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VARIACION DE LA CONCENTRACION DE IG A
SECRETORA SALIVAL EN NINOS QUE INGIEREN
UNA LECHE FERMENTADA CONTENIENDO
LACTOBACILLUS CASEI COMO PROBIOTICO

Juliana Fernandez, Julieta Pettinari, Maria Mercedes Ruben
y José Mario Céspedes®

RESUMEN: Diferentes estudios cientificos han demostrado que ¢l consumo de pro-
bidticos es eficaz en la prevencion y tratamiento de determinadas enfermedades infanti-
les, especialmente aquellas que afectan al tracto respiratorio y gastrointestinal. Sin
embargo son pocos los estudios que han evaluado el efecto beneficioso de estas bacte-
rias en niflos sanos, probablemente debido a la dificultad de tomar muestras de sangre
en este tipo de voluntarios. En funcion de esto, se tratd de poner en evidencia la res-
puesta inmunoldgica a la ingesta de una leche fermentada conteniendo Lactobacillus
casei como probiodtico, mediante la evaluacion directa pero no invasiva de la concentra-
cion de Inmunoglobulina A secretora (IgA-s) en saliva, en un grupo de nifios de 3 y 4
afios. Al analizar los valores individuales de variaciones de Inmunoglobulina A secreto-
ra segun el tipo de probidtico ingerido, se observd una variacidn positiva en
Inmunoglobulina A secretora entre la 1% y 4% semana en los nifios que consumieron
leche fermentada con L. casei y también se obtuvo un incremento sostenido analizando
los promedios de IgA-s en los distintos momentos de la experiencia con el consumo de
leche fermentada conteniendo L. casei, incremento que no se observo en los niflos que
consumieron el placebo.

Palabras clave: probioticos - Lactobacillus casei - flora microbiana - respuesta inmu-
nologica - IgA secretora

ABSTRACT: Variation in the concentration of IgA secretory component in saliva in
children taking fermented milk which contains lactobacillus casei as a probiotic agent.
Different scientific studies have shown the efficacy of consuming probiotic agents for
preventing and treating certain childhood diseases, in particular those affecting the respi-
ratory tract and the gastrointestinal tract. However, very few studies have assessed the
beneficial effect of those bacteria in healthy children, probably owing to the difficulty of
obtaining blood samples from volunteer healthy children. Therefore, this study aimed at
determining the immune response to the intake of fermented milk which contains
Lactobacillus casei as probiotic agent through direct non-invasive assessment of secre-
tory IgA (IgA-s) in saliva concentration in a group of 3- and 4-year old children.
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Individual values of secretory IgA variations according to the type of probiotic agent
taken were analyzed. A positive variation in secretory IgA between the first and the fourth
week was observed in children who took fermented milk with L. casei. The analysis of
IgA averages at different moments along the experience showed a sustained increase
among children who took fermented milk with L. casei as compared to children who
received placebo.

Key words: probiotic agents - Lactobacillus casei - microbial flora - immune respon-
se - secretory IgA

Introduccion

El concepto de nutricion ha evolucionado a lo largo del tiempo. Hasta fines del siglo
XX, la meta en la alimentacion humana se relacionaba con asegurar un aporte adecuado de
energia y nutrientes en la dieta, a partir del siglo XXI se comienza a valorar ademas su con-
tenido en componentes funcionales, y es justamente aqui donde se incluyen los probioticos.
Este término significa “a favor de la vida™! y segun las ultimas definiciones de la FAO los
probioticos se definen como: “Microorganismos vivos que ejercen una acciéon benéfica
sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades adecuadas.’?

Ya en la Biblia, Génesis 18:8, se hace referencia a los efectos saludables produci-
dos, en este caso por la leche agria, a la cual se atribuye la longevidad de Abraham. En la
Roma del afio 76 a.C., Plinius recomendaba el uso de leche fermentada para el tratamiento
de la gastroenteritis, y asi, desde hace mucho tiempo aparecen multiples ejemplos, todos
avalando con mayor o menor grado de sustentacidn cientifica, el efecto producido por dife-
rentes probioticos sobre la salud del hombre. Pero es Ellie Metchnicoff, hace alrededor de
un siglo, quien inicia la investigacion cientifica sobre el tema. A partir de entonces, multi-
ples trabajos de investigacion efectuados con probiodticos, han demostrado que el consumo
de los mismos es eficaz en la prevencion y tratamiento de determinadas enfermedades infec-
ciosas, especialmente aquellas que afectan al tracto gastrointestinal y respiratorio.?* No obs-
tante ello, son pocos los estudios que han evaluado dichos efectos beneficiosos en seres
humanos y menos aun en nifios sanos, ya que la mayoria han sido efectuados en ratas.

