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RESUMEN: Se evalu6 la respuesta inmune luego de la interrupcioén en la ingesta con-
tinuada durante un mes de una leche fermentada conteniendo Lactobacillus casei DN-
114001 como probidtico. Para ello, se recurrié a la medicion directa no invasiva de la
concentracion de Inmunoglobulina A secretora (IgA-s) en saliva de un grupo de 25 jovenes
de entre 20 y 30 aflos de edad. Previo al inicio de la experiencia, se les tom6 muestras
de saliva a cada individuo, para tener los datos basales de IgA-s como referencia. En el
momento que finaliz6 el periodo de consumo continuo, se colectaron nuevas muestras de
saliva, y posteriormente a los 15 y 40 dias de haber finalizado el mismo. Al analizar las
concentraciones de IgA-s salival en cada uno de los individuos en los diferentes momentos
evaluados, se observo un aumento de los valores de IgA-s inmediatamente de terminada
la ingesta comparados con los controles previos al consumo del probidtico, tendencia que
se mantuvo a los 15 y a los 40 dias de la suspension. Especificamente, a los 40 dias de
finalizada la ingesta, el 81% de los individuos mostr6 valores mayores en la concentracion
de IgA-s salival con respecto al valor inicial de referencia previo a la ingesta. Estos resul-
tados, muestran una vez mas, el efecto benéfico producido por el consumo regular de este
probidtico sobre la actividad inmunomoduladora y que la interrupcion de dicho consumo
en los 40 dias posteriores, no provoca una disminucion en la concentracion de IgA-s salival
con respecto a los datos basales de referencia.

Palabras claves: lactobacillus casei - probioticos - respuesta inmune - IgA secretora.

ABSTRACT: In this study, we sought to evaluate the immune response after the break in a
month continued intake of a fermented milk containing Lactobacillus casei DN-114001 as
probiotic. To do this, they resorted to non-invasive direct measure of the secretory immu-
noglobulin A (IgA-s) concentration in the saliva of a group of 25 young people between 20
and 30 years old. Prior to the beginning of the experiment, they took saliva samples from
each individual, to have the baseline data of IgA-s as a reference. In the time period ending
continuous consumption, we collected new samples of saliva, and then at 15 and 40 days
have ended. By analyzing the concentrations of salivary IgA-s in each of the individuals
evaluated at different times, there was an increase in [gA-s values immediately terminated
intake compared to baseline prior to probiotic consumption, a trend that remains at 15
and 40 days of suspension. Specifically, at 40 days of completion of the intake, 81% of
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individuals showed higher values in the concentration of salivary IgA-s with respect to the
initial reference value prior to intake. These results show once again the beneficial effect
produced by the regular consumption of this probiotic on the immunomodulatory activity
and that disruption of such consumption by at least 40 days later, causes a decrease in the
concentration of salivary IgA-s with respect to the reference baseline data.

Keywords: Lactobacillus casei - probiotic - immune response - IgA secretory
Introduccion

Durante décadas se han acumulado evidencias sobre las propiedades y efectos be-
neficiosos, generados por los probidticos vehiculizados en los alimentos, en la salud del ser
humano y, aunque existe abundante bibliografia al respecto, todavia se requiere mayor evi-
dencia experimental, clinica y epidemiologica (1, 2, 3).

La Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) y la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) definen a los probidticos como microorganismos que
producen efectos benéficos en la salud del consumidor cuando son administrados en dosis
adecuadas (4). Uno de los beneficios a resaltar es la mejora en la respuesta inmune en quienes
consumen L. casei DN-114001 como probidtico especifico, en cantidad suficiente, vehiculi-
zado en leches fermentadas, como surge del estudio efectuado en el afio 2009 en nifios de 3
a 4 afos, en quienes el consumo continuado durante cuatro semanas aumento significativa-
mente las concentraciones de Inmunoglobulina A secretora (IgA-s) en saliva (5). Dado que la
funcién principal de la IgA-s es modular las defensas a nivel de las mucosas, esto permitiria
la reduccion de infecciones respiratorias y gastrointestinales.

