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ProLOGO

Cuando las primeros organismos animales hicieron su aparicion en la tierra —hace
mas de 600 millones de afos— las bacterias ya eran duefias del mundo. Desde enton-
ces, no solo hemos aprendido a convivir con ellas, sino que hemos experimentado
lo que podria denominarse una co-evolucion en un didlogo caracterizado por una
interaccion que ha sido tan constante como diversa.

Es necesario reconocer que solamente en muy pocos casos, estas interacciones
revisten de un caracter patégeno. En la mayor parte de los procesos, bacterias y or-
ganismos animales nos ayudamos mutuamente. En el cuerpo humano la microbiota
estable mas importantes se encuentra en boca, tracto gastrointestinal, vagina y piel.
Sin lugar a dudas, la microbiota intestinal es la mas compleja, tanto por la cantidad de
organismos que la componen como por la diversidad de funciones que posee como
las interacciones con el sistema inmune. Basta mencionar que un animal axénico (sin
bacterias en su intestino) por demas saludable, tienen una sobrevida muy fragil, apa-
recen enfermedades no solo infecciosas sino degenerativas y ademds requiere de un
30% mas de alimento que un animal naturalmente colonizado por bacterias. Esa es
una medida aproximada de la contribucidon nutricional aportada por el salvataje de
nutrientes realizado por la microbiota intestinal No deberia sorprendernos, porque los
humanos contamos con apenas 20 genes para codificar las enzimas necesarias para di-
gerir carbohidratos, mientras que solamente los bacteroides cuentan con mas de 260.

La microbiota intestinal crece y madura a partir del nacimiento (y existen indicios
que algunos procesos comienzan en la vida intrauterina) hasta que alcanza su ho-
meostasis alrededor de los tres anos de edad. Los primeros microorganismos coloni-
zadores son claves y de alli el papel de la exposicion durante el parto, los prebidticos
de la leche de madre que representan hasta el 8% del total de sus nutrientes) estan
compuestos por mas de 200 oligosacaridos diferentes tienen como propésito fun-
damental el desarrollo de una microbiota estable y saludable. Es altamente probable
que en el mismo objetivo opere el papel activo de la ruta entero-mamaria seleccio-
nando cepas del entorno intestinal de la madre para conformar los 3 enterotipos pre-
dominantes. Aunque, escasas en variedad (no suelen ser mas de 2 a 15 las especies
cultivables en leche materna) la evidencia demuestra que son estables y caracteris-
ticas de cada mujer y que luego pueden ser “rescatadas” de la microbiota intestinal.

Hoy existe evidencia de la asociacion entre la microbiota y varios posibles meca-
nismos fisiopatoldgicos en numerosas enfermedades cronicas: alérgicas, inflamato-
rias, obesidad, diabetes y el sindrome metabdlico.

En un mundo donde es comun uso de antibidticos, la dieta, las condiciones de
crianza animal se han modificado tan sustancialmente que hay un impacto en la
composicion, funcion e interaccion de nuestra microbiota intestinal y la salud. En este
sentido, es valido preguntarnos si existe una microbiota saludable? Los alimentos y



compuestos bioactivos de la dieta que hoy consideramos saludables son promotores
de una mayor diversidad en la composicion de la microbiota intestinal, todos aportan
sustratos que favorecen el desarrollo de diversas vias metabolicas hacia el interior de
la propia microbiota. Es probable que esta riqueza en el dialogo molecular bacteriano
pueda contribuir al mantenimiento de la salud.

Estas son algunas de las consideraciones que han impulsado al vertiginoso cre-
cimiento de la ciencia detras de los probidticos. Apenas hace menos de 20 afos un
comité de expertos reunido en Cordoba definié a los probidticos como microoganis-
mos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas ejercen un beneficio
para el hospedador. La enorme contribucidn de esta comision radicd en que puso un
nombre y un territorio comun que ayudo que las distintas disciplinas involucradas tu-
vieran un intercambio mas rico y que se ha traducido en el cuerpo de conocimiento
cientifico que hoy esta disponible.

Pero, ain mucho antes de la definicién surgida en Cérdoba, los probidticos han
acompanado la historia del hombre desde hace al menos 10.000 afos. El viejo testa-
mento atribuia la longevidad de Abraham al consumo de leche agria, gran parte de
los alimentos fermentados en su denominacion cultural como su diseminacion reco-
nocian un componente de salud, Metchnicof atribufa la longevidad de los pueblos
balcanicos a la composicion de la flora intestinal. No nos deberfa sorprender, porque
los alimentos, en especial los lacteos fermentados son el sequndo hébitat natural de
las bacterias acidolacticas. Existen numerosas razones tecnologicas y estudios expe-
rimentales para pensar que los alimentos fermentados tienen una profunda transfor-
macion y las perspectivas del uso de probiodticos es amplia.

Desde el Instituto Danone del Cono Sur hemos abordado siempre con una pers-
pectiva regional temas centrales de la alimentacion, la nutricion y la salud. Es por ello,
que el IDCS ha convocado a més de 15 investigadores referentes de la Region y del
mundo para organizar un Taller en las afueras de la ciudad de Buenos Aires, que es la
semilla germinal de este libro.

Merece destacarse el papel de Gabriel Vinderola, Juan de Paula y Ricardo Weill
quienes mas alla de su responsabilidad editorial, han desempefado un papel central
en la armonizacion de los temas y de sus documentos. Como en otras ocasiones, me
es grato agradecer el compromiso de Alejandro Ferrari en la revision y compilacion
del libro

Aspiramos a que este documento contribuya a enriquecer el material de consulta,
ser una guia en la investigacion, mejorar la docencia, ayudar a la toma de decisiones
clinicas y constituir una referencia en idioma espafol de una visibn moderna y actua-
lizada del complejo mundo de los probidticos asi como un mojén mas en el necesa-
rio proceso de avanzar hacia un marco regulatorio global en el contexto del CODEX.

Dr. Esteban Carmuega
Director Instituto Danone
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RESUMEN

El entorno microbiano temprano tiene un rol crucial, afectando el ries-
go de padecer enfermedades crénicas. El trasfondo genético, el entorno,
el medio nutricional temprano, el uso de antibidticos y otros medica-
mentos, afectan tanto la arquitectura intestinal de la microbiota, como
su composicion individual y su actividad. Evidencias recientes relacionan
fuertemente la composicion de la microbiota también tanto con el sobre-
peso y la obesidad, como con la malnutricion; datos crecientes sugieren
que un gran ndmero de otros estados patoldgicos también estarfan vin-
culados con la composicion de la microbiota. En este capitulo se realiza
una revision del establecimiento y desarrollo de la microbiota intestinal
humana y se describen ejemplos de desviaciones y el rol de la disbiosis

como un factor promotor de aberraciones de la microbiota.






MiGuEL GUEIMONDE - Rocio MARTIN - JAN KNOL - SEPPO SALMINEN

l. INTRODUCCION

El término disbiosis describe un estado de desbalance o mala adaptacién micro-
biana, sobre o dentro del organismo, que puede ser causado por factores tan diver-
50S COMO exposiciones repetidas y excesivas a antibidticos, o dietas inapropiadas,
incluyendo la sobrenutricion o la malanutricion.

La disbiosis puede tener muchas causas y consecuencias. Dependiendo de la es-
tructura de la microbiota puede —por ejemplo-reforzar o debilitar la habilidad del
organismo para extraer energia de la dieta, permitiendo un rapido almacenamiento
de la energia obtenida para convertirla en grasas corporales, o puede prevenir el uso
de energia y nutrientes en ninos mal nutridos, e incluso adultos (ver Figura 1).

Figura 1. Factores que alteran la microbiota de su normal desarrollo, causando

disbiosis.
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i
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Lo opuesto a la disbiosis, una microbiota sana, es dificil de definir, en tanto la mi-
crobiota saludable es un rasgo individual y difiere entre distintas regiones del globo.
En consecuencia, el mismo concepto de desviacion varia segun la localizacion geo-
grafica, el trasfondo genético vy las condiciones ambientales. De hecho, la microbiota
se ha vuelto un "blanco en movimiento” para tomar medidas terapéuticas preventivas,
maxime considerando que todavia no se sabe silos cambios en el microbioma subya-
cen como factores responsables de las enfermedades no-transmisibles, o si tal vez se
trata sus consecuencias. La definiciéon de una microbiota saludable como blanco de
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CAPITULO 1 - ESTABLECIMIENTO Y DINAMICA DEL MICROBIOMA INTESTINAL Y FECAL HUMANO

intervenciones nutricionales que tengan como finalidad la reduccion del riesgo de en-
fermedad, solo podré ser alcanzada a partir de laboriosas determinaciones prospectivas
sobre nifos saludables, que permanezcan ademas saludables durante periodos de se-
guimiento razonablemente largos. En qué medida la definicién alcanzada se aplique a
entornos ambientales de evolucion rapida, es otra pregunta abierta.

Ademas, el estado de disbiosis puede ser modificado por probidticos especificamen-
te dirigidos para influenciar la microbiota en distintas partes del tracto gastrointestinal,
0 probidticos especificos administrados para prevenir la aparicién de tales disbiosis.

En la actualidad, sabemos que:

« La colonizacion microbiana temprana es clave en la promocion y mante-
nimiento de la salud.

 La microbiota materna constituye el primer indculo para el desarrollo de
la microbiota infantil.

« La dieta (prebioticos, probidticos, simbidticos y postbidticos) v la higiene
tienen un papel importante en influenciar la composicion y diversidad de
la microbiota.

« Las aberraciones o desviaciones de la microbiota, o el estado de disbiosis,
estan vinculados a un mayor riesgo de desarrollo de enfermedades croni-
cas no-transmisibles.

« La malnutricidn se vincula con las deficiencias, excesos o desbalances en
la ingesta de energfa y/o nutrientes de los individuos (definicion de la
OMS).

o Eltérmino sobrenutricién se usa para referirse al desbalance entre el con-
sumo y el gasto de energia.

« El término subnutricion se usa para referirse a la falta de energia y/o nu-
trientes, y puede deberse al gasto, atrofia, bajo peso o deficiencias en vita-
minas y minerales.

El reconocimiento de la microbiota intestinal como un factor decisivo de la salud
humana es generalmente aceptado en la actualidad. También se entiende que la mi-
crobiota tiene un rol importante en la programacion de la salud y/o enfermedad. Este
fendmeno es especialmente relevante en madres embarazadas y recién nacidos, en
particular durante los primeros 1000 dias de vida. Esta colonizacidon microbiana tem-
prana es de importancia crucial, ya que proporciona estimulos esenciales para la ma-
duracién del sistema inmune del hospedador, en etapas en que muchas funciones
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metabolicas del recién nacido no han madurado todavia. Estudios en animales han
demostrado que la falta de una microbiota adecuada puede alterar muchas funcio-
nes del hospedador, y que la restauracion de esa microbiota en la vida temprana
—pero no luego durante la adultez— es efectiva para normalizar esas funciones [1,2].
En consecuencia, la evidencia actualmente disponible sugiere que los recién nacidos
dependen del establecimiento correcto de la microbiota para alcanzar la homeos-
tasis metabdlica. Desafortunadamente, el proceso de colonizacion microbiana es
complejo y no del todo comprendido. Mientras que algunos factores han sido iden-
tificados, otros todavia debe estudiarse. Los esfuerzos cientificos por comprender es-
tos factores han abierto nuevas preguntas, y han desafiado nuestro conocimiento
acerca de la relacion entre la microbiota y el hospedador. Un buen ejemplo de esto
son los estudios recientes que cuestionan la esterilidad microbiana durante la vida
fetal, 0 aquellos que demuestran la presencia de una microbiota normal en la leche
materna humana (ver Figura 2). El paradigma clésico, hoy desafiado, era que la vida
intrauterina y la leche materna, eran estériles.

Figura 32. Algunos roles definidos de la microbiota y sus metabolites en la salud
humana.
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Il. EL DESARROLLO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

[I.LA. COLONIZACION IN UTERO

La percepcion acerca del establecimiento inicial de la microbiota intestinal ha
cambiado. Durante mucho tiempo se considerd que el feto era estéril, pero esta

idea estd siendo desafiada en la actualidad. El embarazo estd vinculado a distintos
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cambios fisioldgicos destinados a respaldar el correcto desarrollo del feto y del recién
nacido. Un cambio en la microbiota intestinal de una embarazada hacia un perfil mas
pro-inflamatorio tiene lugar en el tercer trimestre de embarazo [3]. De manera simi-
lar, algunos trabajos [4] reportan que la microbiota intestinal cambia drasticamente
desde el primer al tercer trimestre, con una vasta diversidad entre madres, y un in-
cremento generalizado en Proteobacterias y Actinobacterias, y una riqueza reducida.

Durante este proceso, se altera la permeabilidad de la pared intestinal materna
hacia los microorganismos, y la microbiota cambia hacia una de perfil méas pro-infla-
matorio. Se ha sugerido que este fendmeno facilita la traslocacion bacteriana en el
intestino materno, y —en consecuencia— se favorece la transferencia madre-a-nifio
de microbios intestinales [4], hecho respaldado por datos de deteccidn de bajos ni-
veles de bacterias en sangre de cordédn umbilical [5]. Se cree que la exposicion a
microbios es iniciada incluso antes de lo que entendemos hoy; de hecho, incluso el
propio proceso de fertilizacion podria estar influenciado por la microbiota vaginal y
seminal. Se ha reportado, ademas, que el liquido amnidtico y la placenta tienen cierta
composicién microbiana. Esta microbiota intrauterina esta caracterizada por bajas
cantidades de bacterias, y por el predominio de Proteobacterias [6, 7]. Hay diferencias
en los resultados relativos al andlisis de muestras con bajos recuentos bacterianos:
algunos autores detectan microbios en el liquido amnidtico provenientes de madres
con embarazos saludables, y atribuyen estos hallazgos a artefactos metodoldgicos o
contaminaciones [8]. No obstante, la colonizacion del feto estd también evidenciada
por la deteccién de una microbiota temprana en muestras de meconio, esencialmen-
te Firmicutes, pero también con altas proporciones de Proteobacterias [9]. A pesar de
la evidencia creciente, la ocurrencia de una colonizacion intrauterina y el rol que esta
pueda tener en la colonizacion general temprana, es un proceso que todavia estd
en debate. Lo que si estd claro es que la colonizacion microbiana masiva comienza
luego del alumbramiento, y que la transmision vertical madre-a-hijo es crucial para el
proceso de colonizacion temprana [10, 11].

[1.B. MoDO DE PARTO

Una gran exposicion a diferentes especies bacterianas durante el periodo neo-
natal es facilitada por el modo de parto. Los nifios nacidos por parto vaginal estan
expuestos a microbios vaginales como Prevotella y Lactobacillus, y también de los
géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Parabacteroides y Escherichia. El intestino mater-
no es una fuente importante de bacterias; el 72% de las bacterias intestinales en los
nifAos nacidos por parto vaginal derivan de las bacterias del intestino materno, com-
paradas con el 41% en recién nacidos por cesarea. En consecuencia, los nifos nacidos
por cesarea podrian ser colonizados por bacterias asociadas con la piel y boca mater-
na, o el entorno materno en general.

Numerosos estudios reportaron una abundancia disminuida de Bacteroides, o una
diversidad reducida de Bacteroidetes en el intestino de nifios nacidos por cesarea.
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En esos casos, el microbioma fecal podria consistir —entre otros microorganismos—
en Enterobacter, Staphylococcus, incluyendo S. aureus, ademas de Streptococcus y
Veillonella. Las especies de Bifidocaterium generalmente tienden a ser menos abun-
dantes en nifos nacidos por cesarea, en comparacion con los nifios nacidos por par-
to vaginal. Los niflos nacidos por cesarea son portadores de mayor proporcion de
Clostridium difficile y esta podria ser una de las especies que introducen desbalances
en la microbiota, a causa de un crecimiento desmedido de clostridios e —incluso— has-
ta produccion de toxinas. La OMS declara que el indice de partos por cesarea en 1980
fue del 6%, y que se triplico a 18,6% en 2016 (OMS 2018) [12]. La influencia del modo
de parto en el desarrollo de la microbiota es de gran importancia, especialmente en
la medida en que casi el 20% de los nifos nacen por cesarea. Aunque existe una gran
variabilidad entre paises, la OMS (2018) indica que la cesarea podria ser necesaria en
un 10% de los partos, lo que implica aproximadamente que hay un 10% de cesareas
innecesarias, 0 mas en ciertas regiones. La alteracion de la microbiota intestinal que
ocurre como consecuencia del parto por cesarea, en comparacion con nifos nacidos
por parto vaginal [13, 14] podria, al menos en parte, explicar la mayor tendencia de
los primeros a padecer enfermedades alérgicas, celiaquia, obesidad, diabetes de tipo
1, entre otras patologias [15].

[I.C. TiPO DE ALIMENTACION

Luego del nacimiento, el tipo de alimentaciéon (amamantamiento, alimentacion
con férmulas, introduccién de alimentos sélidos) modelan directamente la microbio-
ta, influenciando tanto su diversidad como su riqueza. El lactancia materna general-
mente favorece el predominio de las bifidobacterias en el intestino del recién nacido,
y la composicion y actividad de esas bifidobacterias —junto con las bacterias acido
lacticas—forman la base para el desarrollo de la microbiota. Durante la infancia, el pro-
ceso de colonizacién es facilitado por una répida sucesion de bacterias anaerdbicas,
incluyendo los géneros Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium e incrementos en
especies de Bacteroides. Las diferentes especies de Bifidobacterium pueden alcanzar
hasta el 90% de la microbiota fecal total en recién nacidos amamantados, durante el
primer afo de vida. Con frecuencia, las bifidobacterias de la microbiota incluyen las
especies B. breve, B. infantis y B. longum, mientras que los lactobacilos mas comunes
en las heces de nifos amamantados y alimentados con formula estén relacionados
con Lactobacillus acidophilus o Lactobacillus gasseri.

Las diferencias en la composicién de la microbiota en nifos amamantados, respec-
to a los que recben leche férmula, se debe a los componentes de la leche materna. La
leche humana contiene tanto una microbiota rica como un gran numero de oligosa-
caridos, que condicionan el proceso de colonizacién, ya sea porque funcionan como
promotores del crecimiento de ciertas bacterias, 0 como moléculas-sefiuelo para
patdgenos especificos. La composicion de la microbiota y los oligosacaridos varia
en las diferentes localizaciones geograficas del globo. Adicionalmente, el contenido
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de poliaminas en la leche humana puede tener un impacto en la composiciéon de
la microbiota tanto en la leche humana como en el intestino de los nifios [16, 17].
Adicionalmente, el amamantamiento también expone al nifio a las bacterias de la
piel de la madre y algunas bacterias ambientales. Una descripcién mas detallada de
la composicion de la leche materna humana y su impacto en la microbiota intestinal,
puede ser encontrada en el Capitulo 1 de este mismo libro.

El destete causa cambios rapidos y significativos en el proceso de colonizacion del
intestino, dando lugar al proceso de cambio de composicion vy actividad de la micro-
biota hacia una estructura adulta. Un destete paulatino conduce a una disminucién de
las diferencias entre nifos amamantados y alimentados con férmula. Al mismo tiem-
po, el nUmero de Bacteroides, Clostridium y otros cocos anaerébicos se incrementa, en
particular el nimero de E. coliy otros enterococos. Durante esta fase, cambios rapi-
dos vy fluctuaciones tienen lugar particularmente en el grupo de especies del género
Bacteroides, que son capaces de obtener energia a partir de la fibra dietaria. Durante
el segundo ano de vida, las etapas en el proceso de constitucién de la microbiota in-
cluyen el incremento de la diversidad, y el incremento en la proporcién de Bacteroides,
Veillonella y Fusobacterium. El nimero de microbios no cultivables y no identificables
también se incrementa, haciendo que la caracterizacién completa de la microbiota
sea un objetivo mas complejo. No obstante, los nifios parecen ser portadores de un
mayor nimero de bifidobacterias y enterobacterias respecto a los adultos durante
cierto tiempo, hasta que su microbiota se vuelve similar (ver Figura 3).

Figura 3. Diferencias en el establecimiento y desarrollo de la microbiota en nifios
de madres con peso normal y madres con sobrepeso.
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[1.D. EDAD GESTACIONAL

Mientras que en nifios nacidos a término el modo de nacimiento y el modo de
alimentacion son considerados como los factores mas relevantes y condicionantes
del desarrollo de la microbiota, en nifos nacidos pre-término la edad gestacional
es el factor mas fuerte condicionante del proceso de establecimiento de la micro-
biota intestinal [18]. Los neonatos nacidos pre-término deben sortear importantes
desaffos al comienzo de sus vidas, al ser aun inmaduros sus sistemas intestinal, inmu-
ne, respiratorio y neuroldgico. Mas aun, los recién nacidos pre-término permanecen
en el hospital —con frecuencia— por largos periodos de tiempo, y tienen una gran
exposicion a antibidticos y otros tratamientos tales como la respiracion asistida y la
alimentacion artificial. Todos estos factores, con frecuencia concomitantes al caracter
prematuro del recién nacido, afectaran la adquisicion y desarrollo de la microbiota.
Estos nifios presentan una colonizacion tardia por parte de los anaerobios comensa-
les como Bifidobacterium o Bacteroides, al tiempo que muestran niveles incrementa-
dos de Enterobacteriaceae, y otros microorganismos potencialmente patdgenos [19].
De modo similar a lo que ocurre con cualquier otro grupo de nifos, definir una micro-
biota estdndar o normal en nifos pre-término es todavia una tarea dificultosa, pero
la identificacion de diferencias claves en relacion con niflos sanos nacidos a término
es de gran importancia en el desarrollo de estrategias de intervencion dirigidas a pro-
mover un mejor establecimiento y desarrollo de la microbiota en bebés prematuros.
Incluso, estas alteraciones pueden tener un efecto en la salud tanto a corto como a
largo plazo. De hecho, las alteraciones de la microbiota han sido relacionadas con
el riesgo de enfermedades tales como las infecciones o la enterocolitis necrotizante
(EN), en este grupo de nifos. Un incremento en la proporcion de proteobacterias
ha sido vinculado con un aumento en la respuesta inmune inflamatoria, con un au-
mento concomitante en el riesgo de desarrollo de EN o sepsis [20]. Sin embargo, no
se han podido definir cuéles son las alteraciones especificas de la microbiota que se
relacionan con la EN, puesto que los estudios disponibles muestran resultados con-
tradictorios [21, 22]. De modo similar, algunos estudios han mostrado alteraciones en
la microbiota que se asocian con un posterior desarrollo de sepsis de aparicion tardia,
en comparacion con nifos sanos [23, 24]. No obstante, la evidencia disponible hasta
el momento no permite sacar conclusiones sobre las alteraciones especificas de la
microbiota en relacién con el riesgo de EN en neonatos.

[1.LE. Uso DE ANTIBIOTICOS

Se ha reportado que los antibiéticos provocan un desvio significativo en el pro-
ceso de colonizacion temprana del intestino, y que los efectos de este desvio son
duraderos, lo que resulta en una diversidad reducida de microorganismos y una
abundancia especialmente baja de Actinobacterias, dentro de las cuales se en-
cuentran las bifidobacterias. Como se menciond antes en este capitulo, durante la
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gestacion la microbiota materna sufre cambios [25] que pueden impactar sobre la
transmision vertical de microorganismos al nino. En consecuencia, cualquier modi-
ficacion inducida durante el embarazo, como por ejemplo las complicaciones, las
intervenciones médicas y hasta la propia dieta, pueden alterar el establecimiento de
la microbiota en el nifio [26, 27]. En este contexto, los antibidticos estan dentro de los
medicamentos mas utilizados, y su uso durante el embarazo puede afectar la micro-
biota materna y la colonizacion microbiana del recién nacido. De hecho, estudios he-
chos en animales demuestran el impacto del uso de antibidticos durante el periodo
gestacional, sobre la microbiota intestinal del neonato, y sobre su inmunidad [28, 29].
Aunqgue diferentes estudios muestran efectos ligeramente distintos -méas que nada
como consecuencia de los antibiéticos estudiados y el tiempo de administracion—en
general los antibioticos parecen reducir los niveles de Lactobacillus, incrementando
los niveles de proteobacterias [30]. Los antibiéticos también constituyen una de las
drogas mas empleadas durante el parto, puesto que se estima que son administra-
dos en mas del 30% de los partos [31]. Numerosos estudios conducidos durante los
ultimos anos indican que los antibidticos intraparto alteran el establecimiento de la
microbiota tanto en nifos nacidos pre-término [32] como en nifos nacidos a término
[33-35], incrementando los niveles de Enterobacteriaceae y reduciendo los niveles de
bacterias anaerdbicas intestinales, tales como Bacteroides o Bifidobacterium. En etapas
posteriores, durante el periodo post natal temprano, la administracion de antibioticos
también puede alterar la microbiota infantil [36]. El uso de antibidticos parece tener
su impacto mas severo sobre la composicion de la microbiota en nifos nacidos por
cesarea que reciben multiples tratamientos con antibidticos durante el primer afo de
vida. Las consecuencias de la exposicidon neonatal a antibidticos han sido reportadas,
e incluyen —entre otras- una mayor abundancia de proteobacterias proinflamatorias
y un numero significativamente reducido de actinobacterias. Mas especificamente, el
tratamiento con antibidticos parece conducir a un menor nimero de bifidobacterias,
consideradas “protectivas” Estas desviaciones son duraderas, y podrian tener un rol
significativo en la programacion de los niflos hacia el sobrepeso y obesidad, asi como
también podrian incrementar el riesgo de desarrollo de alergias. Esto es de gran rele-
vancia en la medida en que los antibiéticos son la medicacion mas frecuente durante
la vida temprana, y a los dos afos de edad, mas de la mitad de los nifios ya los han
recibido alguna vez, con consecuencias potenciales a largo plazo sobre la microbiota
intestinal, y la salud futura [37, 38].

[I.F IMPACTO DE LA COLONIZACION

La colonizacion intestinal temprana tiene un impacto crucial en la salud de los ni-
fos, mediante la programacion nutricional, inmunoldgica y metabdlica. El concepto
de los primeros 1000 dias de vida y el impacto a largo plazo se describen luego, en el
Capitulo 1 de este mismo libro. Dicho capitulo sugiere que existe durante la vida tem-
prana una ventana de intervencién que constituye una oportunidad para modificar
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la microbiota intestinal hacia un consorcio sano, con impacto de largo plazo en la
reduccion del riesgo de enfermedades crénicas no-transmisibles.

Los cambios en el estilo de vida acontecidos durante el Ultimo siglo, tales como
el desplazamiento desde areas rurales hacia areas urbanizadas, el aumento de la pro-
porcion de cesareas, el estrés, la polucion y el uso de medicacion, han impactado
sobre la composicion de la microbiota a lo largo de generaciones. Tal como sabemos
ahora, las nifas de hoy seran las madres del futuro, y estan evolutivamente progra-
madas para inocular a sus bebés, lo que —en consecuencia— implica que los cambios
en la composicion de su microbiota seran transmitidos de generacién en genera-
cion, y pueden explicar el incremento de las tasas de enfermedades no-transmisibles
esperadas en la proxima década. Las estrategias dirigidas a proteger el proceso de
colonizacion temprana podrian tener un impacto a largo plazo, no solo en términos
individuales, sino del conjunto de la sociedad.

[1.G. CONCLUSIONES

La importancia de la microbiota en la salud y la enfermedad se ha vuelto un hecho
cientificamente aceptado. En consecuencia, el modelado temprano de la microbiota
por parte de los primeros microorganismos colonizadores tiene un rol clave en el
desarrollo sucesivo de ese ecosistema. Tal proceso impacta, claramente, en la compo-
sicion y actividad de la microbiota a largo plazo, con consecuencias sobre la salud en
etapas tempranas y tardias. La microbiota intestinal se desarrolla y prolifera de modo
dependiente de las caracteristicas genéticas del hospedador, asi como de su dieta y
de la localizacién geogréfica. Considerando la importancia de la microbiota para los
sistemas inmune, metabdlico y neuroldgico, es importante entender los determinan-
tes de la dindmica y manejo de este desarrollo, especialmente durante los primeros
1000 dias de vida, pero también en etapas posteriores.
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RESUMEN

La microbiota intestinal humana esta involucrada en multiples inte-
racciones que afectan la salud del hospedador, durante toda su vida.
El establecimiento de la microbiota en las etapas tempranas de la vida
es un proceso que ocurre de forma concomitante con el desarrollo y
maduracion del sistema inmune y metabdlico. En un plazo de pocas
semanas después del nacimiento, un nino ya es hospedador de una co-
munidad de billones de bacterias, virus y hongos que pueden modelar
multiples aspectos de su salud.
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Si acaso el proceso de establecimiento de la microbiota es alterado
o"descarrilado’, las consecuencias pueden ser observadas mas tarde du-
rante la vida del nifio. De hecho, un nimero creciente de estudios ha
reportado acerca de cémo la composicion y desarrollo tempranos de la
microbiota intestinal humana, podrian estar relacionados con un riesgo
incrementado de padecer ciertas condiciones de salud durante la vida
adulta. Dichos analisis han relacionado ciertas aspectos de la microbio-
ta, tales como la diversidad reducida o la composicion aberrante, con
problemas intestinales en nifos, o enfermedades que se manifiestan en
etapas posteriores de la vida, como el asma, la enfermedad intestinal
inflamatoria o desérdenes metabdlicos [1].

Los investigadores buscan modos de recuperar el balance y diversi-
dad de la microbiota y hasta se preguntan en qué medida sera posible
reformular la composicién de la comunidad bacteriana hacia una ver-
sion saludable, durante los primeros 1000 dfas de vida (contabilizados
desde la concepcioén), para ayudar a prevenir enfermedades crénicas
durante la nifez y adolescencia. Este concepto ha conducido al desarro-
llo de estrategias para remodelar la composicion de la microbiota infan-
til, basadas en productos funcionales e inspiradas por la composicién de
la leche materna humana.

En este capitulo se describe la composicion de la leche materna hu-
mana v la aplicaciéon de diferentes estrategias nutricionales dirigidas a
rebalancear o remodelar la microbiota intestinal infantil, cuya finalidad
es impactar sobre la salud a largo plazo.
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I. LA LECHE MATERNA HUMANA COMO REFERENCIA PARA EL DESARROLLO DE
ESTRATEGIAS NUTRICIONALES EN LA VIDA TEMPRANA

La leche materna humana es el vinculo post natal mas importante entre la madre
y su hijo, en la medida en que proporciona la nutricion éptima durante los primeros
meses de vida [2], y tiene un rol clave en la promocion de un crecimiento y desarrollo
saludables [3]. Se ha demostrado que el amamantamiento tiene un efecto protector
contra las infecciones, y que reduce el riesgo de diabetes y obesidad a largo plazo [4-
6], y —tal como se describe en el Capitulo 2— tiene un rol importante en el modelado
de la composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal del nifio. Se sugiere
que la composicion de la leche materna humana, y su impacto sobre la microbiota
intestinal, sirven para explicar los beneficios a corto y largo plazo del amamantamien-
to exclusivo [7]. La leche materna humana posee una combinacion Unica y éptima
de macro y micronutrientes, y numerosos componentes bioactivos que incluyen
compuestos relacionados con la inmunidad, tales como citoquinas regulatorias, que-
moquinas, factores de crecimiento, anticuerpos, oligosacaridos y microorganismos,
tal como se describe en la Tabla 1 [8-11]. Un balance especifico y delicado de esos
compuestos bioactivos es transferido directamente a los neonatos por intermedio
del amamantamiento. Mas aun, es sabido que la composicion y concentracion de
es0s compuestos bioactivos varfa entre individuos, y estan afectadas por el genotipo
materno, la edad gestacional, el estado de salud, la etapa lactante y condiciones am-
bientales tales como la dieta y el estilo de vida [12-17].

Tabla 1. Composicion de la leche materna humana
Composicién Compuestos bioactivos

- Proteinas

- Vitaminas y minerales
- Carbohidratos

- Grasas

Nutrientes

- Células inmunes:
- Macrofagos
- Neutrofilos
- Linfocitos y monocitos
- CélulasT, By NK
« Células derivadas de la mama:
- Lactocitos
- Células mioepiteliales
- Células madre y progenitoras
- Células bacterianas: microorganismos

Células
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+ Inmunoespecificos:

- Inmunoglobulinas IgAs/ IgG/ IgM/ IgD.
- No-especificos

- Lactoferrina

- Lisozima

- Lactoperoxidasa

- Mucinas

- Lipasa

- Acidos grasos

- Factores C3 'y C4 del complemento

- Hormonas y péptidos bioactivos

- Factores de crecimiento (EGF, IGF TGF-B)

- Nucledtidos

- Defensinas

- sCD14y receptor TLR

- Poliaminas

- Microbiota

- Oligosacaridos

Factores inmunes

[.LA. LA MICROBIOTA DE LA LECHE HUMANA

Historicamente, la leche materna humana era considerada un fluido estéril, aun-
que en la actualidad —alrededor del afo 2000- comenzd a cambiar esta vision, en
coincidencia con el aislamiento de cepas bacterianas beneficiosas de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium de mujeres sanas, hecho que constituyd un quiebre en
el viejo dogma [18]. Desde entonces, la leche materna humana ya no fue considerada
estérily, de hecho, una acumulacién creciente de evidencia demostro la presencia de
bacterias en dicho fluido mediante el empleo de diferentes metodologias basadas
en técnicas de cultivo y biologia molecular. Las cepas bacterianas mas frecuente-
mente aisladas pertenecen a los géneros Staphylococcus, Streptococcus, sequidos de
Enterococcus, Lactobacillus y Bifidobacterium spp., encontrandose en concentraciones
que oscilan entre 103y 10° CFU/ml [19-21].

Los métodos de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por las siglas en in-
glés para next-generation sequencing) han permitido expandir el conocimiento acerca
de la diversidad microbiana de la leche humana [22-24] y han permitido estudios
mas comprensivos acerca de la riqueza y diversidad microbiana, proporcionando
evidencia de la complejidad del ecosistema microbiano de la leche [25-28]. Estos
estudios han confirmado los grupos bacterianos identificados por técnicas de culti-
vo, principalmente Staphylococcus, Streptococcus, Bifidobacterium y Lactobacillus spp,
pero también han identificado bacterias anaerébicas tales como Blautia, Clostridium,
Collinsella, Faecalibacterium, Coprococcus, Roseburia y Veillonella [29-31]. Se ha repor-
tado que Streptococcus y Staphylococcus estan universalmente presentes en la leche
humana, independientemente de la metodologia empleada para estudiarla, de la
localizacion geografica donde se realice el estudio, de la técnica o el método de toma
de muestras [32]. El primer reporte sobre la composicion del microbioma de la leche
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materna humana utilizando pirosecuenciacion, mostré una enorme complejidad y
alta variabilidad [33]. Entre todas las bacterias presentes en cada muestra de leche,
se identificaron bacterias especificas como Streptococcus, Staphylococcus, Serratia,
Pseudomonas, Corynebacterium y también otras como Ralstonia, Propionibacterium,
Sphingomonas, y Bradyrhizobiaceae. Las diferencias observadas entre estudios reali-
zados con técnicas moleculares podrian explicarse en parte por diferencias en las
técnicas de muestreo, en los kits o protocolos de extraccion de ADN, de amplificacion
de ADN vy la region 16S, diferencias en la plataforma de secuenciacion, entre otras
posibilidades. Ademas, podria haber diferencias en los sistemas de analisis bioinfor-
maticos, y factores ambientales y perinatales [34]. Se han reportado diferencias en
la microbiota de la leche materna humana y en los perfiles microbianos del tejido
mamario en diferentes paises del globo [35, 36].

Los estudios metagendmicos confirmaron la presencia de diferentes bacterias [37,
38] y otros organismos tales como hongos y organismos relacionados a los proto-
7005 Yy a los virus. Méas aun, el mismo estudio proveyd informacién acerca de la fun-
cionalidad de las bacterias presentes en la leche, indicando que su actividad estaba
relacionada con las funciones basicas celulares (respiracion, sefalizacion, ARN, ADN y
metabolismo de aminoacidos).

Mas alla de la presencia de bacterias en la leche materna humana, algunos es-
tudios han identificado la existencia de una comunidad bacteriana compleja en el
tejido epitelial mamario, por intermedio del estudio de biopsias mamarias, y han su-
gerido su potencial vinculo con el desarrollo de tumores [39, 40]. Sin embargo, el
origen de los microorganismos de la leche materna humana sigue en debate.

Algunas bacterias especificas son compartidas entre el intestino materno, la le-
che materna y las heces del recién nacido [41-43], demostrando asi la transmision
vertical de microbios maternos al intestino infantil. Datos recientes mostraron que
los microorganismos de la leche materna contribuyen en un 27,7% a la microbiota
intestinal neonatal, mientas que los microbios presentes en la piel de la areola lo
hacen en un 10,3% [44]. Estos hallazgos resaltan la relevancia de los microorganis-
mos de la leche materna humana en el proceso de colonizacién del intestino del
recién nacido. En este contexto, la caracterizacion de la composicion microbiana de
la leche materna humana es un asunto cientifico de enorme interés, y existe una
necesidad de desentrafar su rol en el proceso de colonizacion del intestino neonatal,
asi como su importancia sobre la maduracién del sistema inmune del recién nacido.
Adicionalmente, la leche materna humana puede ser considerada una fuente de po-
tenciales cepas probidticas, para ser utilizadas luego durante la infancia.

|.B. OLIGOSACARIDOS DE LECHE HUMANA
Como se menciond antes en este capitulo, la leche materna humana contiene
diferentes oligosacéridos (abreviados OLH, oligosacéridos de leche humana), que son

considerados los componentes mas abundantes en la leche humana. Se ha descripto
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que la leche materna humana contiene aproximadamente entre 5y 20 g de OLH, y
que estas concentraciones varian a lo largo del periodo de amamantamiento, siendo
el calostro y la leche temprana los momentos en que los OLH se encuentran en ma-
yores concentraciones.

Los OLH son carbohidratos complejos, y al momento se han descripto mas de
200 formas, cuya presencia es exclusiva de los humanos. Los OLH tienen numerosas
funciones bioldgicas, incluyendo la proteccion contra bacterias y virus patégenos, el
mejoramiento de la salud intestinal y la contribucion al desarrollo cerebral. Mas aun,
se ha sugerido que los OLH tienen un impacto clave sobre la composicion de la mi-
crobiota intestinal neonatal [45] y sobre el crecimiento infantil [46, 47].

La mayoria de las bacterias identificadas presentes en la leche materna humana,
tales como Bifidobacterium, Bacteroides y Staphylococcus, son capaces de utilizar los
OLH como sustratos, lo cual les resulta favorable para su propio crecimiento [48-52].
Mas aun, se sabe que los perfiles de OLH estén influenciados por la etapa de lactancia
[53, 54] y también que los perfiles de glicosilacion de la leche cambian con el tiempo
[55]. El perfil de OLH es determinado por el genotipo de la madre, y codificado por el
gen de la fucosiltransferasa 2 (FUT2) [56, 57]. Ademas, se ha demostrado que la loca-
lizacion geografica también impacta en el perfil de OLH [58]. Incluso, recientemente
se han descripto asociaciones entre microorganismos de la leche y los OLH [59, 60] e
incluso con células y macronutrientes de dicho fluido [61, 62].

Es necesario realizar estudios mas grandes incluyendo leche materna humana de
diferentes etapas de lactancia, a lo largo de distintas localizaciones geogréficas, para
alcanzar una mejor comprension acerca del efecto de los factores ambientales y de
las bases genéticas, sobre el perfil de compuestos presentes en la leche materna y
acerca de su impacto sobre la salud neonatal. Los perfiles de OLH han sido asociados
a la composiciéon corporal de los nifos, y a un riesgo reducido de problemas vincu-
lados con alergias en etapas mas tardias de la vida [64, 64], y en la modulacién de la
microbiota intestinal infantil [65]. Nifios no amamantados por sus madres, con me-
nores niveles de 2FL (abreviatura que designa al aztcar 2-fucosil lactosa) muestran
una colonizacién mas tardia y menos profusa por Bifidobacterium spp., en relacién
con ninos que reciben leche materna humana con alta proporcién de dicho OLH
[66]. Se han reportado mayores niveles de Bifidobacterium y Bacteroides en neonatos
alimentados a pecho durante el primer mes de vida, en comparacién con nifios no
amamantados [67, 68].

Tal como se menciond antes, los OLH son capaces de estimular selectivamente
el crecimiento de bacterias pertenecientes a distintos géneros, y se cree que son
responsables de conducir hacia una microbiota dominada por bifidobacterias, en
el caso de los ninos amamantados con leche materna. Sin embargo, no todas las
bifidobacterias son capaces de utilizar los OLH de modo eficiente como fuente Uni-
ca de carbono [69-71]. Las bifidobacterias que se asocian a una microbiota adulta,
tales como B. adolescentis o B. catenulatum son incapaces de utilizar los OLH como
estructuras principales. El efecto bifidogénico de los OLH es especifico y favorece
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el crecimiento de las asi llamadas “cepas infantiles’, tales como B. longum, B. breve, B.
bifidum (ver Figura 1). No todas las bacterias tienen la maquinaria completa como
para degradar los OLH, y algunos microorganismos solamente pueden romper y
metabolizar elementos especificos de la compleja estructura de los OLH; no obs-
tante, esta capacidad parcial opera de modo concertado con el resto de las bacte-
rias, y tiene influencia en el modelado de la microbiota intestinal infantil [72]. Esto
deberia ser tenido en cuenta al seleccionar las cepas probidticas para ser utilizadas
en nutricion infantil. De hecho, se ha demostrado que las cepas pertenecientes al
tipo infantil de bifidobacterias son capaces de colonizar establemente el intestino
infantil, puesto que han sido detectadas hasta un mes después del cese de suple-
mentacion de la dieta, plazo que resulta mucho mas largo que el descripto para
otras especies [73, 74].

Il. Los PROBIOTICOS EN LOS PRIMEROS 1000 DiAs

Los primeros 1000 dfas de vida, desde la concepcion hasta la nifiez temprana,
constituyen un periodo crucial en el cual aparecen los primeros estimulos externos
y el organismo se entrena para responder a ellos. Las bacterias pioneras que colo-
nizan el intestino infantil, y la diversificacion gradual de ese ecosistema bacteriano,
tienen un papel crucial en el establecimiento de las interacciones entre microbios
y hospedador, esenciales para una simbiosis éptima. Este proceso de colonizacion
temprana ocurre en forma concomitante con el desarrollo de los sistemas inmune,
metabdlico y neuroldgico, lo que hace razonable creer que los procesos de coloni-
zacion temprana -y los factores que los afecten— son muy importantes para la salud
en etapas posteriores de la vida. Numerosos estudios han mostrado que la disbiosis
de la microbiota en etapas tempranas de la vida —fenémeno descripto como una
reduccion de la diversidad microbiana o directamente como una aberracion en su
composicién— esta relacionada con enfermedades tales como la enterocolitis necro-
tizante, los colicos infantiles, las alergias y la obesidad en nifios, o las enfermedades
que se manifiestan en etapas posteriores de la vida tales como diabetes, enfermedad
intestinal inflamatoria o sindrome intestinal inflamatorio [75, 76].

En la actualidad, se estd empezando a entender la relevancia de dichas interaccio-
nes tempranas, que podrian empezar ya en la gestacion, en relacién con la salud en
etapas posteriores de la vida. En consecuencia, las estrategias centradas en la direc-
cion del desarrollo de la microbiota estan recibiendo cada vez mas atencion. Varios
estudios sugieren que existe un beneficio potencial en el uso de probidticos durante
los primeros 1000 dias de vida, para influir en el desarrollo posterior de la madre y el
nifo. En este capitulo, se revisan los efectos de los probidticos sobre la salud de la
madre y el nifo (resumidos en la Figura 2 y las Tablas 2 y 3).
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[I.LA. LOs PROBIOTICOS DURANTE EL EMBARAZO

La microbiota materna ha sido descripta como una fuente importante de bacte-
rias para el intestino del recién nacido [77, 78]. A su vez, se sugiere que el microbioma
de lavaginay la placenta se alteran a lo largo del embarazo; tanto es asi, que se asu-
me que esas alteraciones podrian asociarse a complicaciones del embarazo, y llevar a
eventos adversos para la madre y el nifo en el corto y largo plazo [79]. Tomadas jun-
tas, estas observaciones explican el interés creciente en el uso de probidticos durante
el embarazo, con la finalidad de prevenir un amplio espectro de enfermedades trans-
misibles y no-transmisibles. Existen en la actualidad evidencia del rol protectivo de
los probidticos, por ejemplo durante el embarazo y/o la lactancia, en la preeclampsia,
diabetes gestacional, infecciones bacterianas, mastitis del amamantamiento, en ga-
nancia de peso (materna e infantil) y en enfermedades alérgicas.

IILA.l. Los PROBIOTICOS Y LAS INFECCIONES GENITOURINARIAS

Las mujeres embarazadas sufren de infecciones urinarias recurrentes y vaginosis
bacterianas, que podrfan estar asociadas con eventos adversos tanto para la madre
como para el nifo, incluyendo un nacimiento premauro o ninos con baja talla para
la edad gestacional. Se ha reportado que el 30-50% de los partos pretérmino estan
asociados con infecciones maternas. Una infecciéon del tracto urinario (ITU) es una
infeccion de la vejiga o los rifiones, debida a la presencia de bacterias en la orina,
mientras que la vaginosis bacteriana es una disbiosis de la microbiota vaginal. Los
probidticos se proponen como una alternativa profilactica atractiva para ambas con-
diciones [80], sea manteniendo o restaurando la microbiota vaginal, o previniendo
que los patégenos colonicen el tracto urinario. Entre los distintos probidticos estu-
diados con estos fines, Lactobacillus rhamnosus GR-1'y L. reuteri RC-14 parecen ser las
cepas mas promisorias para la colonizacion y proteccion del tracto urogenital contra
la infeccion microbiana [81].

En consecuencia, podria hipotetizarse que el uso de los probidticos durante el
embarazo podria reducir el riesgo de infecciones urogenitales y, en consecuencia,
reducir el riesgo de parto prematuro. Mientras que el uso de probiodticos ha sido de-
mostrado como una buena alternativa en el tratamiento de las infecciones vaginales
durante el embarazo, sigue siendo insuficiente todavia la informacion que demuestre
un impacto sobre la tasa de nacimientos prematuros [82].

[LA.Il. Los PROBIGTICOS Y LA COLONIZACION POR STREPTOCOCCUS DEL GRUPO B

Los estreptococos del grupo B (SGB) son considerados bacterias comensales que
colonizan los tractos genital y gastrointestinal en aproximadamente el 10-30% de las
mujeres, aunque todavia resta hacer estimaciones sistematicas globales [83, 84]. La co-

lonizacion por SGB habitualmente es asintomatica, pero en caso de sobrecrecimiento

38



MaRIA CARMEN CoLLADO - KAOUTHER BEN AMOR - SEPPO SALMINEN - JAN KNOL - Rocio MARTIN

—como en etapas tardias del embarazo- puede causar sepsis materna o fetal, condu-
ciendo a la muerte fetal y/o neonatal [85-87]. Se ha demostrado que la colonizacion
materna por SGB puede causar neumonia, meningitis en recién nacidos, y parece
incrementar el riesgo de nacimiento prematuro [88, 89]. Como una medida preven-
tiva, se recomienda el uso de antibidticos profilacticos en las madres que posean un
cultivo positivo para SGB, segun el CDC de EE.UU. De acuerdo con dicha organizacion
en 2010, se recomienda un minimo de 4 horas de antibidtico como profilactico, antes
del parto, para evitar las infecciones por SGB de aparicion temprana. Sin embargo, las
enfermedades por SGB no son facilmente resueltas por el tratamiento con antibié-
ticos y, adicionalmente, la administracion perinatal de antibidticos ha sido asociada
con un mayor riesgo de alergia y obesidad infantil [90-93]. En consecuencia, esto
podria explicar por qué no todos los paises adhieren a esta recomendacion frente a
la infeccidon materna por SGB.

Recientemente, un estudio clinico mostrd que la suplementacion con dos cepas
probidticas (L. rhamnosus GR-1'y L. reuteri RC-14) fue efectiva para resolver la infeccién
por SGB en mujeres embarazadas [94]. Aunque esto parece promisorio, es necesaria
una confirmaciéon de que la reduccion de las enfermedades provocadas por SGB se
logra con dicho tratamiento. En la actualidad, se estan llevando a cabo estudios cli-
nicos mas grandes que utilizan la misma combinacién de probidticos, y que tienen
como finalidad evaluar el impacto sobre la salud de la madre y el nifio [95, 96].

ILALIIl. Los PrOBIOTICOS Y LA DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

La diabetes gestacional se define como el desarrollo de intolerancia a la glucosa,
con su desencadenamiento durante el embarazo. La DG es una de las complicacio-
nes metabdlicas mas frecuentes durante este periodo, y su prevalencia alcanza el
12% de los embarazos en paises desarrollados, aunque esta cifra varia en funcion del
grupo étnico, del pais o las instituciones médicas tratantes, dependiendo del criterio
diagndstico que se esté empleando. Esta condicion se asocia con una salud adversa
materno-infantil durante el embarazo, el nacimientoy el post parto. Los riesgos de sa-
lud para mujeres con DG incluyen pre-eclampsia, mayor riesgo de infeccion durante
el embarazo, induccién del parto, mayor tendencia a la cesdrea y un riesgo incremen-
tado para padecer diabetes tipo 2 luego del parto. Los riesgos para el nifo incluyen
la macrosomia, el sindrome de distrés respiratorio, lesiones en el nacimiento tales
como paralisis nerviosa, fractura 6sea, distocia de hombros, ictericia e hipoglucemia,
que —si es prolongada o severa— puede causar dafo cerebral [97]. Adicionalmente,
algunos estudios sugieren que los nifos nacidos de madres con DG tienen un riesgo
incrementado de padecer diabetes mellitus y disfunciones metabdlicas mas adelante
en su vida [98, 99, 100].

Con la finalidad de reducir el riesgo de dichos efectos adversos, actualmente las
mejores practicas para el manejo de la DG requieren la modificacion de la dieta mater-
na, con o sin tratamiento farmacoldgico. Sin embargo, basandose en investigaciones
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recientes, pareciera que los probidticos pueden ser una alternativa promisoria para
reducir la prevalencia de DG y atenuar algunos de los efectos adversos metabdlicos.
Se cree que la microbiota intestinal influye sobre la aparicion de obesidad y diabetes
tipo 2 a través de la modificacion de la capacidad para extraer energia de los alimen-
tos, de la inflamacion, el hambre, la saciedad y el metabolismo de lipidos y glucosa
[101, 102]. Se han observado, en este contexto, diferencias entre la microbiota de
mujeres embarazadas con sobrepeso y mujeres de peso normal [103], asi como en-
tre mujeres en el tercer trimestre de embarazo y mujeres en el primero, siendo el
microbioma de las primeras similar al de aquellas con sindrome metabdlico [104]. La
suplementacion con probidticos (L. rhamnosus GGy B. lactis BB12) combinada con la
consejerfa dietética, ha demostrado ser capaz de prevenir la DG en un conjunto de
mujeres embarazadas, ser capaz de reducir la concentracion de glucosa plasmatica y
de mejorar la sensibilidad a la insulina [105, 106]. Estudios mas recientes han demos-
trado que la suplementacién con la cepa L. rhamnosus HNOO1 entre la semana de
gestacion 14y la 16 puede reducir la prevalencia de DG, particularmente entre muje-
res mas grandes y aquellas con historia previa de DG [107]. Un meta-analisis reciente
que incluye el andlisis de cuatro Ensayos Controlados Aleatorizados que involucraron
a 288 participantes, mostrd que los probidticos son capaces de reducir el HOMA-IR,
mientras que no se observéd ningun efecto sobre la reduccion de la glucosa en ayu-
nas, ni en el LDL, en mujeres con DG [108]. Adicionalmente, otra revision sistematica
que incluyé mas de 30 estudios realizados sobre el embarazo (24-40 semanas de ges-
tacion) mostro el efecto de la intervencién con probidticos, sobre el mejoramiento
del control de la glucemia y la reduccion del VDL, los triglicéricos y una reduccion de
los marcadores de inflamacion [109].

Una revision sistematica de Cochrane, que incluyé el analisis de 11 estudios, re-
marcé el hecho de que hay pocos estudios como para realizar un meta-analisis cuan-
titativo, y —en consecuencia— se necesitan mas ensayos clinicos [110]. Los resultados
de distintos estudios son a veces controvertidos, posiblemente debido a diferencias
en las definiciones y/o los criterios diagnosticos para la DG, o hay diferencias geogréa-
ficas o en las cepas probidticas utilizadas. Adicionalmente, hace falta mas investiga-
cién para poder decir si los resultados observados en la salud materna (por ejemplo,
incidencia de DG reducida, impacto sobre pardametros metabdlicos) pueden traducir-
se en beneficios de salud significativos.

En conjunto, la suplementacion con probidticos constituye una alternativa atracti-
va para influir sobre una serie de riesgos de salud durante el embarazo. La bibliografia
actual no indica la existencia de efectos adversos sobre la salud, y —en consecuen-
cia— los probidticos no hay restricciones en el uso de probidticos en embarazadas y
madres lactantes [111]. Sin embargo, son necesarios ensayos clinicos de mayor tama-
Ao, controlados y adecuadamente disefiados para reforzar la evidencia disponible y
establecer definitivamente el rol de los probidticos cuando se los consume durante
el embarazo.
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[1.B. Los PROBIOTICOS DURANTE LA INFANCIA

Inspiradas por la composicion de la leche materna humana vy los beneficios de
salud asociados al amamantamiento, las estrategias que utilizan probiodticos para in-
fluenciary dirigir el desarrollo de la microbiota en la vida temprana, son cominmente
utilizadas y parecen ofrecer oportunidades promisorias para mejorar el desarrollo de
la salud.

Hay, sin embargo, algunos desafios considerables para reunir los datos cientifi-
cos suficientes para poder recomendar el uso de probidticos en nifios. Los desafios
incluyen la dificultad para realizar estudios en esta poblacién, pues —por ejemplo—
generalmente se trata de estudios basados en sintomas reportados por los padres, y
existe dificultad en el reclutamiento y retencién de los pacientes, en las comparacio-
nes contra el placebo y la necesidad de reclutar grandes cantidades de sujetos y se-
guirlos durante largos periodos, con el objetivo de poder valorar el impacto sobre la
salud, a largo plazo. Otra dificultad para analizar la informacién disponible, es la gran
diferencia entre las distintas intervenciones que se han realizado, en relacién con las
cepas de probidticos utilizadas, las dosis, tiempos y duracion de las intervenciones.

11.B.l. Los PROBIOTICOS Y LA PREVENCION DE LA ALERGIA

Las enfermedades alérgicas en los nifios estdn mostrando un incremento en todo
el mundo, y representan una carga para el sistema de salud. Se estima que la preva-
lencia de dichas enfermedades es alrededor del 10% en nifos sin antecedentes fami-
liares de alergia, y entre el 20 y el 30% en aquellos con historia de alergia atépica en
parientes de primer grado [112, 113, 114]. Una explicacion para la alta prevalencia de
alergia es la llamada "hipétesis de la higiene’, que postula que la causa de esta preva-
lencia es una falta de exposicion saludable a los microbios durante la vida temprana
[115]. Desde la perspectiva de dicha hipdtesis, se ha propuesto la llamada hipdtesis
de la microbiota intestinal [116], que implica sugerir que las alteraciones de la micro-
biota intestinal —la fuente mas importante de exposicién a los microbios y una fuente
vital de estimulos inmunes— podrian subyacer a la epidemia de atopia. Un creciente
conjunto de evidencia cientifica reveld que la microbiota intestinal tiene un rol clave
en el desarrollo de la sensibilizacion y el comienzo de las alergias, en tanto puede re-
gular las respuestas inflamatorias y alérgicas. Mas aun, numerosos estudios han suge-
rido la existencia de una asociacion entre la composicion de la microbiota intestinal y
el desarrollo de alergias. En consecuencia, la suplementacion con probidticos parece
una estrategia nutricional atractiva para prevenir desérdenes alérgicos.

