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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 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.



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

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

139



CAPITULO 7 - EVIDENCIA DE LA EFECTIVIDAD DE LOS PROBIOTICOS EN PROGRAMAS SOCIALES

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.

144



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

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).
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« 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
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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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