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RESUMEN

Objetivos: El objetivo del estudio fue examinar los efectos de una
férmula de continuacion que contiene Lactobacillus fermentum
CECT5716 (L fermentum) sobre la incidencia de infecciones en bebés
de entre 6 y 12 meses.

Pacientes y métodos: Se realiz6 un estudio controlado aleatorizado,
doble ciego, que incluyd a nifios de 6 meses de edad. Los bebés se
asignaron al azar a una férmula de continuacion suplementada con L
fermentum mas galactooligosacaridoS (grupo experimental, EG), o la
misma féormula suplementada solo con galactooligosacaridoS (grupo
de control, CG). El resultado principal fue la incidencia de infecciones
durante los seis meses que dur6 el estudio.

Resultados: El GE mostr6 una reduccion significativa del 46 % en la
tasa de incidencia (IR) de infecciones gastrointestinales (EG: 0,196 +
0,51, GC: 0,363 £ 0,53, indice de IR 0,54, intervalo de confianza [IC]
del 95 % 0,307-0,950, P = 0,032), reduccion del 27 % en la incidencia
de infecciones del tracto respiratorio superior (EG: 0,969 + 0,96, GC:
1,330 + 1,23, indice de IR 0,729, IC 95 % 0,46-1,38, P = 0,026) y
reduccion del 30 % en el nimero total de infecciones (EG: 1,464 +
1,15, GC: 2,077 + 1,59, indice de IR 0,70, IC del 95 %: 0,46-1,38, P
=0,003), al final del periodo de estudio en comparacion con el GC.
Conclusiones: La administracion de una formula de continuacion con
L fermentum CECT5716 puede ser tutil para la prevencion de
infecciones gastrointestinales ~y  respiratorias superiores
extrahospitalarias.
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Las enfermedades infecciosas son el tipo de enfermedad mas comin
para los bebés en todo el mundo. En Espafia, los datos de 2007
muestran que, del total de ingresos hospitalarios por enfermedades
infecciosas, el ingreso de menores de 1 aflo representa > 50 % del total,
con una media de 2174 casos por 100.000 personas (1). Los nifios
amamantados tienen una menor incidencia de infecciones que los
nifios alimentados con formula, lo que podria estar mediado en parte
por la modulacién de la microflora intestinal por los componentes de
la leche materna (2). De hecho, los lactantes alimentados con leche
materna parecen desarrollar una microflora intestinal mas rica en
lactobacilos y bifidobacterias con bacterias patdgenas reducidas en
comparacion con los lactantes alimentados con férmula (3). Debido a
sus multiples beneficios, la lactancia materna exclusiva durante los
primeros 6 meses de vida es la forma recomendada de alimentar a los
lactantes (4). Cuando la lactancia materna no es posible o insuficiente,
la féormula infantil representa una alternativa destinada a imitar
parcialmente los efectos de la leche materna. En la ultima década, la
manipulacion de la microbiota intestinal de los lactantes mediante la
administracion de cepas probioticas ha sido reconocida como una
aplicacion potencial para el tratamiento y prevencion de enfermedades
infecciosas. En una revision del Comité de Nutricion de la Sociedad
Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutriciéon Pediatrica
(ESPGHAN), se afirmé que algunos probidticos complementados con
férmulas para lactantes o de continuacioén pueden estar asociados con
una reduccion en el riesgo de enfermedades gastrointestinales
inespecificas (GI) y una reduccion en el riesgo de uso de antibidticos
((5) y referencias alli). Sin embargo, la evidencia cientifica que
respalda el uso de probidticos para la prevencion de enfermedades
infecciosas es solo emergente. La eficacia de los probidticos en la
prevencion de infecciones adquiridas en la comunidad en nifios ha sido
investigada en varios ensayos controlados aleatorios (RCT) pero los
resultados mostrados son contradictorios, mostrando que, aparte de la
variabilidad observada entre las poblaciones de estudio, disefios y
metodologias; estos sugieren que los efectos observados por una cepa
probidtica no se pueden extrapolar a otras (6, 7).

Los prebidticos como los galactooligosacaridos (GOS) son nutrientes
no digeribles que se encuentran en la leche materna humana y que
estimulan el crecimiento y la actividad metabdlica de las bacterias
beneficiosas en la flora intestinal, lo que también puede producir un
efecto inmunologico directo (8, 9).