En varios ensayos controlados aleatorizados se ha investigado la eficacia de los
probidticos en la prevencion de desérdenes alérgicos, principalmente dermatitis
atopica y sensibilizacion alérgica; sin embargo, dichos estudios arrojaron resultados
conflictivos. De hecho, los protocolos de trabajo eran diferentes en términos de las
cepasy especies probidticas utilizadas, las dosis, la duracion del tratamiento y, lo mas
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importante, el momento en que fue realizada la intervencion como suplementacion.
En particular, en algunos casos se realizd durante el embarazo [117, 118], durante el
embarazo y el amamantamiento [119-121], durante el embarazo y a los nifos [122-
133] o solo en los nifos [134, 135].

Para comprender un poco mas la eficacia del uso de probidticos durante los
primeros 1000 dias de vida en el manejo de enfermedades alérgicas, se realizaron
algunos meta-analisis y revisiones sistematicas de la mayor parte de los Ensayos
Controlados Aleatorizados publicados. Un meta-analisis reciente demostrd que la su-
plementacion con probidticos reduce, en términos generales, el riesgo de incidencia
de dermatitis atopica, especialmente si se utiliza una combinacion de probidticos,
pero mostré a su vez que no hay efecto sobre la incidencia del asma, las sibilancias
y de rino-conjuntivitis [136]. La revision sistematica y meta-analisis mas reciente ha
sugerido que la suplementacion materna con probidticos tiene un efecto positivo
sobre el eczema [137]. Dicho estudio ha mostrado que los probidticos empleados
durante el embarazo y el amamantamiento se asocian con un riesgo 22% menor de
que los ninos desarrollen eczema y ezcema atopico hasta los 4 afos, mientras que no
encontrd asociacion alguna entre los probidticos y otras condiciones alérgicas.

Por otro lado, este estudio sugirié que la suplementacion materna durante el pe-
riodo post natal -y no la suplementacion de los nifos— podria ser importante en esta
clase de intervenciones.

Otro meta-andlisis se enfoco en el momento de administracion de los probidticos;
los datos acumulados indicaron que los probidticos pueden reducir el riesgo de atopia
e hipersensibilidad alimentaria mas efectivamente cuando se los administra pre-na-
talmente a madres embarazadas, y post-natalmente al nifo. El mismo estudio mostrd
que la suplementacion no tiene efecto benéfico cuando se la administra Unicamente
a los ninos [138]. Adicionalmente, los autores mostraron que en los grupos con altas
tasas de cesarea, la administracion de probidticos reduce mas drasticamente el riesgo
de atopia, cuando se compara con el grupo de baja tasa de cesarea. Estos hallazgos
son consistentes con el estudio realizado por Kuitunen [139], en el que se concluyd
que la suplementacion con probidticos y prebidticos durante el embarazo y la nifiez
confieren proteccidon mas significativa en los casos de cesarea. Interesantemente, un
estudio mas reciente reveld resultados promisorios en el efecto de la intervencion con
probidticos para reducir el riesgo de alergias en nifos nacidos por cesarea [140]. En
dicho estudio, los niflos nacidos por cesarea que recibieron un suplemento simbidtico
compuesto por la cepa probidtica Bifidobacterium breve M-16V y una mezcla prebid-
tica especifica (scGOS/IcFOS), tuvieron menores sintomas relacionados con la piel y
dermatitis atopica luego de 6 semanas de intervencion, cuando se compara con los
grupos que solamente recibieron suplementacion prebidtica o una férmula estandar.
Se ha demostrado en la bibliografia especifica, que los nifos nacidos por cesérea —de
quienes se sabe que su colonizacién intestinal es mas tardia debido a la falta de expo-
sicion a la microbiota materna al nacer— tienen un mayor riesgo de desarrollar alergia/
asma luego en la vida [141]. Podria especularse que los ninds nacidos por cesarea
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—quienes son privados de la carga microbiana masiva que tiene lugar durante el parto
vaginal- podrian beneficiarse con la administracion de probidticos.

A pesar del gran numero de estudios clinicos en el campo de los probidticos y la
prevencion de alergias, no se ha alcanzado un consenso para la recomendacion del
uso de probidticos en el manejo de alergia en las etapas tempranas de la vida. A la
luz de todos los estudios publicados hasta ahora, la Organizacion Mundial de Alergia
(OMA) recomienda el uso de probiéticos durante el embarazo y el amamantamiento,
cuando los nifos padezcan alto riesgo de alergia, asi como en aquellos nifos con pre-
disposicion a la atopia. En contraste con los postulados de la OMA, otras guias no re-
comiendan el uso de probidticos en la prevencién de enfermedades atépicas, como
consecuencia de la gran variabilidad de resultados entre los estudios publicados
(gufas ASCIA, 2018). De hecho, algunos estudios reportan resultados diferentes con
la suplementacion con probidticos durante la vida mas temprana, como modalidad
para prevenir el ezcema primario [142, 143], y hasta hay estudios que muestran resul-
tados conflictivos aun cuando se utiliza la misma cepa probidtica [144-148]. Como se
menciond antes, estas discrepancias muy probablemente se deban al disefio del es-
tudio, especialmente al tiempo significativamente menor de amamantamiento que
el que se reporté en otros estudios, como el de Kopp y colaboradores. Esta alta varia-
bilidad entre diferentes estudios, que se debe al disefio experimental, la poblacion y
la cantidad de sujetos reclutados, las cepas probidticas, las dosis, la definicion de las
condiciones sintomaticas, el tiempo y duraciéon de la intervencion y la influencia de
otras covariables como la duraciéon del amamantamiento o la introduccion de los
alimentos sélidos en la dieta del nifo, son factores importantes para ser considerados
en el futuro, en el disefio de estudios clinicos mas armonizados.

I1.B.Il. Los PROBIOTICOS EN LA PREVENCION DE LA ENTEROCOLITIS NECROTIZANTE Y LA SEPSIS
DE DEBUT TARDIO

El nacimiento pretérmino es la mayor causa de muerte de nifos hasta 5 afos de
edad en los paises desarrollados, mientras que en los paises de bajos recursos el naci-
miento pretérmino es la segunda de las causas de muerte en ninos pequenos (OMS).
Haber nacido prematuramente se asocia con un riesgo incrementado de mortalidad
y morbilidad, incluyendo la sepsis de debut tardio (SDT), la enterocolitis necrotizante
(EN), dificultades en la alimentacion, dificultad en el desarrollo neurolégico a largo
plazo y discapacidad en la vida posterior, tal como lo indica la revision realizada por
Van den Akker y colaboradores [149]. Los probioticos han sido ampliamente estu-
diados para mejorar la salud y reducir la morbilidad y mortalidad en nifios nacidos
pretérmino. Uno de las aplicaciones mas estudiadas es el uso de probidticos para
reducir el riesgo de EN, un desorden intestinal serio que afecta principalmente a los
nifnos nacidos pretérmino [150]. La EN es una enfermedad multifactorial, aunque el
tipo de alimentacion (la leche de la madre propia se asocia a un menor riesgo de EN)
y una microbiota intestinal anormal son determinantes cruciales [151, 152].
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Varios meta-andlisis, incluyendo tanto Ensayos Controlados Aleatorizados (ECA) y
ensayos no-ECA, sugieren que los probidticos son eficaces para reducir la incidencia
de EN, SDT y la tasa de mortalidad, y facilitan la alimentacion [153]. En la mayoria de
estos meta-analisis, el grupo que recibié probidticos fue conformado reuniendo una
gran variedad de cepas probidticas, tal como se indicaba en los estudios originales.
Sin embargo, debido a la heterogeneidad de dichas cepas probidticas, los regimenes
de dosificacion, el tiempo de intervencion, el disefio del estudio y el tipo de enfoque
meta-analitico, es dificil hacer una recomendacion de uso para un tratamiento con
una cepa especifica, que es lo que en realidad les resulta mas relevante a los médicos
[154]. En otro estudio reciente, un acercamiento de meta-analisis en red (MAR) fue
utilizado para identificar las cepas con mayor eficacia [155]. Utilizar este nuevo acer-
camiento de MAR especifico de cepas, permiti¢ la identificacion de cepas potenciales
0 combinaciones de cepas con un potencial benéfico para reducir la morbilidad y
mortalidad en este grupo vulnerable. Los autores identificaron: i) que el tratamiento
con combinaciones de probidticos reducen significativamente las tasas de morbili-
dad; ii) siete cepas o combinaciones de cepas que tuvieron un efecto significativo en
la reduccion de la EN; iii) dos tratamientos con combinaciones de probidticos que
tuvieron efectos significativos en la reducciéon de SDT; y iv) tres combinaciones de
cepas que redujeron el tiempo hasta alcanzar la nutriciéon enteral completa [156].
Interesantemente, este estudio no mostré una superposicion de cepas, las que fue-
ron efectivas en varios aspectos clinicos; mas aun, solamente un bajo nimero de las
cepas probioticas estudiadas fueron efectivas para reducir la mortalidad y morbilidad
en nifos nacidos pretérmino.

Sin embargo, luego de mas de 10 afios desde el primer ECA que mostré que los
probiodticos podrian reducir la EN, y a pesar del gran nUmero de ensayos y pacientes
estudiados hasta la fecha, todavia no es posible indicar cudl es la cepa 6ptima, ni tam-
poco la dosis o la combinacion de cepas, motivo por el cual los médicos podrian estar
empleando tratamientos inadecuadamente evaluados y potencialmente inefectivos
[157]. Seran necesarios ECA mas grandes utilizando cepas con la mayor eficacia apa-
rente, para definir con precision las estrategias éptimas de tratamiento.

I1.B.Ill. EL USO DE PROBIGTICOS PARA MANEJAR Y PREVENIR EL COLICO INFANTIL

Los colicos infantiles, o llanto excesivo de causa desconocida, es una condicion
que afecta aproximadamente a 1 de cada 5 nifos menores de 3 meses. Es comun-
mente definido por el criterio modificado de Wessel, como el llanto y/o la queja du-
rante mas de 3 horas por dfa, por mas de 3 dias a la semana. Se asocia con cese
prematuro del amamantamiento, con el impacto en el bienestar familiar y el trau-
matismo de craneo. Aunque se cree que es una condicion que se resuelve sola, hay
evidencias recientes de sus efectos adversos a largo plazo sobre el comportamiento,
sueno vy alergia de los nifios. La causa permanece desconocida, y a pesar de haber
distintas opciones de tratamiento en el mercado, hay muy poca evidencia cientifica
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de que alguno de ellos realmente proporcione alivio. Hay, sin embargo, evidencia
de numerosos estudios que sugieren que Lactobacillus reuteri DSM17938 podria ser
efectivo en los ninos amamantados que sufren colicos [158].

Una revision reciente de los datos crudos (IPDMA, por sus siglas en inglés), sugiere
que la cepa L. reuteri DSM17938 es efectiva para reducir colicos infantiles, en nifos
que son amamantados [159]. Este tipo de acercamiento, realizado acumulando datos
de 345 nifos a partir de distintos ECA, tiene un poder suficiente como para alcanzar
estimaciones mucho mas confiables sobre los efectos de los probidticos, permitien-
do el andlisis de subgrupos y proveyendo conclusiones mas definitivas. Aunque los
resultados de este estudio ayudan a clarificar el debate acerca de la utilidad de la
cepa L. reuteri DSM 17938 para mejorar los sintomas de los célicos en los nifos ama-
mantados, su rol en nifos alimentados con férmula requiere todavia ser clarificada.
Adicionalmente, no hay todavia datos acerca de si esta cepa podria ser efectiva en la
prevencion del establecimiento de dicha condicion patoldgica.

11.B.IV. Los PROBIOTICOS EN EL MANEJO DE LA DIARREA AGUDA, Y LA DIARREA ASOCIADA A
ANTIBIOTICOS, EN NINOS.

Se ha sugerido que el uso de probidticos y rehidratacion oral son los Unicos trata-
mientos recomendados en el manejo de la gastroenteritis aguda. Esta recomendacion
universal ha sido validada recientemente por el grupo de trabajo de la Federacion de
Sociedades Internacionales Pediatricas de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion.
Otro tratamiento, como el uso de drogas antidiarréicas y antimeméticas alcanzaron
menor nivel de acuerdo y necesitan ser adaptadas en cada region [160].

El Grupo de Trabajo para los Probioticos y Prebidticos ESPGHAN publico en 2014
un trabajo dirigido a recomendar probidticos especificos para el tratamiento de gas-
troenteritis aguda, ademas de la terapia de rehidratacion, basandose en una revision
sistematica. El grupo de trabajo de la ESPGHAN recomendd el uso de L. rhamnosus
GG y Saccharomyces boulardii. Sin embargo, hay menos evidencia para el uso de L.
reuteri DSM 17938y Lactobacillus acidophilus LB inactivado por calor. Hay otras cepas
0 combinaciones de cepas que también han sido evaluadas, pero la evidencia acerca
de su eficacia es débil o simplemente muy preliminar [161].

Varias revisiones sistematicas han concluido que existe evidencia de calidad mo-
derada que sugiere que los probidticos pueden prevenir la diarrea asociada a an-
tibidticos (DAA) [162, 163]. El grupo de trabajo de la ESPGHAN sobre probidticos y
prebidticos también reviso la calidad y cantidad de evidencias disponibles para su-
gerir el uso de probidticos especificos, para prevenir la DAA. En el caso de que el uso
de probidticos para la prevencion de la DAA sea considerado, el grupo de trabajo
recomienda el uso de L rhamnosus GG o S boulardii. Esta Ultima cepa es propuesta
para la prevencion de diarreas causadas por C. difficile.

Uno de los méas asombrosos resultados, que muestra el potencial de los probio-
ticos para prevenir infecciones infantiles, son aquellos de Panigrahi y colaboradores
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[164]. Este estudio ha mostrado que una gran proporcion de los casos de sepsis neo-
natal en paises en desarrollo, podria ser efectivamente prevenida por el uso de una
combinacién de L. plantarum ATCC-202195, junto con fructo-oligosacaridos, que re-
duce la incidencia entre un 20-50%. Ademas, la intervencion condujo a una menor
cantidad de infecciones de la via respiratoria alta.

IIl. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Hay un interés creciente en el rol del microbioma humano en el desarrollo de un
amplio rango de enfermedades no-transmisibles cronicas.

El establecimiento de la microbiota en las etapas tempranas de la vida es un pro-
ceso que ocurre de forma concomitante con el desarrollo y maduracion de los siste-
mas inmune y metabdlico.

El amamantamiento tiene un rol clave en la promocién del crecimiento saludable
y el desarrollo, y ha sido asociado con un riesgo reducido de problemas de salud en
etapas posteriores de la vida.

La leche materna humana contiene un amplio espectro de compuestos bioacti-
vos complejos, incluyendo a los oligosacaridos y los microorganismos, que modelan
la colonizacion de la microbiota tempranay afectan a la salud del niflo més alla de los
aspectos nutricionales.

Las estrategias de suplementacion nutricional inspiradas por la leche materna hu-
mana, tales como el uso de probidticos y prebidticos, ofrece soluciones atractivas
para influenciar el desarrollo de un nimero importante de condiciones de salud.

La bibliograffa actual no indica ningun incremento en la aparicion de efectos ad-
versos, de modo que los probidticos no traen aparejada ninguna preocupacion en
cuanto a su seguridad, en el uso en mujeres amamantando y/o nifos.

Las recomendaciones generales sobre el uso de probidticos especificos para cada
condiciéon de salud, siguen siendo un desafio, en parte como consecuencia de la
heterogeneidad de estudios, cepas, dosis tiempos y periodos de tiempo en los que
se administra el tratamiento.

Hay desafios en el desarrollo de estudios en esta poblacién (sintomas reportados
por los padres, dificultades en el reclutamiento y retencion de los sujetos del estudio,
dificultades en la definicion del placebo, en alcanzar tamafos muestrales satisfac-
torios y en el seguimiento en el tiempo que se requiere para estudiar los efectos de
salud a largo plazo).

Son necesarios estudios clinicos de gran tamafo y bien disefiados, con protoco-
los, definiciones e intervencionescoordinados, para reforzar la evidencia y respaldar a
los profesionales de la salud en su busqueda de productos efectivos.

Hoy, los principales probidticos disponibles en el mercado generalmente derivan
de un estrecho rango de microorganismos, especialmente lactobacilos y bifidobac-
terias. El conocimiento cada vez mas abundante acerca de la microbiota intestinal y
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su rol fundamental en la salud del hospedador, esta cambiando el paradigma hacia el
desarrollo de una nueva generaciéon de productos basados en bacterias comensales
de otros géneros y especies. Se han propuesto cepas candidatas no-convenciona-
les, que incluyen a Akkermansia muciniphila, Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides
fragilis, Eubacterium hallii, y miembros de los grupos Clostridia tipo IV, XIVa y XVIII.
Sin embargo esta nueva generacion de candidatos basados en microorganismos
comensales deben cumplir los mismos criterios que los candidatos convencionales.
Esto significa que: I) deben estar bien caracterizados; ii) deben cumplir los mismos
requisitos de seguridad, tales como resistencia a antibidticos aceptables (no transfe-
rible), y no deben tener capacidades liticas ni de adhesion; iii) mostrar efectos bené-
ficos en el hospedador, antes de ser considerados probidticos. El desarrollo de una
nueva generacion de probidticos promete un futuro de innovacion; sin embargo, es
vital una colaboracién estrecha entre el sector cientifico, la industria y las agencias
regulatorias, para pavimentar el camino hacia el desarrollo de probidticos nuevos
que promuevan la salud, y sirvan para la implementacion de estrategias profilacticas
y terapéuticas.
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RESUMEN

Argentina fue la sede en 2001 de una reunién de expertos inter-
nacionales por encargo de la Organizacion Mundial de la Salud vy la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentaciony la Agricultura
con el objetivo de analizar, debatir y consensuar lineamientos sobre los
probidticos, los cuales son microorganismos que, cuando son adminis-
trados en cantidades adecuadas, producen un efecto benéfico sobre
el hospedador. En la Argentina, el Instituto de Nacional de Alimentos
(INAL), dependiente del ANMAT, incorporé esta definicion en el Codigo
Alimentario Argentino para regular el rotulado de alimentos que inclu-
yen probidticos. De todos modos, mucho antes de esta definicion, la
industria de alimentos ya incorporaba bacterias probiéticas en algunos
de sus alimentos, como por ejemplo la leche cultivada o la leche Bio.
La presencia de bacterias probioticas en alimentos en el cono sur esta
fuertemente representada por los productos lacteos, principalmente los
yogures. La industria lactea incorpora probidticos a sus yogures desde
mediados de los afios 90, el haber transitado este camino le permitid
conocery dominar las variables que garantizan la viabilidad de estos mi-
croorganismos en yogures. Los yogures con probidticos son una forma
de incorporar microorganismos vivos, benéficos y en cantidades abun-
dantes a la dieta.
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|. ARGENTINA, CUNA DE UNA DEFINICION DE PROBIOTICOS CON CONSENSO
INTERNACIONAL

Entre el 1y el 4 de Octubre de 2001, un grupo de cinco expertos inter-
nacionales, entre los cuales se encontraba la Dra. Mary Ellen Sanders, autora de
uno de los capitulos de este libro, se reunié en el hotel Amerian de la ciudad de
Coérdoba (Argentina) por encargo de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
por sus siglas en inglés). El objetivo de esta consulta a expertos fue analizar, debatir
y consensuar lineamientos para una tematica que venia en paulatino crecimiento a
nivel mundial, en el dmbito cientifico pero también en su aplicacion en alimentos y
en suplementos alimenticios. Esta tematica tenia que ver con la existencia de ciertos
microorganismos que, cuando son administrados en cantidades adecuadas, produ-
cen un efecto benéfico sobre el hospedador. Literalmente la definicién en inglés fi-
nalmente adoptada por este grupo de expertos estipula que los probidticos son“live
microorganisms which when administered in adequate amounts confer a health benefit
on the host". Esta definicion, que no fue la primera, pero ha sido la que ha tenido acep-
tacion a nivel cientifico global y por parte de los entes reguladores de esta temética
en numerosos paises. En Argentina, el Instituto de Nacional de Alimentos (INAL), de-
pendiente del ANMAT, incorpor6 esta definicion en el Cédigo Alimentario Argentino
para regular el rotulado de alimentos que incluyen probidticos, tema que sera tratado
en otro apartado de este libro. De todos modos, mucho antes de esta definicién por
parte de estos dos organismos de reconocido prestigio internacional, la industria de
alimentos ya incorporaba bacterias probiodticas en algunos de sus alimentos. Al lector
mas entrado en anos le resultaran familiares palabras como “leche cultivada’, “leche
Bio" o "Lactobacillus GG” A lo largo de este capitulo daremos una mirada tecnolégica
a estos productos para clarificar de que se trataban y cuales son los alimentos que
hoy en dia son fuente de probioticos.

Si bien la definicién consensuada por el comité de expertos convocados en la
ciudad de Cordoba (2001) por la OMS y la FAQ, utiliza el término “microorganismos”
en un sentido amplio, en la practica los probidticos son mayoritariamente bacterias,
y en mucho menor medida ciertas levaduras, las que se han usado como probiéticos
en alimentos desde hace mas de 20 afios. No hay registro del uso de otros microor-
ganismos como virus, hongos o incluso parasitos microscopicos como probidticos,
aunque @ priori a estas palabras no las asociamos con microorganismos que puedan
ejercer un efecto benéfico para la salud. Hasta no hace mucho creiamos que las bac-
terias eran solamente agentes causales de infecciones y enfermedades o responsable
de la putrefaccion de alimentos. Hoy sabemos que muchas de ellas son esenciales
para la vida, otras son Utiles para la produccién de alimentos, y otras, los probioti-
cos, promueven la salud en diferentes aspectos, si las consumimos vivas y en forma
suficiente y frecuente. A lo largo de este capitulo podremos apreciar que las leches
fermentadas, llamadas comUnmente yogures, pueden ser una fuente de bacterias
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benéficas viables y en gran cantidad (suficiente), y que pueden ser consumidas con
frecuencia. Con el término de “probidticos” nos vamos a referir a los grupos microbia-
nos mas utilizados para este fin en alimentos, los lactobacilos vy las bifidobacterias.
En suplementos dietarios podemos encontrar otros grupos como ciertas levaduras
(Saccharomyces boulardii, por ejemplo) y bacilos esporulados (Bacillus claussi, Bacillus
coagulans, por ejemplo). Dentro de los grupos de los lactobacilos y las bifidobacterias,
las especies mas comunes dentro de las cuales encontramos cepas probidticas son
Lactobacillus casel, Lactobacillus, rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium bifidum, etc.

Es importante aclarar en este punto el concepto microbiolégico de una cepa,
y para serlo mas facil vamos a explicarlo desde un punto de vista macrobioldgico.
Todos nosotros pertenecemos a la especie Homo sapiens; sin embargo no somos
todos iguales, algunos tenemos mayor habilidad innata para realizar tareas técnicas,
otros para desarrollos filoséficos, otros para programar complicados software, otros
para operar a corazon abierto y otros para hacer obras de arte. A las bacterias probio-
ticas les pasa lo mismo, hay cepas con efectos sobre la inmunidad del intestino, otras
capaces de inhibir patdgenos y otras con actividades antiinflamatorias, y muchas a la
vez comparten parcialmente estas propiedades, tema que se abordara en el capitulo
de la Dra. Sanders bajo el concepto de “mecanismos compartidos”. En este sentido,
en el mercado existen cepas particulares de cepas probidticas como Lactobacillus
rhamnosus GG, L. rhamnosus HNOOT1, L. plantarum 229v, L. casei Shirota, L. paracasei
CRL 432, L. acidophilus LA5, L. acidophilus NCFM, L. casei Immunitas, B. animalis subsp.
lactis BB12, B. animalis subsp. lactis DN173010, B. animalis subsp. lactis HNO19, B. lon-
gum BB536, L. reuteri SD2112, L. reuteri DSM 17938 [1]. El nombre correcto de una
cepa probiodtica, el cual deberfa estar claramente explicitado en un producto que la
contenga, es el género, especie e identificacion de la cepa, por ejemplo: Lactobacillus
rhamnosus GG.

Il. ALIMENTOS UTILIZADOS COMO VEHICULOS DE PROBIOTICOS

Euromonitor International es una empresa on line que provee, de forma paga,
investigacion de mercado estratégica independiente, capaces de analizar diferen-
tes productos y servicios alrededor del mundo de manera cuantitativa y cualitativa.
La informacion disponible en esta plataforma en el aflo 2014 indicaba que el valor
del mercado de probidticos en el continente americano ascendia a mas de 10.000
millones de dolares, siendo el 43,4% representado por América Latina. Mientras en
Estados Unidos el 29% del mercado de probidticos esta representado por suplemen-
tos alimentarios, en América Latina es solo del 4%, siendo el resto vehiculizado en
alimentos tipo yogur (www.euromonitor.com). En este contexto podemos decir que
en América Latina, a los probidticos los encontramos en los yogures o, en sentido
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mas amplio y técnicamente correcto, en las leches fermentadas.

Si bien el mercado de alimentos probidticos esta fuertemente dominado por los
productos lacteos, yogures en particular, como matrices alimentarias vehiculos de
probidticos, la industria alimentaria internacional ha desarrollado una amplia gama
de productos que incluyen estas bacterias benéficas, como forma de dar opciones
de alimentos para personas intolerantes a la lactosa, alérgicos a las proteinas lacteas,
veganos y vegetarianos o aquellos que quieren diversificar las fuentes de posibles
probidticos. Entre los lacteos con probidticos podemos encontrar, ademas de yogu-
res, quesos, bebidas en base suero de queso, postres lacteos y helados. En relacion
con las matrices no lacteas, se han reportado la presencia de probiéticos en barras de
chocolate, productos de panaderia, budines, films comestibles, jugos de fruta con o
sin pulpa, purés de frutas para bebés, frutas trozadas o jugos de fruta en polvo, embu-
tidos, cereales fermentados o productos en base soja [2]. Sin embargo, el éxito comer-
cial'y funcional de los yogures pueden explicarse debido a la conjuncion de factores
que solo retinen otros pocos alimentos, como los jugos de fruta por ejemplo, y que
se comentan a continuacion. Desde un punto de vista tecnoldgico, un yogur implica
un proceso de produccién compatible con la presencia y viabilidad de las bacterias
probidticos, es un proceso relativamente corto, sencillo y donde no se exponen a
los probidticos a condiciones fisicoquimicas que podrian inactivarlos. El producto se
conserva en frio y tiene una vida Util tal que permite que los probidticos lleguen en
alto nimero al consumidor, cumpliendo el requerimiento de “cantidades suficientes”
de la definicion de la OMS/FAQ. Desde el punto de vista del alimento, el yogur, y los
jugos de fruta por ejemplo, poseen una percepcion de alimento saludable por parte
del consumidor. No es lo mismo incorporar probidticos en otros alimentos como un
helado o un embutido, pusto que estos son alimentos que consumimos por placer
y No porque entendemos que la matriz alimentaria es saludable (alto contenido de
azUcares, grasas, sal). Finalmente, la persona que consume yogur, o jugos de frutas, lo
hace con una cierta regularidad, como parte del desayuno o la colacién. Esta regulari-
dad aporta a la necesidad de “frecuencia de consumo” que requieren los probiéticos,
ya que no colonizan el intestino, ni siquiera en neonatos que poseen una microbiota
intestinal aln en establecimiento [3], sino que estdn de tradnsito mientras son consu-
midos y se eliminan del intestino unos pocos dias después de interrumpida la ingesta
[4], por lo tanto es necesario una ingesta frecuente.

Il. LECHES FERMENTADAS Y YOGURES CON PROBIOTICOS

Con el nombre de leches fermentadas se conoce a un grupo de alimentos basa-
dos en la fermentacién microbiana de leches de diferentes mamiferos (vaca, cabra,
bufala, oveja, camello, etc). La fermentacion implica una transformacion fisicoqui-
mica y microbiolégica de la leche por accion de microorganismos especialmente
seleccionados y agregados a la leche (leches fermentadas industriales), o que pueden
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provenir del medio ambiente y que se han seleccionado de forma artesanal fermen-
tacion tras fermentacion (leches fermentadas artesanales). Se estima que existen mas
de 400 tipos de leches fermentadas alrededor del mundo, tanto industriales como
artesanales. A pesar de tener nombres muy diversos (yogur, kéfir, koumiss, tafil, fil-
mjolk, taetmjolk, langofil viili, dahi, eyran, busa, kissel, naja, urgotnic, leban, zabady,
mast, dough, roba, mazun, katyk, etc), segun la zona geogréfica donde se haya de-
sarrollado, son esencialmente la misma cosa, con variaciones en el tipo de leche, los
microorganismos usados y las condiciones de fermentacion (tiempo y temperatu-
ra) y drenado parcial o no del suero, lo que hace que se obtengan productos con
diferentes propiedades sensoriales y consistencia [5](Tamime y Robinson, 2000). El
articulo 576 (Resolucion Conjunta SPRyRS y SAGPYA N° 33/2006 y N° 563/2006) del
Codigo Alimentario Argentino define a las Leches Fermentadas a los productos, adi-
cionados o no de otras sustancias alimenticias, obtenidos por coagulacion y dismi-
nucion del pH de la leche o leche reconstituida, adicionada o no de otros productos
lacteos, por fermentacion lactica mediante la accion de cultivos de microorganismos
especificos. Estos microorganismos especificos deben ser viables, activos y abundan-
tes en el producto final durante su periodo de validez. En particular, entiende por
yogur o yoghurt o iogurte, en adelante yogur, el producto incluido en la definicion
anterior cuya fermentacion se realiza con cultivos de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus (Ilamados fermentos) a los que en forma
complementaria pueden acompanfar otras bacterias acidolacticas (probidticos, por
ejemplo) que, por su actividad, contribuyen a la determinacion de las caracteristicas
del producto terminado. En sintesis, el yogur es el producto de la fermentacion de la
leche con bacterias especificas llamadas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y
Streptococcus thermophilus. Si bien estas bacterias tienen caracteristicas probidticas,
como la capacidad de reducir los sintomas de intolerancia a la lactosa, reconocidas
por las Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés)
(https:.//www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/1763, fecha de Ultimo acceso 8 de
Mayo de 2018) y pueden ser encontradas en heces luego del consumo de yogur [6],
estas bacterias, tienen relativamente poca capacidad de tolerar las condiciones &ci-
das del estdmago, perdiendo significativamente viabilidad durante la digestion gas-
trointestinal [7]. En este sentido, las bacterias probidticas de los géneros Lactobacillus
y Bifidobacterium, poseen en general una mayor resistencia a las condiciones adver-
sas gastrointestinales (alta acidez, presencia de enzimas hidroliticas y sales biliares
con accion detergente sobre las membranas lipidicas de las bacterias) que las bacte-
rias del fermento del yogur (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus), esto garantiza su llegada al intestino en elevados niveles de células
viables [8]. Para una mejor compresion de este texto, de aqui en adelante denomi-
naremos bacterias del fermento o cultivos iniciadores, a las bacterias empleadas para
la fermentacion de la leche y la fabricacion del yogur (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus), mientras que con el término probidticos,
nos referiremos a las cepas o a las especies estipuladas al final del primer apartado
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de este capitulo (pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium). Sin
embargo, hay casos particulares que escapan a esta distincién entre bacterias del fer-
mento y bacterias probidticas. Por ejemplo, la leche fermentada japonesa Yakult [9],
presente en el mercado japonés desde 1935 y que se puede conseguir en ciertas ca-
denas internacionales de supermercados o en los populares “supermercados chinos”
de la ciudad de Buenos Aires, es producida por el mismo probiético, Lactobacillus ca-
sei Shirota. Esta cepa fermenta la leche durante 5 dias (a diferencia de la fermentacion
del yogur que se consigue en 4-5 horas, segun el fermento utilizado), siguiendo un
perfil de fermentacién a diferentes temperaturas sub-6ptimas, que otorga a la cepa
una mayor resistencia a las condiciones de estrés del producto acido y a las condicio-
nes de estrés gastrointestinales.

Un répido recorrido por la historia de las leches fermentadas probidticas en el
Cono Sur ubica a la Argentina como pionera en el desarrollo de estos productos.
Uno de los primeros productos con probidticos que llegaron al mercado, a media-
dos de la década del 90, fueron las llamadas “leches cultivadas’, las cuales poseian
en su formulacién microbioldgica a los cultivos del fermento (S. thermophilus y L. de-
Ibrueckii subsp. bulgarcius) y cepas probiodticas de las especies L. acidophilus y B. bifi-
dum. Incluso antes de los afos 90, el Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA,
CONICET, Tucuman), comenzo el desarrollé junto a la empresa SanCor C.ULL, de la
leche fermentada probidtica denominada Leche SanCor Bio, la cual posefa la cepa L.
casei CRL431. La cepa L. rhamnosus GG fue incorporada en yogures en Argentina por
La Serenisima en el aho 1995. Ahos mas tarde, los productos Actimel (2001) y Activia
(2006) que incluyen las cepas probidticas L. casei DN114001 y B. animalis subsp. lactis
DN173010, respectivamente, también llegaron al mercado Argentino. Es posible con-
seguir en argentina, y en Brasil por ejemplo, la leche fermentada probidtica japonesa
Yakult, conteniendo L. casei Shirota. Las cepas probidticas de Chr. Hansen, B. animalis
subsp. lactis BB12 y L. acidophilus LA5 fueron utilizadas en otras versiones de las lla-
madas leches cultivadas en los afios 90. En relacion a los quesos, una colaboracion
establecida en 1997 entre la empresa Sucesores de A. Williner S.A. (Rafaela, Santa Fe)
y el Instituto de Lactologia Industrial (UNL-CONICET, Santa Fe) permiti¢ el desarrollo
del primer queso probiotico de Latinoamérica, el Bioqueso Ilolay Vita, lanzado al mer-
cado en 1999. A principios de la década del 2010, la empresa La Serenisima lanzo al
mercado un queso tipo Port Salut con la cepa L. rhamnosus GG.

La historia del desarrollo de la primer leche fermentada probiodtica Argentina, la
Leche Bio, a partir de una cepa y recursos humanos argentinos, merece ser contada.
Segun un reporte de la Dra. Adriana Pérez Chaia, la cepa Lactobacillus casei CRL 431
fue incorporada a la coleccién de cultivos del Centro de Referencia para Lactobacilos
(CERELA, CONICET, Tucuman) en 1983 por el Dr. Guillermo Oliver. En los registros de
la coleccioén, se observa una breve nota que indica como origen “heces de nifo sano”.
Esta anotaciéon simple, escueta, encierra una historia centrada en la palabra “sand’,
que permite anticipar el valor de esta cepa.

El Dr. Guillermo Oliver se gradud en la Facultad de Ingenieria Quimica de la
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Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe, Argentina) y se inicié en el estudio de
las bacterias lacticas durante una estadia posdoctoral en el Institut National de la
Recherche Agronomique (INRA), en Jouy-en-Josas (Francia), bajo la direccién del Prof.
Germain Mocquot. Poco tiempo después de volver al pais, se radicod en San Miguel de
Tucuman, donde inicio sus actividades como Profesor de Microbiologia General en la
Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia de la Universidad Nacional de Tucuman
(1965), con esmero en formacién de investigadores jovenes en el metabolismo de
bacterias lacticas. En 1976, los conocimientos adquiridos a lo largo de los afios, le per-
mitieron fundar, junto a la Dra. Aida Pesce de Ruiz Holgado, el Centro de Referencia
para Lactobacilos, un centro de investigaciones dedicado al estudio del metabolismo
de las bacterias lacticas y sus aplicaciones industriales.

Las investigaciones en ecologia intestinal que realizaban en Jouy-en-Josas los
Dres. Pierre Raibaud y Robert Ducluzeau, con quienes el Dr. Oliver mantenia relacion
profesional, habian despertado tiempo atras su interés por la interaccion de las bac-
terias lacticas con otros microorganismos en diferentes ecosistemas y, especialmente,
en el intestino del hombre y animales. Esto cimento relaciones con médicos pedia-
tras, como los Dres. Carlos Gianantonio y Alejandro O'Donnell, y una especialista en
ecosistemas, la Dra. Caria, con quienes fortalecié sus conocimientos en el sistema
gastrointestinal del nifio y en la interpretacion ecoldgica de las poblaciones de la
microbiota intestinal.

En la década del 80, la Provincia de Tucuman vivia una situacion de crisis de salud.
Datos del INDEC sefalan que, en 1983, la mortalidad infantil constituia la segunda
causa de muerte infantil en la provincia alcanzando, en el verano, un 20% de la po-
blacion infantil. Un equipo de médicos del Hospital del Nifio Jests de Tucuman, vi-
sitd a los Directores de CERELA preocupados por el alto indice de mortalidad que se
registraba en niflos de corta edad y con cuadro de desnutricion, que sufrian diarreas
estivales. Los tratamientos terapéuticos que se aplicaban en ese momento no per-
mitian resolver al mismo tiempo la desnutricion, la inmunosupresion y controlar las
infecciones. La inquietud que llevaban a CERELA era si las bacterias lacticas podian ser
usadas para devolver la salud y prevenir nuevas infecciones. Ante esta situacion el Dr.
Oliver decidio aplicar los conocimientos adquiridos sobre ecologia intestinal, e inicio
la busqueda de muestras de heces de nifios que hubieran resistido naturalmente la
enfermedad, habiendo estado expuestos a ella. Los aislamientos de bacterias lacticas
obtenidos a partir de heces de nifos sanos de esa época, se depositaron en CERELA
entre 1983 y 1984. Con las bacterias aisladas, se realizaron estudios que incluian la
habilidad para desarrollar en leche y el potencial para inhibir patdgenos responsables
de cuadros de diarrea. Entre las bacterias lacticas estudiadas, se destaco L. casei CRL
431, la que demostré ademas su total inocuidad en numerosos estudios en animales
de laboratorio y en voluntarios humanos adultos. Origen huésped homadlogo, cons-
tituyente de microbiota intestinal normal y caracter microbiolégico no asociado a
patogenicidad (microorganismos seguros) eran atributos muy importantes para su
uso en bioterapia. Asi, los miembros del Laboratorio de Ecofisiologfa Tecnoldgica de
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CERELA, dirigidos por el Dr. Oliver, junto a Médicos Pediatras del Hospital de Nifios de
Tucuman, encararon el desafio de mejorar la microbiota intestinal de nifos afectados
por diarreas mediante la administracion de la cepa L. casei CRL 431 en cultivo sim-
bidtico con otra cepa de L. acidophilus. En los afios siguientes, se ahadieron nuevas
investigaciones basicas de metabolismo, estudios inmunoldgicos y ensayos tecnolo-
gicos. Dados estos resultados, CONICET decidi¢ llamar a licitacion a empresas lacteas
para la elaboracién de un producto a escala industrial, y en 1988 se firmo un acuerdo
de riesgo compartido con la Empresa SanCor C.U.L. Finalmente, en 1995 se completd
el desarrollo tecnolégico de la primera leche fermentada argentina probidtica (Leche
SanCor Bio) que podria tratar la desnutricion y la diarrea al mismo tiempo, y estimular
la produccién de inmunoglobulina.

IV. ; COMO SE ELABORA UN YOGUR CON PROBIOTICOS?

Para la elaboracion de yogures con probidticos, la industria lactica emplea a las
bacterias del fermento y a los probiéticos esencialmente en dos formatos tecno-
l6gicos comerciales, los denominados cultivos congelados y cultivos liofilizados (o
deshidratados) y bajo una modalidad denominada DVI (Direct to Vat Inoculation),
lo que significa el agregado directo de los fermentos vy los probidticos al tanque de
fermentacion donde se produce el yogur [10], habiéndose dejado paulatinamente
de lado la costumbre de iniciar la fermentacién con una fraccion del cultivo de una
fabricacion anterior. La disponibilidad de estos cultivos altamente concentrados y
estandarizados implica la produccién de biomasa, o de células viables de estas bac-
terias, en fermentadores hasta una alta concentracion (més de 1x10° UFC/mL). Para
el lector menos familiarizado con la microbiologfa, la sigla UFC significa Unidades
Formadoras de Colonias, lo que remite a la cantidad de células, solas o en pequehas
cadenas, que pueden formar una colonia visible al ojo desnudo cuando son culti-
vadas en una placa de Petri conteniendo un medio agarizado nutritivo, capaz de
soportar el crecimiento de esa bacteria. Luego de la produccién de estas células, las
mismas deben ser concentradas por centrifugacion o mediante filtracion por mem-
branas, para luego ser adicionadas de ingredientes denominados crioprotectores
(lactosa, glucosa, trehalosa, maltodextrina, sacarosa, leche descremada, proteinas de
suero) que tendran la funcion de proteger a las células para mantenerlas viables y
activas. Sequido al agregado de las sustancias protectoras, las células seran congela-
das répidamente por goteo en una batea de nitrogeno liquido, lo que las convertira
instantdneamente en pequenas esferas (5-10 mm de didmetro) congeladas que de-
ben mantenerse a la menor temperatura posible (idealmente menos de 40 grados
bajo cero). Estos cultivos concentrados congelados presentan concentraciones de
células viables generalmente mayores a 1x10'° UFC/g. Si el cultivo se comercializara
en formato liofilizado, los pellets de células congeladas son sometidos a un proce-
so tecnoldgico adicional de remocion de agua a ultrabaja presion, este proceso se
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denomina liofilizacion e implica la sublimacion del agua, es decir, el pasaje directo
del estado sélido al vapor del agua libre de las células. Los cultivos asi deshidratados
se denominan cultivos liofilizados y suelen presentar un nivel de células viables cer-
canos o mayores a 1x10"" UFC/g [10]. Los cultivos DVI pueden tener una vida util de
entre 12y 24 meses si se mantienen las condiciones adecuadas de almacenamiento
sugeridas por el fabricante.

Como consumidores, y con un poco de atencion, en un supermercado podriamos
distinguir tres tipos de yogures: aquellos denominados “firmes’, los cuales se reco-
nocen por estar disponibles en potes y presentar una alta viscosidad, lo que hace
que se deban comer con la ayuda de una cuchara, en contraposicion con aquellos
denominados“bebibles”y“liquidos’, que se pueden beber directamente de la botella,
por ser mas fluidos, es decir, mas o menos liquidos segun la formulacion y el proce-
so tecnoldgico que le sigue a la fermentacion. Para la elaboracion de un yogur es
necesario partir de una leche de buena calidad, esto significa una carga microbiana
total moderada (la cual sera reducida a niveles inocuos mediante un tratamiento tér-
mico) y la ausencia de antibidticos, que podrian provenir de la produccion primaria
de la leche. EI hecho de que las bacterias del fermento puedan crecer en la leche
para transformarla en yogur es la mejor garantia de la ausencia de antibidticos en el
producto, ya que la presencia de los mismos impediria la fermentacion al inhibir a las
bacterias del fermento. La leche de buena calidad es entonces parcial o totalmente
descremada, adicionada de sdlidos lacteos (leche descremada en polvo, por ejem-
plo), para elevar el contenido de sélidos totales hasta 10-15% (p/v) y algo de azlcares,
edulcorantes y colorantes, sequido de un tratamiento térmico para la inactivacion
de microorganismos patdgenos y deteriorantes. Al proceso térmico le sigue otro de
homogeneizacion, por el cual se logra reducir el tamano de los glébulos grasos de la
leche y permite obtener un producto con una textura mas suave y homogénea [8].
Llegado este punto, la leche serd inoculada en condiciones de extrema asepsia con
las bacterias del fermento'y, si se tratara de un yogur firme, con los probioticos, ya que
en este tipo de yogures la fermentacion de la leche tendré lugar dentro del mismo
contenedor o pote que llegard al consumidor, y no dentro de un tanque fermenta-
dor. En el caso de los yogures batidos o bebibles, la fermentacién se lleva a cabo en
grandes fermentadores de acero inoxidable, y el producto coagulado resultante sufre
un proceso de quiebre de la cuajada vy fluidificacion mediante el paso por bombas
especializadas, que dependiendo de la intensidad de este tratamiento se obtendra
un producto mas o menos bebible (agitacion suave) o liquido (agitacion vigorosa).
Los probidticos pueden ser entonces agregados en esta instancia, una vez enfriado
parcialmente el producto. Cabe aclarar que la fermentacion de la leche, es decir la
acidificacion desde el pH natural de la misma hasta el pH final del producto, cercano
a pH 4,5, es una tarea llevada a cabo por las bacterias del fermento cuando la leche
se termostatiza a 42-43°C. Streptococcus thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus
establecen entré si un fenémeno de mutua cooperacion, denominado especifica-
mente protocoperacion. Esta protosimbiosis hace que ambas especies crezcan en
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leche a mayor velocidad de que si lo hicieran por separado, debido a que una especie
produce metabolitos que son aprovechados por la otra, y viceversa. Esto permite
reducir el pH de la leche en un periodo generalmente menor a las 5-6 h. Si los pro-
bidticos estan presentes durante el proceso fermentativo, poco pueden aportar al
mismo y acidificar y crecer en el producto, por lo que deben ser agregados a la leche
en los niveles de células viables que se pretenden estén en el producto final. Durante
la fermentacion lactica de la leche, las bacterias del fermento pueden llegar a niveles
de células viables de 1x108° UFC/mL, mientras que los probidticos seran adicionados
a niveles de 1x107 UFC/mL, pudiendo alcanzar concentraciones de un orden logarit-
mico mas (1x108 UFC/mL) en el caso de que sean capaces de desarrollar parcialmen-
te durante la fermentacién. Son en estos niveles de células viables en los que deben
encontrarse tanto las bacterias del fermento como los probidéticos, para que un yogur
con probidticos ejerza su efecto benéfico sobre la salud. Numerosos metabolitos mi-
crobianos, no presentes en la leche antes de la fermentacion, aparecen en el yogur
como resultado de la accion fermentativa de las bacterias lacticas del fermento. Estos
productos son el &cido lactico y otros acidos organicos, los péptidos derivados de la
accion hidrolitica de las bacterias lacticas, principalmente sobre la principal proteina
de la leche, la caseina [11], los exopolisacaridos o cadenas poliméricas de azlcares
con efectos tecnolégicos espesantes y funcionales sobre la salud [12],compuestos
antimicrobianos de diferente naturaleza (perdxido de hidrogeno, compuestos tipo
bacteriocinas) que, junto al acido lactico, contribuyen a la estabilidad y sequridad mi-
crobiolégica del yogur, e incluso galactooligosacaridos, con propiedades prebidticas,
provenientes de reacciones bioquimicas de la lactosa durante la fermentacion [13].
Todos estos componentes no microbianos contribuyen a la accién benéfica de los
probidticos en yogures.

V. RECUENTO DE CELULAS VIABLES DE PROBIOTICOS EN YOGURES

La definicion de probidticos indica que estos microorganismos deben estar via-
bles al momento de ser administrados. Para los probidticos en yogures, esto implica
que las cepas benéficas deben tolerar el proceso industrial de produccién de yogury
mantenerse viables a lo largo del periodo de vida util, el cual comprende un tiempo
que puede llegar hasta los 30-45 dias. Durante este tiempo, el producto debe ser
mantenido en refrigeracion (5-8°C), lo cual favorece la sobrevida del probidtico. Si
bien no existe un estdndar internacional ni una dosis efectiva de probidticos para
todas las cepas disponibles, los estudios de revision sistematica y meta-analisis indi-
can que un consumo de aproximadamente 1x10° células totales de probidticos por
dfa serfan suficiente para garantizar un efecto benéfico en la salud [14]. Esta cantidad
de bacterias se logra si la porciéon de 100 mL de yogur presenta un nivel de células
viables de como minimo 1x107 UFC/mL.

Si bien existen metodologias de biologia molecular [15] o basadas en citometria
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de flujo [16] independientes del cultivo para determinar el nivel de células viables
de un probdtico en una matriz alimentaria, estas son costosas en términos de reacti-
VOs, requieren equipamiento altamente especifico y personal muy calificado, por lo
que no son de facil acceso para los organismos publicos de control o las pequenas
y medianas industrias que quieren colocar en el mercado un producto probiético
con niveles satisfactorios de células viables. En este contexto, el recuento de bacte-
rias probioticas sigue siendo dependiente de la disponibilidad de medios de cultivos
agarizados que permitan distinguir a los probiéticos de las bacterias del fermento
(medios de cultivo diferenciales) o que permitan hacer el recuento selectivo de los
probidticos presentes en el producto (medios de cultivos selectivos). El recuento
de probidticos en un alimento puede resultar un gran desafio, dependiendo de la
complejidad microbioldgica del producto en cuestién, es decir, de la cantidad de
especies/cepas presentes. El caso mas simple podria suponer el recuento de L. casei
Shirota en la leche fermentada Yakult, ya que, al ser el Unico microorganismo presen-
te, bastara hacer diluciones seriadas de la muestra en un medio liquido apropiado y
el plaqueamiento, en superficie, en agar MRS, seguido de una incubacion a 37°C por
48 hs. En el caso del BioQueso llolay Vita, primer queso probidtico de Latinoamérica y
que llegd al mercado argentino en 1999 [17], el mismo presentaba 3 cepas probidti-
cas (un L. casei, un L. acidophilus y una bifidobacteria) y 2 cepas del fermento (S. ther-
mophilus y Lactococcus lactis). Para llevar a cabo el control de calidad microbiolédgica
de este queso se tuvieron que disefar especialmente un grupo de medios de cultivos
selectivos y diferenciales [18]. Para tal fin, se adiciond al agar MRS de agentes selec-
tivos como sales biliares, cloruro de litio y propionato de sodio [19, 20], capaces de
inhibir a las bacterias del fermento, sin afectar el desarrollo de los probiéticos, los cua-
les aparecian con morfologias de colonia claramente distinguibles segun la especie.

Es necesario aclarar que el término probidtico no engloba una categoria ho-
mogénea de microorganismos como podrian ser los psicrotréficos, termoduricos
0 microorganismos totales en leche cruda, para los cuales se han desarrollado me-
todologias estandarizadas de recuento. El término tampoco representa géneros
especificos como Salmonella, Escherichia o Clostridium para los cuales existen meto-
dologias estandarizadas y/o medios de cultivos comerciales especificos para hacer
un recuento selectivo seguro. Los lactobacilos y bifidobacterias usados como pro-
bidticos pueden tener requerimientos metabolicos muy diferentes entre si, pero a la
vez cercanos a las bacterias lacticas del fermento, por lo cual es dificil intentar favore-
cer el crecimiento de unos mientras se intenta inhibir el desarrollo de otros cuando
se disefan medios de cultivos selectivos o diferenciales. Por el momento no existen
metodologias estandarizadas, ni medios de cultivos especificos, que garanticen un
recuento cierto de probidticos, este es siempre una solucion a medida del producto
y de las cepas presentes. En 2006 fue publicada una norma ISO (https://www.iso.org/
standard/35292.html) para la enumeracién presuntiva de L. acidophilus en un medio
selectivo mediante recuento en placa, y en 2010 fue propuesta una norma equivalen-
te para bifidobacterias (https://www.iso.org/standard/45765.html). Sin embargo, las
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limitaciones de ambas normas hace que el recuento sea solo presuntivo y no pueda
asegurarse a ciencia cierta que se obtendrd una adecuada respuesta para todas las
cepas de bifidobacterias o L. acidophilus presentes. Ademas no se ha abordado con
una norma el recuento de cepas de las especies L. casei 'y L. rhamonsus, sin dudas las
especies mas intensivamente usadas en yogures con probidticos. Por lo tanto, el re-
cuento de probidticos es una solucion a medida que debe ponerse a punto para cada
producto en particular, teniendo en cuenta las cepas utilizadas, donde el objetivo es
utilizar medios de cultivos selectivos que permitan una recuperacién adecuada del
probidtico y a la vez inhibir, o poder diferenciar, a las bacterias del fermento. En este
sentido se han propuesto una gran cantidad de medios de cultivo posibles [21, 22],
sin embargo la eleccion del medio de cultivo y de las condiciones para el recuento
microbiolégico deben ajustarse en cada caso, para lo cual se requiere una adecuada
formacion microbiolégica en el campo de las bacterias lacticas y las bifidobacterias.

Los laboratorios capacitados en el abordaje de la compleja tematica del re-
cuento de probidticos en alimentos podrian ser los del Centro de Referencia para
Lactobacilos (CERELA, Tucuman, Argentina), el Instituto de Lactologia Industrial
(INLAIN, CONICET-UNL, Santa Fe, Argentina) o el Centro de Investigacion y Desarrollo
en Criotecnologfa de Alimentos (CIDCA, CONICET-UNLP; La Plata, Argentina), quienes
poseen una historia de mas de 20 anos ininterrumpido en la tematica de bacterias
lacticas y probidticas.

V1. CONCLUSIONES

La presencia de bacterias probidticas en alimentos en el cono sur esté fuertemen-
te representada por los productos lacteos, principalmente los yogures. Una conjun-
cion de factores justifican este hecho: el proceso tecnoldgico relativamente simple
de elaboracion de yogur, una matriz fisicoquimica y condiciones de almacenamien-
to del producto que garantizan la viabilidad del probidtico hasta el momento del
consumo, una percepcion del yogur como alimento saludable por parte del consu-
midor, y una alta frecuencia de ingesta del producto yogur, compatible con lo que
necesita un probidtico para ejercer su efecto benéfico. La industria lactea incorpora
probidticos a sus yogures desde mediados de los afios 90, el haber transitado este
camino le permitié conocer y dominar las variables que garantizan la viabilidad de
estos microorganismos en yogures, no siendo actualmente la viabilidad un tema de
preocupacion para los tecndlogos y microbidlogos alimentarios, aunque es siempre
necesario estar atentos a la respuesta de nuevos cultivos probidticos que van apa-
reciendo en el mercado e incorporandose a yogures, donde el recuento selectivo y
diferencial es siempre una solucion a medida del producto que le garantice al con-
sumidor la presencia en el producto de la cantidad necesaria de células viables para
cumplir el efecto benéfico sobre la salud.
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RESUMEN

En este capitulo presentaremos los componentes mas importantes
de los estudios de investigacion sobre probidticos para consumo huma-
no. Una de las principales dificultades es la falta de homogeneidad en
los métodos utilizados, por lo cual presentamos una revision de las ca-
racteristicas principales, ventajas, desventajas, aplicaciones y ejemplos
de cada uno de ellos. Esta introduccion a los métodos de investigacion
en probidticos tiene la intencion inicial de brindar los elementos basicos
para el disefo, el reporte y la comprension de la investigacion en pro-
bidticos en nuestra region.
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l. INTRODUCCION

Los efectos benéficos de los probidticos sobre la salud deben ser demostrados
en estudios clinicos en humanos. Para evaluar los beneficios es necesario plantear
preguntas de investigacion. La pregunta de investigacion es el eje de un proyecto
de investigacion. Sobre este eje se toman las decisiones de cada uno de los compo-
nentes y métodos de un proyecto de investigacion, como el disefo o la poblacién
del estudio.

Antes de discutir los métodos que se utilizan para estudiar el efecto de los pro-
bidticos sobre la salud, es importante remarcar que el fundamento tedrico para el
disefio de los estudios de investigacion debe ser sélido. Debe estar claro para el gru-
po investigador el porqué intervenir con un probidtico. Las razones para la eleccion
de un probidtico en particular, la evidencia disponible sobre seguridad vy eficacia, y
la plausibilidad biolégica de un probidtico en particular para un determinado efecto
de interés. Todos estos aspectos del marco tedrico del estudio deben estar claros.
De nada sirve el mejor diseno, ni las mejores decisiones sobre un estudio si el marco
tedrico no es solido.

A continuacién revisaremos los disefios mas frecuentes utilizados para el estudio
de probidticos. Posteriormente consideraremos la poblacion del estudio, considera-
ciones sobre intervenciones, eventos de interés y seqguridad, el uso de aleatorizacion
cuando es posible, ciego y adherencia. Por Ultimo haremos una minima referencia a
la estimacion del tamafio muestral en el contexto del estudio de probidticos. Debido
a la variedad de los métodos disponibles, presentamos articulos para cada una de las
secciones que ejemplifican los conceptos méas importantes.

