células
linfoideas del cuerpo. El sistema inmune detecta continuamente los cambios que pueden

ocasionar agentes externos y el sistema inmune intestinal lo propio en la mucosa, incluidos
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los cambios de la microbiota. Es importante observar que el sistema inmune intestinal
cumple con mecanismos de defensa ante bacterias patdgenas, ademés de una respuesta
hiporeactiva frente a las particulas antigénicas de los alimentos y a las bacterias no
patogenas, manteniendo la homeostasis interna, o tolerancia oral especifica.

Los animales libres de gérmenes es un modelo animal experimental que se caracteriza por
usar cimaras especiales asépticas, con uso de guantes estériles, empleando agua y
alimentos estériles y obteniendo las crias por cesérea, bajo el concepto de que los Gteros de
las madres son estériles, y luego se obtienen generaciones de animales libres de gérmenes,
con los cuales se puede estudiar los tejidos, las expresiones genéticas, las caracteristicas
histologicas que han evidenciado las diferencias con animales de ambientes comunes y que
en resumen tiene que ver con la inmunidad innata y la inmunidad adquirida del
hospedador (10, 12, 44).

En estos animales libres de gérmenes, practicamente se ha detectado un sistema inmune
subdesarrollado con: morfologia intestinal alterada, falta de degradacion del moco
producido por las células caliciformes, placas de Peyer pequefias, nédulos linfaticos sin
centros de germinacion, células de Paneth de menor tamafio, reducida quimiotaxis de los
macrdfagos, disminucion de los linfocitos encargadoes de la supresidn, pocas secrecién de
inmunoglobulina A, M y G, y alteracion de la respuesta enteroenddcrina (44).

Gracias a los estudios de investigaciéon en estos modelos experimentales, se tiene

conocimientos sobre la infervencion de 1a microbiota en el desarrollo de la inmunidad.

2.5.1 Estructura del epitelio y tejido linfoide intestinal

Las capas del intestino son la mucosa intestinal, la 1amina propia, la muscularis mucosa, la
musculatura lisa, v la serosa. Interesa conocer mejor la estructura de la mucosa y lamina
propia del intestino.

El epitelio es la primera linea de defensa cuando las bacterias invaden, constituye por si
solo la barrera fisica (inmunidad innata) que evita la penetracion de las bacterias, junto con
el moco, la inmunoglobulina A y las moléculas antimicrobianas. El epitelio participa
activamente en la produccién y secrecion de péptidos con efecto antimicrobiano a la luz
del intestino por intermedio de las células de Paneth, las cuales son sensibles a la

presencia bacteriana.
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El epitelio intestinal estd formado por dos tipos de células: las células epiteliales
intestinales (intestinal epithelial cells — IEC) y los linfocitos intraepiteliales (intra-epithelial
Iymphocytes — IEL). Los IEC son parte de la defensa innata, son las primeras células que
se ponen en contacto con los antigenos e inicia los mecanismos de defensa, son las
encargadas de preservar la homeostasis interna intestinal frente a la microbiota y a sus
productos. Los IEL son probablemente las primeras células con las que reaccionan los
antigenos bacterianos y antigenos alimentarios, contribuyen a mantener la homeostasis, son
linfocitos T que se producen en las placas de Peyer , aunque Eber] y Littman de la
Universidad de New Cork de la Escuela de Medicina de New Cork y Guy Grand (39) y
colegas del Instituto Pasteur en Paris aseguran que los linfocitos intraepiteliales se
desarrollan primero en el timo y luego viajan al intestino.

Los elementos de la lamina propia son las placas de Peyer, las células de Paneth, las
células M, las células dendriticas, las células B y células T.

Las Placas de Peyer son conglomerados linfoideos cubiertos por epitelio permeable a
moléculas y bacterias (39). Las bacterias modulan la activaciéon y multiplicacién de los
linfocitos B y linfocitos T de las placas de Peyer, que actian en la presencia de bacterias.
Las células de Paneth son células que sintetizan péptidos antibacterianos y enzimas; las
bacterias alteran la expresion de angiogenina-4 una proteina que actiia como bactericida,
es sintetizado por las células de Paneth y actiia sobre bacterias gram positivas tales como
Listeria monocytogenes y Enterococcus faecalis (39). Las células de Paneth deben ponerse
en contacto con bacterias de la microbiota para lograr la produccion de dicha sustancia, los
animales libres de gérmenes no alcanzan niveles altos de angiogenina -4 en estudios
realizados.

Las células M son las células especializadas en la presentacién de antigenos, se intercalan
con las células epiteliales de la mucosa presentes en el intestino y el pulmoén, solo aparecen
tras el contacto con la microbiota (22}. Tienen la capacidad de adherencia y de transporte,
se caracterizan por tener pocas microvellosidades (4).

Las células dendriticas son macréfagos con prolongaciones que atrapan bacterias
comensales en su interior v las llevan a las placas de Peyer sin pasar por los nédulos
linfaticos mesentéricos, posiblemente en respuesta a accién de inmunoglobulina A y al

estimulo producido por las célutas T (12).
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Las células B y T o linfocitos B y T son activadas en las placas de Peyer las cuales
recirculan a través de los nodulos linfaticos, entran a la circulacion general hasta el
conducto tordcico y regresan a la lamina propia del intestino (12). Los linfocitos B ademas

son productoras de inmunoglobulina A e inmunoglobulina G.

2.5.2 Modulacién de la inmunidad innata y adquirida por la microbiota
La resistencia natural a las infecciones depende de la mucosa intestinal como barrera de
defensa innata, junto a sus secreciones, y las funciones que cumplen las células
inmunologicas como la fagocitosis (48).

En la Figura 3 se presenta un esquema de interaccion de la microbiota y el ambiente
intestinal que facilita el aparecimiento de cambios fisiologicos de beneficio para el

huésped.

Las mayores contribuciones de las bacterias en la inmunidad adquirida son:
- Formacién de estructuras anatéomicas e histoldgicas, incluidas placas de Peyer, y el
consecuente desarrollo de linfocitos By T.
- Expansion de los centros germinales de las placas de Peyer.
- Incremento en la produccién de inmunoglobulina A por los linfocitos B.
- Diversidad en la produccién de anticuerpos (observado en conejos de laboratorio)

- Expansion de las poblaciones de linfocitos intraepiteliales.
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2.6 Probidticos y suplementacion
A continuacion en la Figura 4 se resume las observaciones de la experiencia cientifica con

respecto a la presencia de probidticos a nivel intestinal.
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Figura 4. Consumo de Probidticos: Beneficios para la salud.




Los probidticos son cultivos bacterianos vivos activos, que al ingerirlos se adhieren a la
mucosa del intestino y evitan la proliferacion de agentes nocivos.

El termino fue utilizado como anténimo de antibidtico en 1965 por Lilley y Stillwell (2)
como “sustancias” que favorecen el crecimiento de microrganismos, 20 afios mas tarde
Fuller define probidticos como bacterias vivas que al ser suplementadas logran efectos
beneficiosos para el huésped mediante la provision de un balance en la microbiota del
intestino.

Un probidtico es un microorganismo no patdgeno resistente a la digestion normal, que
llega al colon en forma viable, donde tiene un efecto promotor de la salud para el huésped
(47, 54). La viabilidad del probidtico es importante para ejercer sus funciones de bloqueo
de toxinas y antisecretora (46).

Se ha utilizado bacterias en la industria de alimentos en preparados como el yogurt, y
otros alimentos fermentados; en diversos paises se emplean en panificacion, cereales de
desayuno, preparaciéon de frutas, productos dietéticos, carnicos, chocolates, aderezos, y
quesos (46). Son considerados como aditivos para mejorar las caracteristicas
organolépticas dentro del proceso de elaboracion, no necesariamente se han adicionado
pensando en lograr algiun beneficio extra para el consumidor.

La medicina de animales, lleva mucho tiempo investigando el uso de probidticos para
prevenir enfermedades.