La leche materna es una fuente de bacterias del acido lactico para el
intestino del lactante, que puede desempefiar un papel importante en
la proteccion infantil contra agentes infecciosos (10,11). Identificamos
y seleccionamos Lactobacillus fermentum CECT5716 de la leche
materna humana y caracterizamos la seguridad y las propiedades



probioticas de la cepa utilizando modelos animales in vitro y RCT en
adultos humanos (12-15). Debido a que esta cepa probidtica esta
presente de forma natural en la leche materna humana, planteamos la
hipodtesis de que su uso en una férmula de continuacion podria
beneficiar al bebé alimentado con biberén. En este RCT evaluamos el
efecto producido por una formula de continuacién que contiene L
Sfermentum y GOS en comparacion con una férmula de seguimiento de
control con solo GOS sobre la incidencia de infecciones en bebés entre
las edades de 6 y 12 meses.

PACIENTES Y METODOS

Diseiio del estudio y Protocolo

Se realizd un estudio aleatorizado, doble ciego, controlado con 2
grupos de estudio en colaboracion con los servicios de pediatria de 3
hospitales espafioles, el Hospital Universitario San Cecilio (Granada,
Espafia), el Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada,
Espafia), y Hospital “Poniente” de El Ejido (Almeria, Espafia). Las
familias que vivian cerca de los hospitales cuyas madres habian dado
a luz a sus bebés en el hospital y / o visitaban regularmente al pediatra
fueron consideradas para el estudio y la enfermera de la investigacién
se puso en contacto con ellas durante las visitas programadas al
hospital. Antes de la inclusion, los lactantes recibieron un examen
fisico y se consultaron sus historias clinicas para enfermedades previas
y tratamientos farmacologicos. Los bebés sanos de 6 meses que fueron
alimentados exclusivamente con foérmula fueron reclutados en el
estudio entre mayo de 2008 y julio de 2009 después de que se obtuvo
el consentimiento informado por escrito de los padres o tutores. Los
criterios de exclusién incluyeron trastornos gastrointestinales
(antecedentes de diarrea cronica o  estrefiimiento, reflujo
gastroesofagico), cirugia gastrointestinal, alergia a las proteinas de la
leche de vaca, trastornos metabdlicos (diabetes, intolerancia a la
lactosa), inmunodeficiencia, prescripcion de antibidticos 1 semana
antes de la inclusion y uso previo de la formula. que contienen
prebioticos o probidticos.

El tamaiio de la muestra se estimd basandose en los efectos sobre las
infecciones gastrointestinales. Con base en datos anteriores sobre la
incidencia de diarrea (16), el estudio fue disefiado para tener suficiente
poder (85%) para detectar una diferencia del 20 % entre los grupos con
un nivel de significancia de 0.05. El nimero de bebés necesarios en
cada grupo fue de 83 bebés; sin embargo, reclutamos un 30 % mas de
lactantes para permitir los abandonos.

Se seleccionaron un total de 215 lactantes y se distribuyeron en 2
grupos de estudio segin una lista de aleatorizacién generada por un
programa informatico (SIGESMU, Madrid, Espafia). Las férmulas
administradas fueron en polvo estandar de continuaciéon con
composicion nutricional de acuerdo con la normativa vigente de la
Unién Europea, suplementadas con GOS (0,4 g/ 100 mL) en el caso
del grupo control (GC), y con las mismas cantidades de GOS mas L
fermentum CECTS5716 (L fermentum Hereditum, Biosearch Life,
Granada, Espaiia) a una dosis media de 2,108 unidades formadoras de
colonias (UFC) / dia en el caso del grupo experimental (EG). La
concentracion del probidtico en la formula se analizé y confirmo cada
2 meses. Ambas formulas se consumieron durante el periodo de
intervencion de 6 meses. Las formulas de continuacion fueron
proporcionadas por Puleva Food S. L. (Granada, Espafia) en envases
idénticos etiquetados en blanco liso con un numero de codigo que
hacia referencia a los grupos de estudio. Para asegurar el cegamiento
del ensayo, ambas formulas fueron sometidas a una prueba sensorial
por un panel de expertos que encuentra tanto

productos idénticos. Los pediatras prescribieron las cantidades de
férmula por dia que se administraran a los bebés. Los padres recibieron
pautas generales para la alimentacion complementaria de acuerdo con
las pautas actuales de la ESPGHAN (17). Se programé que los bebés
recibieran una evaluacion clinica al inicio del estudio a los 6 meses de
edad (TO), después de los 3 meses a los 9 meses (T3) y después de los
6 meses a los 12 meses (T6). También se recolectaron muestras fecales
en TO, T3 y T6. Las formulas del estudio se entregaron a los hogares

de los lactantes cada 2 meses y también se recogieron los envases
vacios. 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 y la no
asistencia a las visitas programadas al hospital.

El presente estudio se realizd6 de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki y el protocolo fue aprobado por el comité de ética regional
del Sistema Andaluz de Salud con sede en Sevilla (Espaiia).

