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OBJETIVO. Determinar si los efectos beneficiosos del yogur
dependen de la viabilidad de las bacterias lacticas y son
exclusivos de los yogures frescos, en comparacion con los
obtenidos de los yogures pasteurizados tras la
fermentacion.

MATERIAL Y METODO. Mediante un ensayo enmascarado en
una poblacion adulta sana y durante 75 dias, comparamos
los efectos de la ingestion de yogures frescos y
pasteurizados sobre los parametros microbiolégicos
(presencia de bacterias vivas del yogur y deteccion de ADN
en heces) e inmunoldgicos (mediante nefelometria,
hematimetria y citometria de flujo). Con un cuestionario se
evaluo el bienestar gastrointestinal y se utilizé una prueba
de aliento para medir las diferencias en un ensayo de
sobrecarga de lactosa tras el consumo de yogures.
ResuLTADOS. No hubo diferencias significativas entre los
resultados obtenidos para los parametros inmunolégicos,
bienestar gastrointestinal y sobrecarga de lactosa de los
voluntarios tras el consumo de yogures, con
independencia del tipo de yogur ingerido. Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus (L. bulgaricus) sdlo se aislo

en el 0,7% de las muestras de heces analizadas.
Streptococcus thermophilus no se aislé en ninguna de las
muestras. EL ADN de las bacterias lacticas del yogur sélo
fue detectado en el 12,5% de las muestras analizadas.
ConcLusIoN. El transito gastrico afecto a la supervivencia
de L. bulgaricusy S. thermophylus. No se encontraron
diferencias respecto a los efectos que la ingestion de
yogures frescos o pasteurizados pudieran tener sobre los
parametros inmunoldgicos, los valores de las pruebas de
sobrecarga de lactosa, ni sobre el bienestar
gastrointestinal.
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Fresh versus pasteurized yogurt: comparative study of the
effects on microbiological and immunological parameters,
and gastrointestinal comfort

OBJECTIVE. To determine whether the beneficial effects of
yogurt are dependent on the viability of lactic bacteria and
exclusive to fresh yogurt, by comparison with the effects
of yogurt that is pasteurized after fermentation.

MATERIAL AND METHOD. Using a double-blind design in a
healthy adult population over 75 days, we compared the
effects of fresh and pasteurized yogurt on microbiological
(presence of viable bacteria in yogurt and DNA detection
in feces) and immunological (nephelometry, hematometry,
and flow cytometry) parameters. A questionnaire was
used to assess gastrointestinal comfort. Differences in
lactose absorption after ingestion of fresh or pasteurized
yogurt were determined by breath hydrogen analysis.
ResuLTs. There were no significant differences in the
results obtained for microbiological or immunological
parameters, gastrointestinal comfort, or lactose test
between the two types of yoghourt ingested. Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus (L. bulgaricus) was isolated

in 0.7% of the fecal samples analyzed. Streptococcus
thermophilus was not found in any sample. DNA from
lactic bacteria was detected in only 12.5% of the samples
analyzed.

ConcLusioN. Transit through the gastrointestinal tract
affects survival of L. bulgaricus and S. thermophilus. No
differences were found in the immunological parameters,
gastrointestinal comfort, or lactose overload after intake
of fresh or pasteurized yogurt.

Key words: Fresh yogurt. Pasteurized yogurt. Lactic
bacteria.