Il. DiseRoOS

La seleccion del disefio mas apropiado depende de la pregunta de investigacion.
La pregunta de investigacion es el eje de un estudio y contiene la esencia del cono-
cimiento que se desea generar.

Con respecto a la naturaleza de la exposicion, los disefos de investigacion se pue-
den dividir en observacionales y experimentales. Presentaremos a continuacion un
breve resumen de cada uno de los disefios potenciales para evaluar los probiodticos
que pudieran utilizarse en diferentes situaciones. Ningun disefio es perfecto, cada
uno tiene fortalezas y debilidades inherentes que son importante conocer.

[I.LA. ESTUDIOS OBSERVACIONALES
Los estudios observacionales son aquellos en que el investigador para contes-
tar su pregunta de investigacion solo observa exposiciones y eventos de interés sin

realizar intervenciones. Observar no es una actividad pasiva en este sentido, ya que
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implica observar lo que ocurre de manera activa y recuperar la informacién de ma-
nera estandarizada. El investigador no indica procedimientos adicionales sino que
se limita a obtener informacion del cuidado habitual de los pacientes. Pueden existir
variaciones en el cuidado, pero tipicamente no se le indican procedimientos o expo-
siciones adicionales.

Un ejemplo de este tipo de estudios es el de Ohashi y col. (2002) realizaron un
estudio de casos de cancer de vejiga y controles “apareados” [1]. Evaluaron el efecto
del consumo de un producto lacteo fermentado con Lactobacillus casei Shirota sobre
el cancer de vejiga.

En general los estudios puramente observacionales en el estudio de probidticos
son muy variables y heterogéneos.

[1.B. COHORTE

En los estudios de cohorte el investigador incluye los pacientes de acuerdo a su
exposicion y los sigue en el tiempo en busca de los participantes que desarrollan
eventos. Las cohortes implican un periodo de sequimiento para los participantes.
Pueden ser retrospectivas o prospectivas. Pueden tener una Unica rama o varias ra-
mas de exposicion diferente y permiten estimar riesgos. La medida natural de asocia-
cion es el riesgo relativo o la razon de tasas de incidencia.

Las cohortes son eficientes para exposiciones infrecuentes. También permiten es-
tudiar mas de un evento simultdneamente. Permiten medir las exposiciones antes
que los eventos, asegurando asi la preexistencia de las exposiciones a los eventos. La
relaciéon temporal es uno de los criterios de causalidad postulados por Bradford Hill
para identificar asociaciones causales [2,3], por lo cual aportan mayor informacion
con fortaleza causal que otros disefios observacionales.

Las principales desventajas de las cohortes prospectivas son la dificultad en su
implementacion, el costo y tiempo que requiere para completarse. La principal des-
ventaja de las cohortes retrospectivas es la validez de la informacién y la calidad de
las mediciones y registros retrospectivos. Por ejemplo, las historias clinicas pueden
registrar informacion muy incompleta. A su vez es imposible estandarizar como se
tomo la informacion o como se evaluaron los pacientes de manera retrospectiva.

Por ejemplo el estudio de Nordqvist y col. (2018) fue una cohorte prospectiva
de mujeres embarazadas para estudiar el efecto del consumo de probidticos sobre
parto y preeclampsia [4]. Como es habitual en este disefio, existe escasa informacion
sobre la exposicion a probidticos previa y esta restringida a probidticos disponibles
comercialmente.

[I.C. CASOS Y CONTROLES

En los estudios de casos y controles, los participantes se incluyen por haber te-
nido un evento (casos) o por no haberlo tenido (controles). En este caso se busca
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retrospectivamente recuperar informacion sobre su exposicién previa a la ocurrencia del
evento. En los estudios de casos y controles no se puede estimar riesgos, pero siodds. La
natural medida de asociacion de los estudios de casos y controles el es odds ratio.

Estos estudios son muy eficientes para el estudio de eventos raros (casos poco
frecuentes) y permiten estudiar varias exposiciones al mismo tiempo. La gran restric-
cion es laincapacidad para medir algunas exposiciones por falta de informacion. A su
vez el desafio mas grande de los estudios de casos y controles es asegurar que tanto
casos como controles provienen de la misma poblacion.

Por ejemplo en este estudio de Rodriguez-Campello y col. (2014) se compararon
los habitos dietarios de casos con un accidente cerebrovascular agudo y controles
sanos [5]. Unos de los factores evaluados significativamente diferente entre casos y
controles fue el consumo de yogures con probidticos. En este estudio, Lu y col. (2017)
utilizaron un disefio de casos y controles también. Identificaron el consumo de pro-
bidticos como un factor protector para el desarrollo de enterocolitis necrotizante en
neonatos [6].

[1.D. CORTE TRANSVERSAL

En los estudios de cohorte transversal, se seleccionaron participantes por perte-
necer a una poblacion especifica. Son siempre retrospectivos, pueden ser descripti-
vos 0 analiticos. La natural medida de frecuencia en este caso es la prevalencia y la
medida de asociacion la razon de prevalencias. En este tipo de estudio, se realizan las
mediciones de eventos y exposiciones en el mismo momento del tiempo. Esto no
quiere decir que ocurre exactamente en el mismo dia, quiere decir que se trata del
mismo momento conceptual para todos los participantes.

Los estudios de corte transversal son susceptibles a la presencia de causalidad
reversa, ya que no es posible en la mayoria de las exposiciones, definir con claridad la
preexistencia de una exposicién en particular con respecto a un determinado evento.
La gran ventaja de este tipo de estudio es la simpleza y facilidad de su disefio e im-
plementacion. Los estudios de corte transversal generan escasa informacion causal,
pero permiten evaluar multiples asociaciones a la vez.

En el estudio de Drew y col. (2018) se realizd un estudio de corte transversal 3
meses antes de los juegos olimpicos de 2016 en atletas de élite seleccionados para
participar [7]. Se estudié la prevalencia de depresion, ansiedad, estrés percibido, resi-
liencia, recuperacion de stress, energia, suefio, consumo de probidticos.

[1.E. EsTuDIO ECOLOGICO

Los estudios ecoldgicos son poblacionales por definicion. En estos estudios las
unidades de observacion estan medidas en niveles de poblaciones y no de indivi-
duos. Es natural presentar la asociacion de las tasas como coeficientes de correlacion
o aplicar modelos de regresion a situaciones mas complejas.
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Es el disefo mas apropiado cudando una determinada exposicién varia natural-
mente entre las poblaciones o cuando el efecto de una exposicion ocurre a nivel de
la poblacion como las campanas de vacunacion. Si bien es un disefio extremada-
mente Util para la evaluacion a nivel poblacional de los probidticos, es un area poco
explorada que merece atencién adicional.

La gran ventaja de los disefios ecolégicos es su facilidad de implementacion y
bajo costo, ya que los datos son en general recolectados por sistemas de datos ruti-
narios. La desventaja mas grande es que son los estudios que aportan menor fortale-
za en sentido causal. Tienen un enorme valor en la generacion de informacién para
salud publica y gestion de salud.

[I.F. REPORTE DE CASOS/SERIE DE CASOS

Los reportes de casos o las series de casos no tienen particularidades especificas
del disefio. Simplemente representan el reporte de un caso particular de un deter-
minado evento o presentacion clinica de interés. En general representan casos infre-
cuentes. En el estudio de los probidticos se utilizan mucho los reportes de casos de
eventos de seguridad por su baja frecuencia. Por ejemplo en la revisién de seguridad
realizada por Didariy col. (2014) gran parte de la informacién sobre seguridad provie-
ne de reportes de casos o series de casos [8].

[1.G. ESTUDIOS EXPERIMENTALES

En los estudios experimentales el investigador administra una exposicion o un
producto. Los estudios experimentales mas comunes son los ensayos clinicos en los
cuales el investigador administra la exposicion bajo estudio. Esta administracion de la
exposicion, sélo es posible con las exposiciones administrables como los probidticos.

Por ejemplo el estudio de Ryan y col. (2015) realizaron un ensayo clinico de una
sola rama para evaluar el efecto del consumo de Saccharomyces boulardii sobre los
niveles de colesterol de voluntarios sanos [9]. Si bien no es un estudio piloto en sen-
tido estricto de la definiciéon de estudio piloto.

En el estudio experimental de Gil y col. (2001) los investigadores evaluaron el efec-
to de la suplementacién con Bifidobacterium lactis HNO19 sobre la proporciéon de los
sugbgrupos de leucocitos y su actividad fagocitica y ataque de células tumorales in
vitro [10]. En este estudio, voluntarios sanos fueron expuestos a 2 concentraciones
del mismo probidtico. No usar aleatorizacion y cada individuo fue su propio control.

[I.H. Ensavo cLiNico
En los estudios experimentales el investigador administra una exposicion y evalla
su efecto sobre una variable de resultado. En este caso la exposicion podria ser un

probidtico. En los ensayos clinicos el investigador evalla el efecto sobre un evento,
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de una exposicion administrada por el investigador. En sentido estricto son cohor-
tes experimentales, donde el investigador administra una exposicion y sigue a los
participantes en el tiempo en busca de los que desarrollan un evento de interés.
Son siempre experimentales y prospectivos. A su vez los ensayos clinicos pueden ser
aleatorios, controlados, y ciegos entre otros.

Pueden tener una o mas ramas de exposicion. Se llama ramas de exposicion a
los diferentes niveles de exposicién, como por ejemplo cepa A o comparador B. Los
ensayos clinicos con méas de una rama son los méas comunes y permiten obtener in-
formacion de eficacia y seguridad de las intervenciones. Se llaman controlados a los
ensayos clinicos que tienen méas de una rama de exposicion. Generalmente en estos
casos, una de las ramas actla como control.

Por ejemplo el estudio de estudio con dos ramas es el de Slykerman y col.
(2017) [11]. En este estudio compararon el efecto de Lactobacillus rhamnosus HNOO1
comparado con placebo sobre la ansiedad y depresion posparto de mujeres em-
barazadas. Fue un estudio aleatorizado y doble ciego adicionalmente. En el estudio
de Morales y col. (2018) se incluyen 3 ramas de evaluacion: probiético (Lactobacillus
rhamnosus SP1), antibidtico y placebo en voluntarios sanos [12].

Las ventajas principales de los ensayos clinicos son la posibilidad de obtener infor-
macion causal sobre la asociacion entre la exposicion bajo estudio y el evento de inte-
rés cuando es posible aleatorizar la exposicion. Esto es fundamental ya que es necesario
informacién de alta calidad para sostener la evidencia del consumo de probidticos y
sus efectos [13]. Componentes adicionales del ensayo clinico como la aleatorizacion, la
presencia de al menos un control, el ciego permiten generar informacion con el mayor
grado de evidencia. Las principales desventajas son el costo y el tiempo de la imple-
mentacion y la complejidad del disefio, implementacion y control de calidad.

Con respecto a las ramas del ensayo clinico, se puede dividir en estudios de ramas
paralelas o cruzadas. En los primeros, la asignacion a rama de intervencion se man-
tiene constante durante todo el estudio. Por el contrario en los ensayos clinicos con
ramas cruzadas, los participantes son asignados a una exposicion y luego de un pe-
riodo de lavado (del inglés wash-out o periodo sin medicacién) reciben la otra expo-
sicion del estudio. Este disefio solo puede aplicarse a eventos de interés reversibles.

Por ejemplo el estudio de Pu'y col. (2017) fue un ensayo clinico de ramas paralelas
[14]. Una de las ramas recibié Lactobacillus paracasei N1115 y la otra placebo. El obje-
tivo fue evaluar el efecto sobre las infecciones del tracto respiratorio superior.

Pakdaman y col. (2016) utilizaron un disefio cruzado para evaluar el efecto de la
cepa DDS-1 de Lactobacillus acidophilus sobre los sintomas de la intolerancia a lac-
tosa en voluntarios sanos adultos [15]. En este estudio, todos los participantes reci-
bieron el probiético o placebo por 4 semanas de manera secuencial. Se aleatorizan
quienes empezaron con probidtico y quienes con placebo. Se utilizd un periodo de
lavado (sin probidtico ni placebo) de 2 semanas entre ambos periodos.

Existe un subtipo de ensayo clinico denominado factorial. En este tipo de disefio, se
estudia simultdneamente el efecto de 2 intervenciones diferentes y su combinacion.
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Los disefos factoriales son muy eficientes para estudiar el efecto de dos intervencio-
nes en simultaneo.

Por ejemplo, en el estudio de Okesene-Gafa y col. (2016) evaluaron el efecto de
2 intervenciones simultaneas con un disefo factorial [16]. El objetivo fue estudiar el
efecto de 2 intervenciones sobre la ganancia de peso durante la gestacion y optimi-
zar los resultados del embarazo en mujeres obesas embarazadas. Las dos interven-
ciones evaluadas fueron: 1) Lactobacillus rhamnosus GGy Bifidobacterium lactis BB12,
y 2) una intervencion dietaria.

En los estudios de superioridad, el investigador cree que una de las dos ramas del
ensayo clinico es superior a la otra. Por ejemplo si interesa evaluar la eficacia de un
probidtico para el control de la ansiedad versus placebo. Por el contrario es comun
que no sea ético dejar sin tratamiento a los participantes de un estudio de investi-
gacion si existieran tratamientos disponibles de conocida eficacia. En ese contexto,
cualquier nuevo tratamiento interesa demostrar que al menos no es inferior que los
tratamientos de mejor cuidado recomendado disponible. Estos estudios se llaman
estudios de no inferioridad y tienen particularidades en su disefo, tamafo muestral,
analisis estadistico y métodos.

Por ejemplo el estudio de Oudhui y col. (2011) fue un estudio de no inferioridad
[17]. En este estudio se evalud si el consumo de Lactobacillus plantarum 299/299v
mas fibra y la descontaminacion selectiva del tracto gastrointestinal en la prevencién
de infecciones en pacientes internados en unidades de cuidados intensivos.

De acuerdo con su disefo especifico se los puede clasificar en ensayos clinicos
clasicos y pragmaticos. Los ensayos clinicos clasicos, de eficacia o tradicionales son
situaciones muy artificiales donde se estudia la eficacia de una intervencion sobre un
determinado resultado. Los pacientes incluidos en el estudio se seleccionan para ser
similares, adherentes y tener baja probabilidad de abandonar el estudio. A su vez se
incluye un determinado grupo etario que tenga baja frecuencia de eventos adversos
y dentro de lo posible pocas comorbilidades adicionales. Los métodos de seguimien-
to de los participantes son intensivos, invasivos y muy diferentes de la practica habi-
tual. Los pacientes incluidos son muy parecidos entre si. Esta situacion maximiza la
validez interna y la eficiencia del estudio, pero compromete la validez externa.

Por ejemplo en el estudio de Smith y col. (2016) se evalué el efecto del consumo
de probioticos diario comparado con cuidado habitual [18]. Se incluyeron participan-
tes con asma mayores a 5 afos y el evento de interés fue el consumo de antibioticos
durante el invierno. Tanto en la asignacion de tratamientos como en las mediciones
de las variables de respuesta, este estudio se parece a lo que ocurre en el mundo real
con los pacientes.

[I.I. ESTUDIO CUASIEXPERIMENTAL

Adicionalmente, existen estudios cuasi experimentales que son aquellos donde
falta alguno de los componentes de los estudios experimentales como pueden ser
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los disefios antes después de una determinada intervencion.

Por ejemplo en el estudio de Yamamoto y col. (2017) se utilizé un disefo cuasiex-
perimental antes - después [19]. El objetivo fue comparar el cambio en la IgA salival
de pacientes ancianos institucionalizados antes y después del consumo de un yogurt
fermentado con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus OLL1073R-1. Existen mu-
chos estudios con similares caracteristicas, con variabilidad en el reporte del disefio
del estudio. Por ejemplo, muchos los clasifican errbneamente como estudios obser-
vacionales por la falta de aleatorizacion.

I1l. PoBLACION

La poblacion del estudio debe ser seleccionada apropiadamente para representar
la poblacion objetivo a la que se pretende generalizar los resultados del estudio. De
esta manera las técnicas de muestreo deben asegurar que la muestra seleccionada
en el estudio representa adecuadamente el comportamiento y caracteristicas de la
poblacion objetivo. La validez externa del estudio depende en gran medida de los
métodos para obtener la muestra de la poblacion objetivo [13]. Por ejemplo, siintere-
sa estudiar el efecto de un probidtico sobre el animo de los adultos mayores sanos, el
estudio debe serrealizado con una muestra representativa de adultos mayores sanos.
Si bien en ocasiones es razonable pensar que poblaciones de similares caracteristicas
podrian tener comportamientos similares.

La seleccion de la poblacién debe respetar los principios éticos basicos de auto-
nomia, beneficencia, no maleficencia y justicia. Los protocolos deben ser evaluados
y aprobados por un comité de ética idéneo con jurisprudencia en el ambito donde
se implementara el estudio. En todos los casos los participantes deben consentir de
manera informada su participacion en el estudio de acuerdo con las Buenas Practicas
Clinicas y las normas regulatorias y legales locales e internacionales vigentes.

Con respecto al principio de justicia, los probidticos deberian ser estudiados en la
poblacién que se va a beneficiar de sus potenciales beneficios. Participar en un estu-
dio de investigacion clinica tiene riesgos, y los participantes se exponen a este riesgo
al consentir informadamente su participacion. Si deseara estudiar el efecto sobre la
salud de un determinado probidtico con un estudio clinico por ejemplo, y decidiera
realizar el estudio en una poblacién de bajos recursos, podria violar el principio de
justicia. ;Tendra la poblacion de donde salieron los participantes del estudio acceso
al producto si se demuestra que es eficaz o tiene efectos beneficiosos? ;o solo po-
dran acceder quienes puedan comprarlo? Este principio asegura que la poblacion
que origina los participantes de un estudio, tenga acceso posteriormente a los po-
tenciales beneficios derivados de los resultados de la investigacion.

Desde este punto de vista, la seguridad es fundamental en las poblaciones vul-
nerables potencialmente en mayor riesgo de eventos adversos bajo tratamiento
con probidticos. Estas poblaciones incluyen inmunocomprometidos, poblaciones
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vulnerables, cancer, pacientes adultos y nifios criticamente enfermos, postoperato-
rios e internados, mujeres embarazadas, pacientes con defectos estructurales del
corazdn o con catéteres o dispositivos permanentes que pudieran potencialmente
favorecer la translocacién o su colonizacion [8,20-23]. En todos los casos debe balan-
cearse los potenciales riesgos y beneficios de la seleccion de la poblacion del estudio.

Es interesante notar que algunas poblaciones vulnerables se excluyen sistemati-
camente, como las mujeres embarazadas, mujeres en edad fértil, adultos mayores,
pacientes con HIV o cancer [24]. Se debe considerar con cuidado la sequridad del uso
de probidticos en estas poblaciones que potencialmente pudieran beneficiarse con
su uso. En los estudios que evallan probidticos, al igual que con otras exposiciones
evaluadas en ensayos clinicos, es comun excluir sistematicamente estas poblaciones
de los estudios. Esto genera una vacancia de conocimiento ya que carecemos de
informacion de seguridad vy eficacia por la falta de estudios.

Sin embargo, en el estudio de probidticos existen muchos estudios realizados en
estas poblaciones especificamente, como el estudio Arnbjerg y col. (2018) que eva-
lud el efecto de Lactobacillus rhamnosus GG sobre la inflamacion intestinal, la compo-
sicion de la microbiota y la translocacion bacteriana en pacientes con HIV [25]. Otro
ejemplo es el estudio de Hummeleny col. (2011) que evalué el efecto del impacto de
un yogurt con L. rhamnosus GR-1y micronutrientes sobre la inmunidad de pacientes
con HIV [26]. Asimismo hay muchos ejemplos de estudios en mujeres embarazadas
[27-29] o pacientes con cancer [30-32].

Es importante resaltar que podria haber diferencias en el efecto de probidticos
relacionados con la poblacién de estudio. Existen amplias diferencias en diferentes
poblaciones sociales, culturales, etnicas, ecologicas, economicas. Asimismo las di-
ferencias genetica, epigenetica, en la dieta, microbiota, cointervenciones, contexto,
nivel de instruccion, ejercicio, adherencia, entre otras, podria modificar la respuesta a
los probidticos.

En muchos casos interesa saber el efecto de los probidticos en poblacion sana,
como la prevencion de condiciones clinicas o la optimizacion de condiciones fisio-
l6gicas dentro de rangos normales [33]. El estudio de los probidticos en poblacion
sana requiere una mencién aparte. El uso de poblacién sana en estudios de investiga-
cion implica una exposicion que pudiera considerarse innecesaria, por ende se debe
considerar la relacién riesgo beneficio con cuidado. Debido a que la seguridad de
muchos probidticos disponibles en el mercado en alimentos comercializados podria
tener suficiente evidencia documentada, esto no es una barrera para el estudio de los
potenciales beneficios nutricionales en poblacion sana [23]. A su vez, la medicaliza-
cion del estudio de los participantes voluntarios sanos puede distorsionar los resulta-
dos afectando su validez externa. Por ejemplo, los voluntarios podrian ser diferentes
en aspectos relacionados con la salud o la autopercepcion que la poblacion general
a la cual se pretende extrapolar los resultados del estudio. Cuando se pretende extra-
polar los resultados a poblacién general, la variabilidad de la poblacion incluida en el
estudio es una caracteristica muy importante.
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Por ejemplo, Pu'y col. (2017) evaluaron el efecto de un yogurt suplementado con
Lactobacillus paracasei N1115, sobre las infecciones respiratorias inferiores en adul-
tos mayores [14]. Los participantes fueron voluntarios sanos mayores a 45 afos de
Chengdu en China. Es dificil comprender si los resultados podrian extrapolarse a po-
blacion de la misma edad en Chengdu o China. La validez externa de los hallazgos
podria ser mas dificil de sostener en latinoamérica

IV. INTERVENCION

La intervencion o exposicion es de vital importancia. Es fundamental basar la deci-
sion de la intervencién en el conocimiento profundo de las caracteristicas del probid-
tico propuesto. En muchos casos se desconoce el mecanismo de accién exacto de
funcionamiento del probidético. El mecanismo de funcionamiento de los probioticos
implica su interaccion con la composicion o actividad metabdlica de la microbiota,
la fermentacion de fibras y produccion de AGCC o por interaccion directa con el sis-
tema inmune del huésped. Es probable asimismo que el mecanismo especifico sea
complejo y difiere entre cepas y condiciones clinicas [33,34].

Conceptualmente las intervenciones con probidticos pueden verse como una
indicacion dietaria, un suplemento, una droga o comportarse como ninguna de las
anteriores. Pero jcudl es la intervencion en si? jla ingesta del probiético? jla coloniza-
cion? jla interaccion? jla modificacion de la microbiota? jla seleccion de predominio
en microbiota? jlas nuevas vias metabdlicas activas en el individuo? Mientras mas
claro esté el potencial mecanismo de accién, mas facil va a ser plantear el disefio y los
mecanismos adecuados al disefio para evaluar el efecto de un probidtico, ya que no
existe una Unica metodologia estdandar para todos. Asimismo es fundamental tener
claro porqué se desea intervenir con un probidtico y no utilizar otras intervenciones
como farmacos, modificaciones en la dieta, o los habitos, entre otros.

Las intervenciones administradas son complejas y contienen un principio ac-
tivo, excipientes y matriz que varia en sentidos diferentes a los componentes de
los preparados farmacéuticos con drogas como principios activos. La identifica-
cion de la cepa se basa en el andlisis de la secuencia del gen de 16S rRNA. Sin
embargo existen diferencias especificas de cepa que son detectables con combi-
nacion de técnicas genéticas con fenotipos especificos son el gold standard de la
identificacion de la cepa [13]. La definicion de la intervencion debe incluir cepa o
combinacion de cepas/especies identificadas con precision, cantidad de unidades
formadoras de colonias, posologia, administracion, via, forma de presentacién y
duracién. La seleccion de la cepa es fundamental considerando el marco tedrico
de los mecanismos de accién potenciales propuestos por el grupo investigador.
En el error en la selecciéon de la cepa apropiada es uno de los errores mas fre-
cuentes que se postula para explicar la falta de efecto de muchos probidticos en
estudios publicados [33].
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iSe trata de una cepa o varias? ;Se administra como granulado o en comprimido
o incorporado en un alimento? ;Cudl es la dosis diaria? Si bien en las intervenciones
farmacéuticas se deben considerar los mismos componentes, en el caso de los pro-
bidticos esto es de particular importancia ya que el preparado contiene multiples
componentes que pudieran tener actividad. Estas caracteristicas especificas de la
administracion del probidtico se relacionan con la validez externa, la adherencia y la
aceptabilidad de los individuos a consumirlo en el estudio y una vez finalizado, en el
mundo real. Mientras mas pragmatico sea, mayor validez externa.

Es importante definir los detalles de almacenamiento y el circuito de preparacion,
almacenamiento, y dispensacion. Estos detalles aseguran que todos los participantes
del estudio reciban la misma intervencion. De esta manera, un estudio disefado para
evaluar el efecto de un probidtico especifico, podra estimar su efecto de manera
reproducible. La logistica relacionada con el principio activo y el control es un deter-
minante importante de la factibilidad del estudio, por lo cual es fundamental pensar
y disefar estrategias simples desde etapa muy precoces del disefo. Es necesario que
el probidtico sea administrado con viabilidad y concentracion apropiada al sitio fisio-
l6gico de accién [33]. La llegada viable al sitio de accion es un aspecto complejo de
estudiar, que se evalla con baja frecuencia en los estudios clinicos. Deberian incor-
porarse controles de calidad que aseguren que a lo largo del estudio la viabilidad del
probidtico administrado se mantuvo intacta [13].

Con respecto al efecto de la intervencion, va a ser de radical importancia definir
si se espera efecto de la ingesta de una concentracién de probidtico con una pe-
riodicidad predefinida, o si se espera efecto por otro mecanismo como podria ser
el cambio en la microbiota intestinal o la colonizacion temporal con el probidtico
del tracto gastrointestinal. Estas consideraciones son importantes ya que no es lo
mismo evaluar el efecto de la ingesta del probidtico, que de la colonizacion del
tracto gastrointestinal con un probidtico especifico. La ingesta podria tener efecto
inmediato, mientras que la colonizacidon temporal podria requerir un determinado
periodo de exposicion a una dosis conocida. A su vez es posible evaluar si la co-
lonizacién ocurrié o no. No obstante todos los estudios demuestran que una vez
interrumpida la administracion, los recuentos del probiético en heces descienden
paulatinamente, siendo indetectables poco tiempo después. Ningun estudio hasta
el momento logré demostrar la colonizacidon permanente con un probidtico una
vez interrumpida su administracion.

Una de las dificultades con ciertos productos comerciales de probidticos es la
variabilidad en la cantidad y estandarizacion de los mismos, discrepancias entre las
cantidades de unidades formadoras de colonias declaradas en el rotulado vy las que
realmente contienen, presencia de contaminantes, etc. Esimportante considerar este
aspectoy verificar la concordancia entre las etiquetas y los contenidos antes de iniciar
el estudio si se planea utilizar un producto comercializado. Estas dificultades podrian
afectar los resultados y la interpretacion de los hallazgos [13,35,36].
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V. COMPARADOR

Para estimar el efecto de un probidtico es necesario tener un comparador apro-
piado. El efecto placebo hace que basalmente los individuos puedan experimentar
efectos relacionados con la toma de un producto de investigacion que pudieran no
tener relacion con el principio activo bajo estudio. El efecto placebo se atribuye a la
sugestion en la creencia de que el tratamiento recibido es eficaz [37,38]. Usualmente
es un efecto positivo y se relaciona con recibir el tratamiento y no con el principio
activo o sus componentes.

iComo elegir el comparador apropiado? jqué es un control apropiado? el control
apropiado debiera tener todos los componentes y caracteristicas con excepcion del
principio activo. En este caso el principio activo es el probidtico. Por lo tanto el com-
parador debiera tener los mismos componentes nutricionales y estructurales que los
participantes expuestos. En ocasiones se plantea que el comparador apropiado de-
biera incluir los mismos microorganismos que el principio activo, pero inactivos. Esta
ultima forma de comparador no es universalmentemente aceptada.

Si'los componentes son diferentes, por ejemplo el valor nutricional o la presencia
de micronutrientes o de microorganismos adicionales son diferentes, j;cémo saber
si el efecto observado es causado por el probidtico o por las diferencias adicionales
entre los preparados considerados como principio activo y comparador? ;Co6mo sa-
ber que no estamos ante un efecto relacionado con las propiedades nutricionales y
no con un efecto directo del probidtico? Asimismo si no observamos una diferencia
entre ambos grupos, jverdaderamente no existe una diferencia o el efecto se debe a
algun componente del preparado que es diferente del probiético en estudio? como
la matriz o los fermentos que acompanan al producto.

En muchos casos es necesario comparar con un comparador activo. En muchos
estudios puede no ser posible el uso de placebo debido a que exista un tratamiento
o recomendacién con alto grado de evidencia disponible. En este caso es posible que
el comparador apropiado sea la mejor recomendacion disponible para el tratamiento
de la patologia bajo estudio. En este caso se debe evaluar si ambos grupos recibiran
la mejor recomendacion disponible y uno de ellos recibira adicionalmente el probio-
tico, o si se comparara el uso del probidtico versus el mejor tratamiento disponible.
Esta Ultima opcidn requerird la definicion a priori de si se trata de un estudio de supe-
rioridad o de no inferioridad.

No es posible estimar una medida de efecto sin un control apropiado. Es decir,
que para obtener una medida del efecto del probidtico bajo estudio como un riesgo
relativo o un odds ratio es necesario contar con informacion de individuos expuestos
al probidtico de interés y de individuos no expuestos al probidtico bajo estudio. No
hay forma de conocer si el probidtico tiene efecto beneficioso y seguridad sin un
comparador. En algunos casos es posible observar los mismos individuos expuestos
y No expuestos en momentos diferentes. Este disefio no resuelve el problema de que
composicion debe tener el control al que voy a exponer a los individuos durante la
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fase del estudio que observamos su comportamiento sin la exposicién al probidtico.

En algunas situaciones, es posible comparar el propio individuo con respecto a
su condicion basal. En este caso, se puede simplificar el estudio. Sin embargo po-
dria estar afectado de efecto placebo y Hawthorne. Este Ultimo es el cambio en el
comportamiento en los participantes que se saben observados [39]. Este efecto esta
presente en todos los estudios que involucren sujetos de investigacion de manera
prospectiva. Ambos efectos podrian hacer en apariencia observar un efecto cuando
en realidad no existe. Asimismo, el fendmeno de regresiéon a la media podria afectar
los resultados, sin un comparador apropiado para reducir su efecto.

En ocasiones cuando no es posible definir un comparador perfecto, es posible
pensar en mas de un comparador. Este aumento de complejidad en el estudio afecta
la factibilidad y la interpretaciéon de los resultados, por lo tanto es muy importante
hacer el intento de mantener el estudio simple con un Unico comparador. La deci-
sion de incorporar un comparador adicional puede deberse a que el comparador
seleccionado comparte elementos con el preparado que contiene el principio activo,
y tenemos razones para creer que el comparador podria tener un efecto y ser eficaz
aun en ausencia del probidtico bajo estudio.

VI. EVENTOS DE INTERES

El evento de interés representa el efecto que se deseaba obtener con la incorpora-
cion del probidtico bajo estudio. Incorpora los efectos sobre la eficacia o eficiencia 'y
la seguridad. Las mediciones deberian ser objetivas, factibles, sensibles y representar
un beneficio de importancia para la salud [13].

Es importante tener en cuenta que el tiempo de latencia o de exposicién que se
necesita para producir un efecto en particular. Es decir, es necesario considerar el tiem-
PO que es necesario que transcurra desde el inicio de la exposicion hasta la medicion
del resultado. Los eventos reportados por pacientes podrian responder mas rapido. Los
eventos de interés que dependen de un cambio en la microbiota intestinal o el sistema
inmune asociado al intestino podrian tener periodos de latencia mas largos.

Los eventos de interés pueden ser duros 0 mas subjetivos. Se llaman eventos du-
ros a los eventos mas objetivos como el fallecimiento o los niveles plasméticos de
lipidos. En general entran dentro de esta categoria los biomarcadores, los pardmetros
antropométricos, los diagnosticos y eventos objetivos. Los eventos de laboratorio sir-
ven para la comprension de los fendmenos fisiolégicos o para la deteccion de efectos
de seguridad que pudieran pasar inadvertidos [13]. Algunos ejemplos pueden ser los
niveles de hemoglobina en pacientes en dialisis [40], microbiota intestinal, sindrome
metabolico [41], mediadores inflamatorios [42], infecciones respiratorias agudas [43],
mortalidad y morbilidad [44], entre otros.

Los efectos de los probidticos sobre reporte de pacientes como los sintomas,
deberfan objetivarse con instrumentos de medicion validados para la poblacién del
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estudio. Estos eventos son mas susceptibles de sesgos de informaciéon y pueden
variar en su complejidad. Toda herramienta a ser utilizada en el estudio debe tener
evidencia de validez y reproducibilidad para su uso en la poblacion del estudio [45].
Por ejemplo en el estudio de Ostlund-Lagerstréom (2016) se utilizaron varios eventos
reportados por pacientes como la escala de sintomas gastrointestinales (en inglés,
Gastrointestinal symptoms rating scale - GSRS), la escala de ansiedad y depresion hos-
pitalaria (en inglés, Hospital anxiety and depression scale - HADS), escalas para calidad
de vida (EQ-5D index y EQ-VAS), escala de estrés percibido (en inglés, Perceived stress
scale - PSS) y la frecuencia diaria de deposiciones [46].

Es fundamental definir si el efecto deseado es mantener el estado de salud o tra-
tar una condicién clinica. Los efectos deseados pueden ser especie, dosis, tiempo o
condicién especificos. Algunos efectos nutricionales pueden ser inmediatos y otros
requerir periodos de latencia mayores. Los efectos preventivos pueden ser cortos o
requerir periodos prolongados dependiente de la frecuencia de los eventos que se
desea prevenir. La baja frecuencia de los eventos preventivos podria llevar a estima-
ciones de tamafno muestral mas grandes.

Por ejemplo en el metaanalisis realizado por Deshpande y col. (2017) para evaluar
el efecto de los probiodticos sobre la mortalidad sepsis y enterocolitis necrotizante
en neonatos de paises de bajo y mediano ingreso [44]. En muchos de los estudios
incluidos en este metaanadlisis, la exposicion al probidtico fue tan corta como 14 dias
o hasta el alta. Es notable la variabilidad en la descripcion incompleta de la exposicion
entre los diferentes estudios, siendo no identificable la cantidad de dias de exposi-
cion en gran parte de los articulos. En el estudio de Palma y col. (2018) se evalu¢ el
efecto del tratamiento por hasta 6 meses de Lactobacillus rhamnosus BMX 54 vaginal
sobre el aclaramiento de la infeccion por HPV [47]. Como en muchas exposiciones,
estudios mas prolongados en su exposicién son poco comunes.

En muchos casos los eventos de mayor interés o eventos clinicos no pueden ser
medidos por su baja frecuencia o por el largo periodo de latencia. En estos casos es
util definir eventos intermedios o subrogados. Estas variables son variables interme-
dias en el camino causal a los eventos finales de interés o marcadores relacionados
con los eventos finales de interés [38]. Las caracteristicas que deben cumplir las va-
riables surrogadas son: 1. tener un alto valor predictivo sobre el evento clinico de
interés, 2. debe comprenderse el mecanismo causal entre la variable subrogada vy el
evento clinico de interés y 3. deben existir herramientas validadas para su medicion
[13]. La utilizacion de variables subrogadas puede acercar la factibilidad de un estu-
dio, ya que puede requerir tamafos muestrales mas chicos o periodos de seguimien-
to mas cortos. Asimismo, el uso de variables subrogadas en muchos casos disminuye
la relevancia o la validez externa del estudio.
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VII. SEGUIMIENTO

El seguimiento debe asegurar la evaluacion de los eventos de eficacia/eficiencia
de interés y los eventos de seguridad. El esquema de seguimiento planeado pue-
de incluir visitas regladas periédicas o parecerse mas al seqguimiento habitual de los
participantes del estudio con un esquema de seguimiento mas laxo. Se debe decidir
el esquema apropiado en el contexto de la seguridad del probiético en estudio, la
poblacion incluida y los recursos disponibles.

La determinacion del periodo de seguimiento dptimo depende de la pregunta
de investigacion, del minimo tiempo de latencia necesario para observar un efec-
to relacionado con el probidtico, y de los recursos disponibles. El conocimiento del
potencial mecanismo de accion y de la fisiopatologia de la condiciéon subyacente
son fundamentales en la definicion del tiempo del seguimiento. Por ejemplo eventos
como diarrea pueden requerir periodos de seguimiento cortos. Eventos especificos
como cambios en la composicion corporal o fallecimiento pueden requerir periodos
de seguimiento mucho mas prolongados [13].

Ahmadi y col. (2017) estudiaron en un ensayo clinico el efecto de una cépsula
con una combinacion de probidticos (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y
Bifidobacterium bifidum) versus placebo en la pérdida de peso, control de la glucemia
en mujeres con ovario poliquistico [48]. En este caso el periodo de seguimiento fue
de 12 semanas. En el estudio de Dinleyici y col. (2014) utilizaron sélo 5 dias de expo-
sicion a Lactobacillus reuteri DSM 17938 para evaluar el efecto de esta cepa sobre la
duracion de la diarrea y la hospitalizaciéon en nifos con gastroenteritis aguda [49].

Debido a que el periodo de seguimiento es un componente importante de la fac-
tibilidad y de los costos de los estudios, es habitual que sea lo mas corto posible. Sin
embargo, es razonable pensar en prolongar el estudio lo suficiente como para lograr
la persistencia del probidtico in vivo, tipicamente 4 semanas [13]. En el mundo real,
los probidticos pueden ser consumidos por largos periodos de tiempo, por lo cual es
necesario realizar mayor cantidad de estudios con seguimientos mas prolongados
para comprender el efecto del consumo crénico sobre los individuos. El consumo
crénico es mas parecido al uso potencial en la realidad que los consumos cortos para
muchas condiciones.

VIIl. SEGURIDAD

En todo estudio de intervencion, es fundamental considerar como resultado la
seguridad de la intervencién propuesta. El probidtico bajo estudio debe tener sufi-
ciente evidencia acumulada previa al inicio del estudio de su seguridad para el con-
sumo en humanos en las dosis y posologia a utilizarse en el estudio. La seguridad
podria variar entre diferentes poblaciones como nifos, embarazadas, ancianos o
inmunodeprimidos.

92



Dieco HERNAN GIUNTA

Las cepas que caen bajo la definicién de probidtico, deben ser seguras por defini-
cion. Hay estandares definidos para la seguridad de los probidticos para consumo en
humanos que consideran el en lineas generales se considera la unidad taxonomica,
el conocimiento previo, la posible patogenicidad y la descripcion del potencial uso
final. Un ejemplo es la definicion GRAS (Generally Recognized As Safe) la agencia
Administracion de Alimentos y Medicamentos de EEUU (FDA). Se clasifican como
GRAS las sustancias generalmente reconocidas como seguras para su uso en alimen-
tos de consumo humano de acuerdo a la presencia de evidencia de su seguridad
segun estandares de evaluacion especificos [50]. Algunos de los conceptos consi-
derados sobre la seguridad de un probidtico incluyen la descripcién completa del
genoma, metaboldémica, la resistencia a antibioticos y la capacidad de transferencia
de resistencia, su capacidad de traslocar en animales, produccion de toxinas, pre-
sencia de marcadores de virulencia o potencial patogenicidad o potencial toxicidad,
estabilidad genética y posibilidad de transferencia de material genético, produccion
de acido D-lactico, produccion de aminas bidgenas [20,51,52].

Asimismo todo estudio de eficacia o efectividad debe tener como objetivos adi-
cionales evaluar la seguridad de la intervencién comparada con el comparador del
estudio. De esta manera todos los estudios son de eficacia/efectividad y seguridad
simultdneamente. Si bien antes de utilizar un probidtico para consumo humano es
necesario tener suficiente evidencia de su seguridad, durante el desarrollo del es-
tudio podrian detectarse eventos adversos relacionados con su consumo o efectos
indeseables relacionados con la exposicion al probidtico. Puede incluir variables de
eventos clinicos, de laboratorio, reportadas por pacientes o subrogadas. Esta informa-
cién debe planificarse durante el disefo, debe recolectarse durante la implementa-
cion del estudio de manera sistematica, estandarizada vy frecuente. El monitoreo de
la sequridad durante el estudio es fundamental, como asi también los mecanismos
preespecificados para eventuales andlisis interino y eventual suspension precoz del
protocolo.

Muchas de los eventos de seguridad incluyen reacciones adversas y eventos se-
cundarios [8]. Pueden desarrollarse en cualquier momento del seguimiento del estu-
dio. En cada caso sera necesario evaluar la severidad y la relacion con la exposicion.
Algunos de los eventos de seguridad podrian incluir infecciones sistémicas, efectos
metabdlicos deletéreos, exceso de actividad inmune en individuos susceptibles,
transferencia de genes o efectos secundarios gastrointestinales [51]. Algunos de los
efectos secundarios mas frecuentes de los probidticos son constipacién, flatulencias,
hipo, nduseas, infeccion y erupciones en la piel [21].

No se debe olvidar que la seguridad y eficacia de una determinada cepa o com-
binacion de probidticos es especifica del preparado en una determinada poblacién.
Es decir, puede variar su seguridad de acuerdo a la cepa estudiada, la concentracion
0 el huésped. Las principales eventos de seguridad son la habilidad de transloca-
cion, la presencia de elementos de resistencia antibidtica, y la habilidad para causar
infeccion, bacteriemia o fungemia [8,53]. Por ejemplo, diversos estudios muestran
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efectos negativos del uso de L. rhamnosus en pacientes inmunosuprimidos como
fiebre inflamacion sistémica y sepsis [53]. En todos los casos se debe verificar el perfil
de seguridad de la intervencion propuesta, y planear la evaluacion de la sequridad y
las mediciones adecuadas a realizar durante la conduccién del estudio. Por ejemplo
la evaluacion del perfil de seguridad de Lactobacillus kefiri se presenta en diversas
publicaciones [54].

Si bien en general el perfil de tolerancia y seguridad es bueno, debe ser evaluado
siempre, particularmente en individuos severamente comprometidos o inmunosu-
primidos. Por ejemplo, en el estudio de Besselink y col. (2008) se estudié el efecto de
una preparacion de probidtico multiespecie versus placebo en pacientes con pan-
creatitis aguda severa [55]. El probidtico se asocié a una mortalidad de mas del doble
comparado con placebo, por lo cual estd contraindicado en esta poblacion.

El uso de ensayos clinicos para la evaluacion de la seguridad de probidticos son
fundamentales debido a que no existe en general modelos animales adecuados. En
estos disefos es importante incorporar mas de una dosis del probidtico [13]. Muchos
estudios disefiados para evaluar la sequridad de los probiéticos podrian no tener una
estimacion de tamano muestral apropiado considerando este objetivo. Por ejemplo
el estudio de Hibberd y col. (2014) es un estudio de fase 1 de evaluacion de seguri-
dad del consumo de Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 en los ancianos [56].
Se incluyeron 15 ancianos voluntarios sanos. Si bien la descripcion de la estimacion
del tamano muestral es apropiada, parece mas relacionada con los requerimientos
regulatorios.

IX. ASIGNACION AL AZAR DE TRATAMIENTO

En los ensayos clinicos la exposicion bajo estudio es administrada por el investi-
gador. Esta Unica posibilidad exclusiva de este tipo de disefios permite usar la alea-
torizacién como herramienta para decidir quien recibe la exposicion. Es decir, si mi
pregunta fuera jes un determinado probidtico A mas eficaz que la dieta habitual Ben
el tratamiento de la hipertension crénica en adultos? Al signar al azar los participan-
tes del estudio a recibir la probiético A o la dieta habitual como control B, se eliminan
las diferencias entre ambos grupos.

Solo es posible aleatorizar exposiciones administrables y cuando existe equipoise.
Equipoise quiere decir que no se conoce que ninguna de las ramas del estudio sea
mas eficaz o més segura antes de iniciar el estudio [57]. Es decir, no hay evidencia
comprobaday consistente a priori de eficacia y seguridad entre las ramas del estudio.

En el mundo real, multiples factores intervienen en la decision de consumir un
probidtico y su periodicidad o posologia. Se trata de un decisidon activa que toma
cada individuo, pudiendo participar su entorno, su familia, profesionales de la salud
en un contexto especifico [58]. Esta decision estd influenciada por multiples factores
tan diversos como la historia previa del individuo, su estado nutricional, sus creencias,
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su nivel de instruccion y su nivel socioecondmico, su tolerancia al consumo de cier-
tos alimentos, su entorno y su contexto, entre otros. Esto hace que en el mundo real,
los individuos que consumen probidticos con regularidad, podrian ser diferentes a
los que consumen una dieta habitual sin probidticos. Por esta razon probablemente
ambos grupos no serian comparables por las diferencias en sus factores de riesgo
conocidos y desconocidos. Este problema es una constante de los estudios observa-
cionales. Este fendmeno se llama confusion por indicacion. La asignacion aleatoria a
probiotico A o dieta habitual B elimina el sesgo de confusién por indicacion, ya que
nadie elige quién consumira el probidtico A o quien recibira dieta habitual B, sino que
se asigna a un grupo u otro aleatoriamente.

Que ambos grupos sean similares en todas sus caracteristicas con excepcion de
la exposicidon a A o B, podria enunciarse como que son intercambiables. La intercam-
biabilidad es una propiedad de la causalidad que se asegura maximamente cuando
es posible aleatorizar la exposicion y da fortaleza a la recomendacién con alto grado
de evidencia causal [59].

Si la aleatorizacién funciona, los dos grupos resultantes seran idénticos en todas
sus caracteristicas con excepcién de que unos fueron expuestos al probidtico Ay
otros a la dieta habitual B. La aleatorizacion es una estrategia para tratar confundi-
dores que tiene el potencial de eliminar el efecto de los confundidores conocidos,
los desconocidos e incluso los no medibles al momento de la aleatorizacion. Solo
funciona cuando el tamafo muestral es lo suficientemente grande.

La aleatorizaciéon a su vez aumenta mucho la complejidad del estudio. Decidir
al azar quién de los participantes de un estudio sera asignado a cada rama de ex-
posicion requiere una logistica mas compleja que en los estudios observacionales.
Adicionalmente el proceso de consentimiento informado es mas complejo cuando
existe aleatorizacion y puede afectar la decisién de participar, dificultando el recluta-
miento para el estudio. La aleatorizacion habitualmente requiere otros componentes
como el enmascaramiento para ser maximamente efectiva y evitar sesgos.

Por ejemplo Spaiser y col. (2015) realizaron un ensayo clinico aleatorio cruzado.
En este estudio evaluaron si el consumo de una mezcla de probidticos (Lactobacillus
gasseri KS-13, Bifidobacterium bifidum G9-1, Bifidobacterium longum MM2) aumenta
los linfocitos CD4+ circulantes, altera la producciéon de citokinas y genera cambios
en la microbiota intestinal hacia una microbiota intestinal mas saludable en adultos
mayores [60]. En este estudio aleatorizaron los participantes a recibir la mezcla de
probidtico primero y el placebo después o al revés. La misma mezcla de probidticos
se utilizd en el ensayo clinico de ramas paralelas de Dennis-Wall y col. (2017) [61].
En este caso se asigno al azar a los participantes a recibir la mezcla de probiodticos o
placebo durante 8 semanas.
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X. CiEGo

Los participantes que se saben tomando un placebo reportan menos efectos ad-
versos aungue los sientan. Los participantes que se saben tomando un principio acti-
vo podria reportar mas efectos adversos. Los participantes que se saben tomando un
principio activo que creen que es mejor reportan mucha mas eficacia y bienestar que
los participantes que toman una medicacion que creen que es inferior. Esto represen-
ta un sesgo de informacion ya que los participantes reportan sisteméaticamente dife-
rente de acuerdo a en qué rama del estudio se encuentran. En ausencia de ciego, es
posible que se desarrollen sesgos de informacion en el reporte de tolerancia, efectos
adversos y beneficiosos de los probidticos debido a diferencias en la percepcion de
los pacientes y de los investigadores [62,63]. Este fendmeno puede afectar en mayor
medida las mediciones mas subjetivas y en menor medida las mas objetivas y vali-
dadas. A su vez, los investigadores podrian preguntar diferente o seqguir diferente o
solicitar diferentes estudios o indicar medicacion adicional a sus pacientes si saben la
rama del estudio en la cual estd un determinado participante.

Los estudios donde se conoce la rama de asignacion de cada participante de ma-
nera manifiesta se llaman abiertos. En los estudios de probidticos con diferentes ra-
mas de intervencion, es fundamental implementar ciego o enmascaramientos de las
intervenciones. El enmascaramiento ideal incluye mantener ciego al participante del
estudio, al médico o investigador que administra el probiodtico y a quien analiza los
datos del estudio. Todos los actores podrian potencialmente estar afectados por su
subjetividad, por lo cual se recomienda cegar siempre que sea técnica y éticamente
posible. Es posible utilizar el ciego incluso en estudios observacionales donde pudie-
ran existir sesgos de informacion relacionados con la subjetividad.

La falta de ciego puede generar pérdidas al seguimiento de participantes que
pueden afectar de manera diferencial las ramas del estudio. A su vez, pueden surgir
diferencias relacionadas con los estudios abiertos que impliquen cointervenciones,
cambios en la dieta, medicaciones, métodos diagndsticos diferentes entre ramas que
pudieran influenciar los resultados de eficacia y seguridad del estudio de manera
espuria. La forma més eficiente de prevenir estos potenciales sesgos es mantener el
enmascaramiento durante el estudio.

Los estudios no ciegos o abiertos se parecen mas a la practica clinica real, pero
son mucho mas susceptibles de sesgos de informacién por reporte diferencial de los
pacientes o por recuperacion de la informacion diferencial. A su vez son problemas
frecuentes el uso diferencial de estudios de test diagndésticos o las cointervenciones
de acuerdo a conocer en qué rama del estudio esta un paciente.

Una desventaja del ciego es que aumenta la complejidad del estudio. Requiere
el desarrollo de mecanismos para asegurar el ciego y mantenerlo durante todo el
estudio. Mantener el ciego implica que tanto el principio activo como el compara-
dor sean indistinguibles en todas sus caracteristicas como sabor, textura, color, olor,
estabilidad, entre otros. Asi también requiere mecanismos de ruptura de ciego ante
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eventuales necesidades clinicas. Por ejemplo si un paciente en un estudio consulta a
la guardia con un dolor precordial, puede ser fundamental tener disponible un me-
canismo para que los médicos que lo asistan tengan la posibilidad de conocer en
qué rama del estudio estd, para tomar acciones en el cuidado de emergencia del pa-
ciente. En el estudio de Ostlund-Lagerstréom y col. (2016) se presenta una descripcion
clara de cémo se hizo para mantener el ciego con la preparacion del principio activo
(L. reuteri DSM 17938) y el placebo [46].

En el estudio de Slykermany col. (2017) las participantes y sus médicos fueron cie-
gos a la rama de intervencion [11]. Se evalud el efecto del consumo de Lactobacillus
rhamnosus HNOO1 versus placebo en la depresion y ansiedad en los primeros 6 me-
ses postparto. Debido a la naturaleza del efecto bajo estudio, mantener ciega la rama
de exposiciéon es fundamental.

El ciego es muy frecuente en los estudios experimentales de probidticos, pero
no siempre es posible. Por ejemplo en el estudio de Vandenplas y col. (2017) la inter-
vencion era abierta y no podria enmascararse [64]. En este estudio se asigno aleato-
riamente a APT198K (xyloglucano mas Lactobacillus reuteri SGLO1 y Bifidobacterium
brevis SGBOT) o lactasa para el tratamiento de célicos en lactantes. En este caso la po-
sologia y forma de administracion diferente imposibilitaba el ciego. La observacion
del comportamiento de los lactantes por parte de los padres es una medida subjetiva
que pudo influenciar los resultados del estudio.

Por ejemplo en el estudio de Lawrence y col. (2017) los autores no utilizaron en-
mascaramiento de los eventos de interés, asimismo tampoco utilizaron grupo control
[65]. Este articulo fue retirado de la prensa por el grupo editor debido a problemas
con su diseno, analisis y reporte [66]. Los eventos cognitivos evaluados por los auto-
res son subjetivos y muy sensibles de sesgos de informacion por lo cual el ciego es
fundamental.

En la primera parte del estudio de Dietrich y col. (2014) estudiaron el consumo
de Lactobacillus casei DN-114001 en pacientes con diarrea por antibidticos [67]. Se
ofrecio el probiotico a todos los pacientes de un centro y ninguno de los otros dos
centros de control. Se estudié el efecto sobre la diarrea a través de la revision de la
historia clinica electronica. Cegar las ramas de exposicion al investigador recolector
de datos pudo haber mejorado la calidad de la informacién subjetiva, aunque no asf
la objetiva como los dias de internacion.

XI. ADHERENCIA

Adherencia es un concepto amplio que incluye la toma de los preparados del
estudio en tiempo y forma, sin saltear dosis ni modificar los esquemas indicados de
manera sustancial [13]. También implica la adherencia a los controles o procedimien-
tos del estudio adicionales. La adherencia es un problema habitual que varia con la
complejidad de la intervencion, la tolerancia, la motivacién y el tiempo de exposicion
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propuesto. La adherencia de los ensayos clinicos puede variar entre 40 y 80% de
acuerdo a las estrategias implementadas para maximizarla.

En el mundo real los pacientes no son totalmente adherentes o totalmente no
adherentes, sino que se comporta como un gradiente de adherencia a los procedi-
mientos y tratamientos prescriptos. La falta de adherencia a la rama asignada, hace
mas homogéneas ambas ramas de intervencion. Al ser mas homogéneas, disminuye
el efecto del principio activo, y es posible que el estudio no sea capaz de detectar un
efecto que existe.

La adherencia puede afectar de manera diferencial a las ramas del estudio. Por
ejemplo, es posible que los pacientes que se saben tomando el principio activo del
estudio tiendan a adherir mas a la indicacién que los que se saben tomando el com-
parador. Esta adherencia diferencial entre ramas, potencialmente podria sesgar los
resultados del estudio. Durante la conduccién del estudio es fundamental medir la
adherencia de la misma manera en las diferentes ramas del estudio [13].

Algunas técnicas desarrolladas para evaluar la adherencia son la toma supervi-
sada, el recuento de preparados del estudio, los diarios de toma de preparados del
estudio, los monitores electrénicos de toma del preparado del estudio, autoreporte
de adherencia por cuestionario directo con herramientas validadas, la deteccion del
principio activo en la materia fecal [13]. Este uUltimo implica sobrevida del probidtico
como subrogado, pero no implica actividad ni beneficio. Todas las estrategias pro-
puestas tienen sus ventajas y desventajas y deben ser evaluadas en el contexto del
disefio del estudio.

La medida més eficiente para intentar minimizar el problema de la adherencia
es prevenir la falta de adherencia de los participantes. Por ejemplo, en el estudio de
Tamtaji y col. (2017) se evalud la adherencia contando la devolucion de medicacion
por parte del paciente [42]. Se trata de un ensayo clinico aleatorio donde se admi-
nistrd una combinacion de probidticos (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Bifidobacterium bifidum, y Lactobacillus fermentum) versus placebo para evaluar su
efecto sobre la inflamacioén, insulina y perfil lipidico de los pacientes con esclerosis
multiple. Asimismo se utilizd un mecanismo preventivo con un recordatorio diario
al celular para que los pacientes tomaran el preparado del estudio. Estas medidas
son eficientes, pero suelen disminuir la validez externa, ya que en el mundo real, los
pacientes son menos constantes con sus tratamientos.

