Proporcionado para la investigacion no comercial y uso educacional.
No es para su reproduccion, distribucion o uso comercial.

Este articulo aparecié en una revista publicada por Elsevier. La copia
adjunta se entrega al autor para uso interno de investigacion y
educacion no comercial, incluso para instruccion en la institucion del
autor y para compartir con colegas.

Se prohiben otros usos, incluida la reproduccion y distribucion, la venta
o la concesion de licencias de copias, o la publicacion en sitios web
personales, institucionales o de terceros.

En la mayoria de los casos, los autores pueden publicar su version del
articulo (por ejemplo, en formato Word o Tex) en su sitio web personal
o repositorio institucional. Se anima a los autores que necesiten mas
informacion sobre las politicas de archivo y manuscritos de Elsevier a
visitar:

http://www.elsevier.com/copyright



journal homepage: www.elsevier.com/locate/yphrs

i

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Pharmacological

Pharmacological Research

|
e S

Lactobacillus fermentum CECT 5716 es seguro y bien tolerado en bebés de 1 a 6
meses de edad: un ensayo controlado aleatorizado

Mercedes Gil-Campos?, Miguel Angel Lépez®, Ma Victoria Rodriguez-Benitez?, Julio Romero®, Inés Roncero?, Ma Dolores Linares®, Jose Maldonado®,
Eduardo Lopez-Huertas®, Regina Berwind?, Kristin L. Ritzenthaler?, Victor Navas®, Carlos Sierra ¢, Lluis Sempere’, Arjan Geerlings?, Jose A. Maldonado-
Lobénf, Antonio D. Valerof, Federico Lara-Villosladag, Ménica Olivares® *

? Hospital Universitario Reina Sofia, Avenida Menéndez Pidal, S/ N, 14004 Cérdoba, Espaiia

b Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Avenida de las Fuerzas Armadas 2, 18014 Granada, Espaiia

¢ Estacion Experimental Zaidin, Consejo Superior Investigaciones Cientificas. Profesor Albareda 1, 18008 Granada, Esparia
¢ HiPP GmbH & Co Vertrieb KG, Georg-Hipp-Str. 7. D-85276 Pfaffenhofen, Alemania

¢ Hospital Unversitario Carlos Haya, Avenida Carlos Haya, S/ N, 29010 Malaga, Esparia

/ Biosearch Life SA, 66, Camino de Purchil 66, 18004 Granada, Espaiia

¢ Departamento de Seguridad Alimentaria y Nutricion, Puleva Food SL. Camino de Purchil 66, 18004 Granada, Espaiia

INFORMACION DEL ARTICULO

Historial del articulo:

Recibido el 27 de septiembre de 2011
Recibido en forma revisada el 24 de
noviembre de 2011

Aceptado el 25 de noviembre de 2011

Palabras clave:
Probidtico

Lactobacillus fermentum
Seguridad

Tolerancia

Formula infantil
Infeccion

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la seguridad y tolerancia de una féormula infantil suplementada
con Lactobacillus fermentum CECT5716, una cepa probiotica aislada de la leche materna, en bebés
de 1 a 6 meses de edad. Se realiz6 un estudio controlado aleatorio doble ciego que incluy6 a nifios
sanos. Los bebés de un mes recibieron una formula infantil prebidtica suplementada con L.
fermentum (grupo experimental) o la misma formula sin la cepa probiotica (grupo de control)
durante 5 meses. El resultado principal del estudio fue el aumento de peso diario promedio entre el
inicio y los 4 meses de edad. Los resultados secundarios fueron otros datos antropométricos
(longitud y perimetro cefélico), consumo de formula y tolerancia. Los pediatras también registraron
la incidencia de infecciones.

No se observaron diferencias significativas en la ganancia de peso entre ambos grupos, ni a los 4
meses de edad (29,0 + 7,8 vs 28,9 = 5,7 g/ dia) ni a los 6 meses (25,1 £ 6,1 vs 24,7 + 5,2 g/ dia).
No hubo diferencias estadisticamente significativas en el consumo de las féormulas o sintomas
relacionados con la tolerancia de la formula. La tasa de incidencia de infecciones gastrointestinales
en los lactantes del grupo de control fue 3 veces mayor que en el grupo de probidticos (p = 0,018).
Por lo tanto, el consumo de una formula prebiotica para lactantes enriquecida con la cepa probidtica
de la leche materna L. fermentum CECT5716 de 1 a 6 meses de vida es bien tolerado y seguro.
Ademas, el consumo de esta formula puede mejorar la salud de los bebés al reducir la incidencia de
infecciones gastrointestinales.

© 2011 Elsevier Ltd. Todos los derechos reservados.

