Informe de Resultados del Proyecto: Impacto de un probidtico sobre el
microbiota en nifos con alteraciones del neurodesarrollo y su influencia en el
lenguaje, conducta y aprendizaje

1. Introduccidn y justificaciéon

Durante los ultimos afnos, numerosos estudios han puesto de manifiesto la
estrecha relacion existente entre el sistema digestivo y el sistema nervioso central,
conocida como eje intestino-cerebro. Esta conexion bidireccional implica
mecanismos inmunolégicos, endocrinos, metabdlicos y neuronales que permiten
a la microbiota intestinal influir sobre procesos cognitivos, emocionales y
conductuales.

En los nifios con trastornos del neurodesarrollo, como el trastorno del espectro
autista, el trastorno por déficit de atencioén e hiperactividad o la paralisis cerebral,
se ha descrito con frecuencia la presencia de alteraciones gastrointestinales.
Dichos sintomas —estrefimiento, diarrea, dolor abdominal o digestiones lentas—
suelen coexistir con desequilibrios en la microbiota intestinal (disbiosis), lo que
sugiere un posible vinculo funcional entre el intestino y el cerebro en esta
poblacion.

1.1 Disbiosis intestinal y consecuencias

La disbiosis se define como un desequilibrio cuantitativo o cualitativo de los
microorganismos que habitan el intestino. Puede deberse a factores genéticos,
dietéticos, ambientales o al uso de farmacos.
Cuando se produce, el intestino pierde parte de su capacidad reguladora e
inmunomoduladora, lo que genera consecuencias en cadena:

e Inflamacion intestinal cronica de bajo grado, con activacion del sistema
inmune.

¢ Aumento de la permeabilidad intestinal, que permite el paso de toxinas,
fragmentos bacterianos y mediadores inflamatorios al torrente sanguineo.

e Alteracion del metabolismo de nutrientes y neurotransmisores esenciales,
como serotoninay acido y-aminobutirico (GABA).

¢ Posible impacto en la conducta, el aprendizaje y el estado emocional, a
través de la modulacién del eje intestino-cerebro.
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De hecho, se ha observado que un numero importante de nifios con alteraciones
neurologicas presentan niveles anormales de zonulina, un marcador de
permeabilidad intestinal, asi como disminucién de bacterias protectoras como
Bifidobacterium spp., Lactobacillus plantarum o Faecalibacterium prausnitzii.

2. Objetivos
2.1 Objetivo general

Evaluar el impacto de la administracién de un probidtico especifico sobre la
microbiota intestinal y la permeabilidad intestinal en nifios con trastornos del
neurodesarrollo, analizando su posible relacion con mejoras en parametros
conductuales, cognitivos y del lenguaje.

2.2 Objetivos especificos

¢ Analizar la composicién bacteriana fecal antes y después de la intervencion
probiotica mediante técnicas de RT-PCR cuantitativa, determinando los cambios
en la abundancia relativa de las principales especies intestinales.

e Comparar la evolucién de los grupos placebo y probidtico, identificando si el
tratamiento genera modificaciones diferenciales en el perfil microbiano.

e Evaluar los niveles fecales de zonulina como marcador de permeabilidad
intestinal y analizar su relacion con la intervencion y con los cambios
bacterianos observados.

¢ Correlacionar los resultados microbianos con parametros de conducta,
aprendizaje y lenguaje, obtenidos mediante cuestionarios y evaluaciones
neuropsicolégicas estandarizadas.

o Determinarla seguridady tolerabilidad del probidtico en la poblacién infantilcon
alteraciones del neurodesarrollo, verificando que su administracidon no induce
disbiosis ni efectos adversos gastrointestinales.

e Explorar la relacidon entre los niveles basales de microbiota y la respuesta al
tratamiento, con el fin de identificar posibles biomarcadores predictivos de
eficacia.

De forma global, el proyecto busca explorar el vinculo entre microbiota intestinaly
funcionamiento neuroconductual, evaluando el potencial del probidtico como
modulador del eje intestino-cerebro en la poblacidon pediatrica con Trastorno del
Neurodesarrollo.

3. Diseno del estudio

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo, disefiado para
evaluar el impacto de la administraciéon de un probidtico sobre la microbiota
intestinal, la permeabilidad intestinaly los parametros neuroconductuales en nifios
con trastornos del neurodesarrollo (TND).
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3.1 Poblaciéon y muestra

e Participantes: Nifios y nifias de entre 4 y 18 afios diagnosticados con
alteraciones del neurodesarrollo (autismo, TDAH, trastornos del lenguaje,
etc.) escolarizados en la Fundacion Querer.

¢ Tamafo muestral: Aproximadamente 50 sujetos, divididos en dos grupos
paralelos:

o Grupo probidtico (n = 26): recibié la férmula probidtica.

o Grupo placebo (n = 23): recibio un producto idéntico en aparienciay
sabor, sin microorganismos activos.