Una busqueda pormenorizada al respecto, muestra que son relativamente pocos
los estudios efectuados en seres humanos con el fin de evaluar la relacion existente entre
la ingesta de este probiotico y la respuesta inmune. Por otra parte, a pesar de que el L.casei
es una bacteria aislada originalmente del intestino humano (6), no es capaz de colonizar
definitivamente este nicho ecologico. Esto obliga entonces a su consumo en forma regular
durante un cierto tiempo a fin de que se asegure una buena persistencia y una respuesta in-
mune significativamente favorable. Es importante destacar que durante su paso por el trac-
to gastrointestinal estas bacterias continuan siendo metabolicamente activas, no obstante,
algunos resultados sefialan que los probioticos pueden ser inmunolégicamente activos sin
requerir que las bacterias permanezcan viables (7, 8, 9, 10). Esto se debe posiblemente
al papel beneficioso de las sustancias de vehiculo o relleno y por lo tanto, alguno de estos
efectos pueden no reproducirse cuando las mismas se cambian, o se modifican las condi-
ciones de conservacion del producto, lo cual determina diferencias en la viabilidad de la
cepa o en su funcionalidad (11, 12).

Por otro lado, distintos ensayos clinicos realizados para evaluar la sobrevida y co-
lonizacion de distintos probioticos en el tracto gastrointestinal (TGI), han tenido el mismo
resultado: después de interrumpir su consumo, su excrecion fecal persiste algunos dias, pero
en numeros cada vez menores hasta desaparecer. En el caso particular de los lactobacilos,
después de finalizar un periodo de suplementacion, el nimero total excretado en ma-
teria fecal sigue siendo alto durante dos semanas (13, 14). Esto indicaria su supervi-
vencia a través del TGI y que para ejercer efectos benéficos en la salud del consumidor, es
necesario que persistan en el mismo (15).
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En muchos probioticos se ha demostrado accion inmunomoduladora, mediante in-
duccion de la respuesta inmune local y sistémica. A nivel local, aumentan la produccion
de inmunoglobulinas, principalmente IgA-s. A nivel sistémico actian como potentes adyu-
vantes, afectando la respuesta celular y humoral, activando el sistema reticuloendotelial,
incrementando la produccion de algunas citoquinas activadoras del sistema inmune tales
como interferéon gamma (IFN-y), interleuquina 10 (IL-10) y el factor de necrosis tumoral-alfa
(TNFa). La IgA-s, que provee la primera linea de defensa frente a agentes patdogenos, cons-
tituye mas del 80 % de todos los anticuerpos producidos. Esta presente en las secreciones
externas y también ejerce propiedades antimicrobianas en las células epiteliales durante su
transporte a través del epitelio. Estas son las inmunoglobulinas predominantes en las secre-
ciones externas, cantidad bien definida, que brinda una proteccion inmunologica especifica
para todas las superficies mucosas, al producir un bloqueo a este nivel, ante el ingreso al or-
ganismo de agentes patogenos (16). En este sentido, el efecto benéfico de algunos probidticos
reside justamente en estimular por distintos mecanismos la produccion de IgA-s, tanto a nivel
local como sistémico (17).

Es asi como la inmunomodulacion, depende de la interaccion de los probioticos
con el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal y en tal sentido, la viabilidad de los
probidticos es importante para estimular el sistema inmune mucoso, ya que su permanencia
en sitios efectores de la respuesta inmune garantiza la ejecucion de la misma (18). El proce-
so de inmunomodulacion se evalud en distintos estudios cientificos donde se observa que la
interaccion es cepa dependiente. De esta manera, algunos antigenos se asocian a las células
del sistema inmune presentes en las placas de Peyer (mucosa), mientras que en otros casos
se describe la interaccion con células de la lamina propia del intestino delgado y colon.
Ademas, la administracion por la via oral de algunas cepas probidticas puede estimular el
sistema inmune en otras mucosas como la bronquial y la de la glandula mamaria. Asi mis-
mo, se debe tener en cuenta el medio en que se vehiculizan estas bacterias, como en el caso
de la leche fermentada que presenta otros componentes no bacterianos que contribuyen a
la inmunogenicidad.

Recientemente se ha descubierto ademas que el ADN bacteriano contiene secuen-
cias inmunoestimulantes (ISS-ADN), que interactiian con receptores especificos de las
células epiteliales. Estas secuencias son potentes activadores de la inmunidad innata. Ra-
chmilewitz et al. (afio 2004), a través de un estudio que realizé en ratas, informaron que
la administracion de la ISS-ADN fue beneficiosa para la mucosa del colon en ratones con
colitis (19). Madsen et al. (afio 2004) por su parte, demostraron que el ADN bacteriano
regula la secrecion de citoquinas proinflamatorias (20).

Queda claro entonces, que no todos los probidticos comparten las mismas propie-
dades inmunomoduladoras y que los resultados y los articulos de revision provenientes de
estudios realizados con cepas especificas, no pueden ser utilizados como prueba para avalar
los efectos sobre la salud de cepas que no han sido incluidas en el estudio.