Uno de esos efectos benéficos producidos por la ingesta sostenida de algtn tipo
especial de probioticos es la mejora observada en la respuesta inmunologica localizada
intestinal y general, en quienes consumen este tipo de microorganismos en cantidad sufi-
ciente, ya sea vehiculizados en alimentos como leches fermentadas y quesos, entre otros, o
bien a través de grageas.

Los probidticos son mayoritariamente bacterias (aunque hay también hongos que
crecen fundamentalmente como levaduras) de origen intestinal, utilizadas de forma tradi-
cional en fermentaciones alimentarias, entre otros los pertenecientes a los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium. Su administracion se suele realizar mediante su incorpo-
racion a alimentos, principalmente derivados lacteos, aunque las perspectivas de incorpora-
cion en otro tipo de productos alimenticios abre un area de gran potencialidad en la indus-
tria de elaboracion de alimentos funcionales.>

Las bacterias probioticas incorporadas en los alimentos particularmente deben ser
capaces de sobrevivir al paso por el aparato digestivo y proliferar en el intestino.
Concretamente, en el alimento al cual se incorporan, las bacterias correspondientes al
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genero Lactobacillus degradan la lactosa a acido lactico y en menor proporcion a otros
metabolitos, los que imparten a los productos lacteos el sabor fresco y aromatico que les
es caracteristico, en tanto que el bajo pH generado determina el sabor agrio que ademas
favorece su conservacion e inocuidad por inhibicion de otros microorganismos alterantes y
patogenos respectivamente.®

Su capacidad de atravesar en gran nimero la barrera gastrica y sobrevivir durante el
transito intestinal, les permite desarrollar efectos beneficiosos en el intestino, como el man-
tenimiento cuali-cuantitativo de la flora intestinal, la modulacion de la renovacion celular a
nivel del epitelio intestinal, la contribucion a la conservacion local del equilibrio del siste-
ma inmunolodgico, y la mejoria de la diarrea infantil de origen infeccioso.”- 8. 9. 10

Durante décadas se ha acumulado evidencia respecto a la mejora de la respuesta
inmune, fundamentalmente cuando se utiliza Lactobacillus casei como probiotico. 1. 12,13
En un estudio llevado a cabo con adultos sanos se demostré que el consumo de una leche
fermentada con Lactobacillus casei (DN-114001) reduce la incidencia y severidad de las
infecciones respiratorias. Por otro lado, diferentes estudios clinicos han demostrado que el
consumo de probidticos es eficaz en la prevencion y tratamiento de determinadas enferme-
dades infantiles, especialmente aquellas que afectan al tracto gastrointestinal.!* Sin embar-
g0, son pocos los estudios que han evaluado el efecto beneficioso de estas bacterias en nifios
sanos, probablemente debido a la dificultad que representa la toma de determinadas mues-
tras biologicas (sangre, saliva) en este tipo de voluntarios.

Estas razones fundamentaron la realizacion de un estudio en nifios de 3 y 4 afios
asistentes a una guarderia en la ciudad de Rosario, quienes ingirieron durante cuatro sema-
nas una leche fermentada conteniendo Lacobacillus casei como probidtico. La eleccion de
la poblacion también estuvo sustentada en las altas tasas de morbimortalidad que se presen-
tan en nuestro pais por enfermedades infecciosas respiratorias seguidas de infecciones gas-
trointestinales en nifios menores de 5 afios.!3- 16

La menor incidencia de infecciones gastrointestinales en nifios alimentados median-
te lactancia materna, se ha relacionado con la influencia ejercida por la composicion de la
microbiota intestinal.!” Esta comienza a adquirirse después del nacimiento, y tanto la veloci-
dad de colonizacion como el tipo de microorganismos que la integran tienen gran repercusion
en el desarrollo del sistema inmune, la regulacion de la permeabilidad y el mantenimiento del
equilibrio intestinal. A los dos afios de edad, la flora microbiana establecida es practicamen-
te definitiva. La flora microbiana residente en el intestino, previene la colonizacion por parte
de microorganismos patogenos por el llamado “efecto barrera” ya que las bacterias que ocu-
pan un espacio o nicho ecoldgico en el epitelio intestinal impiden la implantacion de bacte-
rias extrafias al ecosistema. Ademas, la flora ejerce una influencia muy importante en el desa-
rrollo y maduracion del sistema inmune asociado al tubo digestivo.!$. 19

El tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal, tiene la capacidad de segregar
Inmunoglobulina A secretora (IgA-s), asi como otros anticuerpos destinados a neutralizar la
mayor parte de los agentes patogenos, aun antes de que hayan tomado contacto alguno con
la mucosa intestinal .20

La IgA-s, se encuentra presente ademas en saliva, lagrimas, leche materna y
calostro, secreciones gastrointestinales y secreciones mucosas de los tractos respiratorio y
genitourinario. Dependiendo del tipo de secrecion, la IgA-s esta presente en distintas con-
centraciones, y sus niveles a su vez, disminuyen ante situaciones como el estrés y la desnu-
tricion, y consecuentemente aumenta la susceptibilidad a infecciones, sobre todo en el trac-
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to intestinal y respiratorio superior. Es en las mucosas, donde la IgA-s cumple un papel cri-
tico en los mecanismos de defensa, ya que su funcion principal reside en su capacidad de
prevenir la adhesion de los agentes infectivos a la superficie epitelial.

Algunos estudios han evidenciado ademas la existencia de correlacion entre el
incremento de IgA-s en la mucosa intestinal y en saliva, en respuesta a la ingesta sostenida
de bacterias probioticas.?!- 2223 En funcion de esto, se eligié efectuar el dosaje cuantitativo
de la IgA-s en saliva, por su importante funcion en la prevencion de la invasion de micro-
organismos patdgenos a nivel de las mucosas y porque la determinacion de su concentracion
en saliva constituye un método sencillo que permite evaluar la inmunidad a nivel de las
mucosas. Ademas, representa un parametro de respuesta rapida que tiene como ventaja su
facil acceso, por requerir una muestra de obtencion sencilla y no invasiva (saliva), lo cual
determino su eleccion como herramienta util e indicador precoz para nuestro estudio.

Materiales y métodos
a) Poblacion — Muestra

Participaron de este estudio un total de 38 nifos de 3 y 4 afios de edad asistentes a
la guarderia materno-infantil de OSECAC situada en la calle Entre Rios 221 de la ciudad de
Rosario, provincia de Santa Fe, durante los meses de abril - mayo de 2009 y la muestra fue
seleccionada teniendo en cuenta los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:
*  Nifos que asisten regularmente a la guarderia de OSECAC.
*  Ambos sexos.
*  Franja etaria: 3 y 4 afios.

Criterios de exclusion:

*  Niflos sin autorizacion de los padres.

*  Nifos a los que no les gusta este tipo de leche fermentada.

e Niflos que no accedan a realizar la toma de la muestra de saliva.

»  Nifos con intolerancia a la lactosa.

*  Niflos con inmadurez inmunolodgica o algin defecto de la inmunidad.
e Nifios con cardiopatias congénitas.

De los 38 niflos, 19 recibieron como placebo una leche fermentada con Streptoccus
termophilus 'y Lactobacillus bulgaricus (Yogur) y 19 recibieron leche fermentada con
Lactobacillus casei (DN-114001). El porcentaje de abandono fue del 42,1 % (8 en el grupo
de placebo y 8 en el grupo que ingirio6 la leche fermentada conteniendo L. casei), cifra ele-
vada debido a la corta edad de los participantes y a las dificultades en la practica de obtener
las muestras de saliva y en muchos casos que los niflos no aceptaban tomar todos los dias el
producto, de tal manera la poblacion final quedd conformada por 11 nifios que recibieron
leche fermentada conteniendo L. casei y 11 que recibieron el placebo.
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b) Variables en estudio

*  Variable dependiente:

*  Aumento de la concentracion de Inmunoglobulina A secretora.
e Variable independiente:

*  Consumo de leche fermentada conteniendo L. casei.

 Edad.