Introduccion

Ya en 1900, el inmunélogo Ilya Mechnikov traté de de-
mostrar que el consumo de yogur era el responsable de la
longevidad de los bilgaros. El interés que estos compues-
tos despertaron por su posible poder beneficioso se perdié
con la aparicién de los antibiéticos. Paradgjicamente, ha
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sido la utilizacién de potentes antibiéticos con su efecto co-
lateral sobre la flora saprofita intestinal la que ha revita-
lizado el interés inicial que estos derivados de la leche sus-
citaron. A principios del siglo xx! comienzan los intentos
por demostrar las consecuencias del consumo de los deri-
vados de los lacteos. Desde la década de 1970 se estudia
el posible efecto beneficioso tanto de las sustancias probié-
ticas, ingredientes no digeribles que afectan beneficiosa-
mente al huésped por una estimulacién selectiva del creci-
miento de un limitado grupo de bacterias del colon?, como
de los probiéticos, microorganismos vivos que, usados en
forma de suplementos nutricionales, se considera que ejer-
cen un efecto positivo en la salud mas all4 de los efectos
nutricionales clasicos!. Son muchos los beneficios que se
han atribuido al consumo de probidticos en general y a sus
productos alimenticios fermentados; modulan la funcién
intestinal facilitando la evacuacion gastrica, mejoran la
digestion de la lactosa y estimulan el sistema inmune ac-
tivando la produccién de macréfagos y anticuerpos®4. El
derivado lacteo mas consumido entre la poblacion es el
yogur. Existen dos preparaciones diferentes del mismo: el
clasico con bacterias vivas, cuyos efectos beneficiosos teo-
ricamente se derivarian, por una parte, de la accién de
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Lactobacillus
bulgaricus) y Streptococcus thermophilus sobre la leche al
transformarla en yogur (produccién de lactasa y genera-
cién de acido lactico principalmente) y, por otra, a la posi-
ble accién beneficiosa que producen estas bacterias vivas
al establecerse en la microbiota intestinal. En el otro tipo
de yogur, pasteurizado tras la fermentacion, sus efectos
beneficiosos teéricamente se derivarian de forma exclusi-
va de la ingestion de los productos de fermentacion de las
bacterias sobre la leche.

Teniendo en cuenta todo lo anterior y con objeto de de-
terminar si los efectos beneficiosos del yogur son depen-
dientes de la viabilidad de las bacterias lacticas, y por tan-
to, exclusivos de los yogures frescos o bien se deben sélo a
la transformacién bioquimica de la leche por las bacterias
(en cuyo caso ambos tipos de preparados tendrian la mis-
ma accién), hemos planteado el siguiente estudio: evaluar
en una poblacién de individuos sanos, si tras el consumo
de yogur fresco comparativamente con la ingestion de yo-
gur pasteurizado, se producen diferencias en cuanto a:

Sobrecarga de lactosa

Las posibles diferencias obtenidas entre los grupos de
voluntarios tras una prueba de sobrecarga de lactosa
podrian relacionarse con el consumo de yogures frescos
debido a la capacidad de S. thermophilus de producir lac-
tasa, mejorando asi la digestion de la lactosa y eliminan-
do los sintomas en individuos con la condicién de malab-
sorcion de lactosa no diagnosticada.

Confort gastrointestinal

Si se producen diferencias entre el bienestar gastroin-
testinal de los consumidores de las dos presentaciones de
yogur, podrian ser evidenciadas mediante una encuesta en
la que se evalda la ausencia de molestias gastrointesti-
nales.

Parametros del sistema inmunitario
Si el consumo de yogures frescos en comparaciéon con el
consumo de pasteurizados produjera una variacién de los

parametros estudiados para evaluar la inmunidad gene-
ral, ésta podria ser evidenciada en el laboratorio mediante
la cuantificacién de anticuerpos (inmunoglobulinas), asi
como el numero de leucocitos neutrdéfilos y linfocitos, y por
las subpoblaciones linfocitarias de células T, CD3, CD4 y
CD8.

Presencia de bacterias del yogur en heces

Si las bacterias acidolacticas propias del yogur (L. bul-
garicus y S. thermophilus) fueran capaces de sobrevivir y
establecerse en el intestino, éstas deberian ser detectadas
en las heces de los voluntarios tras ingerir yogur fresco du-
rante el periodo de este ensayo.

En otros estudios no se encontré que las bacterias sobre-
vivieran tras la ingestién de yogures frescos durante cor-
tos periodos de tiempo. Por esta razon, planteamos un en-
sayo en el que los participantes ingieren yogures frescos y
pasteurizados durante un periodo de tiempo mas largo
(75 dias) y se aumenta el numero de intervenciones en el
ensayo con objeto de realizar una monitorizacién continua.
Los resultados obtenidos los comparamos con los de un
grupo de control que no consume yogures durante ese pe-
riodo de tiempo.