¢ Todos los participantes contaron con el consentimiento informado firmado
por los padres o tutores legales.

3.2Evaluaciones y variables medidas
3.2.1 Muestras biolégicas
Muestras fecales recolectadas en dos momentos:

e PRE (antes delinicio del tratamiento)
e POST (al finalizar los 5 meses de intervencion)

Las muestras se conservaron en condiciones controladasy se analizaron mediante
RT-PCR cuantitativa para determinar la abundancia casi absoluta (log,,) de 23
especies bacterianas representativas.

Las especies bacterianas analizadas se agruparon segun su funcién predominante:

e Protectora: Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Faecalibacterium
prausnitzii

¢ Inmunomoduladora: Enterococcus spp., Bacteroides spp.
o Muconutritiva: Akkermansia muciniphila, Ruminococcus spp.
¢ Neuroactiva: Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium adolescentis
e Proteolitica: Clostridium spp., Proteus spp., Pseudomonas spp.
o Fungica: Candida albicans, Geotrichum candidum”
Se midid zonulina fecal como marcador de permeabilidad intestinal.

3.2.2 Evaluacion clinica y conductual
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e Cuestionarios de conducta adaptativa, atenciéon, lenguaje y sociabilidad
administrados a padres y profesores.

e Registro de sintomas gastrointestinales (frecuencia de deposiciones,
consistencia, molestias).

3.2.3 Datos demograficos y antropométricos

3.2.4 Edad, sexo, pesoy caracteristicas clinicas basicas de los participantes.

4. Resultados:
4.1 Analisis de microbiota fecal

Se analizaron 23 bacterias principales mediante RT-PCR cuantitativa.
Los valores absolutos fueron transformados a escala log,, para normalizar la
distribucion.

Normalidad de los datos: comprobada mediante Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-
Wilk y analisis de asimetria/curtosis.

Pruebas paramétricas se llevaron a cabo para bacteria con una distribucion
normal

¢ T-test pareado (pre vs post)
¢ ANCOVA ajustada por edad, sexo y valores basales.

Pruebas NO paramétricas se llevaron a cabo para bacteria con una
distribucién NO normal

e Wilcoxon pareado (comparacion intragrupo pre—post).
¢ Mann-Whitney U (comparacion entre grupos placebo vs probiotico).

Nivel de significacién: p < 0.05 (bilateral).

Resultados de la Distribucion de las bacterias
4.2.1 Bacterias con distribucién normal:

e Enterococcus spp.

e Bifidobacterium spp.

e Ruminococcus spp.

e Numero total de microorganismos

e Zonulina
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Comparacion

., ANCOVA (ajustada
. . fre s Comparacion Pre—Post entre grupos s
Bacteria Tipo de andlisis . por edad, sexo y Interpretacién
dentro del mismo grupo (Placebo vs
oy valor basal)
Probidtico)
Tendencia
Probidtico: p = 0.012 > positiva en el
mejora significativa N grupo
Enterococcus T-test pareado / p=0.284 - no  se detectaron . probidtico, sin
P efectos del grupo ni
spp. ANCOVA significativa . efecto
covariables concluvente
Placebo: p =0.539 - sin del y
cambio tratamiento
PIaFebo:'p = (.).04.7 - Grupo: ns (p = 0.31) Mej(?ra
. . mejora significativa asociada al
Bifidobacterium | T-test pareado / p=0.282 - no o
spp ANCOVA significativa nivel inicial, sin
) Probisti 0.050 efecto directo
robiotico: p =0.050 - Valor basal: p =0.001 | del probidtico
tendencia
Placebo: p = 0.456 Grupo: ns (p =0.63) Estabil.idad
. bacteriana; el
Ruminococcus T-test pareado / p=0.157 - no -
R valor inicial
spp. ANCOVA significativa d . |
Probiético: p = 0.460 > _ etermina e
sin cambios Valor basal: p<0.001 | (ocultado final
La carga
bacteriana
total se
Ne total de T-test pareado / |Sin diferencias p=0.419 - no |Sin efecto del grupo o | mantuvo
microorganismos | ANCOVA significativas (p > 0.05) significativa covariables estable; efecto
cualitativo mas
que
cuantitativo
Tendencia a
niveles mas
Zonulina T-test pareado / |Sin diferencias p=0.411-> no |Sin efecto del grupo o bfdozen el
ANCOVA significativas (p > 0.05) significativa covariables grup

probidtico, sin
significacién
estadistica
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Conclusion global del bloque paramétrico

Las bacterias que seguian una distribucion normal mostraron tendencias de mejora
leve o estabilidad tras el tratamiento probidtico.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos, pero
los resultados apuntan hacia una mayor estabilidad de la microbiota y una menor
progresion de la disbiosis en el grupo probidtico.