Evidencia cientifica de los beneficios especificos generados por diferentes cepas de L. casei.
* Participa en el proceso de “resistencia a la colonizacion” porque se asocian habil-
mente a las defensas bioldgicas del intestino. Con respecto a su capacidad antagonista con en-

teropatogenos, se verifico su accion en distintos estudios con varios microorganismos como
Helycobacter pylori, Salmonella, Shigella 'y Escherichia coli enteropatdogena. La misma se
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debe principalmente a la competencia en los lugares de adherencia, produccion de sustancias
inhibitorias y capacidad inmunomoduladora a nivel humoral y celular (21, 22, 23, 24).

* Hatakka K.; Savilahti E.; Ponka A. et al. (afio 2001), pusieron en evidencia el
efecto del consumo prolongado de leches fermentadas conteniendo L. casei, en los procesos
infecciosos en nifios (25). Turchet P. et al. (afio 2003), en un estudio llevado a cabo con adul-
tos que consumieron leche fermentada con L. casei DN-114001, observaron una reduccion
en la duracion de infecciones respiratorias en pacientes con riesgo y se comprob6 un efecto
inmunogénico por disminucion en la incidencia invernal de las mismas (26).

* Mejora la inmunocompetencia en adultos aumentando los linfocitos CD56 o célu-
las “natural killer” (TNK) y modulando el incremento de cortisol (27), mientras que en an-
cianos aumenta la eficacia inmunitaria favoreciendo la capacidad defensiva de los monocitos
mediante un incremento de su actividad fagocitica y oxidativa (28).

* L. casei es efectivo en las enfermedades inflamatorias del intestino, pero los estu-
dios clinicos con pacientes con enfermedad inflamatoria ain son escasos (29).

* La incorporacion a una dieta con cepas de L. casei, produjo en la etapa aguda de
diarrea una respuesta humoral no especifica (células secretoras de IgG, IgA e IgM) y un in-
cremento posterior de IgA-s (30).

* En experimentos en animales se determino que aumenta la actividad fagocitica en
macrofagos peritoneales y células productoras de IgA-s ante la infeccion de E. coli enteroin-
vasiva (31).

* En casos de infeccion por Shigella spp. se comprobd que L. casei reguld la trans-
cripcion de genes que codifican para sustancias pro-inflamatorias como las citoquinas y mo-
léculas de adhesion inducidas por la Shigella (32).

* E. coli enteropatogena induce el aumento de permeabilidad del epitelio intestinal
y L. casei anularia este efecto y la posterior adhesion del patdgeno (33). También se ha de-
mostrado efecto inhibitorio frente a E. coli O157:H 7 (34).

* Se demostrd antagonismo con Salmonella typhimurium debido a un aumento de la
fagocitosis, actividad antibacteriana y respuesta inmune humoral (35).

* El consumo regular de L.casei DN114001 podria ser considerado como una estra-
tegia a considerar dentro de la profilaxis contra la inmunosenescencia (36).

* Los resultados obtenidos en un estudio in vitro, realizado en el afio 2005 por inves-
tigadores de la Facultad de Ciencias Quimicas de Chihuahua (México), en el que se utilizo
L.casei DN114001, sefalaron la capacidad de este probidtico de reducir de manera signifi-
cativa el crecimiento de Staphilococcus aureus y controlar el crecimiento de E. coli. No se
observo actividad de bacteriocina, por lo que la inhibicion se atribuye al efecto conjunto de
los diversos metabolitos producidos durante la fermentacion lactica (37).

* Produce el aumento de activadores del sistema inmune especifico como interferon
gama e interleuquinas, inmunoglobulinas, y aumento de los macréfagos y linfocitos (38).

* Con respecto a su accion sobre Rotavirus, el mecanismo involucraria la modifica-
cion del receptor viral, debido a un factor soluble que modifica la glicosilacion y galactosila-
cion en la mucosa intestinal reduciendo la infeccion de los “villi” (39).

Dosis diaria de probiéticos a consumir

Con respecto a la dosis con que deben ser ingeridos, los estudios que documentan
la eficacia de cepas especificas a una determinada dosis, no constituyen evidencia suficien-
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te como para respaldar los efectos sobre la salud a una dosis mas baja. En relacion con esto
ultimo, la dosis de probiodticos necesaria varia enormemente segun la cepa y el producto
y no es posible establecer una dosis general para los probioticos; que por otra parte debe
estar basada en estudios efectuados en seres humanos y deben mostrar un beneficio real
para la salud.