Material y método

Descripcion del ensayo

Se realiz6 un ensayo enmascarado y controlado sobre una poblacién
de individuos sanos, que declararon no sufrir molestias intestinales en
las encuestas realizadas ni presentaban alteraciones de los parame-
tros bioquimicos estudiados al inicio del ensayo, siguiendo las reco-
mendaciones de la Joint FAO/WHO Expert Consulation on evaluation
of health and nutricional properties of probiotics in food®.

La muestra poblacional estuvo formada por 80 voluntarios previa-
mente informados del ensayo e instruidos en cuanto a las pautas que
debian seguir para las determinaciones de los parametros de estudio y
en cuanto al seguimiento de una dieta con ausencia de lacteos fer-
mentados desde 15 dias antes de comenzar el ensayo y durante los pe-
riodos de descanso.

Los 80 participantes fueron distribuidos en tres grupos. Durante
30 dias el grupo 1, en adelante F-P, formado por 30 voluntarios, con-
sumié diariamente tres yogures frescos, descansé un periodo de
15 dias sin ingerir yogures (tiempo de lavado) y, de nuevo, durante
30 dias consumi6 tres yogures pasteurizados diarios. En paralelo, el
grupo 2 (P-F), formado también por 30 voluntarios, inicié el ensayo in-
giriendo yogures pasteurizados durante 30 dias y, posteriormente, yo-
gures frescos durante otros 30 tras un periodo de descanso de 15 dias.
El grupo de control, que incluia 20 voluntarios, no consumié6 ningun
tipo de yogures durante los 75 dias que duré el ensayo.

Cada yogur contenia 125 g de producto. Los dos tipos de yogures
tenian envases idénticos salvo en una diminuta codificaciéon que dife-
renciaba los frescos de los pasteurizados. Los voluntarios no conocie-
ron la clase de yogur que consumian. Todos los envases se mantuvie-
ron en frio a lo largo del estudio para evitar desenmascarar el ensayo.

En todos los voluntarios participantes se realizé:

— Prueba de sobrecarga de la lactosa.

— Confort gastrointestinal mediante un cuestionario.

— Pardmetros inmunolégicos mediante el estudio de inmunoglobuli-
nas y celularidad.

— Presencia de bacterias del yogur (Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus y S. thermophilus) y de su ADN en las heces.

La tabla 1 recoge las determinaciones realizadas en los tres grupos
a lo largo del ensayo.
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TABLA 1. Determinaciones realizadas en los diferentes grupos a lo largo de los 75 dias estudio

Grupo de estudio 15 dias previos Dial Dia 30 Del (!ia 31 Dia 46 Dia 75
al ensayo al dia 45
Grupo 1 (F-P) No ingesta SL, CG, I, CD SL* CG, I, CD Periodo SL* CG, I, CD SL, CG, I, CD
Grupo 2 (P-F) de lacteos SL, CG, 1, CD SL*, CG, I, CD de lavado SL*, CG, I, CD SL, CG, I, CD
Grupo de control fermentados SL, CG, I, CD - de 15 dias SL, CG, I, CD

*S6lo se realizé la prueba a los participantes que mostraron indicios de malabsorcién de lactosa el primer dia.
CD: cultivo de L. bulgaricus y S. thermophylus y deteccién de su ADN en las heces; CG: confort gastrointestinal; I: pardmetros inmunolégicos;

SL: sobrecarga de lactosa.

Prueba de sobrecarga de lactosa

Para determinar la posible malabsorcién de lactosa se utiliz6 una
prueba de aliento que permitié determinar la cantidad de hidrégeno
en el aire espirado. Se cuantificé con un equipo Bedfon EC60 Gas-
trolyzer, Breath Hy Monitor.

A todos los voluntarios en ayunas, fuera del periodo de suefo y sin
haber fumado ni realizado ejercicios bruscos, se les realiz6 la prueba
basal de hidrégeno espirado. Posteriormente, se les administré un
preparado con 25 g de lactosa disuelto en agua y se les realizaron me-
diciones cada 30 min durante 3 h. El ensayo se consideré positivo
cuando se obtuvieron incrementos superiores a 20 particulas por mi-
116n (ppm) de H; espirado con relacién al resultado basal.