1. Introduccion

Estas diferencias en la microbiota se deben probablemente a la presencia
de bacterias del acido lactico en la leche materna, ademas de otros

La mayoria de los estudios informan que la microbiota fecal de los
lactantes amamantados difiere de la de los lactantes alimentados con
férmula [1] y podria ser responsable, al menos en parte, de algunos de los
efectos beneficiosos observados en estos lactantes [2, 3]. De hecho, la
microbiota desempefia una variedad de funciones para el huésped e
incluso se considera el "6rgano olvidado" [4].

Abreviaturas: ECA, ensayo controlado aleatorio; GOS, galactooligosacaridos; GC,
grupo de control; EG, grupo experimental; AGCC, acidos grasos de cadena corta;
GI, infecciones gastrointestinales; PCR, reaccion en cadena de la polimerasa;
LRM, modelos de regresion lineal; GLM, modelos lineales generalizados; RI, tasa
de incidencia; NNT, bebés que necesitan tratamiento.

* Correspondencia al autor. Tel .: +34 958 240152; fax: +34958 240160.
Direccion de correo electronico: molivares@biosearchlife.com (M. Olivares).

compuestos bifidogénicos como los oligosacaridos que se transfieren de
la madre al lactante por la lactancia [5,6]. Por estas razones, las formulas
infantiles se complementan cada vez mas con probidticos, prebidticos o
simbioticos con el objetivo de obtener en los lactantes alimentados con
féormula una microbiota intestinal similar a la de los lactantes. La
suplementacion de formulas infantiles con cepas probidticas que se
encuentran naturalmente en la leche materna puede ser una alternativa
interesante ya que estas cepas son suministradas naturalmente por la
madre a sus bebés durante la lactancia. En este contexto, el Comité de
Nutricion de ESPGHAN concluyé que la administraciéon de cepas
probiodticas a lactantes sanos no planteaba problemas de seguridad, pero
los datos no deberian extrapolarse a otras cepas, por lo que se necesitan
estudios de seguridad para cada cepa [7].



Por eso, todas las cepas utilizadas en la nutricion infantil, incluso las que
se encuentran naturalmente en la leche materna humana, deben demostrar
su seguridad en estudios de intervencion.

Identificamos y seleccionamos Lactobacillus fermentum CECT5716 de
la leche materna humana y caracterizamos su seguridad y propiedades
probiodticas in vitro, en modelos animales y mediante ensayos controlados
aleatorios (RCT) en humanos [8 - 13]. Su origen en leche materna y sus
propiedades probidticas nos animaron a probar la seguridad y eficacia de
esta cepa en lactantes de entre 6 y 12 meses. La administracion de la cepa
durante 6 meses fue segura y bien tolerada y se relaciondé con una
reduccion significativa de la incidencia de infecciones gastrointestinales
y respiratorias [14]. En este ECA evaluamos la seguridad de una formula
infantil que contiene L. fermentum CECT5716 en bebés de 1 a 6 meses.

2. Materiales y métodos
2.1. Diserio del estudio y protocolo

Se realiz6 un estudio aleatorizado, doble ciego, controlado con dos grupos
de estudio en colaboracion con el Servicio de Pediatria de tres hospitales
espafioles: Hospital Virgen de las Nieves (Granada, Espafia), Hospital
Reina Sofia (Cérdoba, Espafia) y Hospital Carlos Haya (Malaga, Espaiia).
Espafia). Los bebés sanos de un mes que, por razones ajenas al estudio,
fueron alimentados exclusivamente con formula, fueron reclutados en el
estudio entre mayo de 2009 y septiembre de 2010 después de que se
obtuvo el consentimiento informado por escrito de los padres o
cuidadores. Los criterios de exclusion incluyeron antecedentes de
trastornos gastrointestinales leves o graves (antecedentes de diarrea
cronica o estrefiimiento, reflujo gastroesofagico), cirugia gastrointestinal,
alergia a la proteina de la leche de vaca, trastornos metabolicos (diabetes,
intolerancia a la lactosa), inmunodeficiencia y prescripcion de
antibidticos una semana antes de la inclusion y uso previo de formulas
que contienen probidticos. Los criterios de exclusion durante el estudio
fueron el incumplimiento del protocolo del estudio, los efectos adversos
derivados del consumo de alguna de las formulas del estudio, la no
asistencia a las visitas programadas al hospital y la regurgitacion severa
y / o coblicos que, segun los pediatras, necesita prescripcion de una
férmula especial.

El tamafio de la muestra se calcul6 sobre la base del resultado primario
que fue el aumento de peso promedio de los lactantes entre el inicio y los
120 + 3 dias de edad. Basado en publicaciones anteriores donde el
crecimiento fue la variable de resultado principal como parte de un
estudio de seguridad [15, 16] y segun el Informe del Comité Cientifico
de Alimentos, el estudio fue disefiado para tener un poder para detectar
una diferencia en el aumento de peso igual a 0.5 desviaciones estandar
[17]. Asi, se necesitarian alrededor de 63 nifios en cada grupo de formulas
bajo el supuesto de no inferioridad (prueba unilateral), con un nivel de
significancia del 2.5 % y una potencia del 80 %. Los abandonos no se
incluyeron en el calculo.