El término probidtico no esta reconocido legalmente en muchos paises y algunos de los
términos con que se los conoce son: alimento, alimento funcional, alimento novedoso,
remedio natural (Dinamarca, Suecia y Finlandia) producto natural saludable (Canada),
alimento dietético (Italia), suplemento dietario (Estados Unidos) o agente bioterapettico y
farmacéutico , no hay una definicién oficial en la regulacién Japonesa, pero se los conoce
dentro de los productos FOSHU (Foods for Specialized Health Use) (45).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la
Organizacidén Mundial de la Salud (OMS) se encuentran elaborando guias para el uso del
término probidtico de manera que pueda incluirse en el Codex Alimentarius de manera
adecuada, por lo pronto se sugiere cambiar el término “saludable” por “fisiologico™
logrando 1a frase “efecto fisiologico beneficioso” para sustituir la frase “efecto beneficioso

para la salud” (45).
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El cuerpo humano aloja bacterias en los diferentes tejidos asi: piel, pulmén e intestino, en
numero mayor que las propias células. Al momento aun se desconoce “las leyes” que
rigen los microambientes para lograr el grado de mutualismo que mantiene inactivo los
mecanismos de defensa del huésped frente a estas células procariotas. Para que un
probidtico sea ideal debe sobrevivir al tracto gastrointestinal, llegar intacto al intestino,
tener la propiedad de adherencia al epitelio y ser inocuo (45).

La mayoria de probidticos utilizados en la practica son bacterias acido lacticas, las misma
que estan normalmente en porcentaje elevado en el intestino, las bacterias 4cido lacticas
estan en el intestino delgado y en el colon (45); las bacterias mas utilizadas en estudios
como probioticos son Lactobacillus, Bifidobacterium y Eubacterium (17).

Es complicado evaluar la eficacia de los alimentos funcionales en el intestino mediante
métodos actuales y ademas porque los factores que modifican esta modulacién son

multiples y dificiles de controlar experimentaimente.

2.6.1 Caracteristicas importantes de viabilidad de los probidticos

El uso de probidticos se difundié siglos atras y fue destacado por el cientifico Elie
Metchnikoff quien atribuyd a la leche fermentada la cualidad de prolongar la vida de
ciertos grupos étnicos que los consumian (47).

Los probidticos no colonizan permanentemente el intestino, se deben consumir en
cantidades suficientes y continuas ( mayor a 10'° ufe / dia ) para mantenerse en cantidades
adecuadas en el colon. (Conferencia Profesor José¢ Saavedra seminario dictado en mayo,
2005 Quito - Ecuador).

La dosis utilizadas para lograr efectos fisiologicos en diferentes estudios se obsevaron con
dosis de 10* a 10" ; Saavedra administro dosis de 4.0 x 10% ufc al dia obteniendo
resultados clinicos (2); Guandalini (16) utiliz6 una dosis méxima de 3 x 10'% ufc /d como
tratamiento en pacientes con diarrea, logrando disminuir el tiempo de recuperacién; Hoyos
(51) us6 2.5 x 107 ufc en tratamiento preventivo de enterocolitis necrotizante.

Sin embargo depende cuan estable es el probidtico en la presentacidn y esto a su vez
depende de los diferentes factores que aparecen desde su consumo hasta que se ubican en

el intestino (45).
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La adicidn de probidticos a un alimento lo transforma en un alimento funcional que tiene
al menos un efecto positivo para el hospedador ademés de su valor nutricional normal (13,
46).
Existen cuatro formas de hacer un alimento funcional:
- Eliminando un componente por ejemplo un alérgeno.
- Substituyendo un componente por ejemplo reemplazar grasa por fécula.
- Aumentando un componente por ejemplo vitaminas
- Agregando un componente que tenga efectos positivos conocidos para promover la salud
por gjemplo la adicién de una bacteria viable que es un probiotico, capaz de promover la
salud (46).
Cuando se requiera seleccionar un probidtico, con el fin de incorporarlo a un alimento, se
deben tomar en cuenta los siguientes puntos: (47)

- Cultivo bacteriano seguro.

- Costo asequible,

- Estable cuando se encuentre liofilizado.

- Ser de fécil uso.

- Tolerar las condiciones fisicoquimicas del alimento.

- Tolerar el proceso de transformacién y conservacion del alimento.

- Capacidad de llevar a cabo su efecto probidtico una vez que se encuentre en el

intestino del huésped, gracias a su capacidad de adhesion.

Actualmente las especies de probidticos se reconocen en base a la secuencia de
nucledtidos de su ARN o ADN obtenidos luego de un analisis molecular DNA-DNA
hibridacion especificamente de ]a region 16S rDNA y tests de fenotipo como fermentacion
de aztcares (45).
Hasta el encuentro realizado en mayo 2002 por ISAPP (Internacional Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics) se conocian los genomas de 2 especies de
probioticos: Bifidobacterium longum y L. plantarum y estaban en estudio los genomas de
8 especies: L. johnsonii, L.acidophilus, L.gasseri, L. casei, L.rhamnosus, B.longum{una
segundo especie) y Bifidobacterium breve (45).
Conocer la secuencia gendmica sirve para obtener informacién sobre el metabolismo
bacteriano, la fisiologia de las bacterias en su interaccién con el intestino, la bioseguridad

en el consumo de estas bacterias.



Ademas se pueden estudiar otras caracteristicas de las bacterias como el grado de
tolerancia al acido gastrico, liquido biliar, al estrés; los genes que codifican sus productos
como polisacaridos, bacteriocinas; como funciona  durante el metabolismo de
carbohidratos, los genes que favorecen la cualidad de adherencia, los factores de
virulencia, la inmunomodulacion, vy la resistencia a antibidticos (45).

En el futuro el reconocimiento de todas las bacterias debera realizarse por sus genomas.
La FAO y OMS recomiendan estudios doble ciego, randomizados placebo-control en fase

2 0 su equivalente para inferir sobre los beneficios fisiolégicos de los probidticos (45).

2.6.2 Mecanismos de accion de los probioticos en el intestino

Los mecanismos de modulacion de la inmunidad que se nombran se obtuvieron de trabajos
experimentales en modelos animales, proporcionarian un balance entre los probidticos y
las enterobacterias. (Ver Figura 5).

- Produccioén de sustancias, con las cuales mata o inhibe a las bacterias patdgenas.

- Competencia por los sitios de adhesion en el intestino y por las fuentes de
nutrientes

- Inhibicién de la produccidn o de la accidn de las toxinas bacterianas (3, 54).

- Bifidobacterium produce un peptidoglicano que induce inmunopotenciacion o
estimulacidn de la inmunidad innata en una amplia variedad de huéspedes (3).

- Mack (16) demostré con estudios in vitro que los probidticos pueden reforzar la
expresion del RNA mensajero de dos mucinas MUC 2 y MUC 3 estas
glicoproteinas tienen un rol protector frente a las infecciones virales intestinales
(16)

- Funcion inmunomoduladora por el contacto directo de las bacterias o de sus
productos bacterianos (paredes celulares, o componentes citoplasmaticos) con
células inmunes del intestino o por la produccién de acidos grasos de cadena corta
obtenidos de la fermentacion.

- Estimulacién de la produccion de inmunoglobulina A (48)

- Interaccién con el epitelio intestinal, resultando en mecanismos de inmunidad

contra bacterias patdgenas
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Probidticos

Enterobacterias

Efectos Efectos
beneficiosos daninos
‘ Salud Enfermedad

Figura 5. Balance entre la microbiota y las enterobacterias
Fuente Autora

2.6.3 Beneficios del consumo de probidticos

Se discute actualmente la participacion de los probidticos en funciones intestinales
relacionadas con el balance energético y modulacién de la inmunidad.

Con respecto al balance energético la microbiota del intestino  contribuye al
almacenamiento de energia, se observé que ratones de laboratorio CONV-R
(“conventionally raised”) presentaron 40% maés de grasa corporal que los ratones GI'
(“germen free”™), por hipertrofia de los adipositos y no por aumento del nimero de células.
Las razones que explican este fendmeno son: las bacterias pueden recuperar energia de la
digestion de los polisacaridos, a los cuales el hospedador no tiene acceso, ademas hay
aumento de glucosa intestinal y circulante por ende de insulina; estimulando a nivel
hepatico la lipogénesis, e incremento de los acidos grases de cadena corta que también
estimulan lipogénesis (5).