Prueba de confort gastrointestinal

Mediante el cuestionario GIQLY® modificado se evalu6 el bienestar
gastrointestinal de los participantes. El cuestionario se resumié esco-
giendo sélo aquellas preguntas que evaluaban la influencia de la in-
gestion de lacteos sobre la calidad de vida gastrointestinal, enten-
diendo por calidad la ausencia de molestias gastrointestinales.

Parametros del sistema inmunitario

Se cuantificaron los pardmetros inmunolégicos de todos los volun-
tarios en ayunas mediante la determinacién de IgA, IgG, IgM, leuco-
citos, neutroéfilos, linfocitos totales, linfocitos CD3+, CD4+ y CD8.

Las inmunoglobulinas (IgG, IgA, e IgM) se determinaron mediante
nefelometria usando un equipo Beckman Coulter Immage (Immuno-
chemistry system). Los leucocitos (linfocitos y neutréfilos) fueron
cuantificados por un contador hematimétrico (Coulter). Las subpo-
blaciones linfocitarias fueron evaluadas por citometria de flujo (Fac-
Scalibur, Becton Dickinson).

Analisis microbiolégicos

Presencia de bacterias vivas en el yogur
Sistematicamente en cada lote de yogures se comprobaba la carga

bacteriana utilizando los medios MRS y M 1778 (Biokar Diagnostics).

Igualmente, se comprobaba que no se detectaban bacterias vivas en
los yogures pasteurizados.

Presencia de bacterias vivas del yogur
en las heces

Se resuspendi6 homogéneamente 1 g de heces en 10 ml de solucién
salina y se centrifugé a baja velocidad durante 5 min. A partir de
100 pl del sobrenadante se realizaron diluciones en base 10, cultivan-
dose 100 pl de cada una de ellas en los medios MRS y M17 (Biokar
Diagnostics) para el aislamiento de lactobacillus y estreptococos, res-
pectivamente®’. Las placas con medios MRS fueron incubadas du-
rante 48 h a 37 °C en anaerobiosis. A cada una de las colonias aisladas
en MRS que presentaban morfologia diferente se les realizé tincién de
Gram. Los bacilos grampositivos (BGP) se sembraron en el medio
LAMVAB? para diferenciar los lactobacillus por su resistencia a van-
comicinal® y su acidofilia®?. Posteriormente, para la determinacién
de la especie, se estudié su utilizacién de azicares mediante el siste-
ma api50 CH (Biomerieux) siguiendo normas del FIL!. Las placas con
M17 se incubaron 48 h a 42 °C en aerobiosis. A todos los aislamientos
en cuya tincién de Gram se visualizaron estreptococos se le realizé
una identificacién bioquimica siguiendo normas del FIL y todos los
que cumplian los criterios de S. thermophilus por ese método se iden-
tificaron posteriormente mediante el sistema api20 Strept (bioMé-
rieux).

TABLA 2. Resumen de los valores de las variables estudiadas a lo largo del ensayo. Las muestras han sido comparadas
mediante analisis estadistico, utilizando los tests de Kruskal-Wallis, la U de Mann-Whitney, ANOVA y la t de Student

Dia1l
Variables
GO | G1 | G2

Individuos con sintomas de malabsorcién de lactosa no diagnosticada 2 1 0
Indice de confort gastrointestinal 41,8+3,9 419+4,0 40,3+ 3,4
Parametros inmunolégicos

CD3 70,2, £ 6,3 73,1+74 74,8+ 6,4

CD4 420+74 42,0+ 8,6 452+6,5

CD8 23,0+6,9 247+76 243+5,9

IgA 229 £ 77 241+ 88 262+ 77

IgG 1.122 + 123 1.076 + 188 1.132 + 167

IgM 138 +53 137,5+64 140+ 71

Leucocitos 6,3+14 6,7+ 1,7 6,3+1,6

Neutrofilos 43+0,8 3,56+1,0 34+1,2

Monocitos 3,1+0,9 24109 2,2+0,6
N? de individuos en los que se cultiva S. thermophylus de heces ND ND ND
N? de individuos en los que se cultiva L. bulgaricus de sus heces ND ND ND
N? de individuos en los que se detecta ADN de S. thermophylus en sus heces ND ND ND
N? de individuos en los que se detecta L. bulgaricus en sus heces ND ND ND