Resultados del Estudio y Coleccion de Datos

El resultado primario del ensayo fue la incidencia de infecciones,
incluidas infecciones gastrointestinales, respiratorias, otitis, urinarias
y otras menos comunes. Los resultados secundarios fueron la
evolucioén del peso, la longitud y el perimetro cefélico, los episodios
febriles, las prescripciones de antibidticos y las concentraciones de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), inmunoglobulina (Ig) A y
composicion de la microbiota en las heces. La incidencia de
infecciones respiratorias recurrentes (definidas como 3 eventos)
también se considerd un resultado secundario.

El diagnéstico de enfermedades infecciosas fue realizado por el
pediatra en cada visita basandose en sintomas especificos y
definiciones estandarizadas. La infeccion GI se defini6 como
deposiciones blandas o acuosas al menos 4 veces al dia con o sin fiebre
o voOmitos. Las infecciones del tracto respiratorio superior se
definieron como la presencia de mucosidad abundante y / o tos durante
> 2 dias consecutivos con o sin fiebre, incluyendo resfriado comun,
laringitis, faringitis / amigdalitis, laringotraqueitis, rinitis y
rinosinusitis agudas. Las infecciones del tracto respiratorio inferior se
definieron como mucosidad y / o tos durante 2 o mas dias consecutivos
con o sin fiebre y presencia de sibilancias y / o crepitantes, incluyendo
bronquitis aguda, bronquiolitis y neumonia. La otitis se definid
mediante los siguientes criterios: otalgia, expresada en el lactante
como irritabilidad inexplicable o despertar brusco y otorrea reciente o
timpano abultado con o sin enrojecimiento intenso. Las infecciones del
tracto urinario se diagnosticaron por fiebre de > 38 °C, piuria (2
resultados consecutivos concordantes con recuentos de globulos
blancos > 25 / mL) y urocultivo (2 pruebas consecutivas concordantes
con crecimiento de solo 1 microorganismo > 100,000 UFC / mL). En
otras infecciones incluimos varicela, conjuntivitis, candidiasis oral,
virus de Epstein-Barr, virus del herpes y episodios febriles de origen
desconocido.

En el estudio se utilizaron tres tipos de cuestionarios: primero, el
cuestionario de visitas programadas, completado por los pediatras
durante las visitas programadas (TO0, T3, T6), incluy6 parametros de
estudio y eventos relacionados con el comportamiento de salud del
lactante; segundo, diario de los padres y cuestionarios de 15 dias,
completados por los padres, en los que se incluye informacion sobre
el numero diario de deposiciones, sintomas respiratorios, visitas no
programadas al médico, infecciones diagnosticadas, habitos de suefio
y llanto, cambios en el patron de suefio, episodios febriles, GI se
registraron molestias y prescripcion de antibioticos. Los diarios se
utilizaron como referencia para completar los cuestionarios de 15 dias
en los que se resumia la informacion relevante de los diarios. Se les
dio instrucciones a los padres sobre como completar el cuestionario y
se les animo a contactar al personal de investigacion si fuera necesario;
tercero, cuestionarios ocasionales, completados por pediatras durante
visitas no programadas como resultado de una sospecha de infeccién
o un problema de salud. En el caso de una visita al departamento de
emergencias, se envid una copia del informe del paciente a pediatria
para su inclusion en el archivo de investigacion.

Cuantificacion de Bacterias Fecales

Las muestras fecales se homogeneizaron individualmente en una
solucion de peptonesalina (100 mg / mL). Para estimar la
concentraciéon de grupos bacterianos, se esparcieron las diluciones
apropiadas por cuadruplicado en placas de agar MRS para bacterias



acido lacticas, agar MRS suplementado con dicloxacilina 0.5 mg /L,
LiCl 1 g/ L y clorhidrato L-cisteina 0.5 g / L para bifidobacterias y
agar clostridial reforzado que contiene 20 mg / mL de polimixina para
clostridios y agar biliar y esculina para bacteroides. Todos los medios
se obtuvieron de Oxoid (Basingstoke, Reino Unido), mientras que los
antibioticos y otros suplementos se obtuvieron de Sigma Chemical Co
(St Louis, MO). Las placas de cultivo se incubaron en anaerobiosis a
37 °C durante 24 a 48 horas. De manera similar, se extendié 1 mL de
cada dilucion adecuada en placas de conteo especificas de Petrifilm (3
mol / L; St Paul, MN) para aerobios totales. Las petrifilms se
incubaron en aerobiosis a 37 °C durante 24 horas. Después de la
incubacidén, se contaron las colonias que crecieron en el medio de
cultivo selectivo y se calculd el logaritmo del numero de
microorganismos viables por gramo de heces (unidades formadoras de
colonias por gramo) y se representd como el error estindar promedio
de la media.