Otro mecanismo que participa en el balance es que la microbiota suprime la expresion

epitelial intestinal del factor Fiaf ( “fasting induced adipose factor”) o angiopoietin-like
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protein 4, que es un Inhibidor de LPL ( lipoproteinlipasa), entonces los triglicéridos que
salen del higado hacia el tejido adiposo son captados por el aumento de LPL (4, 49). Se
observé también la estimulacién de la produccion de colipasa, que interviene en el
metabolismo de los lipidos al estimular a las lipasas pancreaticas. La colipasa es producida
por las células acinares pancreaticas, pero tiene expresion en las criptas epiteliales del iledn
(49).

Sin embargo todos estos mecanismos dependen de las caracteristicas propias de la
microbiota y de la eficiencia de estas transformaciones, llaméandose eficiencia al diferente
grado de recuperacion de energia y al potfencial de almacenamiento de energia que
caracterice a esta microbiota en relacidén a la dieta ingerida, y hay gran influencia del
genotipo del hospedador, por tanto queda todavia investigar mas ampliamente estos
fendmenos para concluir acerca de balance energético y microbiota (4).

Hay estudios que sugieren otros efectos no inmunes de la microbiota del intestino como
fortalecimiento de las uniones intercelulares (“tight junctions™), incremento de las
secreciones mucosas, reforzamiento de la motilidad intestinal y produccion de
aminoacidos como arginina, glutamina y produccion de acidos grasos de cadena corta que
secundariamente tienen una funcidn nutritiva y protectora en el enterocito (13).

Los probidticos pueden disminuir los niveles de colesterol, e indirectamente disminuir el
riesgo de enfermedad cardiovascular (45).

Con respecto a la inunomodulacion se ha observado el incremento de la expresion de

4

receptores poliméricos de inmunoglobulina “piar” que transporta IgA desde la 1ldmina
propia al epitelio (49), consecuentemente incremento del transporte de inmunoglobulina A.
Los animales de laboratorio libres de gérmenes son mas susceptibles a las infecciones, los
animales con colonizacion bacteriana presentan expresion de genes involucrados en la
absorcidn de nutrientes y defensa de la mucosa, destacandose el efecto protector de la
microbiota.

Fisiologicamente existen mecanismos que permite reconocer los antigenos bacterianos
estos activan los “toll-like receptors” que se encuentra en la superficie apical de las
células epiteliales, ademas existen factores especificos como el “ NF-kB (es el mayor

responsable de la respuesta inflamatoria de el intestino) que se activa al ponerse en

contacto con los lipopolisacaridos (productos bacterianos) y luego activa la cascada
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inflamatoria; Neish (50) quien describe este factor in vitro necesita confirmar in vivo la
experiencia y debe identificar los productos bacterianos que participan de esta inhibicion.
En estudios con animales gnotobidticos, hay poco desarrollo del sistema inmune intestinal
y mayor susceptibilidad a las infecciones bacterianas patoldgicas los mecanismos de
invasién son ocupacién del intestino, disminucion de la inmunoglobulina A y estimulacién
de la liberacion de citoquinas y la competencia intraluminal por los nutrientes (10).

Los principales prebidticos en uso son lactobacilos, bifidobacterias; otros géneros incluyen
Echerichia, Enterococcus, Bacillus, y Saccharomyces usados en investigaciones clinicas

con probada seguridad y tolerancia (45).

2.6.4 Seguridad y tolerancia de los probidticos

En teoria la suplementacién de probidticos puede ser efectiva en sujetos con alto riesgo de
ser colonizados por microorganismos indeseables o patdégenos para la salud y
probablemente cuando la leche matermma no puede ser la alimentacién exclusiva de los
infantes. En humanos esas situaciones incluyen parto por cesarea, infantes prematuros,
infantes a término sometidos a hospitalizaciones prolongadas con riesgo de infecciones
nosocomiales y que pudieran tener resistencia antibidtica, situaciones de estrés, tratamiento
con antibidticos, cuando se desean mecanismos para restablecer la microbiota autdctona
(9, 40). Sin embargo debe considerarse que los probidticos pueden transformarse en
patdgenos oportunistas especialmente en hospedadores inmunodeprimidos (46),
posiblemente por translocacién y propiciar endocarditis bacteriana, septicemia o abscesos
hepéticos.

En un estudio realizado por Saavedra en 2002 con infantes en centros de cuidado diario,
por 7 meses, recibieron férmulas con Bifidobacteria y S.thermophilus a una concentracién
de 10" ufc /g o 10° ufc/g respectivamente, los resultados fueron un crecimiento normal de
los sujetos, ningun efecto adverso y una disminucion en el 25% de las pafialitis con un
consumo méximo de 4.0 x 10° (2).

En estudios con infantes Guandalini et al y Hoyos suplementaron probidticos y no

reportaron ningin efecto adverso (16, 51).
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Capitulo 3
Metodologia.
3.1 Variables

3.1.1 Crecimiento y desarrollo

Se consideraron para analisis los datos antropométricos de peso/ edad, longitud/ edad y
perimetro cefalico/ edad con registros mensuales para cada nifio por 6 meses. (Ver cuadro

7).

Cuadro 7. Técnicas e instrumentos antropométricos

VARIABLES INSTRUMENTO TECNICA

PERIMETRO Cinta flexible, | Se medird la circunferencia méxima,

CEFALICO metalica (anchura de | entre las prominencias frontal y
la cinta 0,5 cm). occipital,

PESO Una balanza para | Sin ropa, se coloca al nifio sobre la
lactantes con | balanza y se efectia la lectura hasta
graduaciones  cada | los 10y 100 gramos completos.

10 gramos.

LONGITUD Un paidoémetro en | Con la ayuda de la madre, acostado

CORPORAL una superficie | sobre la superficie horizontal, estirar
horizontal dura. las piernas del nifio, se desliza la

superficie vertical movil hasta hacer
contacto con los talones del nifio, y se
mide.

Fuente Ref, (21}

Los datos fueron obtenidos por una sola persona durante todo el seguimiento. Los datos se
consideraron para el peso en kilogramos y gramos, para la longitud y perimetro cefalico en

centimetros y milimetros.

3.1.2 Enfermedades infecciosas

También se considerd la variable infecciones clasificadas como infecciones respiratorias
agudas e infecciones gastrointestinales agudas, mediante la observacion y la informacién
dada por las madres de los infantes durante los seis meses de seguimiento. Mediante
criterio clinico se consider¢ si la infeccion era leve, moderada o grave. A continuacion se

encuentran las definiciones que se consideraron. (Ver Cuadro 8).
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Cuadro 8. Identificacion de las infecciones respiratorias agudas y las enfermedades diarreicas agudas

INFECCIONES CARACTERISTICAS QUE LAS DEFINEN

Signos v sintomas respiratorios: Fiebre, congestion nasal, rinorrea amarilla o
INFECCIONES verde, tos seca o productiva, dificultad respiratoria, hiporexia, deterioro del
RESPIRATORIAS estado general. Duracidn de los signos y sintomas mayor a 3 dias.
AGUDAS (IRA): Se evalonardn como leves, moderadas v graves dependiente del estado general

del nifio. LEVES y MODERADAS que necesitaron  tratamientos
ambulatorios y Jas GRAVES ftratamiento en hospital.

Signos y sintomas gastrointestinales: Fiebre, dolor abdominal, diarrea

ENFERMEDADES (aumento de la frecuencia de evacuaciones en un dia, incluso aquella que
DIARREICAS tienen moco y sangre), vomito, hiporexia, deterioro del estade general.
AGUDAS (EDA): Se evaluaran como leves, moderadas y graves dependiente del estado general

del nifie. LEVES y MODERADAS que necesitaron tratamientos
ambulatorios y las GRAVES tratamiento en hospital.

Elaborada por la autora.

3.1.3 Tratamientos dietéticos
La variable dieta o tratamientos dietéticos fueron establecidas previamente como se

indica en el cuadro. Distribuidos en tres diferentes grupos, cada grupo con 5 sujetos; cada
madre recibi6 la informacion respectiva para entregar a sus hijos los alimentos

complementarios y las formulas infantiles en el caso de los grupos 2 y 3. (Ver Cuadro 9)

Cuadro 9. Tipos de dietas para los grupos del estudio

TIPOS DE DIETA CARACTERISTICAS

DIETA PARA GRUPO 1 Alimentos complementarios + Formula infantil
que contiene Probidticos

DIETA PARA GRUPO 2 Alimentos complementarios + Formula infantil sin
probidticos.