Una practica relativamente comun en los ensayos clinicos experimentales, es in-
corporar un periodo previo al estudio donde a través de proveer un placebo a todos
los potenciales participantes, se seleccionan los que son adherentes a las recomen-
daciones del estudio. Es de radical importancia notar que este periodo previo, hace
que se seleccionen los participantes adherentes, pero potencialmente podria pasar
que los adherentes son diferentes de los no adherentes. Este tipo de medidas van a
mejorar la adherencia, incrementando la validez interna del estudio a expensas de la
validez externa. Este fendmeno se debe a que en el mundo real, los pacientes no son
adherentes complemente a las indicaciones.
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Por ejemplo en el estudio de Pedersen y col. (2014) se presenta de manera muy
clara los pacientes perdidos durante el seguimiento del estudio. Sin embargo no in-
cluyen informacion sobre la adherencia a las intervenciones del estudio [68].

En el estudio de Ostlund-Lagerstrom y col. (2016) se evalud en un ensayo clinico
aleatorio el efecto de L. reuteri DSM 17938 versus placebo sobre la autopercepcion de
la digestion y el bienestar de adultos mayores [46]. En este estudio evaluaron la ad-
herencia auto reportada de los pacientes por medio de un diario. Con esta informa-
cion, clasificaron los pacientes segun su adherencia. Adicionalmente presentaron la
informacién correspondiente en los resultados junto con las pérdidas al seguimiento.
Es fundamental contar con informacion de adherencia a las intervenciones, en parti-
cular en los estudios con resultados negativos.

En el estudio de Eggers y col. (2018) se evalud el efecto de L. rhamnosus HNOO1
sobre la colonizacion de S. aureus en multiples partes del cuerpo [69]. En este estudio
presentan la tasa de pérdida y la comparan entre ramas, la tasa de adherencia y la
comparan entre ramas. La confirmaciéon de la exposicion en este estudio se realizd
por ausencia del probidtico basal en materia fecal de todos los participantes, y la
presencia del probidtico en materia fecal del 51,9% de los expuestos a la 4t semana y
1,6% de los no expuestos. La confirmacién de la presencia del probidtico en materia
fecal es un método adicional que puede ser Util para asegurar adherencia.

XIl. ESTIMACION DE TAMANO MUESTRAL

Siempre es necesario realizar una estimacion de tamafo muestral en la fase de
disefio de cualquier estudio de investigacion. Se entiende por estimacion de tamano
muestral al calculo de un nimero estimado de participantes o unidades de observa-
cion que debo incluir en un estudio para contestar de manera eficiente mi pregunta
de investigacion. El tamafio muestral estimado de un estudio es un factor determi-
nante de la factibilidad, costos y tiempo de implementacién del estudio entre otros.

Existen muchas situaciones diferentes con diverso grado de complejidad para la
estimacion del tamafo muestral que se describen con mayor extension en la literatu-
ra. A los fines de este apartado vamos a considerar la situacidon més simple. Para rea-
lizar una estimacion de tamafio muestral se necesitan los siguientes componentes:

1. Conocer con claridad la pregunta de investigacion/hipdtesis de mi es-
tudio y el disefio

2. Aproximar el pardmetro poblacional a estimar de cada una de las
poblaciones

3. Medida de variabilidad del pardmetro poblacional a estimar de cada
una de las poblaciones
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4. Magnitud del efecto

5. Nivel de error alfa aceptable
6. Nivel de error beta aceptable
7. i1 o2 colas?

La magnitud del efecto representa la relevancia clinica del efecto. jCuanto espero
que mejore un parametro nutricional con la incorporaciéon del probidtico a la dieta?
;Cudnto deberia mejorar para considerar que el probidtico es eficaz? Para la magni-
tud del efecto clinica es fundamental la mirada y experiencia de los investigadores
vinculados con el ambito del problema, que ven pacientes y se encuentran familiari-
zados con los efectos de diferentes tratamientos alternativos.

Es comun que el nivel de error alfa y beta aceptables y la cantidad de colas del
estudio sean practicamente fijos y aceptados por convencion. El nivel de error alfa
aceptable se considera 5% casi de manera universal. El error alfa es la probabilidad
de rechazar la hipdtesis nula de un estudio cuando en realidad es verdadera. Es decir,
encontrar una asociacion en un estudio entre la exposicion y el evento de interés,
cuando en realidad no existe. En este caso estarfamos afirmando que una determi-
nada exposicion sirve para un efecto cuando en realidad no sirve. A su vez el error
beta habitualmente se considera aceptable 20%. El error beta es la probabilidad de
detectar con un estudio una diferencia que existe en la realidad. Es decir, si la dife-
rencia entre los que reciben placebo y los que reciben un probidtico existe, jcual es
la probabilidad de detectarla con un estudio de un determinado tamafo muestral?.
La cantidad de colas del test de hipdtesis depende de lo que el investigador opina a
priori sobre la pregunta de investigacion. Si el investigador cree que la intervencion
bajo estudio es mejor o peor que el grupo control, usara test a una cola. De lo contra-
rio usara test a dos colas [70]

La modificacion de cada uno de estos valores modifica el tamano muestral reque-
rido al igual que en la preguntas descriptivas. Debido a que este calculo se realiza a
priori, es fundamental que la informacién que utilice sea lo mas parecida posible a la
real. Esto asegura una estimacion de tamafo muestral exitosa. A mayor variabilidad,
se requerirdn tamafnos muestrales mas grandes. A menor magnitud del efecto, se
requieren tamanos muestrales mas grandes. A menor error alfa o menor error beta,
se requieren tamanos muestrales mayores. Por Ultimo, los test a dos colas requieren
tamafios muestrales mayores que los tests a una cola.

La magnitud del efecto considerada en la estimacion de tamafo muestral se debe
definir por la relevancia clinica. Uno de los problemas asociado a la magnitud del
efecto, puede ser que la magnitud del efecto esperada sea muy pequena. Esto podria
resultar en tamanos muestrales muy grandes. A mayor magnitud del efecto, meno-
res son los tamafos muestrales requeridos, y por ende, el estudio es mas factible y
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menos costoso. Asimismo, elegir una magnitud del efecto falsamente grande para la
estimacion del tamano muestral, solo generara un estudio que indefectiblemente no
tendrd poder para detectar una magnitud del efecto del tamafio real. En esta situa-
cion, es importante repensar cual es el evento de interés mas relevante que interesa
detectar.

Es muy importante hacer todos los esfuerzos posibles para obtener la informacion
requerida antes de empezar. Sin embargo, es comun que falte informacion previa para
la realizacion de una estimacion de tamafio muestral apropiada. Mientras mas origi-
nal es la pregunta, mas informacion puede faltar al respecto. Es comun la ausencia del
desvio estandar o de los estimadores. En ocasiones por publicaciones incompletas
previas. Ante la ausencia de informacién para la estimacion del tamafo muestral, pro-
bablemente la mejor idea sea plantear un estudio piloto. Adicionalmente, es posible
realizar la estimacion del tamafio muestral con la informacion disponible y plantear
recalcular con datos reales incluidos un pequefo ndmero de pacientes.

Si la estimacion de tamafo muestral es muy grande, puede ser un impedimen-
to para la realizacion del estudio ya que es uno de los componentes principales de
la factibilidad. Existen diferentes estrategias que pueden ser Utiles en esta situacion,
como por ejemplo ampliar o cambiar la poblacién, seleccionar medidas de resultado
diferentes que contengan mayor cantidad de informacién (como las medidas conti-
nuas) o realizar un estudio multicéntrico [71].

Es fundamental considerar en la estimacion de tamano muestral factores de co-
rreccion por eventuales pérdidas al sequimiento y falta de adherencia. En ambos ca-
sos, el tamafno muestral efectivo final del estudio va a ser menor que el estimado, y
existe la posibilidad que el estudio no tenga poder suficiente para detectar la magni-
tud del efecto de un determinado probidtico finalizado el estudio [13].

Un aspecto interesante del tamafio muestral es que en muchas ocasiones la
estimacién de tamano muestral no se aclara con detalle suficiente como para su
reproduccion en ocasiones en la literatura. Este es un aspecto fundamental para
la transparencia y claridad del reporte de cualquier estudio de investigacion [72].
Asimismo, con frecuencia el calculo del tamafo muestral revela una cantidad de par-
ticipantes accesible, en lugar de tamafos muestrales excesivamente grandes.

XII. CoNncLUSION

En este capitulo presentamos y discutimos algunos de los aspectos fundamen-
tales de los estudios de investigacion en probidticos. Es fundamental remarcar que
para sostener los beneficios de los probidticos, es fundamental generar informacion
vélida robusta que sostenga estos beneficios [23].

Las revisiones sistematicas y meta-analisis revelan gran heterogeneidad en los
métodos para evaluar los potenciales beneficios y seguridad de los probiéticos. Las
variaciones entre las cepas estudiadas, presentaciones, posologia, duracion, efectos,
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seguridad, métodos y poblaciones hacen que en ocasiones sean dificultoso gene-
rar recomendaciones concluyentes. Definir estdndares de evaluacion sistematica del
efecto de los probidticos podria tener impacto en la calidad de la los estudios, y de la
informacién generada.

El estudio de los probidticos en latinoamérica es un campo que requiere desa-
rrollo para la generacion de informacion local con validez interna a las poblaciones
latinoamericanas. Los métodos especificos del estudio de los probidticos represen-
tan pequenas variaciones de los métodos epidemioldgicos tradicionales, sin grandes
variaciones. En este capitulo remarcamos las diferencias y proveemos casos especi-
ficos que pueden servir como ejemplos vélidos para construccion de proyectos de
investigacion solidos.
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RESUMEN

Durante las ultimas décadas, se ha comenzando a valorar el impacto
de la microbiota sobre la salud digestiva. De hecho, resulta dificil en-
contrar alguna afeccion digestiva en la cual no existan reportes acerca
de que la microbiota esta fuertemente involucrada. En consecuencia,
se cree que una manipulacion inteligente de estos microorganismos
podria facilitar el manejo de las enfermedades gastrointestinales. En
este aspecto, la microbiota esta fuertemente involucrada no sélo en la
susceptibilidad a las infecciones (tanto digestivas como extradigesti-
vas), sino en el riesgo de padecer enfermedades inmunoldgicas, infla-
matorias, metabdlicas y degenerativas. En este capitulo desarrollaremos
brevemente algunos ejemplos de situaciones gastrointestinales que
resultan de interés para comprender la trascendencia de esta novedosa
area del conocimiento.
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l. INTRODUCCION

Hasta hace unos afos el rol de la microbiota en la salud y la enfermedad fue sub-
valorado, probablemente por la dificultad de explorar su estructura y funcionamien-
to. Sin embargo, en la Ultimas décadas, con el desarrollo de nuevas y mejores técnicas
para el estudio de su genética, constitucion, metabolismo e interaccion con la mu-
cosa intestinal, hemos comenzando a valorar el verdadero impacto de la microbiota,
asistiendo a una verdadera revolucion en el conocimiento [1, 2].

Actualmente resulta dificil encontrar alguna afeccién digestiva en la cual la mi-
crobiota no esté fuertemente involucrada [2]. De esto conceptos se desprende que
una manipulacion inteligente de la microbiota puede resultar central en el manejo
de las enfermedades gastrointestinales. Pero lo que quizas sea aun mas importante
es que, por sus consecuencias poblacionales, estamos comprendiendo que la calidad
de nuestra microbiota tiene un rol trascendental, no solo en la enfermedad, sino tam-
bién en el mantenimiento y calidad del estado de salud [2, 3]. En este aspecto, la mi-
crobiota estd fuertemente involucrada no sélo en la susceptibilidad a las infecciones
(tanto digestivas como extradigestivas), sino en el riesgo de padecer enfermedades
inmunoldgicas, inflamatorias, metabdlicas y degenerativas [2-4]. Esto incluye a patolo-
gias enormemente prevalentes como las alteraciones funcionales digestivas y extradi-
gestivas como la obesidad, diabetes y enfermedad vascular. Sin embrago, la disbiosis
asociada a las afecciones del aparato digestivo puede ser consecuencia del trastorno
o enfermedad, por lo que los datos observacionales deben ser valorados con cautela.

En este capitulo desarrollaremos brevemente algunos ejemplos de situaciones
gastrointestinales que resultan de interés para comprender la trascendencia de esta
novedosa area del conocimiento.

Il. LA MICROBIOTA Y EL HUESPED

La microbiota puebla las superficies de todo el aparato digestivo en una relaciéon
de convivencia signada por la tolerancia, la diversidad y el mutuo beneficio. La cali-
dady cantidad de bacterias no es igual a lo largo del tubo digestivo. Si bien la micro-
biota del intestino delgado es menos abundante que la del colon, por su extension y
mayor permeabilidad, es posible que tenga un rol muy importante en la modulacién
de la inmunidad e inflamacién local con consecuencias sistémicas. Por su parte, el
colon representa un vasto ecosistema microbiano que alberga varios trillones de mi-
crobios que codifican una variedad 100 veces mayor de genes que nuestro propio
genoma. La composiciéon y la funcion de este ecosistema parecen estar modeladas
en gran medida por la forma del parto, la lactancia, la colonizacion inicial, factores
ambientales, medicamentos y muy particularmente la dieta y el estilo de vida [3, 4].

La microbiota intestinal desempefa un papel crucial en el procesamiento, sin-
tesis y recuperacion de nutrientes, agua vy electrolitos no absorbidos en el intestino
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delgado, pero sobre todo interviene en la defensa contra la colonizacién de patoge-
nos y la infeccion. Finalmente, cada vez contamos con mas informacion indicando
que la microbiota intestinal es crucial en la integracion de las sefales ambientales con
la fisiologfa y metabolismo del huésped, influyendo en procesos bioldgicos criticos
para la salud del aparato digestivo y del resto del organismo tales como inflamacion,
inmunidad natural y adaptativa, sensibilidad visceral, trofismo y carcinogénesis [3, 4].

Los probidticos —microorganismos que, administrados en cantidades adecuadas
confieren beneficios de salud, cuya definicion se abordard a lo largo de este libro—
representan una herramienta sumamente interesante para intervenir en todos aque-
llos procesos en los que la microbiota tenga un rol en su fisiopatologia, sobre todo
teniendo en cuenta su perfil de sequridad. Tanto los provistos por la industria farma-
céutica como los contenidos en alimentos han sido estudiados en diferentes situa-
ciones. Si bien no es facil delimitar un espectro de situaciones particular para cada
categoria, los probidticos contenidos en los alimentos tienen un lugar preferencial,
por su precio y disponibilidad, cuando estan destinados a la protecciéon de poblacio-
nes en riesgo u optimizacion del estado de salud.

1. PROBIOTICOS Y TRASTORNOS FUNCIONALES:

Los trastornos funcionales del aparato digestivo son sumamente prevalentes,
afectan personas de todas las edades y condiciones socioeconémicas [6]. Se trata de
trastornos que pueden asentar en uno 0 mas sectores del aparato digestivo, en los
cuales predominan los sintomas en ausencia de alteracién organica significativa. Sus
representes mas conspicuos son el sindrome de intestino irritable (SlI), la dispepsia y
el estreAimiento, sin embargo pueden asentar en otros érganos del aparato digesti-
vo incluyendo el eséfago, la via biliar y el pancreas. Estas afecciones aparentemente
triviales alteran profundamente la calidad de vida, la actividad laboral y por su pre-
valencia y cronicidad generan altisimos costos en los sistemas de salud. Su géne-
sis es multifactorial, pero uno de los hallazgos mas importantes es la existencia de
un enorme trafico de sefales entre el cerebro y el sistema nervioso entérico, lo cual
determina un estado de hipersensibilidad visceral. Esta hipersensibilidad, que deter-
mina respuestas motoras, secretoras y dolorosas en respuesta minimos estimulos
sensoriales y emocionales, explica la presencia de sintomas floridos en ausencia de
dafo organico. Estudios mas profundos han demostrado la existencia un estado de
“microinflamacion”de la mucosa gastrointestinal asociada a disbiosis de la microbiota
[7] que explicaria este estado de hipersensibildad. La modificacion de este estado
microinflamatorio parecerfa ser una de las explicaciones mas probables de porqué el
uso de prebidticos y probidticos ha demostrado ser de exitoso en muchos estudios
controlados y aleatorizados en el SII. En 2016 se publicd un meta-analisis de Zhang y
col. que condensa los trabajos realizados en este tema y concluye que los probidticos
son efectivos en reducir los sintomas y mejorar la calidad de vida de los pacientes con
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SII [8]. Por otra parte, los probidticos también han demostrado ser de utilidad en el
tratamiento de los pacientes con dispepsia y con constipacion funcional [9-11] por
mecanismos que aun no estan totalmente claros. Cémo dato llamativo, un trabajo
publicado recientemente muestra que la administracion de una cepa de la especie
Bifidobacterium longum en pacientes con Sl reduce los puntajes de depresion, modi-
ficando simultdneamente la actividad cerebral en la resonancia magnética funcional,
la cual segun el andlisis de los autores, no es secundaria a la mejoria de los sintomas
[12]. Esta observacion viene a sumar evidencia a una linea de investigacion que surge
a partir de comprobar en modelos de experimentacion animal la influencia de la
microbiota en el estado emocional y la conducta [13].

Es importante destacar que no todos los probidticos se comportan de la misma
maneray es necesario corroborar resultados en nuevos trabajos orientados a esclare-
cer tipos de probioticos, Unicos 0 en combinacion, dosis, tiempos de toma y duracion
del beneficio.

IV. PROBIOTICOS Y SOBRECRECIMIENTO BACTERIANO DEL INTESTINO
DELGADO

El sobrecrecimiento bacteriano del intestino delgado (SCBID) se define como un
incremento de la concentracion bacteriana del intestino delgado mayor a 104 UFC/g
en el yeyuno, el cual se suele asociar a cambios no sélo en la cantidad sino en la
calidad de la microbiota [14]. Es una afeccién infrecuente en jévenes, que solo se ve
asociada a falla en los mecanismos normales de control de la proliferacion bacteriana
tales como aclorhidria, diverticulosis del intestino delgado, alteraciones del transito
intestinal. Sin embargo en las personas ancianas el SCBID es frecuente, y puede ser
asintomatico o producir sintomas tales como meteorismo, diarrea y grados variables
de malabsorcién secundarios a dafo y alteraciones inflamatorias de la mucosa intes-
tinal [15]. Se especula que el SCBID es capaz de inducir ademas un aumento leve pero
sostenido de la respuesta inflamatoria sistémica, con importantes consecuencias
para la salud. Un meta-analisis reciente [16] concluye que la administracion de suple-
mentos de probidticos podria decontaminar el SCBID de manera efectiva, disminuir
la produccién de H,, sin embargo no alcanzé significacion la eficacia para prevenirlo.
Es muy probable que la disbiosis y el sobrecrecimiento en el intestino delgado seran
topicos cada vez mas importantes por su repercusion en la nutricion y los estados de
salud, sobre todo de la poblacién anciana [15].

V. PROBIOTICOS Y CANCER COLORRECTAL

El cancer colorrectal (CCR) es la tercera causa de muerte por neoplasias en la mayor
parte de los paises occidentales, y se cree que los factores ambientales incluyendo la
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alimentacion son cruciales para su génesis [17]. Dentro de este Ultimo factor, inciden
la calidad de las grasas, la cantidad y calidad de fibra y los productos lacteos. Por otra
parte el CCR se asocia con una mayor abundancia de Fusobacterium nucleatum en el
tejido del CCR, lo cual a su vez se relaciona con una menor densidad de células T CD3
+ y una atenuacion de la inmunidad antitumoral [18]. En general la dieta occidental
promueve una menor produccion de acidos grasos de corta cadena (AGCC), mayor
cantidad de sales biliares secundarias, reducciéon de la capa de mucus, aumento de
la permeabilidad y de la inflamacion de la mucosa intestinal. Todo esto asociado a
una disminucion de bacterias productoras de AGCC, tales como Bifidobacterium y
Bacteroides familia S24-7, y aumento de Firmicutes. Contrariamente, en individuos
que siguen una dieta alta en frutas, verduras, granos integrales, pescado, soja, aves
de corraly productos lacteos bajos en grasa parece haber un menor riesgo de cancer
colorrectal [19, 21, 22]. Por otra parte, existe fuerte evidencia que una mayor ingesta
de lacteos, leche y calcio se asocia a un menor riesgo de cancer colorrectal. Ademas
del calcio y la vitamina D, otros componentes de los productos lacteos tienen activi-
dad antineoplasica, incluido el acido linoléico conjugado, lactosa, butirato y bacterias
productoras de acido lactico [20]. Un reciente estudio en pacientes con sindrome de
colonirritable mostré que el consumo de un producto de leche fermentada que con-
tenia iniciadores lacteos vy Bifidobacterium animalis potencio la produccion coldnica
de AGCC y disminuyd la abundancia de Bilophila wadsworthia, un microorganismo
(patobionte) relacionado con inflamacién y céncer colorrectal [20].

V1. PROBIOTICOS Y DIARREA INFECCIOSA

La diarrea infecciosa representa una de las principales causas de muerte y des-
nutricion en el mundo. Reducir la susceptibilidad y acelerar la recuperacion de los
pacientes, sobre todo en las poblaciones mas vulnerables como en niflos y ancianos,
principalmente en areas carenciadas, tiene un impacto enorme en la salud y la opti-
mizacion de los recursos sanitarios.

Diversos estudios mostraron que la administracion de S. boulardii, Lactobacillus
GG, L. acidophilus, L. bulgaricus y Bifidobacterium, solos o combinados, disminuye la
incidencia de diarrea aguda infecciosa, del viajero y asociada a ATBs con un NNT (si-
glas en inglés para necessary number to treat, "/nimero necesario a tratar”) de esti-
mado en 4 [23]. Por otra parte numerosos estudios condensados en metaanalisis y
revisiones sistematicas muestran que el uso de probidticos acorta la evoluciéon en
aproximadamente un dfa. La eficacia depende de la cepa y de la dosis, pero entre los
diferentes estudios existe una importante heterogeneidad en los resultados que pa-
rece estar relacionada con el uso de diferentes tipos de probioticos, dosis y duracio-
nes de tratamiento. Los probidticos que mostraron mayor grado de evidencia fueron
Lactobacillus GG y S. boulardii, y en menor grado L. reuteri DSM17938 'y L. acidophilus
LB [23-25]
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VII. PROBIOTICOS Y OTRAS AFECCIONES GASTROINTESTINALES

Existe abundante evidencia de que la microbiota intestinal esta fuertemente invo-
lucrada en la generacion y mantenimiento del daflo en muchas otras enfermedades
gastrointestinales tales como las enfermedades inflamatorias del intestino, las colitis
microscopicas, la enteritis por antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), la enteritis ac-
tinica, la enfermedad celiaca y las alergias intestinales.

La pérdida de tolerancia a elementos dependientes de la microbiota intestinal es
la base fisiopatoldgica de las Ell (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa). Pero casi
no cabe duda que la urbanizacion de la dieta en occidente tiene un fuerte impacto
en la generacion de estas enfermedades [26]. Sin embargo y por el momento, con
excepcion del uso de determinados probidticos en el manejo de la inflamacion del
reservorio ileoanal, en la reconstruccion del transito luego de la proctocolectomia, los
probidticos no gravitan en el tratamiento habitual [27, 28]. Sin embargo desde el mo-
mento que el trasplante de materia fecal es exitoso en una proporcién considerable
de pacientes con colitis ulcerosa, es de suponer que en un futuro no lejano contare-
mos con suplementos bacterianos estandarizados para este fin especifico [29].

En la actualidad los AINEs son una de las clases de drogas de mayor consumo en el
mundo y son responsables de dafio gastrointestinal altamente prevalente. La micro-
biota intestinal desempefa un papel clave en el dafo del intestino delgado y colon
inducido por AINEs, y la modulacion de la composicion de la microbiota intestinal
podria ser una nueva estrategia terapéutica para tratar este dano [30].

En la enfermedad celiaca la microbiota también interviene en la regulacion del
dafo secundario a la exposicion al gluten y la administracion de probiodticos podria
convertirse en una herramienta eficaz para reducir dicha sensibilidad y reducir al
dafo de las transgresiones menores. Se especula que lo harfa a través de la reduccion
de bacterias potencialmente proinflamatorias (grupo B. fragilis), linfocitos T activados
y sus citoquinas [31].

También hay evidencia de que los probidticos podrian tener un lugar en el mane-
jo de situaciones tales como colitis microscopicas, intolerancias alimentarias alérgi-
cas, enteritis actinica y enfermedades hepaticas, entre muchas otras [32, 33].

V. CONCLUSIONES

La interaccion entre la microbiota y el huésped determina en gran medida la ini-
ciacion y/o persistencia de muchas de las afecciones del aparato digestivo.

La interaccion entre la microbiota intestinal y el aparato digestivo es de altisima
complejidad, y si bien en esto ultimos anos se han hecho importantes avances, re-
sulta aun imposible comprender completamente todos los mecanismos involucra-
dos. Sin embargo se han hecho enormes avances y se ha abierto ante nosotros un
area del conocimiento que explica muchos de los fendmenos relacionados con el
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mantenimiento de la salud, la defensa y la enfermedad, tanto del aparato digestivo
como del resto del organismo.

Dentro de este sistema complejo, los alimentos, los prebidticos y los probidticos
muy probablemente tendran un protagonismo creciente en la prevencion y trata-
miento de muchas condiciones las condiciones descriptas, como asf también en la
optimizacion del estado de salud.

Tanto el mantenimiento de la eubiosis como la correccién de la disbiosis, por su
potencial impacto poblacional, son hoy areas prioritaria de estudio y experimenta-
cion. En la medida que nuestro conocimiento se acreciente, tendremos mas y mejo-
res recursos para proteger y mejorar la calidad de la salud y sobre todo en las etapas
y poblaciones mas vulnerables..
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RESUMEN

Alolargo de la evolucion de los seres vivos, los microorganismos han
gjercido una presion selectiva que ha modelado el sistema inmune de
los distintos organismos, desarrollando la inmunidad innata y la adap-
tativa, que funcionan a través de una compleja red de células y molé-
culas dirigidas a detectar y clasificar a los antigenos para controlarlos o
eliminarlos. Frente a la enorme variedad y cantidad de particulas y mo-
leculas que ingresan al organismo, de origen ambiental y, microbiano,
el sistema inmune tiene la capacidad de montar un delicado equilibrio
de mecanismos activos de tolerancia y -al mismo tiempo- mecanismos
capaces de eliminar a los microorganismos patégenos.

Para poder establecer este equilibrio y convivir en simbiosis con los
microorganismos que conforman la microbiota, es necesario que el sis-
tema inmune asociado a la mucosa gastrointestinal ponga en funciona-
miento diversos mecanismos que detectan a los microorganismaos no
patdgenos y los preservan. Por el contrario, frente a un microorganismo
patogénico el sistema inmune debe activarse y generar un foco infla-
matorio, para eliminarlo. Con los antigenos no procariéticos e inocuos
—sustancias del medio ambiente, de la dieta 0 un componente propio—
tampoco debe producirse una respuesta inflamatoria. Sin embargo,
existen situaciones en las que el sistema inmune se activa en forma in-
adecuada, produciendo las llamadas reacciones de hipersensibilidad o
alergias. En ellas, se produce una ruptura de la tolerancia a sustancias
ambientals, alimentarias, etc.
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En este capitulo se revisan las bases moleculares de los fenémenos
mencionados, y se relatan las evidencias de disponibles en favor del uso
de microorganismos probidticos en el tratamiento de distintas clases de
alergias.

120



GuiLLERMO H. Docena

|. GENERALIDADES SOBRE ENFERMEDADES ALERGICAS Y TRATAMIENTOS
I.A. ENFERMEDADES ALERGICAS. DEFINICIONES Y CONCEPTOS GENERALES

El hombre vive en un medio ambiente rodeado de sustancias antigénicas —-mu-
chas de las cuales son patogénicas— por lo cual le resultaria imposible sobrevivir sin
mecanismos de defensa, denominado“sistema inmune”. A lo largo de la evolucién de
los seres vivos, los microorganismos han ejercido una presion selectiva que ha mode-
lado el sistema inmune de los distintos organismos, desarrollando la inmunidad inna-
tay la adaptativa, que funcionan a través de una compleja red de células y moléculas
dirigidas a detectar y clasificar a los antigenos para controlarlos o eliminarlos. El pa-
norama es todavia mas complejo, en la medida en que los microorganismos pueden
ser patdgenos y no patdégenos, estos Ultimos en simbiosis con el propio organismo,
tal como ocurre entre la microbiota y el intestino, asi como en las otras mucosas.
Asimismo, ademas de los llamados antigenos, también hay que considerar otras mo-
léculas que interaccionan con el sistema inmune, y provienen del medio ambiente
y la dieta. A pesar de ser —en lineas generales— inocuas, siguen siendo sustancias
extranas para el sistema inmune. Frente a esta variedad de antigenos —microbianos
o simplemente ambientales— el sistema inmune tiene la capacidad de montar me-
canismos activos de tolerancia (frente a aquellos antigenos que requiere preservar),
y al mismo tiempo activar mecanismos capaces de eliminar a los microorganismos
patégenos. Estos mecanismos se inducen y regulan en las mucosas.

La mucosa gastrointestinal es la mucosa mas compleja y se dice que alli el sis-
tema inmune "aprende” a regular su funcionamiento. El intestino contiene la gran
mayoria de las células del sistema inmune del organismo y —por eso- se lo puede
considerar un érgano inmune. Aunque la mayor parte de los antigenos que ingresan
por las diferentes mucosas del organismo son inocuos, cierto grupo de ellos genera
respuestas alérgicas, y por eso se los denomina alergenos. En un individuo normal
—-no alérgico- la respuesta inmune frente a los alergenos es un fendmeno denomi-
nado “tolerancia especifica’, que evita que estos provoquen la aparicién de procesos
inflamatorios. Esta clase de tolerancia es muy importante para preservar la fisiologia
de las mucosas. En el caso de los alergenos de origen alimentario —que ingresan al
organismo por la via oral- el mecanismo de tolerancia inmunoldgica se denomina
tolerancia oral. Esta tolerancia a las sustancias alimentarias y ambientales es nece-
saria para conservar a los microorganismos vivos presentes en el lumen intestinal,
una poblacién a las que habitualmente se la denomina “microbiota”. En conjunto,
estas ideas refuerzan la nocion de que los mecanismos de tolerancia no han apare-
cido —en términos evolutivos— para evitar las reacciones alérgicas (que seguramente
no existian hace miles o cientos de miles de afios), sino que constituyen un aspecto
evolutivo de la relacion microorganismo-hospedador.

Asi como se ha demostrado que muchos patdégenos son capaces de evolucio-
nar a partir de microorganismos comensales, actualmente se postula que bacterias
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presentes en la microbiota se han desarrollado a partir de bacterias patdgenas del
tracto gastrointestinal (por ejemplo Salmonella), lo que les ha posibilitado adaptarse
y sobrevivir en dicho medio sin ser eliminadas. Para poder establecer este equilibrio
y convivir en simbiosis, es necesario que el sistema inmune asociado a la mucosa
gastrointestinal ponga en funcionamiento diversos mecanismos que detectan a los
microorganismos no patdégenos y los preservan. Por el contrario, frente a un microor-
ganismo patogénico el sistema inmune debe activarse y generar un foco inflama-
torio, para eliminarlo. Con los antigenos no procaridticos e inocuos —sustancias del
medio ambiente, de la dieta 0 un componente propio- tampoco debe producirse
una respuesta inflamatoria. Sin embargo, existen situaciones en las que el sistema
inmune se activa en forma inadecuada, produciendo las llamadas reacciones de hi-
persensibilidad o alergias, descriptas ya en la década del 60 por Gell y Coombs.

Las enfermedades alérgicas son, por lo tanto, manifestaciones clinicas producto
de una falla en los mecanismos de activacion o regulacion de la respuesta inmune
frente a antigenos inocuos que se encuentran ampliamente distribuidos en el medio
ambiente. Estas reacciones estan mediadas por cualquiera de los cuatro mecanismos
de hipersensibilidad (clasificados en reacciones de hipersensibilidad de tipo | a IV).
Las reacciones mas frecuentes y las potencialmente méas graves son denominadas
reacciones de anafilaxia, y son clasificadas como reacciones de hipersensibilidad de
tipo |, o inmediatas o IgE-mediadas, o atdpicas.

Para el caso en particular de las alergias alimentarias, éstas son provocadas por
alergenos alimentarios y afectan principalmente la mucosa del tracto gastrointesti-
nal. Es importante definir correctamente qué son las alergias alimentarias, dado que
suelen confundirse con una reaccién adversa a alimentos. La alergia alimentaria es
una reaccion adversa originada por la ingesta de alimentos o aditivos alimentarios
en la que participa el sistema inmune. Comprenden una amplia variedad de tras-
tornos que pueden ser mediados o no por anticuerpos IgE [1]. Por lo tanto las aler-
gias alimentarias no constituyen una Unica patologfa, sino que involucran diferentes
enfermedades o patologias ,tales como la anafilaxia, el sindrome de alergia oral, la
enterocolitis, la esofagitis eosinofilica, la gastroenteropatia eosinofilica, la urticaria,
el eccema y otras. En cambio, se define una reaccién adversa a los alimentos en
su concepcion mas amplia a una reaccién andémala desencadenada por alimentos
que pueden o no estar mediadas por el sistema inmune. Estas se clasifican en reac-
ciones toxicas, a aquellas dependen de la toxicidad del alimento, tal como un pes-
cado en mal estado, chocolate, banana y palta que contienen histamina, alimentos
contaminados con microorganismos, etc, y reacciones no téxicas, que son las que
dependen de la susceptibilidad individual, tal como la deficiencia de lactasa, etc.
Entre estas ultimas tenemos las reacciones no mediadas por el sistema inmune,
comunmente llamadas “intolerancias’, que son alteraciones anatdémicas del tracto
gastrointestinal, deficiencias enzimaticas, alteraciones sicosomaticas, etc, y las reac-
ciones mediadas por el sistema inmune —denominadas “reacciones alérgicas’— que
son las originadas por mecanismos de hipersensibilidad, tal como se describid antes.
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Por lo tanto una alergia alimentaria es un tipo de reaccion adversa originada por
alimentos en la que el sistema inmune se encuentra involucrado. Se estima que sélo
el 15-20% de las reacciones adversas alimentarias son realmente alergias alimenta-
rias, por lo cual resulta sumamente importante definir correctamente los diferentes
términos y contar con métodos diagndsticos precisos dado que el tratamiento y el
prondstico son muy diferentes.

|.B. PREVALENCIA, “HIPOTESIS DE LA HIGIENE” Y MICROBIOTA

Desde la década del 80 se ha observado un fuerte incremento en la incidencia de
las reacciones alérgicas, y de las alergias alimentarias en particular. En ciertas regiones
0 poblaciones, inclusive, se las considera una epidemia, por el elevado porcentaje de
la poblacién afectado (30-40%). Estas cifras implican que hay cientos de millones de
individuos afectados [2, 3, 4]. Asimismo, se ha observado que por cada década que
transcurre, la incidencia se duplica y —en particular- luego del 2000 se evidencié un
creciente aumento de las alergias alimentarias en determinados pafses. Dado que se
trata de patologias multifactoriales, y que la composicién genética no se ha modifica-
do enlos seres humanos durante este periodo, la Unica explicacién para comprender
y explicar este fendmeno es que ciertos cambios en la expresion de los genes han
afectado el funcionamiento del sistema inmune. A través de la epigenética, se puede
estudiar como los cambios en el medio ambiente o en los hadbitos de vida, pueden
afectar la expresion de los genes, sin modificar la constitucion genética. Esto es, en la
practica, lo que se postula que ha ocurrido, y esta ocurriendo con el sistema inmune
en determinados poblaciones.

Aunqgue estas enfermedades no estan directamente relacionadas con la presencia
de microorganismos, estos estan intimamente relacionados con la induccion y regu-
lacion de los mecanismos inmunoldgicos en las mucosas. La hipétesis de la higiene,
permite fundamentar el marcado incremento en la incidencia de las alergias en las
Ultimas décadas en determinadas regiones del mundo [5] (ver Figura 1). Esta hipote-
sis postula que una menor exposicion a microorganismos intracelulares patégenos
ha sido determinante en la mayor instauraciéon de mecanismos Th2-dependientes
frente a la exposicion a alergenos [6]. Los habitos de vida en ambientes més limpios,
mejores planes de vacunacion, mejores antibidticos, mayor acceso a fuentes de agua
no contaminadas o potabilizadas, alimentos menos contaminados, menor contacto
con mascotas, etc., han determinado que el sistema inmune reciba una menor carga
de informacion del medio ambiente relacionada con los microorganismos; a su vez,
estos cambios en los habitos de higiene se acompafnan con un mayor contacto con
alergenos, como consecuencia de habitos de vida mas intra-domiciliarios, ambientes
mas amoblados, con sistemas centralizados de circulacion de aire, etc. En conjunto,
estos cambios ambientales imnplican que el sistema inmune recibe menores estimu-
los antigénicos pro-Th1 (patdgenos intracelulares principalmente), y mas estimulos
pro-Th2 (alergenos). En consecuencia, el sistema inmune en individuos con cierta
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susceptibilidad genética, tiende a reaccionar de forma Th2-dependiente frente a an-
tigenos inocuos que contacta repetidamente, y a desencadenar reacciones inflama-
torias o alérgicas. La hipdtesis de la higiene postula que los cambios producidos en
el medio ambiente y en los habitos de vida durante los ultimos tiempos en paises
desarrollados, impactan en la regulacion del sistema inmune (ver Figura 1). De esta
manera los mecanismos IgE-dependientes (se inducen exclusivamente cuando exis-
ten linfocitos Th2), que en la escala evolutiva se han generado como mecanismo
de defensa frente a determinados parésitos (macroparasitos que habitan en érganos

huecos), se estén activando frente a antigenos inocuos del medio ambiente.

Figura 1. Hipotesis de la higiene original y modificada.
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Seobserva una representacion de las hipdtesis de la higiene original y modificada, junto a la dismi-
nucion de las principales enfermedades infecciosas cronicas e incremento en la incidencia de in-
munopatologias Th1- (esclerosis multiple, enfermedad de Crohn y diabetes tipo 1)y Th2-mediadas

(asma).
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Sin embargo, estudios posteriores [7] demostraron que si bien las principales
enfermedades infecciosas crénicas (sarampidn, paperas, tuberculosis, hepatitis, etc)
fueron controladas luego de la década del 80, y que al mismo tiempo las inmuno-
patologias Th2-dependientes o alergias (asma, rinitis, etc) se incrementaron marca-
damente, las inmunopatologias Th1-dependientes o enfermedades autoinmunes
también sufrieron un significativo incremento en su incidencia. Dado que estas sub-
poblaciones Th1y Th2 estan contra-reguladas entre si, no se esperaba un incremento
en las enfermedades autoinmunes. Esta observacion llevé a re-considerar, y luego a
re-formular, a la hipétesis de la higiene.

Como mencionamos anteriormente, es importante considerar que los microor-
ganismos presentes en la microbiota (comensales y patégenos) cumplen un papel
esencial en el desarrollo y correcto funcionamiento del sistema inmune asociado a
las mucosas [8]. Se ha demostrado —en modelos animales de individuos criados en
espacios libres de gérmenes (carentes de microbiota)— que en ausencia de microbio-
ta no se induce al sistema inmune de mucosas y, por lo tanto, no se generan los me-
canismos de tolerancia frente a los antigenos de la microbiota, del medio ambiente
y de la dieta [9, 10]. Esto llevé a reformular la hipodtesis de la higiene, originalmente
descripta por Stracham en 1989 en términos de una menor la exposicién a microor-
ganismos patdégenos, para considerar que las modificaciones en la composiciéon de la
microbiota serfan las responsables de las alteraciones de los mecanismos de toleran-
cia mucosal, principalmente por defectos a nivel de induccion de los linfocitos T re-
gulatorios (abreviados Treg) (ver Figura 1). Existen numerosos modelos animales de
infeccion experimental en los que se describe como los microorganismos patégenos
pueden inducir mecanismos de tolerancia, como estrategia para evadir al sistema in-
mune. De esta manera, la manipulacion del sistema inmune de mucosas les posibilita
a los microorganismos patégenos ejercer sus efectos patogénicos.

Es importante resaltar que existe un control mutuo entre los microorganismos
individuales de la microbiota y las células del sistema inmune de mucosas. La con-
secuencia de este delicado —pero altamente controlado— balance, determina que
con una microbiota sana y un sistema inmune maduro, la activacion de este sistema
deberfa producirse cuando se detecta la presencia de un patdgeno, mientras que se
deberian inducir los mecanismos de tolerancia ante la exposicion a un microorganis-
mo comensal 0 a un antigeno inocuo.

Se ha observado que la composicion de la microbiota en nifios con alergia ali-
mentarfa difiere de la de un individuo no alérgico [11, 12], lo cual probablemente
provoque un funcionamiento anémalo de los mecanismos de tolerancia. Esta hipo-
tesis es muy dificil de probar aunque ha sido estudiada en modelos animales y se ha
demostrado que es posible desencadenar cuadros de alergia simplemente alterando
la flora intestinal mediante la administracién de antibidticos [13].

En conjunto, estos cambios en el medio ambiente, los habitos de vida y la misma
globalizacion (migracion de individuos, incorporacion de dietas nuevas, y a veces
exoticas, o la modificacion de dietas preexistentes por acceso a nuevos alimentos)
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han determinado que actualmente las alergias sean las inmunopatologias de mayor
prevalencia en el mundo. La misma tendencia se ha observado con las alergias ali-
mentarias, que constituyen un problema sanitario preocupante en muchos paises
[14], incluyendo el nuestro.

El mejor conocimiento del funcionamiento del sistema inmune de mucosas, junto
con los avances en la metodologia de caracterizacion de los mecanismos inmunes
involucrados en las reacciones alérgicas, han determinado que en pacientes con aler-
gias alimentarias la causa de las reacciones alérgicas o malfuncionamiento del siste-
ma inmune frente a los alergenos son las fallas de la tolerancia inmune mucosal. Estos
hallazgos han impactado en los tratamientos para esta patologia, ponderando las
alteraciones en la composiciéon de la microbiota como una posible causa de un mal
funcionamiento del sistema inmune de mucosas. Las inmunoterapias méas modernas
estan enfocadas a restaurar los mecanismos de tolerancia especifica a través de la
administracion controlada del alergeno por una via mucosal y, mas recientemente, a
recomponer la microbiota mediante la administracion de probidticos o metabolitos
de los microorganismos de la microbiota [15]. Dado que no existe todavia ninguna
inmunoterapia aprobada para alergias alimentarias, se estan realizando denodados
esfuerzos para lograr tratamientos con la seguridad y eficacia adecuados. En este sen-
tido, los notables avances producidos en las ultimas décadas en cuanto a la metodo-
logia desarrollada para caracterizar la composicion de la microbiota han impactado
notoriamente en este aspecto, y actualmente existen ensayos clinicos en desarrollo
que combinan tratamientos convencionales con el empleo de probidticos [16, 18].

|.C. MECANISMOS DE TOLERANCIA

Como ya hemos mencionado, la mucosa del tracto gastrointestinal constituye la
“principal puerta de entrada” de los patdégenos y de nutrientes, por lo cual es un te-
jido que se encuentra permanentemente desafiado por estimulos antigénicos. Esto
determina que alli se encuentre la mayor concentracion de células inmunes del or-
ganismo. Para evitar un estado de activacion e inflamacion continua, los mecanismos
que prevalecen son los de tolerancia. Esto ocurre en todas las mucosas, pero princi-
palmente en la intestinal, dado que es la mas compleja desde el punto de vista del
desaffo antigénico constante.

Un aspecto muy importante en el estudio de los factores que influyen en la
instauracion de los mecanismos de tolerancia, es la presencia y composicion de la
microbiota. Numerosos estudios, basados en el empleo de diferentes modelos expe-
rimentales, han demostrado la importancia de los componentes de la microbiota en
la maduracién del sistema inmune de mucosas. Animales crecidos en bioterios libres
de gérmenes muestran practicamente una ausencia total del mismo y mas reciente-
mente se ha comenzado a comprender como la composicién de la microbiota afecta
la salud del organismo en general, y cbmo puede generar distintas inmunopatolo-
gias e inclusive patologias no asociadas a priori con el sistema inmune.
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Este complejo y altamente regulado control inmunoldgico de la microbiota es
el producto de la co-evolucion del sistema inmune y de los microorganismos que
forman parte de la microbiota (microorganismos patégenos y comensales). La com-
prension de las bases bioldgicas v fisioldgicas de estos procesos permitira en un futu-
ro una mejor comprension de los mecanismos inmunopatogénicos que dan origen
a patologfas asociadas al sistema inmune y otras no relacionadas, como asi también
al desarrollo de nuevas terapias de inmunointervencion, tanto para activar (en proce-
sos infecciosos y tumorales) como para controlar (en situaciones de autoinmunidad,
alergias, etc) al sistema inmune.

Se define como tolerancia oral al proceso por el cual el sistema inmune responde
con menor intensidad frente a un antigeno que ingresa por la via oral. Si este mismo
antigeno ingresara por primera vez por una via no mucosal al organismo, generarfa
—por el contrario— una activacion inmunoldgica. Si este antigeno ingresa en primera
instancia por la via oral y luego lo hace por via sistémica, también se observa una me-
nor respuesta sistémica, y este mecanismo se denomina tolerancia sistémica. Si bien
la administracion del antigeno por otras vias mucosales, diferentes al tracto gastroin-
testinal, puede generar mecanismos de tolerancia, las condiciones y los mecanismos
involucrados no se conocen en forma tan precisa. Estos efectos tolerogénicos han
sido demostrados en modelos experimentales y también en seres humanos, confir-
mando que es posible inducir tolerancia en intestino o pulmaén mediante la adminis-
tracion del antigeno por las vias nasal o sublingual.

Los tres mecanismos que permiten mantener la homeostasis intestinal, son: i)
anergia clonal de linfocitos T; ii) delecion de linfocitos T y iii) supresién por linfocitos
T. Por el alcance de este capitulo, no es posible desarrollar estos mecanismos, pero
existe bibliografia especifica a la que se puede acceder [17-18].

Il. MICROBIOTA Y ENFERMEDADES ALERGICAS

Desde la etapa intrauterina y luego del nacimiento, las distintas mucosas se coloni-
zan con diferentes microorganismos, que son los que constituiran la microbiota. Esta
poblacién de microorganismos varia segun distintos factores que se estan tratando
de definir, y van desde el tipo de nacimiento (parto o cesarea), la dieta y la edad, hasta
los medicamentos consumidos, entre otros. En conjunto, estos factores hacen que se
trate de una comunidad de microorganismos altamente variable entre individuos, e
incluso entre las distintas mucosas de un mismo individuo, segun el sistema inmune
que se encuentra asociado a cada mucosa. Durante los primeros afios de vida se
producen marcados cambios en la composicion de la microbiota, principalmente en
términos de la cantidad y variedad de microorganismos que la constituyen; se estima
que esta variacion se reduce y que la poblacion de microorganismos se estabiliza
luego de los 1000 dias posteriores al nacimiento, que se mantiene con una minima
variabilidad en la adultez y que luego se modifica en la vejez.
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El desarrollo de metodologias adecuadas —en particular, la combinacion de cul-
tivos con técnicas de biologia molecular— para la caracterizacion de la composicion
de la microbiota, ha permitido realizar notables avances en este campo. Esto ha po-
sibilitado comenzar a definir lo que se denomina microbiota saludable o “sana”y mi-
crobiota “enferma”—una condicidon denominada disbiosis— que predispone o genera
patologfas inflamatorias —alergia, enfermedad de Crohn, celiaquia, autoinmunidad,
cancer, entre otras—, o patologias metabdlicas —diabetes, obesidad, ateroesclerosis- o
psiquiatricas, como la demencia o el autismo.

La microbiota tiene distintas funciones en cada mucosa, pero una de las princi-
pales es la de aportar funciones metabdlicas. Si se considera la carga genética de un
organismo, la microbiota tiene aproximadamente 150 veces mas genes que el or-
ganismo hospedador (3x105 genes en la microbiota, contra 2x10° en el hospedador,
aproximadamente), lo cual significa que aporta numerosas funciones metabdlicas
que complementan a las del organismo hospedador. Debe considerarse, incluso, que
el nimero de microorganismos en intestino es igual o 10 veces superior al total de
células eucariodticas del organismo (10" microorganismos, contre 103 células en el
hospedador). El conjunto de células procariotas, con sus respectivos genomas, se
denomina microbioma. Este microbioma es el reflejode un proceso evolutivo tan-
to del organismo hospedador como de los microorganismos, en una simbiosis que
permite considerar al contenido luminal del intestino como un érgano adicional de
nuestro organismo. Para comprender como interacciona el microbioma con el sis-
tema inmune de mucosas y la salud en general, necesitamos conocer como se dis-
tribuye esa microbiota a lo largo del tracto gastrointestinal, cémo es la composicion
en homeostasis intestinal en las distintas etapas de la vida (microbiota sana) y definir
asociaciones entre disbiosis y patologias.

En los seres humanos, han sido descriptas mas de 10 divisiones o filum de bacte-
rias, junto a NUMerosos virus, parasitos, archaes y levaduras. El 90% de las bacterias son
anaerdbicas y estan principalmente colonizando la cavidad oral y el colon (10°-1072
microorganismos/ml) (ver Figura 2). En el intestino humano los fila mas abundan-
tes son Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias (incluyen el orden Enterobacterias) y
Actinobacterias. Los dos primeros fila son los mas abundantes y Proteobacterias cons-
tituyen menos del 1% en adultos sanos; en dicho grupo se incluyen bacterias patogé-
nicas y oportunistas como: Salmonella, Shigella, Helicobacter y Escherichia col.

Existe un nimero creciente de trabajos que han demostrado cémo especies indi-
viduales de bacterias comensales (17 especies de Clostridium, Bacteroides fragilis, etc)
son indispensables para la induccion de Treg productores de IL-10 o TGF-3; se cono-
cen inclusive los metabolitos o componentes generados por estas bacterias que son
los responsables de esta funcién, como ocurre con el polisacarido A de Bacteroides
fragilis.
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Figura 2. Distribucion de microorganismos en el tracto gastrointestinal.
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Figura 3. Distribucion cualitativa y cuantitativa de microorganismos en las diferentes
microbiotas humanas, elucidadas por el Proyecto Microbioma Humano (HMP).
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La hipotesis de la higiene modificada postula que modificaciones en la composi-
cién de la microbiota son responsables de las alteraciones a nivel de los mecanismos
de tolerancia mucosal, principalmente por defectos a nivel de los Treg y sintesis de
IgA, y que es esto es lo que influye en la falta de regulacion de los mecanismos Th1-
dependientes (enfermedades autoinmunes) o Th2-dependientes (alergias), segun la
constitucion genética del individuo. El desafio actual es definir qué es una microbiota
sana, qué es una disbiosis y con qué patologias estd asociada. Una vez definidas estas
asociaciones, se podran plantear estrategias terapéuticas no solo dirigidas a inter-
venir el tejido mucosal, sino también la composicion de la microbiota (o microbo-
ta-targeted therapies). Conociendo cémo las mucosas estan relacionadas entre si, es
posible intervenir una mucosa y modificar otras mucosas distantes (inmunoterapias
mucosales, como la sublingual o intranasal).

En pacientes con alergia alimentaria uno de los principales factores predisponen-
tes para el desarrollo de alergias alimentarias es el nacimiento por cesdrea. Se ha
reportado que afecta la composicion del microbioma del recién nacido y predispo-
ne al desarrollo de enfermedades alérgicas durante los primeros afios de vida [19].
En pacientes pediatricos con alergia alimentaria, se han caracterizado microbiotas
disbioticas en intestino delgado. En pacientes con eccema, se observd una menor
diversidad de la microbiota total en el primer mes de vida y una menor diversidad
de Bacteroidetes y Proteobacterias, junto a una mayor abundancia de microorganis-
mos enteropatdgenos (Eschericia coli, Clostridium difficile). En un trabajo reciente de
Bunyavanich y colaboradores, se estudié el impacto de la microbiota en la historia
natural de la alergia a leche de vaca en pacientes de 3-6 meses de edad (alergia ali-
mentaria mas frecuente en poblacidon pediatrica). Los autores encontraron que en
los primeros afnos de vida la influencia de la composicion de la microbiota en la re-
solucion de la patologia es fundamental, y que un enriquecimiento en los géneros
Clostridia y Firmicutes se encontrd en aquellos pacientes que desarrollaron tolerancia
y resolvieron la alergia a los 8 anos de edad, con una mayor diversidad de bacterias
[20]. Dado que cada vez se observa con mayor frecuencia la persistencia de esta con-
dicion en adultos, estos resultados son importantes y permiten plantear el uso de
estas bacterias como probidticos para prevenir la continuidad de la alergia a leche de
vaca luego de la ninez.

En general se ha observado en disbiosis asociadas a patologfas que las altera-
ciones no son de componentes individuales, sino de comunidades o conjuntos de
microorganismos, siendo muy comun la restriccion de la diversidad de los mismos.
Ademas, existen diversos trabajos que demuestran que el establecimiento de una
microbiota sana a edades tempranas es fundamental para establecer los mecanis-
mos de tolerancia inmunologica que determinan la homeostasis intestinal y un esta-
do saludable general.
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I1l. TRATAMIENTOS BASADOS EN EL EMPLEO DE PROBIOTICOS, ENSAYOS
CLINICOS EN PACIENTES ALERGICOS

Para definir tratamientos preventivos o terapéuticos es necesario caracterizar:
« la composicién del microbioma segun sexo, edad, etc;
- definir microbiomas disbidticos;
- establecer asociaciones entre microbiomas disbidticos y patologias;

- elucidar funciones de comunidades de microorganismos o probiéticos
individuales, o de los metabolitos producidos por ellos;

- definir en qué tipo de microbiota es posible modificar su composicion
para prevenir o revertir procesos inflamatorios agudos o crénicos;

- identificar mejoras clinicas dependiendo del tratamiento y la patologia;

Se han planteado diferentes estrategias de intervencion que van desde una dieta
adecuada rica en fibras o empleo de prebioticos, restringir el uso de antibiéticos y
otros farmacos (esteroides, anti-psicoticos), y estimular la lactancia materna, hasta el
empleo de comunidades microbianas, empleo de probidticos individuales o mez-
clas bacterianas, empleo de metabolitos microbianos, reemplazo de la microbiota
completa (transplante fecal), combinar inmunoterapias con probidticos, suplementar
tratamientos convencionales con probiéticos o metabolitos microbianos, etc.

A partir del afno 2000, se han incrementado los esfuerzos para dilucidar estos pun-
tos, y la formaciéon de consorcios internacionales ha permitido lograr grandes avan-
ces. Entre el 2004 y el 2017 se han publicado casi 2000 trabajos en este campo, y en
particular en el trabajo PRACTALL 2017 [21], fruto del esfuerzo conjunto entre miem-
bros del American Academy of Allergy, Asthma & Immunologyy el European Academy of
Allergy and Clinical Immunology, se ha llegado a un consenso en la caracterizacion de
los microbiomas de pacientes con asma, dermatitis atopica y alergia alimentaria, asf
como en las estrategias de intervencién terapéutica.