Cuantificacién de Acidos Grasos de Cadena Corta

Las muestras fecales se homogeneizaron con 150 mmol / L de
NaHCO; (pH 7,8) (1:5, peso / volumen) en una atmosfera de argén.
Las muestras se incubaron durante 24 horas a 37 °C y se almacenaron
a - 80 °C hasta la extraccion. Para extraer los SCFA, se afiadieron 50
pL de 100 mol / L de 4cido 2-metilvalérico (patrén interno), 10 pL de
acido sulfurico y 0,3 mL de acetato de etilo a 1 mL del
homogeneizado. La mezcla se centrifugd a 10,000 g durante 5 minutos
a 48 °C. Los sobrenadantes se deshidrataron con sulfato de sodio
(anhidro) y se centrifugaron a 10.000 g durante 5 minutos a 48°C.
Posteriormente, la muestra (0.5 mL) se inocul6 sin divisién en un
cromatografo de gases (mod. CP-3800; Varian, Lake Forest, CA)
equipado con un didmetro interno (CPWAX 52CB 60m 0.25 mm) y se
conectd a un detector de ionizacion de llama. (Varian). Se utiliz6 helio
como gas portador y auxiliar, con un caudal de 1,5 ml / minuto. La
temperatura de inyeccion fue de 250 °C. Las concentraciones de
acetato, propionato y butirato se calcularon automaticamente a partir
de las areas de los picos resultantes utilizando el programa Star
Chromatography WorkStation (version 5.5), que se conectd en linea al
detector de ionizacion de llama.

Cuantificacion de IgA Fecal

Las muestras fecales se homogeneizaron individualmente en una
solucion de peptonesalina (100 mg / mL) y se centrifugaron a 10,000
g durante 5 minutos a 4 °C. La concentracion de IgA se midio en los
sobrenadantes mediante kits de cuantificacion de ensayo inmuno-
absorbente ligado a enzimas, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Bethyl, Montgomery, TX).

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico STATA 11.1
(StataCorp LP, College Station, TX) por un estadistico ciego. El
andlisis de regresion multinivel de Poisson utilizd el esquema de
efectos fijos / intercepto aleatorio considerando 2 niveles de
organizacion de datos: los factores de efectos fijos fueron el grupo
(control y experimental) y el periodo (0-3 meses, 3-6 meses) y el efecto
aleatorio factor fueron el nifio anidado en el grupo y las medidas del
periodo anidado en cada nifio. Las razones de la tasa de incidencia
(TIR) se calcularon como medidas del efecto cuando se utiliz6 el
numero de eventos como variable dependiente. Todos los datos sobre
infecciones ocurridas durante el periodo de 0 a 6 meses se agruparon
y analizaron mediante regresion de Poisson clésica y se calcularon
regresiones logisticas cldsicas para las variables dependientes
correspondientes. Los IR se calcularon como el numero de
diagndsticos (numerador) dividido por la persona-tiempo contribuido.
Las TIR con valores de IC y P del 95 % fueron los resultados del
analisis.

Cuando las variables eran numéricas se utilizé el modelo de regresion
lineal multinivel como en el caso del anterior. Los resultados de los
diferentes centros también se trataron por separado y se compararon y
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (datos no
mostrados).

RESULTADOS

Poblacion

De los 215 nifios aleatorizados en 2 grupos de estudio, 27 fueron
excluidos del ensayo: 7 en el GC y 20 en el GE por las siguientes
razones: 3 nifios se mudaron fuera del area de estudio (1 en el GCy 2
en el GE), 7 bebés no recibieron la formula experimental probiotica y
el error se detectd después de que no asistieron a la primera visita
médica, se excluyeron 7 bebés después de la finalizacion del estudio
debido a la recopilacion de datos incompleta (2 en el grupo GCy 5 en
el grupo EG) y 10 bebés no acudir a visitas médicas basales (4 en el
grupo GC y 6 en el grupo GE). Asi, el nimero total de voluntarios
analizados (por protocolo) fue de 188, de los cuales 91 estaban en el
grupo GC y 97 en el grupo GE. La figura 1 es un diagrama de flujo de
los participantes en el estudio. Antes de la inclusién, ninguno de los
nifios reclutados consumia férmula probiotica porque en el momento
del reclutamiento no existia formula infantil (de 0 a 6 meses)
suplementada con probidticos en el mercado espafiol. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
en ninguno de los pardmetros basales analizados (Tabla 1).

Cinco pediatras participaron en el reclutamiento y seguimiento de los
nifios (JM, FC, FV, ARS y EN) en representaciéon de 3 centros,
Hospital Virgen de las Nieves (Granada, Espaiia), Hospital Clinico
(Granada, Espafia) y Hospital de Poniente (Almeria, Espafia). El
numero de lactantes reclutados y seguidos por cada centro fue de 68,
64 y 56, respectivamente.

