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RESUMEN

En el presente trabajo se presenta una revision bibliografica donde se compilan los beneficios
conferidos a la salud del huésped, documentados en estudios clinicos en humanos y metaanalisis
otorgados a la cepa probidtica Lactobacillus rhamnosus GG (ATTC 53103) conocida

comercialmente con la abreviatura LGG.

La revision bibliografica se enfoca principalmente en los beneficios a la salud documentados en
poblacion infantil, buscando como objetivo desarrollar en la region Centroamericana una bebida
de base lactea que cumpla con el perfil de formulacion de un yogurt infantil, y que incluya en su
formulacién una concentracion de la cepa probidtica que permita mejorar los indicadores de
salud de esta poblacion que asiste a centros de cuido o escuelas, principalmente buscando
reducir los cuadros de diarreas agudas infecciosas, frecuencia de prescripcion de antibiéticos y

ausentismo asociado con infecciones del sistema digestivo y/o respiratorio.

Como segunda etapa, posterior a la revision bibliografica sobre la cepa, se propone un disefio
de proceso industrial para la produccion del alimento que garantice la supervivencia de la cepa
en el proceso industrial de fermentacion de la leche, y que cumpla con la dosis minima
documentada en estudios clinicos para mejorar la incidencia de enfermedades infecciosas antes
mencionadas, ademas se revisa la legislacion vigente de acuerdo al Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA,2011) y el Reglamento Técnico Costarricence(RTCR,2013) para la

produccion y comercializacion de este tipo de alimentos.

Finalmente se describe como punto de partida y de forma breve un disefio de estudio clinico
que puede ser reproducido localmente para evaluar el beneficio de la bebida probidtica en la

poblacién infantil.
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1. INTRODUCCION

La ingesta de probioticos se ha sugerido para mejorar la salud al estimular la respuesta
inmunitaria, entre otros efectos beneficiosos, y al modular beneficiosamente la microbiota
intestinal. Se reconoce que la microbiota intestinal humana puede jugar un papel en el desarrollo
de enfermedades metabolicas que incluyen obesidad y diabetes, asi como enfermedades
autoinmunes como la enfermedad inflamatoria intestinal (Kim et al., 2019). La regulacion de los
probidticos varia entre diferentes paises. A menos que hagan declaraciones de propiedades
saludables relacionadas con enfermedades especificas, lo cual requiere una regulacion
especifica, los probioticos estan considerados como suplementos alimenticios. Muchas
propiedades de los probioticos son especificas de la cepa y los hallazgos de seguridad y eficacia
asociados a formulaciones especificas no deben generalizarse a otros productos probidticos. Los
procesos, las condiciones y los ingredientes de fabricacion son determinantes importantes de
las caracteristicas del producto y es probable que los cambios en la fabricacién den lugar a un
producto que no sea idéntico al "original" en eficacia y seguridad si no se toman las medidas y

los controles adecuados (De Simone, 2019).

Los probiéticos son definidos como "microorganismos vivos que, cuando son administrados en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped” De esta definicion se
desprende que un verdadero probidtico requiere que algunos requisitos previos se cumplan. En
primer lugar, los probioticos deben ser microorganismos y estar vivos en el momento de la
ingesta. En segundo lugar, deben ingerirse en una dosis lo suficientemente alta como para causar
un efecto. La dosis eficaz recomendada esta estrechamente vinculada a la documentacion clinica,
en el que debe basarse. En tercer lugar, los microorganismos vivos ingeridos deben de presentar
un efecto beneficioso en el huésped para ser considerado un probidtico. El efecto beneficioso
de los probidticos son especificos de cepa y no puede considerarse que el efecto sea general
para diferentes especies o subespecies del mismo géneros. El consenso de la especificidad de

la cepa se basa en la investigacion cientifica que muestra que varias cepas dentro de la misma
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especie pueden mostrar diferentes efectos. Para establecer un verdadero probidtico, por lo
tanto, es esencial documentar caracteristicas de seguridad y eficacia de una cepa probiética
especifica (Hill et al, 2014).Las revisiones sistematicas y los metaanalisis sobre ensayos de
intervencion controlados, proporcionan evidencia convincente de los beneficios de los
probidticos, incluidos los que se vinculan con valiosos aportes para la salud publica, (Hill et al.,
2014) siendo una estrategia efectiva para dar forma a un microbiota mas saludable.

Se ha sugerido que la composicién y funcion de la microbiota intestinal esta asociada con
afecciones como alergias, enfermedades inflamatorias intestinales, cancer, diabetes,
enfermedades cardiovasculares y dislipidemia (Gomes et al, 2014). También se ha sugerido que
la microbiota intestinal alterada conduce a una mayor permeabilidad intestinal y a una mayor
respuesta inmunitaria de las mucosas, contribuyendo por ejemplo al desarrollo de diabetes. El
aumento de la permeabilidad intestinal es el resultado de una reduccion de las proteinas de
union estrecha que, eventualmente, favorece la translocacion de lipopolisacarido bacteriano
(LPS), que puede resultar en endotoxemia metabdlica y resistencia a la insulina (Secondulfo et
al, 2004).

La modulacion de la microbiota intestinal por los probioticos puede facilitar el manejo de una
serie de condiciones clinicas. Se sabe que varias enfermedades intestinales como diarrea aguda
infecciosa, enfermedad de colon irritable, enfermedad de Crohn y cancer colorectal estan
estrechamente asociadas con la disbiosis de la microbiota intestinal generada por el desbalance
entre las bacterias intestinales beneficiosas y las dafiinas. Una vez que se interrumpe este
equilibrio de la microbiota intestinal, pueden provocarse cuadros de diarrea, inflamacién e
incluso cancer de colon. Se ha sugerido la administracion de probiéticos como un enfoque
terapéutico para prevenir estos trastornos intestinales. Se reconoce que los probidticos tienen
actividad antimicrobiana, antiinflamatoria e incluso anticancerigena, y pueden ayudar a la
recuperacion de la microbiota intestinal desequilibrada. Esta recuperacion también permitiria
reducir la incidencia de estas enfermedades intestinales o aliviar sus sintomas. De esta

informacion, ahora se cree que existe una fuerte conexion entre la microbiota intestinal, los
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probidticos y la salud intestinal y la enfermedad (Kim et al., 2019). Un ejemplo de esta interaccion

se muestra en la figura 1.

e Actividad antimicrobiana
e Actividad anticarcinogénica
e Actividad anti-inflamatoria

Probidticos

Homeostasis
microbiana
intestinal

Prevencion y
tratamiento

Microbiota Enfermedad
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e Diarrea asociada a antibidticos
Enfermedad de intestino irritable
Enfermedad de Crohn

e Cancer colorectal

e Acidos grasos de cadena corta(SCFA)
e Metabolitos microbianos

Disbiosis
microbiana

Figura 1. El papel de los probioticos en las enfermedades intestinales mediante la recuperaciéon
de la disbiosis en la microbiota intestinal (Fuente: Kim et al., 2019).