En lo que respecta al empleo de probidticos preventivos en asma Y rinitis, existen
solo 4 trabajos (con placebo y al azar), y no muestran un efecto clinico benéfico por la
administracion de probidticos (individuales o mezclas definidas). Sin embargo, reflejan
que estos tratamientos inducen cambios en la composicion de su microbiota [22-25].
Asimismo, existen numerosos trabajos que estudian el efecto de los probidticos en pa-
cientes con rinitis y prurito, e inclusive el meta-analisis de Zajac y colaboradores, en el
cual evaluaron 23 ensayos clinicos que enrolaron 1919 pacientes riniticos, pero no se
observan resultados concluyentes [26]. En lo que respecta a la dermatitis atopica, se
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han obtenido resultados mas alentadores en cuanto al control de la sintomatologfa al
administrar mezcla de probidticos para tratar esta afeccion [27], e inclusive se ha podi-
do caracterizar la composicion de la microbiota en pacientes con dermatitis atopica
asociada a alergia alimentaria [28], situacion muy habitual en pediatria. Finalmente, y
con respecto a la asociacion de microbiota disbidtica en pacientes con alergias alimen-
tarias, existen numerosos trabajos que permiten establecer determinadas variaciones
en la composicion; estos trabajos sefialan una menor diversidad de fila, predominio de
Clostridium, menor diversidad de Bacteroides al primer mes de vida y de Proteobacterias
a los 12 meses, ninos no alérgicos con mayor diversidad de Proteobacterias al afio de
edad, etc [29]. Esto ha permito plantear y realizar importantes ensayos clinicos en los
que se busca restablecer tolerancia y ademés lograr efectos benéficos a tiempos pro-
longados una vez suspendido el tratamiento. En los estudios multicéntricos de Berni
Canani y colaboradores, se administraron hidrolizados extensivos de caseina suple-
mentada con Lactobacillus GG en pacientes con alergia a leche de vaca y se observo
una adquisicion de tolerancia en un mayor nimero de pacientes y a tiempos menores
con respecto a pacientes que solo recibieron el sustituto lacteo; ademas, estos pacien-
tes presentaron una microbiota con composicion diferente y mayor produccion de bu-
tirato (ver Figura 4) [12-15].

Figura 4. Composicion de microbiota fecal, y contenido de butirato.
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Uno de los trabajos mas importantes en alergia alimentaria es el de Hsiao y colabo-
radores, en el que tratan pacientes pediatricos alérgicos al manf con inmunoterapia oral
con maniy L. rhamnosus CGMCC 1.3724 durante 18 meses. Se realizd un seguimiento
de los pacientes 4 afios luego de finalizado y suspendido el tratamiento, y se observé
que el tratamiento combinado fue estadisticamente significativo en la eliminacion de
sintomas, reduccion de los niveles séricos de IgE y negativizacion de las pruebas cuta-
neas y de desafio oral [30, 36].

132



GuiLLERMO H. Docena

Finalmente, y con respecto al transplante de microbiota fecal, existen numerosos
trabajos, pero los resultados son muy preliminares como para concluir acerca de la
eficacia de los mismos. Resta alin mucho camino por recorrer para definir qué consor-
cio de microorganismos utilizar dependiendo de la condicion del receptor, origen de
la microbiota (dador), via de administracion, enriquecimiento con microorganismos
de otras mucosas, etc. En el trabajo de Sheng-Xuan Liu y colaboradores, pacientes pe-
didtricos con colitis alérgica severa que no respondieron a tratamientos habituales re-
cibieron un transplante fecal de parientes sanos por la via rectal, y 15 meses més tarde
mostraron una marcada mejoria clinica. Este tratamiento mostro ser seguro y mejoro
la diversidad de la composicion de la microbiota de los pacientes [31]. Actualmente,
se esta investigando la seguridad vy eficacia del transplante fecal en adultos. El primer
ensayo clinico en fase 1 empleando cadpsulas con microbiota fecal de dadores no
alérgicos por via oral, se esta realizando en Estados Unidos por el grupo de Chatila y
Hohmann en el Boston Children’s Hospital (NCT02960074, 2017-2019).

Por lo tanto, es muy prematuro aun establecer conclusiones sobre la efectividad
del consumo de probidticos para la prevencion de enfermedades alérgicas. Sin em-
bargo, se han demostrado ciertos efectos benéficos en la salud de los pacientes, que
por la gran heterogeneidad de los ensayos clinicos es dificil actualmente comparar-
los y arribar a conclusiones que permitan establecer guias terapéuticas o posiciones
internacionales. Inclusive tampoco existe consenso sobre cudles son los potenciales
beneficios clinicos a obtener en los pacientes.

Existen ademés diversos puntos alin no explorados que podrian mejorar la efica-
Cia de estos procedimientos, pero que al mismo tiempo introducen mayor heteroge-
neidad en las variables a considerar y son los siguientes.

« ;Es posible intervenir sobre la composicion de la microbiota indepen-
dientemente de en qué momento se observa o produce la disbiosis? Es
importante considerar que cambios en la composiciéon de la microbiota a
edades tempranas determinan el curso de la enfermedad alérgica.

« ;El origen de la microbiota o los probiéticos es importante en la efica-
cia del tratamiento de una determinada alergia? El tratamiento de una
afeccion cutdnea, como la urticaria, o el eccema, se controla mas eficien-
temente con la administracion de microorganismos de la microbiota cu-
tdnea? Mejora la eficacia del tratamiento si se administran por via cutdnea
para afecciones cutaneas, o por la via nasal para afecciones del arbol res-
piratorio o bronquiales?

« ;Es necesario considerar otro tipo de microorganismos ademas de los
bacterianos cuando se analiza la composicion de la microbiota? Existe
también un bioma fungico y uno viral, y se han identificado en intestino
virus comensales con efectos inmunomoduladores.
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Todos estos aspectos que se conocen, e interrogantes que se plantean, indican la
limitada comprension que tenemos de la interaccion entre el microbioma y el siste-
ma inmune y el desarrollo que esta teniendo actualmente el avance del conocimien-
to de esta asociacion entre eucariotes y procariotes. Se trata de una comunidad que
alolargo de la evolucion ha aprendido a convivir en simbiosis para provecho mutuo.
A pesar de todas estas limitaciones e interrogantes que se originan, estamos en un
gran momento de adquisicion de conocimientos sobre el rol de la microbiota en la
salud humana. Un aspecto que merece ser destacado es que la alimentacion vy las
dietas son factores fundamentales para controlar la composicion de la microbiota y
probablemente la salud del organismo.
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RESUMEN

El proyecto “Yogurito” se inicid con el desarrollo de un alimen-
to probidtico, en forma de yogur adicionado con la cepa probidtica
Lactobacillus rhamnosus CRL1505 (PB1505), cuya caracterizacion fun-
cional y tecnoldgica estd ampliamente documentada por investigado-
res de CERELA-Conicet. Mediante estudios clinicos se demostrd que el
consumo de este producto probidtico aumenta las defensas naturales
y previene infecciones respiratorias e intestinales, los eventos infeccio-
sos de mayor relevancia en la niflez. Actualmente el proyecto incluye
otros alimentos funcionales solidarios (Chocolet, Queso Probiotico) y
un suplemento nutricional con el cultivo PB1505 deshidratado, de fa-
cil transporte y uso, que se consume agregado a bebidas, postres, etc.,
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denominado Biosec. El programa “Yogurito” tuvo otros impactos: contri-
buyo al fortalecimiento de la cuenca y la innovacién en PYMES al intro-
ducir alimentos funcionales, asf como la generacién de conocimiento
tecnoldgico en el ambito de Ciencia y Tecnologia, entre otros. La cartera
de“leches sociales probioticas "beneficia a unos 280.000 escolares en la
provincia de Tucuman y unos 100.000 en otras provincias y Municipios
como Santiago del Estero, Entre Rios, Misiones, Lujan, entre otros. Este
proyecto de transferencia social, vigente desde 2008 en la Provincia de
Tucuman (convenio Conicet-Gobierno de Tucuman-empresa), constitu-
ye un paradigma de interaccién entre el sector de Ciencia y Tecnologia,
el sector productivo y el Estado, para mejorar la calidad de vida de po-
blaciones de alta vulnerabilidad.
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I. INFECCIONES INTESTINALES Y RESPIRATORIAS EN NINOS

En la actualidad, el mundo se enfrenta a dos problemas fundamentales relacio-
nados a la nutricion: la desnutricion y la alimentacion excesiva. Estas dos formas de
malnutricion presentan riesgos considerables para la salud humana. Las crecientes
tasas de sobrepeso y obesidad en todo el mundo estan asociadas a un aumento en
las enfermedades crénicas como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y la
diabetes. Por otro lado, la desnutricién es uno de los factores que mas contribuyen
a la carga mundial de morbilidad afectando con cifras crecientes a las personas mas
vulnerables de los paises en vias de desarrollo. Mas de una tercera parte de las defun-
ciones infantiles en todo el mundo se atribuyen a la desnutricién y a su profundo im-
pacto sobre el sistema inmunoldgico y la resistencia del huésped a las infecciones. En
este sentido, la neumonia y la diarrea siguen siendo las principales causas de muerte
de nifos. En conjunto, estas dos enfermedades infecciosas representan el 29% de
las causas de muerte de niflos menores de 5 afos de edad y dan como resultado la
pérdida de 2 millones de vidas jovenes cada afio [1].

La prevencion de infecciones en niflos desnutridos se ha realizado tradicionalmen-
te mediante el tratamiento con antibidticos de amplio espectro, incluso en ausencia
de signos visibles de infeccion [2]. La razon de ello se basa en tres observaciones: a)
los nifios desnutridos tienen con frecuencia infecciones bacterianas (incluyendo bac-
teriemia); b) el diagnostico de infecciones en los nifios desnutridos es dificil debido
a que las manifestaciones clinicas de infeccion (por ejemplo fiebre) pueden no ser
evidentes; y ¢) los nifios desnutridos tienen alteraciones de la microbiota y sobrecre-
cimiento bacteriano en el intestino, con incrementos de translocaciéon bacteriana a
sangre. De este modo, se considera que este enfoque tiene una base soliday racional,
y recientemente se han publicado estudios demostrando pruebas de su eficacia [2].
La reduccién sustancial de la mortalidad en nifios desnutridos mediante los trata-
mientos con antibidticos sugiere que esta practica puede ser empleada de rutina. Sin
embargo, se han detectado dos problemas importantes asociados a esta estrategia:
a) la reduccién de la eficacia debido al incremento de la resistencia a antibidticos, y
b) el incremento de infecciones que no pueden ser prevenidas por antibidticos tales
como las producidas por virus. Por esta razén, se han propuesto estrategias indepen-
dientes del uso de antibidticos que brinden un espectro de proteccion mas amplio.
En ese sentido, la modulacion del sistema inmunoldgico para incrementar la resis-
tencia a infecciones en niflos en general, y en aquellos inmunocomprometidos por
desnutricién en particular, parece ser una buena alternativa.

Il. LOS MICROORGANISMOS BENEFICIOSOS COMO ALTERNATIVA PARA
COMBATIR INFECCIONES
Enelano 2013, la OMS junto a UNICEF publicaron un plan de accién global integrado
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para la prevencion y control de la neumonia y la diarrea [1], el cual propone interven-
ciones para crear ambientes saludables, promueve practicas para proteger a los nifos
de las enfermedades infecciosas y se asegura de que todos los nifos tengan acceso a
medidas preventivas y de tratamiento apropiadas. El documento enfatiza la importan-
cia de la alimentacion saludable de los nifios y la recuperacion rapida y eficiente de los
pacientes desnutridos para reducir la incidencia y la severidad de neumonias y diarreas.

Con un objetivo ambicioso pero viable, la OMS se propone terminar con la mortali-
dad infantil asociada a neumonia y diarrea para el aflo 2025, empleando tres estrategias
principales: a) protecciéon: fundamentalmente a través del cuidado de una alimenta-
cion saludable; b) prevencién: mediante el empleo de vacunas eficaces y creacion de
ambientes saludables; y ) tratamiento: promoviendo que todos los nifos tengan ac-
ceso a medidas apropiadas para manejar las diarreas y neumonias una vez producidas.

En cuanto al primer punto, se considera que la lucha contra la neumonia y la dia-
rrea requeriria de una combinacion de acciones simples como promover la lactancia
materna exclusiva durante seis meses y su continuacion con alimentacion comple-
mentaria apropiada, sumadas a avances en biotecnologia tales como desarrollo de
alimentos funcionales altamente eficientes para potenciar la inmunidad en nifos. De
este modo, los alimentos funcionales capaces de incrementar la inmunidad en nifios,
incluso en aquellos con compromiso del sistema inmunoldgico asociados a la des-
nutricién, podrian tener un papel clave en la disminucion de la mortalidad infantil
asociada a neumonias y diarreas.

Diversos estudios clinicos y en modelos animales han demostrado la capacidad
de las bacterias lacticas probidticas para mejorar la resistencia a infecciones a través
de su habilidad para inhibir el crecimiento de patégenos por competencia de nu-
trientes o la produccion de sustancias microbicidas, de inhibir la adhesion a las su-
perficies mucosas o de modular favorablemente las respuestas inmunoldgicas [3-5].

En este sentido, en el marco de proyectos de investigacion cientifica del Centro
de Referencia para Lactobacilos (CERELA-Conicet, Argentina) se seleccionaron cepas
de bacterias lacticas probidticas inmunomoduladoras (inmunobidticas), con capaci-
dad de estimular la inmunidad de mucosas e incrementar la resistencia a infecciones.
Entre las bacterias con mejores efectos protectores frente a infecciones en los mode-
los animales se encuentra Lactobacillus rhamnosus CRL1505. Se ha reportado que la
administracién oral de esta cepa inmunobidtica puede modular beneficiosamente la
inmunidad local (intestinal) y en sitios mucosos distantes (respiratoria), mejorando la
respuesta inmune frente a infecciones bacterianas y virales [6-9].

. LAcToBAciLLus RHAMNOSUS CRL1505 Y sus MECANISMOS DE ACCION
Se han realizado diversos estudios para dilucidar los mecanismos celulares y mo-
leculares involucrados en el efecto inmunomodulador de L. rhamnosus CRL1505

tales como en estudios in vitro, evaluaciones en modelos experimentales in vivo y
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mediante el empleo de herramientas gendmicas.

Para evaluar el efecto local de la cepa CRL1505 se emplearon células epiteliales in-
testinales (células PIE) y células presentadoras de antigenos (CPAs) de Placas de Peyer
porcinas como modelos humanos, dadas las similitudes anatdmicas, fisiolégicas e
inmunoldgicas del tracto gastrointestinal de ambos huéspedes. Se demostré que L.
rhamnosus CRL1505 fue efectivo para estimular a las células CD172a*CD11R1- (ma-
crofagos) y CD172a+CD11R1hieh v CD172aCD11R1low (células dendriticas) de placas
de Peyer de cerdo e inducir la expresion de IL-10 e IFN-y [10]. Estos cambios se co-
rrelacionaron con una mayor resistencia a la infeccion con Salmonella y a un menor
dafo intestinal asociado a la respuesta inflamatoria tanto en ratones adultos inmuno-
competentes [6] como en desnutridos [11].

Se evalud también el efecto de L. rhamnosus CRL1505 en la respuesta transcripto-
mica de células PIE inducida por la activacion de TLR3 [12]. Los resultados mostraron
que los cambios mas notables inducidos por el desafio con poly(l:C) en las células PIE
se registraron en la expresion de interferones de tipo |, factores antivirales y citoqui-
nas sequido de moléculas de adhesion, y factores de los sistemas del complemento
y de la cascada de coagulacion [12]. Observamos ademas, que la estimulacion con
la cepa CRL1505 moduld de manera diferente la expresion génica de las células PIE
luego de la activacion de TLR3. El tratamiento aumento la expresion de interferones
de tipo | y factores antivirales, y redujo significativamente la expresion de citoquinas
y quimioguinas como IL-15. Empleando un modelo murino y desafios intraperito-
neales con el agonista de TLR3 poly(l:C) para inducir una respuesta inflamatoria in-
testinal, demostramos que la administracion oral de L. rhamnosus CRL1505 modula
beneficiosamente la respuesta inmune antiviral intestinal mediada por linfocitos in-
traepiteliales [13]. El efecto de la cepa inmunobidtica estuvo asociado a su capacidad
para disminuir la produccion de citoquinas inflamatorias incluyendo IL-15, incremen-
tar los niveles de IL-10 y reducir el nimero de células CD3+NK1.1+y CD8aa*NKG2D+
en intestino, en respuesta a la activacion de TLR3. Nuestros resultados indicaron, por
primera vez, que una bacteria inmunobidtica es capaz de reducir el dafo de células
epiteliales intestinales mediadas por el eje TLR3-IL-15-células CD8aa*NKG2D+ [13], lo
cual es de gran importancia para preservar la integridad de la mucosa intestinal en
infecciones como las producidas por rotavirus.

Demostramos ademas que L. rhamnosus CRL1505 puede modular favorablemen-
te la inmunidad en sitios mucosos distantes como el tracto respiratorio y mejorar la
resistencia a infecciones pulmonares. Para ello se empled un modelo de infeccién
por Streptococcus pneumoniae en ratones inmunocompetentes. Se observé que la
administracion oral de la bacteria inmunobidtica, en las dosis apropiadas, incrementa
la resistencia a la infeccion con el patégeno respiratorio. Este efecto se asocié con una
mayor activacion de la respuesta inmune innata (mayor activacion de macrofagos
alveolares y reclutamiento de neutrdfilos al tejido pulmonar) y adaptativa (mayores
niveles de IgA respiratoria e IgG sistémica), acompanada de una modulacion de la
respuesta inflamatoria [6, 14]. Considerando que la infeccion neumocadccica es mas
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frecuente y severa en huéspedes inmunocomprometidos, se estudid posteriormente
el efecto de L. rhamnosus CRL1505 en la resistencia a la infeccion neumocdcica en
ratones desnutridos. Se demostré que estos animales tienen una mayor susceptibi-
lidad a la infeccion que los normales y que el agregado de la cepa inmunobidtica a
la dieta de renutricién disminuye significativamente el tiempo necesario para nor-
malizar la respuesta inmune frente al neumococo [6, 15, 16]. La capacidad de la cepa
CRL1505 de mejorar la inmunidad respiratoria en los huéspedes desnutridos se aso-
Cio en parte a su efecto en médula dsea. Se ha establecido que la malnutricion afecta
a los tejidos que tienen una alta velocidad de recambio y proliferacion celular como
el tejido hematopoyético, lo que conduce a la disminucién del nimero y funcion
de las células inmunes. Al estudiar la influencia de L. rhamnosus CRL1505 sobre las
poblaciones celulares de médula dsea involucradas en la defensa contra infecciones,
se encontré que la bacteria inmunobidtica es capaz de promover la recuperacion de
los progenitores mieloides (células CD34+y CD34+Gr-1+) y linfoides (B220ntem|gM-y
B22QnermigM+) en médula dsea [15, 16]. Reportamos por primera vez que la suple-
mentacion dietética con inmunobidticos puede modular la produccion de GM-CSF
en pulmones infectados y su expresion en médula ésea. L. rhamnosus CRL1505 fue
capaz de modular el eje de senalizacion CXCR4/CXCL12, que se asocia con la recupe-
racion de la hematopoyesis [16, 17].

Entre los virus respiratorios, el Virus Influenza (Influenza Virus, IFV) y el Virus Sincicial
Respiratrio (Respiratory Syncytial Virus, RSV) son las causas méas importantes de infec-
ciones del tracto respiratorio en nifos pequefos, causando una significativa morbi-
lidad y mortalidad, especialmente en los paises en desarrollo. Por lo tanto, nuestro
siguiente objetivo fue evaluar de su influencia de la cepa CRL1505 en la respues-
ta inmune respiratoria luego del desafio con IFV o RSV. Demostramos, en ratones
adultos e infantes inmunocompetentes, que L. rhamnosus CRL1505 es capaz de ac-
tivar la respuesta inmune Th1 en intestino e inducir la movilizacion de linfocitos T
CD3+CD4+IFN-y+ desde placas de Peyer hacia la mucosa respiratoria, incrementando
los niveles de IFN-y en pulmén e induciendo una activacion de células presentado-
ras de antigenos MHC-IICD11c+CD11blewCD103+ y MHC-IFCD11c+CD11bhahCD103-
del tracto respiratorio [18]. Demostramos también que los cambios inducidos por L.
rhamnosus CRL1505 en el tracto respiratorio, incrementan la resistencia a la infeccion
con RSV [19] y con IFV [20]. Se observd que el tratamiento preventivo con la cepa
CRL1505 fue capaz de disminuir el dafo pulmonar inducido por la respuesta infla-
matoria contra los virus respiratorios, a través de su capacidad para incrementar los
niveles de IL-10 en pulmon. Evaluamos también la capacidad de la cepa CRL1505
administrada oralmente para modular la interaccion inflamacion-coagulacién luego
del desafio respiratorio con RSV o IFV en ratones adultos. Nuestros resultados reve-
laron por primera vez, que una bacteria inmunobidtica es capaz de influir benefi-
ciosamente en la respuesta inmuno-coagulativa de pulmén desencadenada por las
infecciones virales, mediante la modulacién de la produccién de citoquinas pro-y
anti-inflamatorias, asf como de la expresion de factor tisular y trombomodulina en el
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pulmon [9, 20]. Nuestros datos también indicaron un papel crucial para laILl-10 en la
proteccion inmuno-coagulativa inducida por la cepa CRL1505 durante las infeccio-
nes respiratorias virales [9, 20].

Estos estudios en modelos experimentales indican claramente que la cepa inmu-
nobidtica L. rhamnosus CRL1505 es una excelente candidata para ser incluida en el
desarrollo de alimentos funcionales capaces de incrementar la inmunidad en nifios
desnutridos y bien nutridos, que ayuden a disminuir de la mortalidad infantil asocia-
da a neumonias y diarreas.

IV. EFecTo DEL LAcTOBACILLUS RHAMNOSUS CRL1505 EN LA SALUD DE
LOS NINOS Y EL NACIMIENTO DEL PROGRAMA “YOGURITO"

En el ano 2003, la provincia de Tucuman fue tristemente conocida por casos se-
veros de desnutricion infantil. A partir de esta situacion, un grupo de investigadores
de CERELA sentimos la necesidad de acercar la ciencia y tecnologia a poblaciones
carenciales y contribuir con nuestro conocimiento y experiencia en un tema de van-
guardia: la nutricion funcional. Desarrollamos asf un Yogur Probiético (“Yogurito™), ali-
mento lacteo fermentado conteniendo la cepa inmunobibdtica L. rhamnosus CRL1505
con capacidad de estimular las defensas naturales (sistema inmunolégico) y efecto
preventivo de infecciones bronquiales e intestinales. El Yogur Probioticofue consumi-
do por nifos y nifas de 2 a 5 anos de edad que concurrian a comedores comunitarios
de zonas con necesidades basicas insatisfechas (NBI) de la Provincia de Tucuman, en
el marco de una evaluacion clinica a doble ciego.

IV. A. EsTuDIO CLiNICO

Se realizé un estudio clinico a doble ciego, aleatorizado y controlado con placebo,
destinado a evaluar el efecto de un yogur probidtico sobre la salud de nifios con NBI.
En el proyecto participaron un total de 298 nifilos de ambos sexo que asistian regular-
mente a los cuatro comedores comunitarios considerados en el proyecto (Las Talitas,
Los Vazquez, Autopista Sur e Inmaculada Concepcion de San Cayetano).

 Yogur Probiético. Yogur preparado con un fermento disefiado en CERELA
que contiene Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, como fermento inciador, y Lactobacillus rhamnosus CRL 1505
como cultivo adjunto.

« Placebo. Yogur elaborado con el mismo fermento e iguales condiciones,
sin el agregado de la cepa probidtica.

« Aleatorizacion. Se confeccionaron listas con la asignacién al azar de los
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nifnos en los grupos placebo y yogur, para cada sitio de estudio. Este pro-
cedimiento estuvo a cargo de la division de Estadistica de CERELA. Para
garantizar la reserva de la asignacion, una persona independiente (no per-
teneciente al Grupo Técnico) supervisd el embalaje y etiquetado de los
tratamientos de prueba.

« Ensayo doble ciego. El personal interviniente en el estudio, los profesio-
nales de la salud encargados de las evaluaciones, nifos, padres y tutores
no tenfan conocimiento de los codigos de aleatorizacion. El secreto de los
codigos fue garantizado hasta que se completd la entrada de los datos
para su analisis.

« Participantes. Se seleccionaron para el estudio los nifos de edades com-
prendidas entre los 2 y 5 afos, que concurrian a los siguientes comedores
comunitarios: Las Talitas, Los Vazquez, Autopista Sur e Inmaculada Con-
cepcion (San Cayetano), incluidos en el “Programa Copa de Leche”del Go-
bierno de la provincia de Tucuman. Los nifos seleccionados para el estu-
dio debian cumplir con los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

a) Criterios de inclusion
- Nifos de 2 a 5 anos de edad de ambos sexos.
- De cualquier estado nutricional.
- Que asisten regularmente al Comedor Infantil
- Que acepten participar en forma voluntaria del estudio previo con-
sentimiento de padres o tutores.
b) Criterios de exclusion
- Con enfermedad congénita que afecten al Sistema Digestivo (fibrosis
quistica, enfermedad celiaca, alergia a la leche de vaca)
- Con enfermedades Cronicas (displasia pulmonar, EPOC, insuficiencia
renal cronica)
- Que no acepte participar del estudio

 Duracion. El estudio se desarrollé durante 6 meses. El producto se admi-
nistré en 5 tomas semanales de lunes a viernes (100 ml por dfa).

Los aspectos éticos fueron validados por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la UNT.

IV. B. ETAPAS DE IMPLEMENTACION
La administracion del Yogur Probiético y el Placebo estuvo a cargo del personal
del centro comunitario previamente entrenado, supervisado por estudiantes de la

Carrera de Nutricion de la UNSTA e Instituto JIM de San Miguel de Tucuman.
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Grupo Probidtico: Recibe 100 g/dia de Yogur Probiético

Grupo placebo: Recibe 100 g/dia de placebo que no contiene la bacteria
probiodtica.

El probidtico y el placebo se administraron diariamente a partir del inicio del es-
tudio durante 6 meses, alternando 5 dias de administracion y 2 dias de descanso
semanales.

Control y Seguimiento Clinico y Nutricional:

a) Control médico a todos los nifos una vez al mes con registro en la
historia clinica.

b) Encuesta alimentaria.
c) Control visual de las porciones que reciben los nifios.

d) Valoracion nutricional (peso/edad, talla/edad y relacion peso/talla), se-
gun normas del SIPROSA (Lejarraga y Morasso; Lejarraga y Orfila).

e) Valoraciéon de la aceptabilidad del producto utilizando escala hedénica.
f) Evaluacion de eventos infecciosos.

g) Ensayos inmunolodgicos: determinacion de IgA en saliva.

h) Analisis parasitolégicos.

Los datos se registraron por escrito, previo entrenamiento del personal que concu-
rri¢ diariamente al comedor. Para ello se confecciond un cuestionario clinico-nutricio-
nal donde se hizo constar: datos personales, antecedentes clinicos, heredo-familiares,
psicomotrices, ambientales y socioculturales; estado nutricional mediante antropo-
metria (peso, talla), encuesta alimentaria y resultados del examen fisico. Se comple-
mentd con visitas periddicas de los profesionales responsables al Comedor para
reforzar el compromiso y la adhesion del personal al proyecto. Durante los meses
de seguimiento se evalué la aparicion de eventos infecciosos relacionados con el
aparato gastrointestinal y respiratorio. En esta etapa, los médicos del equipo técnico
actuaron en forma coordinada con los responsables de los nifios y el personal del
centro comunitario utilizando registros por escrito y comunicaciones telefonicas. El
seguimiento clinico y nutricional de los grupos probiético y placebo estuvo a cargo
de médicos del Hospital del Nifio Jesus y nutricionistas de la Division Nutricion del
SIPROSA (Sistema Provincial de Salud).

Tanto las evaluaciones realizadas como la metodologia empleada se detallan a
continuacion:
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« Medicién basal de la poblacién en estudio: Valoracion nutricional de

los nifos.

La valoracion del estado nutricional se realizé a partir de mediciones e
indicadores antropométricos por tratarse de una metodologfa practica,
confiable y por su sencillez en la interpretacion de los datos. Se determind
el tamano y el estado nutricional de cada uno de los nifos y ninas, para lo
cual se evaluo peso v talla, utilizandose curvas de distancia.

Se calcularon los siguientes indicadores (Physical status: the use and inter-
pretation of antropometry. OMS 1995):

Peso/Edad: refleja la masa corporal alcanzada en relacion con la edad
cronologica.

Talla/Edad: muestra el crecimiento infantil

Peso/Talla: refleja el peso relativo alcanzado para una talla determinada.
Los indicadores citados se expresaron en forma estandarizada como per-
centilos (puntos estimativos de una distribuciéon de frecuencias que ubi-
can un porcentaje dado de individuos por debajo o por encima de ellos).

Valoracion de la aceptabilidad del producto utilizando escala hedé-
nica.

Se evalu¢ la calidad del producto desde el punto de vista subjetivo, consi-
derando que el éxito o fracaso de un alimento no depende, solamente, de
su composicion o de su valor nutricional, sino también de las reacciones
totalmente subjetivas vinculadas a una sensacion placentera. Se utiliza-
ron pruebas heddnicas momentaneas por el tipo y numero de destinata-
rios, sin entrenamiento y tomando en cuenta que se administraria Yogur
Probidtico y Placebo. La escala utilizada fue la heddnica de caritas, con
distintas expresiones faciales que van desde el enfado (desagrado total)
hasta la felicidad (agrado completo).

Ensayos inmunolégicos (determinacion de IgA en saliva).

Las muestras de saliva se colectaron con pipetas pasteur estériles, se co-
locaron en tubos eppendorf rotulados vy se refrigeraron inmediatamente
para su transporte al laboratorio. Se tomaron muestras antes de comenzar
con la administracion de probidtico y placebo (nivel basal) y al finalizar el
proyecto (post tratamiento). Las determinaciones se realizaron emplean-
do la técnica de ELISA usando anti-lgA humana (cadena alfa especifica,
SIGMA #10884). Los niveles totales de anticuerpo fueron cuantificados
por el andlisis de regresion lineal de los valores de densidad optica de las
muestras contra una curva estandar compuesta de 10 diluciones seriadas
de IgA humana (SIGMA #55018).



JULIO VILLENA - SUSANA ALVAREZ - GRACIELA FONT - SUSANA SALVA - MARIA Pia TARANTO

« Control y seguimiento clinico de eventos infecciosos.
Se investigaron los efectos de la administracion del Yogur Probidtico en
la prevencién de eventos infecciosos, los cuales se definen como sucesos
o enfermedad de aparicién aguda de origen infeccioso. La recoleccién
de datos se realizé mediante un relevamiento efectuado por médicos pe-
diatras que concurrieron a los comedores. Los datos fueron volcados en
planillas individuales para cada nifio en donde se anoté la fecha, el tipo de
evento infeccioso vy las caracteristicas del mismo.
Se analizaron los siguientes eventos infecciosos:
- Otitis Media Aguda
- Anginas (Faringitis, Amigdalitis, Faringoamigdalitis)
- Catarro de vias aéreas superiores (CVAS)
- Neumonfa. Se denomina asf a la inflamacion aguda del pulmén por cau-

sa infecciosa

- Bronquitis aguda (traqueo-bronquitis)
- Diarrea Aguda (Gastroenteritis aguda)
- Infecciones de la piel (impétigo, piodermitis)

« Analisis parasitoldgicos.
Se realizaron a al inicio y al final del estudio, tomandose muestras en fras-
cos estériles en la totalidad de los nifos participantes.

» Procesamiento de los datos y andlisis estadistico.
Se uso un software StatsDirect. El test de Student se usé para comparar las
medias de variables continuas de distribucion normal. Para las variables
de distribucion no normal, se usé el test de Mann-Whitney U. El test c2 o
el test exacto de Fisher se uso para comparar porcentajes. El intervalo de
confianza del 95% fue calculado usando el mismo software. La diferencia
entre los grupos se considerd significativa para un p<0.05.

IV. C. RESULTADOS DEL ESTUDIO CLINICO

« Valoracion de la aceptabilidad del producto utilizando escala hedo-
nica.
Todos los nifios y nifas participantes del estudio consumen habitualmen-
te leche entera en el comedor infantil. Ninguno/a presentd intolerancia
a la leche de vaca o derivados. A partir de la administracion del Yogur
Probidtico, todos los niflos manifestaron su preferencia por éste sobre la
leche y postre con leche. La consistencia fluida, “bebible’, fue muy bien
aceptada. La valoracion de la satisfaccion global fue mayor al 90 % en los
productos con sabor a frutilla y vainilla.
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« Ensayos inmunoldgicos (determinacion de IgA en saliva).
En la Tabla 1 se consignan los valores promedio de inmunoglobulina A
determinados en la totalidad de nifios y agrupados de acuerdo al come-
dor de concurrencia.

Tabla 1. Valores promedios de Inmunoglobulina A en saliva (mg/ml).
Las Talitas Autopista Sur Los Vazquez San Cayetano Promedio

Basal
Placebo  28832+3240 214,77+1051  232,77+1051  27352+4350 256,75+ 39,80
Yogur 28501 £22,70  211,68+2135  26855+3450 26731+£2370 267,65+2890
Post tratamiento
Placebo 230,21 +4526  23558+5865 23166+46,72 24863+4898 261,13 +53,02

Yogur 35981 £3126 39191 +£3670* 39699 +£42,51%* 386,77£3236%* 38325+£3153%

* Estadisticamente diferente con respecto al grupo placebo (p<0,001)

Como se puede observar, el consumo del Yogur Probidtico produjo un
aumento significativo de la IgA (= 43%) en todos los nifos independien-
temente del Comedor al que pertenecian. Por el contrario, no se obser-
varon modificaciones en los valores de IgA en los niflos que recibieron el
Placebo. El aumento en los niveles de IgA indica un aumento de la inmu-
nidad de mucosas.

« Control y seguimiento clinico de eventos infecciosos.
Cuando se abordo el tipo de eventos infecciosos de acuerdo a su localiza-
cion y/o sintomatologia, la frecuencia de los mismos resulté acorde con
la prevalencia registrada en nuestra provincia (ver Figura 1). Los maés fre-
cuentes son los catarros de vias aéreas superiores (CVAS), seguidos de las
anginas en general y luego las infecciones respiratorias bajas (bronquitis
agudas) junto a las diarreas agudas.

Figura 1. Distribucién de los eventos infecciosos registrados

36,36%

(NS

[ Anginas
[ Bronquitis
[ Diarreas
[ otitis
] Neumonia

[ Infecciones Piel

4,55%

1,52% 0,766%
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Como se observa en la Figura 2, solo el 34 % de los nifios del grupo re-
gistraron eventos infecciosos en general luego del consumo de Yogur
Probidtico, mientras que, en el grupo Placebo el 66% de los nifos presen-
t6 algun evento infeccioso. Estos resultados demuestran una disminucion
significativa (p<0,001) de aparicion de eventos infecciosos asociados al
consumo del Yogur Probidtico.

Figura 2. Eventos infecciosos: Grupo Yogur Probidético (gris oscuro); Grupo Placebo
(gris claro)

34%

66%

Al discriminar el tipo de evento infecciosos detectado, en el grupo Probidtico
se observé una importante disminucion con respecto al grupo Placebo
en los siguientes eventos: catarro de vias aéreas superiores (CVAS) (31% vs
69%), anginas (AN) (28% vs 72%) y diarreas agudas (DA) (26% vs 74%).

Figura 3. Eventos infecciosos. Grupo Yogur Probidtico (gris oscuro); Grupo Placebo
(gris claro

)
31% 28% 26%
69%

La aparicion de o no de fiebre durante los eventos infecciosos, se tomo
como indicador de gravedad del mismo. Se observé una disminucion signi-
ficativa de este sintoma en los nifos que consumieron el Yogur Probidtico
(35%) respecto a los que consumieron Placebo (65%) (Figura 4).

Figura 4. Cuadro febril. Grupo Yogur Probidtico (gris oscuro); Grupo Placebo (gris
claro)

35%
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 Analisis parasitoldgicos
Los datos basales mostraron que el 81 = 11 % de los nifos evaluados se
encontraban parasitados, de los cuales el 47 + 22 % presentaba mas de
una especie parasitaria. Se realizaron tratamientos con antiparasitarios,
provistos por el Sistema Provincial de Salud (SI.PRO.SA.) del Gobierno de
Tucuman. Se utilizd Mebendazol 100 mg, 2 comprimidos por dia (ciclo:
toma 3 dias, descanso 7dfas, repetir 3 dias). No se dieron medicamentos
para giardias.
Después del tratamiento con antiparasitarios mas el consumo del Yogur
Probiotico, se detectd una significativa reduccion de los porcentajes de
parasitosis ya que se encontraron un 57 + 15 9% de casos positivos dentro
de los cuales solo el 5 + 6 % presentaba 2 especies parasitarias. La efec-
tividad del antiparasitario fue considerablemente menor (p<0,05) en el
grupo Placebo.
De acuerdo a estos resultados, consideramos que podria haber alguna
asociacion entre el consumo del probidtico vy la efectividad de la terapia
antiparasitaria. Aunque este analisis no estaba incluido dentro de los ob-
jetivos principales del proyecto, creemos importante considerarlo en fu-
turas investigaciones.

[V. D. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados evidencian que el consumo del Yogur Probidtico: 1) Aumento las
defensas naturales (impacto en el sistema inmunoldgico) 2) Disminuyd la frecuencia
y gravedad de infecciones gastrointestinales y respiratorias. Redujo asi, la morbilidad
infantil por las enfermedades de mayor prevalencia en la infancia, situacién agravada
en poblaciones con necesidades basicas insatisfechas y 3) Aument¢ la efectividad de
antiparasitarios.

V. EL PROGRAMA SOCIAL “YOGURITO": DESAFIOS, APRENDIZAJES E IMPACTOS

En el marco de un Convenio firmado entre el Conicet y el Gobierno de la Provincia
de Tucuman, el Programa "Yogurito™ se implementa con éxito, desde 2008, en es-
cuelas de zonas vulnerables del Gran San Miguel de Tucuman en el marco del Plan
Alimentario Provincial beneficiando a unos 280.000 escolares. Esta decision dio origen
a un nuevo modelo de gestion que propicia la creacion de espacios multisectoriales
donde se retroalimenta el programa social y el proceso de co-creacion. Participan
del programa los Ministerios de Desarrollo Social, Salud y Educacion; centros de ges-
tion de la salud publica (SIPROSA) y centros de control (Instituto de Bromatologia) de
la provincia; institutos de investigacion e I+D (CERELA-Conicet) y PYMES locales. Un
ejemplo de la complementariedad y sinergia alcanzados se refleja en la generacion
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de nuevas ideas y desafios concretos de [+D+i, como es el caso de BIOSEC (probidtico
deshidratado) y la leche chocolatada probidtica (Chocolet®) y el Queso con Probidtico,
que se sumaron al Programa Social en los afios 2010, 2014 y 2016, respectivamente.
BIOSEC es la cepa probidtica (PB 1505) de "Yogurito™, deshidratada mediante un pro-
ceso estandarizado y optimizado en CERELA. De esta manera se pudo extender los
beneficios del probiético a escolares de zonas de dificil acceso por no requerir cade-
na de frio, quienes lo consumen agregado a leche chocolatada (fria o tibia).

En el marco de la nueva Gestion del Conocimiento y de los modernos Sistemas
de Innovacion, el programa social “Yogurito” gestado en CERELA-Conicet es un para-
digma de interacciéon entre los sectores académico, gubernamentales, productivo y
la comunidad, que dio lugar a un “sistema local de desarrollo” o “sistema regional de
innovacion’, punto de partida de la transformacion social trabajando desde el propio
territorio. Los objetivos especificos del programa incluyen:

1. Evaluar el efecto del alimento probidtico sobre infecciones gastrointes-
tinales y respiratorias, en cuanto a numero de episodios y gravedad para
contribuir a disminuir la morbilidad por las enfermedades de mayor pre-
valencia en la infancia. Estudiar el efecto del probidtico sobre la inmuni-
dad de mucosas.

2. Promover habitos higiénicos y concientizar a las familias de la impor-
tancia de una alimentacion saludable favorecida por el consumo de ali-
mentos probidticos.

3. Favorecer la articulacién intersectorial fortaleciendo la comunicacion,
espacios participativos de trabajo e intercambio entre las distintas areas
y niveles de gobiernos, organizaciones comunitarias, familia y comuni-
dad cientifica.

4. Estimular laintervencion de Organizaciones civiles no gubernamentales
(OCNG) en investigacion, para el desarrollo de nuevos productos como
un paso en la reconstruccion de la arquitectura social. En este sentido es
muy valiosa la colaboracion y participacion del Gobierno provincial.

5. Fortalecer la capacitacion de recursos humanos.
Si bien el desafio primario del programa fue mejorar la calidad de vida de los ni-
fos de poblaciones vulnerables, reforzando su estado general de salud y la inclusién

social, su aplicacion también tiene impacto en:

« Salud y Educacion: se mejora el estado de salud de los nifos, hay menor
ausentismo y mayor rendimiento escolar.
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« Sistemas productivos y cadenas regionales de valor: se produce mayor
crecimiento, rentabilidad y activo productivo de la cuenca lechera y de las
plantas de elaboracion, fortalecimiento de PyMES, generacion de empleo
genuino y reactivacion de mercados. 2. Sistemas productivos y cadenas
regionales de valor: Mayor crecimiento, rentabilidad y activo productivo
de la cuenca lechera y de las plantas de elaboracién; fortalecimiento de
PYMES con generacion de empleo genuino y reactivacion de mercados.
La leche producida en la cuenca de Trancas destinada a la produccién de
los alimentos probidticos que desarrollamos aumento 4 veces desde 2008
(de 84.393 L de Leche/mes a 321.348 L de Leche/mes) hasta la actualidad.
Este crecimiento ha motivado a productores de la regién a invertir en la
industria lechera logrando la produccién de la cuenca un crecimiento ma-
yor al 100% en los Ultimos afos desde la implementacion del proyecto

e Formacién de RRHH: Se fomenta la reconversion de la mano de obra a
través de la capacitacion técnica.

 Sociedad en su conjunto: como parte activa de este moderno concepto
de innovacion, al tomar conciencia de la necesidad de habitos saludables
de higiene y alimentacion en las familias participantes a través de talleres,

* Los sistemas de Ciencia, Tecnologia e Innovacion: factores claves en la
transformacion del conocimiento tacito en conocimiento explicito y la
producciéon de bienes y servicios de mayor valor agregado.

V1. MODELO DE LA TRIPLE HELICE EN BENEFICIO DE LA SOCIEDAD:
CONNIVENCIA ESTADO-SECTOR CIENTIFICO-SECTOR PRODUCTIVO

El programa "Yogurito’, implementado por el Gobierno de Tucuman, es un para-
digma de interaccion entre los sectores de Ciencia y Técnica, Empresas, Estado vy la
Sociedad, donde la innovacion basada en el conocimiento se traduce en la produc-
cion de bienes y servicios al transformar el conocimiento tacito en conocimiento
explicito y documentando el proceso global para su re-utilizacion.

En este marco se generaron contextos mas ricos de desafios concretos a partir
de las necesidades del usuario, trasladando la Investigacion/Desarrollo/Innovacion
a una perspectiva de empresa como co-creadora de conocimiento a partir de un
amplio conjunto de capacidades que incluye innovacién de productos, innovacion
de modelos de negocios, e innovacion social.

A través de este Programa, que representa un nuevo modelo de gestiéon, unos
280.000 escolares reciben el yogur probidtico (“Yogurito™) o los otros alimentos
(ChocoletY QUESO PROBIOTICO) y bioingrediente (BIOSEC) funcionales enla provincia
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de Tucuman, y unos 100.000 en otras provincias y Municipios como Santiago del
Estero, Entre Rios, Misiones, Lujan, entre otros
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RESUMEN

El tracto gastrointestinal es uno de los ecosistemas microbioldgi-
camente mas activos, pues contiene una gran masa de bacterias, le-
vaduras y otros microorganismos. Esta comunidad diversa y dinamica
tiene funciones especificas, que son claves en el mantenimiento de una
buena salud. El papel primordial de esta microbiota, es mantener la ho-
meostasis de la mucosa intestinal y promover la maduracion del sistema
inmune.

Algunas de las bacterias que constituyen la microbiota y otras que
forman parte de los alimentos (yogur, leches cultivadas, quesos, y mu-
chos otros alimentos no lacteos), tienen la capacidad de actuar de
manera beneficiosa sobre la salud. Estos microorganismos reciben el
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nombre de probidticos y ha llevado a numerosos cientificos a analizar el
efecto de éstos tanto en huésped sano como en grupos de riesgo.

Al presente existe una vasta evidencia cientifica experimental que
demuestra el efecto benéfico de probidticos, y se describen los posibles
mecanismos que intervienen en dichos efectos. Todos estos estudios
dan sustento cientifico para el empleo de probidticos en humano. Si
bien resulta crucial complementar estas evidencias con la experimenta-
cion clinica dirigida a demostrar mecanismos, beneficios y seguridad en
el humano, todo parece indicar que el consumo de alimentos adiciona-
dos con probidticos podrian ser altamente beneficiosos en el hombre.
Sin embargo, es necesario continuar con la validacion clinica en dife-
rentes patologias concretas, que aseguren la inocuidad de los mismos.
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I. INTRODUCCION: EL PAPEL DE LA MICROBIOTA EN LA RESPUESTA INMUNE

El tracto gastrointestinal es uno de los ecosistemas mas activos microbioldgica-
mente, conteniendo una gran masa de bacterias, levaduras y otros microorganismaos.
La actividad biolégica que desarrolla es muy grande, siendo responsable de la biosin-
tesis de enzimas (sucrasa, lactasa, glicosil-transferasas especificas), factores de proli-
feracion y diferenciacion celular y es, ademas, crucial para la maduracién del sistema
inmune asociado a mucosa intestinal.

La microbiota intestinal esta en un continuo didlogo con las células del sistema
inmune, lo cual es esencial para iniciar y prevenir una respuesta inmune y/o una in-
flamacion intestinal. El papel primordial de la microbiota, es mantener la homeostasis
de la mucosa intestinal contra los antigenos de la luz intestinal. A través del llamado
"efecto barrera’, permite que las bacterias comensales penetren a la lamina propia
del intestino, constituyendo al mismo tiempo una barrera para los microorganismos
patdgenos. La microbiota intestinal es fundamental para la maduracion y actividad
del sistema inmune [1] y para los mecanismos de tolerancia oral, a través células re-
guladoras de la inmunidad (Treg) [2-8].

El sistema inmune asociado a mucosas esta altamente capacitado para responder
a diversos estimulos y auto-regularse, evitando asf efectos adversos que modifiquen
la homeostasis intestinal. Entender como los microrganismos comensales pueden di-
rigir al sistema inmune hacia la activacién o tolerancia es uno de los grandes desafios
de la Inmunologia y la Biologfa.

La microbiota intestinal cumple numerosas funciones. Para mencionar algunas de
ellas: a) funciones intestinales (digestion y adsorciéon de alimentos, sintesis de vita-
minas, motilidad intestinal, mantenimiento de la permeabilidad intestinal); b) forma-
cién de vasos sanguineos y vascularizacion; ¢) participacion activa en el metabolismo
energético; d) homeostasis 6sea, osteoclastogénesis y masa 6sea; e) interviene en as-
pectos del comportamiento tales como ansiedad, percepcion del dolor, es decir con-
tribuye altamente a la fisiologia del huésped, f) maduracion del sistema inmune [1,
9-15]. Por otra parte, la colonizacion bacteriana estimula la produccion de sustancias
antimicrobianas que regulan la poblacion de las bacterias comensales [16] y favorece
la expansion de los centros germinales favoreciendo de esta manera la maduracién
de todas las células inmunes asociadas [17].

Il. BACTERIAS PROBIOTICAS COMO INMUNOMODULADORES

En el ecosistema intestinal, ademas de las bacterias que constituyen la microbiota,
hay numerosos antigenos microbianos que se encuentran en el lumen y que estan
presentes en numerosos alimentos (yogur, leches cultivadas, quesos, y muchos otros
alimentos no lacteos). Fue el Premio Nobel de Medicina en 1908, Metchnikoff, quien,
a principios del siglo pasado, en su libro”la prolongacién de la vida”[18] indicé que los

159



CAPITULO 8 - EVIDENCIAS CIENTIFICAS DE LOS MECANISMOS INDUCIDOS POR PROBIOTICOS

microbios presentes en los alimentos podrian contribuir a una buena salud. Sin em-
bargo, no fue sino hasta las tres Ultimas décadas, en que se comenzo a considerar el
papel biocldgico de estas bacterias no patdgenas, llamadas probidticas, dentro de las
cuales se destacan las bacterias y, en menor medida, levaduras. Los microorganismos
probiodticos han sido definidos por Fuller [19] como “suplemento microbiano vivo que
afecta benéficamente al consumidor mejorando el balance intestinal”. Actualmente
la FAO/WHO (singlas en inglés para la Food and Agriculture Organization of the United
Nations and World Health Organization) (2001) los definen como “microorganismos
vivos que cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un efecto
benéfico sobre el huésped”.

Dentro de estos microrganismos probioticos, las bacterias lacticas son el grupo
microbiano mas utilizado para el desarrollo de cultivos probidticos. Sin embargo,
solo algunas bacterias lacticas cumplen con las caracteristicas necesarias para con-
siderarse probidticos y formar parte de los llamados alimentos funcionales. Estos se
consumen como parte de una dieta normal y mas alla de la nutricion basica, ofrecen
beneficios para la salud y reducen el riesgo de sufrir enfermedades. Los alimentos
funcionales contienen determinados minerales, vitaminas, dcidos grasos, fibra y/o
cultivos vivos de microorganismos probiéticos [20]

Las bacterias probidticas administrados oralmente influencian el comportamien-
to del Sistema Inmune Mucoso (SIM), enviando sefales a las células inmunes, lo que
les permite modular la actividad inmune. Puesto que estas bacterias pueden ingresar
viables, surge la pregunta ;cémo influencian estos microorganismos que ingresan
al tracto intestinal en forma transitoria a este complejo ecosistema? Para que un mi-
croorganismo sea considerado probidtico debe cumplir con determinados requeri-
mientos: i) permanecer viables en el tracto intestinal resistiendo el medio acido del
estdmago y las enzimas intestinales; ii) adherirse a la célula epitelial intestinal; iii) no
presentar resistencia a antibioticos, y en caso de que la presente, que no sea trans-
ferible; iv) no inducir hemdlisis; v) no producir toxinas y vi) no inducir translocacion
de bacterias comensales mas alld del nddulo mesentérico [21]. Es decir revisten el
caracter de ser bacterias GRAS, siglas en inglés para “Generally Regarded As Safe") de
acuerdo a FDA (http://www.cerela.org.ar/ciencia/probioticos.ntm), y/o el caracter
QPS (siglas en inglés para Qualified Presumption of Safety), de acuerdo a la autoridades
europea sobre seguridad alimentaria (EFSA)

Numerosa evidencia cientifica demuestra que los probidticos pueden activar el
sistema inmune [22-24] o actuar como antiinflamatorio [25-28]. Es decir, los probié-
ticos tienen actividad inmunoreguladora. Estos microorganismos viables ingeridos,
podrian permanecer intactos e interactuar con la microbiota residente enviando se-
hales a las células inmunes asociadas a la ldmina propia del intestino. Sin embargo,
muchas veces la falta de conocimiento sobre como estas bacterias estimulan el siste-
ma inmune, limita su empleo en la prevencion de enfermedades y sélo se consideran
las propiedades nutricionales de los alimentos que las contienen.

Para explicar como los probidticos inducen la activacion del SIM es necesario
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comprender el funcionamiento de este sistema inmune, el cual, a su vez, estara in-
fluenciado por las bacterias comensales. Los conocimientos inmunoldgicos bésicos
nos orientardn sobre el fenotipo celular que deberia estimularse, qué marcadores o
receptores deben expresarse, o qué mediadores bioldgicos (citoquinas) deberian in-
ducirse para evitar efectos adversos (respuesta inflamatoria), para inducir activaciony
regulacion de la respuesta inducida, todo ello sin alterar el proceso de tolerancia oral.

I1l. EFECTO DE LOS PROBIOTICOS SOBRE LA BARRERA EPITELIAL

Una bacteria probidtica, ya desde su ingreso por via oral, va a sufrir una serie de
modificaciones de acuerdo al medio con el que interactUa: acidez gastrica, actividad
de enzimas, peristaltismo intestinal, el mucus que recubre el epitelio, la IgA presente
en el lumeny las sustancias antimicrobianas producidas por las células de Paneth.

Cabe entonces preguntares: ;como este antigeno (bacteria probidtica) carente de
factores de virulencia puede sortear todas estas barreras inespecificas de la defensa
del huésped y activar/regular al SIM?. Mas aun, jsu efecto puede llegar a inducir una
respuesta adaptativa, o solo esta circunscripto a la respuesta innata? Esto equivale a
decir jcudl es el alcance del estimulo inducido por estos probidticos?

Por definicion, los probidticos deben ser capaces de interaccionar con la célula
epitelial intestinal (CEl) y mantenerse viables, los que les da la posibilidad de per-
manecer en el tracto intestinal y multiplicarse. En el laboratorio demostramos por
microscopia electronica de transmision, que ciertos lactobacilos probidticos pueden
interactuar con la célula epitelial intestinal [29] (ver Figura 1).

Figura 1. Interaccion de probidticos con las células epiteliales de intestino.

Microfotografias de microscopia electrénica de transmision. Se observa la interaccién de un pro-
bidtico (flechas negras) con la CEl (A y B), y la consiguiente activacion de esta, evidenciada por el
aumento de mitocondrias y cuerpos multivesciculares (flechas blancas en B) 33300x.
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Como consecuencia de la interaccion con el probidtico, la CEl se activa y produce
IL-6, IL-10 y TGF-{ en niveles superiores a los inducidos por a la microbiota comensal.
Ahora bien, jcuanto tiempo pueden las bacterias probidticas permanecer en el intesti-
no? Demostramos que el transito a lo largo del intestino para cualquier bacteria o anti-
geno particulado no es mayor de 72 horas, por lo que es posible que la administracion
continua garantice una masa probidtica activa (ver Figura 2). También demostramos
que las bacterias probidticas o sus leches fermentadas con dichos microorganismos
inducen un aumento de las células caliciformes y sobre las células de Paneth incre-
mentando la produccion de sustancias antimicrobianas [30] (ver Figura 3).

Figura 2. Tiempo de permanencia de probidticos en intestino.

24 horas 48 horas 72 horas

Microscopia de fluorescencia. Los fragmentos bacterianos en placa de Peyer persisten hasta las 72
hs como cualquier antigeno particulado.
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Figura 3. Efecto de los probidtico sobre las células de Paneth.

CNEE

Tincidn con hematoxilina eosina, sobre cortes histoldgico de intestino delgado de ratones que re-
cibieron una dieta convencional (A); la suplementacidn con: L. fermentum (B); L. casei CRL 431 (C);
L. paracasei CNCM [-1518 (D). Las flechas muestran las células de Paneth en la base de las criptas
de Lieberkuhn.

El aumento de las sustancias antimicrobianas (SAM) en los fluidos intestinales de
ratones alimentados con los lactobacilos probioticos L. casei CRL 431 vy L. paracasei
CNCM 1-1518 puso en evidencia que la produccién de péptidos antimicrobianos
(PAM) por las células de Paneth constituiria otro mecanismo de la activacion de la
respuesta inmune innata ejercida por los probidticos frente a microorganismos pato-
genos y el mantenimiento de la microbiota intestinal [30]. Acorde a estos resultados,
observamos que frente a una infeccion experimental con el patdégeno Salmonella
thyphimurium, el nimero de bacterias patégenas internalizadas era significativamen-
te menor en los animales que habian recibido el probidtico. Mas aun ratones infec-
tados que recibieron el probiético, presentaban una arquitectura del érgano similar
a la observada en ratones controles no infectados. Por el contrario, en ratones infec-
tados con Salmonella observamos una alteracion de la histologia de las vellosidades
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intestinales, con una infiltracion de polimorfonucleares a los 7 dias post-desafio con
el patégeno (ver Figura 4).

Figura 4. Proteccion frente a la infeccién por Salmonella Typhimurium.

Tincién con hematoxilina-eosina sobre cortes de intestino delgado de ratones (A) controles sin
infectar; (B) infectado con Salmonella Typhimurium y (C) alimentado con el probiético durante 7
dias y desafiado con Salmonella.

Otro punto importante que debe ser considerado es la de especificidad de es-
pecie. Al respecto, hemos observado que el uso de bacterias homadlogas no garan-
tizarfa un mayor efecto [31]. AUn cuando algunos autores indican que para el uso
de microorganismos probidticos debe tenerse en cuenta la especificidad de especie
(microorganismo/huésped).