Segtin algunos autores, es imprescindible una cantidad de 107-10® UFC/g o ml del
producto, lo cual aseguraria que un porcentaje importante de bacterias pueda llegar hasta
el intestino y ejercer su efecto benéfico en la salud del consumidor. Cantidades menores a
10° UFC/g no provocan dichos efectos. Vinderola y Reinheimer, en el aiio 2000 indican que
para asegurar el efecto probidtico se requieren concentraciones superiores a 10’ UFC/g, ve-
hiculizadas en leches fermentadas. Ademas, recomiendan ingerir al menos una dosis diaria
para asegurar sus efectos benéficos, ya que en algunos estudios se observo que si se ingiere
de forma alterna, aproximadamente 3 dias a la semana, su accidén es mucho menor o casi
inapreciable (40,41).

En virtud de lo desarrollado precedentemente, fue de interés para los autores efectuar
la “Evaluacion de la respuesta inmune por intermedio de la variacion en la concentracion de
la IgA-s en saliva, por su papel como molécula efectora de dicha respuesta, luego de inte-
rrumpir el consumo continuo del probiotico L. casei DN-114001 en personas sanas”,

Materiales y métodos

Tipo de estudio.
Se trata de una investigacion clasica cuantitativa, mediante un estudio analitico ex-
perimental de tipo longitudinal.

a) Muestra

La muestra estuvo constituida por 25 alumnos de entre 20 y 30 afios que concurren
a la Universidad del Centro Educativo Latinoamericano situada en Av. Pellegrini 1352 de
la ciudad de Rosario, provincia de Santa Fe, durante Octubre - Diciembre de 2010. Los 25
alumnos recibieron leche fermentada conteniendo el probiotico L. casei DN-114001.

Criterios de inclusion.

Alumnos que aceptaron participar en el estudio
* Franja etarea: 20 — 30 afios

Ambos sexos

Criterios de exclusion.

* Alumnos con algln tipo de trastorno gastrointestinal.

* Alumnos que presentan intolerancia a la lactosa.

* Alumnos con algin tipo de proceso infeccioso agudo y/o cronico.

* Alumnos que no consumieron durante algiin dia de la semana la leche fermentada
conteniendo L.casei.

b) Variables en estudio

» Variable Dependiente: Concentracion de IgA-s salival.
* Variable Independiente: Momento de toma de muestra.
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¢) Definicion de términos y operacionalizacion de variables

e Concentracion de IgA-s salival: se refiere a los valores de IgA-s salival obtenidos
en las muestras de saliva de cada joven, en los momentos de muestreo definidos,
expresados en mg/dl.

* Momento de toma de muestra: la coleccion de muestra de saliva por parte de los
jovenes participantes en el estudio, se realiz6 en cuatro oportunidades:

* Momento 1: previo al inicio del consumo de probioticos.

* Momento 2: al final del consumo durante 30 dias consecutivos.

* Momento 3: a los 15 dias de finalizada la ingesta de probioticos.

* Momento 4: a los 40 dias de finalizada la ingesta de probioticos.

d) Procedimiento e instrumentos de recoleccion de datos

 Cada alumno, ingiri6 100 g diarios de leche fermentada conteniendo 10® UFC de
L. casei DN 114001/ g, durante 30 dias consecutivos.

* Muestras de saliva: la primera muestra, se colectd al comienzo del estudio, previo
al inicio del consumo del probiotico, la segunda se obtuvo luego de la ingesta inin-
terrumpida durante 30 dias de leche fermentada conteniendo L. casei. La tercera y
cuarta muestra se obtuvieron a los 15 y 40 dias respectivamente de haber interrum-
pido el consumo. Las tomas de muestras se realizaron mediante la salivacion directa
de los jovenes en pequefios colectores descartables.

* La cuantificacion de Ig A-s en las muestras de saliva se efectuaron en el Laboratorio
de la Facultad de Quimica de UCEL mediante la técnica de inmuno-difusion radial.

e) Tratamiento estadistico

En principio se efectud un andlisis descriptivo de los datos obtenidos, donde se ob-
servan las caracteristicas en las distribuciones de 1gA-s salival en los distintos momentos
de la toma de muestra, lo cual permitié percibir diferencias y similitudes entre las mismas.
Posteriormente, con el objetivo de determinar si las diferencias encontradas entre los distin-
tos momentos resultan estadisticamente significativas, se aplicaron las pruebas estadisticas
correspondientes. En el caso de comparacion de 2 distribuciones se aplico la prueba de Wil-
coxon y en el caso de comparacion de mas de 2 distribuciones se aplico la prueba de Fried-
man. El valor p < 0,05 es considerado significativo.
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f) Resultados
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La Figura 1 exhibe los valores medios de concentracion de IgA-s Salival de los indi-
viduos en los 4 momentos de toma de muestra. Dichos valores medios aumentan al final de la
ingesta, respecto del inicio de la misma, y parecen mantenerse en el nuevo nivel en los dos mo-
mentos siguientes. Los histogramas de la Figura 2, corroboran este comportamiento. En estos
se observa que, una vez finalizada la ingesta continua, la concentracion de 1gA-s salival presen-
ta un desplazamiento hacia valores mayores respecto del inicio de la ingesta. El desplazamiento
se mantiene en los dos momentos de medicion siguientes, es decir a los 15 y 40 dias posteriores.
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5