Muchos estudios han demostrado que las poblaciones de microorganismos autoctonos de la
microbiota intestinal difieren entre individuos sanos y otros con enfermedades o condiciones no
saludables. Sin embargo, los investigadores aun no pueden definir la composicion de una
microbiota humana sana. Ciertas bacterias comensales (como Roseburia, Akkermansia,
Bifidobacterium y Faecalibacterium prausnitzii) parecen estar asociadas mas comunmente con la
salud, pero es un area de investigacion activa en la actualidad para determinar si la
suplementacién con estas bacterias puede mejorar la salud o revertir la enfermedad (Guarner et

al,, 2017).



Entre los mecanismos de accion de los probioticos (Tabla 2), podemos afirmar que afectan el
ecosistema intestinal al afectar los mecanismos de respuesta inmunitarias de la mucosa, al
interactuar con potenciales microorganismos patdogenos comensales, al generar productos
metabdlicos finales como los acidos grasos de cadena corta, y al comunicarse con las células del
huésped a través de la sefializacion quimica (Tabla 2).

Tabla 2. Mecanismos de interaccion probiético -huésped. La simbiosis entre la microbiota y el

huésped se puede optimizar mediante intervenciones farmacoldgicas o nutricionales en el
ecosistema microbiano intestinal utilizando probidticos.

Beneficios inmunoldégicos

1. Activar los macréfagos a nivel local para aumentar la presentacion del antigenos a los linfocitos B y
aumentar la produccién de inmunoglobulina A (IgA) secretora tanto local como sistémicamente.

2. Modular perfiles de citoquinas

3. Inducir tolerancia a los antigenos alimentarios

Beneficios no inmunolégicos

1. Digerir los alimentos y competir por los nutrientes contra los patdégenos

2. Alterar el pH local para crear un ambiente desfavorable para los patdgenos
3. Producir bacteriocinas para inhibir patogenos

4. Eliminar los radicales superoxido

5. Estimular la produccion de mucina a nivel epitelial

6. Mejorar la funcion de barrera intestinal

7. Competir por la adhesion contra las bacterias patdgenas

8. Modificar toxinas derivadas de patégenos

Fuente: Guarner et al.,2017.

Estos mecanismos pueden conducir al antagonismo de los patdégenos potenciales, un entorno
intestinal mejorado, al refuerzo de la barrera intestinal, a la regulacién a la baja de la inflamacion
y a la regulacién y aumento de la respuesta inmunitaria a los desafios antigénicos. Se cree que

estos fendmenos median los efectos mas beneficiosos, incluida una reduccion en la incidencia y



la gravedad de la diarrea, que es uno de los usos mas reconocidos de los probidticos (Guarner

et al,, 2017).

La importancia de la microbiota intestinal en la salud y la enfermedad es cada vez mas evidente,
y existe un creciente nimero de publicaciones sobre el potencial terapéutico de los probidticos
en los trastornos gastrointestinales como el sindrome del intestino irritable (SIl) y muchas otras
afecciones. Los mecanismos de accion propuestos para los efectos beneficiosos de los
probidticos incluyen la exclusidon competitiva de microorganismos patdgenos, la inhibicion de la
adhesién de patdgenos, la produccion de sustancias antimicrobianas y la modulacién del sistema
inmunoldgico (Hungin, 2018). Algunas especies de Lactobacillus y Bifidobacterium se utilizan mas
comunmente como probidticos, pero también se utilizan la levadura Saccharomyces boulardii, y
algunas especies de Bacillus y la cepa Nissle 1917 de Escherichia coli. Las bacterias acido lacticas,
incluidas las especies de Lactobacillus género que se ha reclasificado recientemente (Zheng et
al. 2020) se han utilizado para la conservacién de alimentos por fermentacion durante miles de
anos, y, ademas, potencialmente pueden impartir beneficios para la salud. La fermentacion se
aplica globalmente en la conservacién de una gama de materias primas agricolas (cereales,

raices, tubérculos, frutas y verduras, leche, carne, pescado, etc.) (Guarner et al., 2017).

Las iniciativas para llevar el beneficio de cepas probidticas a la alimentacion de poblaciones
desfavorecidas principalmente en paises en vias de desarrollo incluyen acciones como Yoba for
Life (The Yoba for Life foundation, 2015) cuyo aporte permite la produccion de yogurt probidtico
con una cepa genérica en muy pequefa escala con volumenes de produccion en el ambito entre
10L/semana hasta 5000L/semana. La mision de la fundacion Yoba for Life es proporcionar a las
comunidades empobrecidas de Africa un mayor acceso a Lactobacillus rhamnosus GG bajo el
nombre de Lactobacillus rhamnosus yoba 2012, la primera cepa probidtica genérica del mundo

(Kort et al., 2015).

El acceso a cultivos probioticos para la fermentacién puede contribuir a mejorar la salud y la

economia de personas en paises de escasos recursos de multiples maneras:



1. Extension de la vida util y de la seguridad alimentaria desde el punto de vista de
parametros microbioldgicos.

2. Reduccion del deterioro de la leche mediante fermentacién controlada.

3. Aumento de propiedades nutricionales de los alimentos fermentados por entrega de
bacterias beneficiosas, compuestos bioactivos como vitaminas y componentes
secuestradores toxicos.

4. Prevencion y reduccion de los episodios de diarrea resultantes de la ingesta de una cepa
probidtica.

5. Proporcionar ingresos para locales productores de leche.

En cuanto a la regién Latinoamericana, se documentan también algunas iniciativas para darle
accesibilidad de este tipo de productos a las poblaciones desfavorecidas utilizando cepas
probidticas aisladas localmente y estudiando las cepas involucradas en los procesos de
fermentacién de bebidas ancestrales autdctonas de regiones andinas y centroamericanas,
enfocadas en proveer una solucion a infecciones del tracto digestivo y respiratorio de
poblaciones locales desfavorecidas- Como ejemplo, tal es el caso del proyecto Proinfant, donde
un grupo de investigacion de Argentina, Colombia, Espafia, Guatemala, Nicaragua, México y
Perd, buscaban desarrollar alimentos vegetales con funcionalidad probidtica para poblaciones
infantiles latinoamericanas desnutridas. Este proyecto se propuso aislar estas bacterias utilizando
materias primas vegetales y alimentos tradicionales de alto poder nutritivo de Colombia,
Nicaragua, México y Perd. Son, en su mayoria, bebidas fermentadas que se producen de forma

artesanal por pequefios productores. Muchos de ellos se consumen localmente desde tiempos

ancestrales (Ruas-Madiedo, 2021).



2. OBJETIVO

EL objetivo general de este Trabajo Fin de Master (TFM) es revisar el procedimiento para
el desarrollo de una formula lactea fermentada fortificada con la cepa probidtica Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG®) para poblacién infantil centroamericana en edad escolar como una
alternativa accesible de probidticos y proteina lactea. Para ello, se ha estructurado la memoria

del TFM en tres capitulos que se corresponden con los siguientes objetivos especificos.