DIETA PARA GRUPO 3 Alimentos complementarios solos.

Elaborada por la autora.

3.1.4 Composicién de la microbiota
La composicion bacteriana se definié como una variable cualitativa, los resultados del

analisis de la composicidon de la microbiota infantil se obtuvieron al final de los seis meses
de tratamiento con las diferentes dietas, puesto que las 45 muestras fueron procesadas en
dos lugares.

En el laboratorio de la Universidad San Francisco de Quito se recolectaron las muestras, se
almacenaron y se realizé el aislamiento del DNA y en una segunda fase en la Universidad

de Illinois- Estados Unidos, se realizd PCR y DGGE con identificacién de la secuencias
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genéticas y analisis computarizado mediante algoritmos para observar si habia diferencias
de las secuencias entre grupos y entre las muestras tomadas al inicio, luego del primero y
sexto mes del consumo de formulas y alimentos complementarios.

La primera fase la realizo la investigadora - autora de 1a tesis, y la segunda fue realizada
por docentes de la Universidad San Francisco de Quito y docentes de la Universidad de
IHinois, que siempre desconocieron a que grupo pertenecian las muestras, el analisis de las
muestras de los grupos se hizo en forma ciega, cada nifio fue identificado con un cédigo

numerico.

3.2 Disefio del estudio

Es un estudio prospectivo randomizado, doble ciego con grupo control.

Ciego para los cuidadores de los infantes y para el analisis de las muestras de heces en €l
laboratorio (Universidad de Illinois — Estados Unidos); el seguimiento clinico no fue ciego
para la investigadora, por ser quien debia distribuir las formulas durante la investigacién y

realizar el seguimiento clinico.

3.3 Comité de ética

Se obtuvo el consentimiento escrito de las madres de los infantes, el seguimiento clinico
fue de 7 meses. El tema del proyecto fue aprobado por el docente tutor y puesto en
consideracion al comité de ética de la Universidad San Francisco de Quito, quienes
también aprobaron el proyecto para llevarlo a cabo. La Fundacién Children Internacional

AOA Quito autorizo la elaboracion del proyecto con las familias de los patrocinados.

3.4 Sujetos

Se obtuvo una lista de 97 familias y sus miembros menores de un afio, de los cuales 60
correspondian a la edad de seleccién (6 o 7 meses de edad); participaron 15 sujetos que
cumplieron con los criterios de seleccion preestablecidos. Los nifios fueron seleccionados
aleatoriamente, mediante muestreo sin reemplazo, utilizando la tabla de ntimeros
aleatorios. Los criterios de inclusion fueron recibir leche materna exclusiva desde el
nacimiento hasta el momento de la seleccion, nacimiento por parto normal, no presentar

enfermedades graves o crdnicas, no haber tenido peso bajo al nacer, y vacunacién
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completa para la edad mas cumplimiento de la asistencia al control de “Nifio Sano” del

programa de atencion a menores de un afio del Ministerio de Salud Publica del Ecuador.

3.5 Suplementacion

Las formulas infantiles fueron entregadas por la empresa Nestlé Quito — Ecuador; las dos
férmulas del estudio son productos de venta al publico.

La informacion nutricional de las formulas es la siguiente 3.3 gramos de proteina; 4.4
gramos de grasa; 11.8 gramos de carbohidratos en 100 kilocalorias.

Los ingredientes de las formulas son: caseina, aceite vegetal, maltodextrina, lactosa,
vitaminas y minerales suplementadas de acuerdo a la FDA ( Food and Drug
Administration }. (Ver Anexo 1 Informacién nutricional de las féormulas).

La férmula sin probidticos contiene la base nutritiva solamente y la férmula con
probidticos contiene adicionalmente 107 unidades formadoras de colonias (ufc) por gramo
de polvo de la bacteria Bifidobacterium lactis y 10° ufc/g de polvo de formula de la
bacteria Streptococcus thermophilus; la apariencia y olor de las dos formulas fueron
semejantes; las foérmulas fueron preparadas en agua de acuerdo a las instrucciones del
producto.

Las recomendaciones a los tres grupos en alimentacién fue seguir con leche materna a
demanda espontanea y adicionalmente en los grupos 1 y 2 consumo de la férmula
preparada bajo las instrucciones del producto.

Durante cada visita se retroalimentaba a la madre la forma de preparacién y se registro el
consumo de la férmula. Por cada onza de agua hervida se utilizé una medida de la formula
en polvo se consider6 un consumo inicial de 3 onzas hasta completar aproximadamente las
20 onzas diarias en los dos grupos, se media la preparacion en las botellas para uso infantil
pero siempre la sugerencia es que se usara la taza y la cuchara para la administracion de la
férmula; la madre registraba la cantidad consumida igualmente en onzas en una libreta que
la llevaba a cada control.

Ademas se mantenia comunicacidén por teléfono para el seguimiento y el reporte de

problemas de salud y novedades en la preparacién de las formulas de los infantes.
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3.6 Seguimiento clinico: evaluacién nufricional, desarrollo psicomotor y

registro de infecciones
Para la evaluacion nutricional se utilizé las curvas de crecimiento infantil de 0 a 36 meses
para peso - edad, talla - edad y perimetro cefalico - edad del Center for Chronic Disease

(CDC) (Revisadas Noviembre 2000, http://www.cdc gov/erowthcharts). (Ver Anexe 2

curvas de crecimiento infantil).

Para la evaluacién del desarrollo psicomotor se aplicé el test “Denver” “Examen del
Desarrollo del nifio” (MSP. H.C.U Form 028-C/92- Atencién Infantil, Pre-escolar y
Escolar). (Ver Anexo 3 Test Denver).

El registro de las infecciones segin la gravedad del episodio, se realizé en las historias

clinicas y luego se contabilizaron y clasificaron al final de la investigacién.

3.7 Recoleccion de las muestras de heces

Se adiestrd a las madres sobre como recoger la muestra de heces, para llevarla a la consulta
tratando que no sobrepase las dos horas posterior a la evacuacién, la mayoria de madres
recogié cantidades suficientes de muestra para su procesamiento, quienes no lo hicieron la
toma de la muestra se repitio.

Se recolectaron las muestras de heces al inicio del estudio, luego del primero y sexto mes
posterior al consumo de las férmulas y alimentos complementarios; se transportaron en
termos desde el consultorio al laboratorio de la Universidad, se mantuvieron congeladas a

menos 20°C hasta el momento del procesamiento.

3.8 Analisis microbiologico de la formula con probidticos

Se analizo la viabilidad de B Lactis BL y § thermophilus en la formula con prebidticos; se
tom¢ inicialmente 1 gramo de la formula diluido en 10 ml de un medio de tioglicolato y se
cultivé en medios de cultivo aerobio y anaerobio.

Se tomo 10 ul del caldo se hizo la siembra en agar rafinosa - Bifidobacierium, un medio
selectivo para bifidobacterias (57) y 10 ul en agar S thermophilus un medio selectivo para

S thermophilus (58).
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En funcién de determinar el enriquecimiento con B Lactis y S thermophylus en heces de
nifios que tomaron férmula con probidticos, se llevé a cabo PCR con “primers” especificos

para las dos bacterias, las secuencias de los mismos detallados a continuacion.

PCR primers for B. lactis BL:
Blac F: 5°- CCC TTT CCA CGG GTC CC -3’
Blac R: 5°-AAG GGA AAC CGT GTC TCC AC-3°

PCR primers for 8. thermophilus
Sth F: 5°- ACG GAA TGT ACT TGA GTT TC -3°
Sth R: 5°- TTT GGC CTT TCG ACC TAA -3°C

3.9 Aislamiento de DNA

El DNA gendémico de las 45 muestras de heces fue extraido usando Ultra Clean Fecal
DNA Simple Kit, de acuerdo a las recomendaciones de manufactura MO BIO
Laboratories, Inc.