Variacion de Concentracion de IgA-s Salival
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40 dias despues de final de ingesta versus inicio de ingesta
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En la Figura 3 se puede observar que a los 40 dias de haber finalizado la ingesta dia-
ria del probidtico, el 81% de los individuos mostr6 valores mayores en la concentracion de
IgA-s respecto del valor inicial previo a la ingesta.

En las Figuras 4 y 5 se observa que a los 40 dias después de finalizada la ingesta, el
45 % de los individuos mostr6 valores mayores en la concentracion de Ig A-s respecto de los
valores al final de la ingesta, y el 57 % mostr6 valores mayores respecto de los hallados a los
15 dias de finalizada la ingesta.

La comparacion de las distribuciones de concentracion de los momentos 4 y 1, a
través de la prueba de Wilcoxon, determiné que las diferencias encontradas son estadistica-
mente significativas (p=0,006). Mientras que la comparacion de las distribuciones de con-
centracion de los momentos 4, 3 y 2, a través de la prueba de Friedman, determin6 que las
diferencias no son estadisticamente significativos (p=0,456).

g) Discusion

Distintos estudios cientificos sugieren que el consumo continuo de probidticos ten-
dria una serie de beneficios potenciales para la salud, tanto gastrointestinales como inmu-
nomoduladores, de interés en la prevencion de enfermedades. No obstante, en lo que se
refiere especificamente al efecto inmunoestimulante generado en particular por el L. casei
DN-114001, son pocos los estudios que han evaluado el comportamiento del sistema inmune
en periodos posteriores a la interrupcion de su consumo prolongado.

Los hallazgos en investigaciones anteriores, sefialaron que la administracion diaria de
este probidtico favorece el incremento de IgA-s. Un estudio realizado en nifios de 3 y 4 afios
en el 2009 demostré un aumento significativo en las concentraciones de IgA-s salival luego del
consumo continuo durante 4 semanas de leche fermentada conteniendo L. casei DN-114001
(2), tal como se observo en el presente estudio al finalizar el consumo diario durante 30 dias
del probidtico. Asi mismo, otro estudio realizado en roedores por el Centro de Referencia para
Lactobacilos (CERELA — CONICET) en el 2008, revel6 un incremento de IgA-s en intestino
delgado y colon, luego de ser alimentados por 98 dias consecutivos con leche fermentada con
L. casei. Distintas células fueron removidas de intestino para un examen histologico cuyos
resultados determinaron aumento de IgA-s y de células productoras de citoquinas. Los autores
afirmaron que, de acuerdo con los resultados obtenidos, la administracion prolongada de esta
leche fermentada tiene efectos moduladores sobre el sistema inmunitario asociado a intestino y
sobre células distantes, como los macrofagos peritoneales (42).

Conclusion
En base a los resultados obtenidos, de las pruebas estadisticas y a los graficos pre-
sentados precedentemente, queda establecido que la concentracion de IgA-s salival aumenta
luego de la ingesta diaria, durante 30 dias consecutivos, de 100 g de leche fermentada conte-
niendo 103 UFC de L. casei DN- 114001/g, y podemos afirmar ademads, que la interrupcion
completa de dicho consumo no afecta la normal secrecion de la IgA-s en saliva, al menos
hasta los 40 dias posteriores a la interrupcion de la ingesta, en personas de 20 a 30 afios.
Los efectos beneficiosos de los probidticos en la salud humana y en la nutricion estan
siendo cada vez mas reconocidos y no hay duda de que en los préximos afios, con mayores
conocimientos sobre su funcionamiento, constituyan alternativas nutricionales que contribu-
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yan a mejorar la salud de la poblacion. En tal sentido, este estudio en particular empleando
L. casei como probidtico, podria ser un aporte de interés para la realizacion de otras inves-
tigaciones tendientes a demostrar nuestra hipotesis con un mayor nimero de individuos, y
durante un lapso de tiempo mas prolongado.

20
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