Capitulo 1. Estudio bibliografico
Objetivo 1. Realizar un estudio bibliografico sobre de la cepa probidtica Lactobacillus
rhamnosus y su aplicacion en pediatria, identificando sus beneficios asociados con la
funcidn inmunitaria y, principalmente, con la reduccion de cuadros de diarreas infecciosas

agudas e infecciones del tracto respiratorio.

Capitulo 2. Propuesta de formulacion de un alimento probiotico
Objetivo 2. Formulacion y proceso de produccion de producto bajo los lineamientos del
Reglamento Técnico Centroamericano para poder ser comercializado como "yogurt
bebible con probidtico LGG®", teniendo en cuenta la dosis diaria requerida asociada al

beneficio probidtico, y coste reducido para mantener el concepto de “asequibilidad”.

Capitulo 3. Propuesta de estudio de intervencion
Objetivo 3. Proponer un primer disefio experimental para la ejecucién de estudio clinico

en nifnos en etapa escolar.



3. CAPITULO 1

REVISION BIBLIOGRAFICA SOBRE LACTOBACILLUS RHAMNOSUS LGG® , MECANISMOS
DE ACCION Y ESTUDIOS CLINICOS EN PEDIATRIA

3.1. Taxonomia Lactobacillus (Lacticaseibacillus) rhamnosus LGG.

Zheng et al. han propuesto recientemente una reclasificacion del género Lactobacillus en 25
géneros (23 de los cuales son géneros completamente nuevos). Algunas cepas probidticas
comerciales bien conocidas como Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei Shirota, o
Lactobacillus plantarum 299v tendran su nombres cambiados. Los nuevos nombres son
Lacticaseibacillus rhamnosus, Lacticaseibacillus casei 'y Lactiplantibacillus plantarum,

respectivamente (Gomes et al., 2021).

El género Lacticaseibacillus pertenece al filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales, familia
Lactobacillaceae, y esta constituido por bacterias Gram-positivas, anaerobias facultativas,
catalasa negativas, no formadoras de esporas, no méviles, con forma de "baston” (Figura 2), y
productoras de acido lactico, por lo que forman parte del grupo de las bacterias acido lacticas
(BAL). Es un género ubicuo, encontrandose en muchos ambientes, por lo que estan presentes
en alimentos fermentados y sus materias primas tanto de origen animal como vegetal. También
se encuentra en diversas localizaciones en animales; en el humano, son componentes muy
comunes de la microbiota autdctona del tracto gastrointestinal humano, principalmente el tracto
superior, asi como en la mucosa vaginal (Zheng et al., 2020). La cepa conocida comercialmente
como LGG® se clasificd originalmente como Lactobacillus acidophilus y el cédigo de identidad
“GG" se debe a los investigadores que la aislaron S.L. Gorbach y B.R. Goldin (Doron, 2005). Tras
la reciente reclasificacion en 2020 tiene como afiliacion taxondmica Lacticaseibacillus rhamnosus,
que abreviaremos como L. rhamnosus de aqui en adelante. La cepa fue depositada en la

coleccion de cultivos americana con el cédigo ATCC53103. Fue originalmente aislada de
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muestras fecales de un adulto humano sano y presentaba alta resistencia al pH acido y la bilis,
asi como capacidad de adhesion al epitelio intestinal, siendo facil su crecimiento por lo que fue
uno de los primeros probidticos en ser utilizados comercialmente. Desde su descubrimiento, ha
sido una de las cepas probioticas mas estudiadas, en distintas partes del mundo, y se ha utilizado

en una gran variedad de productos probidticos disponibles comercialmente (Segers, 2014).

. |

Figura 2. Cepa L.rhamnosus GG liofilizada vista al microscopio (Fuente Chr Hansen A/B, 2021)

3.2 Mecanismos de accion de L. rhamnosus GG
Segun Segers y Lebeer, 2014; se ha propuesto que las bacterias probioticas pueden beneficiar la
salud humana principalmente por tres mecanismos generales de accién:
1. En primer lugar, ciertos probioticos pueden excluir o inhibir la actividad de patogenos ya
sea mediante accion directa (competicién por nutrientes, actividad antimicrobiana,
competicion por la union al epitelio, etc) o indirecta, mediante la modulacion de la

microbiota beneficiosa.
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2. Un segundo mecanismo seria la capacidad para mejorar la funcion de la barrera epitelial
que presentan ciertas cepas probidticas. Esto se puede conseguir modulando
intermediarios de vias de sefalizacion celular, como el factor nuclear kappa B (NF-kB),
proteinas quinasa AKT o proteinas quinasa activadas por mitogenos (MAPKs), lo cual
conduce, por ejemplo, a la induccién de produccion de mucus o al aumento de la
formacién de las uniones estrechas entre las células del epitelio.

3. En tercer lugar, cepas probioticas especificas también pueden modular las respuestas

inmunitarias del huésped, ejerciendo efectos tanto locales (mucosas) como sistémicos.

Muchas de las interacciones entre las bacterias probidticas y las células inmunitarias del epitelio
intestinal estan mediadas por estructuras moleculares, conocidas como patrones moleculares
asociados a microorganismos (MAMPs), las cuales interactiian con receptores de reconocimiento
de patrones especificos (PRRs) de las células eucariotas como, por ejemplo, receptores tipo “toll”
(TLR). En relacion con la cepa L. rhamnosus GG, una de las caracteristicas clave ampliamente
estudiada de esta, y otras cepas, es su fuerte capacidad adhesiva al epitelio intestinal, que ha
sido documentada in vitro al igual que en estudios in vivo con modelos animales y con en seres
humanos (Segers and Lebeer, 2014). Se ha demostrado que el L. rhamnosus GG es un cepa con
excelente adherencia a la mucosa en comparacion con otras cepas parecidas como la cepa lactea
L. rhamnosus Lc705 y otras cepas probioticas como L. johnsonii L)1y L. casei Shirota (Tuomola et
al., 1999).

En un estudio de intervencion humana se observdé que mostraba mayor capacidad de
supervivencia en el tracto gastrointestinal en comparacion con cepas estrechamente
relacionadas como L. rhamnosus LC705 (Kainaken et al., 2009). Este estudio concluy6 que la
presencia de SpaC (proteina de los pili) es esencial para la interaccion con la mucosa de L.
rhamnosus GG y probablemente explica su capacidad para persistir en el tracto intestinal
humano por mas tiempo que la cepa de LC705 durante el ensayo de intervencion. La presencia

de pili de union al mucus en la superficie de una cepa bacteriana Gram-positiva no patogénica
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revela un mecanismo previamente no descrito para la interaccién de lactobacilos probiéticos
seleccionados con los tejidos del huésped (Kainaken et al., 2009).

Cuando se alimento a 76 voluntarios con esta cepa administrada como concentrado congelado
0 como preparacion en leche fermentada o suero de leche, L. rhamnosus GG se recuperé en las
heces de todos los sujetos que recibieron la leche fermentada o suero de leche y en el 86% que
recibié el concentrado congelado cuando se cultivé el espécimen fecal. El organismo también
estaba presente en las heces de los sujetos que recibian simultaneamente ampicilina. Después
de terminar la alimentaciéon de los voluntarios con el microorganismo, la cepa GG persistio en
las heces del 87% de los voluntarios cuatro dias después y en el 33% de los sujetos siete dias
después (Goldin et al., 1992). Es de destacar que la capacidad de colonizacion de L. rhamnosus

GG parece ser significativamente mejor en los recién nacidos que en adultos (Sepp et al., 1993).