Ias muestras de heces recolectadas antes de la suplementacién con formula, luego del
primer mes y del sexto mes de la introduccién de 1a férmula.

Durante el aislamiento del DNA se utilizd aproximadamente 0,25 gramos de heces del cual
se aisld 1 ng /ul de DNA.

El DNA bacteriano aislado fue sometido a PCR y luego DGGE, luego se analizaron los
geles para la identificacion de las bandas obtenidas, los datos de las secuencias fueron

analizados usando a BLAST (http://www.nchi.nlm.nih.2ov/BLAST/) investigado para la

identificacion filogenético de las bacterias.

3.10 Técnica de la reaccion en cadena de polimerasa
Se us6 para la amplificacidén de la region 16S rDNA de las bacterias de las heces de los

infantes de los grupos 1, 2 y 3 “primers” universales cuyas secuencias son las siguientes:
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Universal 16sDNA V3

16SV3F: 5'- CCT ACG GGA GGC AGCAG -3

16SV3F + GC Clamp: 5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG
GCACGG GGG GCC TACGGG AGGCAG CAG -3

Serealizé gqPCR (“qualitative real time PCR”) para enumerar las bacterias que no fueron
detectadas facilmente por PCR-DGGE y para las bacterias probidticos.

Inicialmente se corrieron en gPCR concentraciones que se fueron incrementando
progresivamente de menos 2ng a 10 ng de DNA. De todas las muestras de heces se

determind curvas estandar con concentraciones para una linea de base respectivamente.

3.11 Determinacion de DGGE (Electroforesis en gel con gradiente de

desnaturalizacion)

Es una técnica en “fingerprinting”, que permite el andlisis rdpido de la diversidad
bacteriana dentro de un ecosistema.

El principio del DGGE se basa en el hecho de que las dos hebras DNA se disocian a
temperaturas altas, o bajo la influencia de quimicos desnaturalizantes.

Cuando se analiza por DGGE, se colocan las muesiras de DNA (segmentos amplificados
“amplicons” de PCR del gen 16S tDNA) encima de un gel de poliacrilamida que contiene
compuestos desnaturalizantes cuya concentracion es linear en el gel. En seguida, se pone
el gel en un campo eléctrico. Durante la electroforesis el DNA estd emigrando al extremo
eléctricamente positivo { al fondo del gel) y se va disociando; el DNA siempre comenzaré
a fundirse fuera de un extremo, porque el PCR usa un fijador de GC. El fijador consiste en
40 nucleodtidos — con Gs y Cs — y por eso es muy dificil que se funda fuera (la disociacién
de de tres puentes de hidrégenos en el par de base G —C requiere més energia que disociar
dos puentes de hidrogeno en el par de base A-T); ast se evita la disociacion del producto
entero de PCR. Cuando se disocia el DNA pierde movilidad por el cambio de estructura
geométrica y al alcanzar una cierta concentraciéon de compuestos desnaturalizados se
detiene. La concentracién de compuestos desnaturalizados a la cual una muestra de DNA
parard de emigrar, depende de la secuencia del producto de PCR; cuantos mas Gs y Cs hay

en un producto de PCR, lo mas alto seré el porcentaje de quimicos desnaturalizantes que se
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necesitan para fundir el producto. Después de “manchar”, una banda aparecerd en la
posicion en el gel donde un producto de PCR haya parado la migracion (62).
Por DGGE es posible separar las secuencias con solamente un par de bases de diferencia

sobre el gel; el principio de la técnica de DGGE es presentado en la Figura 6.

Electotoress por depnaturalizacion tw jlf .
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Figura 6. Principio de electroforesis en gel con
gradiente de desnaturalizacién

Fuente Ref.(62)

Para separar los productos del PCR se prepard un gel desnaturalizante, gel de
poliacrilamida al 8% con mas o menos 35-60% linear DNA de gradiente de
desnaturalizacién. (100 % desnaturalizante es equivalente a 7 mol /L de urea y 40% de
formamide desionizada).

La electroforesis se corrié a 150 V por 2 horas a 60 grados centigrados, luego por 1 hora a
200V como marcadores se usaron “bandas” de bacterias conocidas, que se corrieron para
estandarizar la migracion de bandas en geles diferentes. Después de la electroforesis, los
geles fueron tinturados con plata y escaneados en un GS-710 “calibrated imagining
densitometer” (Gibco). Las bandas obtenidas después de DGGE fueron analizadas con el

algoritmo de Ward (60).
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Capitulo 4
Analisis de Datos.

4.1 Resultados del estado nutricional y desarrollo psicomotor

Todos los m'ﬁo.s de los grupos 1, 2 y 3 tuvieron un chequeo clinico y una evaluacion
nutricional mensual; el grupo 1 que recibid suplementacién de férmula con probidticos, el
grupo 2 que recibi¢ suplementacién de férmula sin probidticos y el grupo 3 que recibid
solo alimentos complementarios.

Al inicio del estudio como se puede observar en la Tabla 1 los tres grupos compartian

caracteristicas semejantes entre si.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los nifios y duracién de la suplementacién
Total N°® Nifios Formula con Formula sin Alimentos
{n=135) probiéticos prebidticos regulares
(n=5) (n=5) (n=35)
1. Género M/F 6/9 2/3 1/4 3/2
2. Edad al inicio 7m 10ds 7m 18 ds 7Tmé6ds Tm 6 ds
del proyecto +/-21 ds +/-7 ds +/-25ds +/-25 ds
+/- DE
3. Edad al final 13m 10 ds 13m 17 ds 13m 6 ds 13m 6 ds
del proyecto +/-21 ds +/- 16 ds +/- 25 ds +/- 25 ds
+/- DE
4. Duracién del 180 -190 ds 180 ds 190 ds 182 ds
estudio en dias
{rango)
Fuente Datos de la investigacion
M= masculino; ¥= femenino; DE= desviacion estandar; m= meses; ds= dias

Se analizé mediante la prueba de hipdtesis y se aplico la prueba F que compara medias

entre grupos a los incrementos de peso, longitud y perimetro cefdlico en los tres grupos.

La diferencia obtenida no fue de significancia estadistica, es decir que no hubo diferencia

entre las ganancias de peso, longitud y perfmetro cefélico para ninguno de los tratamientos

establecidos. Tabla 2
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Tabla 2. Datos de crecimiento para todos los nifios del estudio, Ganancia total en peso, longitud y
perimetro cefilico

FORMULA CON FORMULA SIN ALIMENTOS

PROBIOTICOS PROBIOTICOS REGULARES
DATOS |1 F G 1 F G 1 F
PESO 8.06 956+~ | 1.3 7.64 9.18 1.5 7.72 9.42 1.7
(KG) +-0.51 | 1.06 +f- +-1.0 +- +-

0.39 0.42 0.94

TALLA | 68.14 72.24 6.1 65.54 70.68 5.8 65.1 71.0 5.9
(CM)
P.CEF 43.52 46.66 3.1 42,94 46.34 34 43.4 46.14 2.7
(CM)
Fuente Datos de la investigacion
I= al inicio del estudio, F= al final del estudio, G= Ganancia total

Se pudo observar en todos los casos un aplanamiento de la linea de crecimiento en la
longitud y en el peso, no en el perimetro cefalico, siempre el grupe 1 mantuvo pesos, y
longitudes mayores desde el inicio, seguido por el grupo 3 y por el grupo 2. Sin embargo el
comportamiento graficado en la curva es similar para los tres grupos, no llegaron a
ubicarse por debajo de -2DS en cuyo caso el diagnéstico es desnutricion global, crénica o
aguda, scgtn las consideraciones de la Organizacion Mundial de la Salud. (Ver Figuras 7,

8. 9).

Figura 7. Curva de seguimiento de peso de los nifios y nifias del estudio

CURVA DE PERCENTILES PARAPESO7M-12M
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Meses
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Grupo 1= Férmula mas probidticos; grupe 2= Férmula; Grupo 3= Solo alimentos complementarios.
Elaborado : Autora.
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Figura 8. Curva de seguimiento de longitud de los nifios y nifias del estudio

CURVA DE PERCENTILES PARATALLA7 M-12 M

78 4
76
74
72 4
704
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66 4
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62 - r T T v 4
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Centimetros
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{-n—Gmpo‘i -8 GUpe 2 = Grupo'.’aé

Grupoe 1= Formula més probidticos; grupo 2= Férmula; Grupo 3= Solo alimentos complementarias.
Elaborado : Autora.