Ingesta de Formula y Tolerancia y Crecimiento

Ambas formulas de estudio fueron bien toleradas y el cumplimiento
fue bueno. No se informaron efectos adversos relacionados con el
consumo de las férmulas (incluidos los sintomas del tracto
gastrointestinal superior, como regurgitacion) y ninguno de los
voluntarios abandono el ensayo durante el periodo de intervencién. No
se encontraron diferencias significativas entre los grupos de estudio
con respecto a la ingesta diaria de formula (GC: 741 £ 146 mL / dia vs
EG: 732 £ 150 mL / dia; Tabla 1). Los valores iniciales mostraron
diferencias significativas entre los grupos para la longitud (P = 0,047)
y la circunferencia de la cabeza (P = 0,029) como resultado de la
aleatorizacion. No se encontraron diferencias de peso, longitud,
perimetro cefélico y tasa de crecimiento entre los grupos de estudio en
los tiempos T3 y T6, lo que indica que el consumo de la formula de
estudio fue seguro (Tabla 2).

Salud de los Bebés

Durante la intervencion de 6 meses, el 72,5% de los lactantes
experimentaron infecciones respiratorias, el 15,7% infecciones
gastrointestinales, el 5,7% otitis, el 1,8% infecciones urinarias y el
4,2% otras infecciones segun se definen en la seccion de métodos
(Tabla 3).

El GE mostr6 una reduccion significativa del 46% en el IR de las
infecciones GI (0,196 0,51) en comparacién con el control (0,363
0,53) al final del periodo de estudio (indice de IR 0,54, IC del 95%:
0,307-0,950, P'40,032) . Con respecto a las infecciones respiratorias
totales, el GE mostré una reduccion significativa del 26% (P = 0,022)
en el IR (1,093 1,09) en comparacion con el control (1,473 1,31) al
final del periodo (cociente IR 0,74, IC 95% 0,580 —0,957, P'40,022).
El 90% del total de infecciones respiratorias fueron infecciones del
tracto respiratorio superior. Observamos una reduccion del 27% en la



Aleatorizados (n=215)

Colocados en el grupo Colocados en el grupo de
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Analizados Analizados
2 n=91 n=97
= Excluidos del analisis Excluidos del andlisis
2 n=2 n=5
(datos incompletos) (datos incompletos)

Figura 1. Diagrama de flujo de los participantes

incidencia de infecciones de las vias respiratorias superiores en el GE
en comparacién con los controles (indice de IR 0,729; IC del 95 %:
0,46-1,38; p = 0,026), sin diferencias significativas con respecto a la
tasa de infecciones de las vias respiratorias inferiores. El GE también
redujo la incidencia de infecciones respiratorias recurrentes en un
72%.

No se encontraron diferencias significativas para las IR de ofitis, tracto
urinario y otras infecciones posiblemente debido al bajo numero de
eventos obtenidos en ambos grupos de estudio. Cuando se analiz6 el
numero total de infecciones, el GE mostré una reduccion significativa
del 30% en el IR (1,464 £ 1,15) en comparacion con el control (2,077
+1,59) en T6 (tasa de IR 0,70, IC del 95 %: 0,46-1,38, P =0. 003).
En cuanto al tratamiento antibiético y al numero de episodios febriles,
no se observaron diferencias significativas entre los grupos de estudio.
Se detectaron episodios de diarrea asociados con tratamientos con
antibioticos en el 17,5 % de los lactantes de control frente al 9,6 % de
los lactantes en el GE (no significativo, p = 0,234).

Parametros Fecales

Las muestras fecales de solo 145 lactantes (80 %) en TO, T3 y T6
llegaron al laboratorio en buenas condiciones y fueron analizadas.

Con respecto a la microbiota intestinal (Tabla 4), los recuentos
bacterianos tanto de lactobacilos como de bifidobacterias fueron
significativamente mas altos (P = 0,008 y P = 0,022, respectivamente)
en el GE en comparacion con los controles al final del estudio. Las
comparaciones dentro del grupo TO versus T6 solo mostraron
tendencias crecientes en el GE para los lactobacilos y bifidobacterias,
y tendencias decrecientes en el GC. No se observaron diferencias
significativas para los otros grupos bacterianos analizados, y no se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos en AGCC
fecales como los &cidos butirico, propionico y acético. Finalmente, la
concentracion de IgA en las muestras fecales no cambi6 durante el
estudio en ninguno de los grupos.

