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Efecto de la ingesta de leche
fermentada con Lactobacillus casei
DN-114 001 sobre la flora intestinal
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Objetivo

Estudiar las caracteristicas de la flora microbiana intes-
tinal de nifios que recibieron en su dieta leche fermenta-
da con Lactobacillus casei'y Streptococcus termopbhilus 'y
su repercusion en los valores de inmunoglobulinas secre-
toras.

Material y métodos

Estudio experimental aleatorizado, prospectivo, con
2 grupos paralelos. Se incluyeron un total de 35 nifios
(18 en el grupo experimental y 17 en el grupo control),
con una edad media de 2 afios (DE: 0,6 afios; rango:
1-3 afios). El grupo experimental recibié en su dieta leche
fermentada (500 ml/dia) con L. caseiy S. termopbilus du-
rante 6 semanas y leche de vaca normal estindar duran-
te 6 semanas mas. El grupo control recibié leche de vaca
normal estandar (500 ml/dia) a lo largo de todo el estu-
dio.

Se evaluaron los valores de IgA secretora en saliva del
grupo experimental al inicio y a las 6 semanas del estu-
dio. Se recogieron heces para el estudio de la flora intesti-
nal a las 0, 6 y 12 semanas en ambos grupos.

Resultados

Se observé un aumento estadisticamente significativo
(p = 0,0063) de un valor medio basal de 2,5 mg/dl al inicio
hasta una media de 3,4 mg/dl a las 6 semanas. Asi mismo,
se observo un descenso de la flora aerébica gramnegati-
va a la semana 6 en comparacion con el grupo control
(p = 0,0203). La proporcion de nifios en los que se les ais-
16 Lactobacillus spp. en la flora intestinal fue superior en
el grupo experimental a partir de la semana 6 y llegando a
ser estadisticamente significativa (p = 0,028) a las 12 se-
manas.

Correspondencia: Dr. R. Tormo Carnicer.

Conclusion

El presente estudio aporta evidencia sobre la superviven-
cia de L. casei en el tracto intestinal y su efecto inmunoesti-
mulante en un incremento significativo del la IgA secretora.
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INTAKE OF FERMENTED MILK CONTAINING
LACTOBACILLUS CASEI DN-114 001
AND ITS EFFECT ON GUT FLORA

Objective

To study the gut flora in infants who received fermented
milk containing Lactobacillus casei and Streptococcus ter-
mopbhilus and its effect on secretory immunoglobulin lev-
els.

Material and methods

An experimental, randomized, prospective, parallel
group study was carried out. Thirty-five infants were in-
cluded (18 in the treatment group and 17 in the control
group) with a mean age of 2 years (SD: 0.6 years; range:
1-3 years). The experimental group received both fer-
mented milk (0.5 1/day) containing L. casei and S. termo-
philus for 6 weeks and standard cow’s milk for the follow-
ing 6 weeks. The control group received standard cow’s
milk (0.5 1/day) for 12 weeks.

Secretory IgA levels in saliva were evaluated in the ex-
perimental group at the start of the study (baseline levels)
and 6 weeks later. In both groups, stools were collected to
study gut flora at 0, 6 and 12 week.
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Results

Secretory IgA levels significantly increased (p = 0.0063)
from a mean baseline value of 2.5 mg/dl to a mean of
3.4 mg/dl at 6 weeks. Gram-negative aerobic flora were de-
creased in the experimental group after 6 weeks com-
pared with the control group (p = 0.0203). The number
of infants with Lactobacillus spp in their gut flora was
greater in the experimental group than in the control
group at week 6 and this difference was statistically sig-
nificant (p = 0.028) at week 12.

Conclusion

The present study provides evidence of L. casei survival
in the gastrointestinal tract and of its effect of increasing
secretory IgA.

Key words:
Lactobacillus casei. Probiotics. Immunity. Gastroenteritis.