¢) Definicion de términos y operacionalizacion de variables

Aumento de la concentracion de Inmunoglobulina A secretora: se conside-
ra aumento cuando los valores de IgA-s, determinados mediante la Técnica de
Difusion Radial en Placa, del grupo que consumi6 leche fermentada con L.
casei son significativamente mayores a los del grupo control (grupo que con-
sumié yogur).

Leche fermentada conteniendo probioticos: Producto lacteo adicionado o no
de otras sustancias alimenticias, obtenida por fermentacion lactica mediante la
accion de cultivos microbianos especificos considerados probidticos. Estos
microorganismos especificos deben ser viables, activos y abundantes en el pro-
ducto final durante su periodo de validez. En nuestro caso en particular se uso6
una leche fermentada comercial, la cual contiene Lactobacillus casei como

probiotico, en las concentraciones establecidas por OMS, esto es 10° UFC / gr

de producto, y la ingesta diaria fue de 100 g .
Edad de los niiios: 3 y 4 afios.

d) Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Anamnesis alimentaria: La misma se utilizé con el fin de determinar la exis-
tencia de patologias que impliquen la exclusion del nifio de la muestra, y esta-
blecer si habitualmente los nifios consumian otros productos con probioticos.
Administracion de leche fermentada con L. casei: Previamente a la admi-
nistracion de la misma, la poblacién fue dividida de forma aleatoria en dos gru-
pos. Un grupo de estudio, al cual se le asigno 100 g. diarios leche fermentada
con L. casei, y un grupo control, al que se le dio la misma cantidad de un yogur
convencional de marca reconocida (conteniendo Lactobacillus bulgaricus y
Estreptoccus thermophilus). Los mismos se sirvieron en el desayuno, en vasos
descartables rotulados con nombre y apellido. Debido a que los vasos eran
todos iguales, todos los nifios creian que consumian el mismo producto.
Datos bioquimicos: Se determinaron los niveles de Ig A-s mediante la obten-
cion de muestras de saliva en cinco ocasiones durante el tiempo de estudio. El
método de laboratorio empleado para medir la concentracion de Ig A-s en las
muestras de saliva, fue el de Inmunodifusion Radial. Las tomas de muestras se
realizaron mediante la salivacion por parte de los nifios en pequefios colecto-
res especiales, descartables. Estas muestras se tomaron el primer dia antes de
que comenzaran a consumir las leches fermentadas, a los 8, 15, 22 y a los 29
dias, momento en el que finalizo el estudio.

INVENIO 13 (25) 2010: 125-134 129

——



invenio 25:nf 18.qxd 07/10/2010 11:01 a.m. P&gina 130 @

J. Fernandez, J. Pettinari, Ma. M. Rubén, J. M. Céspedes

e) Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos se procesaron con el software SPSS para Windows y se recu-
rri6 a Excel a los fines de la representacion grafica de resultados.

Se realiz6 un analisis exploratorio bivariado de la distribucion de los registros obte-
nidos de Inmunoglobulina A secretora en nifios, segun el consumo de la leche fermentada
adicionada de Lactobacillus casei como probidtico o de yogur, considerando los distintos
momentos que dur6 la experiencia.

A fin de determinar la existencia o no de diferencias significativas en los promedios
de las variaciones de Inmunoglobulina A secretora, segin el tipo de consumo, en los distin-
tos momentos del periodo en estudio, se aplico el test no paramétrico U de Mann-Whitney
para muestras independientes.

Resultados y discusion

En el primer grafico, se muestran los valores individuales de variaciones de IgA- s
segun el tipo de consumo. Los mismos, fueron determinados a partir de calcular para cada
nifo la diferencia entre los valores individuales de Ig A-s registrados al finalizar la lera y
4ta semana de la experiencia.

Valores individuales de variaciones de inmunoglobulina A
secretora segin consumo de leche fermentada
con L.casei/ yogur

5 /
D & re

|+DIF 4313 yoghur —=—DIF 47-17 L caszei

Graficon’ 1

Se observa una variacion positiva en la concentracion de la Ig A-s entre la lera y 4ta
semana en todos los casos, salvo en uno de los tratados con leche fermentada con L. casei.
En cambio, en los nifios que consumieron yogur, en 7 de los 11 casos estudiados, los valo-
res de IgA-s descendieron en la 4ta semana respecto de la 1ra.