Elefecto del probidtico parece modulador, no disruptivo, favoreciendo un equilibrio
microbiano y manteniendo la integridad intestinal sin inducir disbiosis.

Resultados de las Bacterias con distribucion NO normal
Bacterias con distribucion NO normal:

Escherichia coli, E. coli Biovar e, Bacteroides spp., Lactobacillus spp., Akkermansia
muciniphila, Bifidobacterium adolescentis, L. plantarum, Faecalibacterium
prausnitzii, Proteus spp., Pseudomonas spp.,
Clostridium spp., Candida albicans, Geotrichum candidum, Lactobacillus H,O,+,y
otros microorganismos proteoliticos.

Con la prueba de Mann-Whitney, se evalu6 si las abundancias bacterianas diferian
entre grupos (placebo vs probiético), tanto antes como después de la intervencion.

Resultado: casi todas las bacterias tuvieron p > 0.05, por lo tanto, NO hubo

diferencias entre grupos.

Microorganismo Momento Sig. (p) Decision Interpretacién
E. coli PRE 0.291 Conservar Ho No diferencias
entre grupos
. No diferencias
E. coli POST 0.912 Conservar Hq
entre grupos
. No diferencias
Bacteroides spp. PRE 0.231 Conservar Ho
entre grupos
. No diferencias
Bacteroides spp. POST 0.944 Conservar Ho
entre grupos
. No diferencias
Lactobacillus spp. PRE 0.710 Conservar Ho
entre grupos
. No diferencias
Lactobacillus spp. POST 0.630 Conservar Ho
entre grupos
. No diferencias
H,0;-Lactobacillus PRE 0.860 Conservar Ho
entre grupos
H,0;-Lactobacillus POST 0.590 Conservar Ho No diferencias
entre grupos
. . No diferencias
Faecalibacterium PRE 0.567 Conservar Ho
entre grupos
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No diferencias

Faecalibacterium POST 0.166 Conservar Ho

entre grupos
Akke-rr-nar-rsla PRE 0.779 Conservar He No diferencias
muciniphila entre grupos
Akke-rr-nar-ws:a POST 0.602 Conservar He No diferencias
muciniphila entre grupos
Blfldobacte-num PRE 0.809 Conservar He No diferencias
adolescentis entre grupos
Blfldobacte'num POST 0.681 Conservar He No diferencias
adolescentis entre grupos

No dif i
Lactobacillus plantarum | PRE 0.982 Conservar Ho o diferencias

entre grupos

No dif i
Lactobacillus plantarum | POST 0.363 Conservar Ho o diferencias

entre grupos

Diferencia
E. coli Biovare PRE 0.001 | Rechazar Ho significativa (mas

alta en un grupo)

A No diferencias

E. coli Biovare POST 0.606 Conservar Ho

entre grupos

No diferencias
Proteus spp. PRE 0.347 Conservar Ho

entre grupos

No diferencias
Proteus spp. POST 0.907 Conservar Ho

entre grupos

No diferencias
Pseudomonas spp. PRE 0.789 Conservar Ho

entre grupos

No diferencias
Pseudomonas spp. POST 0.208 Conservar Ho

entre grupos
Otros m’lfroorgamsmos PRE 0.913 Conservar He No diferencias
proteoliticos entre grupos
Otros m’lfroorgamsmos POST 0.554 Conservar He No diferencias
proteoliticos entre grupos
Clostridium spp. PRE 0.449 Conservar Ho No diferencias

entre grupos

- No diferencias

Clostridium spp. POST 0.534 Conservar Ho

entre grupos
Candida albicans PRE 0.841 Conservar Ho No diferencias

entre grupos
Candida albicans POST 0.674 Conservar Ho No diferencias

entre grupos
Geotrichum candida PRE 0.251 Conservar Ho No diferencias

entre grupos
Geotrichum candida POST 0.087 Conservar Ho Tendencia (no

significativa)
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De todas las bacterias evaluadas (exceptuando las excluidas), solo E. coli
Biovare_PRE mostré diferencias significativas entre grupos (p = 0.001).

En todos los demas casos no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0.05). En Geotrichum candida_POST (p = 0.087) se observa una

tendencia no significativa que podria merecer exploracién en un analisis ampliado.

En este analisis, la prueba de Mann-Whitney permitié comparar las distribuciones
bacterianas entre los grupos placebo y probiético, sin asumir normalidad de los
datos.

Los resultados muestran que, salvo en el caso de E. coli Biovar e (PRE), no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, lo que
sugiere que la administracion del probiotico no modificé de forma significativa
las concentraciones de los microorganismos analizados respecto al placebo.