Se seleccionaron 137 lactantes y se distribuyeron en dos grupos de
estudio, seglin una aleatorizacion generada por un programa informatico
(SIGESMU®). Las férmulas administradas fueron férmula infantil
estandar en polvo con una composicion nutricional de acuerdo con la
normativa vigente de la UE, suplementada con galactooligosacéridos
(GOS) (0,3 g/ 100 mL) en el caso del grupo control (CG), y con las
mismas cantidades de galactooligossacarido ( GOS) més L. fermentum
CECT5716 (Lactobacilus fermentum Hereditum®) a una dosis de
concentracion de 107 ufc / g de férmula en el caso del grupo experimental
(EG). La concentracion del probidtico en la férmula se analizé y confirmé
cada dos meses. Ambas formulas fueron consumidas por los lactantes
hasta los 6 meses (periodo de intervencion). Las férmulas para lactantes
se proporcionaron a través de Puleva Food SL (Granada, Espafia) en
envases blancos lisos idénticos etiquetados con un numero de codigo que

hacia referencia a los grupos de estudio. Para asegurar el cegamiento del
ensayo, ambas férmulas fueron sometidas a una prueba sensorial por un
panel de expertos que encontrd que ambos productos eran idénticos. Los
pediatras prescribieron las cantidades de formula por dia que se
administraran a los lactantes y las pautas de alimentacion complementaria
de acuerdo con las pautas actuales de la ESPGHAN [18]. Este estudio se
llevé a cabo segun la declaracion de Helsinki y el protocolo fue aprobado
por el Comité Regional de Etica del Sistema Andaluz de Salud con sede
en Sevilla (Espafia). El ensayo se registré en la Biblioteca de Medicina
de EE. UU. (Www.clinicaltrial.gov) con el nimero NCT01346644.

2.2 Resultados del estudio y coleccion de datos

El resultado principal del ensayo fue el aumento de peso promedio entre
el valor inicial (TO) y los 4 meses de edad (T2). Los resultados
secundarios fueron la longitud promedio y la ganancia de circunferencia
de la cabeza, la incidencia intestinal de infecciones, el comportamiento
relacionado con la alimentacion, los efectos adversos asociados con el
consumo de férmula, la microbiota fecal, la concentracion fecal de acidos
grasos de cadena corta (AGCC) y la concentracion fecal de IgA. Se
program6 que los bebés recibieran cuatro evaluaciones clinicas durante
el periodo de intervencion: al inicio del estudio a la edad de 1 mes (T0),
2 meses (T1), 4 meses (T2) y 6 meses (T3). Se recolectaron muestras
fecales en TO, T2 y T3.

El diagnostico de las enfermedades infecciosas fue realizado por el
pediatra basandose en sintomas especificos y definiciones estandarizadas.
La infeccion gastrointestinal (infeccion GI) se defini6 como heces
blandas o acuosas al menos tres veces al dia con o sin fiebre o vomitos
[19] e infecciones del tracto respiratorio como la presencia de mucosidad
abundante y / o tos durante dos o mas dias consecutivos con o sin fiebre
o presencia de sibilancias y / o crepitantes con o sin fiebre. El cdlico
infantil se defini6 como un llanto continuo que dura mas de tres horas,
ocurre mas de tres dias a la semana y continila durante mas de tres
semanas [20]. Los padres recibieron un diario y cuestionarios para 15
dias, en los que se registr6 informaciéon sobre numero diario de
deposiciones, cantidad diaria de formula consumida, visitas no
programadas al médico, comportamiento y malestar gastrointestinal.
Para la recoleccion de muestras fecales, se recolectaron cuatro muestras
fecales frescas simultdneas de cada voluntario al inicio del estudio (1 mes
de edad), 4 y 6 meses de edad, conservadas a -20 °C y procesadas en 1
semana. Tres de las muestras se utilizaron para evaluar los diferentes
parametros analizados y la muestra restante se almacen6 a —80 °C.

2.3 Cuantificacion de bacterias fecales

La cuantificacion de bacterias fecales se realizd mediante técnicas
microbioldgicas clasicas siguiendo el protocolo descrito por Maldonado
etal. [14].

Para la deteccion de L. fermentum CECTS5716, se dispersaron muestras
fecales (100 mg / ml) en buffer de peptona salina y se esparcieron en agar
MRS. Luego de un periodo de incubacién de 48 h a 37 °C y condiciones
anaerdbicas, las colonias fueron recolectadas y suspendidas en agua
destilada. L. fermentum CECT5716, cuya secuencia del genoma total se
conoce [21], se detectd en estas suspensiones bacterianas siguiendo una
estrategia basada en PCR anidada. Los cebadores y las sondas se
disefiaron utilizando el software Primer Express (Applied Biosystems)
procedente de una secuencia de ADN gendmico especifica de la especie
identificada mediante hibridacion sustractiva de ADN gendmico (datos
no mostrados).