INTRODUCCION

El interés cientifico por las bacterias licticas como pro-
motoras de la salud se inici6 en el ano 1908 por Metch-
nikoff quien observé la longevidad y buena salud de los
campesinos bulgaros que consumian grandes cantidades
de yogur, un producto lacteo fermentado por lactobaci-
los!. De aqui se deriva el término prebidtico, que define a
un microorganismo vivo que al ser ingerido en cantida-
des suficientes ejerce un efecto positivo en la salud. De
hecho, un alimento que contiene un probidtico es un
caso particular de alimento funcional?3.

Sin embargo, los productos licteos que contienen
microorganismos muertos no pueden ser considerados
como alimento funcional, pues éstos no pueden ejercer
su efecto beneficioso en el huésped. Las bacterias utiliza-
das como probiéticos llegan a colonizar el intestino del
huésped, pero un factor esencial en la eleccion del pro-
bidtico es su habilidad para sobrevivir en el microam-
biente intestinal donde ejercen su actividad. Investigacio-
nes recientes se han concentrado en los lactobacilos,
tanto por ser un tipo de bacteria lactica (metaboliza la lac-
tosa a acido lactico) como por ser un género presente en
el tracto gastrointestinal humano, siendo el ileon termi-
nal y el colon sus nichos de colonizacion.

Uno de los problemas al que se enfrenta la industria es
saber qué cepas de Lactobacillus spp. han de incluir en

sus productos como probiéticos. Esto se debe a que en
un mismo género y atn dentro de una misma especie, no
todas las cepas son equivalentes en cuanto a sus activida-
des beneficiosas. En realidad las propiedades probidticas
son privativas de una minoria de cepas. En la actualidad
son pocos los productos que pueden reivindicar, con so-
porte cientifico, su contenido en cepas probidticas que
muestren una ventaja competitiva en el ecosistema intes-
tinal humano.

El objetivo de nuestro estudio ha sido analizar las ca-
racteristicas de la flora microbiana intestinal de nifos que
recibieron en su dieta leche fermentada con Lactobacillus
casei'y Streptococcus termophilus y su repercusion en los
niveles de inmunoglobulinas secretoras.

MATERIAL Y METODOS

Se disend un estudio experimental aleatorizado, pros-
pectivo, con dos grupos paralelos. Se incluyeron un total
de 35 ninos de los cuales 18 correspondian al grupo ex-
perimental (A) y 17 al grupo control (B). El grupo A es-
taba constituido por 10 nifios (55,6%) y 8 nias (44,4 %)
con una edad media de 2 afios (desviacion estandar [DE]:
0,6 afios; rango: 1-3 anos). Los 18 nifos del grupo A reci-
bieron en su dieta leche fermentada (500 ml/dia) con
L. caseiy S. termophilus (Mi Primer Danone®) durante
6 semanas (tabla 1) y pasado este tiempo, los nifios fue-
ron alimentados durante 6 semanas mas con la misma le-
che de vaca estindar que recibian antes de entrar en el
estudio. Los 17 nifos del grupo B fueron alimentados du-
rante todo el periodo del estudio con leche de vaca nor-
mal estandar (500 ml/dia).

Se evaluaron los niveles de inmunoglobulina A (IgA)
secretora en saliva del grupo A al inicio del estudio y a las
6 semanas de iniciada la alimentacién con la leche fer-
mentada con L. casei y S. termophilus.

Recogida de muestras de heces

Se recogieron heces para el estudio de la flora intestinal
alas 0, 6y 12 semanas en ambos grupos. De cada nifo se
recogieron 2 muestras de heces, una que se traslado al la-
boratorio de microbiologia en un recipiente con atmos-
fera anaerobia (Anaerocult Merck) para el estudio de los
microorganismos anaerobios y otra en atmosfera aerobia

TABLA 1. Composicion por 100 g de producto lacteo fermentado con Lactobacillus casei'y Streptococcus termophilus
elaborado con leche adaptada en proteinas, hierro, hidratos de carbono, grasa, minerales y vitaminas
que el bebé puede tomar a partir de los 6 meses de edad