DISCUSION

Hemos demostrado que los bebés que recibieron una férmula de
continuacion enriquecida con L fermentum demostraron una reduccioén
de las infecciones gastrointestinales y respiratorias. El estudio de los
efectos de L fermentum administrado a lactantes se ha realizado por
primera vez. Se eligio L fermentum debido a su presencia natural en la
leche materna humana (10). Esta cepa también puede colonizar la
glandula mamaria cuando se administra a madres lactantes en una
capsula, en comparacion con los controles (15). Aparte del origen de
L. fermentum y su capacidad para colonizar el intestino humano (14),
esta cepa fue seleccionada por sus propiedades de seguridad (13, 18),
antiinfecciosas (19) e inmunomoduladoras (20). Ademas, 2 RTCs en
adultos han demostrado la capacidad de L fermentum para reducir la
incidencia de episodios asociados con la influenza cuando se
administra antes y después de la vacunacion (14), y para ser una
alternativa eficaz al uso de antibidticos para el tratamiento de la
mastitis infecciosa. durante la lactancia (15). Para investigar los
beneficios para la salud del L fermentum en niflos sanos, disefiamos
este ensayo. Se uso una formula de continuacion estdndar que contiene
cantidades moderadas de GOS para ambos grupos, con el objetivo de
mejorar teoéricamente los efectos de la cepa probiodtica, sabiendo que
se ha descrito que GOS estimula el crecimiento y la actividad de la
flora intestinal beneficiosa (8, 9). Los resultados indican que los bebés
que recibieron la formula experimental que contiene L fermentum
mostraron una incidencia reducida de infecciones gastrointestinales,
infecciones respiratorias, incluidas infecciones de las vias respiratorias
superiores, y menos enfermedades infecciosas en general al finalizar
el estudio, en comparacién con los bebés alimentados con la formula
de control.

El reclutamiento duré 13 meses, incluidas las temporadas durante las
cuales las tasas de infecciones respiratorias y gastrointestinales son
altas. La definicion utilizada para calificar para una infeccion

Tabla 1. Caracteristicas basales de los sujetos participantes en el estudio.

Grupo control, n=91 Grupo experimental n =97

Hombre / mujer, n (%)

Edad al momento de la inscripcion, meses, media + DE

Parto por cesdrea,%

Edad gestacional, semanas, media + DE

Amamantado antes del periodo de estudio,%

Duracién total de la lactancia materna exclusiva, meses, (rango)
Volumen diario de férmula de continuacion prescrita, ml, media
DE Alimentaciéon complementaria,%

Vacunacién contra rotavirus,%

Guarderia o niflera,%

Mascotas en casa,%

Tabaquismo durante el embarazo o la lactancia,%

Fumar en el hogar,% %

40/51 (44/56) 54/43 (56/44)

6.54+1.3 65412
45 45
389+ 1.4 38.8+ 1.4
71 69
2.8 (0.5-6.5) 3.0 (0.5-6.5)
741 + 146 732+ 150
100 100
75 74
25 27
13 16
21 21
37 38

DE = desviacion estandar



TABLA 2. Mediciones antropométricas al inicio, T3 y T6 meses, y ganancia T0-T6 de los bebés que recibieron férmula de control o probidtica

Grupo control

Grupo experimental

Pardametros de crecimiento TO T3 m T6 m Ganancia TO T3 m T6 m Gain

Peso, kg 7.84+1.0 92+1.58 99+1.5 23+0.7 7.44+1.0 8.8+1.1 97+1.5 24407
Longitud, cm 66.6+3.2 71.5+2.8 75.2+3.0 88424 656+3.3" 70.24+4.0 743+3.8 8.7+23
Circunferenciadelacabezacm  43.74+14  45.7+14 471414 34409 432+14° 454+14 466+1.6 35+£1.0

Los valores son promedio = SEM.
* P <0.05 vs control

gastrointestinal (heces blandas o acuosas 4 veces / dia) fue mas
estricta, pero en linea con la definicion de diarrea de la Organizacion
Mundial de la Salud (21) o la definicion de la ESPGHAN de
gastroenteritis aguda (22) y se ha utilizado extensamente en ensayos
clinicos que investigan la prevencion de la diarrea (23). Utilizando esta
definicion, las tasas de infeccion gastrointestinal obtenidas en ambos
grupos de estudio coinciden con las [Rs comunicadas para los lactantes
de este grupo de edad en el sur de Espafia, que varian entre 0,4 y 0,6,
con una media de 0,47 episodios al afio (24). Las tasas obtenidas en el
ensayo para las infecciones respiratorias también coincidieron con los
valores informados para los lactantes de esta edad (1).