La comparacion gendmica de L. rhamnosus GG con la cepa LC705, con quien esta estrechamente
relacionado, dio como resultado la identificaciéon del grupo de genes spaCBA implicado en la
biosintesis de los pili SpaCBA especificos de la cepa GG. La confirmacion de la sintesis de los pili
se realizd por microscopia electronica de transmision, mediante marcaje con anticuerpos y
particulas de oro (inmunogold), y por western blot. La primera técnica confirmé que los pili
identificados tienen un grosor de alrededor de 5 nm. Adicionalmente, mediante técnicas de
analisis mutacional de varios de los genes que codifican estas adhesinas, se comprobd que los
pili SpaCBA juegan un papel clave en la adhesion a la capa mucosa y promueven la formacion
de biofilms (biopeliculas) bacterianas en esta localizacion (Lebeer et al., 2012). Curiosamente, los
pili de otras cepas, como Bifidobacterium breve UCC2003, parecen ser capaz de expresarse
Unicamente (n vivo (en el tracto gastrointestinal murino) y no en condiciones de laboratorio
(O'Connell et al,, 2011). Se ha comprobado que L. rhamnosus GG produce los pili bajo diferentes
condiciones de estrés, como sales biliares y pH bajo (Douillard et al., 2013). Es de destacar, que
se observan pili mas frecuentemente en cepas de aislados intestinales de L. rhamnosus, mientras

que las cepas que se aislan de la cavidad oral y de la mucosa vaginal no parecen tener pili
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funcionales (Colodner et al., 2003). Los pili parecen funcionar como “nanoresortes” capaces de
resistir fuerzas, como el esfuerzo cortante asociado al movimiento de la mucosa, y parecen actuar
como una “cremallera mecanica”. Se cree que este mecanismo similar a una cremallera puede
facilitar una estrecha interaccion con el huésped, resultando en una interaccion mas estable vy,
por tanto, explicando la mayor capacidad de colonizacion de L. rhamnosus GG (Segers y Lebeer,
2014). Estudios metagendmicos recientes de muestras de microbiota intestinal también
muestran que los genes que codifican los pili se encuentran entre los ejemplos mas abundantes
de funciones identificadas, incluso estan presentes en bacterias que presentan baja abundancia,
como Echerichia coli, lo cual apoya el papel clave que los pili desempefian en la unién a la mucosa
en el nicho intestinal (Arumugan et al., 2011). Dado que los pili parecen jugar un papel
importante para la funcion probiética de L. rhamnosus GG es importante de cara a su produccion

industrial evitar fuerzas de cizallamiento perjudiciales que faciliten la pérdida de estos apéndices.

3.3 Estudios clinicos con L. rhamnosus GG y su uso en pediatria

Mas alla de la amplia gama de alimentos probioticos disponibles comercialmente y suplementos,
dos proyectos sociales exitosos de alimentos fermentados afiadidos con probidticos se estan
aplicando en Argentina y varios paises de Africa. El programa social argentino (implementado
en 2008) se llama "Yogurito escolar”, el “probiotico social" y el producto probiético es yogurt
que contiene la cepa L. rhamnosus CRL1505 (Villena et al., 2012). El "Programa Social Yogurito"
beneficia a unos 300.000 escolares de la provincia de Tucuman y unas 50.000 en otras provincias
y municipios de Argentina (https://isappscience.org/yogurito)( Bortz y Thomas, 2017). Este
proyecto de transferencia social que mejora la calidad de vida de poblaciones altamente
vulnerables es un paradigma de interaccién entre el Estado y los sectores cientifico y
manufacturero, a alianza complejo sociotécnico (Bortz y Thomas, 2017).

Parece que L. rhamnosus GG puede adherirse al mucus intestinal y sobrevivir en el colon. Biopsias
de esta localizacion incluso sugieren que la colonizacion contintia por mucho mas tiempo que

el indicado en los analisis de recuperacion fecal. Por otro lado, tras la administracion de L.
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rhamnosus GG parce que también puede recuperarse de las amigdalas, la vagina y la cavidad
oral, pero no parece tan eficaz como otras cepas de Lactobacillus en la colonizacién de estos
nichos (Colodner et al., 2003). Esta escasa colonizacion podria explicarse por la preferencia
(tropismo tisular) que L. rhamnosus GG parece mostrar por la mucosa intestinal (Segers and
Lebeer, 2014). En este sentido, la presencia de pili en la superficie de esta cepa podria ser clave
al actuar como adhesinas, siendo su descubrimiento un gran avance en la comprension de la
excelente capacidad de adherencia de L. rhamnosus GG (Reunanen, 2012).

Como tabla resumen se describe en la tabla 3 los principales estudios de intervencion del LGG y
los resultados obtenidos.

Se ha demostrado que la cepa GG coloniza el intestino de los recién nacidos significativamente
mejor que el de los adultos (Rougé, 2009). Uno de los mecanismos de accion de la cepa seria su
capacidad para modular la microbiota intestinal en las primeras etapas de la vida. Se ha
documentado que la suplementacidn prenatal con L. rhamnosus GG (1.8x10'° UFC administrada
en capsulas, diariamente) a partir de la semana 36 de gestacion cambia la composicidon de la
microbiota neonatal, promoviendo un perfil beneficioso dominado por bifidobacterias, aunque
la diversidad microbiana general no parece cambiar (Gueimonde et al., 2006). ;Como podria
promover LGG la colonizacién por bifidobacterias in vivo? es una de las preguntas que queda
por explorar mas a fondo en futuros estudios. Dada su excelente y probada capacidad de
adherencia a la mucosa intestinal, L. rhamnosus GG se ha seleccionado a menudo como
probidtico candidato para la prevencion y el tratamiento de infecciones gastrointestinales y
diarreas, como se describe en las guias de probiéticos y prebidticos del 2017 de la Asociacion

Mundial de Gastroenterologia (WGO, 2017).
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Tabla 3. Resumen de meta anadlisis y revisiones sistematicas que evallan la eficacia de la
administracion del L. rhamnosus GG en nifos. Fuente: Szajewska, H., & Hojsak, 1., 2020.

Autor
(Afio de
publicacié
n)

Variable de
Respuesta

Participantes
(Edad)

Intervencion

Dosis y
Duracion del
tratamiento

Numero de ECA (N)

Efecto Estimado
(95% IC)

Diarrea aguda o
gastroenteritis

Florez et
al. (2018)

Szajewska
etal.
(2019)

Duracién
del cuadro
de diarrea,
frecuencia
de
deposicione
s diarias al
dia 2,
diarrea al
dia 3,
vomito.