Brevemente, la primera reaccion de amplificacion estdndar se realizd
utilizando los siguientes oligonucledtidos como cebadores HSL40 126D
(5’-GCTTGCCGCTTCTCTGGT-3") 'y  HSL40 126R  (5’-
CAACGACGATGAACACCACTT-3) a 500 nM en un equipo
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Eppendorf Mastercycler Gradient y Taq DNA polimerasa (Roche). Las
condiciones de PCR fueron un paso de desnaturalizacion inicial durante
5 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 30 s, 46 °C durante
30 sy 72 °C 30 s, y una extension final a 72 °C para 3 min. El resultado
de la amplificacion y el tamafio del amplicon (222 pb) se confirmaron
mediante electroforesis en gel de agarosa.

La segunda amplificacion fue un ensayo de PCR basado en Tag-Man,
cuya secuencia objetivo se ubico dentro del producto de la primera PCR.
Los cebadores (LC40C126 D 5 -TCAACGGCCCCTTCAATACA-3,
LC40C126 D5-ACCTAATTCACGTCAAACATATTTCAC-3) estaban
presentes en la mezcla de reaccion a 500 nM y la sonda (LC40C126 P 5
-GTGGTGAGATGCCCAGTGT con la etiqueta JOTCCECG-3) 250
nM. La amplificacién y deteccion se realizaron en un termociclador
Stratagene MX3005P, utilizando ADN polimerasa Taq (Roche) e
incubando 5 min a 95 °C seguido de 40 ciclos a 95 °C 30 durante 15 s 'y
60 °C durante 1 min.

2.4 Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta

Las muestras fecales se homogeneizaron con NaHCO; 150 mM (pH 7,8)
(1: 5, peso/ v) enuna atmosfera de argdon. Las muestras se incubaron para
fermentacion durante 24 ha 37 °C y se almacenaron a —80 C hasta la
extraccion. La extraccion de AGCC se realizé mediante cromatografia de
gases siguiendo el protocolo descrito en Maldonado et al. [14].

2.5 Cuantificacion de IgA fecal

La concentracion de IgA se midié en los sobrenadantes de las heces
mediante un kit de cuantificacion ELISA, siguiendo las instrucciones del
fabricante (Bethyl, Montgomery, TX).

2.6 Analisis estadistico

El software estadistico utilizado para realizar el andlisis fue R version

2.12.2. Los modelos estadisticos aplicados a los resultados primarios y
secundarios se ajustaron principalmente por tiempo, grupo de
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tratamiento, sexo y edad al inicio del estudio para corregir las diferencias
en la edad de inicio del lactante en el ensayo, las diferencias entre el sexo
y el hospital. Dado que no hubo diferencias entre hospitales, el analisis
final no incluyd el hospital como covariable y no fue necesario realizar
ningun ajuste.

Para analizar medidas repetidas en el tiempo, y para tener en cuenta la
correlacion de las respuestas dentro de los sujetos, se aplico un Modelo
Lineal Mixto. Cuando las variables del estudio fueron respuestas
continuas como medidas del periodo de intervencion, se aplicaron
modelos de regresién lineal (LRM) para ajustar la media por las
covariables de interés. Para las respuestas de resultado basadas en eventos
de recuento o valores de dicotomia, se aplicaron modelos lineales
generalizados (GLM). En particular, para el nimero de eventos se ajustod
el modelo de regresion de Poisson con la funcién de enlace logaritmico y
parala ocurrencia se utilizé un modelo de regresion logistica. Las pruebas
se realizaron al nivel de significancia bilateral del 5 % y se obtuvieron los
intervalos de confianza del 95% para las estimaciones.

3. Resultados
3.1 Poblacion

Se informo a ciento cincuenta y ocho padres sobre el estudio. Finalmente,
137 niflos fueron incluidos en el estudio y asignados al azar. De los 137
bebés, 16 abandonaron el ensayo: 11 en el grupo de control y 5 en el grupo
experimental. Los abandonos durante la intervencion se debieron a
cambio de domicilio fuera del 4rea de estudio (1 en grupo control),
cambio de féormula por reflujo (2 en GC y 2 en EG), consumo de otra
férmula infantil (1 en EG) y pérdida durante la intervencién por mal
cumplimiento y violacién del protocolo (8 en GC y 2 en GE). El niimero
total de voluntarios analizados a los 4 meses (por protocolo) fue de 126
(63 por grupo), ya los 6 meses 121 lactantes (60 en el GCy 61 en el GE).
En la Fig. 1 se muestra un diagrama de flujo de los participantes. Las
caracteristicas iniciales de los 121 nifios que completaron el periodo de
intervencion fueron comparables entre los grupos de estudio (Tabla 1).