La tasa de reduccion de la infeccion gastrointestinal observada en el
GE es comparable a la de otros ensayos que informaron una
prevencion exitosa de las infecciones gastrointestinales adquiridas en
la comunidad o episodios de diarrea utilizando una féormula infantil
probiotica. Por ejemplo, la administracion de una formula que contenia
107 UFC / g de Bifidobacterium lactis o 10’ UFC / g de Lactobacillus
reuteri a nifios de 4 a 10 meses durante un periodo de 3 meses redujo
el numero de episodios de diarrea en comparacion con el control en 58
% vy 92 %, respectivamente (7). En otro estudio que utilizé una formula
que contenia 2 x 107 UFC / g de B. lactis y 14 mg / g de una mezcla
prebidtica, la tasa de diarrea se redujo en un 20 % en comparacioén con
el control (25). Un gran ensayo reciente mostrd que la administracion
de 107 UFC / g de B. longum, 10° UFC / g de Streptococcus
thermophilus y 28 mg/ g de FOS durante un periodo de 3 meses redujo
la incidencia de infecciones gastrointestinales en un 50 % (26).

Este ensayo mostré una modesta reduccion del 26 % en el nimero total
de infecciones respiratorias. Este hallazgo se aplica solo a las

infecciones del tracto respiratorio superior, quizds debido al bajo
numero de infecciones que afectan al tracto respiratorio inferior (12 en
EGy 13 en GC).

Tres estudios también han demostrado reducciones en las infecciones
respiratorias con la administracion de cepas probidticas a los bebés.
En un RCT con 571 niflos entre 1 y 6 afios, la administracién de
Lactobacillus GG durante un periodo de 7 meses resultd en una
reduccion del 17 % en el nimero de niflos que experimentaron
infecciones del tracto respiratorio con complicaciones (16). Otro RCT
con 281 niflos (rango de edad de 1 a 7 aflos), la administracion de
Lactobacillus GG durante 3 meses, resultd en una reduccion del 33 %
del riesgo de infecciones del tracto respiratorio superior en
comparacion con el control (27). Los resultados de un RCT reciente
con 69 recién nacidos indican que la administracion de
Bifidobacterium animalis BB-12 redujo el nimero de infecciones
respiratorias en aproximadamente un 30 % en comparacioén con el
control (6). Estudios adicionales informaron tendencias (28) o ningin
efecto (7, 16, 26).

Se analizaron muestras fecales para investigar el posible mecanismo
responsable de la reduccion de las infecciones gastrointestinales.
Aunque la produccion de SCFA e IgA no cambié durante el estudio,
la ingesta de la formula experimental resultd en un aumento del 78 %
en lactobacillus y del 70 % en bifidobacterias al final del estudio. Estos
cambios en la flora intestinal podrian explicar, al menos en parte, las
reducciones en el numero de episodios gastrointestinales observados
en este grupo.

Curiosamente, la  poblacion de bifidobacterias  aumento
significativamente en el EG a pesar de la suplementacion con

TABLA 3. Incidencia de enfermedades infecciosas, episodios febriles y tratamiento antibidtico durante el periodo de intervencion.

Grupo control,

Grupo experimental,

n=91 n=97
Proporcién de la
No. Tasa de No. Tasa de tasa de incidencia Disminucion de la
de eventos incidencia (SD) de eventos incidencia (SD) (95% CI) tasa de incidencia, % P
Infecciones gastrointestinales 33 0.363 (0.53) 19 0.196 (0.51)" 0.54 (0.31-0.95) 46 0.032
Infeccion respiratoria 134 1.470 (1.31) 106 1.093 (1.00)" 0.74 (0.58-0.96) 26 0.022
Respiratorio superior 121 1.330 (1.23) 94 0.969 (0.96)" 0.73 (0.56—0.95) 27 0.021
Respiratorio inferior 13 0.143 (0.35) 12 0.124 (0.33) 0.87 (0,40—1.90) 13 0.719
Otitis 12 0.132 (0.34) 7 0.072 (0.26) 0.55 (0.22-1.32) 45 0.177
Infecciones del tracto urinario 5 0.055 (0.22) 1 0.010 (0.10) 0.19 (0.02—1.56) 81 0.083
Otras infecciones * 5 0.055 (0.22) 9 0.093 (0.29) 1.69 (0.50—-1.85) —69 0.326
Infecciones totales 189 2.08 (1.59) 142 1.46 (1.16)" 0.70 (0.57-0.88) 30 0.002
Episodios febriles 78 0.857 (0.90) 67 0.690 (0.88) 0.81 (0.68—0.94) 19 0.203
Tratamientos con antibidticos 57 0.626 (0.90) 52 0.536 (0.70) 0.86 (0.59-1.24) 14 0.445

IC = intervalo de confianza; SD = desviacion estandar.

Otras infecciones incluyen varicela, virus de Epstein-Barr, herpesvirus, candidiasis oral, conjuntivitis y episodios febriles de origen desconocido.