Duracion
del cuadro
de diarrea,
volumen de
heces

Diarrea asociada a
antibidticos(DAA)

McFarland
(2015)

Szajewska
and
Kolodziej
(2015)

Incidencia
de diarrea
en los dos
meses
posteriores
al uso de
antibioticos
Incidencia
de diarrea o
DAA

Nifios (entre 6
meses hasta 86
meses)

Nifios con
gastroenteritis
aguda (1 mesa
36 meses, al
menos 1 aio, 3
meses a 4 afos
[un estudio], 6
meses a 5 afos
[dos estudios],
6 mesesa 7
afos [un
estudio])

Nifios que
recibieron
antibidticos por
cualquier
razon(NR)

Nifios que
recibieron
antibidticos por
cualquier
razon(NR)

LGG comparado
con el
tratamiento
estandar, o con
otro probiotico
en leche, leche
en polvo,
disolucién oral de
rehidratacion,
agua

LGG comparado
con placebo o
con no
intervencién

LGG comparado
con placebo o
con no
intervencién

LGG comparado
con placebo o
ninguna
intervencion en
tableta, alimento

No
especificado,
6x107 hasta
1x10*?
UCF/dia; No
especificado
hasta que
cesé el cuadro
de diarrea, 2
hasta 28 dias

1,2 x10%a2x
102 UFC/dia;
La duracién
del
tratamiento
no se
especificod o
vario de ad
libitum a 10
dias

1x10°to
1x 10%
UFC/dia; NR

4x10%a
3 x 10%°
UFC/dia; No
especificado,

Duracion de la
diarrea vrs estandar
o placebo(h):
12(2552)

Duraciéon de la
diarrea en PRA (h):
34 (NR)

Duracién de la
diarrea en PRBYM
(h): 86 (NR)
Frecuencia de
deposiciones solidas
dia 2: 4(1280)
Diarrea en dia 3:
2(306)

Volumen de heces
(mL/g): 2 (303)
Duracién de la
diarrea (d): 15 (3820)
Duracién de la
diarrea Europa (d): 6
(844)

Duracién de la
diarrea fuera de
Europa (d): 9 (2976)

Incidencia de DAA:
4(NR)

Incidencia de diarrea
5(447)

DM: —22.7 (95%
ICr: —28.8, -16.7)
DM: —38.00 (95%
ICr: —45.43,
-30.50)

DM: -11.72 (95%
ICr: -19.72, -3.80)
RO: -0.70 (95%

ICr: -1.90, 0.47)
RO: 1.61 (95% ICr:
0.53, 4.92)

DM: 8.97 (-86.26,
104.2)
DM: -0.85 (-1.15,
-0.56)
DM: -1.22 (-1.73,
-0.71)
DM: -0.61 (-0.98,
-0.25)

RR: 0.44 (0.21,
0.95)

RR: 0.48 (0.26,
0.89)
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Diarrea

nosocomial(DN)

Szajewska
etal.
(2011)

Hojsak et
al. (2018)

Incidencia
de DN,
incidencia
de
gastroenteri
tis por
rotavirus,
incidencia
de
infecciones
asintomatic
as por
rotavirus,
duracién de
la diarreay
duracién de
la
hospitalizaci
6n y dafios
Incidencia
de DN,
incidencia
de
gastroenteri
tis por
rotavirus,
incidencia
de
infecciones
asintomatic
as por
rotavirus

funcional o no
especificado

Nifios
ingresados en
el hospital por
cualquier
motivo,
excluidos los
que tenian alto
riesgo de
infeccion (de 1
mes a 18 afios).

LGG comparado
con placebo, en
leche, capsula o
en polvo

LGG comparado
con placebo

Los bebés y los
nifos
ingresados en
el hospital por
cualquier
motivo,
excluidos los
recién nacidos
y los bebés
nacidos
prematurament
e

Trastornos gastrointestinales
funcionales / Sl
Horvath et Nldmero de

al.
(2011)

respondedo
res
(disminucio
ndela
intensidad
del dolor) o
cambio en
la
puntuacion
dela
gravedad

Nifos y LGG Comparado
adolescentes (5 con placebo en
a 17 afios) inulina, polvo o

maltodextrina

de 10 dias a
tres meses

1x10°a1,2x
10 UFC/dia.
La duracién
del
tratamiento
incluyé la
duracién de la
hospitalizacié
nmas3o07
dias de
seguimiento
después del
alta.

1x10° a 2x10%°

UFC al dia; La
duracion del
tratamiento
incluyd la
duracién de la
hospitalizacio
nmas3o7
dias de
seguimiento
después del
alta.

6x10%°a 2 x
10%° UFC/dia;
De cuatro a

ocho semanas

DN: 2 (823)
Gastroenteritis por
rotavirus: 3 (1043)
Infeccién
asintomatica por
rotavirus: 2 (301)

DN: 2 (823)
Gastroenteritis por
rotavirus: 3 (1043)
Infeccion
asintomatica por
rotavirus: 2 (301)

Tasa de respuesta
(ndmero): 3 (290)

Tasa de respuesta SlI:

3 (167)

Tasa de respuesta al
dolor abdominal
funcional: 2 (103)
Frecuencia de dolor
(ndmero de
episodios): 2 (240)
Frecuencia de dolor
Sll: 2 (117)

RR: 0.37 (0.23,
0.59)
RR: 0.49 (0.28,
0.86)
RR: 1.39 (0.74,
2.62)

RR: 0.35 (0.19,
0.65)
RR: 0.43 (0.17,
1.13)
RR: 1.39 (0.74,
2.62)

RR: 1.31 (1.08,
1.59)

RR: 1.70 (1.27,
2.27)

RR: 1.08 (0.77,
1.50)

DME: -0.67
(-1.46,0.13)
DME: -1.04
(-1.43, -0.65)
DME: 0.06 (-0.33,
0.45)
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del dolor
abdominal

Infecciones
respiratorias u otitis

media
Laursen
and
Hojsak
(2018)

Numero de
niflos con
infecciones
del tracto
respiratorio
u otitis
media
aguda,
duracion de
la infeccion
del tracto
respiratorio,
dias
ausentes de
la guarderia

Nifios que LGG Comparado
asisten a con placebo en
guarderias leche
(3mesesa?

afios)

1x10%a1 x
10° UFC/dia; 3
0 7 meses

Frecuencia de dolor
dolor abdominal
funcional: 2 (103)
Severidad del dolor
(percepcion de los
padres, escala de
caras de dolor): 2
(240)

Intensidad del dolor
SIl: 2 (117)
Gravedad del dolor
dolor abdominal
funcional: 2 (103)

Incidencia de
infecciones
respiratorias: 3
(1295)

Incidencia de otitis
media aguda: 2 (794)
Duracién de la
infeccidn respiratoria
(d): 3 (1295)

Dias ausentes de la
guarderia (d): 2 (794)

DME: -0.44
(-0.82, -0.05)
DME: -0.60
(-0.97, -0.23)
DME: -0.32
(-0.71, 0.07)

RR: 0.81 (0.63,
1.03)

RR: 0.71 (0.46,
1.11)

RR: -0.78 (-1.46,
-0.09)

RR: -1.19 (-2.55,
0.16)

Abreviaturas: DAA: Diarrea asociada a antibidticos; IMC: indice de masa corporal;
Unidades formadoras de colonias; IC: Intervalo de confianza;

estandar; DMP: diferencia de medias ponderada.