Proteinas (g) 34 Calcio (mg) 130 Vitamina A (ng) 60
Total grasas (g) 3.9 Potasio (mg) 100 Vitamina D (pg) 1,5
Acido linoleico (mg) 380 Sodio (mg) 50 Vitamina E (png) 0,60
Acido linolénico (mg) 50 Magnesio (mg) 10 Vitamina C (pug) 8
Total hidratos de carbono (g) 16,4 Hierro (mg) 0,9 Vitamina B, (ug) 0,16
Lactosa (g) 4,9 Cinc (mg) 0,6 Vitamina By, (ug) 0,18
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para la investigacion de las bacterias aerobias. Este tras-
lado se realizé dentro de las primeras 12 h después de
haberse recogido las muestras.

Estudio microbiolégico

Se realiz6 un estudio bacteriolégico cuantitativo. A par-
tir de 1 g de heces disueltas en 1 ml de agua peptonada,
se realizaron 9 diluciones seriadas 1/10 que se sembraron
cada una de ellas, mediante asa calibrada 1/100, en los si-
guientes medios de cultivo: Agar infusién cerebro cora-
zO6n —para el estudio de la flora anaerobia total-, agar
NBGT —para Bacteroides spp.—, agar Beerens —para Bifi-
dobacterium spp.—, agar MRS y Rogosa —para Lactobaci-
llus spp.—; todos ellos incubados durante 3 a 5 dias en
atmosfera anaerobia a 37 °C.

El estudio cuantitativo de enterobacterias se efectu6é me-
diante la siembra de las nueve diluciones en agar MacCon-
key incubado 24 h a 37 °C en atmésfera aerobia y la siem-
bra en agar columbia con 5% de sangre y acido nalidixico
incubado a 37 °C durante 48 h en atmosfera aerobia con
un 5% de CO, para la deteccion de flora grampositiva.

Analisis bacteriolégico

Los resultados de los estudios cuantitativos se expresa-
ron en nimero de unidades formadoras de colonias por
gramo de heces (UFC/g). Esta informacioén referente al
numero de colonias se presenta en dos modalidades di-
ferentes: una, la media del ndmero de colonias en tres di-
luciones sucesivas; y la otra la media de la dltima dilucion
con crecimiento. Las comparaciones efectuadas sobre la
base de la primera variable se han realizado en escala lo-
garitmica en base 10 y para la Gltima dilucién con creci-
miento se ha tenido en cuenta directamente el exponen-
te. En este caso, no se puede considerar que la variable
tenga una distribucion normal, por lo que a la hora de
realizar comparaciones se ha recurrido a la prueba no pa-
ramétrica U de Mann-Whitney. En el caso de Lactobaci-
lus spp. se ha realizado un enfoque cualitativo y se ha
valorado la frecuencia de nifilos que presentaron creci-
miento de dicha bacteria.

Estudio estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo de la informacion dis-
ponible que incluia tablas de frecuencias para las varia-
bles categéricas y el cilculo de medidas de tendencia
central y dispersion para variables continuas. Para com-
parar variables cuantitativas entre los grupos del estudio
se utilizo la prueba de la t de Student de muestras inde-
pendientes, tras haber realizado una transformacion loga-
ritmica de los datos. En el caso del recuento de Lactoba-
cillus spp. en heces, se utiliz6 el test de la chi cuadrado
para la comparacion de los grupos.

Para analizar la evolucion de los pacientes en cuanto a
variables categoricas (frecuencia de Lactobacillus spp.) se
ha utilizado el test de McNemar.
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Este trabajo fue aprobado por el Comité Etico del Hos-
pital Infantil Vall d’Hebron de Barcelona. Ademas, los
procedimientos utilizados en los pacientes y controles
han sido realizados tras la obtenciéon de un consenti-
miento informado de los padres.