Tabla 1

Caracteristicas basales de los sujetos que participaron en el estudio.

y el 75 %, siendo similares en ambos grupos (GC y EG). En el caso de
curvas crecientes de longitud al final de la prueba en ambos grupos, los
percentiles promedio para nifias y nifios estuvieron entre el 50 % y el 75

CG (n=60) EG (n=61)
- % (Fig. 2).

Hombre / mujer, n (%) 38/22(63/37) 34/27 (56/44) L . . , -

Edad al momento de Ia inscripcion (semanas), 43411 43405 as puntuaciones z de peso, longitud y perimetro cefalico para la edad se

media + DE Peso al nacer (kg), media + DE 315406 324406 calcularon basandose en los patrones de crecimiento infantil de la OMS

Parto por cesirea (%) 48 36 [22]. La poblacion del estudio no difirié del estandar (Fig. 3). Se observo

Edad gestacional (semanas) media  DE Edad 40+23 405+24 que el efecto de la formula experimental no fue significativo para los

de la madre al nacer (afios) media + DE 30.6+£4.9 282+54 . . .

Lactancia materna (%) puntajes z del peso para la edad (p = 0.061) ni para los puntajes z del
Sin amamantar 74 73 perimetro cefalico (p = 0.453). Con respecto a las puntuaciones z de
<1 semana 19 21 longitud para la edad, el efecto del tratamiento fue significativo (p =
1-4 semanas 8 6 0,021), lo que indica que los bebés del grupo de tratamiento tenian

Fumar durante el embarazo (%) 22 15 . del itud 1 dad . It . 1
Tabaquismo durante l lactancia (%) 37 16 puntuaciones z de longitud para la edad mas altas en comparacion con e
Fumar en el hogar (%) 52 48 grupo de control.

Hermanos mayores (%) 44 45

Asistir a guarderia antes de los 6 meses (%) 11 3 3.3 Crecimiento

Peso de la madre (kg) media + SD 72.7+6.5 68.8+5.7

Antecedentes familiares de alergia (%) 32 23 . . L. .

Mascotas en casa (%) 30 33 En cuanto al peso, no se observaron diferencias significativas para el peso
Vacunacién contra el rotavirus 68 69 y la ganancia de peso a los 4 meses de edad (desenlace principal del

3.2 Percentiles y estudios de puntuaciones z

Al final del ensayo, los percentiles promedio de peso y perimetro ceféalico
para las nifias fueron de alrededor del 75 % y para los nifios entre el 50 %

Peso de los niiios (Kg)

)

o

Longitud de los ninos (cm)

estudio) ni al final de la intervencion (6 meses de edad). Se obtuvieron
resultados similares para la circunferencia de la cabeza (Tabla 2).

No se observaron diferencias significativas entre los grupos en la longitud
de los bebés a los 4 meses de edad, pero a los 6 meses de edad, los bebés
en GE eran significativamente mas altos que en los GC (p = 0,038). Sin
embargo, la ganancia de longitud (cm / dia) de los lactantes fue
equivalente y no se observaron diferencias significativas (Tabla 2).
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Fig. 2. Con base en la media, por género y grupo, de los pesos, longitudes y perimetro cefalico de los lactantes, se representa el percentil correspondiente
a la media de nifios y nifias de cada grupo a lo largo del tiempo con respecto a las curvas estandar. Los puntos muestran la curva de crecimiento en
promedio para CG y los tridngulos representan la curva de crecimiento en promedio para EG. Cada una de las curvas (lineas negras) es el percentil
estandar en cada punto de edad de los nifios.
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Fig. 3. Las puntuaciones z de peso para la edad, longitud para la edad y perimetro cefélico (media e IC del 95% por grupo), en relacion con los estandares

de la OMS.

Tabla 2

Mediciones antropométricas al inicio (1 mes), 4 y 6 meses de edad. Ganancia / dia correspondiente a la diferencia entre los valores a los 6 meses de edad

y al inicio. Los valores son promedio + SEM. *, p < 0,05 versus el control.