UFC:

ICr: Intervalo de credibilidad; d:
dias g, gramos; h: horas; DN: Diarrea nosocomial asociada a la asistencia sanitaria; PRA: Paises
de ingresos altos; Sll: sindrome del intestino irritable; kg: kilogramos; LGG: L. rhamnosus GG;
PRBAM: Paises de renta bajos a medianos; m: meses; m? metros cuadrados; DM: diferencia de
medias; mL, mililitros; mm, milimetros; NR: no informado; RO: razén de probabilidades; ECA:
ensayo controlado aleatorio; RR: razon de riesgo o riesgo relativo; DME: diferencia de medias
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Tres estudios de metaanalisis han evaluado el uso de esta cepa para el tratamiento de diarrea
aguda en nifios (Szajewska, 2011). Los datos analizados sugieren que L. rhamnosus GG puede
reducir la duracién de diarrea 1,05 dias, particularmente en nifios europeos, tratados con una
dosis alta (>1x10'° UFC/dia) (Szajewska et al, 2011). Una dosis de 1x10° UFC/dia administradas
mediante leche fermentada con la cepa también demostré que reduce el riesgo de adquirir
infecciones gastrointestinales nosocomiales cuando es administrado diariamente en nifos
hospitalizados segun el resultado del metaanalisis. En un estudio con poblacion infantil peruana
con cuadros de desnutricion se mostré una menor incidencia de diarrea cuando se trata con la
misma cepa (>1x 10'° UFC/ dia) (Oberhelman et al.,1999). El metanalisis concluyd también que
el tratamiento con L. rhamnosus GG también puede reducir la frecuencia e intensidad del dolor
en nifos con trastornos relacionados con el dolor abdominal (Szajewska, 2011).

A modo de resumen, en la Tabla 4 se describen los usos, dosis y nivel de evidencia de efecto
beneficioso en pediatria de la cepa L. rhamnosus GG recogidas en la revision de la WGO (Guarner
et al. 2017).

Tabla 4. Aplicaciones clinicas de L. rhamnosus GG en pediatria indicando el nivel de evidencia

cientifica (Fuente: Guarner et al., WGO Global Guidelines, 2017).

Diagnéstico/efecto Dosis (UFC/dia) Duracion de Nivel de
recomendada tratamiento evidencia*
Gastroenteritis aguda > 1x10'" 5-7 dias 1
Prevencién de diarrea asociada a > 1x10'° Durante el 1
antibidticos tratamiento con
antibidticos

Prevencién de diarrea nosocomial 1x10"° -1x10™" Dos veces al dia 1
Prevencién de infecciones en nifios 1x10° 3 meses 1

que asisten a centros de cuido o
escuela maternal

Prevencion de célico infantil 1x10"°-1x10" 2 veces al dia 1

* Seguin Oxford Centre for Evidence-based Medicine.
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4. CAPITULO 2

PROPUESTA DE FORMULACION DE UN ALIMENTO PROBIOTICO BASADO EN LOS
LINEAMIENTOS DEL REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO (RTCA).

4.1. Formulacion del producto y viabilidad econémica

En la legislacion costarricense se define como yogurt el producto obtenido por coagulacién y
disminucién del pH de la leche fluida, recombinada o reconstituida, adicionada o no de otros
productos lacteos como leche en polvo, suero en polvo, etc, por fermentacion lactica mediante
la accion de cultivos protosimbiodticos de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, a los que en forma complementaria pueden
acompaniar otras bacterias acido lacticas que por su actividad, contribuyen a la determinacion
de las caracteristicas del producto terminado. Los microorganismos productores de la
fermentacién lactica deben ser viables y estar presentes en el producto terminado en cantidad
minima de 1x10” UFC/g é UFC/mL (RTCR, 2013. Entre las bacterias lacticas acompafiantes se
pueden encontrar cepas con caracteristicas beneficiosas para la salud, cumpliendo también una

serie de requisitos como se describe a continuacién en la Tabla 5.

Tabla 5. Requisitos para uso de probiéticos en alimentos. Fuente: Consejo de Ministros de

Integracion Econdmica Centroamericana RTCA, 2011.
RTCA ANEXO G REQUISITOS

Estar vivo, no ser patdégeno y su medio natural es el tracto digestivo.

MICROORGANISMO Capaz de sobrevivir al tracto gastrointestinal, es decir resistente jugos
gastricos y acidos biliares.

Tener capacidad de adherirse a la mucosa intestinal.

PRODUCTO TERMINADO Tener la capacidad de sobrevivir a lo largo de la vida util del producto
terminado.

-20 -



) El alimento debe de contener un nimero mayor o igual a 1x10°
RECUENTO MINIMO UFC/g de bacterias viables de origen probidtico en el producto
terminado hasta el final de la vida util.

Los alimentos que contienen probidticos deben declarar los
siguientes aspectos en su etiqueta:
ETIQUETADO Y DOSIS DE 1. El nombre del género, especie y cepa de acuerdo con la
CONSUMO nomenclatura nacional reconocida.
2. Consumo recomendado para que el probidticos sea
efectivo con la mejora de salud declarada.
3. Efectos beneficiosos que puedan proporcionar a la salud.

En cuanto a composicién del yogurt, el reglamento RTCR, establece un minimo de proteina,
recuentos de bacterias lacticas y probidticas, pH y acidez minima. En la Tabla 6 se reproduce la

informacion establecida en el reglamento para estos parametros.

Tabla 6. Parametros establecidos en el RTCR para yogurt con probioticos.

Acidez Proteinas lacteas pH Recuento de Recuento de
(g acido (g/100g) bacterias lacticas bacterias
lactico/100g totales probiéticas totales
yogurt) (UFC/9g) (UFC/qg)
06a1l5 Min 2,7 Max 4,8 Min 1x107 Min 1x10°8

Fuente: RTCR, 2011.

Con respecto a los productos con probidticos, incluyendo las leches fermentadas como el yogurt
que se encuentran disponibles en los mercados, la guia de Probiéticos y Prebioticos de la
Organizacion Mundial de Gastroenterologia del 2017, plantea que:

“Las afirmaciones que se pueden hacer sobre estos tipos de productos difieren segin la
supervision regulatoria en cada region. Mas comunmente, los probidticos y prebidticos se
venden como alimentos o productos de tipo suplemento. Por lo general, no se permite ninguna
mencion de enfermedad o dolencia, las afirmaciones tienden a ser generales y los productos

estan dirigidos a la poblacion en general sana. "Productos naturales para la salud” es una
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categoria especifica de Canada, donde las autoridades reguladoras aprueban las declaraciones
y se permite el uso del producto para controlar enfermedades. En Centroamérica la legislacion
también permite la comunicacion de beneficio siempre y cuando se demuestre mediante la
presentacion de estudios clinicos aleatorios, doble ciego con control de placebo que existe este
a beneficio para la salud y que se cumple con el recuento utilizado en el estudio clinico de la

cepa probidtica hasta el final de la vida util".