Cualquiera sea la forma en que una bacteria probidtica como tal o sus fragmentos
(pared celular, citoplasma o metabodlitos) lleguen al intestino, tendrd que sobrepasar
las barreras inespecificas, para luego interactuar con la CEl. Su activacion induce la
produccion de IL-6, y diversos factores que incrementan la respuesta de las células in-
munes asociadas a ldmina propia de intestino. Esta descripto que en la estimulacion
inmune por antigenos bacterianos (patdégenos y no patdgenos), la red de senales
que se desencadenan pueden ser: a) por la activacion directa de la CEl ejercida por la
bacteria probidtica o por sus estructuras de pared, que se adhieren a la CEl a través de
los receptores Tipo Toll [32]. La activacion de la CElinduce la produccion de diferentes
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citoquinas: IL-6, IL-1, IL10 y otros factores que seran la sefal que recibiran las células
inmunes asociadas a la ldmina propia del intestino.

IV. EFECTO SOBRE LAMINA PROPIA DEL INTESTINO DELGADO

Las sefales inducidas por probidticos sobre las CEls activan a las células inmunes
de la mucosa intestinal, estimulando la produccién de citoquinas que coadyuvaran
en la activacion del SIM. La posibilidad de que las bacterias probiéticas puedan ac-
tivar directamente a las células inmunes de la l[dmina propia es factible debido a la
presencia de células M en las vellosidades intestinales [33], las cuales constituyen
una via importante de transporte transcelular desde la luz del intestino hasta la célu-
la presentadora de antigenos subyacente. Adicionalmente, la célula dendritica (CD)
expresa proteinas que le permiten interactuar con las uniones estrechas presentes
entre las células epiteliales (en inglés, denominadas tight junctions), permitiendo to-
mar antigenos del lumen intestinal [34, 35]. La interaccion de la bacteria completa,
o de sus fragmentos celulares (principalmente la pared celular) con las células de
la respuesta inmune innata (macréfagos y CD) hacen que éstas se activen, aumen-
tando la expresion de receptores tipo Toll (TLRs), CD206 (receptor para manosa) vy la
produccién de citoquinas IL-6, IFN-y, TNF-q, entre otras. Es precisamente el TNF-a la
citoquina que estarfa mas involucrada en la iniciacion del didlogo entre la CEl'y las
células inmunes, por lo que la CEl juega un papel clave en la inducciéon de sefales.
El tipo de respuesta inducida (innata, inflamatoria o adaptativa) dependerd del esti-
mulo, intensidad y duracion del mismo, como asi también de la expresion de marca-
dores inmunes en macréfagos y CD que posibiliten la presentacion antigénica para
dar una posterior respuesta inmune adaptativa. Esta etapa no invalida la interaccion
directa del antigeno con las células inmunes, posibilitando los dos tipos de sefales
en forma simultanea.

La pregunta que surge ahora es como deberia ser el estimulo para evitar una
respuesta inflamatoria exagerada y favorecer la activacion y la regulaciéon por cito-
quinas supresoras (IL-10), o del factor transformante de crecimiento beta (TGFp).
Sabemos que los patégenos inducen mecanismos de agresion al huésped, por lo
que la respuesta que provocan es la inflamatoria. Con la administracion de bacterias
probidticas se busca activar al SIM para mantener un mejor estado de vigilancia in-
munoldgica, sin alterar la homeostasis intestinal, preservando la tolerancia oral por
mecanismos de regulacion inmune. ;Para lograr ese delicado equilibrio, es la res-
puesta inmune innata la que deberfa ser favorecida, con activacion de la CEl, macré-
fagos, CD e IgA-secretoria (IgA-S) para reforzar la barrera intestinal? se ha demostrado
que precisamente es la respuesta inmune innata la que se encuentra favorecida con
la administracion de los probidticos [23, 30, 36-38] (ver Figura 5).
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Figura 5. Modelo propuesto como mecanismo de vigilancia inmune inducida por
probidticos.

LFP ’9 Salmonella LFp

FS (H de C.DNA )9 ° )9 ’9 ¥
;B lbacteriar\o, pépcidos) y 2 oo 7 0/ 4
8 . 7

Demostramos que: En condiciones normales LFP solo induce
expansion cional de LB IgA+y refuerza los mecanismos de
vigilancia.

Frente a un patdgeno aumenta IgA-S y disminuye la respuesta
inflamatoria, protege contra Salmonella porque internaliza menos.

Efecto de una Leche Fermentada Probidtica (LFP) en la produccién de IgA secretoria en animales
adultos de 4 semanas.

El fortalecimiento de la barrera epitelial intestinal estd bien documentado mos-
trando una mayor expresion de las moléculas que forman las uniones estrechas [39-
41]. Por otra parte, la estimulacion de las CEls y las células de la respuesta inmune
innata, facilitan la produccién de IL-6 que induce la expansién clonal de los linfocitos
B, favoreciendo asf el aumento de células IgA+ en ldmina propia y la producciéon de
IgA-S total. El papel bioldgico de la IgA-S en la proteccion de mucosas es indiscutido
[42,43].

Se conoce que las células activadas de la respuesta inmune innata pueden ad-
quirir marcadores de superficie (moléculas de adhesion) involucradas en el trafico
leucocitario que les permita migrar para llegar a los sitios mucosos distantes. En el
laboratorio demostramos que los probidticos incrementan las células productoras
de IgA en intestino y favorecen el ciclo de la IgA a sitios distantes del mismo, au-
mentando las células IgA+ en bronquios y glandulas mamarias [22, 23](Maldonado
Galdeano et al,, 2015, de Moreno de Le Blanc et al,, 2005). La poblacién de linfocitos
Th (T helper), especialmente CD4+ de lamina propia del intestino delgado también
mostraron incrementos luego de la administracion de probidticos [44]. Si bien los
componentes principales de la pared celular de lactobacilos, dcido lipoteicoico (LTA)
y el Muramil Dipéptido (MDP), son antigénicos y estimulan activamente la poblacion
Th1y Th2, no necesariamente inducen siempre una respuesta Th2 [45-47]. Esta des-
crito que altas dosis de peptidoglicano son téxicas a nivel hepatico y renal [48]. Estos
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hechos darfan otra razon para un andalisis méas profundo de las estructuras de los pro-
bioticos que estan involucrados en la estimulacion inmune deseada y ademas podria
clarificar porque el efecto probidtico es siempre cepa y dosis dependiente.

A nivel de la mucosa respiratoria debe promoverse el balance hacia una respuesta
Th1, para justificar la efectividad de los probidticos en algunas alergias [49]. Nosotros
demostramos en un modelo experimental de alergia respiratoria en ratones que es
posible estimular la poblacién Th1 por el consumo de una leche fermentada probio-
tica [50, 51]. En procesos alérgicos la respuesta Th2 no serfa aconsejable, sin embargo,
sabemos que los probiodticos favorecen ambas respuestas, Th1y Th2, con buena pro-
duccion de anticuerpos contra antigenos vacunales [52, 53]. Resultados similares se
observaron en grupos subnutridos [54].

iComo mantener la homeostasis intestinal inmune después de la activacion pro-
biodtica?. Esta pregunta surge porque los macréfagos y las CD podrian generar una
respuesta Th2 con producciéon de anticuerpos contra sus propios epitopes o contra
antigenos alimentarios. Una respuesta a esa pregunta es que la bacteria o sus frag-
mentos, al tomar contacto con las células inmunes mediante receptores Toll o CD206
producen la activacion de estas células y de los factores transcripcionales, que llevan
a la sintesis y produccion de citoquinas. Parte de sus fragmentos se unen al HLA-Il de
la CEl'y de ese modo quedan expuestos para posteriormente ser reconocidos por el
receptor del linfocito T (TCR) y generar una respuesta adaptativa. Sin embargo, aun
cuando esto ocurra, no debemos olvidar que el proceso de presentacion antigénica
solo es posible en sitios inductores de la respuesta inmune, placa de Peyer o nédulos
linfaticos, por lo que la presentacion antigénica a nivel de ldmina propia no es pro-
bable, y de hecho es donde ocurre el mayor efecto probidtico ya que las particulas
probidticas que ingresan a placa de Peyer y son captadas por los macréfagos, son
depuradas como cualquier antigeno particulado inocuo. Este aspecto lo hemos de-
mostrado en el laboratorio [32, 55]. Por otra parte, también demostramos que las CEls
y de la respuesta inmune innata activan proteinas reguladoras de los factores trans-
cripcionales evitando asi la produccion exacerbada de citoquinas proinflamatoria y la
respuesta inflamatoria [56] (ver Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos moleculares inducidos por probidticos en CEl'y MQ.

Los probicticos interactian con la CEl y con MQ activando diferentes vias de sefializacién como
NF-kB y MAPK, induciendo la liberacidn de citoquinas. Al mismo tiempo inducen la expresion de
proteinas requladoras (TOLLIR IRAK-M, A20, MKP-1) que permiten mantener la homeostasis regu-
lando la activacidn inmune.

Las evidencias experimentales de nuestro grupo y de otros investigadores, sobre
un nUmero importante de bacterias lacticas de diferentes géneros, principalmente
Lactobacillus, demuestran que: a) la respuesta innata (RI) es la principal respuesta
inducida por los microorganismos probidticos, b) que estos microorganismos esti-
mulan el sistema inmune tanto a nivel intestinal con incremento en el nimero de
células IgA+, como también en bronquios y glandula mamaria, ¢) la activacion de la
respuesta inmune innata induce la liberacién de citoquinas activadoras y supresoras
(efecto inmunomodulador), d) demostramos la importancia de la viabilidad para el
mantenimiento de la respuesta inmune inducida [29], e) la administracién prolonga-
da no afecta el ecosistema intestinal [57]. Diversas referencias bibliogréficas indican
que el consumo prolongado de probidticos puede modificar la microbiota intesti-
nal, sin embargo los probidticos no colonizan intestino, ademas son degradados por
sustancias antimicrobianas producidas por las células de Paneth [30]. La microbiota
intestinal es estable; solo en determinadas situaciones como el tratamiento prolon-
gado con antibidticos, o en procesos de malnutricion (obesidad, desnutricion), o por
algunas drogas antiinflamatorias, puede producirse una alteracion de su composi-
cion [58]. Los probidticos al ser consumidos regularmente podrian inducir tolerancia
oral con aumento de Treg, sin embargo, esta demostrado que el consumo prolonga-
do noinduce tolerancia oral ya que acttan como inmunomoduladores manteniendo
la vigilancia inmunoldgica como lo demostramos frente a la infeccion experimental
con Salmonella [59].

Considerando que los lactobacilos probidticos promueven la Rl innata y ademas
la activacion de la misma puede llevar a un aumento de la respuesta inflamatoria
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intestinal jcudl es el efecto positivo que tienen los probidticos a nivel de intestino?
Demostramos que la respuesta inmune inducida por los probidticos no conlleva a
dafo tisular, sino que solo produce un ligero aumento de celularidad en lamina pro-
pia [59] y que la interaccion de estos con los TLRs induce un aumento en la expresion
de proteinas reguladoras de los factores transcripcionales que llevan a la produccion
de citoquinas inflamatorias con incrementos de la poblacién Treg [56, 60]. Todos los
datos obtenidos al presente en modelos animales nos permiten concluir que el con-
sumo de probidticos no afecta la homeostasis del sistema inmune intestinal y son
inocuos, aportando asi, las bases cientificas necesarias para su ensayo en humanos
(ver Figura 7).

Figura 7. Mecanismos inmunolégicos inducidos por los probiéticos en la mucosa
intestinal.

.'JI'M Clonal /

Si bien contamos con las bases cientificas (realizada en modelos experimentales)
para el consumo de probidticos en algunas patologias, es importante considerar el
sitio mucoso donde estos van a impactar (vagina, piel, cavidad oral, tracto respirato-
rio) y la microbiota que allf se encuentra [61-63]. Existen ademas, referencias biblio-
gréficas que promueven el empleo de probidticos o leches probidticas en obesidad
debido a su efecto positivo sobre el sindrome metabdlico observado en esa patolo-
gia [26, 64, 65].

La evidencia cientifica experimental mostrada debe ser validada en humanos. La
validacion clinica es de fundamental importancia por diferentes razones: a) porque
son productos naturales que ingresan con la dieta (no son productos farmacoldgicos),
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por lo que es necesario demostrar su efecto en la patologia deseada, b) aun cuando
fueran efectivos la condicion del huésped es muy importante como asi también la
complejidad de la etiologia y el estadio en que se encuentra la patologia, como en
cancer por ejemplo [27, 66].

V. MECANISMOS INDUCIDOS POR PROBIOTICOS EN ETAPAS TEMPRANAS DE LA
VIDA

Los resultados precedentes avalan el empleo de la administracion de probidticos
en adultos jovenes para el fortalecimiento de la respuesta inmune. Sin embargo, exis-
ten dudas al momento de ser administrados en etapas tempranas de la vida.

Se ha discutido, y sigue siendo tema de discusion, si es conveniente la adminis-
tracion temprana de probidticos en lactantes menores de 3 meses. Nuestra opinién,
fundamentada en ensayos realizados en modelos animales [57] muestran que el
efecto de una leche fermentada que contiene una bacteria probidtica es evidente
sobre la poblacion de enterobacterias y bifidobacteria. Esta Ultima poblacién, se ve
favorecida con la administracion de probidticos. Se sabe que las bifidobacterias fa-
vorecen la expresion de las células Treg, poblacion de importancia en los primeros
meses de vida para permitir la colonizacion completa del intestino (ver Figura 8). En
cuanto a la maduracion inmune la administracion temprana de probidticos no ace-
lera la misma. Su efecto es evidente cuando la colonizacién bacteriana se completa
(ver Figura 9).

Figura 8. Efecto de LFP en etapas temprana de la vida sobre enterobacteria y

bifidobacteria.
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La figura muestra el cambio en la cantidad de bacterias intestinales en funcion del tiempo. A)
Animales que no reciben LFP durante lactancia y al destete; B) Animales con LFP durante lactancia
y al destete.
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Figura 9. Efecto de la administracion temprana de LFP sobre células IgA+ e IgA- S

total.
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En la figura se muestra el efecto sobre: A) Animales controle que no reciben LFP; B) Animales que
reciben LFP durante lactancia y destete (21d) Las diferencias observadas a los 45 dias no son signi-
ficativas. El incremento en IgA e IgA-S inducido por la administracién probidtica se manifiesta en

este modelo de ratén posterior a los 45d.

V1. MECANISMOS INMUNES DIFERENCIALES ENTRE BACTERIAS COMENSALES Y

PROBIOTICAS

De acuerdo con lo expuesto, algunas de las principales diferencias entre comen-
sales y bacterias probidticas estan resumidas en la Tabla 1.

Comensales

No interacttan con CEl, solo lo hacen por
metabolitos.

No internalizan a CEI.
Activan la CEl para producir TIL10, TTGF-B | IL-6

Mantienen la barrera epitelial.

Probioticos

InteractUan con CEl.

No internalizan a CEl. S lo hacen sus fragmentos.
Activan CEl para producir TIL10, TIL-6

Refuerzan la barrera epitelial por T de Cel.
Caliciformes con produccién de mucus.
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No produce translocacion de la microbiota. No produce translocacion de la microbiota.
Mantiene homeostasis intestinal por produccion  Mantiene homeostasis intestinal por T pro-
de sustancias antimicrobianas (PAM). duccién de PAM que degradan pprobidticos y

patdgenos para evitas su internalizacion.
Activa MQ, CD, LB y LT de Idmina propia, in- Activa MQ, CD, LB y LT de ldmina propia. T ma-
duciendo su maduracion. La CD queda como duracion. Expresion de marcadores especificos
plasmocitoide. F4-80, CD-103*.

LB — IgA* LT —TH1

Producen proteinas reguladoras de la via NFK-By  Producen proteinas reguladoras de la via NFK-B y
MAP kinasas. MAP kinasas (TOLLIP, IRAK-M, A20, MKP-1).

VII. CONCLUSIONES

En funcién de la evidencia cientifica presentada, podemos concluir que el empleo
de probidticos en humanos seria inocuo ofreciendo un beneficio adicional sobre la
modulacion del sistema inmune. El consumo de leches fermentadas probidticas pue-
de ser muy efectivo en grupos de riesgo como pacientes subnutridos no solo por sus
propiedades nutricionales sino por su capacidad adyuvante sobre la inmunidad del
huésped.
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RESUMEN

Desde hace miles de afos, el aporte de proteinas, vitaminas y micro-
nutrientes proviene fundamentalmente de la carne, cuando se la consu-
me con suficiente frecuencia. La carne, a su vez, aporta los aminoéacidos
necesarios para el metabolismo humano, en tanto la composicién pro-
teica animal y humana son —en lineas generales— similares. En la actuali-
dad, dicha carne proviene de terneros, cerdos y pollos de engorde y, en
menor extension, pavos, ovejas, cabras y peces. El mejoramiento en la
producciéon de estas especies de animales se centra alrededor del dise-
Ao de nuevas estrategias para lograr productos de alto valor nutricional,
sea para conseguir mejores carnes como para mejorar la calidad de la
produccion de huevos y leche.

No obstante, la calidad de los animales producidos no es la Unica
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preocupacion, sino que el disefo de nuevas estrategias de produccion
debe atender también al respeto por el bienestar animal, debe garan-
tizar la sanidad durante la produccion y la sequridad alimentaria de los
productos, preservando —ambas— la salud animal y la salud humana.

En este marco, a lo largo de este capitulo se revisa la composicion
de la microbiota de los distintos grupos de animales de cria, junto con
los factores que pueden afectarla. Dicha revisién sirve, en este capitulo,
como base para el analisis del uso de probidticos en la alimentacién de
animal. Se realiza aqui, una revision de los principales efectos y ventajas
de dicha practica.
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l. INTRODUCCION

Junto con el desarrollo de la agricultura, hace mas de 10.000 afos, el hombre
aprendié a domesticar y utilizar a los animales para el aprovechamiento de la carne,
leche, huevos, y productos derivados que fue incorporando progresivamente a su
dieta. La carne de diferentes animales, bajo la forma de cortes del tejido muscular y
organos internos, embutidos y productos fermentados, contribuye significativamen-
te a la ingesta de proteinas, vitaminas y micronutrientes, cuando se consume con
frecuencia [1]. Debido a que el perfil de aminoéacidos en las células de animales y
humanos es similar, la proteina animal puede aportar la mayorfa de los aminoacidos
requeridos por el hombre.

Actualmente, la produccién mundial de animales para consumo humano de car-
nes, se concentra principalmente en la cria de terneros, cerdos y pollos de engorde
y, en menor extension, pavos, ovejas, cabras y peces, aplicando diversas estrategias
dietarias para lograr productos de alto valor nutricional [2]. La produccion de leche y
de huevos da base a industrias independientes que, junto a la industria carnica, pro-
veen una gran parte de los alimentos que consume el hombre.

De acuerdo con la proyeccion del crecimiento poblacional, se espera que en el
ano 2050 la poblacion mundial supere los 9 mil millones de habitantes, causando una
fuerte demanda de alimentos [3]. Ante este panorama, la agricultura mundial esta
forzada a generar estrategias para producir mayor cantidad y calidad de alimentos,
preservando los recursos naturales, como el agua, la atmosfera, los suelos, y la biodi-
versidad amenazada por el uso intensivo de la tierra. La produccion animal enfrenta,
ademas, la responsabilidad de respetar el bienestar animal, garantizar la sanidad du-
rante la produccion y la seguridad alimentaria de los productos, preservando la salud
humana [4, 5], sumado al esfuerzo de proteger el medio ambiente de la contamina-
cion por desechos y emisiones de gases que derivan de la actividad pecuaria.

Il. PRODUCCION ANIMAL INTENSIVA

Los sistemas de produccion intensiva desempefan un papel cada vez mas im-
portante en la actividad pecuaria en todo el mundo. Se caracterizan por ser una
forma de explotacién animal altamente “tecnificada’, que coloca al ganado en con-
diciones tales que permitan al productor lograr altos rendimientos productivos en
el menor tiempo posible. En el modelo de produccion intensiva se utilizan insta-
laciones y maquinarias de mayor complejidad y mano de obra calificada; la raza
del animal se selecciona por la velocidad de conversién del alimento en musculo,
leche o huevos, y el animal dispone de menor espacio para moverse. Aunque el
sistema intensivo permite obtener productos uniformes con alto rendimiento, au-
menta la necesidad de controlar algunos aspectos relacionados con el bienestar y
la sanidad animal.
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Tradicionalmente, se han utilizado dosis subterapéuticas de algunos antibiéticos
para prevenir enfermedades infecciosas y lograr el rdpido crecimiento de los ani-
males bajo cria intensiva. El mecanismo por el cual los Antibidticos Promotores de
Crecimiento (APC) ejercen efectos positivos en la produccion animal, se relaciona
con la disminucion de poblaciones microbianas intestinales por antibiosis, lo que
permite que una mayor cantidad de los nutrientes que alcanzan el intestino queden
disponibles para ser digeridos y utilizados por el hospedador animal. A pesar de los
beneficios que esta practica aportaba a la produccién, la Unidn Europea prohibid
el uso de antibidticos como promotores del crecimiento animal hace poco mas de
10 ahos, debido a que la exposicidon de las bacterias intestinales a concentraciones
sub-letales de agentes antimicrobianos puede producir adaptacion y seleccion de
microorganismos resistentes a antibidticos. Cuando la resistencia obedece a cambios
a nivel del genoma, las bacterias alcanzan alta resistencia a un determinado antibio-
tico, y muchas veces a multiples agentes [6].

Debido a la alta densidad de la comunidad microbiana intestinal, existe un alto
riesgo de transferencia de genes de resistencia a otros microorganismos del mismo
ecosistema, lo que puede ocurrir por incorporacion de fragmentos de ADN libre pro-
veniente de bacterias muertasy lisadas, o por transferencia de plasmidos conteniendo
un gen de resistencia. Los microorganismos resistentes a antibidticos, tanto comen-
sales como patégenos, alcanzan el medio externo con la evacuacion de las heces del
animal portador. En el exterior, las bacterias intestinales utilizan mecanismos de su-
pervivencia como la aerotolerancia, latencia, y esporulacion hasta llegar a un nuevo
hospedador [7]. La transmision de resistencias puede ocurrir por el contacto directo
con las heces de animales portadores en las granjas y en establecimientos de faena.
De manera indirecta, la transmision se produce a través de efluentes o alimentos de
origen animal contaminados, y por contacto entre seres humanos, cuando uno de
ellos es portador de una poblacion microbiana con genes de resistencia [8].

Una vez ingeridas por un nuevo hospedador, las bacterias alcanzan el intestino,
donde deben competir con la microbiota residente para su establecimiento. Los pa-
tégenos utilizan los mismos mecanismos de la microbiota comensal, pero pueden
lograr la colonizacion del hospedador induciendo la expresion de factores de viru-
lencia, como toxinas, mucinasas, adhesinas, invasinas, que interfieren con el metabo-
lismo intestinal, pueden provocar inflamacion y perturbar la microbiota residente del
receptor. El metabolismo de los nutrientes vy la replicacion promueven la persistencia
del patégeno e inciden sobre su potencial transmision convirtiendo al individuo re-
ceptor en un donante [7].

La prohibicién del uso de APC, ha aumentado la incidencia de infecciones propias
del animal y, actualmente, se estima que las enfermedades causan el 20% de las pér-
didas econdmicas de la produccion pecuaria en el mundo. El 60% de las enfermeda-
des infecciosas en humanos son zoonéticas, lo que evidencia el impacto que tiene el
aumento de las enfermedades durante la produccion animal. Aunque la prohibicion
del uso de APC en la Unién Europea y Estados Unidos se encuentra vigente desde
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hace varios afos, un gran numero de paises no ha adoptado todavia esta restriccion y
tampoco cuentan con organismos de control en la etapa de produccion primaria, lo
que podria llevar al aumento del uso de APC en paralelo a la demanda de productos
alimenticios de origen animal, especialmente en paises que comienzan a reemplazar
la produccién animal extensiva por intensiva [9].

Algunos patdgenos intestinales, como Campylobacter, Salmonella, algunas cepas
de E. coliy Clostridium, pueden alcanzar la cadena alimentaria, ser causa de enferme-
dades en el hombre y un problema para la salud publica. Las enfermedades transmi-
tidas por los alimentos (ETAS) son una causa importante de morbilidad y mortalidad
en humanos en todo el mundo, por lo que es necesario extremar las medidas de con-
trol, tanto en la fase de produccién animal primaria como en las etapas subsiguientes
de la cadena alimentaria, para minimizar el riesgo de transmision de patdgenos. Sin
embargo, resulta claro que la principal forma de control consiste en evitar su prolife-
raciéon a nivel intestinal.

Los conocimientos disponibles sobre la ecologia intestinal, factores que predis-
ponen a la infeccion y proliferacion de patdégenos intestinales, y los mecanismos de
defensa del hospedador animal, son fundamentales para desarrollar estrategias de
control de las enfermedades y de su transmision al hombre, que permitan el reem-
plazo de APC en la produccién animal.

I1l. LA MICROBIOTA INTESTINAL DE ANIMALES DE GRANJA

Al momento del nacimiento, el intestino de los vertebrados es aun inmaduro. Los
animales parecen tener un programa conservado de interacciones con los microor-
ganismos con los que han co-evolucionado, lo que incide sobre la seleccion de las
bacterias que colonizan el intestino, en una etapa previa o a partir del nacimiento [10].
En la luz intestinal, éstas encuentran los nutrientes necesarios para su proliferacion y
establecen relaciones simbidticas con su hospedador (ver Figura 1). La colonizacion
microbiana, a su vez, induce cambios en la homeostasis del epitelio intestinal, debido
al aumento de la expresion de genes relacionados con la proliferacion y diferencia-
cion celular, la funcion inmuney la utilizacion de nutrientes. Asi, el establecimiento de
los microorganismos es fundamental para el desarrollo y maduracion del intestino.
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Figura 1. Eventos de la colonizacién y sucesion microbiana intestinal en animales.
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Los cambios que se producen durante la maduracion se acompafan a su vez de
cambios progresivos en la composicion de la comunidad microbiana intestinal hasta
que ésta alcanza la complejidad de una microbiota comensal madura y funcional.
Entre sus efectos beneficiosos, la microbiota intestinal esté involucrada en la degra-
dacion de nutrientes complejos como las proteinas, y en la hidrdlisis y fermentacion
de polimeros de plantas, siendo esto uUltimo de particular importancia en animales
herbivoros. También es responsable de la sintesis de vitaminas, bioconversion de
compuestos toxicos a residuos no toxicos, mantenimiento de la peristalsis y de la
integridad de la mucosa intestinal, ademas de actuar como una barrera frente a la
colonizacion por patégenos (ver Figura 1).

La caracterizacion de las comunidades microbianas en los distintos animales y de
los procesos metabdlicos que llevan a cabo los microorganismos, aporta informacion
de gran valor para el desarrollo de estrategias de nutriciéon adecuadas, y de progra-
mas de prevencion de salud que permitan limitar el uso de antibidticos con fines
tanto profilacticos como terapéuticos.

[1l.LA. MicrROBIOTA DE AVES

La avicultura es, actualmente, el sistema productivo animal mas eficiente gracias
a un proceso de seleccién genética que se desarrollé durante varias décadas. En
animales adultos genéticamente seleccionados, las funciones bioquimicas del ave,
coordinadas con la actividad de su microbiota intestinal, permiten el maximo aprove-
chamiento de los alimentos y la produccion de proteinas de alta calidad.

Estudios recientes de Wei y col. [11], utilizando todos los datos disponibles so-
bre microbioma de aves de corral, mostraron la existencia de aproximadamente

184



ELoy ARGANARAZ MARTINEZ - JAIME BABOT - MARIA CRISTINA APELLA - ADRIANA PEREZ CHAIA

900 especies, clasificadas en 13 filos, de los cuales Firmicutes representa el 70%,
Bacteroidetes el 12.3% y Proteobacteria el 9,3%, abarcando entre estos tres filum
mas del 90% de las secuencias analizadas. Entre los géneros predominantes se ubi-
can Lactobacillus, Bacteroides, Clostridium y Ruminococcus. Entre las Actinobacterias,
Bifidobacterium representa sélo el 1% de las secuencias encontradas, mientras que
las Archeas estén representadas sélo por algunas secuencias de Furyarcheota, confir-
mando la escasez de metandgenos en las aves.

La colonizacidon microbiana del tracto intestinal en estos animales puede iniciarse
en la etapa de formacion del huevo en el oviducto de la madre, o en el periodo previo
a la eclosion con el ingreso de microorganismos a través de poros de la cascara del
huevo [12, 13]. Después del nacimiento, la colonizacion continla con microorganis-
mos provenientes del ambiente externo, en la granja de cria o durante el transporte
a ellas [14]. La complejidad de la microbiota intestinal aumenta durante las primeras
semanas de vida, mientras la variacion individual disminuye con el aumento de la
edad del animal [15]. Los principales grupos bacterianos encontrados en el buche
y estdbmago, incluyen a Lactobacillus, Clostridiaceae, Enterococcus, Bifidobacterium y
Enterobacteriaceae.

La microbiota del intestino delgado completa su conformacién en aproxima-
damente dos semanas después del nacimiento, por lo cual, tanto las funciones
digestivas como las de defensas del animal frente a infecciones no se desarrollan
completamente hasta después de los primeros 15 dias de vida. Durante este periodo,
la salud del animal depende, casi completamente, de los anticuerpos transmitidos
por la madre a través del huevo [16]. El intestino delgado aun en las aves adultas
tiene baja diversidad bacteriana, o que se relaciona con el rapido transito de los ali-
mentos y menor tiempo de retencién comparado al de otros animales y el hombre.
Los principales microorganismos alojados en el intestino delgado son Lactobacillus,
Streptococcus, Clostridiaceae, y Enterobacteriaceae. La microbiota del intestino grueso
y de los ciegos alcanza estabilidad después de las tres o cuatro semanas de vida del
animal debido a su mayor complejidad [17] y, coincidiendo con un mayor tiempo
de retencién de los alimentos, los ciegos alcanzan mayor recuento de microorga-
nismos. Predominan Clostridiaceae, Bacteroidetes, Bifidobacterium, y otros anaerobios
obligados como Faecalibacterium, Butyrivibrio, Megamonas, Roseburia, Ethanoligenes,
Hespellia, Veillonella, y Anaerostipes [11]. El andlisis metagendmico muestra la pre-
sencia de gran cantidad de secuencias que corresponden a glicosil hidrolasas. Se
encuentran genes que codifican enzimas de la degradacién de celulosa y xilanos,
sugiriendo la capacidad de degradar polisacaridos no amilaceos [18]. El metagenoma
cecal muestra, ademas, la presencia de varias vias metabdlicas que conducen a la pro-
duccion de acidos grasos de cadena corta [19]. Las heces de aves estan colonizadas
por Lactobacillus, Clostridium, Faecalibacterium, Ruminococcus, Bacillus, Eubacterium, y
Fusobacterium. El analisis metaprotedmico de las heces muestra presencia de protea-
sas y enzimas relacionadas a glucolisis [20].

La rentabilidad de la produccién pecuaria depende, entre otros factores, de la
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calidad del alimento que se usa y de la capacidad del animal para transformarlo
en masa corporal, o en otros productos objeto de la actividad. La relaciéon entre el
alimento consumido y el peso ganado por el animal en un periodo de prueba se
puede expresar como Indice de Conversion Alimenticia (ICA), mientras la Eficiencia
Alimenticia (EA), representa el peso ganado por el animal en relacion a la cantidad de
alimento ingerido para obtenerlo. Los animales con menores requisitos de energfa
de mantenimiento, pueden obtener mayor peso corporal cuando los alimentos se
digieren de manera adecuada. Esto se interpreta como un mejor aprovechamiento
de nutrientes, y puede relacionarse con la actividad de la microbiota intestinal. La
pirosecuenciacion de la region V3 del gen del ARN 16S, ha demostrado que bacterias
que degradan celulosa y almidén y bacterias que producen butirato en el ciego, in-
cluyendo a Clostridium, Ruminococcus y Bacteroides, se asocian con un valor mas bajo
de ICA [21]. En otro estudio, amplificando la region V4 del gen del ARNs 16S, se de-
termind la relacion entre la composicion de la microbiota del tracto gastrointestinal y
la ganancia de peso corporal de aves alojadas y alimentadas de la misma manera. Se
establecio que la presencia de Streptococcus, en el fleon, y Akkermansia, tanto en ileon
Ccomo en ciego, se relaciona negativamente con la ganancia de peso corporal; por el
contrario, Bifidobacterium, en ileon, y Lactococcus, en el ciego, favorecen la ganancia
de peso del animal [22].

Un bajo aprovechamiento de nutrientes consumidos, con exceso de alimen-
tos no digeridos en el intestino, pueden ser factores predisponentes a la infeccion
por diferentes patdgenos. Ente los patdgenos encontrados en el intestino de aves,
Campylobacter puede alcanzar un recuento elevado, del orden de 107 UFC/g, aun-
que se acepta que en general no produce enfermedad en el animal. Las especies de
Salmonella, en cambio, se encuentran en bajo nivel y esporadicamente, pero causan
enfermedad en el animal dependiendo de la edad, estado inmunoldgico y serova-
riedad. En aves, E. coli alcanza un recuento moderado en el intestino y tiene impor-
tancia principalmente en la transmision de genes de resistencia a antibidticos a la
microbiota intestinal; la variedad patdgena para aves de corral, E. coli APEC, produce
enfermedad respiratoria pero no se relaciona con el patégeno aislado de la cadena
alimentaria. Clostridium perfringens se encuentra como bacteria comensal en las aves
y en bajo ndmero, pero puede ser causa de enteritis necrotizante especialmente en
animales con dietas excesivamente ricas en polisacaridos solubles resistentes a di-
gestion, y transmitirse al hombre a través de productos alimenticios de origen aviar.

[11.B. MicrosioTA DE PORcCINOS

Los cerdos se parecen al ser humano en términos de anatomia del tracto gastroin-
testinal, fisiologfa, régimen dietario y digestibilidad de nutrientes [23]. Deusch y col.
[18] analizaron la microbiota de cerdos por amplificacion de las regiones V1-V3 del
gen del ARNr 16S y posterior pirosecuenciacion de los amplicones. Se determiné la
presencia casi exclusiva de los filos Firmicutes y Proteobacteria en el lumen del ileon,
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mientras que el ciego y la primera porcion del colon mostraron mayor diversidad,
con Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Spirochetes como los filos mayoritarios.
Bacteroidetes representd casi la mitad del microbioma en el intestino grueso, con
presencia de genes relacionados a la degradacion de polisacaridos. Por el contrario,
Firmicutes mostrd abundancia de genes asociados a la utilizaciéon de moléculas de
menor tamano, aminoacidos y monosacaridos, sugiriendo la cooperaciéon de las po-
blaciones de la microbiota en el metabolismo de los nutrientes.

El analisis metagendmico de las heces, reveld abundancia de Firmicutes no clasi-
ficados, Bacteroidales, Clostridiales, Spirochetales, Gammaproteobacteria no clasificadas
y Lactobacillales, como los principales érdenes. Las Arqueas representaron menos del
1% del total de secuencias analizadas en el intestino de cerdos, con presencia de
Methanomicrobia 'y Thermococci.

McCormacky col. [24] mostraron la relacion entre la composicion de la microbiota
de cerdos y la eficiencia en el consumo de alimentos (EA). Los animales se agruparon
de acuerdo a la eficiencia para analizar la composicién microbiana en diferentes regio-
nes del intestino, los metabolitos y la morfologia intestinal durante la vida del animal.
A diferencia del estudio de Deusch y col. [18], McCormack y col. encontraron mayor
abundancia de Firmicutes y Actinobacterias en el ileon, y Firmicutes y Bacteroidetes
en las restantes regiones del intestino. Proteobacteria fue mas abundante en fleon y
ciego que en heces, mientras Spirochetes sélo estuvo presente en el ciego. A nivel de
género, observaron correlacion positiva entre la presencia de Butyrivibrio y la fermen-
tacion de carbohidratos complejos en animales de mayor eficiencia alimentaria a la
edad del destete, coincidiendo con la incorporacion de cereales en la dieta. En estos
animales observaron, ademas, abundancia de Prevotella y miembros de Bacteroidetes,
coincidiendo con la mayor capacidad de estos microorganismos para fermentar car-
bohidratos. Con respecto a la morfologfa intestinal, observaron mayor longitud de
vellosidades, menor profundidad de criptas, menor nimero de células caliciformes y
menor produccion de mucinas en animales de mayor eficiencia en la conversion del
alimento, sugiriendo una relacion entre la eficiencia alimentaria y la mayor superficie
de absorcién intestinal, con menor interferencia en la captacién de nutrientes por la
capa de mucus superficial. Por otra parte, demostraron la existencia de bacterias con
actividad proteolitica, por la presencia de &cido isobutirico, derivado de la fermenta-
cion de valina. Un hallazgo importante en el fleon de animales de mejor eficiencia ali-
mentaria, fue la menor abundancia de Rhodococcus, un género que incluye especies
que causan enfermedades en cerdos, lo que podria interpretarse como indicativo de
un estado mas saludable en animales de mejor EA [24].

[11.B. MicrOBIOTA DE RUMIANTES
El rumen alberga un complejo microbioma constituido mayoritariamente por
bacterias (1010/mL), y en menor proporciéon arqueas, protozoarios y esporas de hon-

gos [25]. De acuerdo a estudios realizados por Rey y col. (2013), la colonizacion del
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rumen se inicia después del nacimiento del animal, es secuencial, y se produce en
tres etapas coincidiendo con cambios en la alimentacion. Hasta los 3 dias de vida,
se establecen bacterias que provienen de la vagina de la madre, la piel, el calostro y
el ambiente, particularmente de los filos Proteobacteria (70% del total), Bacteroidetes,
Firmicutes, Actinobacteria y Fusobacteria. A nivel de género, estos microorganismos
estan representados mayormente por Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus, entre los
anaerobios obligados, y Pasteurella y Streptococcus, entre los facultativos. En un se-
gundo estadio, entre los 3 y los 12 dias, los animales consumen leche en reemplazo
del calostro inicial. En este periodo, predomina Bacteroides, aungue son importantes
también Prevotella, Actinobacillus, Fusobacterium 'y Streptococcus, que aportan al ru-
men su actividad fermentativa. Al final de este periodo, cuando el animal comienza a
consumir concentrado, la comunidad microbiana comienza a modificarse; se observa
disminucion de Bacteroides, y se detecta Succinivibrio y producciéon de acidos grasos
volatiles. El tercer estadio, se caracteriza por el aumento de consumo de concentra-
do hasta representar el mayor porcentaje de la dieta, lo que conduce a cambios en
la composicion de la microbiota ruminal, con descenso de Actinomyces, Bacteroides,
Streptococcus, Fusobacterium, y aumento de Proteobacteria, entre estas, Prevotella y
Coriobacterineae [26].

Un estudio metagenomico reciente del rumen de animales adultos [27], permitio
resolver los genomas ruminales a nivel de filo, mostrando predominio de Firmicutes
(50%), Bacteroidetes (36%), Actinobacteria (3,5%), Proteobacteria (3,1%), Euryarchaeota
(3,1%) y Spirochaetes (1%). A nivel de especies detectaron la presencia de Bacillus
licheniformis que codifica enzimas que degradan celulosa y hemicelulosa; Kandleria
vitulina, positivamente relacionada con el rendimiento de leche y negativamente re-
lacionada con las emisiones de metano; Acidaminococcus fermentans, un productor
de hidrégeno que se asocia a la produccion de metano por reacciéon con didxido de
carbono; Megasphaera spp., que produce una variedad de acidos grasos volatiles;
Bifidobacterium merycicum, fermentador de almidén con producciéon de acido acé-
tico y lactico; y S. bovis, considerada una bacteria clave en la produccion de acido
lactico, y responsable de la acidosis ruminal. También detectaron la presencia de es-
pecies de Methanobrevibacter, Methanomethylophilus y Methanosphera, productoras
de metano a partir de CO2, metanol y acetato, respectivamente. Los genomas anali-
zados permitieron predecir la presencia de glicosido hidrolasas (GHs), glicosil trans-
ferasas (GTs), polisacérido liasas (PLs), carbohidrato esterasas (CEs) y otras enzimas
accesorias. GHs y GTs abundan en Prevotellaceae y otros Bacteroidales, Fibrobacteres y
algunos Clostridiales, y, en cambio, estan ausentes en las Archaea y en Proteobacteria
del rumen.

La microbiotaintestinal participa en diferentes aspectos de la vida del animal, inclu-
yendo el desarrollo del sistema inmunoldgico y el balance energético. Un crecimien-
to eficiente y baja incidencia de enfermedades, son condiciones indispensables para
una produccién animal rentable. Oikonomou y col. [28] determinaron el perfil micro-
biano de terneros durante las primeras siete semanas de vida, diferenciando grupos
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de animales de alto o bajo peso corporal, y grupos afectados o no con diarrea en las
primeras semanas. En este estudio concluyeron que la presencia de Faecalibacterium
sp. en la primera semana de vida del animal, estaba asociado con mayor ganancia
de peso y baja incidencia de diarrea en las semanas previas al destete, lo que parece
estar relacionado con su capacidad para producir dcido butirico a partir de acetato,
dado que el primero es intensamente utilizado como fuente de energfa por el epi-
telio del rumen vy el epitelio colénico. La menor incidencia de diarreas se atribuyd
principalmente a la actividad antiinflamatoria de Faecalibacterium.

La produccion de leche es también un objetivo de la ganaderfa que depende
de varios factores, como la genética del animal, factores ambientales, alimentacion,
estado inmunoldégico, entre otros. Jewell y col. [29] evaluaron la eficiencia en la pro-
duccion de leche en diferentes periodos de dos ciclos de lactacion de vacas Holstein,
con el objetivo de determinar si la comunidad microbiana del rumen tenfa influencia
en la productividad. De los resultados de este estudio, concluyeron que la diferencia
entre animales con alta y baja eficiencia de lactacion tenia mayor relacion con la pre-
sencia de determinados miembros en la comunidad del rumen que con la diversidad
total de la microbiota ruminal. Una baja eficiencia en la lactacion se asocié con alta
prevalencia de Anaerovibrio y Butyrivibrio, mientras la alta eficiencia de lactacion se
relacioné con comunidades ruminales de mayor abundancia de Coprococcus.

IV. FACTORES QUE AFECTAN A LA MICROBIOTA INTESTINAL EN LA
PRODUCCION INTENSIVA

Diferentes factores externos influyen sobre la sucesion microbiana intestinal du-
rante el desarrollo del animal de cria intensiva, y sobre la composicion de la microbio-
ta del adulto. Entre éstos, los més significativos son la relacion con los progenitores y
otros adultos (crecimiento aislado o en contacto con adultos), tipo y forma de alimen-
tacion (formulas a base de granos, pasturas o ensilados), cambios en la composicion
o tipo de alimentos (el cambio de pastura a granos mas facilmente fermentables, y el
destete, con una microbiota aiin inmadura), cambios fisioldgicos durante el desarro-
lloy madurez sexual, interaccion con el ambiente (confinamiento en jaulas, galpones,
o cria en corrales a cielo abierto), traslado de animales (a diferentes alojamientos o
lugares geograficos), y medidas higiénicas de los establecimientos (limpieza, calidad
microbioldgica del agua y almacenamiento de los alimentos) (ver Figura 2). Estos fac-
tores influyen sobre el balance microbiano en el tracto gastrointestinal y, consecuen-
temente, afectan la funcion digestiva, eficiencia alimentaria, el bienestar y la salud de
los animales.

Una produccién segura supone una combinacion de estrategias que promuevan
la correcta colonizacion microbiana intestinal en los primeros dias de vida y la suce-
sion microbiana posterior hasta el establecimiento de una microbiota funcional.
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Figura 2. Factores que influyen en la colonizacién y en la composicién microbiana
final en el intestino del animal adulto

Seleccion genética

__» Confinamiento
__y Superpoblacion
—» Cambio de ubicacion

> Destete/cambio de dieta
Colonizacién

Rumiantes, cerdos <
Contacto con

los padres

Aves €«
Privacion de alimento/agua

Intensiva <
Semi-Intensiva <€—
Extensiva €

> Nutrientes
(alidad del alimento )| —¥ Deficiencias dietarias
T Factores antinutricionales

Sistema de
produccién

Pastos, forraje, ensilado <
Subproductos industriales <€—
Mezclas de granos €«

Tipo de
alimentacion

Sanidad

Sucesion
Funcionalidad

En general, el bienestar animal en los sistemas de produccion intensiva depende
de causas comunes de estrés, que estan principalmente relacionadas con los siste-
mas de alojamiento y practicas de manejo; el estrés es una respuesta biolégica a
factores que alteran el equilibrio fisioldgico normal [30]. En los sistemas modernos de
produccioén, los animales se alojan en grupos grandes y homogéneos, en ambientes
cerrados (establos y corrales), que ejercen presion sobre su capacidad de adaptacion.
La sobrepoblacion y la manipulacion humana de los animales, pueden ser causas
de estrés en estos sistemas. Otros factores comunes de estrés incluyen la nutricion
inadecuada, la privacion de agua y/o alimentos, los cambios climaticos y el transpor-
te a lugares donde los ingredientes de los piensos estan mas disponibles o para la
matanza, causando cambios en la estructura social a través de la separacion y mez-
cla de animales durante el transporte. Estos desafios perturban la homeostasis de
los animales y conducen a una respuesta adaptativa que se activa en un intento de
restablecer el equilibrio. Esta respuesta reduce la aptitud de un animal, lo que puede
manifestarse como imposibilidad de lograr estandares de produccién o, de manera
extrema, la enfermedad y muerte.

El estrés puede conducir a importantes cambios en la respuesta inmune y, en
consecuencia, en la susceptibilidad a la infeccion. Por otra parte, produce liberacion
de catecolaminas, lo que lleva a una produccién disminuida de acido y retraso en el
vaciamiento gastrico, con motilidad intestinal y transito coldnico acelerados. Como
consecuencia, el aumento del pH en el estdmago conduce a una mayor probabili-
dad de que los patdégenos de origen alimentario como Escherichia coli, Salmonella y
Campylobacter, sobrevivan al paso gastrico y alcancen viables el tracto gastrointesti-
nal. Adicionalmente, se ha observado un aumento en la permeabilidad de la mucosa
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intestinal en respuesta a estrés psicoldgico vy fisico, que conduce a la translocacion
de microorganismos desde el lumen intestinal a los tejidos. En consecuencia, los ani-
males bajo estrés se vuelven mas susceptibles a infecciones nuevas, y con mayor
probabilidad de transportar patégenos en el tracto gastrointestinal y tejido linfoide
asociado.

Con respecto a la dieta de los animales, es fundamental que aporte los nutrientes
adecuados y en cantidad suficiente segun la edad y el animal del que se trate. Los
cambios en la composicion de la dieta durante el crecimiento animal influyen sobre
la estabilidad de la microbiota intestinal y la susceptibilidad a infecciones. Debido a
esto, son estadio criticos el inicio de la lactancia y el destete en cerdos y rumiantes,
y el cambio de una dieta con alto contenido de fibras a otra con alto contenido de
carbohidratos facilmente fermentables en la etapa de engorde de terneros en feedlot,
lo que lleva a la necesidad de formular las dietas para un cambio progresivo en la
alimentacion.

V. Uso DE ADITIVOS EN LA PRODUCCION ANIMAL

La industria de los alimentos hace esfuerzos para lograr alimentos con mayor di-
gestibilidad, que promuevan una correcta nutricién animal, eviten la acumulaciéon de
alimentos mal digeridos en el intestino vy la proliferacion de patdgenos intestinales.
Dependiendo del animal, el esfuerzo se ha centrado en la obtenciéon de aditivos die-
tarios que contienen una o mas enzimas, entre estas, proteasas, glicosidasas, gluca-
nasas, feruloyl esterasas, y en el desarrollo de inoculantes bacterianos. Estos tienen
la funcion de controlar microorganismos potencialmente patégenos en el alimento,
favorecer la pre-digestion de fibras y reducir factores antinutricionales presentes en
los granos de algunos cereales y leguminosas, como los a-galactésidos, xilanos, ma-
nanos, taninos, fitatos, inhibidores de proteasas, y lectinas vegetales, que interfieren
en una correcta digestion de los alimentos. Otros aditivos actuan directamente in-
hibiendo o destruyendo microorganismos patégenos, como los acidos organicos y
algunos extractos vegetales por su contenido de alcaloides, flavonoides, polifenoles,
0 aceites escenciales, que tienen actividad antimicrobiana [31].

La tendencia ala erradicacion de APC se ha extendido progresivamente en el mun-
do, aunque todavia no se ha logrado sustituirlos de manera realmente satisfactoria.
Los acidos organicosy extractos vegetales con acciéon antimicrobiana, son sélo parcial-
mente efectivos en el control de patégenos y pueden limitar el desarrollo de algunas
bacterias comensales. Las enzimas utilizadas para mejorar la digestion de alimentos,
evitan la acumulaciéon de nutrientes no utilizados en el tracto digestivo y contribuyen
a la nutricién, pero no garantizan una correcta colonizacion y balance microbiano
intestinal necesario para la proteccion frente a infecciones. Las paredes celulares de
levaduras como Saccharomyces cerevisiae, ricas en a-D-mananos y 3-D-glucanos, pro-
mueven un estado saludable estimulando el sistema inmunoldgico y bloqueando la
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adhesion de patdgenos al epitelio intestinal. Sin embargo, su administracion no ne-
cesariamente conduce a una mejora en el estado nutricional del animal. Igualmente,
los oligosacaridos no digeridos por las enzimas digestivas del animal, conocidos
como oligosacaridos prebioticos, pueden estimular selectivamente el desarrollo de
determinadas bacterias intestinales mejorando el balance intestinal y las defensas
del hospedador; sin embargo, los resultados obtenidos al estudiar la promocion del
crecimiento animal con el uso de prebidticos son contradictorios [32]. Finalmente,
los microorganismos utilizados como probidticos, resultan una alternativa con gran
potencial para el reemplazo de APC en la produccién animal. Dado que se incorpo-
ran al ecosistema intestinal como organismos vivos, los probidticos son capaces de
desarrollar en el animal, y establecer interacciones con la microbiota residente y con
el hospedador que resultan en beneficios para el animal. Este concepto se resume en
la definicion de probioticos del Grupo de Trabajo conjunto de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, y la Organizacion Mundial de
la Salud [33]. La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA), distingue a los microorganismos que se utilizan en la alimentacién animal,
no con el término probidticos sino como productos microbianos para alimentacion
directa (DMF, por sus siglas en inglés).

El Codigo de Practicas sobre Buena Alimentacion Animal CAC / RCP 54-2004 de la
Comision del Codex Alimentarius (CAC), agrupa a enzimas, reguladores de la acidez,
oligoelementos, vitaminas, microorganismos, con el nombre de aditivos para piensos,
por lo cual los probidticos para animales quedan incluidos con esta denominacion.

En la UE, los aditivos para piensos se agrupan como aditivos tecnoldgicos; sen-
soriales; nutricionales; zootécnicos; y coccidiostaticos e histomonastatos [34]. Los
probidticos quedan incorporados entre los estabilizadores de la flora intestinal, que
constituyen un grupo funcional entre los aditivos zootécnicos.

V1. MoDO DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS PARA ANIMALES

Actualmente, es posible encontrar diferentes clases de probidticos para animales.
Pueden ser bacterianos o no bacterianos, formadores o no de esporas, de mono o
multiespecies/cepas, aléctonos o autdctonos. Sus efectos en produccion animal se
determinan a través de diferentes indicadores. El nimero de animales infectados por
un determinado patégeno, nimero de animales enfermos, y la mortandad, son indi-
cadores de salud. La cantidad de alimento consumido, ganancia de peso, produccion
de leche o huevos, y la eficiencia alimentaria, son indicadores de produccion. La ca-
lidad de la produccién se mide por indicadores de calidad de los alimentos produci-
dos, como la terneza de la carney la cantidad de grasa depositada [35]. En el intestino,
el efecto de los probiéticos se puede determinar mediante parametros fisiol6gicos,
como la actividad de enzimas digestivas; pardmetros histolégicos, como la morfolo-
gia del epitelio intestinal; y parametros microbioldgicos, como la composicion de las
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poblaciones y la cantidad de metabolitos microbianos producidos

Dependiendo del microorganismo administrado, es posible observar cambios en
el balance microbiano intestinal, con aumento del tamano de algunas poblaciones
especificas capaces de producir &cidos organicos, bacteriocinas, HidrégenoO2, con
actividad antimicrobiana y llevar a la disminucion de otras poblaciones sensibles a
estos compuestos, como ocurre con muchos patdgenos intestinales.

La presencia de algunos probidticos en el intestino, se pone en evidencia al detec-
tar la presencia de actividades enzimaticas del microorganismo usado o el aumento
en la actividad de enzimas propias de las poblaciones estimuladas por el probiético.
Es el caso del aporte de actividad fitasa de algunas bacterias lacticas y bifidobac-
terias, feruloyl esterasas de lactobacilos, a-amilasa, proteasas y celulasas de Bacillus
amyloliquefaciens. El aumento de actividades de enzimas que participan en la diges-
tion de nutrientes puede manifestarse, en el animal, como una mejor conversion del
alimento en masa muscular, lo que conduce al aumento de peso en menor tiempo,
indicando una alimentacion mas eficiente.

Muchos probidticos estimulan el desarrollo y maduracion de la mucosa intesti-
nal. El estudio morfométrico de distintas regiones del intestino permite poner en
evidencia el aumento de altura de las vellosidades intestinales, indicando una mayor
superficie de absorcion de nutrientes, o que promueve el crecimiento del animal.
En muchos casos se detecta aumento de la actividad de enzimas del hospedador
localizadas en el ribete en cepillo, como sacarasa y maltasa, que facilitan la hidrdlisis
de disacaridos y absorcion de azlcares simples (ver Figura 3).

Figura 3. Modo de accién de los probidticos y efectos en el animal.
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Algunos cambios en la estructura de la mucosa intestinal refuerzan la funcion de
barrera frente a microorganismos patégenos. En este sentido, es posible observar
aumento del nimero y tamano de las células caliciformes, productoras del mucus
intestinal, y mayor espesor en la capa de mucus que bordea al epitelio. Algunos pro-
bidticos inducen cambios en el patrén de glicosilacion de las mucinas constituyentes
del mucus, modificando el perfil de bacterias adheridas a él. Tanto la produccion y
secrecion de mucus como los cambios producidos en la glicosilacion de mucinas,
pueden facilitar la eliminacion de patégenos intestinales protegiendo al animal de in-
fecciones. Por otra parte, la administracion de probidticos puede determinar cambios
en el estatus inmunolégico de los animales, modulando pardmetros de inflamacion,
inmunidad celulary humoral.

VII. Uso DE PROBIOTICOS EN LA PRODUCCION ANIMAL

La eficiencia de los probidticos depende de varios factores, como la raza del ani-
mal, sistema productivo, edad del animal, probidtico administrado, dosis usada, y for-
ma de transpote del probiotico.

En la produccion de pollos parrilleros, los probidticos pueden contribuir a la pre-
vension de enfermedades entéricas como salmonelosis [36, 37] y campilobacteriosis
[38], de gran interés por ser causadas por patdégenos zoonoticos. Diferentes géneros de
bacterias probioticas como Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, y Bifidobacterium,
se incluyen en productos probidticos comerciales principalmente por el efecto inhibi-
torio de los acidos lactico y acético que producen. De manera reciente, se ha demostra-
do la capacidad de bacterias del grupo lacteo de Propionibacterium, aisladas de ciego
de gallinas, para inhibir Salmonella [39] por produccion de acidos propidnico y acéti-
co, y competir con el patégeno en la adhesion al epitelio de aves en ensayos ex vivo.
Recientemente, se ha demostrado que la administracion de estas propionibacterias
produce cambios en la morfologfa de la mucosa y patréon de glicosilacion de mucinas
que podrian participar en la proteccion frente a infecciones [40]. Otras enfermedades
infecciosas que causan pérdidas significativas a la produccién son la enteritis necroti-
zante, producida por Clostridium perfringens y las coccidiocis producidas por parasitos.
Bacillus subtilis ha mostrado ser eficiente en el control de clostridios [41] y en combina-
cion con bacterias lacticas y bifidobacterias, en el control de coccidios [42].