Parametros de crecimiento Grupo control

Grupo experimental

1 mes 4 meses 6 meses Ganancia/d{a® 1 mes 4 meses 6 meses Ganancia/dia®
Peso (kg) 42+ 0.6 6.8 +08 79+ 1.0 253+ 6.0 43405 69 +0.7 8.0+ 0.9 248 +5.1
Longitud (cm) 53.1+26 62.8 +35 66.6 + 2.5 0.90 + 0.2 53.6 + 2.1 63.0+ 1.8 68.1 + 3.4 0.96 + 0.3
Circunferencia cefilica (cm) 374+ 16 421 +27 437 +£13 0.421 + 0.1 373 + 1.1 411 +47 437 £ 16 043 + 0.1
2Por peso: g/ dia; para longitud y perimetro cefalico: mm / dia.
3.4 Ingesta de formula, tolerancia y efectos adversos Tabla 3
Comportamiento relacionado con la alimentacion.
Ambas formulas de estudio fueron bien toleradas y el cumplimiento fue TIEMPO 1 mes 4 meses 6 meses
bueno. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de — —
estudio con respecto a la ingesta diaria de formula (630,9 + 197,7 ml/ dia Eg")s““’”es fecales/ dlflss 06 184405 108 4 02
en GC vs 587,8 + 2(_)1,3 ml / qia en GI_E). Dos la_tctantes_en el GC y_dos EG 1.94 + 06 1.80 + 0.7 1.93 + 04
lactantes en el GE interrumpieron la intervencion debido al reflujo y Color de las heces”
tuvieron que cambiar a una formula infantil antirreflujo, pero no hubo CG 1.8+£08 210+ 1.0 249 +08
diferencias significativas en las tasas de abandono entre ambos grupos. EG , 18107 2.07+09 310+13
H . . .z I “onsistencia©
El Fomportamlento relac1onac_10 con la ahmenta_cwn (depgsw_lc’)nes fecales cc 202 406 308 4 0.5 263 4 06
/ dia, color de las heces, consistencia, flatulencia, regurgitacion, horas de EG 3.04+ 04 298 + 05 254 + 0.7
sueflo y comportamiento) fue similar en ambos grupos (Tabla 3). No se Flatulenciasd
detectaron efectos adversos asociados a la suplementacion con CG 174 £09 118 £ 04 112+03
probioticos durante el estudio. EG 164+ 07 133+£08 120£0.7
Regurgitacién®
’ CG 1.90 + 0.8 178 + 0.8 1.57 + 0.7
3.5 Salud de los bebés EG 1.77 + 0.7 1.89 + 0.9 1.68 + 1.0
Horas de suefiof
Durante la intervencion, el 51 % de los lactantes sufrié infecciones G 256 +038 31407 347+ 07
respiratorias y el 16 %, infecciones gastrointestinales. La mayoria de las Eina total de suefio? 266 +£1.0 34408 37308
. . . . . . O d al a
enfc?rmeda_ldes infecciosas fueron infecciones respiratorias (76 % del total G 314 + 0.9 284+ 0.7 251 + 0.9
de infecciones) (Tabla 4). No se encontré diferencia en las tasas de EG 3.26 + 0.7 2.82£09 278 £ 1.0
incidencia de infecciones respiratorias entre ambos grupos, aunque fue Temperamento de género”
menor en el GE que en el GC. En cuanto a las infecciones GI, el GE cG 262+£07 244£05 247+05
EG 243 £ 0.6 240+ 0.5 239 £ 0.5

mostrd una reduccion significativa (71 %) en la tasa de incidencia (RI:
0,082 + 0,037) en comparacion con el GC (RI: 0,283 + 0,068) (Tabla 4).
La tasa de incidencia de infecciones gastrointestinales (TIR = 0,289 IC
95 %: 0,085-0,831) fue significativa (p = 0,018), lo que indica que en el
GC la tasa de incidencia de diarrea fue mayor que en el GE. El niimero
de lactantes necesarios a tratar (NNT) para reducir un episodio de diarrea
fue 5. La razoén de probabilidades de tener al menos una infeccién
gastrointestinal o infeccion respiratoria fue 0,36 (IC del 95 %: 0,08 a
0,97)y 0,77 (IC del 95 %: 0,36-1,66), respectivamente, pero la diferencia
solo fue significativa (p = 0,025) para las infecciones gastrointestinales.
En particular, la probabilidad de tener una infeccion GI en el grupo de
tratamiento fue casi 3 veces menor que en el grupo de control.

Solo se informaron 5 eventos (3 en GC y 2 en GE) de otras infecciones
(candidiasis, infeccion urinaria, conjuntivitis, varicela u otitis).

2Deposiciones fecales / dia: 1 =<1 vez,2=1-3,3=4-6,4=7-10y 5=>10.

b Color de las heces: 1 = amarillo, 2 = mostaza, 3 = marron, 4 = gris y 5 = verde.

¢ Consistencia: 1 = grumos duros, 2 = salchicha con grietas, 3 = salchicha blanda, 4 = blanda
(como papilla) y 5 = aguada.

dFlatulencia: 1 =0h,2=<3h,3=3-6 h,4=6-12h,y5=>12h.

¢ Regurgitacion: 1 = en absoluto, 2 = regurgitacion de pequeias cantidades durante o poco
después de la alimentacion, 3 = regurgitacion mayor durante o poco después de la
alimentacion, 4 = vomitos leves con retraso en la alimentacion anterior y 5 = vomitos intensos
con considerable pérdida de liquido.

THoras de suefio (durante las Gltimas 2 noches, el suefio nocturno continuo fue en promedio):
1=<4h,2=4-6h,3=6-9,4=9-12y5=>12h.

¢Durante los ultimos 2 dias, la suma total de horas de suefio en 24 h fue en promedio: 1 =<11
h,2=11-14h,3=14-17,4=17-20y5=>20h.