TABLA 4. Recuentos de microbiota intestinal en muestras fecales de lactantes (como logaritmo de UFC/ g), concentracion fecal de SCFA e IgA

Grupo control, n=70

Grupo experimental, n=75

TO T3 m T6 m TO T3 m T6 m

Grupo bacteriano

Lactobacillus spp 7.85+0.1 7.72+0.1 7.68 £0.1 7.81+£0.1 7.86+0.1 8.0640.1"

Bifidobacterium spp 8.07+0.1 7.84£0.1 7.81£0.1 7.93+0.1 8.06£0.1 8.1640.1"

Clostridium spp 7.77+0.1 7.57+0.1 7.54+0.1 7.74+0.1 7.64+0.1 7.61+0.1

Bacteroides spp 7.64+0.1 7.65+0.1 7.61£0.1 7.86+0.1 7.86 £0.1 7.65+0.1
SCFA, mg/g de heces

Acetato 10.7+£0.8 100+ 1,3 10.1£0.8 9.9+ 1.03 9.6+0.5 11.3+1.1

Propionato 1.85+0.1 2.17+0.2 2.17+£0.2 220+04 2.30+04 235+0.3

Butirato 2.15+£0.2 2.76+0.4 2.9440.2 2.53+0.5 3.05+£0.3 2.92+0.3
IgA, pg/g en heces 328 +244 ND 3224212 329 £170 ND 316 +242

Los valores son promedios = SEM. IgA = inmunoglobulina A; ND = no determinado; SCFA = Acido graso de cadena corta.

* P < 0,05 frente al control.

lactobacilos solamente. Este fenémeno se ha observado para otras
cepas probioticas (29, 30). Se ha sugerido que un aumento de
bifidobacterias puede ser el resultado de la actividad metabdlica, la
competencia de nutrientes y las tasas de adhesion de las células
intestinales de los lactobacilos, lo que puede favorecer el crecimiento
de bifidobacterias. Utilizando estudios in vitro e in vivo, hemos
demostrado que L fermentum presenta una alta tasa de adhesion
celular, produce una serie de sustratos antimicrobianos, libera
cantidades significativas del antioxidante glutatién y es capaz de
sintetizar carbohidratos bifidogénicos bajo ciertas condiciones (11,
19). Ademas, estudios in vitro han demostrado que L fermentum inhibe
la adhesién de determinadas bacterias patdogenas al moco intestinal y
aumenta la expresion de mucinas, lo que también podria estar
implicado en el efecto antiinfeccioso mostrado por esta cepa probidtica
(19). Aunque estudios previos han demostrado que L fermentum puede
colonizar el intestino (14), L fermentum no fue cuantificado durante
este ensayo, lo que limita la interpretacion de los resultados. Otra
limitacion fue que las heces de los bebés diagnosticados con
infecciones gastrointestinales no se analizaron para detectar patdgenos
individuales.

En cuanto al mecanismo de los efectos sobre las infecciones
respiratorias, un RCT previo en adultos realizado con L fermentum en
combinacién con una vacuna antigripal mostré una reduccién
significativa de la enfermedad pseudogripal (incluidos los sintomas
respiratorios) en el GE. La reduccién se explicO por aumentos
significativos en las proporciones de células asesinas naturales,
linfocitos T auxiliares y T-citotoxicos medidos en el EG en
comparacion con el control (14). En el presente estudio no observamos
diferencias en la concentracién fecal de IgA. Debido a que no se
obtuvieron muestras de sangre de los bebés en el estudio, solo
podemos especular que la estimulacion de la respuesta inmune es un
posible mecanismo responsable de la reduccion de las infecciones
respiratorias. Ademas, otra limitacion del presente estudio fue la
ausencia de un grupo de lactancia materna exclusiva para la
comparacion.

Se ha informado que la leche materna contiene oligosacaridos que
tienen propiedades antiinflamatorias y antiinfecciosas (31). Debido a
que ambas formulas contenian GOS (0,5 g / 100 Kcal), los efectos
observados en el presente estudio no pueden atribuirse a su contenido
de GOS. L fermentum y GOS juntos pueden tener un efecto sinérgico
que podria ser superior a los beneficios para la salud de los
componentes individuales. Sin embargo, estaba fuera del alcance del
presente estudio investigar los posibles efectos sinérgicos de la
combinacion de L fermentum y GOS, que deberian investigarse en
estudios futuros.

En conclusién, considerando la disminucion significativa en el numero
de infecciones, la administracion de una féormula de continuacién
enriquecida con L fermentum puede ser 1util para la prevencion de
infecciones gastrointestinales ~y  respiratorias superiores
extrahospitalarias en bebés. Se necesitan estudios clinicos controlados
adicionales que investiguen los efectos de L. fermentum, solo o en
combinaciéon con otras cepas, en diferentes entornos, utilizando
biomarcadores y bebés de diferentes grupos de edad antes de poder
hacer recomendaciones.
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