Figura 9. Curva de seguimiento de perimetro cefilico de los nifios y nifias del estudio
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Grupo 1= Férmula més probidticos; grupo 2= Formula; Grupo 3= Solo alimentos complementarios.
Elaborado : Autora.

En el Anexo 4 (puntajes z) se presentan los datos de peso, longitud y perimetro cefalico

de cada nifio de cada grupo durante los seis meses de estudio, transformados en puntajes z,
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para observar ¢l comportamiento en el crecimiento en relacion a la desviacion estandar de
una curva de distribucion normal.

En el estudio del Desarrollo Psicomotor con el test Denver no se encontrd “ningian atraso”
en la aplicacién de la prueba a los niflos y nifias. Este test valora las funciones motoras
gruesas, funciones motoras finas, funciones sensoriales y funciones sociales, sin embargo

no valora agudeza auditiva ni visual en detalle, no se utilizé ninguna técnica adicional.

Las cantidades de formula que se consumieron se encuentran en la Tabla 3.

Tabla 3. Consumo de las formulas.

Promedio del wvolumen de | Promedio de kilocalorias
consumo de formula - dia consunidas — dia

Grupoe 1 671 ml+/- 104,6 450,33 keal +/- 70,2

Grupo 2 651 ml +/- 1894 436,91 keal +/- 127

Fuente datos de la investigacion.

4.2 Resultados de la frecuencia de infecciones agudas

El nimero de episodios de Infecciones respiratorias agudas (IRA) en 12 meses en niflos
menores de un afio de edad en la practica pediatrica es de 5 a 7. El niimero de episodios de
enfermedad diarreica aguda (EDA) en 12 meses menores de 5 afios de edad en la préctica

pediatrica es 3, y en algunas regiones de 6 a 8 por afio. .

Tabla 4. Episodios de diarreas agudas e infecciones respiratorias agudas de todos los grupos
participantes en seis meses
INFECCIONES DIARREAS AGUDAS | TOTAL N° DE CASOS
RESPIRATORIAS
AGUDAS
FORMULA CON 8 (5L,2M,1() 5{(4L,1M) 13
PROBIOTICOS
FORMULA SIN 5 (1L, 4M) 4 (2L, 2M) 5
PROBIOTICOS
ALIMENTOS 9 (5L, 3M, 1L) 5 (4L, 1M) 14
REGULARES
TOTAL 22 14 36
Fuente datos de la investigacidn
L=Leve, M= Moderada, G= Grave
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Como se observa en la Tabla 4 la frecuencia de infecciones entre grupos fue similar;
ademés que en seis meses de seguimniento todos los nifios se encuentran dentro del
promedio considerado de frecuencia de episodios de IRA (5 a 7 por afio) y EDA (6 a 8 por
afio). Ningun nifio sobrepasd el nimero de 3 episodios de IRA y ninguno tuvo mas de 2

episodios de EDA en el transcurso de seis meses.

4.3 Resultados del analisis microbiologico de la férmula con probiéticos

La férmula con probidticos sembrada en agares especificos - Bifido bacterium, un medio
selectivo para bifidobacterias (57) vy agar S agar “Raffinose Thermophilus” un medio
selectivo para S thermophilus (58) dio como resultados colonias con formas tipicas de

Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus como se observa en las Figuras 10a y
10b.
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Figura 10a. Streptococcus thermophilus

Figura 10b Bifidobacterium lactis

En la amplificaciéon del DNA por PCR se utilizé:

- DNA de las bacterias de los agares especificos Bifido bacterium, un medio
selectivo para bifidobacterias (57) y agar S agar Raffinose Thermophilus un
medio selectivo para S thermophilus (58).

- DNA de bacterias previamente identificadas (Controles negativos). Figura 10

- DNA de cultivos puros de Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Gmb (DSMZ),

Germany). (Control positivo)
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Ademas del andlisis por PCR con “primers” especificos para Bifidobacterium lactis y
Streptococcus thermophilus se usé otro método el qPCR (59, 60, 61).
Se evidencié la presencia de Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus en la

formula de venta comercial utilizada. Figura 11

L12 3456 7 8 L 1234567 8
A . B

259 bp——>>

Figure 11. Productos de PCR de la region 16sDNA V3 de las bacterias aisladas de Ja formula con probidticos,
comparados con productos de diferentes especies bacterianas.

A. Productos de PCR con primers especificos para Bifidobacterium Lactis BL y B. primers especificos para

Streptococcus Thermophilus.

A. 1, B. fragilis; 2, C. paratrificum; 3, E. rectale; 4, C. coccidioides; 5, B. Bifidum; 6, B. Adolescentis; 1, B. lactis; 8,
conlrol negativo.

B. 1, B. fragilis; 2, C. paratrificum;, 3, E. rectale; 4, C. coccidioides; 5, B. Bifidum; 6, B. Adolescentis; 1, S. thermophilus;
8, control negativo

I, = Marcador DNA
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L1 23 4 L1234

194 bp —>

Figura 12. Productos de PCR de la regién 16sDNA V3 de las bacterias aisladas de la férmula con probidticos.

A. Muestra DNA aislada de un medio selective para Bifidobacterium Lactis BL

B. Muestra DNA aislada de un medio selectivo para Streptococcus Thermophilus, . Ty 2 DNA de la formula con
probidticos, 3 controf negativo y 4 control positivo { cultive puro de B. Lactis BL v S. Thermophilus, en A
¥ B respectivamente).L = marcador de DNA

4.4 Resultados de la composicion microbiana de las heces por PCR —

DGGE

L.a composicion bacteriana de heces de infantes suplementados con alimentos comunes,
con formulas con probidticos (B Lactis BL y S thermophilus) y férmulas sin probidticos se
analizaron por PCR — DGGE. La Figura 13 muestra los productos de amplificacién de
16sDNA regién V3 del DNA fecal de muestras obtenidas al inicio, luego de un mes y

luego de 6 meses de suplementacion.
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L 4151617 Lo

Figure 13 Productos de PCR de la region 16sDNA V3, Muestra
basal (A), Muestra al mes (B), Muestra a los seis meses.

(©

1 -15 numeros asignados a cada sujetos.

16 control positivo y 17 control negativo.
L = Marcador DNA

L41s

De los “primers” universales usados en estas primeras amplificaciones se obtuvo un
producto de 200 pares de bases, en cada analisis.

Como indica la Figura 13 todas las muestras de los 3 grupos produjo productos; después de
esta confirmacion los productos iniciales del analisis de PCR fueron sometidos a DGGE.
Las Figuras 14, 15 y 16 muestran patrones de bandas tipicas observadas después del
DGGE, cada gel contenia las muestras de 5 nifios y cada nifio tenia 3 muestras de heces
tomadas una al inicio de la suplementacion (a) otra luego de 1 mes (b) y otra luego del
sexto mes (¢) de la suplementacion con f6rmula.

En las Figuras los cédigos fueron designados al azar. Los cddigos numéricos del grupo 1

son:5,6,13, 14,15, del grupo 2 son: 7, 8, 10, 11, 12 y del grupo 3 son: 1,2, 3,4, 9.
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Figure 14 Productos amplificados por DGGE al inicio, luego del primer mes y luego del sexto mes. Con
probidticos (Grupol), sin probidticos (Grupo2) y alimentos regulares (Grupo 3). 1 -5: nitmero de
identificacion de los nifios

a. Muestra Basal; b. Después de un mes ¢. Después de seis meses L
M: marcador B: B. lactis; S: S. thermophilus G1: 5,6,13,14,15; G2: 7.8,10,11,12; G3: 1,2,3,4,9
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Figure 15 Productos amplificados por DGGE al inicio, luego del primer mes y luego del sexto mes. Con
probidticos (Grupol), sin probitticos (Grupe2) y alimentos regulares (Grupo 3)

6~ 10: nimero de identificacion de los nifios

4. Muestra Basal; b. Después de un mes c. Después de seis meses M: marcador B: B. lactis; 8: 5.
thermophilus G1:5,6,13,14,15; G2:7,810,11,12; G3: 1,2,3,4,9
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Figure 16 Productos amplificados por DGGE al inicio, luego del primer mes y luego del sexto mes. Con
probidticos (Grupol), sin probidticos (Grupo2) y alimentos regulares (Grupo 3)

11 - 15: nimero de identificacion de Jos nifios

a. Muestra Basal; b. Después de un mes ¢. Después de seis meses M: marcador B: B, lactis; S: S, thermophilus

GI:5,613,1415 G2:7,810,11,12; G3: 1,2,3,4.9

60
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Los efectos de la suplementacion en la dieta, sobre el ntunero de bandas expresadas en
cada muestra fueron comparadas en PCR_DGGE.