GO: grupo de control; G1: grupo 1 (F-P); G2: grupo 2 (P-F); ND: no se detecta; (-): no se realiza su determinacién.
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Métodos microbiolégicos moleculares

Para el analisis molecular del ADN extraido de las heces, 0,5 g de
heces frescas de cada voluntario se resuspendieron en solucién salina
y se centrifugaron a baja velocidad. 200 pl de la fase superior fueron
procesados utilizando el kit QIAamp DNA Stool Minikit de QiaGen.
Se transfirieron cantidades idénticas de todas las muestras a mem-
branas de Nylon Hybond N+, de Pharmacia Biotech, para ser hibri-
dadas con sondas especificas que permiten la deteccion de L. bulgari-
cus y S. thermophilus. Se incluyeron tres controles positivos: ADN
extraido de cultivos puros de ambas bacterias, directamente de yogur
y de mezclas de bacterias/heces y de yogur/heces.

Como sondas se utilizaron fragmentos de proteina C reactiva (PCR)
marcados con digoxigenina. Para la deteccién de L. bulgaricus y
S. thermophilus se usé un fragmento de 715 pares de bases (pb) del
gen add y un fragmento de 968 pb del gen lacZ, respectivamente. La
amplificacién y el marcaje de las sondas se realizé con cebadores y
condiciones de PCR descritas con anterioridad!?.

Los cebadores utilizados para Lactobacillus bulgaricus fueron F:
5-AATTCCGTCAACTCCTCATC-3' y R: 5'-TGATCCGCTGCTT-
CATTTCA-3' en las condiciones de PCR: 10 ciclos: 20s a 94 °C, 75 s a
65 °Cy 40 s a 72 °C seguidos de 35 ciclos de 20 s a 94 °C, 50 s a 55 °C
y30sa72°Cy3mina 72 °C de elongacién final. Para S. thermophi-
lus se usaron F: 5'-CACTATGCTCAGAATACA-3' y R: 5'-CGAACAG-
CATTGATGTTA-3' con 35 ciclosa20sa94°C,60sa58°Cy30sa
72 °C y elongacion final a 72 °C durante 3 min.

Para la hibridacion se utilizé el kit Dig Easy HybGranules de Ro-
che. Se realizaron dos lavados de 5 min con 2 x SSC (citrato sédico) y
0,1% dodecil sulfato sédico (SDS) a temperatura ambiente y dos lava-
dos de 15 min con 0,5 x SSC y 0,1% SDS a 68 °C. La deteccién de la hi-
bridacion se realizé usando anticuerpos antidigoxigenina y el sustrato
quimioluminiscente CSPD (Disodium 3-(4-methoxyspiro {1,2-dioxeta-
ne-3,2'-(5’-Chloro)Tricyclo[3.3.1.13,7]Decan}-4-yl) Phenylphosphat),
ambos de Roche.

Andlisis estadistico

Se utilizaron los tests de Kruskal-Wallis, la U de Mann-Whitney,
ANOVA y la t de Student!'®!4. Para comparar las muestras de los dis-
tintos grupos en los dias 0, 30, 46 y 75 se utilizé el ANOVA de un fac-
tor cuya aplicacién requiere normalidad en los datos de la muestra
(contrastada mediante Shapiro-Wilks) e igualdad de varianzas (com-
probada mediante el test de Levene). La comparacién de muestras sin
normalidad en los datos se realizé aplicando el test de Kruskal-Wallis.
Para comparar sélo dos muestras cuyos datos cumplen la normalidad,

se utilizé la t de Student. En el caso de que las dos muestras compa-
radas no cumplieran la hipétesis de normalidad se recurri6 a una
prueba no paramétrica, la U de Mann-Whitney.

Resultados

Los resultados obtenidos de este estudio estdn resumi-
dos en la tabla 2.