Los probidticos también se han utilizado en aves para lograr mejoras en el creci-
miento del animal. En estudios realizados con Bacillus amyloliquefaciens [43], B. sub-
tillis [44], E. faecium [45], y S. cereviciae [46], se obtuvieron mejoras en el crecimiento
de los animales y un mayor desarrollo de la mucosa intestinal, con aumento del drea
de absorcion de nutrientes. Se ha informado también que combinaciones de cier-
tas cepas probidticas de especies como L. salivarius y L. parvulus [37], o especies de
Lactobacillus, Enterococci'y Bifidobacterium [47], lograron aumentar la actividad de
enzimas digestivas del animal. Algunos probidticos, con capacidad para eliminar

194



ELoy ARGANARAZ MARTINEZ - JAIME BABOT - MARIA CRISTINA APELLA - ADRIANA PEREZ CHAIA

factores antinutricionales, como las lectinas vegetales citotdxicas presentes en pe-
quenas cantidades en los alimentos, aumentan indirectamente la actividad de enzi-
mas digestivas [47, 48, 49].

Con respecto a la produccién y calidad de huevos, en términos de peso, espesor
de la cascara, contenido de colesterol, y viscosidad de la albumina, el uso de pro-
bidticos en las granjas ha mostrado efectos variables. Sin embargo, el balance de la
microbiota intestinal hacia una mayor produccion de dcidos grasos de cadena corta
en gallinas ponedoras, podria incrementar el contenido de hierro y calcio en huevos.
Gultemirian y col. [50] han mostrado que el transporte ex vivo de estos minerales a
través del epitelio de gallinas ponedoras, dirigido por acidos acético, propiénico y
butirico, ocurre a las concentraciones alcanzadas durante la fermentacion microbia-
na cecal. Luo y col. [51], mostraron un efecto positivo en la produccion de huevos,
cuando administran Propionibacterium jensenii a gallinas ponedoras.

En la produccion de cerdos, el efecto de probioticos sobre la ganancia de peso
corporal, no siempre ha dado resultados concluyentes. Sin embargo, el uso de dife-
rentes especies de Bacillus ha mostrado en general disminucion de la tasa de conver-
sion alimenticia, como en los estudios de Alexopoulos y col. [52] con BioPlus 2B, un
producto comercial que contiene B. licheniformis'y B. subtilis.

Se han obtenido mejores resultados en el uso de probidticos como promotores
de salud en cerdos. Desde el nacimiento y hasta después del detete, los cerdos son
muy sensibles a infecciones por bacterias patdgenas como E. coli, Clostridium difficile,
Clostridium perfringens, Salmonella y Listeria, ademds de sufrir infecciones por paréa-
sitos y virus. B. licheniformis y B. subtilis incorporados a la dieta de cerdos, reducen la
morbilidad y mortalidad en diferentes estadios de crecimiento [53]. Se ha mostra-
do que B. licheniformis y B. toyonensis reducen la incidencia y severidad de diarreas
post-destete [54]. S. boulardiiy F. acidilactici son efectivos en la reduccion de E. colien
animales destetados [55], mientras Lactobacillus sobrius reduce la incidencia de E. coli
enterotoxigénica en el ileon de cerdos infectados [56].

Los probidticos mas usados en la produccion de rumiantes, incluyen a levadu-
ras como Saccharomyces cerevisiae, bacterias lacticas y propionibacterias. El efecto
de las levaduras no ha sido totalmente dilucidado, pero probablemente producen
cambios en la velocidad y perfil de fermentacion del rumen. Algunas levaduras es-
tabilizan el pH ruminal, favoreciendo el crecimiento de protozoarios que degradan
celulosa; la proliferacion microbiana permite a los rumiantes obtener una fuente de
proteinas y energia adicional al digerir a los microorganismos en el estdmago. Las
levaduras estimulan también el desarrollo de especies como Megasphaera elsdenii o
Selenomonas ruminantium, que consumen lactato disminuyendo el riesgo de acido-
sis ruminal [57]. Otros probidticos, como Propionibacterium sp., producen acidos gra-
sos de cadena corta a partir de lactato, con un efecto similar sobre el pH del rumen.
Las levaduras administradas durante la prefiez mejoran la ganancia de peso y luego
la produccién de leche. Propionibacterias mejoran la ganancia de peso en el ternero
en la etapa del destete.
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En relacion a la salud del animal, Wisener y col. [58], demostraron que los pro-
bidticos previenen la proliferacion y diseminacion de E. coli O157:H57, y que la
combinacién probidtica mas efectiva fue la de L. acidophilus'y F. freudenreichii. La ad-
ministracion de probidticos protege también de diarreas y pérdida de peso causadas
por estrés, y tiene el efecto adicional de reducir la contaminacion ambiental por el
metano generado por los rumiantes.

VIIIl. PROTECCION DEL MEDIOAMBIENTE

La demanda creciente de alimentos ha impulsado el crecimiento de la produc-
cion pecuaria en el mundo, generando fuertes repercusiones ambientales debido a
la contaminacién por desechos y emisiones de gases que derivan de la actividad y
que contribuyen al efecto invernadero. Alrededor del 44% de las emisiones de gases
corresponden al metano, y el resto se distribuye en proporciones similares entre el
CO2 y N20. En total, representan el 14,5% de todas las emisiones generadas por el
hombre [59].

Las principales contribuciones al CO2 relacionadas a la produccion pecuaria, deri-
van de la expansion de tierras destinadas al cultivo de alimentos para animales; pro-
duccion, procesamiento y transporte de los alimentos utilizados; el uso de energfa
para ventilacién o calefaccion en las unidades de producciéon animal; y el procesa-
miento y transporte de los productos pecuarios entre la granja y puntos de venta. Las
emisiones de N2O se generan principalmente del estiércol y otros fertilizantes apli-
cados a los cultivos forrajeros, mientras que el metano se origina en la fermentacion
entérica de animales, principalmente los rumiantes, y durante el almacenamiento y
manejo del estiércol usado como fertilizante.

El ganado vacuno es el principal productor de emisiones de gases. Representa el
65% del total del sector pecuario, y se atribuye en su mayor parte a la produccién de
carne vacuna. La produccion de cerdos, con un 9%, y de pollos, 8%, tiene un aporte
minoritario a la liberacion de gases de efecto invernadero. Para los productores gana-
deros, las emisiones de gases representan una pérdida de energfa, nutrientes y ma-
teria organica del suelo, ya que sugieren la falta de eficacia en el uso de los insumos
de produccioén. El metano liberado por la fermentacion representa energfa del forraje
no aprovechada por el animal. La practica demuestra que, en la produccion animal,
una mayor productividad se asocia a una menor emision de gases. Esto se debe a que
el uso de forrajes de alta calidad, tecnologias de produccién mejoradas y lineas ge-
néticas de alto rendimiento, permiten un mayor aprovechamiento de los nutrientes.

El control de la composicidon o actividad de las poblaciones microbianas del ru-
men, que limite la proliferacion o actividad de metandgenos, ha sido muy estudiado.
El uso de aditivos de distinta naturaleza, como bacteriocinas, acidos organicos como
malico, fumérico, acrilico, extractos de plantas conteniendo taninos o aceites escen-
ciales, y aditivos probidticos, son algunas de las estrategias que se han utilizado. Entre
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los probidticos, los mas estudiados para controlar metandgenos son las levaduras y
los acetdgenos [60]. Las levaduras parecen actuar incrementando la sintesis micro-
biana o estimulando la acetogénesis reductiva, por la cual el hidrégeno necesario
para la produccion de metano seria consumido para la formaciéon de acido acético,
con beneficio adicional para la produccion animal. Sin embargo, en el rumen los ace-
tégenos son menos numerosos que los metandgenos y requieren mayor cantidad de
hidrogeno que estos para reducir el CO2 a acido acético.

Otra estrategia posible consiste en la disminucién de protozoarios productores de
hidrogeno, a los que se asocian los metandgenos. A pesar de ser una estrategia exito-
sa 'y que puede producir cambios estables, la eliminacion de protozoarios del rumen
tiene un efecto negativo en la nutricion del animal por lo que, hasta el presente, esta
metodologia no esta en uso.
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RESUMEN

Los microorganismos probidticos han sido descriptos en estudios
que se caracterizan por estar centrados en distintas poblaciones y dise-
fos. Se trata de un conjunto solido de evidencias acerca de los usos que
reciben los probidticos. A su vez, estos estudios respaldan la idea de que
algunos beneficios pueden ser atribuidos a las especies, més alla de las
cepas. Los probidticos

han sido objeto de mas de 1800 estudios clinicos en humanos pu-
blicados en las

uUltimas décadas, siendo la mayor parte de las revisiones llevadas a
cabo sobre los probidticos

como una categorfa, aunque algunas de ellas estan realizados sobre
cepas especificas.

En este capitulo se revisan los principales hallazgos de estos estu-
dios, y se analizan las diferencias, similitudes, fortalezas y debilidades
entre ellos.
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l. INTRODUCCION

Los probioticos han sido estudiados en una variedad de acontecimientos clinicos.
Este cuerpo de evidencia incluye muchas cepas probioticas diferentes, asi como dosis
y matrices. Estos estudios se caracterizan por estar centrados en distintas poblacio-
nes, y por presentar diferentes disefos y calidad de resultados. Tomados en conjunto,
puede decirse que existe un nivel de evidencia convincente para algunos de los usos
que reciben los probidticos. Existe la necesidad para aquellos que se desempefan en
organizaciones médicas, de politicas publicas y de nutricion, de generar declaracio-
nes de salud elaboradas a partir de la totalidad de la evidencia de los efectos de los
probidticos, para hacer luego recomendaciones que estén debidamente justificadas.
Mas aun, a medida que la evidencia se acumula, se abona el concepto de que algu-
nos beneficios pueden ser atribuidos a grupos de mayor orden taxondémico (a nivel
de especies), mas alld del nivel de “cepas”. Esto respalda la idea de que no todos los
efectos clinicos observados para los probiéticos deben ser considerados especificos
de una cepa, probablemente como consecuencia de la presencia de mecanismos
compartidos entre cepas probidticas taxondmicamente relacionadas. Futuras inves-
tigaciones sobre los mecanismos béasicos de los efectos probidticos, aclararédn hasta
qué punto los mecanismos comunes son los que sostienen los beneficios clinicos
generales.

1. BENEFICIOS DE SALUD DE LOS PROBIOTICOS

La evidencia sobre los efectos benéficos sobre la salud de los probiéticos continua
creciendo. LaTabla T muestra algunos de los beneficios reconocidos. Los probidticos
han sido objeto de mas de 1800 estudios clinicos en humanos publicados en las
Ultimas décadas. El nimero de ensayos realizados con humanos para los mismos
acontecimientos clinicos o puntos finales ha crecido hasta el punto de haberse pu-
blicado numerosas revisiones sistematicas (con o sin meta-analisis), en un intento
por abordar, de una forma no sesgada, la totalidad de la evidencia. Desde la publica-
cion del primer meta-analisis en probidticos en el ano 2000 [1], mas de 200 trabajos
de este tipo han sido publicados, 32 de ellos por Cochrane Database of Systematic
Reviews, instituion que es considerada autora de las revisiones de mayor calidad. La
mayor parte de las revisiones publicadas estan llevadas a cabo sobre los probidticos
Como una categoria, aunque algunas de ellas estan realizados sobre cepas especi-
ficas (por ejemplo, L. reuteri DSM17938, L. rhamnosus GGy Sacchromyces boulardii).
Considerando que algunos beneficios probidticos podrian ser especificos de una
cepa, la combinacion de resultados de cepas probidticas diferentes en un Gnico me-
ta-analisis es un proceso que debe ser realizado con la debida justificacion cientifica
[2]. En la medida en que mecanismos similares sean los responsables de la eficacia
clinica de distintas cepas, entonces es razonable considerarlas (a las cepas) similares
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en relacion con ese efecto clinico; combinar la informacién sobre esos mecanismos
da una imagen Util acerca de los efectos generales de las cepas.

Tabla 1. Panorama acerca de algunos beneficios de los probiéticos sobre las
personas, tal como se establecié en estudios clinicos aleatorizados.

Cepas probidticas

Efectos reportados en la referencia

Beneficio Poblacion ) L Referencia
efectivas indicada
Tratamiento de c6licos en Lactantes L. reuteri Tiempo de llanto diario reducido 25,4 (Sung, D'Amico et
nifios amamantados DSM17938 minutos por dfa al. 2018)
Prevencién de dermatitis Bebés Diferentes cepas Los probidticos durante el embarazo (Zhang, Hu et al.
atépica e hipernsensibilidad tardio (luego de la semana 36) y lactan- | 2016)
alimentaria cia (primeros meses) podrian reducir el
riesqo relativo de eczema en un 22%.
Los probicticos administrados prenatal-
mente y postnatalmente podrfan reducir
el riesgo relativo de hipersensibilidad
alimentaria en un 23%
Prevenir la enterocolitis Bebés Diferentes cepas Los probidticos podrfan reducir el riesgo | (Alfaleh and
necrotizante prematuros relativo de enterocolitis necrotizante en Anabrees 2014)
un 57% y el riesgo de mortalidad en
un 35%
Tratamiento de diarrea aguda | Bebés, nifios | L. rhamnosus GG Los probidticos podrian reducir la (Szajewska,
duracion de la diarrea aguda en bebésy | Skorka etal.
nifos en ~1 dia 2013)
Manejo de sintomas ocasio- | Adultos B animalis subsp. lactis | NNT=9.6 (Eskesen,
nales de constipacion BB-12 Jespersen et al.
2015)
Manejo de sintomas de Nifios, adultos | Streptococcus thermo- El consumo de cultivos vivos en el (EFSA Panel EFSA
intolerancia a la lactosa philus y L. bulgaricus yogur mejora la digestin de la lactosa sobre Productos

strains

presente en el propio yogur, en individuos
con intolerancia a la lactosa. £l yogur
debe contener al menos 108 CFU vivas
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
y Streptococcus thermophilus por gramo.

Dietéticos, 2010)

Reduccién de la indicendia

y duracion de enfermeda-
des infecciosas comunes
(tracto respiratorio superior y
gastrointestinal)

Nifios, adultos

Diferentes cepas

Los probicticos podrian reducir la dura-
(6n media de los episodios de infeccion
de tracto respiratorio en 1,9 dfas, asf
como el tiempo de uso de antibiticos y
a duracién de las ausencias en a escuela,
producto de los resfrios

(King, Glanville et
al. 2014)

(Hao, Dong et al.
2015)

Prevenir la diarrea asociada al
uso de antibidticos

Nifios, adultos

Saccharomyces boulardii
L. thamnosus GG

L. casei DN114001

L. acidophilus CL 1285+L.
casei L BCBOR-+L. rham-
nosus CLR2

NNT=10 para nifios

(Goldenberg,
Lytvyn etal.
2015)

(Gai, Zhao et al.
2018)
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Beneficio Poblacién Cepas prqbiéticas Efectos repor.tad.os en la referencia Referencia
efectivas indicada

Extender la remision de la Adultos Lactobacillus, Bifidobac- | NNT=8 (Naidoo, Gordon

colitis ulcerosa terium'y S. thermophilus etal. 2011)

strain mixture

Mejorar la eficacia terapéutica | Mujeres L. rhamnosus GR-1+L. NNT=3.7 (Anukam,

de los antibiticos en la vagi- | adultas reuteri RC-14 Osazuwa et al.

nosis bacteriana 2006) (Martinez,

Franceschini et al.
2009)

Reducirel LDL Adultos L. reuteriNCIMB 30242 | Reduccion del LDL en un 11.64%y del (Jones, Martoni
colesterol total en 9.14% en adultos etal. 2012)
hipercolesterolémicos

Prevenir la diarrea por Nifios, adultos | Saccharomyces boulardii | NNT=41 para nifios y adultos hospita- (Goldenberg, Yap

(lostridium difficile L. thamnosus GG lizados etal. 2017)

L. casei DN114001

L. acidophilus CL 1285+
casei LBC8OR-+L. rham-
nosus CLR2

Prevalencia reducida de caries | Bebés, nifios | L. reuteri (Martin-Cabezas,

y gingivitis. Manejo de los Davideau etal.

sintomas de enfermedad 2016)

periodontal. (Stensson, Koch

etal. 2014)

Las filas sombreadas indican beneficios para individuos sanos. Adaptado de Sanders, Merenstein,
Merrifield and Hutkins, Nutrition Bulletin, to be published online Aug 9, 2018.

Un trabajo sobre L. reuteri DSM17938 en el tratamiento de cdlicos infantiles, fue
un estudio del tipo meta-analisis con datos crudos (IPDMA, por las siglas en inglés
para Individual Participant Data Meta-Analisis). Los IDPMA son métodos especialmen-
te confiables para revisar evidencia de ensayos clinicos, porque son realizados por
equipos de colaboradores que tipicamente incluyen a los investigadores principales
que llevaron a cabo los estudios individuales, y porque los protocolos de analisis pue-
den ser realizados sobre el conjunto de datos a nivel individual de cada ensayo, y no
sobre resimenes acumulados. Estas ventajas ayudan a asegurar datos comprehensi-
VOS Yy precisos, y permiten realizar analisis que brindan estimaciones mas precisas de
los efectos de los tratamientos dentro de distintos subgrupos [4, 5]. Por ejemplo, un
IPDMA realizado con L. reuteri DSM17938 reveld que los efectos del tratamiento eran
muy beneficiosos entre lactantes, pero estadisticamente insignificantes entre nifos
que toman leche de férmula [3].

La mayoria de los meta-analisis sobre probidticos concluyen que se necesita mas
evidencia. Esto puede ser porque: los estudios incluidos tenian alto riesgo de sesgo;
inhabilidad para concluir cudl es la cepa o dosis éptima para el efecto estudiado; o
porque el nimero total de individuos estudiados deberia mayor para agregar con-
fianza a las conclusiones. Otra limitacion de los estudios sobre probidticos puede ser
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la imposibilidad para predecir cudles son las caracteristicas que deben tener los indi-
viduos para responder al tratamiento. Ajustar los criterios de inclusion de individuos
en los estudios, de modo de incorporar solamente aquellos que probablemente res-
pondan, reduciria el numero total de individuos necesarios para obtener resultados
confiables, y permitirfa tener una mejor idea de la magnitud del efecto, para el grupo
de individuos respondedores.

Cualquier intervencién, incluyendo la administracién de probidticos, puede benefi-
ciar a algunas personas pero no a otras. Esto se refleja en el pardmetro “ndmero necesa-
rio a tratar” (NNT, por las siglas en inglés de necessary number to treat). EI NNT se refiere
al nimero de personas que deberian someterse a la intervenciéon, de modo que una
de esas personas se beneficie de la misma. Cuanto mas bajo sea el NNT, mas factible
es que cualquier persona que se someta a la intervencion, se beneficie. La Tabla 1 enu-
mera algunos de los NNT calculados a partir de ensayos clinicos. Es Util considerar el
valor del NNT en comparacion con el nimero de individuos necesario para producir un
eventual dafo. Los probidticos tradicionales que derivan de los géneros microbianos
habituales Lactobacillus, Bifidobacterium y Saccharomyces tienen potenciales e infimos
efectos adversos. En lineas generales, son seguros para la poblacién en general, y han
sido asociados con muy pocos incidentes adversos. En consecuencia, el campo de los
probidticos, al menos con las cepas probidticas tradicionales, se caracteriza por algunos
beneficios respaldados por mucha evidencia —en algunos casos todavia con evidencia
en desarrollo—, pero muy poca evidencia de efectos adversos.

I11. BENEFICIOS DE SALUD DE LOS PROBIOTICOS EN INDIVIDUOS SANOS

Los probidticos han sido estudiados en una amplia variedad de sujetos, tanto sa-
nos como aquellos presentando alguna patologia. Ejemplos del uso de probiéticos
para tratar individuos enfermos, incluyen el tratamiento de candidiasis vulvovaginal
[4], el tratamiento de encefalopatia hepdtica crénica o aguda [5], el tratamiento de
la pouchitis [6], de la diarrea aguda o persistente en nifios [/, 8], del eczema [9] y de
la diarrea infecciosa [10]. Los probidticos también han sido estudiado en prevencion,
como en el caso de la enterocolitis necrotizante en recién nacidos prematuros [11]y
la prevencién de la diarrea inducida por radiaciéon en el tratamiento con radioterapia
de pacientes con cancer abdominal o pélvico [12].

También se han llevado a cabo estudios en poblacién sana, enfocados en la pre-
vencion de enfermedades en individuos sanos o en poblaciones de riesgo, o en el
manejo de condiciones subclinicas. Este tipo de estudios se han vuelto mas comu-
nes, en parte porque la investigacion en esas poblaciones es requerida por las agen-
cias regulatorias de muchos paises para respaldar las reivindicaciones o alegatos de
salud que se hacen sobre los probidticos. A pesar de este cuerpo de evidencias, existe
una percepcion equivocada de que los probidticos no poseen efectos benéficos en
personas sanas. Un articulo recientemente publicado en la revista Scientific American,
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afirmo que “aunque ciertas bacterias ayudan en el tratamiento de desérdenes intes-
tinales, no tienen beneficios conocidos en individuos sanos” [13]. Esta conclusion es
una valoracién incorrecta de la evidencia disponible.

Varias lineas de evidencia documentan efectos probiéticos en la prevenciéon de
enfermedades en individuos razonablemente sanos. Por ejemplo, se ha demostra-
do que los probidticos pueden prevenir infecciones del tracto respiratorio superior
(abreviadas URTI, por sus siglas en inglés) [14]. Esta revisién Cochrane afirma que “los
probidticos son mejores que el placebo para reducir el nimero de participantes que
experimentan episodios de URTI, en un 47%, y reducen la duracién de cada episodio
de URTI en aproximadamente 1,89 dias” Las columnas en gris de la Tabla 1 muestran
los beneficios aplicables a las personas sanas.

Aunque se hayan establecido beneficios para individuos sanos, los estudios al dia
de hoy sugieren que los mismos no estan mediados por la habilidad de los probioti-
cos para cambiar la estructura general de la comunidad microbiana del intestino. Un
estudio realizado en 2016 por Kristensen y colaboradores [15] concluyd que no hay
impacto de los probidticos en la composicion de la microbiota fecal en individuos
sanos. Es importante notar, sin embargo, que esto no significa que no haya beneficios
hacia la salud en individuos sanos [16]. Mas aun, estos estudios solamente hicieron
foco sobre la microbiota fecal, asi que no se sabe a ciencia cierta si ocurre algun
cambio en la composiciéon de la microbiota en el intestino delgado, o en el intesti-
no grueso proximal. Adicionalmente, los probidticos pueden tener impacto positivo
en la salud por mecanismos independientes de la estructura de las comunidades
microbianas fecales. Por ejemplo, la habilidad para modificar la funcion de la micro-
biota, podria ser mas importante que la habilidad para cambiar la composicion de
la misma [17, 18]. Se sabe que los probidticos interaccionan directamente con las
células inmunes del hospedador, una accion que tiene el potencial para fortalecer la
resistencia a patdbgenos y para reducir la inflamacion y alergia. Los probiotios podrian
producir moléculas antimicrobianas especificas que directamente inhiben a los pa-
tdgenos, que no necesariamente son miembros predominantes de la microbiota. Los
probidticos pueden promover una barrera intestinal mas efectiva, podrian regular la
homeostasis intestinal, mejorar la regularidad de las deposiciones [19, 20] y producir
mediadores neuroquimicos, por ejemplo, y todo ello sin cambiar la estructura gene-
ral de la comunidad microbiana fecal.

IV. MANEJO DEL SESGO EN ESTUDIOS SOBRE PROBIOTICOS

Muchos de los estudios sobre probiéticos realizados durante todas estas décadas
han sido financiados por compafias con un interés en el resultado. Una busqueda en
la base de datos de ensayos clinicos, clinicaltrials.gov, sugiere que aproximadamente
un tercio de todos los ensayos actuales sobre probidticos estan financiado por la
industria. No es poco habitual que algunos cientificos y periodistas especializados

209



CapituLo 10 - PROBIOTICOS: BENEFICIOS BASICOS Y MECANISMOS COMUNES

sugieran que los estudios financiados por la industria estan inherentemente sesga-
dos, y deberian ser descartados, aun cuando los sectores industriales que financian
esta clase de estudios cada vez mas estan tomando medidas que reducen ese sesgo
eventual. Las guias generales para reportar (y por ende, para conducir) un ensayo
clinico, estén disponibles [21]; también esta disponible un trabajo que habla de espe-
cificamente sobre la realizacion de estudios clinicos con probidticos [22]. Los ensayos
deberian ser registrados previamente al reclutamiento de los participantes, ante una
organizacion de registro de ensayos (por ejemplo, clinicaltrials.gov, la International
Clinical Trials Registry Platform, etc). El proceso de registro de ensayos establece una
historia de dicho ensayo, su disefio, sus objetivos (primarios y secundarios), los deta-
lles de financiamiento y otros aspectos, que proporcionan transparencia y desfavore-
cen cambios post hoc, que podrian dar un giro en los resultados. Etapas posteriores
incluyen las premisas de que ningun ensayo deberia permanecer no-divulgado a
causa de resultados no favorables; el patrocinador del estudio deberia dar control
sobre la publicacién al investigador principal; todos los conflictos de interés deberian
ser declarados en los informes de resultados; finalmente, todas las comunicaciones
concernientes al estudio deberfan ser justas con los resultados obtenidos. Este punto
parece —en la era de la publicidad instantdnea— ser una fuente habitual de sesgo, y no
se limita a la industria promoviendo sus propios intereses. Las universidades, revistas,
e investigadores, son habitualmente responsables de elegir encabezados o titulos
para atraer la atencion del lector, mucho més promisorios de lo que en realidad refle-
jan los resultados de sus estudios.

V. MECANISMOS COMPARTIDOS Y BENEFICIOS CENTRALES DE PROBIOTICOS

Es casi un axioma en el campo de los probidticos que los efectos benéficos son
especificos de cada cepa. Sin embargo, con la creciente evidencia clinica, esta claro
que muchos beneficios clinicos asociados con los probidticos no se limitan a una Unica
cepa [23]. Los datos disponibles pueden, en cambio, ser interpretados como una ex-
presion de la existencia de mecanismos subyacentes compartidos, que resultan en el
efecto clinico, presentes en muchas cepas de una misma especie [24]. Los mecanismos
compartidos podrian incluir la produccion de acetato o lactato, la presencia de estruc-
turas de suprficie celular que interaccionan con las células inmunes del hospedador, la
presencia de proteinas que se unen al mucus y que refuerzan la persistencia en el tracto
digestivo, o la produccion de bacteriocinas especificas anti patdbgenos [25].

Es muy probable que para cualquier cepa probidtica, muchos mecanismos ope-
ren concertadamente para alcanzar el efecto clinico. Sin embargo, un beneficio clini-
co particular podria ser alcanzado por un mecanismo predominante. Las cepas que
expresen este mecanismo, expresen o no otras funciones menos esenciales, podrian
desempenarse de modo similar, en términos generales y en relacion con dicho be-
neficio clinico.
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V1. IMPLICANCIAS CIENTIFICAS Y REGULATORIAS DE LOS MECANISMOS
COMPARTIDOS ENTRE TAXONES PROBIOTICOS

En la actualidad, los requerimientos regulatorios para el desarrollo y comercia-
lizacion de una droga probidtica, 0 un agente bioterapéutico vivo, son razonable-
mente claras. Pero los caminos para el desarrollo y comercializacion de un alimento
probidtico, de un suplemento alimentario o un producto de salud natural, no tanto.
En relacion con la comunicacion de los beneficios de salud de los probidticos, los
marcos regulatorios de los diferentes pafses difieren en cuanto a qué tipo de reivin-
dicaciones o alegatos de salud estan permitidos [26, 27], los requisitos para aprobar
esas reivindicaciones, y el tipo de evidencia necesaria para permitir tal alegato [28].
Un ejemplo de la falta de alineamiento entre la ciencia y la perspectiva regulatoria
se encuentra en la Unién Europea. La UE no ha aprobado aun ninguna revindicacion
de salud para los probidticos, con excepcion de los cultivos de yogur, para los cuales
se puede comunicar que son capaces de reducir los sintomas de la intolerancia a la
lactosa (EFSA, 2010). Esta situacion ha conducido a la mayoria de los paises miem-
bros de la UE a concluir que como el propio término “probidtico” tiene implicito un
beneficio de salud, y como ningun beneficio de salud ha sido aprobado aun, en-
tonces el uso del término “probidtico” queda prohibido en el rotulado. Sin embargo,
como se discutié antes en este documento, un panel de consenso conformado por
expertos analizé la totalidad de datos acumulados en un grupo de especies de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y concluyd que es razonable esperar algun
beneficio de salud para ciertas especies [29]. Las implicancias de esta interpretacion
de la evidencia cientifica es que no serfa confundir a los consumidores al utilizar la
palabra “probidtico”en un producto que proporcione una cantidad minima (10° UFC
totales por porcion de alimento) de una cepa viva de alguna de las especies con-
sideradas (Bifidobacterium adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve y B. longum)
y Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L.
plantarum, L. rhamnosus y L. salivarius). Los expertos también concluyeron, sin embar-
go, que las reivindicaciones de cualquier beneficio més alld de “contiene probidticos”
deberfan ser demostradas con una evaluacion clinica especifica de cepa.

El marco regulatorio a los alimentos y suplementos probidticos varia entre dife-
rentes regiones y aun entre paises vecinos. No existe una armonizacion global de
la definicion del término “probidtico” ni un acuerdo sobre el criterio minimo que un
producto debe satisfacer para ser rotulado como “probidtico”. Una propuesta reciente
de la comision del Codex Alimentario esta apuntando a corregir esta situacion. Una
propuesta para el desarrollo de armonizadas sobre el uso de probidticos en alimen-
tos y suplementos dietarios fue presentada en Berlin en diciembre de 2017, por la
Asociacion Internacional de Probidticos (IPA, por sus siglas en inglés). Esta propues-
ta tiene el potencial para mejorar la calidad de los productos ofrecidos, promover
un mercado competitivo, y proteger globalmente a los consumidores de productos
fraudulentos.
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VII. EL FUTURO DE LOS PROBIOTICOS

El campo de los probidticos esta preparado para un avance considerable. Las in-
vestigaciones sobre el microbioma humano han permitido identificar muchas condi-
ciones donde la microbiota de los pacientes difiere de aquella de los individuos sanos.
Esto ha llevado a formular la hipdtesis de que nuestros microorganismos residentes
tienen un papel fundamental en la génesis o el desarrollo de las enfermedades, aun-
que en la mayoria de los casos la causalidad no ha sido debidamente determinada.
Sabemos que la microbiota difiere en individuos con ciertas enfermedades respecto
a individuos sanos, pero no sabemos si esas diferencias contribuyen a la enferme-
dad, o son consecuencias de la misma. Existen ciertos factores confusores, como las
medicaciones, la diarrea/constipacion y el estado de salud general de los pacientes,
que impactan en la microbiota fecal. En este sentido, hay un gran interés en evaluar
la hipotesis de que ciertos microorganismos probidticos podrian corregir la disbiosis
de la microbiota, obteniendo beneficios clinicos.

Los esfuerzos de investigacion estan enfocados mas alla de los probidticos tradi-
cionales, en la bUsqueda de nuevos microbios que puedan efectivamente atenuar
enfermedades, o directamente evitar su aparicion. Los microbios que son miembros
de la microbiota humana “sana’, han sido identificados y son objeto de estudio. Por
ejemplo, Akkermansia mucinophila (Cani and de Vos 2017) [30] y Eubacterium hallii
(Udayappan, Manneras-Holm et al. 2016) [31] estan siendo evaluados por su habili-
dad para mejorar la sensibilidad a la insulina. Otros usos novedosos de los probidticos
incluyen mejorias en condiciones psicosociales (ansiedad, depresion, humor) (Taylor
and Holscher 2018), [32] salud de la piel (Levkovich, Poutahidis et al. 2013) [33], peso
corporal (John, Wang et al. 2018) (Crovesy, Ostrowski et al. 2017) [34, 35], salud me-
tabdlica en mujeres embarazadas (Zheng, Feng et al. 2018) [36], y nutricion animal
(Markowiak and Slizewska 2018) [37]. Los probidticos podrian mejorar los parametros
de crecimiento infantil (Onubi, Poobalan et al. 2015) [38] y reducir la incidencia de en-
fermedades infecciosas (Panigrahi, Parida et al. 2017) [39] en paises en desarrollo don-
de la malnutricion puede ser prevalente. Se estan implementando a la vez programas
gubernamentales dirigidos a introducir productos lacteos conteniendo probidticos
en comunidades necesitadas (Reid, Kort et al. 2018) [40], incluso en Argentina (Villena
y col, 2012; Bortzy Thomas, 2017) [41,42]. Otro campo en desarrollo para la interven-
cion con probidticos, es el uso de estos microorganismos como parte de los esfuer-
70s en casos de desastre (Koehlmoos 2010). Los probidticos podrian tener un papel
en el acortamiento de los plazos de recuperacién en condiciones tales como diarrea
infecciosa aguda pediatrica, diarrea persistente, y también pueden ayudar a prevenir
infecciones respiratorias y gastrointestinales.

Un concepto que estd evolucionando en el campo de los probidticos y de los
alimentos fermentados conteniendo microorganismos vivos, desde la perspectiva de
la salud publica, es el valor de las guias dietarias que los incluyan (Hill and Sanders
2013, Sanders, Lenoir-Wijnkoop et al. 2014) [43, 44]. En la actualidad, pocos paises
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reconocen el valor de consumir microorganismos vivos (Smug, Salminen et al. 2014)
(Ebner, Smug et al. 2014) [45, 46]. No obstante, la evidencia muestra cada vez mas,
respaldada por hipotesis fuertes que surgen a partir de los estudios del Microbioma
Humano, que el consumo de microorganismos “seguros” vivos esta asociado con la
salud. La junta académica de directores del ISAPP recomendd al Comité Asesor de las
Gufas Dietarias de los EE.UU. que analice la evidencia disponible sobre el impacto de
los alimentos que contienen cultivos vivos y activos en el mantenimiento de la salud
a largo plazo, y en la reduccion del riesgo de enfermedad (http://www.health.gov/
dietaryguidelines/dga2015/comments/readCommentDetails.aspx?CID=61; https://
www.regulations.gov/document?D=FNS-2018-0005-4366). El tiempo dira silas agen-
cias encargadas de promover la politica publica incorporan el concepto de que con-
sumir microorganismos vivos, incluyendo a los probidticos, debe ser recomendado.

VIIl. CONCLUSIONES

La evidencia que respalda el rol de los probidticos en la salud intestinal ha alcan-
zado niveles suficientes para llevar a cabo revisiones con peso estadistico. Cada dia se
acumula mas evidencia que respaldan los beneficios intestinales y mas alla del intes-
tino. La relativa falta de comprensién de esta evidencia por parte de los entes regu-
latorios y de salud publica dificulta la llegada de estas alternativas a poblaciones que
podrian beneficiarse de informacion clara y precisa sobre los probidticos. Esfuerzos
continuos de comunicacion por parte de organizaciones cientificas tales como la
ISAPP (www.ISAPPscience.org) posiblemente clarifiquen la informacién confusa que
circula entre consumidores y profesionales de la salud acerca de los probidéticos, y
faciliten un uso basado en la evidencia.
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RESUMEN

El mercado de los probidticos continua teniendo un crecimien-
to sin precedentes, afo tras afo. En calidad de “La Voz Global de los
Probiodticos®; la Asociacion Internacional de Probidticos (IPA, por sus
siglas en inglés) y sus muchos colaboradores, tienen una perspectiva
sobre los datos de mercado que muestran no solo que el mismo ha cre-
cido durante los Ultimos 3 a 5 anos, sino que también seguira creciendo
durante los siguientes 5 afos. La evolucion del sector de probidticosy su
metedrico ascenso estan permanentemente sostenidos por los trabajos
cientificos publicados en torno a los beneficios del consumo de probié-
ticos. Mas alla de una industria que crece, basada en trabajos cientificos,
este progreso no ocurre sino con numerosos desafios. En este capitulo
se explora el crecimiento de la industria de los probioticos, y se analiza
cOmo este crecimiento supera al de otros suplementos o ingredientes
funcionales para alimentos. Consecuentemente, este capitulo también
se dedica a analizar la variabilidad de los marcos regulatorios de diferen-
tes regiones del mundo, que —por momentos- se desarrollan indepen-
diente del crecimiento tecnolégico y cientifico que este sector ha visto
durante los ultimos afnos.
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l. INTRODUCCION

I.A. PROBIOTICOS; UN MERCADO QUE EXPERIMENTA UN CRECIMIENTO SIN
PRECEDENTES

Este capitulo estd centrado en definiciones y marcos regulatorios de los probio-
ticos y los productos que los contienen. Por lo tanto, son necesarias las siguientes
definiciones.

Suplementos probidticos: se trata de microorganismos benéficos (usualmente
bacterias) que son comercializadas, generalmente en forma deshidratada, en cap-
sulas, pastillas, comprimidos o polvos, y pertenecen principalmente a los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium. Las bacterias probidticas modifican favorablemente el
balance de la microbiota intestinal, inhiben el crecimiento de bacterias nocivas, pro-
mueven la buena digestion, refuerzan el sistema inmune, incrementan la resistencia
a infecciones, solo por mencionar algunos de los beneficios ya probados. Este grupo
incluye ciertas formas de suplementos dietarios, e incluye también a los probidticos
basados en Saccharomyces boulardii. £l término “suplementos probidticos” excluye a
productos como yogures con pre o probidticos. El término también excluye a los
prebidticos.

Yogures probiéticos: se consideran yogures pre/probidticos todas las variantes de
yogures con cepas probidticas y/o prebidticos agregados, debidamente documenta-
dos. Las cepas genéricas probidticas incluyen —pero no se limitan a— Lactobacillus aci-
dophilus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus casei, entre otros. Los microorganismos
probidticos documentados son denominados con un cédigo alfanumérico adicional
a la especie, que designa la cepa; estos son (pero no se limitan a): Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12 (Chr. Hansen), Bifidobacteriunm lactis DN 173010, también
conocido como Bifidus ActiRegularis (presente en el producto Activia de Danone),
Bifidobacterium lactis HNO19 (Danisco), L. acidophilus LA-5 (Chr. Hansen), L. acidophilus
NCFM (Danisco), L. rhamnosus LGG (Valio), L. rhamnosus HNOO1 (Danisco), L. para-
casei 431 (Chr. Hansen), L. paracasei/casei Shirota (propiedad de Yakult), L. paracasei
DN114011 (propiedad de Danone, DanActive), L. plantarum 299V (Probi AB). Por su
parte, la mayor parte de los prébidticos son oligosacaridos, como los fructooligo-
sacaridos (FOS), xylooligosacaridos (XOS), polidextrosa, galactooligosacaridos (GOS),
lactulosa, tagatosa e inulina.

Los analistas de la industria han intentado anticipar las ventas y el crecimiento,
pero cada vez que se detienen a mirar, los nimeros han evolucionado. La IPA colabo-
ra con varias compafias de data mining, y fuentes de informacién. Para este capitulo,
nuestro estimado acerca del mercado de probidticos —tanto en forma de alimentos
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como en forma de suplementos— cerrd el afo 2017 en los 42,5 billones de ddlares
[1]. Se anticipa que ese numero crecerd a 50 billones de dolares, y hemos estimado
que sera tan alto como 70 billones de doélares dentro de los proximos 7 afios. Una
predisposicion creciente hacia los alimentos funcionales, junto con consumidores
que se inclinan hacia la medicina preventiva, al tiempo que su conocimiento y uso se
expande globalmente, hace que la industria probidtica sea estimada en 77 billones
de dodlares para el ano 2025 [2] (ver Figura 1). La tendencia demogréfica es uno de
los factores contribuyentes al crecimiento del mercado de los probiéticos. Una po-
blacion que envejece y vive mas tiempo, y que busca estilos de vida mas sanos, en
combinacién con una mayor disponibilidad de informacién y mayor conocimiento
de los beneficios y la eficacia de los probiéticos, han promovido este mercado [3]. Los
consumidores informados estan adoptando medidas preventivas. Con los costos de
salud alcanzando los trillones de dolares, y representando entre el 10y 20% del PBI de
numerosos paises [4] los consumidores mas informados estdn comenzando a darse
cuenta de la importancia de las intervenciones preventivas.

Figura 1. Prediccion del crecimiento de la categoria “probiéticos’, al afo 2022.
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Algunos de los sectores que deben ser considerados dentro de este crecimiento
son los alimentos que contienen probidticos naturales —como el yogur-, las leches
fermentadas y productos fortificados con probidticos, tales como bebidas, barras de
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cereal/proteinas, y sauerkraut o kimchi, por nombrar algunos. Es igualmente impor-
tante incluir o considerar a los suplementos dietarios dentro de este grupo, puesto
que estos no solo estan sufriendo cambios en sus formatos y sistemas de administra-
cion, sino que ademds estan cambiando los marcos regulatorios que afectan como
se desarrollan sus respectivos mercados [5]. La mision y alcances de la AP se con-
centran exclusivamente en el segmento de los probidticos de uso humano; el seg-
mento de uso veterinario estd creciendo también a un paso fervoroso, puesto que
los probidticos son cada vez mas utilizados en alimentos para la producciéon animal,
en reemplazo de los antibidticos, y suimportancia no debiera ser, bajo ningun modo,
menospreciada.

Los diferentes pafses y regiones son muy particulares en cuanto a cuéles son las
fuentes de probidticos que prefieren. Algunas personas prefieren formas autéctonas
de alimentos fermentados, como el kimchi en Corea del Sur, el yogur en Europa o las
leches agrias en los paises de Medio Oriente, como fuentes de microorganismos be-
neficiosos, antes que los suplementos [6]. A medida que la mayor parte de las dietas
cambian, incluyendo mas alimentos empaquetados y procesados, la demanda de
suplementos se vera cada vez mas estimulada también. Por el contrario, lo opuesto
también es cierto en areas del mundo donde los alimentos ricos en probidticos o
productos fermentados no han sido incorporados, en los que puede observarse una
rapida aceptacion y crecimiento del consumo de ese segmento; ejemplos de este
fendomeno son el kefiry la kombucha, que han sido incorporados (incluso) al vocabu-
lario de los consumidores norteamericanos [7].

Los probidticos son consumidos de muchas maneras, vy las preferencias de los
consumidores varian entre regiones. La segmentacion del mercado de los probié-
ticos varfa segun sean incorporados a alimentos, suplementos o bebidas. Los ali-
mentos que contienen probidticos pueden ser lacteos (yogur bebible o firme) y no
lacteos (bebidas vegetales fermentadas). Es sabido que —globalmente- el grueso del
consumo de probidticos es en forma de yogur [8] (ver Figura 2). Esta informacion
es dificil de reunir, principalmente luego de que en Europa se prohibio el uso del
término “probidtico’; sin embargo, analistas contratados por la AIP rastrearon todos
los yogures probioticos conteniendo la declaracion de “probidticos”en la etiqueta, la
declaracion de “cultivos vivos’, o la especificacion e identificacion de las cepas pro-
bidticas utilizadas, en el rotulo. Los analistas también buscaron en las listas de in-
gredientes para encontrar cualquier cepa probidtica, si acaso esta no hubiera sido
claramente mencionada en la etiqueta. Adicionalmente, los cultivos iniciadores (o
starters) para yogures también fueros incorporadas en estas cifras, siempre y cuan-
do estuvieran adecuadamente indicados en la etiqueta o en la lista de ingredientes.
Independientemente de la prohibicién que pesa sobre el término “probidtico’, hay
todavia una gran cantidad de marcas en Europa que comercializan probioticos de
diferentes maneras; estas marcas ofrecen productos que contienen cultivos vivos,
microorganismos o “biocultivos vivos”. Todos estos tipos de yogures han sido consi-
derados probidticos para los célculos antes mencionados.
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Figura 2. Consumo de probidticos y desgloce regional.
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Se observa el predominio del yogur, principalmente en la regién de Asia.

La segmentacion de la categoria de productos probidticos, y de su mercado, tiene
diferentes interpretaciones y significados dependiendo de las fuentes con las que la
IPA trabaja. Con el objetivo de ganar transparencia, hemos intentado aqui delinear
toda la segmentacion de la categoria, y de listar las regiones [9].

Il. SEGMENTACION DEL MERCADO Y DE LA CATEGORIA DE PRODUCTO

i. Alimentos probidéticos

a. Lacteos
- Yogures (firmes o que se consumen con cuchara), quesos,

b. No lacteos, y alimentos fermentados

- Kimchi, Sauerkraut, Tempeh, salchichas,
¢. Cerealesy alimentos horneados

- Masa agria, pan

d. Alimentos deshirdatados
- Barritas con probidticos, frutas deshidratadas, barritas de protefnas

ii. Suplementos probidticos
a. Suplementos dietéticos
- La clasificacion depende de la region; el formato es el mismo

b. Nutrientes especiales
- Pueden ser alimentos, o alimentos con propdsitos médicos especiales, o

alimentos medicinales
c. Férmulas infantiles
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iii. Bebidas probidticas
a. Lacteas
- Yogures bebibles, leches agrias, kefir
b. No-lacteas
- Kombucha, té, soja

l1l. SEGMENTACION DEL MERCADO EN AREAS ESPECIFICAS DEL MUNDO

i. Norteamérica
a. EE.UU, Canada, México

ii. Europa
a. Europa Occidental, Europa Central
- Reino Unido, Italia, Francia, Suecia, Finlandia
b. Europa del Este
- Incluye Rusia

iii. Asia
a. Incluye China, Japon e India

iv. Latinoamérica
a. Incluye Brasil

v. Medio Oriente y Africa
a. Medio Oriente
b. Africa

Tabla 1. Estimaciones del mercado probidtico y predicciones por regién [10].

Estimaciones y predicciones por aplicacién, del mercado probidtico en EE.UU. (2014-2025, en millones de ddlares)

Aplicacién 004 2015 006 2017 1028 2019 200 2021 202 203 204 2005 (zgfgs)
Mimentosprobidticos 5627 5899 6194 6515 6864 7249 7679 8151 8675 967 9944 10719 66%
Bebidasprobidticas 45200 47696 50421 53387 56634 60221 6432 68652 73581 79158 8553 92892  73%
suplementosdietarios 170 50003 3321 23770 2531 2721 20003 31272 33008 36469 39638 4380  79%
probidticos

Total 70607 74587 78936 83672 88860 9459.1 101005 10,8075 11,594 124894 135135 146892  74%
Estimaciones y predicciones por aplicacion, del mercado probidtico en Europa (2014-2025, en millones de ddlares)

Aplicacién 004 2015 006 2017 1028 2009 200 2021 202 203 204 2005 (28@5)
Mimentosprobidticos 5796 5680 5582 5501 5430 5368  S31 S78 5157 569 5306 537 -02%
Bebidasprobidticas 71295 70093 69100 68321 6764 67105 66607 66420 66375 66740 67444 68315  01%
Splementosdietarios .y, 735 g3 736 710 9S85 7107 7S T8 TME M7 07%
probiéticos

Total 84402 83005 81855 80958 80205 7957 79002 78806 78778 79236 80098 81159  02%
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Estimaciones y predicciones por aplicacion, del mercado probidtico en Asia del pacifico (2014-2025, en millones de ddlares)

(CAGR
(2018-25)

Alimentos probiéticos ~ 1,1746 12360 13068 13855 14731 15692 16778 18007 19415 21012 22824 24837 7.7%
Bebidas probidticas  13,806.5 14,6101 155337 165622 17,7085 18969.7 203%.6 22,0124 238664 259721 283675 31,040.6 83%

Suplementos dietarios
probiéticos
Total 16/489.9 17,4463 18,5454 19,769.4 21,1335 22,6340 24331.6 26,253.7 28,459.1 30,9635 33,8121 369904  83%

Aplicacién 2014 2015 2016 2017 1028 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025

15088 16002 17050 18218 19519 20952 22572 24406 26511 28902 3,623  3466.1 8.5%

Estimaciones y predicciones por aplicacién, del mercado probidtico en América Central y del Sur (2014-2025, en millones de ddlares)

(CAGR
(2018-25)

Alimentos probidticos 262.5 2774 2940 3128 3334 356.4 3824 4106 4413 4747 5121 5534 7.5%
Bebidas probidticas 45314 48073 51144 54615 58432 62691 67510 72768 78508 84780 91806  9,959.9 79%

Suplementos dietarios
probiéticos
Total 50107 53164 56566 60412 64641 6936.0 74701 80528 86889 93840 10,1629 11,0268  7.9%

Aplicacién 2014 2015 2016 2017 1028 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025

2169 2317 2482 266.9 2875 3106 336.7 3654 396.8 4314 470.2 5135 8.6 %

Estimaciones y predicciones por aplicacién, del mercado probidtico en Medio Oriente y Africa (2014-2025, en millones de délares)

Aplicacién 2014 2015 2016 2017 1028 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025 (28;\86—25)
Alimentos probidticos 145.6 152.0 159.2 167.2 175.8 186.5 197.7 2102 2239 239.1 2563 2750 6.6 %
Bebidas probidticas 28899 30309 31880 33640 35517 37848 40300 43033 46037 49389 53183 57321 7.1%

Suplementos dietarios
probidticos

Total 31547 33093 34814 36742 338800 41353 44041 47036 50328 54002 58160 62697 71%

1193 1263 1342 143.0 1525 164.0 1763 190.1 205.2 222.2 415 2626 8.1%

IV. OBSERVACIONES Y PREDICCIONES PARA EL 2025

Se espera que el mercado norteamericano continle con un robusto crecimiento.
El consumo permanente de alimentos procesados, el uso de antibidticos y la avidez
de los consumidores por la informacion y métodos para cuidar su salud, mantendran
este mercado en sostenido crecimiento. Los probidticos particulares de cada region,
las regulaciones y las innovaciones mantendran esta tendencia.

Restringida por el marco regulatorio (NHCR, EC 1924/2006), la Unién Europea
continuard experimentando un lento crecimiento de su mercado de probiodticos. A
pesar de que algunos suplementos probidticos han comenzado a mostrar un regreso
a las géndolas, el crecimiento general sigue siendo moderado. Mientras todavia no
se haya logrado ninguna reivindicacién en términos de beneficios para la salud, y
mientras persista la prohibicion sobre el uso del término “probidtico”en el rotulado, la
investigacion e innovacion también mostrardn un crecimiento lento. Los afiliados eu-
ropeos de la IPA se encuentran trabajando para resolver los problemas regulatorios, y
hay confianza en que se encontrard un camino para avanzar.

Por su parte, Asia experimentara una mejoria en la percepcion de los probiéticos
por parte de los consumidores, en parte como consecuencia de estrategias compe-
titivas adoptadas por ciertos actores globales que desean entrar en este mercado. La
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demanda por parte de paises como India y China, estan promoviendo el crecimiento
general de esta region. El incremento en la liquidez y la mejora en el estandar general
de vida también estan contribuyendo al crecimiento de este mercado. Se espera que
el mercado chino de los probidticos muestre el mayor crecimiento en los afos veni-
deros, tanto en relacion con el resto de Asia como en relacion con el resto del mundo.
La poblacion afosa, el incremento de la prevalencia de enfermedades cardiovascu-
lares, los problemas de salud mental, los trastornos digestivos y un crecimiento en la
percepcion de los beneficios de los probidticos, estan detras del crecimiento previsto.
Los consumidores chinos tienen confianza en los productos probidticos que provie-
nen de otros pafses.

Las economias lideres de Latinoamérica son las de Argentina, Brasil y Chile. Esta
region parece estar transitando un proceso dicotémico. El mercado de los probidti-
cos tendrd oportunidades de crecimiento a partir del incremento de enfermedades
cronicas y otras dolencias relacionadas con el incremento del consumo de alimentos
procesados, que —a su vez— esta relacionado con insuficiente financiamiento del es-
tado y situaciones de bajos ingresos. Como se menciond antes, un incremento en la
liquidez y en la conciencia de los beneficios de los probidticos —en combinacion con
mejores guias por parte de los gobiernos— conduciran el crecimiento del mercado.

El incremento en la conciencia sobre los beneficios de los probidticos en Medio
Oriente y los paises del continente africano impulsaran el crecimiento de ese mer-
cado. Los productores internacionales continuaran estableciendo oficinas en esta re-
gion, para incrementar su presencia. Las companias de esa region estan enfocandose
en elaborar productos en linea con los patrones de consumo tradicionales de los
habitantes de la regién, tales como yogures bebibles y leches fermentadas. La opor-
tunidad en esta regiéon vendra de la mano de la mejoria en la percepcién sobre los
probidticos, y de una adecuada educacion.

V. FACILITADORES DEL CRECIMIENTO

Debe decirse que las oportunidades de crecimiento estaran basadas en dos areas
clave: las enfermedades crénicas y la prevencion. Como se menciond antes, las ten-
dencias demogréficas sugieren que el gasto en salud de los gobiernos esta en el
orden de los trillones de dolares por afo. La mayor expectativa de vida y la busqueda
de tratamientos no tradicionales para las enfermedades, son factores que empujaran
al crecimiento del mercado de los probidticos. En paralelo, el hecho de que los con-
sumidores estén mejor informados, y que busquen activamente estilos de vida mas
saludables —consumiendo suplementos— ha llevado esta “cultura de la prevencién”a
un nivel totalmente diferente. En un reporte recientemente solicitado por la AIP, se
observd que 7 de cada 10 usuarios de probidticos practica la salud preventiva [11];
en consecuencia, es logico pensar que la educacion serd importante para entender
a los probidticos, y que ayudara a propiciar el uso a largo plazo y el compromiso por
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parte de los consumidores. Otra clave importante para los usuarios de probidticos,
es el conocimiento cientifico. La confianza de los consumidores de probidticos es un
aspecto fundamental; méas del 70% de los usuarios de probidticos se mostrd preocu-
pado por las falsas reivindicaciones que se hacen sobre estos productos, y el motivo
de compra para mas del 60% de los compradores fue la existencia de pruebas clinicas
y sustento cientifico [12]. Finalmente, pero igualmente importante, el crecimiento de
este mercado sera consecuencia de la innovacion y los avances tecnoldgicos. Nuevas
formas de administracion, de aplicacion, posibilidades de combinacién de ingredien-
tes, nuevas patentes y aplicaciones segun edad y género, contribuirdn a diferenciar
los productos ya disponibles, beneficiando a la industria y los consumidores.

Los aspectos clave que contribuiran al crecimiento global de las ventas de probio-
ticos en los anos venideros, son:

1. Educacion y percepcién

El crecimiento del mercado esta siendo conducido por un aumento en la percep-
cion que hay sobre los probidticos en las distintas plataformas globales, impulsada
por la celeridad y practicidad que imponen las nuevas tecnologias, como las plata-
formas de medios sociales (Facebook, Twitter, Youtube, etc). Los programas de salud
publica y los medios tradicionales también estan destacando el rol de los probidticos
en la salud.

2. Investigacion y respaldo cientifico / aplicaciones e innovaciones

Debe destacarse que los probidticos ya no son relacionados a categorias de pro-
ductos relacionados con la salud digestiva. En la década pasada, grandes proyectos
—especialmente el Proyecto Microbioma Humano [13]- han impulsado la investiga-
cién que permitié establecer que la microbiota es un socio vital de los sistemas inmu-
ne, metabdlico y respiratorio y que puede prevenir y/o colaborar en el tratamiento
de muchas enfermedades y desdrdenes cronicos. Esta notable expansion de sus po-
sibilidades, o mejor dicho sus “capacidades descubiertas’, serd una fuerza de impulso
detras de la tendencia a adoptar a los probidticos y sus aplicaciones.