El niimero de bandas en las muestras recolectadas al inicio del estudio fueron similares
entre los 3 grupos, hubo incremento en la complejidad de la composicién de la microbiota
al primer mes y al sexto mes después de la suplementacion, el ntimero de bandas se
incrementd en las muestras tomadas en el mes 1 y en el mes 6 después de iniciado el
estudio. Los efectos de la dieta sobre la composicién microbiana, fueron también
evaluados por analisis “cluster” usando el algoritmo de Ward.

Las poblaciones microbianas de nifios que recibieron férmula sin probidticos o férmula
con probidticos fueron muy parecidos la una a la otra, en comparacion con los nifios
suplementados con comida regular; esto fue mas evidente después del primer mes de
suplementacion.

La Figura 17 muestra las diferencias encontradas entre los nifios que recibieron alimentos

regulares y los dos grupos que recibieron formulas.
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Figure 17 Dendrograma : correlaciones de bandas encontradas entre dietas por PCR-DGGE. (G1) el pair6n de
bandas de este grupo es el de nifios suplementados con probidticos, (G2} suplementados formula sin probiéticos,
(G3) Reciben alimentos regulares. A. Muestra Basal; B. Al mesy C. A los seis meses del estudio

4.5 Resultados del analisis de los geles. Identificacion de bandas

El andlisis inicial en los patrones de las bandas presentes en los tres grupos indicd la
presencia de bandas comunes en todos, sin embargo algunas bandas fueron predominantes
en uno o dos de los grupos.

La banda nimero 1 presente predominantemente en las heces de nifios suplementados con
alimentos regulares, mientras que las bandas 2 y 3 fueron mds comunes en las heces de
nifios suplementados con formulas con y sin probidticos como se observa en las Tablas 5 y

6.



Tabla 5. Productos amplificados de PCR per DGGE, Bandas identificadas para cada tratamiento

dietético

GRUPO § GRUPO 2 GRUPO3

FORMULA CON FORMULA SIN ALIMENTOS REGULARES
PROBIOTICOS PROBIOTICOS

N° CODIGO N° CODIGO N° CODIGO

5 7 1

6 8 2

13 10 3

14 11 4

15 12 9

BANDAS PREDOMINANTES | BANDAS PREDOMINANTES | BANDAS PREDOMINANTES
2_3_4_5 2_4_5 Srm—

Fuente Datos de la investigacién

Tabla 6. Identificacion de las bandas obtenidas del andilisis PCR-DGGE segun la secuencia de

nucledtidos (Genbank)

N° BANDA N* ACCESO GEN BACTERIA PORCENTAIJE DE
BANK IDENTIFICADA SIMILITUD
1 AY856700 Bifidobacterium sph12 | 99%
AY 736853 Bifidobacterium 83%
longum bv infantis
2 AY986349 Bifidobacterium No 99%
cultivado
3 AF371550 Bifidobacterium No S4%
cultivado
4 AYB06191 Streptococcus sp No 99%
cultivado
5 AY985751 Streptococcus sp No 98%
cultivado

Fuente Datos de la investigacion
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Estos datos indican que la suplementacion a infantes con alimentos regulares o formulas

con o sin probiéticos pueden influir en la composicién microbiana de la microbiota fecal.

No fue posible determinar el enriquecimiento con B. lactis y S. thermophylus de las heces

de los nifios que recibieron férmula con probidticos.

Se realizé ademas PCR real time con “primers” especificos para cada especie bacteriana,

no mostré diferencias entre grupos.
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Capitulo 5
Conclusiones y recomendaciones

5.1 Discusion y conclusiones

El establecimiento de diferentes dietas como férmulas infantiles con probidticos a un grupo
de sujetos de similares caracteristicas, permite establecer diferencias en el desarrollo de la
microbiota intestinal. El desarrollo posterior en el intestino propiamente dicho, depende de
un sin numero de factores que son dificiles de controlar como: el ambiente que rodea a
cada individuo en su medio familiar, el contacto con el resto de integrantes de la familia y
el manejo que cada una de las madres brinde, independiente de las instrucciones que puede
recibir del personal de salud.

Los datos presentados indican que el consumo de formula con probidticos fue bien
tolerado (no manifestaron signos de intolerancia) y seguro para todos los nifios
participantes. En un reciente reporte de Saavedra y sus colaboradores evalué la seguridad y
tolerancia de los mismos probidticos usados en el presente estudio, en 118 infantes
demostrando seguridad en el uso. Ademds baja frecuencia de célicos, y poca necesidad del
uso de antibidticos en el grupo que recibid probidticos.

No hubo diferencias significativas en el crecimiento y desarrollo entre nifios
suplementados con férmula con o sin probidticos en relacidon al grupo que recibid
alimentos regulares,no se observd un incremento mayor en el grupo que recibid
probiodticos.

Sin embargo todos los nifios participantes en el presente trabajo manifestaron aplanamiento
de las curvas de crecimiento, en comparacién a las curvas estandarizadas de peso, longitud
para la edad, aunque dentro de los limites nutricionales normales. La provisién de
alimentos en témminos enérgéticos fue similar para los tres grupos y la disponibilidad de
alimentos equitativa, sin embarge el aplanamiento, que puede deberse a la exposicion de
los mnfantes a una experiencia nueva como es la transicion alimentaria, ademas de la carga
higiénica a Ja que se sometieron y al aparecimiento de infecciones, que aunque estuvieron
dentro del rango observado, el ideal es que no presenten ninguna de estas enfermedades.
En este punto, la condicion socioecondmica, las condiciones salubres y los cuidados
béasicos segln el nivel de instruccidn o escolaridad de las madres de los infantes, influye en
la expresion méxima de la capacidad de crecer, manifiesta en la curva de crecimiento

individual de cada infante.
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En el presente estudio todos los nifios participantes presentaron similar nimero de
episodios de diarreas e infecciones respiratorias agudas.

Saavedra en su trabajo reporta diferencias significativas en cuanto al mejor crecimiento y
menor aparecimiento de infecciones en los niflos de su estudio que recibieron probiodticos;
a diferencia de lo observado en esta investigacion. La investigacién se llevd a cabo en un
grupo mestizo {mezcla de indios con blancos-espafioles) que vivia en un sector pobre de
Quito-Ecuador, en un pais en vias de desarrollo, mientras el estudio de Saavedra fue
realizado en un 4rea metropolitana de Baltimore-Estados Unidos. Estas condiciones
ambientales tan diferentes influyen en las condiciones de higiene y los conocimientos
culturales de la poblacion conducen a un comportamiento diferente.

Se logré determinar que la microbiota de nifios suplementados con formulas con o sin
probidticos fue diferente de la microbiota de nifios suplementados con alimentos regulares,
concluyendo que la dieta cumple un rol importante que define la colonizacién del intestino
de infantes, como parte de la evolucion de las bacterias en cada mdividuo.

Los métodos moleculares usados aqui no fue posible determinar el enriquecimiento de B
lactis v S thermophylus en las heces de nifios que consumieron probidticos tal como fue
planteada inicialmente la hipotesis.