Basandonos en las mismas guias y como complemento a la legislacién regional que se establece
en el RTCA como requisito para las leches fermentadas con probioticos, es decir la informacion
y recuentos descritos en el cuadro I, se recomienda desde una perspectiva cientifica una

descripcion adecuada de un producto probiotico. Por tanto, la etiqueta debe incluir:

1. Identificacion de género y especie, con nomenclatura consistente con los nombres
cientificamente reconocidos actuales.
. Designacioén de la cepa.
Recuento viable de cada cepa al final de su vida util.

. Condiciones de almacenamiento recomendadas.

. Dosis recomendada, que debe basarse en la induccion del efecto fisiologico declarado.

2

3

4

5. Seguridad en las condiciones de uso recomendadas.

6

7. Una descripcion precisa del efecto fisioldgico, en la medida en que lo permita la ley.
8

. Informacién de contacto para la vigilancia post-comercializacion.
Se propone en la figura 3 un diagrama de produccién para la elaboracién del yogurt probidtico

para ninos y las condiciones de proceso requeridas para garantizar la supervivencia y el recuento

de la cepa probidtica L. rhamnosus GG.
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Estandarizacidnde la leche al nivel de grasa y proteina
deseada
(Proteina 2,7% minimo de acuerdo a RTCR.Grasa 2%)

Proceso de Homogenizacion
Condiciones: Temperatura: 65-70 °C y Presién 180-200Bar

Adicion de cultivo iniciador con
probidtico LGG® : GYPremium® 10
Dosis: 1 sobre de 500U en 2500L
de leche

Pasteurizacion
Condiciones: Temperatura 90-95 °Cy tiempo 5min.

Inoculacion en tanque de fermentacion
Condiciones: Temperatura: 42 °C

Opcional: Cultivo

Incubacién bioprotector Lactobacillus

. Condiciones: pH de corte 4,6-4,5 y Temperatura: 42 °C rhamnosus FreshQ11®
Fase 1: 10 rpm - 1 min. Ruptura la Dosis: 1 sobre de 500U en

cuajada y control del torque

mecdnico

Fase 2: 30 rpm - 3 a 5 min. Fluido Agitacién y bombeo a valvula de contrapresion
bombeable homogéneo.

Fase 3: 10 rpm Durante vaciado

5000L de leche

Enfriamiento.
Condiciones 12-15 °C

Preparado de fruta
. Envasado
(opcional)

Almacenamiento Verificacion y recuento de
Condiciones durante la vida util: 5-8 °C Lactobacillus rhamnosus LGG®

Figura 3. Diagrama de produccion propuesto para la elaboracion de un yogurt suplementado

con la cepa L. rhamnosus GG.

En cuanto a la formulacién, se propone utilizar una féormula con 1,5% de grasa y 2,7% de proteina
que garantiza el minimo de proteina establecido por el RTCR, aunque el RTCA acepta un
descenso hasta 1,7% de proteina, por ser un producto formulado para nifios y nifias se
recomienda mantener los contenidos de proteina en 2,7% como minimo.

Uno de los costos fijos en la produccion del yogurt es el material de empaque, que
tradicionalmente se lleva a cabo en la regién utilizando materiales de plastico PET. Se propone
para abaratar costos de venta utilizar como material de empaque bolsas asépticas como las que
se muestran en la figura 4, que son tradicionalmente utilizadas en el mercado colombiano como

una alternativa de empaque mucho mas efectiva para reducir el precio de venta del producto al
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consumidor final. Esta alternativa se ha utilizado también en iniciativas de ONGs que buscan
incrementar el consumo de yogurt en poblaciones con signos de desnutricion en paises en vias
de desarrollo (Kort et al., 2015). Se ha de asegurar el envasado en condiciones de esterilidad para

mantener la vida util del producto.

Figura 4. Ejemplo de empaque econdmico para yogurt de bajo costo

comercializado en Colombia. Fuente: Cooperativa Colanta, 2021.
En la Tabla 6 se propone una formulacion recomendada para el yogurt que utiliza el cultivo
Nutrish® GY-Premium de Chr Hansen (nimero de material 722310), Nutrish® GY-Premium
contiene una mezcla de cultivo acidificante de yogurt Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus vy adicionalmente contiene en la mezcla la cepa
probidtica Lactobacillus rhamnosus GG en suficiente cantidad para garantizar recuentos
iniciales muy cercanos a 1x108 UFC/mL después de la produccién y un cultivo bioprotector para
inhibir el crecimiento de hongos y levaduras. La férmula esta basada en la experiencia de trabajo
con las condiciones de cadena de frio de la region, incluye un sistema de estabilizacion que
permita mantener la cremosidad del producto como punto clave para el buen perfil sensorial y
que cumpla con el contenido minimo de 2,7% de proteina en producto terminado.
Adicionalmente la formula propuesta elimina el uso de benzoato sodio y sorbato de potasio en
concentraciones hasta 0,03% que se utilizan como preservantes comiunmente en Centroamérica

y se reformula con un cultivo bioprotector que utiliza una cepa bioprotectora de Lactobacillus
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rhamnosus( distinta al LGG) capaz de inhibir el crecimiento de hongos y levaduras en el producto.

Las sustancias antimicrobianas mas importantes y mejor caracterizadas producidas por estas

bacterias acido lacticas son acido lactico y acético, que son bioactivos en su forma protonada a

pH bajo y pueden actuar de forma sinérgica(Siedler et al.,2019) Uno de los mecanismos

bioprotectores de estas cepas frente a la alteracion por hongos, se ha vinculado a la captura de

manganeso libre y podria ser ejercido por lactobacilos en los productos lacteos. La alta absorcion

de manganeso y el almacenamiento intracelular proporcionan un vinculo con el mecanismo de

defensa del estrés oxidativo catalizado por manganeso, no enzimatico y diferenciado, para

ciertos lactobacilos (Siedler, 2020). El control de hongos es de especial relevancia si, como

alternativa, si se utiliza la adicion de fruta por separado la formulacién (Figura 3).

Tabla 6. Formulacion propuesta para el desarrollo del yogurt de nifios con un recuento de 1x10°

UFC/porcion, con 40 dias de vida util.

Precio ($/kg

%Formula de materia  Precio por litro
Ingrediente (masa/masa) Cantidad (g) prima) de yogurt ($/L)
Leche fluida 87,5 875 0,50 0,438
Concentrado de
proteina de suero WPC 2,35 23,5 3,80 0,089
35
Estabilizante 1.2 12 291 0,035
.. 0,1 1 16,50 0,017
Sabor natural vainilla
Cultivo Nutrish GY
UTHIVO AU 0 0 134,00 0,054
Premium10*
Cultivo Bioprotector
0 0 124,00 0,025
FreshQ11*
Agua 6,35 63,5 0,002 0,000
, 2,5 25 0,53 0,013
Azucar
Totales 100% 1000kg $0,670
Costo en USD por
formula de 100mL 0,067
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*Fuente: Asesoria en Alimentos Alfa, 2021; Acueductos y Alcantarillados, 2020, Liga industrial de la cafa de azlcar
2021.