RESULTADOS
Estudio bacteriolégico

Bacilos gramnegativos aerobios

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos con
relacion a los bacilos gramnegativos aerobios. Teniendo
en cuenta la media del nimero de colonias en tres dilu-
ciones sucesivas, solo se observan diferencias estadisti-
camente significativas en los datos correspondientes a
las primeras 6 semanas después de iniciado el estudio,
observandose que en dicho momento las unidades for-
madoras de colonias (UFC)/g de heces es mayor en el
grupo B que en el A (p =0,0203) y lo mismo ocurre cuan-
do se analizan estos microorganismos teniendo en cuen-
ta la Gltima dilucién de heces con crecimiento bacteriano
(p=0,0444).

Flora grampositiva aerobia

No se han observado diferencias significativas en la
composicion de la flora grampositiva aerobia total entre
grupos en ningin momento del estudio (tabla 3).

Flora anaerobia total, Bifidobacterium spp.
y Bacteroides spp.

Al analizar la dltima dilucién de heces con crecimiento
bacteriano y comparar el crecimiento de Bacteroides spp.
en los grupos A y B durante las primeras 6 semanas des-
pués de iniciado el estudio se observan valores mas bajos
en el grupo A que en el B, con cifras muy proximas a la
significacion estadistica (p = 0,0662) (tabla 4).

En el total de la flora anaerobia y en la cantidad de Bi-
fidobacterium spp. no se observaron diferencias signifi-
cativas entre los 2 grupos de nifios en ninglin momento
del estudio (tablas 5y 6).

Lactobacillus spp.

En la tabla 7 se observa que en el grupo A existe una
mayor proporcion de ninos en los que se les aislé Lac-
tobacillus spp. en la flora intestinal que en el grupo B,
siendo estas diferencias mas evidentes a partir de la sex-
ta semana del estudio y llegando a ser estadisticamente
significativas (p = 0,028) a las 12 semanas.

Estudio inmunolégico

La IgA secretora en el grupo A, se evalu6é en dos
momentos, al inicio y a las 6 semanas de ingesta de la le-
che fermentada. Se observé un aumento estadisticamen-
te significativo (p = 0,0063) de un valor medio basal de