" Temperamento de género: el comportamiento del bebé cuando esta despierto durante los
ultimos 2 dias se describe mejor como: 1 = cansado, pasivo, 2 = tranquilo, vigilante, 3 =
equilibrado, activo, 4 = burbujeante, inquieto, excitado y 5 = alterado, agitado.



Tabla 4

Incidencia de enfermedades infecciosas, episodios febriles y tratamiento antibidtico durante el periodo de intervencion.

Grupo control Grupo experimental Razén de tasa de incidencia IR decremento (%)  NNT Valor p IRR
No. de eventos  Tasa de incidencia (SE) ~ No. de eventos  Tasa de incidencia (SE)
Infecciones gastrointestinales 17 0.283 (0.07) 5 0.082 (0.04) 0.289 (0.085-0.831)° 71.1 0.018
Infeccion respiratoria 43 0.716 (0.11) 42 0.689 (0.11) 0.977 (0.623-1.530) 3.9 61 0.933
Infecciones totales 63 1.050 (0.13) 49 0.803 (0.11) 0.778 (0.524-1.148) 235 0.339
Episodios febriles 13 0.220 (0.06) 13 0.213 (0.06) 0.967 (0.427-2.341) 33 - -
Tratamientos con antibiéticos 7 0.115 (0.04) 8 0.131 (0.05) 1.105(0.362-3.702)  —10.5 —61 0.807

p <0.05 versus control.

La tasa de incidencia de infecciones totales fue menor en EG pero esta
diferencia no fue significativa. Para episodios febriles o tratamientos
antibidticos no se observaron diferencias significativas.

3.6 Parametros fecales

La media observada de conteos fecales de Lactobacilli, Bifidobacteria,
Clostridia, Bacteroidaceae en cada punto de tiempo entre ambos grupos
fue similar, aunque se observé un aumento significativo en estos grupos
bacterianos con el tiempo (Cuadro 5).

L. fermentum CECT5716 se detectd vivo en las muestras fecales del 53
% de los lactantes del GE. Las muestras de dos bebés en el grupo de
control resultaron positivas para L. fermentum. La capacidad de la
microbiota fecal de los lactantes para producir 4cidos grasos de cadena
corta (butirico, propidnico y acético) y la concentracion de IgA en las
heces fueron similares en ambos grupos (Tabla 5).

4. Discusion

L. fermentum CECT5716 es una cepa probiotica originalmente aislada de
la leche materna postparto de cuatro dias [2, 8], y su seguridad y potencial
probidtico se demostrdé en modelos animales y en estudios en humanos
que incluyeron lactantes de 6 a 12 meses de edad [11, 14, 23]. En el
presente estudio, se estudio la seguridad y tolerancia de L. fermentum en
una férmula para lactantes en lactantes sanos de 1 a 6 meses de vida.

La determinacion de la tasa de aumento de peso (resultado principal del
estudio) es el componente mas valioso de la evaluacién clinica de una
foérmula infantil [24-26]. En este estudio, el peso para la edad y la longitud
para la edad, los puntajes z indicaron tasas de crecimiento comparables a
los estandares de crecimiento en ambos grupos. Debido a que estos
estandares se basan en bebés sanos, estos resultados son una indicacién
valiosa de la suficiencia nutricional y la seguridad de la foérmula
experimental. No se observaron diferencias en la ganancia de peso,
longitud y perimetro ceféalico entre GE y GC. Sin embargo, al final de la
intervencion se observd que los bebés del grupo experimental eran
significativamente mas largos en comparacion con los bebés del grupo de
control. Hay informes anteriores sobre estudios similares realizados con

Taba 5

otras cepas probidticas en los que se observé un efecto de la intervencion
probidtica sobre el peso y la longitud de los lactantes [27, 28]. La
explicacion de este efecto no esté clara, pero quizas la actividad de las
bacterias sobre la fisiologia de la mucosa pueda influir en la digestion y
absorcion de nutrientes. Habra que realizar estudios futuros diseflados
para detectar estas diferencias de crecimiento para corroborar este
resultado e investigar los mecanismos implicados.

No se detectaron efectos adversos relacionados con el consumo de la
férmula experimental. Los trastornos gastrointestinales leves como
colicos, regurgitacion, heces blandas y estrefiimiento son sintomas
indicativos de la tolerancia de una férmula infantil. No hubo diferencias
en estos sintomas entre ambos grupos de intervencion, lo que evidencia
que la féormula experimental que contiene la cepa probidtica fue bien
tolerada. Ademas de esto, el nimero de lactantes que interrumpieron el
estudio por problemas de regurgitacion fue muy bajo y similar en ambos
grupos. Las tasas o valores de incidencia de colico infantil, regurgitacion
y estrefiimiento estaban dentro del rango de los nifios espafioles a esta
edad [29].