3. Aspectos demogréficos

Las poblaciones estan envejeciendo en varios continentes, mas notablemente en
norteamérica y Furopa Occidental; esto contribuird a que se constituyan como gran-
des consumidores de probidticos. A medida que la gente envejece, las necesidades
de salud se incrementan, asi como también se incrementa el interés por los asuntos
relacionados con el mantenimiento de la misma. Parte del capital se invierte en salud
[14], y esto se asocia a una busqueda de mejores cuidados. Sea si se trata de una trans-
ferencia de recursos dirigida a personas enfermas, o a las propias necesidades de cada
individuo, es —en todo caso- un factor que impulsara el crecimiento del sector [15].

A su vez, los costos cada vez mas altos de salud estan impulsando una mayor
atencion a las estrategias de prevencion. Los probidticos son parte de la estrategia

228



GEORGE PARASKEVAKOS

que muchos consumidores tienen en relacion con la salud. Una revision reciente de-
lined las posibilidades de integrar a los probidticos a la vida diaria, y se describieron
las indicaciones de uso, junto con las investigaciones clinicas que se han realizado en
este sentido [16].

V1. ESTADO DEL ARTE CIENTIFICO EN USOS NO CONVENCIONALES DE LOS
PROBIOTICOS; NUEVAS OPORTUNIDADES

Avances recientes en tecnologias de secuenciacion y perfilado gendémico han
conducido a una explosion de analisis de la microbiota, descubrimientos que una
revision realizada en 2015 [17] describié como ‘comparable en influencia al descubri-
miento de un nuevo drgano del cuerpo, que ofrece ademds una nueva ruta para la inter-
vencion terapéutica’.

Los esfuerzos por trasladar este conocimiento revolucionario en estrategias de
tratamiento y prevencion para la salud contindan progresando mas alla de los sitios
tradicionales en los que se encuentra la microbiota, como el tracto gastrointestinal y
otros sitios facilmente accesibles, como la vagina, el tracto urinario y la cavidad oral.
De hecho, evidencias cada vez mas abundantes sugieren que la microbiota influencia
la salud mas alld de todos estos sitios.

En publicaciones cientificas recientes, las alteraciones en la composicién micro-
biana intestinal han sido asociadas con cambios marcados en el humor, en el dolor
y la capacidad cognitiva, estableciendo una importancia critica bidireccional entre
el cerebro y el tracto gastrointestinal, tanto en la salud como en la enfermedad [18].

Agrandando aun mas el alcance de los alcances de los descubrimientos cienti-
ficos recientes, también la hipertension, las dislipidemias, la obesidad y la diabetes
muestran una interfaz compleja con la microbiota, aunque son solamente algunos
de los factores que intervienen en dichas patologias [19, 20].

La ciencia asociada a los probidticos es potencialmente ilimitada, y elaborar cual-
quier articulo acerca de lo que se vendrd, es un desafio. Es importante notar que
mientras diferentes acciones, como el Proyecto Microbioma Humano [21], buscan
clarificar la informacion, el incremento en los estudios aleatorizados prospectivos
en humanos traeran a la luz las relaciones causales, ademas de las casuales, entre
los microorganismos y nuestro propio organismo. Una busqueda en Pubmed revela
mas de 18.500 publicaciones, entre revisiones, articulos y ensayos clinicos, y esta es
solamente una de las bases posibles para buscar [22]. La AIP esta trabajando en una
revisién comprensiva que se espera pueda ser finalizada en la segunda parte de 2018,
trabajando sobre dos bases de datos sobre ensayos clinicos con probidticos realiza-
dos en seres humanos.
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VII. REGULACIONES EN EL CAMPO DE LOS PROBIOTICOS; UN PAISAJE
DIVERGENTE

Los probidticos son Unicos en muchos aspectos, desde su manufactura, sus re-
querimientos de almacenamiento y su estabilidad, asi como también de sus reque-
rimientos analiticos. Deben tomarse consideraciones delicadas cuando se aborda el
modo en que los agentes reguladores ven su inclusién en guias y lineamientos. Pocas
autoridades regulatorias alrededor del mundo han logrado establecer marcos regula-
torios que son especificos para probidticos. Los probidticos no pueden ser incluidos
en otras categorias de alimentos y suplementos dietarios, a la hora de establecer los
comportamientos que la industria debiera tener; sin embargo, se suelen aplicar las
regulaciones generales disefiadas para suplementos.

Los marcos regulatorios existentes son variados. En algunas instancias, el acceso
a los mercados por parte de los probidticos esta basado en aspectos de seguridad
alimentaria, y no es necesario hacer (nijustificar) las revindicaciones o alegatos sobre
sus propiedades. En otros marcos, los suplementos probidticos solo pueden ser co-
mercializados via una pre-aprobacion que les permita hacer reivindicaciones particu-
lares o generales sobre sus propiedades benéficas.

Esta parte del capitulo resumira algunos —pero no todos— de los marcos regula-
torios existentes para los probiéticos. Comparar diferentes guifas sobre legalizacion
que se aplican al sector de los probidticos puede conducir una discusién Util que las
autoridades podrifan tener en cuenta. Serfa ideal alcanzar una armonizacion global
en este tema; No obstante, esa seria una tarea que deberfa realizarse en el marco del
Codex Alimentarius bajo el liderazgo del gobierno argentino, algo en curso y que
constituye una iniciativa impulsada por la AIP desde 2017. Sin embargo, esa es una
iniciativa a largo plazo.

VIII. Los PROBIOTICOS EN LAS DISTINTAS REGIONES DEL MUNDO

VIII.A. CANADA; LOS PROBIOTICOS cOMO ProbucTos DE SALUD NATURALES
(PSN)

El departamento de salud de Canadé (Health Canada) entendié que hay diferen-
cias entre las drogas y los suplementos dietarios. Los probiéticos presentados en for-
matos que no sean alimentos, por ejemplo una capsula, una tableta o en polvo, son
clasificados como PSN desde que la Regulacion para los Productos de Salud Naturales
(RPSN) entr6 en vigencia en 2004 [23]. Los PSN son productos de bajo riesgo que
pueden ser elegidos por los consumidores para su propio cuidado, o recomendados
por actores del sistema de salud que los recomienden para usos prolongados. El bra-
z0 regulatorio debajo de Health Canada que controla los PSN, es el Directorado de
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Productos de Salud Naturales (DPSN) [24]. EI DPSN ha desarrollado un acercamiento
Unico que facilita el cumplimiento por parte de la industria, y permite la innovacion.
Este acercamiento es estable, predecible, y propicia la investigaciéon cientifica, que
puede ser luego debidamente comunicada a los consumidores por intermedio del
etiquetado de los productos.

El DPSN ha reconocido que los probidticos son Unicos; en consecuencia, se han
tenido algunas consideraciones especiales, y se han establecido una serie de previ-
siones y requerimientos. Para poder ser vendidos como PSN, los productos termina-
dos conteniendo probidticos deben ser sometidos a un analisis pre-mercado, con la
finalidad de obtener una autorizacién o una“licencia de producto’, con un nimero de
Producto Natural, usualmente denominado NPN.

En Canadd, hay dos maneras de registrar un PSN probidtico:

» Demostrando cumplimiento de la monografia sobre probiéticos [25]:

Esta monograffa contiene el listado de todos los microorganismos
vivos (y sus especies) [26] reconocidos como “seguros en términos ge-
nerales” para el consumo humano, y proporciona ademas una serie de
condiciones que dichas especies deben cumplir, como la identificacion y
la caracterizaciéon de su resistencia a antibidticos.

Cuando el producto terminado cumple por completo con todas las
condiciones enumeradas, y el postulante respalda todos los datos del
proceso de registro, se permite realizar una de estas tres reivindicaciones
genéricas para el producto en cuestion: i) el producto ayuda a la salud
gastrointestinal; ii) el producto es fuente de probidticos; iii) el producto
contribuye a una microbiota intestinal favorable.

El DPSN reconoce estos efectos basandose en los conocimientos ge-
nerales, y en la bibliograffa especifica. Consecuentemente, el DPSN con-
sidera que todas las cepas probidticas que cumplen con los requisitos de
la monografia, son seguras y proporcionan alguno (o varios) de esos tres
beneficios.

Esta clase de registro de producto se denomina “‘compendial/pre-acla-
ratoria”y el proceso de evaluacion se denomina de “clase I La evaluacion
de clase | permite un rapido acceso al mercado, ya que no requiere mu-
cho esfuerzo por parte de las autoridades regulatorias. En otros términos,
el DPSN ha incluido en la monografia la informacion con la que ya estan
de acuerdo de antemano y, si los productos propuestos por los sectores
industriales cumplen estos requisitos en su totalidad, el registro estd pre-
aprobado (aunque el proceso de registro sigue siendo necesario).

Para verificar el cumplimiento, el DPSN efectUa auditorias aleatorias
entre todas las solicitudes de registro efectuadas, y si acaso se comprueba
alguna irregularidad, se suspenden las licencias de producto.
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 Proporcionar otra evidencia, tal como estudios clinicos, en respaldo de
reivindicaciones diferentes o de desviaciones de la monografia
Por este camino, las reivindicaciones pueden ser elegidas por el postu-
lante (esencialmente reivindicaciones relacionadas con la funcién o con la
reduccion de riesgos), y son evaluadas por el DPSN. Luego, basdndose en
un didlogo entre el postulante y el DPSN, la redaccion puede ser discuti-
da y cambiada para reflejar adecuadamente el resultado de los estudios
clinicos citados, de un modo que el DPSN considere aceptable. Este tipo
de registro se denomina “no tradicional’, y el proceso de evaluacion se
considera de “clase I o “clase III', dependiendo de cuan alejada esté la in-
formacion respecto de la monografia, y de cuanto esfuerzo deba realizar
la DPSN para comprobar esa informacion. Usualmente, la mayor parte de
las postulaciones no tradicionales caen dentro de la clase Ill, y su aproba-
cion toma 180 dias luego de los 30 dias iniciales en los que se determina
la clase de proceso que sobrevendra. La clase Il estd reservada a aquellos
casos en los que un productor que ya ha recibido aprobaciéon para un
producto, tiene un cliente que desea distribuir su producto bajo una li-
cencia propia, marca propia, etc. En ese caso, el productor puede autorizar
al cliente a realizar una referencia cruzada a la postulacién que ya ha sido
aprobada para ese mismo producto. En ese caso, se realiza un proceso
de evaluacion de clase I, puesto que la DPSN no necesita evaluar todo
el producto de nuevo; este proceso demora 30-60 dfas. Otro ejemplo de
procesos de evaluaciéon de clase Il es cuando la formula del producto solo
contiene ingredientes que ya han sido aprobados independientemente;
un ejemplo de esto son los probidticos v las fibras. En estos casos, toda la
informacion ha sido pre-aclarada; no obstante, el DPSN tiene que realizar
una evaluacion.

Figura 3. Sistema de revision de Productos de Salud Naturales [27]

El sistema de revisién de tres clases para la presentacién de licencias de producto, najo la NNHPD.

Clase lll Clase 3 - Bajo nivel de certeza, el mas alto nivel
By O de revision. Objetivo actual: 180 dias.
Clase 2 - Mediano nivel de certeza, mediano
Clase Il nivel de revision. Objetivo actual 180; nuevo
Revision de 30 dias objetivo, 30 dias.

Clase 1 - Alto nivel de certeza, solo para
tamizaje, o auto-servicio. Objetivo actual:
60dias; nuevo objetivo, 10 dias.

Clase |
Procesamiento en 10 dias

Debe destacarse que el DPSN tiene una base de datos de todos los productos
registrados [28]. Ademas, los probidticos agregados a los alimentos (o en formato de
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alimentos, como el yogur), en Canadd, poseen un marco regulatorio muy diferente y
no son categorizados como PSN. No se requiere registro ni notificacién a menos que
se trate de alimentos nuevos o que se busque realizar una revindicaciéon acerca de
sus efectos sobre la salud. Algunas especies de microorganismos elegibles con estos
fines pueden ser utilizadas bajo reivindicaciones genéricas, siempre que se las em-
plee en 109 CFU/porcidn, sin realizar ningun registro ni notificacion. Las reivindicacio-
nes de estructura y funcién pueden ser realizadas libremente, siempre que existan los
datos que las demuestren, y que puedan ser enviados a Health Canada bajo pedido.

VIII.B. Estapos UNIDOS: LOS PROBIOTICOS COMO SUPLEMENTOS DIETARIOS

En EE.UU,, los suplementos estan regulados bajo la Norma de Salud y Educacion
sobre Suplementos Dietarios (NSESD) de 1994 [29]. La NSESD no define el término
“probiodtico”y no proporciona indicaciones especificas relacionadas con la naturaleza
"viva"de estas “sustancias” Sin embargo, como cualquier otro suplemento, se aplican
los requerimientos y previsiones generales.

A diferencia de los medicamentos, la NSESD ubica a los suplementos en la cate-
goria de alimentos, para los cuales el acceso al mercado no requiere pre-aprobacion
garantizada por la FDA [30] para el producto terminado (como si lo requieren los me-
dicamentos). Este hecho ubica la responsabilidad en la industria, para garantizar que
los productos son seguros bajo los usos recomendados; ademas, la industria debe
asegurar que los productos cumplen las especificaciones correspondientes, y que
son adecuada y verazmente etiquetados, y que los efectos adversos son reportados.
Existiendo la NSESD, la FDA debe demostrar que un producto es inseguro, antes de
tomar cualquier accion contra él. Las reivindicaciones de estructura/funcion pueden
ser hechas con libertad, siempre y cuando haya evidencia suficiente respaldandolas.
Esta evidencia debe estar disponible, pero no necesariamente debe ser remitida ni
aprobada por la FDA previamente a la comercializacion del producto. Una vez que
un producto terminado es comercializado, hay dos oficinas gubernamentales que
aseguran el cumplimiento de la normativa, y las practicas genuinas y seguras, siendo
una de ellas la FDA, y la otra la Comisién de Comercio Federal (FTC, por sus siglas
en inglés) [31]. Estas agencias monitorean las reinvidicaciones para asegurar que las
afirmaciones hechas sobre un suplemento no acercan al producto terminado a la de-
finicion de medicamento (es decir, controlan las reivindicaciones relativas a enferme-
dades) y que estas declaraciones son veridicas, no confusas y que estan respaldadas
por evidencia confiable.

Consecuentemente, no hay ningun proceso de registraciéon ni aprobacion pre-
comercializacion por parte de la FDA ni la FTC. Las reivindicaciones acerca de la es-
tructura/funcion del producto deben notificarse —como méximo- dentro de 30 dias
luego de comenzada la comercializacién, y cuando se refieren a nuevos ingredientes
dietarios deben realizarse 75 dias antes de la comercializacién del producto. Hasta
ahora, la FDA no ha definido cudndo una cepa probidtica es considerada un nuevo
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ingrediente dietario, pero el marco regulatorio esta cambiando. Las tendencias in-
dustriales estan cambiando, y como la AIP esta continuamente trabajando para pro-
mover la auto-regulacion y transparencia —introduciendo mejores practicas para la
industria, como un mejoramiento del etiquetado y calificacion de microorganismos
probidticos [32]- se estd considerando en EE.UU. la introduccidn de un proceso de
registro, no solo por parte de la industria sino también por parte de las agencias re-
gulatorias [33].

VIII1.C. EUROPA; SUPLEMENTOS ALIMENTARIOS

La Agencia de Seguridad Alimentaria Europea (ASAE, o EFSA por sus siglas en in-
glés) ha establecido una lista de microorganismos que poseen Presuncién Calificada
de Seguridad (PCS) [34, 35]. Este inventario contiene todas las especies considera-
das seguras para el consumo humano. Las cepas incluidas en este inventario deben
cumplir los criterios que alli se establecen, como la caracterizacion y determinacion
de resistencia antibidticos, entre otros, y —para algunas especies particulares— una
calificacion adicional es requerida (por ejemplo, determinacién de la capacidad para
producir toxinas). Los productos que contienen microorganismos incluidos en la lista
PCS acceden rapidamente al mercado por intermedio de un proceso de notificacion.
No es necesario, en esos casos, una aprobacion pre-comercializacion, a menos que se
quiera realizar alguna reivindicacion o alegato de salud.

Toda reivindicacion o alegato de salud requiere una evaluaciéon por parte de la
ASAE, sequida de una autorizacion/prohibicién de uso por parte de la Comision
Europea, y la publicacién de un veredicto sobre dicho producto. Hasta el momen-
to, ninguna reivindicacion ha sido aceptada para los probidticos. Incluso, el propio
término “probidtico” ha sido prohibido; desde entonces, el mercado se ha visto afec-
tado, y la confianza de los consumidores se ha visto amenazada. Durante los Ultimos
anos, la EFSA (por sus siglas en inglés) ha mostrado mayor apertura al didlogo, y una
busqueda de mayor transparencia. La IPA y su socio europeo (la IPA-EU) continuaran
trabajando para poder demostrar y comunicar a los consumidores las reivindicacio-
nes sobre salud y probidticos.

VIII1.D. AUSTRALIA; MEDICINA COMPLEMENTARIA [36]:

La Administracién de Bienes Terapéuticos (ABT) permite a los probidticos —como
a cualquier otra medicina complementaria (MC), el acceso al mercado de una de dos
maneras:

a. EIMCesta incluido en una lista de bajo riesgo
i. UnaMCya incluida en una lista de bajo riesgo. El productor de una MC inclui-
da en esta lista puede optar por elegir las indicaciones de una lista estandar, o
reivindicar sus propias indicaciones, tales como “mantenimiento del estado de
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salud” o “refuerzo del estado de salud’, siempre y cuando exista evidencia que
respalde la indicacion, y que dicha informacion esté disponible si se la solicita.

"

Ejemplos de indicaciones estandar son:“ayuda a la digestion’, “ayuda a mante-

"o

ner una funcién digestiva saludable’, “ayuda, asiste o colabora en el manteni-

miento general de la salud’, “puede colaborar en el manejo del Sindrome de
Colon Irritable”.

b. Una medicina complementaria registrada
i. Lasreivindicaciones de una MC registrada deben ser pre-aprobadas de mane-
ra similar a lo que ocurre en el &mbito farmacéutico, y —por lo general- no es la
forma elegida para los probioticos en Australia.

Con respecto a los probidticos en los alimentos, solo una reivindicacion ha sido
aprobada para los cultivos relacionados al yogur, que es que lo probidticos “mejoran
la digestion de la lactosa”

IX. RESUMEN GENERAL

La Tabla 1 proporciona una perspectiva rapida sobre el modo en que las autori-

dades regulatorias mencionadas en este capitulo consideran a los probidticos, de

acuerdo con el pais y la region.

Tabla 1. Probidticos, de acuerdo con las autoridades regulatorias segun el paisy la

region.
Autoridad Registro Notificacion Reivindicaciones
SETERLIFON) (I\/(liiigicc)i)o) Esngceifriaclo
EE.UU. (supl. dietario) _ Cualqu;i;ifgzéigziso)nada d
Europa (supl. alimentario) _x _

Genéricas (listadas como “bajo

Australia (medicina comp.) H—

*Excepto para la reivindicacion de una aplicacién en salud (ninguna ha sido aprobada hasta aho-
ra para los probidticos)

**Excepto para un nuevo ingrediente dietario (75 dias pre-comercializacién), o una reivindicacion
sobre estructura/funcién (30 dias post-notificacion).

235



CAPiTULO 11 - ASOCIACION INTERNACIONAL DE PROBIOTICOS: UNA PERSPECTIVA GLOBAL

X. PERSPECTIVAS Y DESAFIOS

Los ingredientes probidticos son una categoria Unica por numerosas razones. La
AlP continua promoviendo proyectos para un uso adecuado de los probioticos, tales
como el desarrollo de guias para el etiquetado y la manufactura que garanticen la
calidad de los productos probiéticos. Los Buenos Procedimientos de Manufactura (en
inglés GMP) son la base para todos los productores probiéticos, pero la combinacion
de probidticos y nuevos formatos de comercializacién tienen toda una nueva gama
de estandares de calidad y consideraciones sobre los que la AIP continuara trabajan-
doy publicando.

Los marcos regulatorios son otra de las areas las cuales la AIP busca armonizar.
Estos marcos resultan un terreno complejo para las compafias que buscan sumarse
al mercado de los probidticos. La vision de la AIP es que eventualmente se logren
desarrollar marcos regulatorios para los probidticos que encajen en todas las regio-
nes del globo. La AIP trabaja diligente y especificamente en cada pafs, tratando de
entender los diferentes requerimientos, para luego proponer un didlogo con las au-
toridades gubernamentales de un modo global.

Finalmente, la AIP esta observando cudl es el mejor sector para introducir a los
probidticos globalmente. A través de sus iniciativas, el objetivo de la AIP es asegu-
rar que los productos probidticos que sean introducidos en el mercado sean de
alta calidad, proporcionen beneficios a los consumidores y estén respaldados por
solidas evidencias cientificas. La seguridad del consumidor y la calidad de los pro-
ductos probioticos son tematicas por las cuales la AIP trabaja a través de la elabora-
cién de estandares de manufactura, a los que la industria y los miembros de la AIP
deben adherir, y que —a su vez— pueden proporcionar guias para los organismos
regulatorios.
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RESUMEN

A pesar de que hay una definicién de probidticos reconocida interna-
cionalmente, actualmente no hay una armonizacion clara en la regula-
cién sobre probidticos a nivel internacional. Algunos paises han incluido
en su legislacion alimentaria normativa sobre probiéticos, mientras que
otros alin no cuentan con regulaciones especificas sobre ellos.

Actualmente, en el mercado se comercializan alimentos rotulados y
publicitados empleando el término “probidtico” a los que se les adjudi-
can beneficios para la salud. Esto podria conducir a una interpretacion
incorrecta y confusion del concepto de probidticos por parte de los
consumidores. En Argentina, el marco regulatorio en materia de pro-
bidticos se encuadra en el articulo N° 1389 del Capitulo XVII del Cédigo
Alimentario Argentino (CAA) y contempla una definicién de “probio-
ticos”y una definicion de “alimento con probidticos’, un protocolo de
evaluacion para que una cepa pueda ser utilizada como ingrediente pro-
bidtico en alimentos, y condiciones para el rotulado de alimentos con
probidticos. Se llevd a cabo un relevamiento de la situacion normativa
referente a microorganismos probiodticos en el Cono Sury en otras par-
tes del mundo. Se comprobd que Brasil, Colombia y Ecuador han adop-
tado una definicién de probidticos que esta alineada con la definicién
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propuesta por FAO/OMS y que algunos de los paises relevados cuentan
con requisitos especificos para calificar cepas como probidticas. Para
asegurar la aplicacion de criterios uniformes y objetividad, tanto por
parte de las autoridades regulatorias como de la industria, se considera
prioritario disponer de una normativa armonizada internacionalmente.
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l. INTRODUCCION

La variacion de las legislaciones nacionales y la ausencia de un entendimiento
comun internacional sobre el significado del término “probidtico’, junto con la falta
de requisitos fundamentales para demostrar esa condicién, pueden conducir a inter-
pretaciones erréneas sobre el concepto. Estas interpretaciones pueden ser erréneas
tanto por parte de los elaboradores como de los consumidores. Asimismo, la falta de
consenso sobre este término puede llevar a un uso incorrecto del mismo por parte
de laindustria, sin un respaldo cientifico que habilite a emplearlo en las publicidades;
ademas, esta falta de entendimiento podria conducir a un inadecuado etiquetado de
alimentos y a inevitables e innecesarios obstaculos al comercio.

Il. NORMATIVA ALIMENTARIA EN ARGENTINA

En la Argentina, el marco regulatorio en materia de alimentos se encuadra en el
Cédigo Alimentario Argentino (CAA), Anexo | del Decreto Reglamentario N°© 2126/71
de lalLey 18.281, que establece las disposiciones higiénico-sanitarias, bromatoldgicas
y de identificacion comercial para los alimentos. Dicho cédigo es la norma fundamen-
tal del Sistema Nacional de Control de Alimentos, se actualiza permanentemente
y se incorpora toda la normativa vigente referente a la elaboracion, transformacion,
transporte, distribucién y comercializacion de todos los alimentos para el consumo
humano (815/99). El objetivo es mantener su adecuacion a los adelantos en la mate-
ria, tomando como referencia las normas internacionales y los acuerdos celebrados
en el Mercado Comun del Sur (MERCOSUR).

Su actualizacion se lleva adelante a través de la Comisiéon Nacional de Alimentos
(CONAL), organismo técnico que se encarga de las tareas de asesoramiento, apo-
yo y seguimiento del Sistema Nacional de Control de Alimentos, establecido por
el Decreto N° 815 de 1999 [1]. La CONAL esta integrada por representantes del
Ministerio de Salud de la Nacion, Ministerio de Agroindustria de la Nacién, Secretaria
de Comercio y de las autoridades sanitarias de las diversas regiones que conforman
el territorio nacional [2]. El Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Productiva
de la Nacion, a través del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET) participa en caracter de consultor permanente [3] y convoca especialistas
en temas particulares cuando lo considera necesario.

El 6rgano de consulta obligatoria de caracter no vinculante, para las decisiones
que eleva la CONAL es el Consejo Asesor de la Comision, y estda conformado por
representantes del sector empresario, de los consumidores y de los trabajadores de
la industria alimentaria, segun lo establece el Decreto N° 815 de 1999. La Comisién
se relne en sesiones ordinarias anuales no inferiores a cuatro y sus decisiones se
adoptan por consenso. Ademas, determina la necesidad de formacion de grupos de
trabajo ad hoc y nombra el miembro coordinador de estos.
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EIMERCOSUR es un foro de caracter regional, integrado inicialmente por Argentina,
Brasil, Paraguay y Uruguay, que tiene por objeto mantener un didlogo documentado
sobre cuestiones relacionadas con los alimentos. El 26 de marzo de 1991 los cuatro
estados parte firmaron el Tratado de Asuncion constituyendo el MERCOSUR, con el
objeto de conformar una unién aduanera. El 17 de diciembre de 1994 se suscribio el
Tratado de Ouro Preto, que cred su estructura institucional y le proporciond persone-
ria juridica de derecho internacional.

La normativa armonizada en ese ambito se incorpora al CAA a través de la CONAL.

I1l. REGULACION SOBRE PROBIOTICOS EN PARTICULAR

Los probioticos —en la Argentina— pueden ser registrados como “probidticos” para
uso como ingrediente en alimentos o como “alimentos con probidticos’, en el caso
que se desee solicitar la autorizacion del alimento en lugar del ingrediente. Los “pro-
bidticos” se encuentran legislados en el CAA, en el articulo N° 1389 del Capitulo XVII
sobre alimentos de régimen o dietéticos. Dicho articulo los define como aquellos
microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, confieren be-
neficios para la salud del consumidor. Para que una cepa microbiana pueda ser utili-
zada como ingrediente probidtico para alimentos, debe cumplir con un protocolo de
evaluacion que incluye los siguientes requisitos minimos:

« Identificacion de la cepa o caracterizacion del microorganismo (género/
especie/subespecie).

« Caracterizacion de la cepa que incluye demostrar, mediante ensayos in
vivo e in vitro, que el microorganismo resiste el pasaje a través de las prin-
cCipales barreras del organismo, arribando viable al intestino (resistencia
gastrica, resistencia a bilis y resistencia a lisozima).

» Demostracion, mediante ensayos in vivo e in vitro de los efectos probioti-
cos adjudicados al microorganismo.

» Comprobacion de la seguridad que demuestre que la cepa probidtica no
es riesgosa para la salud, que no presenta o promueve la translocacion
bacteriana (pasaje de bacterias del intestino mas alld de los nédulos me-
sentéricos) en las concentraciones en que se encuentra en el alimento,
que no es portadora de genes de resistencia a antibiéticos, del factor de
virulencia responsable de actividad hemolitica y que no produce toxinas.

El articulo ademas establece una definicion de "alimento con probidticos’, enten-
diéndose como aquél que contiene una carga de células viables comprendida entre
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10° y 10° Unidades Formadoras de Colonia/gramo (UFC/g) durante su periodo de
duracion minima, y para el cual se ha demostrado la funcionalidad que se le atribuye
a la(s) cepa(s) probidtica(s) que contiene, mediante ensayos in vivo con el alimento
tal cual se va a consumir. En el rotulado de esos productos debe constar la denomi-
nacion de venta del alimento seguida de la frase “con probiéticos’, y la identificacion
precisa de la o las cepas agregadas y la cantidad de células viables de cada una de
ellas (en UFC/q).

IV. ANTECEDENTES QUE LLENARON EL VACIO REGULATORIO EN ARGENTINA

A principios de los afios 2000, la Argentina no contaba con una armonizacion
clara con respecto al uso del término “probidtico’, a pesar de que el concepto era
conocido desde hacia mas de un siglo, y el término se venia utilizando en el mundo
desde 1980.

Los consumidores encontraban en el mercado alimentos que se rotulaban y pu-
blicitaban empleando el término “probidtico’ y a los que se le adjudicaban beneficios
para la salud de modo tal que se podia interpretar que dichos beneficios se debian a
la presencia de microorganismos probidticos; esto conducia a una mala interpreta-
cion 'y confusion del concepto. El nimero y tipo de alimentos y bebidas con agrega-
do de probiodticos disponibles en el comercio aumentaba considerablemente con el
paso del tiempo [4].

La industria alimentaria planteaba situaciones en las cuales se generaban proble-
mas en el comercio, tanto nacional como internacionalmente, debido a la ausencia
de una norma. Como consecuencia, surgio la necesidad de establecer una definicion
y requisitos para la evaluacion de un microorganismo probidtico. En el afo 2005 la
CONAL estimo necesaria la conformacion de un grupo de trabajo con el objeto de
proponer una definicién y pardmetros para los probidticos y determind que el INAL
estarfa a cargo de la coordinaciéon de dicho grupo [5]. El Grupo de Trabajo, dando
cumplimiento a ese mandato, propuso una definicidon y un protocolo de evaluacion
de un probiético como ingrediente para alimentos y un listado de microorganismos
probidticos reconocidos; asi, en agosto de 2009, presentd ante la CONAL el informe
final del Grupo [6]. Para la redaccion del proyecto, el Grupo tomd como referencia
documentacion de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) y bibliograffa internacionalmente reconocida [7]. El Grupo estuvo
conformado por representantes de organismos oficiales, de universidades nacionales
y de la industria [8].

Por otra parte, la Argentina tampoco contaba con reglas claras para comunicar
0 publicitar los potenciales beneficios para la salud de los alimentos o sus compo-
nentes y era necesario evitar que -por medio de la publicidad- los consumidores
decidieran elegir determinados alimentos en funcién de los atributos publicitados,
inducidos a ello equivocamente. Por este motivo, en el aho 2009 se comenzod a
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trabajar en una norma para la autorizacion de uso de las declaraciones de propie-
dades saludables en la publicidad de los alimentos en el marco del Observatorio
de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT). El Observatorio esté constituido por un Comité Asesor Cientifico Académico
y por diferentes Foros de Diagndstico Participativo, y es una herramienta institucional
que se propone generar informacion confiable y oportuna relacionada con los dis-
tintos productos y procesos que son competencia de la ANMAT. Sus foros retinen a
representantes de instituciones de salud, organismos oficiales y privados, sociedades
cientificas y organizaciones no gubernamentales con el objetivo de analizar distintos
aspectos o problematicas relevantes y evaluar lineas de accion que permitan mejorar
o modificar las distintas situaciones planteadas [9, 10].

Para llevar adelante el trabajo se conformé un Foro de Diagnostico Participativo
denominado“Criterios para la Definicion de Declaraciones de Propiedades Saludables
en los Alimentos”. Dicho foro se cred con el propdsito de definir los criterios técnico-
cientificos para la evaluacion de las declaraciones de propiedades saludables rea-
lizadas en alimentos, y contd con la participacion de representantes del CONICET,
del Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA), de la Sociedad Argentina de
Nutricion (SAN), de la Facultad de Farmacia y Bioquimica (FFyB) de la Universidad
de Buenos Aires (UBA) y de la ANMAT. Para la redaccion de la gufa se tomaron como
referencia las "Directrices Para el Uso de Declaraciones Nutricionales y Saludables”del
Codex Alimentarius (CAC/GL 23-1997) [11], bibliografia internacionalmente reconoci-
day antecedentes normativos de los paises que a la fecha habian implementado las
declaraciones nutricionales y saludables en los alimentos.

V. LOGROS DEL TRABAJO EN ARGENTINA

Como resultado de varios afnos de trabajo la CONAL, en abril de 2011 recomen-
do la redaccion de la regulacion sobre probidticos y ordend que se incorporara
como articulo N° 1389 al CAA. En el Boletin Oficial (B.O.) N° 32.304 del 27 de di-
ciembre de 2011, se publico la Resolucion Conjunta N° 261/2011 y 22/2011 [12]
y la nueva normativa entré en vigencia a partir del dia siguiente al de su publi-
cacion. Dicho articulo, ademas de las definiciones y el protocolo de evaluacion,
establece que los alimentos elaborados con probidticos seran autorizados por una
Comision Evaluadora integrada por profesionales especializados pertenecientes a
la Autoridad Sanitaria o a los que esta designe a ese efecto para cada caso parti-
cular. En cumplimiento con lo establecido en el articulo N° 1389, la Disposicion
ANMAT Ne 2873/2012 crea la Comisién Evaluadora de Probidticos y Prebidticos,
coordinada por un representante del INAL y conformada por profesionales espe-
cializados pertenecientes a la Autoridad Sanitaria Nacional, expertos del CONICET,
de Universidades Nacionales y otros organismos y/o instituciones que se convo-
quen especialmente [13]. Dicha Comisién es la encargada de la evaluacion de los

244



SusaNA FaTToRI - ELIANA CORIA - ANDREA MOSER

ensayos presentados por los interesados, que requieran que sus productos sean
registrados como microorganismo probidtico o como alimento con probidticos,
de acuerdo con la legislacion vigente. Esta Comision —al ser consultada— emite una
recomendacioén a la Autoridad Competente, con opinién fundada, luego de una
evaluaciéon de la documentacion presentada. En aquellos casos en los cuales la
Comision se haya expedido favorablemente y haya recomendado la autorizacion
de la denominacion “alimento con probidticos”, y el mismo elaborador realiza una
modificacion en dicho alimento y pretende extrapolar al alimento modificado los
resultados de los estudios ya evaluados por la Comision, esta determina si es nece-
sario la repeticion de los ensayos in vivo con el alimento modificado para demostrar
que un cambio de composicion no altera el o los efectos probidticos que se inten-
tan demostrar. La Comision —ademas— esta habilitada a evaluar casos en los cuales
se solicite el registro de ingredientes como “prebidticos” para uso como ingrediente
en alimentos o de “alimentos con prebidticos’, teniendo en consideracion la legisla-
ciéon vigente en la materia, la que se encuentra incorporada en el articulo N° 1390
del CAA.

Como resultado del trabajo conjunto en el foro del Observatorio ANMAT, se ela-
bord una “Guia para la Presentacion y Evaluacion Cientifica de Declaraciones de
Propiedades Saludables en la Publicidad de los Alimentos”. Dicha guia se incorpo-
ré al ordenamiento juridico nacional mediante la Disposicion ANMAT N° 7730/2011
[14] que fue publicada en el B.O. N° 32.280 del 18 de noviembre de 2011. La citada
disposicion crea la “Comision Evaluadora para la Autorizacion de Declaraciones de
Propiedades Saludables en Alimentos”’, conformada por profesionales especializados
pertenecientes a la Autoridad Sanitaria Nacional (Instituto Nacional de Alimentos),
expertos pertenecientes al CONICET, a la SAN y a la FFYB de la Universidad de Buenos
Aires y coordinada por un representante del INAL.

Es la encargada de evaluar y emitir informe fundado, aconsejando a la ANMAT
acerca de la documentacion presentada por los interesados que requieran la autori-
zacion de empleo de declaraciones de propiedades saludables en los mensajes que
publiciten sus productos, en funcién de los requisitos establecidos en la Guia corres-
pondiente [15].

V1. ESCENARIO ACTUAL DE LA REGULACION SOBRE PROBIOTICOS

A pesar de que hay una definicion de probidticos reconocida internacionalmente
[16, 17], actualmente no hay una armonizacion clara con respecto al uso del término
"probidtico” en el dmbito internacional. Las regulaciones sobre probidticos estan en
discusion en muchos paises, mientras que algunos han incluido en su legislacion
alimentaria normativa sobre probidticos.

En el ambito del Codex Alimentarius, en la 39.2 reunion del Comité del Codex
sobre nutricion y alimentos para regimenes especiales llevada a cabo en Alemania
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en diciembre de 2017, se planted comenzar a trabajar sobre directrices armoniza-
das sobre el uso de probidticos en alimentos y complementos alimenticios a fin de
garantizar y mantener la calidad de los productos probidticos a escala mundial. En
dicha oportunidad, Argentina manifesto su respaldo a la propuesta y su disposicion a
liderar el trabajo (REP18/NFSDU) [18]. El establecimiento de un criterio uniforme y un
marco organizado para la comercializacion de productos con probiéticos proporcio-
nara una valiosa guia para las agencias regulatorias, beneficios para los consumidores
y la industria.

VII. SITuAciON REGIONAL

La legislacion sobre probidticos en el Cono Sur y el Caribe se describe a
continuacion:

VII.A. Mercapo ComMuN DEL SUR (MERCOSUR)

En el dmbito del MERCOSUR no se ha armonizado todavia un reglamento sobre
probidticos, ni sobre declaraciones de propiedades saludables en el etiquetado de
los alimentos envasados.

VII.B. BrasiL

En Brasil, los productos encuadrados en las categorias de nuevos alimentos o nue-
vos ingredientes, de alimentos con alegaciones de propiedad funcional o de salud y
de sustancias bioactivas aisladas o probidticos, requieren una evaluacion de seguri-
dad previa de la Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [18]. La categoria
de sustancias bioactivas y probioticos aislados que posean alegaciones de propieda-
des funcionales y/o de salud se encuentraban regulados en la Resolucdo da Diretoria
Colegiada - RDC ne 2 de 06/01/2002, derogada por Resolucao da Diretoria Colegiada
-RDC Ne 243 de 26/07/2018 sobre los requisitos sanitarios de los suplementos dieta-
rios [19]. Esta norma establece la definicién de probidticos y la obligatoriedad de la
comprobacion de la seguridad de uso antes de la comercializacion, ademas de otros
requisitos tales como rotulado y comprobacion de un efecto fisioldgico o metabdlico
especifico, que se comunicard mediante una alegacién de propiedad funcional o de
salud. La norma define probidtico como “microorganismo vivo que, cuando es admi-
nistrado en cantidades adecuadas, confiere un beneficio para la salud del individuo”.
En el rotulado de esos productos debe constar la cantidad de microorganismos via-
bles para lograr el efecto alegado dentro del plazo de vida Util del producto.

En julio de 2018 se publico la Resolucao da Diretoria Colegiada RDC N° 241 [20]
que establece requisitos para la comprobacién de la seguridad y los beneficios para
la salud de los probidticos destinados al uso en alimentos y en suplementos dietarios.
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Estos requisitos son:
« Identificacion del microorganismo (género, especie y cepa).

o Demostracion de la seguridad del microorganismo mediante estudios
cientificos que demuestren la ausencia de colonizacién permanente en
el tracto digestivo humano; ausencia de patogenicidad, de produccion de
sustancias o metabolitos que representen riesgos para la salud, de trans-
locacion y genes de resistencia a antibidticos; susceptibilidad, al menos, a
dos antibidticos.

» Adicionalmente, cuando los probidticos no son aislados de alimentos o
de microflora indigena humana o no poseen seguridad establecida a ni-
vel de género o especie, presentacion de estudios de genotoxicidad o
mutagenicidad; toxicidad aguda; toxicidad subcronica; toxicidad cronica;
toxicidad reproductiva y en el desarrollo.

« Para una alegacion de propiedad funcional general o especifica, demostra-
cion de la supervivencia de las cepas en las condiciones del tracto digestivo
humano y las propiedades y mecanismos de accion del microorganismo.

 En el caso de una alegacién de propiedad funcional relativa a la salud gas-
trointestinal, comprobacién mediante estudios cientificos randomizados,
doble-ciego y placebo-controlados realizados con la cepa, con la pobla-
cion de destino o con una poblacién cuyos beneficios sean extrapolables
a la poblacion de destino.

« Si la alegacion de propiedad funcional es especifica, presentacion de es-
tudios clinicos de calidad, randomizados, doble-ciego y placebo-contro-
lados realizados con la poblacion de destino y con la cepa o mezcla de
microorganismos segun el caso.

Dicha resolucion establece —ademas- que para aquellos probidticos que vayan a
ser destinados a alimentos para mujeres embarazadas o ninos menores de tres ahos
deben presentarse estudios clinicos randomizados, doble-ciego y placebo-controla-
dos que avalen los efectos adversos y los paréametros de crecimiento y de desarrollo.

La nueva normativa se aplica conjuntamente con la Resolucdo - RES n° 17 de
30/04/1999 [21], que establece las directrices basicas para la evaluacion de riesgo y
seguridad de los alimentos, y con la Resolucao - RES n° 18 de 30/04/1999, aplicable
para evaluar y comprobar las propiedades funcionales o de salud alegadas en el ro-
tulado de alimentos [22]. Ademas, actualmente estd trabajando en la elaboracién de
una Guia para Instrucao Processual de Peticdo de Avaliacdo de Probidticos para Uso
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em Alimentos destinada a orientar a los interesados sobre el procedimiento para la
solicitud de evaluacion de probidticos para uso en alimentos, abordando aspectos
relacionados con la identidad, seguridad y eficacia que no abarca los microorganis-
mos No viables aungque hubiese evidencia de su beneficio para la salud ni se aplica a
la evaluacion de microorganismos genéticamente modificados. Se aplica en conjun-
to con los reglamentos técnicos especificos [23].

VII.C. CHILE

Este pafs no cuenta con una normativa especifica para microorganismos pro-
bidticos. La Norma Técnica N° 191 sobre “Directrices Nutricionales para Declarar
Propiedades Saludables de los Alimentos’, publicada en julio de 2017, enmarca a
los bacilos vivos dentro de la regulacion de las declaraciones de propiedades sa-
ludables en alimentos, y relaciona los Lactobacillusspp., Bifidobacteriumspp., y otros
bacilos especificos con ciertos beneficios para la salud, alguno de los cuales se
refieren al tracto gastrointestinal [24].

Para autorizar el empleo de las alegaciones en el rotulado y/o publicidad de
los alimentos con adicion de cepas de bacilos vivos deben contener el 100% de
la cantidad de bacilos vivos declarados al final de la vida Util del alimento, la que
debe ser al menos 107 UFC por gramo de producto terminado al final de su vida
util. Los lactobacilos deben ser resistentes a la acidez gastrica y a otras secreciones
del aparato digestivo.

VII.D. CoLomsiA

Colombia incluye una definicién de probidticos en su reglamento técnico sobre
los requisitos de rotulado o etiquetado nutricional que deben cumplir los alimentos
envasados para consumo humano en la RESOLUCION NUMERO 333 DE 2011 [25].
Entiende por probidticos a los cultivos vivos de microorganismos, generalmente bac-
terias, que sobreviven al transito a través de las partes superiores del intestino, y parti-
cularmente al ambiente acido del estdmago, adhiriéndose y colonizando el intestino
y modificando favorablemente el balance microbiano.

En la misma resolucion se incluyen condiciones para las declaraciones de propie-
dades de salud que relacionan el consumo de probidticos con una mejor funcion
digestiva:

« El microorganismo o bacteria debe estar vivo.
» No ser patégeno y su medio natural ser el tracto digestivo humano.

 Ser capaz de sobrevivir en el tracto intestinal, es decir, ser resistente a los
jugos gastricos y los acidos biliares.
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 Tener la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal.
« Tener la capacidad de colonizar el intestino.

« Tener la capacidad de sobrevivir a lo largo de la vida util del producto al
cual se adiciona.

« Elalimento debe contener un nimero mayor o igual de bacterias viables
de origen probioticode 106 UFC/g en el producto terminado hasta el final
de la vida util.

VII.E. EcuaDoOR

En su Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2395:2011, sobre requisitos para las
leches fermentadas, define “leche fermentada adicionada con microorganismos pro-
bidticos” como la leche fermentada a la cual se le han adicionado bacterias vivas
benéficas, que al ser ingeridas favorecen la microflora intestinal, y “probiético” como
microorganismo vivo que, suministrado en la dieta e ingerido en cantidad suficiente,
ejerce un efecto benéfico sobre la salud, mas allé de los efectos nutricionales. El con-
tenido minimo de bacterias probidticas debe ser de 106 UFC/g [26].

En su Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1334-3: 2011 [27] se establecen requi-
sitos para las declaraciones de propiedades de salud que relacionan el consumo de
probidticos con una mejor funcién digestiva en el rotulado de alimentos. El microor-
ganismo o bacteria debe cumplir lo siguiente:

« Estarvivo, no ser patdgeno y su medio natural es el tracto digestivo humano.

 Ser capaz de sobrevivir en el tracto intestinal, es decir, ser resistente a los
jugos gastricos y los acidos biliares.

 Tener la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal.
« Tener la capacidad de colonizar el intestino.

« Tener la capacidad de sobrevivir a lo largo de la vida util del producto al
cual se adiciona.

El alimento debe contener un nUimero mayor o igual de bacterias viables de ori-
gen probidtico a 106 UFC/g en el producto terminado hasta el final de la vida util.
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VII.F. SECRETARIA DE INTEGRACION EconOmicA CENTROAMERICANA (SIECA)

La SIECA es el érgano técnico y administrativo del Proceso de Integracion
Econémica Centroamericana, con personalidad juridica de derecho internacional.
Estd integrado por Costa Rica, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Guatemala y Panama.
Vela por la correcta aplicacion del Protocolo al Tratado General de Integracion
Econdmica Centroamericana (Protocolo de Guatemala) y demas instrumentos juridi-
cos de laintegracion econdmica regional, asi como por la ejecucion de las decisiones
de los 6rganos del Subsistema Econdmico [28].

En su Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA 67.01.60:10) sobre Etiquetado
Nutricional de Productos Alimenticios Preenvasados para Consumo Humano para la
Poblacién a Partir de 3 Afos de Edad [29], se incluyen las declaraciones de propie-
dades saludables en las etiquetas de los alimentos preenvasados. En el Anexo G se
encuentran los requisitos que deben cumplir los microorganismos o bacterias pro-
bidticos que se relacionen con algun beneficio en la salud:

» Estar vivo, no ser patdgeno y su medio natural es el tracto digestivo humano.

 Ser capaz de sobrevivir en el tracto intestinal, es decir, ser resistente a los
jugos gastricos y los acidos biliares.

 Tener la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal.
« Tener la capacidad de colonizar el intestino.

« Tener la capacidad de sobrevivir a lo largo de la vida util del producto en
que se reproduzca.

El alimento debe contener un ndmero mayor o igual a 106 UFC/g de bacterias
viables de origen probiotico en el producto terminado hasta el final de la vida util.

Los alimentos que contienen probidticos deben declarar los siguientes aspectos
en su etiqueta:

» Nombre del género, especie y cepa de acuerdo con la nomenclatura in-
ternacional reconocida.

» Consumo recomendado para que el probidtico sea efectivo en relacion
con la mejora de salud declarada.

o Efectos beneficiosos que puedan proporcionar a la salud relacionados con
la funcién digestiva e intestinal.
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VIII. SITUACION INTERNACIONAL

La normativa sobre probidticos en otros paises es la que se detalla a continuacion.
VIIILA. CANADA

Canada cuenta con una guia titulada Guidance Document — The Use of Probiotic
Microorganisms in Food, que tiene por finalidad clarificar el uso aceptable de decla-
raciones de propiedades saludables relativas a microorganismos “probidticos” en el
rotulado y la publicidad de los alimentos. Debe usarse conjuntamente con otras re-
gulaciones generales aplicables a alimentos.

En el documento citado anteriormente contempla el término “probidticos”y otros
términos o representaciones similares en el texto o en los gréficos de las etiquetas de
los alimentos y en la publicidad, que sugieren que un alimento confiere un beneficio
para la salud como ejemplos de declaraciones de propiedades saludables. Recomienda
que su uso siempre esté acompafado de un sustento especifico y validado de los be-
neficios o efectos de los microorganismos probidticos contenidos en el alimento [30].

Una revisiéon sistematica de la evidencia cientifica méas relevante debe ser em-
pleada para respaldar una alegacién o de efectos implicitos de cada una de las cepas
a las que se les adjudican beneficios, en los valores de ingesta declarados. Algunas
alegaciones de funcién, como las referidas al transito intestinal, no se consideran
cientificamente respaldadas cuando la evidencia se basa solamente en efectos en
poblaciones enfermas (tratamiento de diarrea).

Cuenta ademas, con directrices para preparar la solicitud de uso de alegaciones
de salud que proporcionan una gufa para la identificacion y evaluacion de la eviden-
cia disponible y la validacion de las alegaciones [31].

VIII.B. Estabos UNIDOS DE AMERICA

Estados Unidos no posee una definiciéon regulada sobre probidticos. La
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) ha reconocido el estatus de sustancias
que son "Generalmente reconocidas como seguras” (en inglés, GRAS) para algunas
cepas de microorganismos bajo las condiciones de uso evaluadas [32].

En el aflo 2012 un grupo de trabajo realizd un analisis del marco regulatorio existente
sobre probidticos y discutié posibles definiciones mas alla de la recomendada por FAO/
OMS con el objeto de aclarar el término “beneficio para la salud”y reflejar nuevos usos
potenciales mas alla del uso actual de los probidticos en alimentos o suplementos dieta-
rios. En esa propuesta, un probidtico se definiria como microorganismos vivos, incluyendo
esporas, que administrados directamente al huésped, ya sea por via oral o topica en can-
tidades adecuadas, confieren un beneficio medible/cuantificable y otorgan un beneficio
para el bienestar fisico, mental y/o social del huésped (humano o animal) [33].
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VIII.C. Eurora

Europa no cuenta con un estatus regulatorio ni directrices que definan la catego-
ria de probiodticos. Posee regulacion referente a las declaraciones nutricionales y de
propiedades saludables en los alimentos, la que estd establecida en el Reglamento
de la Comisién Europea N° 1924/2006 que entrd en vigor en julio de 2007 [34]. Las de-
claraciones con relacion a propiedades saludables deben estar respaldadas por estu-
dios cientificos. El organismo que decide si tales afirmaciones estan sustentadas por
datos fidedignos es la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (en inglés, EFSA);
su opinion sirve como base para que la Comision Europea y los Estados Miembro
decidan si autorizan las alegaciones.

Uno de los Estados Miembro de la Unién Europea (UE), Italia, ha desarrollado cier-
tos requisitos para calificar cepas especificas como probidticas. Italia cuenta con di-
rectrices para el uso de bacterias y/o levaduras probidticas que se han empleado
tradicionalmente, en alimentos y suplementos dietarios, para el balance de la flora
intestinal que incluyen:

» Identificacion de la especie y de la cepa.

» Contenido de microorganismos; la cantidad de células vivas, por dia y por
porcién recomendada de producto, debe ser al menos 109 células vivas,
salvo en el caso de que se demuestre mediante estudios cientificos que
empleando otras cantidades se alcanza el efecto esperado.

« Evaluacion de la seguridad de cada cepa, cuando la cepa pertenezca a
una especie ampliamente caracterizada en términos de seguridad de uso,
tal como se define en los documentos de EFSA para el estado “Presuncion
Cualificada de Seguridad” (en inglés, QPS) de algunos grupos bacterianos.
El perfil de resistencia a antibioticos se exige en todos los casos.

Solo los productos que cumplen con sus directrices pueden indicar el efecto: “ca-
paz de mantener el equilibrio de la flora intestinal y/o el término “probidtico” en el
rotulo de los alimentos [35].

VIII.D. AusTrALIA Y NUEVA ZELANDA

Elinstrumento legislativo en Australiay Nueva Zelanda es el Australia New Zealand
Food Standards Code. Estos paises no poseen ni una definicion ni regulaciones espe-
cificas para “probidticos’, estos estan contemplados dentro de la categoria de novel
food, alimentos que requieren una autorizacion basada en la historia de su usoy de su
seguridad [36]. Aquellos microorganismos que se incluyan en esta categoria deben
estar respaldados por la siguiente informacién sobre:
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 Su potencial patogenicidad.

Los efectos del microorganismo sobre la microflora del intestino.

El uso de ese microorganismo en alimentos o como un alimento en otros
paises.

Estudios de tolerancia.

VIIIE. JaPON

En 1991, el Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar Social de Japdn establecié un
sistema regulatorio que denomind “Alimentos para Uso Especifico de Salud” (en in-
glés, FOSHU) [37]. FOSHU hace referencia a alimentos que contienen ingredientes
con funciones para la salud y que se encuentran aprobados oficialmente para alegar
efectos fisioldgicos en el cuerpo humano. Para estar en condiciones de comercializar
esos alimentos se requiere una evaluacion de su seguridad y de la efectividad de las
funciones sobre la salud.

Dentro de los alimentos aprobados, que modifican las condiciones gastrointesti-
nales, se encuentran las bifidobacterias y las bacterias lacticas. Para la aprobacion de
un alimento como FOSHU se debe:

Probar
o Efectividad sobre el cuerpo humano.

» Ausencia de cualquier problema de seguridad (ensayos de toxicidad en
animales, efectos en caso de exceso, etc.).

» Empleo de ingredientes nutricionalmente apropiados (moderado uso de
sal, etc.).

Garantizar
» La compatibilidad con las especificaciones del producto durante el tiem-
po de consumo.

Establecer
o Métodos de control de calidad tales como especificaciones de productos
e ingredientes, procesos y métodos de analisis.
Actualmente Japdn cuenta con probidticos aprobados para los que se requirid

pruebas cientificas.
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IX. CONCLUSIONES

Argentina posee regulacion especifica para los probidticos, la que es independiente
de su normativa sobre declaraciones de propiedades saludables en la publicidad de
los alimentos, mientras que en la gran mayorfa de los paises los probidticos se regulan
en el dmbito de las alegaciones de salud. Argentina y Brasil cuentan con un protocolo
para la evaluacién de un probidtico como ingrediente de alimentos, herramienta para
comprobar que el uso de dicho término posee un sustento cientifico que lo avala.

Entre los paises relevados en este capitulo estd ampliamente aceptado que el con-
cepto de probidtico hace referencia a microorganismos vivos y en todos los casos se los
relaciona principalmente con efectos sobre la salud intestinal.

Brasil, Colombia y Ecuador han adoptado una definicion de probidticos que esta
alineada con la definicién propuesta por FAO/OMS.

El contenido minimo de bacterias probidticas en el alimento esta establecido en
muy pocos paisesy en general es de 106 UFC/g en el producto terminado hasta el final
de su vida util. Italia se diferencia del resto ya que establece una cantidad minima de
109 UFC/g expresada por dia y por porcion recomendada de producto.

La obligatoriedad de la comprobacion de la sequridad de uso de la cepa en cuestion
es un requisito comun. La legislacion de Brasil e Italia hacen hincapié especificamente
en la demostracion de la ausencia de genes de resistencia a antibioticos.

Los paises del Cono Sury el Caribe incluyen entre los requisitos minimos que deben
cumplir los probidticos, la resistencia a la acidez gastrica y otras secreciones del tracto
digestivo.

La funcionalidad que se le adjudique a un microorganismo siempre debe ir acom-
pafada de un sustento especifico y validado de los beneficios o efectos de los microor-
ganismos probidticos contenidos en el alimento o de pruebas cientificas.

Los paises no abordan un tratamiento relacionado con la producciéon de probidticos
dentro de un sistema cerrado y controlado que garantice su calidad y pureza y conduz-
ca a aspectos de control y aseguramiento de la calidad [39]. Japdn contempla métodos
de control de calidad para los alimentos FOSHU.

Finalmente se remarca que una normativa armonizada a nivel internacional es una
herramienta valiosa para garantizar la aplicacion de criterios uniformes en la instancia
de evaluacién de un microorganismo potencialmente probidtico.
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