Tormo Carnicer R, et al. Ingesta de Lactobacillus y flora intestinal

TABLA 2. Bacilos gramnegativos aerobios en heces

TABLA 5. Flora total anaerobia en heces

Media de Media de
3 diluciones Grupo A Grupo B 3 diluciones Grupo A Grupo B
Semana 0 377%x10°g/h  233x10°g/h  p=0,3551 Semana 0 320%x10°¢g/h  153x10°g/h  p=0,4174
Semana 6 1,00x10°g/h  1,85x 107 g/h  p=0,0203 Semana 6 351x10°g/h  228x10°g/h  p=0,8833
Semana 12 9,80x10°g/h  1,55%x107g/h  p=0,7611 Semana 12 1,89%10°g/h  1,61x10°¢g/h  p=0,2481
Media tltima Media tiltima
dilucion Grupo A Grupo B dilucion Grupo A Grupo B
Semana 0 —4,69 —4,35 p=0,4139 Semana 0 -7,47 —7,00 p =0,4278
Semana 6 —4,07 -5,27 p =0,0444 Semana 6 7,00 -7,12 p =0,6695
Semana 12 -5,07 —4,60 p=0,2632 Semana 12 6,50 7,06 p =0,0845
g/h: gramo/heces. g/h: gramo/heces.
TABLA 3 Flora grampositiva aerobia en heces TABLA 6. Bifidobacterium spp. en heces
Media de Media de
3 diluciones Grupo A Grupo B 3 diluciones Grupo A Grupo B
Semana 0 1,34x107g/h  1,45%x107g/h  p=0,6766 Semana 0 1,13x10%g/h  7,77x107 g/h  p=0,4718
Semana 6 152x 107 g¢/h 7,80 x 10° g/h p=0,9289 Semana 6 1,52%x10% g/h 5,48 x 108 g/h p=0,0934
Semana 12 476x10°g/h  992x107g/h  p=0,1113 Semana 12 8,13x107g/h  3,63x10%g/h  p=0,1933
Media tltima Media iiltima
dilucion Grupo A Grupo B diluciéon Grupo A Grupo B
Semana 0 —5,41 —4.94 p=0,6313 Semana 0 -5,94 —5,64 p=0,4422
Semana 6 —4,83 —4,88 p =0,8640 Semana 6 —5,88 —6,44 p=0,2274
Semana 12 —4,72 -5,31 p=0,1690 Semana 12 -5,47 -5,93 p =0,2906
g/h: gramo/heces. g/h: gramo/heces.
TABLA 4. Bacteroides spp. en heces TABLA 7. Lactobacillus spp. en heces
Media de Porcentaje de nifios Grupo A Grupo B
3 diluciones Grupo A Grupo B con Lactobacillus spp. (%) (%)
Semana 0 9,98x108g/h  1,78x10%g/h  p=0,3288 Semana 0 7/18 (38,9) 4/17(23,5) p=0,328
Semana 6 1,65%x10°g/h  1,19x10°g/h  p=0,9979 Semana 6 9/18 (50)  4/17 (23,5) p=0,105
Semana 12 6,19 x 108 g/h 2,36 x 108 g/h p=0,5119 Semana 12 10/18 (55,6)  3/16 (18,7) p=0,028
Media Gltima g/h: gramo/heces.
dilucion Grupo A Grupo B
Semana 0 -7,18 —6,60 p=0,4848
Semana 6 —0,47 ~7,06 p =0,0662 de dicha flora para potenciar sus efectos beneficiosos es
Semana 12 —6,50 —6,87 p=0,9477 el objeto de los probidticos con el fin de mejorar el esta-

g/h: gramo/heces.

2,5 mg/dl al inicio hasta una media de 3,4 mg/dl a las
6 semanas. El valor medio basal de IgA para el grupo
control fue de 2,47 mg/dl.

DiscusiON

La microflora intestinal es un complejo ecosistema
compuesto por una amplia variedad de bacterias. La ca-
pacidad metabdlica de la flora es extremadamente varia-
da y puede producir tanto efectos beneficiosos como per-
judiciales en la fisiologia intestinal. Alterar la composicion

do de salud del huésped. Se distinguen tres acciones be-
neficiosas: nutricion y metabolismo, como resultado de la
actividad bioquimica de la flora; proteccion y prevencion
de la colonizacion por microorganismos patogenos (efec-
to barrera); y funciones tréficas sobre la proliferacion y
diferenciacion del epitelio intestinal y sobre el desarrollo
y modulacion del sistema inmunolégico3. Estas funcio-
nes han sido fundamentalmente atribuidas a la pobla-
cién microbiana estrictamente anaerobia, la cual mantie-
ne a especies aerotolerantes como son Escherichia coli y
Streptococcus spp. como una flora subdominante me-
diante un efecto de barrera permisiva®. Las bacterias lac-
ticas como Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp. que
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representan un 25% del total del recuento de la flora fe-
cal en el adulto son los géneros considerados potencial-
mente utiles con relacion a dichos efectos beneficiosos>.

Durante la ultima década se han llevado a cabo diver-
sos estudios con el objeto de evaluar los efectos que so-
bre la salud pueden tener el consumo de lacteos fermen-
tados (el yogur) suplementados con bacterias vivas. Un
obstaculo importante que pueden encontrar las bacterias
lacticas tras ser ingeridas es la secrecion acida del tracto
gastrointestinal, que constituye el mecanismo de defensa
mis importante del organismo frente a la mayoria de los
microorganismos patégenos que se ingieren.