En el siguiente grafico de cajas, se vuelca la misma informacion, pudiendo visuali-
zar casos extremos en cuanto a la variacion entre semanas y un comportamiento menos dis-
perso en las variaciones observadas en los nifios tratados con leche fermentada conteniendo
L. casei, cuando se excluyen los casos atipicos.
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Variaciones de la concentracion de Ig A-s segin
consuno deleche fermentada con L.casei / vogur
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Grafico n° 2

A continuacion, en el Cuadro n° 1, se observan los valores promedio de IgA-s. segiin
tipo de consumo, considerando los distintos momentos de la experiencia.

Cuadro n’ 1
Promedio de Inmunoglobulina A secretora segtin tipo de consumo y
momento del tratamiento, en nifios de 3 y 4 afios.

Momento Promedios Promedios
Tratamiento: yogur Tratamiento: L. casei

Inicial 6,3 5,7

1* semana 7,6 5,2

2% semana 5,7 5,5

3% semana 5,0 7,1

4* semana 6,2 8,5

Promedio de inmunoglobulina secretora en nifios segiin consumo
de yogur o L.casei, en distintos momentos del tratamiento

an

CONSUMO ¥ ogur [1C onsuma Lcasei|
Grafico n° 3
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Si se consideran los promedios de Inmunoglobulina A secretora segun tipo de con-
sumo, considerando los distintos momentos de la experiencia, se observa en los nifios que
consumieron leche fermentada con L. casei un incremento sostenido de dichos promedios
desde la 1ra semana. Los promedios obtenidos por el grupo que ingirié yogur presentan un
comportamiento con altibajos.

Los resultados volcados en el Cuadro n° 2 permiten analizar las variaciones prome-
dio de IgA-s en ambos grupos, considerando el promedio de las variaciones registradas en
las distintas semanas respecto de la primera de la experiencia. En el grupo de nifios que reci-
bieron yogur, el promedio de las variaciones, como se observa, resultd siempre negativo.

Cuadro n° 2

Variaciones promedio de Inmunoglobulina A secretora en nifios segiin
consumo de yogur o leche fermentada con L. casei

Comparaciones Variaciones promedio Variaciones promedio
tratamiento: yogur tratamiento: L. casei
Diferencia 2°-1* semana -1,9 0,3
Diferencia 3°-1* semana -2,6 1,9
Diferencia 4°-1* semana -1,4 3,0

A fin de determinar si existen diferencias significativas en los promedios de las varia-
ciones de IgA-s segun tipo de consumo en distintos momentos del periodo en estudio, se
efectuaron las siguientes comparaciones:

¥ Con las variaciones de Inmunoglobulina A secretora de la 2da semana respecto de la pri-
mera, el test de Mann-Whitney no arroja diferencias significativas en la media del incre-
mento de Inmunoglobulina A secretora en nifios que ingirieron yogur (placebo) y los que
consumieron leche fermentada conteniendo L. casei, luego de 1 semana de tratamiento
(valor de p > 0,05).

v Las variaciones de la 3era semana respecto de la primera, muestran que hay diferencias
significativas en la media del incremento de Inmunoglobulina A secretora de los nifios
que ingirieron el yogur y los que consumieron leche fermentada conteniendo L. casei,
luego de 2 semanas de tratamiento (valor de p<0,05).

¥ En las variaciones de Inmunoglobulina A secretora de la 4ta semana respecto de la pri-
mera, el valor de p encontrado es significativo (valor de p < 0,01). Esto quiere decir, que
la variacion promedio de Inmunoglobulina A secretora en nifios es mayor cuando con-
sumen leche fermentada conteniendo L. casei que cuando consumen yogur.

Se puede concluir por lo tanto, que el consumo continuado durante 4 semanas de
leche fermentada conteniendo L. casei, fue bien tolerado en nifios de 3 y 4 afios, y ademas
aumentd de manera significativa las concentraciones de Inmunoglobulina A secretora en
saliva. Esto sugiere, que la cepa L. casei tiene efecto sobre la actividad inmuno-modulado-
ra en la poblacion estudiada. Dado que la principal funcion de la IgA-s es modular las defen-
sas a nivel de las mucosas, la finalidad que podria cumplir es el aumento de las defensas
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contra infecciones respiratorias y gastrointestinales en nifios pequefios, y en consecuencia,
prevenir o disminuir la morbilidad y mortalidad por estas causas en los mismos.

e

o
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