** Precios por sobre de 500U. Dosis recomendada: FreshQ® 11 500U para 5000L de leche, Nutrish GY
Premium10/ Chr Hansen A/B Dosis : 500U para 2500L de leche.

Con la dosis propuesta de un sobre de Nutrish® GY-Premium 10 (fabricante Chr Hansen A/B)
500U para 2500L de leche, de acuerdo a la validacién interna del producto por parte del
fabricante se obtendrian recuentos cercanos a que se muestran a continuacién en la figura 5.
Como practica de verificacion siempre se recomienda validar los recuentos finales en el producto
recién fabricado y al final de la vida util, pues las lineas de proceso, equipos de bombeo, procesos
de agitacion y trazas de productos de limpieza en las lineas de produccién pueden afectar la

supervivencia de las cepas.

UFC/g

1,0E+08 -

1,0E+07

1,0E+06 -

Dia +1 Dia +7 Dia +21 Dia +28 Dia +42

Figura 5. Recuento en UFC/g de LGG® durante 42 dias de vida util con almacenamiento a 5°C,

utilizando el cultivo fermentador+ probidtico Nutrish® GY-Premium 10
Base lactea: 1.5% grasa y 4.0% proteina (leche fresca y leche desnatada en polvo).

Nivel de Inoculacién 500U/2500L, fermentacion a 43°C hasta pH de corte 4.55. Fuente: Chr Hansen, 2021.
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5. CAPITULO 3
PROPUESTA DE ESTUDIO DE INTERVENCION
Como una segunda etapa, una vez desarrollada la bebida probiética y habiéndose verificado el
recuento del producto en minimo 1x10%ufc/por porcidn hasta el final de la vida Util del producto,
se propone como siguiente etapa reproducir localmente la metodologia de evaluacién aplicada
en 2010 por Hojsak et al, en su estudio clinico doble ciego con control placebo para determinar
el beneficio de consumo de esta dosis en 100 mL de leche fermentada en nifios y nifias que
asisten a centros de cuido o clases en escuelas publicas, el beneficio estara entonces vinculado
a la reduccion de cuadros de diarrea aguda infecciosa, reduccién de prescripcion de antibidticos
y reduccion de dias de ausenscias a clases . El estudio debe incluir como elegibles a los infantes
de un mismo grupo socioeconomico, que asistan a 4 ubicaciones distintas de la red de centros
de cuido o centros de educacién preescolar, se debe reclutar un nimero de nifos para tener
suficiente poder estadistico para validar o rechazar la hipétesis o el resultado primario esperado
de estudio. Una vez definido el grupo de estudio con estas caracteristicas se realizara un calculo
estadistico. Se debe obtener el consentimiento legal de sus padres o tutores legales, se debe de
contar con personal clinico como responsable de la intervencion y para el seguimiento de los
pardmetros a cuantificar y, previamente, se ha de recibir la autorizacion de un Comité de Etica
para llevar a cabo la intervencion en el grupo poblacional elegido.
Se debe excluir a los nifios con alergia a la leche de vaca, los que tengan enfermedades graves
o inmunodeficiencia; y los niflos a los que no les gusta fermentados productos lacteos. La
entrega de la leche fermentada con probidtico L. rhamnosus GG debe de enviarse a las familias
antes del inicio de las clases y las infecciones del tracto respiratorio inferior deben ser
confirmadas por el médico.
Los resultados a documentar, mediante la verificacion y apoyo de un profesional médico son:
1. NUmero de nifios con infecciones gastrointestinales, definido como diarrea con 3 0 mas

deposiciones sueltas o acuosas dentro de las 24 horas con o sin vémitos.
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2. Numero de nifios con infecciones del tracto respiratorio y las infecciones del tracto
respiratorio inferior.

Numero de nifios con episodios de vémitos.

Numero de nifios con episodios de diarrea.

Numero de infecciones gastrointestinales que duran mas de 2 dias.

o v ok~ W

Numero de nifios con tracto respiratorio superior infeccién, incluyendo rinitis, faringitis,
sinusitis, otitis y resfriado comun.

7. Numero de nifios con tracto respiratorio inferior infecciones, incluyendo neumonia,

bronquitis y bronquiolitis.

8. Numero de infecciones del tracto respiratorio que duran mas de 3 dias.

9. Numero total de dias con sintomas respiratorios y gastrointestinales

10. Nimero de dias ausentes de la guarderia debido a las infecciones.
Esta es una propuesta preliminar y generalista, para llevar a cabo un estudio de intervencién que
requiere una planificacion detallada y cuidadosa, asi como la participacion de numerosos

profesionales de diferentes ambitos.
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6.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. La evidencia cientifica documentada sistematicamente a través de las ultimas 3 décadas de
indica que el L. rhamnosus GG (LGG®) es una cepa probidtica capaz de utilizar multiples y
complejos mecanismos de accion para reducir la incidencia de diarrea aguda infecciosa,
diarrea asociada a antibidticos, o infecciones del tracto respiratorio superior, por lo tanto es
una opcion confiable y robusta para desarrollar leches fermentadas, como el yogurt,que
prevengan este tipo de infecciones o disminuyan su duracion en niflos y nifias en edad escolar
en Centroamerica.

2. La presencia de pili como adhesina intestinal en L. rhamnosus GG explicaria su excepcional
capacidad de adhesion a la mucosa intestinal.

3. L rhamnosus GG es una cepa robusta y ha muestrado en estudios clinicos la capacidad de
sobrevivir al acido y la bilis. En cuanto a proceso de produccion de un alimento, muestra la
capacidad de supervivencia y garantia de recuentos altos a pesar de las condiciones agresivas
de estrés mecanico de operaciones rutinarias como la agitacién, el bombeo, o presién positiva
al momento del empaque del producto terminado.

4. En relacién con la formulacion de un yogurt con la cepa probiédtica, se recomienda incorporar
en la informacion del producto la relativa a la cepa, recuentos y una descripcién precisa del
efecto fisioldgico de la cepa probidtica segun describe la guia de probidticos y prebidticos de
la Organizacién Mundial de Gastroenterologia.

5. Para efectos reduccion de costo de la formula propuesta se recomienda evaluar la
reformulacién utilizando suero dulce (subproducto de produccion de quesos frescos comun
en la region) como una alternativa para mantener el contenido de proteina en 2,7% y buscar
una férmula mas accesible y costo efectiva a los consumidores.

6. El uso de bolsas de empaque, en lugar de empaques tradicionales de polietileno tereftalato
(PET), puede ser tomado en consideracién, basados en la experiencia positiva de uso de estos
empaques en yogurts de bajo costo en proyectos sociales en Africa y productos
comercializados por la industria para poblaciones desfavorecidas en Colombia, Honduras y El

Salvador.
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