Sobrecarga de lactosa

Tras la ingesta continuada de ambos tipos de yogures no
hubo diferencias significativas entre los resultados de la
pruebas de malabsorcién de lactosa, obtenidos en los gru-
pos de voluntarios F-P y P-F tanto en condiciones basales
como tras el consumo de yogures, con independencia del
tipo de yogur ingerido. Tampoco se apreciaron diferencias
al compararse éstos con el grupo de control. Sélo tres
voluntarios participantes en el estudio se identificaron ini-
cialmente como malabsorbedores de lactosa, dis en el gru-
po de control y uno en el grupo de consumidores de yogu-
res F-P (grupo 1). Este dltimo participante no mostré
variaciones en los resultados de la prueba de malabsorcién
de lactosa durante el estudio ni manifest6é molestias in-
testinales segin se desprende de su encuesta de confort
gastrointestinal.

Confort gastrointestinal

No se detectaron variaciones en el bienestar gastroin-
testinal de los voluntarios después de la ingestion de yo-
gures con independencia del tipo de yogur consumido.
Tampoco se encontraron diferencias al compararse con el
grupo de control.

Parametros del sistema inmunitario

Los parametros inmunolégicos valorados, inmunoglobu-
linas, linfocitos y sus poblaciones, no registraron variacio-
nes tras el consumo de yogures frescos o pasteurizados en
ninguno de los dos grupos. No se encontraron diferencias

Dia 30 Dia 46 Dia 75
GO G1 G2 Go G1 G2 Go G1 G2
- 1 0 - 1 0 2 1 0
- 40,9 +4,7 40,6+ 3,3 - 422+43 42,7+42 422+43 42,2446 40,2 +3,7
- 72,2+ 6,5 72,8+ 8,6 - 72,6+ 6,8 74,3+ 6,6 71,6 +6,1 73,0 £6,2 73,2+ 6,7
- 41,8+82 44,656 - 423+77 450+ 6,8 43,1+73 423477 44,0 £ 6,6
- 244+74 23.7+5,6 - 245+6,9 24,0+ 6,1 22.9+83 25,2+ 8,0 247+72
- 231+ 83 2674 + 87 - 251+ 98 281.2 + 109 213+ 77 254 + 87 280 + 88
- 1.131+£201  1.209 + 187 - 1.098 + 160 1.154 + 166 1.080+144  1.077+188 1.253 + 180
- 134,860 133,873 - 153 £ 71 1459+ 71,4 151+ 71 145 £ 71 153 £ 74
- 6,5+1,3 5,9+ 1,6 - 6,4+ 1,7 6,1+1,8 71+2,1 6,623 79+22
- 3,5+0,7 32+12 - 34+1,1 35+1,2 5,6+0,9 4,3+0,9 3,8+1,3
- 2,2+0,8 2,0+ 0,4 - 2,2+0,7 2,005 3,7+15 2,2+ 0,6 1,9+0,5
ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND ND 1 1
ND ND ND ND 1 ND ND ND ND
ND 6 ND ND 4 ND ND ND ND
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Figura 1. Deteccion de ADN de bacterias ldcticas.
Panel A: L. bulgaricus en heces de voluntarios que
consumen yogures. Panel B: S. thermophilus en he-
ces de voluntarios que consumen yogures. Panel C:
Deteccién de ADN de bacterias lacticas en heces de
voluntarios del grupo de control. La parte inferior
muestra la deteccién de ADN procedente de contro-
les positivos P (pasteurizado), F (fresco), Y/H (mez-
cla yogur/heces), L/H (mezcla Lactobacillus /heces),
L (Lactobacillus), S/H (mezcla Streptococcus/heces),
& S (Streptococcus).

estadisticamente significativas entre las muestras obteni-
das de los dias 0, 30, 46 y 75 para ninguna de las variables
inmunolégicas ni dentro de cada grupo ni cuando se com-
paraban entre ellos.

Presencia de bacterias vivas en el yogur

El ntimero aproximado L. bulgaricus y S. thermophilus
en los yogures frescos era de 107 ufc/g de yogur de cada
uno de los dos tipos de bacterias, lo que hace un total de
1.250 millones de bacterias de cada especie en cada yogur
fresco. No se detectaron bacterias vivas en los yogures
pasteurizados.

Presencia de bacterias del yogur en las heces

En las 280 muestras de heces estudiadas en los tres gru-
pos se aislaron un total de 222 BGP en el medio de Man,
Rogosa y Sharpe (MRS), de los cuales 111 se identificaron
genéricamente como Lactobacillus spp. por su crecimien-
to en LAMVAB. Al finalizar el periodo de estudio se ob-
servé un incremento de los bacilos grampositivos y Lacto-
bacillus spp. en general en los tres grupos de voluntarios,
siendo ligeramente mayor este incremento en el grupo 1
(F-P).