La formula enriquecida con probioticos al ser analizada, se pudo verificar la presencia de

las bacterias declaradas en su composicidn, con un consumo seguro para los infantes.
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5.2 Recomendaciones

Es necesario continuar la investigacién de la composicién de la microbiota en infantes
suplementados con probidticos por tiempo prolongado, para definir claramente los efectos
fisiolégicos de las bacterias introducidas en el intestino. La medicion y la identificacién de
la microbiota ayudarian a responder las interrogantes relacionadas al mecanismo de accion
de los probidticos en la inmunidad intestinal, sobre todo en el grupo infantil susceptible en
el periodo de transicion alimentaria a las infecciones y desarrollo de posibles trastornos
inmunitarios que exageran las respuestas a los procesos inflamatorios y con ello disminuir
la morbilidad infantil.

Se recomendaria trabajar con cantidades maés altas de probidticos en las formulas lacteas
puesto que la cantidad consumida es un factor importante que puede determinar la
viabilidad de los probioticos.

Es importante que los profesionales en nutricion trabajemos conjuntamente con la industria
de alimentos elaborando alimentos funcionales, que ademés de satisfacer las demandas de
palatibilidad del consumidor sean valiosos nutricionalmente y aporten otros beneficios a la
salud.

Se debe motivar cuando se practica atencion primaria a los responsables del cuidado de
menores de un afio de edad, en mejorar las condiciones de vida y ambiente saludable,
mediante campafias de salud preventiva que se pueden difundir mediante los diferentes
medios de comunicacion, y de manera personalizadas en centros de cuidado infantil diario,
conjuntamente con las guias y recomendaciones sobre alimentacion complementaria para
menores de un afio vy lograr un 6ptimo desarrollo, condicidon necesaria para asegurar una
infancia sin riesgos en desmedro de la salud.

Es muy importante considerar el mejoramiento de las condiciones de salubridad y el
acceso al agua segura en los hogares de las familias, factor importante en el desarrollo de

enfermedades infecto-contagiosas como IRA y EDA.
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ANEXO 4

PUNTAIJES Z DE LOS DATOS DE PESO, LONGITUD Y PERIMETRO CEFALICO

DE LOS NINOS DEL GRUPO 1

PUNTAIJES Z. PESO GRUPO 1

cédigo 1 2 3 4 5 6
5 1,64 0,70 0,73 0,89 0,85 0,67
6 -0,12 1,14 1,00 1,18 1,02 0,17
13 -0,31 0,12 0,34 -0,26 0,50 0,80
14 -0,12 -0,61 -0,71 -0,69 -0,71 -0,70
15 -1,09 -1,35 -1,36 -1,12 -1,23 -1,57
PUNTAIJES Z. LONGITUD GRUPO 1
codigo 1 2 3 4 5 6
5 1,64 1,57 1,26 1,24 1,02 1,02
6 -0,35 -0,29 0,18 -0,31 -0,16 0,58
13 0,17 0,22 0,54 0,46 0,70 0,25
14 -0,50 -0,36 -0,72 0,08 0,00 -0,28
15 -0,96 -1,13 -1,26 -1,47 -1,56 -1,58
PUNTAIJES Z. PERIMETRO CEFALICO GRUPO 1
codigo 1 2 3 4 5 6
5 1,33 1,54 1,24 1,34 1,35 1,89
6 -1,45 -1,18 -1,41 -1,40 -1,43 1,89
13 -0,25 0,07 -0,24 0,16 0,11 0,11
14 0,13 0,22 -0,19 0,27 0,23 0,28
15 0,23 -0,44 0,61 -0,38 -0,26 0,13




ANEXO 4

PUNTAIJES Z DE 1.OS DATOS DE PESO, LONGITUD Y PERIMETRO CEFALICC

DE LOS NINOS DEL GRUPO 2

PUNTAIJES Z. PESO GRUPO 2

codigo 1 2 3 4 5 6

7 0,39 0,94 0,85 0,57 0,24 -0,24
8 1,23 0,06 0,43 0,31 1,16 1,75
10 0,39 0,94 0,85 0,57 0,24 -0,24
11 -1,29 -0,53 -1,28 -1,77 -1,59 -0,64
12 -0,73 -1,40 -0,85 0,31 -0,06 -0,64
PUNTAJES Z. LONGITUD GRUPQ 2

cbédigo 1 2 3 4 5 6

7 0,13 0,75 0,78 0,77 0,83 0,75
8 0,23 -0,50 -0,50 -0,19 0,31 0,57
10 1,13 0,54 0,47 0,29 -0,47 -0,58
11 0,13 0,75 0,78 0,77 0,83 0,75
12 -1,62 -1,53 -1,52 -1,64 -1,51 -1,49
PUNTAJES Z. PERIMETRO CEFALICO GRUPO 2

codigo 1 2 3 4 5 6

7 0,08 0,59 -0,02 0,06 -0,55 -0,77
8 1,49 0,59 0,54 0,27 -0,71 0,07
10 -0,92 -1,40 -1,59 -1,49 0,74 0,19
11 0,26 0,93 1,09 1,30 1,38 1,52
12 -0,92 -0,71 -0,02 -0,14 -0,87 -1,02




ANEXO 4
PUNTAIES Z DE LOS DATOS DE PESO, LONGITUD Y PERIMETRO CEFALICO

DE LOS NINOS DEL GRUPO 3

PUNTAJES Z. PESO GRUPO 3

cddigo 1 2 3 4 5 6

1 0,42 0,31 0,29 0,11 0,22 0,38
2 1,13 1,59 1,47 1,23 1,30 0,81
3 0,42 -0,46 -1,18 -1,01 -1,13 -0,47
4 -0,52 -0,46 0,00 0,67 0,49 0,81
9 -1,45 -0,97 -0,59 -1,01 -0,86 -1,53
PUNTAJES Z. LONGITUD GRUPO 3

cddigo 1 2 3 4 5 6

1 0,36 -0,69 -0,69 -0,73 -0,99 -0,72
2 0,92 0,96 0,80 0,61 0,55 0,36
3 0,76 0,49 0,17 0,04 -0,04 0,36
4 -0,60 0,63 1,04 1,28 1,38 1,27
9 -1,44 -1,40 -1,33 -1,20 -0,91 -1,27
PUNTAIJES Z. PERIMETRGO CEFALICO GRUPO 3

coédigo 1 2 3 4 5 6

i 0,82 0,56 0,40 0,00 0,04 0,29
2 -0,30 0,09 0,15 -0,11 -0,06 0,05
3 1,27 1,26 0,78 1,05 0,92 0,69
4 -0,74 -0,61 0,40 0,63 0,72 0,69
9 -1,04 -1,31 -1,74 ~-1,58 -1,62 -1,72
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APELLIDOS PATERNO MATERNO NOMBRES N2 HISTORIA CLINICA UNICA

NORMAS PARA LA EVALUACION DEL DESARROLLO DE LOS 12 PRIMEROS MESES DE EDAD
(Adaptado de Aldrich y Norval)

[l ok el e

PROMEDIO

Vocaliza: Emite sonidos espontédneamente 0 merced @ un @StimMU0 ........cvoumeaiee : b 1A ———— ZONA DEL 95%
Controla Ja cabeza: La cabeza no cae hacia alrés cuando se tira de WhN

é| para sentarlo estando en posicién supina p -
Controla la mano: Sujeta un juguete con una o ambas manos : 6
cuando cuelga por encima de 2 = 3
Se 1UBda; D bOCA ATDE A DOCE BDAQ ... 2y

Se sienta solo: Durante algunos momentos ...

Comjenza a andar a gatas: Rodéndose, empujéndose sobre el
abdomen o sobre la espalda

Sonrfe: Como respuesta a un adulto 0 a suvoz ....

Prensa: Junta el pulgar con el indice para tomar pequefios objelos ...

Se pone de pie cuando se tira de él

Camina sin ayuda: Sujeté4ndose de un barandal, de los muebles
o de un adufto

Se para solo: Sin ayuda, durante algunos momentos ...

Camina s0l0: Da VA0S PASOS .......cceeveeussesssasssmssssesoss b s
QRTINS G L 700 Bl OF R (NS 2

EDAD EN MESES

NORMAS PARA LA EVALUACION DEL DESARROLLO DE LOS 12 A LOS 60 MESES DE EDAD

(Adapiado de Barrera-Moncada)

Bebe bien 0e 1Az 0 VASO ..........ooooweeerseeerssssensesensssasin : g
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Salta en dos pies ......cccceeverrernnies
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Reconoce el material de cuchara, puerta, zapato................
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