Si bien no se detectaron diferencias significativas en la microbiota fecal
entre ambos grupos, la cepa probidtica L. fermentum CECT5716 pudo
detectarse viva en las heces del 53 % de los lactantes del GE, demostrando
que esta cepa es capaz de sobrevivir a las condiciones del tracto
gastrointestinal. tracto de los bebés. Los oligonucleotidos especificos
utilizados para detectar la cepa CECT5716 también reconocieron como
positivas dos muestras del GC probablemente debido a la presencia
natural de cepas de L. fermentum muy similares a CECT5716 en las heces
de estos dos lactantes.

En cuanto al estado de salud de los lactantes, no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos en las tasas de incidencia de infecciones
respiratorias, el problema infeccioso mas comun en la infancia. En un
estudio anterior en lactantes de 6 a 12 meses, el consumo de una formula
de continuacién que contiene prebiodticos con la misma cepa de L.
fermentum indujo una reduccion significativa del 26 % en la incidencia
de infecciones respiratorias [14]. Cabe destacar que en ese estudio la
reduccion en la incidencia de infecciones respiratorias se debid
principalmente a un efecto sobre la infeccién recurrente. Durante los
primeros 6 meses de vida, la incidencia de infecciones recurrentes es

Recuentos de microbiota intestinal en muestras fecales de lactantes (como logaritmo de ufc / g), concentracién fecal de 4cidos grasos de cadena corta
(AGCC, como mg / g de heces) e IgA (como mg / g de heces) al inicio (1 mes de edad), 4 y 6 meses de edad.

Grupo bacteriano Grupo control

Grupo Experimental

1 mes 4 meses 6 meses 1 mes 4 meses 6 months

Lactobacillus spp. 6.99 £ 0.2 7.35+0.2 7.80 £ 0.2 6.79 £ 0.2 7.05 £ 0.2 7.88 £0.2
Bifidobacterium spp. 6.70 £ 0.2 7.18 £ 0.1 7.81 £0.2 6.65 £ 0.2 6.90 +£ 0.2 7.83 £0.2
Clostridium spp. 6.80 +£ 0.2 6.98 + 0.1 7.43 £0.2 6.48 +£0.2 6.81 £ 0.2 7.66 £ 0.2
Bacteroides spp. 6.66 + 0.2 6.94 + 0.1 7.52 £0.2 6.38 £ 0.2 6.84 +£ 0.2 7.57 £0.2
SCFA

Acetate 145+ 1.1 134+ 15 124+ 1.1 128 £ 1.1 115+ 0.9 144+ 14
Propionate 275+ 0.5 215+0.2 271 +£03 227 +0.2 1.89 +£ 0.1 3.08 £ 0.5
Butyrate 231+£05 232+04 238 £ 03 1.60 + 0.3 173 £ 0.2 294 +04
Immunoglobulin A 1.16 £ 1.2 1.19 £ 0.9 0.89 + 0.8 113+ 1.0 1.09 +£ 1.0 0.998 + 1.0




realmente baja y esto podria explicar la falta de efecto sobre las
infecciones respiratorias observada en este estudio.

El consumo de la formula experimental que contiene L. fermentum se
relacion6 con una reduccion significativa del 71 % en la incidencia de
infecciones gastrointestinales en comparacion con los lactantes
alimentados con la formula de control. Este resultado estd en linea con
resultados previos observados en lactantes de 6 a 12 meses de edad en los
que se detectd una reduccion del 46 % en la incidencia de infecciones
gastrointestinales durante el periodo de intervencion utilizando la misma
cepa de L. fermentum [14]. Este estudio fue disefiado para detectar
diferencias en el crecimiento de los lactantes, teniendo en cuenta las bajas
tasas de infecciones gastrointestinales en los lactantes durante los
primeros 6 meses de vida, la potencia estadistica de este estudio seria
inferior al 80 %. Por lo tanto, se necesitaran estudios futuros con
significativamente mas sujetos para corroborar estos resultados.

La tasa de reduccion de las infecciones gastrointestinales observada en el
GE también es comparable a la de otros ensayos que informaron una
prevencion exitosa de las infecciones gastrointestinales adquiridas en la
comunidad de los episodios de diarrea utilizando una férmula probiotica
[30-34].

Ambas férmulas, control y experimental, contenian GOS (0.3 g / 100
mL). Los efectos beneficiosos de los prebidticos dependen
principalmente de su influencia en la composicion de la microbiota
intestinal y su capacidad para generar productos de fermentacion (acidos
grasos de cadena corta) con diversas funciones biologicas [35]. La
presencia de GOS en la formula experimental puede tener un efecto
sinérgico con L. fermentum mejorando el efecto beneficioso de la cepa
probidtica. Sin embargo, dado que la férmula de control también contenia
la misma concentracion de GOS, no es posible sacar una conclusion.

En conclusion, el consumo de una féormula infantil que contiene
prebioticos y enriquecida con L. fermentum CECT5716 es seguro y bien
tolerado en bebés de 1 a 6 meses de edad. Ademas, el consumo de esta
férmula puede mejorar la salud de los bebés reduciendo la incidencia de
infecciones gastrointestinales.
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