Se identificaron 12 especies diferentes de Lactobacillus,
L. rhamnosus, L. acidophilus, L. paracasei, L. brevis,
L. plantarum, L. pentosum, L. fermentum, L. salivarius,
L. bulgaricus, L. curvatus, L. lactis y L. collinoides, y fue
L. rhamnosus el més frecuente con 28 aislamientos. Esto
supone el 10% de las muestras de heces procesadas. Un to-
tal de 22 de estos aislamientos (el 80% del total) se obtu-
vieron en la cuarta muestra, tanto en las heces de los vo-
luntarios del grupo 1 (F-P) como en las del grupo 2 (P-F).
L. delbrueckii ssp. bulgaricus (L. bulgaricus) sélo se aislé
en la cuarta y dltima muestra (dia 75) de dos voluntarios
que correspondian cada uno a los grupos 1y 2, lo que su-
pone la presencia de este bacilo en el 0,7% de las muestras
de heces analizadas.

De un total de 296 aislamientos de estreptococos identi-
ficados en las 280 muestras de heces obtenidas antes, du-
rante y al final del estudio, ninguno se identific6 como
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En todos los paneles, C: control; A: sefial positiva.

S. thermophilus. E1l nimero de estreptococos aislados se
mantuvo constante a lo largo del estudio en los dos gru-
pos de voluntarios y en el control.

Presencia de ADN de bacterias del yogur en heces

Del total de 280 muestras de heces estudiadas, se obtu-
vieron 10 con hibridacién positiva para L. bulgaricus 'y
una de ellas también con hibridacién positiva para S. ther-
mophilus (tabla 2). Todas las sefiales positivas correspon-
dieron a heces de voluntarios del grupo 1 (F-P), tras fina-
lizar el periodo de ingestion de yogures frescos (dia 30) y
tras el periodo de lavado (dia 46). No hubo sefiales positi-
vas en ninguna de las muestras de heces de individuos de
los grupos 2 (P-F) y control (fig. 1).

Discusion

De acuerdo con las normas de la FAO y de la OMS para
la evaluacién de probiéticos en los alimentos®, los micro-
organismos probiéticos deben ser capaces de sobrevivir el
paso del intestino. Sin embargo, y aunque los yogures fres-
cos se sitian a la cabeza de la lista de alimentos probiéti-
cos, expertos en este campo han encontrado que L. bulga-
ricus 'y S. thermophilus son sensibles a las condiciones
existentes en el tracto digestivo y no alcanzan una alta
concentracion en el intestino!®. Bajo la premisa de que es-
tas bacterias acidolacticas no forman parte de la micro-
biota intestinal, si fueran capaces de sobrevivir y estable-
cerse en el intestino, deberian ser detectadas en las heces
de los voluntarios tras ingerir yogur fresco durante un pe-
riodo prolongado. Mediante métodos tradicionales de cul-
tivos, encontramos que no se aislé S. thermophilus en las
heces de ningtin voluntario y que L. bulgaricus sélo se ais-
16 al final del estudio, en la cuarta y ultima muestra (dia
75) de dos individuos, uno del grupo 1 (F-P) y el otro del
grupo 2 (P-F), lo que supone su presencia sélo en el 0,7%
de las muestras de heces analizadas. Estudios similares
realizados por otros investigadores!®!” no consiguieron
aislar ninguna bacteria viva del yogur ingerido en las he-
ces de sus voluntarios. Los escasos aislamientos obteni-
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dos en las heces de los voluntarios de nuestro estudio pue-
den justificarse por el prolongado periodo de ingesta que
hemos utilizado y el nimero de intervenciones para su
monitorizacién. El hecho de que el 80% de los aislamientos
de L. rhamnosus procedan de la cuarta muestra (dia 75)
en los dos grupos (grupo 1: F-P y grupo 2: P-F), parece re-
lacionar el incremento de esta especie con el consumo de
lacteos fermentados, independientemente de su presenta-
cion, frescos o pasteurizados.