En un estudio realizado por Djouzi et al® se demuestra
que la supervivencia de las bacterias durante el transito
gastrointestinal depende de las especies bacterianas y de
la combinacién de las bacterias lacticas en el producto.
También ponen de manifiesto que L. casei sobrevive a su
paso por la barrera gastrica cuando es ingerido en dietas
con leche fermentada, encontraindose un gran nimero de
células viables en las heces. Esta bacteria es resistente al
acido gastrico y a la bilis y permanece viable en un ran-
go de pH de 3,0-7,07. Diferentes cepas de este microor-
ganismo sobreviven durante el transito gastrointestinal y
alcanzan el ileo terminal en cantidades suficientes para
desarrollar su accion fisiologica.

Recientes estudios demuestran también que la ingesta
regular de leche fermentada con L. casei protege contra la
diarrea por rotavirus en ninos. En el intestino, esta bacte-
ria restablece la integridad de la mucosa y reduce la in-
feccion a nivel del microvilli de la mucosa intestinal®,

Los datos microbiolégicos obtenidos en este estudio
evidencian que entre las 6-12 semanas después de la in-
gesta de una leche fermentada con L. casei y S. termo-
Dphilus en el grupo A existe una mayor proporcion de ni-
fios en los que se aisla L. casei en la flora intestinal, que
en el grupo de ninos control. Por ello podemos consta-
tar la supervivencia de esta bacteria lictea a lo largo del
tracto digestivo y su colonizacion intestinal. Otros estu-
dios también detectan un aumento significativo en el ais-
lamiento de L. casei en las heces de nifnos alimentados
con leche fermentada con este microorganismo?12. Ade-
mis otros autores ponen de manifiesto que L. casei pue-
de localizarse en las heces hasta pasadas 2 y hasta 4 se-
manas después de la interrupcion de la ingesta de leche
suplementada con dicha bacteria, tal y como también
ocurre en nuestro estudio?1%13. Otros autores, por el
contrario, detectan una disminucion de Lactobacillus en
las heces después de la ingesta de la formula lactea su-
plementadal®15,

En las heces de los nifios pertenecientes al grupo ex-
perimental de este estudio hemos detectado una dismi-
nucion de la cantidad de bacilos gramnegativos aerobios
y de Bacteroides spp., efecto que podria deberse al blo-
queo de los lugares de adhesion de estos microorganis-
mos a la mucosa intestinal por parte de L. casei.
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La posibilidad de inducir una respuesta inmunitaria por
via digestiva es conocida desde hace aproximadamente
un siglo. Existen millones de interacciones entre las bac-
terias, el epitelio y el tejido inmunoldgico subyacente,
que poco a poco van programando y modulando un sis-
tema de defensa muy potente y complejol®17. De hecho,
la microflora intestinal normal es el estimulo end6geno
de mayor importancia para el desarrollo y maduracion
del sistema inmunitario normal tanto en su respuesta sis-
témica como a nivel local (mucosas)!®.

En el presente estudio, en el grupo de nifios alimenta-
dos con leche fermentada con L. casei se demuestra un
incremento significativo (p = 0,0063) de los valores de
IgA secretora a las 6 semanas de la ingesta, que pondria
en evidencia el efecto inmunolégico beneficioso provo-
cado por la bacteria a partir de su colonizacion intestinal.
Vitini et al'? demuestran que L. casei es capaz de produ-
cir un aumento del nimero de células productoras de IgA
en la lamina propia del intestino delgado, siendo este
efecto dosis dependiente. También ponen en evidencia
estos autores que esta capacidad inmunoestimulante no
puede generalizarse a todos los géneros o especies de las
bacterias lacticas sino que esta propiedad queda restrin-
gida a ciertas cepas y por tanto no todas las bacterias lac-
ticas pueden utilizarse para estimular el sistema inmuno-
l6gico intestinal.

En conclusion, este estudio aporta evidencia sobre la
supervivencia de L. casei en el tracto intestinal y su efecto
inmunoestimulante en un incremento significativo de la
IgA secretora.
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