Las técnicas moleculares permiten la deteccién de los
ADN de bacterias, pero sus resultados positivos no pueden
ser interpretados como viabilidad celular o como el esta-
blecimiento de estos microorganismos en el colon. Los re-
sultados obtenidos utilizando métodos moleculares apo-
yan nuestras sospechas de que las bacterias ingeridas con
el yogur no sobreviven al transito gastrico, ya que no se
detectan restos de ADN en las heces del 87,5% de los vo-
luntarios. Este porcentaje podria ser ain mas elevado en
la poblacién general, ya que la ingesta de yogures en ésta
se hace con menor regularidad y en menor cantidad que en
los participantes del estudio. Los restos de ADN detecta-
dos en el 12,5% de voluntarios restantes no se correspon-
dian probablemente con bacterias vivas, pues no se corre-
lacionaron con el aislamiento de las cepas en los cultivos
bacterianos llevados a cabo en paralelo en estas mismas
muestras.

La mayoria de los estudios sugieren un efecto beneficioso
de los probiéticos como tratamiento y prevencion de deter-
minadas enfermedades (diarrea en nifos, diarrea asociada
al uso de antibidticos, sindrome del intestino irritable y en-
fermedad inflamatoria intestinal)*!8, También es conocido
que los productos de la leche fermentada mejoran la diges-
tion de la lactosa y los sintomas de intolerancia en los ma-
labsorbedores de lactosa. Se calcula que en el proceso de
fermentacién, ocurrido en yogures frescos y pasteurizados,
disminuye la lactosa en el 25-50%, aproximadamente. Ade-
mas, las bacterias vivas de los yogures frescos podrian se-
guir liberando betagalactosidasa, aunque para que esta li-
beracién sea efectiva en el intestino, se requiere una pared
celular intacta como mecanismo de proteccion de las bacte-
rias para sobrevivir el paso del tracto digestivo y la accién
de la bilis'®. Consecuentemente, la posible muerte de las
bacterias al atravesar el tracto gastrointestinal explica que
no encontraramos diferencias en el resultado de la prueba
del hidrégeno utilizada para medir la malabsorcion de lac-
tosa en los voluntarios tras la ingesta continuada de tres
yogures diarios con y sin bacterias vivas y que esta ingesta
no se asociara con diferencias en el confort gastrointestinal
de los voluntarios de los dos grupos.

Algunos estudios demuestran que las bacterias probié-
ticas pueden modificar determinados parametros del sis-
tema inmunitario’®?°, incluyendo la inmunidad humoral,
celular y la inmunidad no especifica. Sin embargo, existe
un debate abierto sobre si estos efectos inmunomodula-
dores dependen del estado del sistema inmunitario del
huésped y de si se requiere viabilidad y colonizacién de
las bacterias probiéticas para que los efectos moduladores
sobre el sistema inmunitario sean detectados. Como otros
grupos de investigadores'®%, nosotros no observamos una
influencia del consumo de yogures con y sin bacterias vi-
vas en los parametros inmunolégicos estudiados de volun-
tarios sanos al no encontrar diferencias en los parametros
inmunolégicos que lo cuantifican en este estudio (IgA,

IgG, IgM, linfocitos CD3, CD4,CD8, linfocitos totales y
neutroéfilos).

Conclusion

Tras una ingestion de tres yogures frescos diarios du-
rante 30 dias las bacterias vivas presentes en los yogures
ingeridos sélo se aislaron en el 0,7% de las muestras de he-
ces estudiadas, con lo que podemos afirmar que éstas no
sobreviven al transito gastrico. No se encontraron diferen-
cias en los efectos que la ingestién de yogures frescos o
pasteurizados pudieran tener sobre los parametros inmu-
nolégicos ni sobre el bienestar gastrointestinal, ya que no
se registraron variaciones en ellos.

En resumen, no encontramos efectos adversos ni bene-
ficiosos sobre los pardametros estudiados relacionados con
la ingestion de yogures frescos o pasteurizados. Tampoco
nuestros resultados cuestionan que el yogur sea un pro-
ducto sano y saludable, pero no corroboran el supuesto
efecto salutifero atribuido al yogur fresco y a las bacterias
vivas presentes en el mismo.
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