La prueba de rangos con signo de Wilcoxon permitié analizar cambios
longitudinales dentro de cada grupo (es decir, evolucion individual de cada
participante):

e ¢Las abundancias bacterianas cambian de PRE a POST en el grupo
probiotico?

e ;Cambian de PRE a POST en el grupo placebo?

De esta manera se puede averiguar si el tratamiento produjo un cambio dentro del
grupo tratado, incluso si el efecto no fue suficientemente fuerte como para generar
diferencias entre grupos.

PRUEBA DE WILCOXON PRE-POST PLACEBO-PROBIOTICOCO

Microorganismo | Grupo N total | W Error estandar | Z p (bilateral) Interpretacién
(Estadistico estandarizado
de prueba)
E. coli Placebo |23 122.500 32.863 -0.472 0.637 Sin diferencias
significativas.
Niveles estables.
Probidtico | 26 158.500 37.163 -0.108 0.914 Sin diferencias
significativas tras
la intervencion.
Bacteroides spp. | Placebo |23 276.000 32.867 4.199 <0.001 Aumento
significativo tras
el periodo en
placebo.
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Probidtico

26

351.000

39.373

4.457

<0.001

Aumento
significativo tras
la intervencién
probidtica.

Bifidobacterium
spp.

Placebo

23

33.000

30.790

-3.037

0.002

Disminucién
significativa tras
el periodo en
placebo.

Probidtico

26

40.000

32.877

-2.981

0.003

Disminucién
significativa tras
la intervencion.

Lactobacillus
spp.

Placebo

23

137.500

30.796

+0.357

0.721

Sin diferencias
significativas.

Probidtico

26

139.500

37.152

-0.619

0.536

Sin diferencias
significativas tras
la intervencidn.

Lactobacillus
H,0,*

Placebo

23

90.500

22.946

+0.218

0.828

Sin cambios
significativos.

Probidtico

26

61.500

19.323

—-0.336

0.737

Sin cambios
significativos.

Faecalibacterium
prausnitzii

Placebo

23

139.500

30.792

+0.422

0.673

Estable en el
tiempo.

Probidtico

26

109.500

32.867

—-0.867

0.386

Sin efecto del
probidtico.

Akkermansia
muciniphila

Placebo

23

148.500

28.762

1.147

0.251

Sin diferencias
significativas.

Probidtico

26

166.500

37.158

+0.108

0.914

Estable tras la
intervencion.

Bifidobacterium
adolescentis

Placebo

23

126.000

28.764

+0.365

0.715

Sin diferencias
significativas.

Probidtico

26

123.500

34.993

-0.757

0.449

Sin efecto
atribuible al
tratamiento.

Ruminococcus
spp.

Placebo

23

135.000

28.747

+0.678

0.498

Niveles estables.

Probidtico

26

160.000

34.977

+0.286

0.775

Sin diferencias
significativas.

L. plantarum

Placebo

23

18.000

12.743

-1.648

0.099

Tendencia ala
disminucion (no
significativa).

Probidtico

26

11.000

12.733

—2.199

0.028

Aumento
significativo tras
la intervencion.

E. coli biovare

Placebo

23

79.000

14.296

2.343

0.019

Diferencia
significativa (p <
0.05). Cambio en
placebo.
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Probidtico | 26 98.000 24.847 +0.121 0.904 Sin cambios
significativos.
Proteus spp. Placebo |23 1.000 0.500 1.000 0.317 Sin diferencias
significativas.
Probidtico | 26 1.000 1.118 —-0.447 0.655 Sin diferencias
significativas.
Pseudomonas Placebo 23 1.000 2.716 -1.473 0.141 Sin diferencias
spp. significativas.
Probidtico | 26 11.000 4.757 +0.105 0.916 Sin cambios tras
el probiético.
Clostridium spp. |Placebo |23 7.000 2.739 +0.730 0.465 Sin diferencias
significativas.
Probidtico | 26 15.000 5.906 +0.169 0.866 Sin cambios tras
la intervencion.
Candida albicans | Placebo 23 25.000 9.792 —0.255 0.798 Sin diferencias
significativas.
Probidtico | 26 52.500 14.287 +0.490 0.624 Sin diferencias
significativas tras
el tratamiento.
Geotrichum Placebo 23 4.000 5.292 -1.890 0.059 Tendencia a la
candidum disminucion (p =
0.06).
Probidtico | 26 18.000 4.704 1.594 0.111 Sin diferencias

significativas tras
la intervencion.

Resumen global de hallazgos

Cambios significativos (p < 0.05):

o Bacteroides spp. > aumento en ambos grupos.

o Bifidobacterium spp. > disminucién en ambos grupos.

o L. plantarum > aumento en grupo probidtico.

o E. colibiovare > cambio significativo solo en placebo.

Tendencias sin significacion (0.05<p <0.1):

o L. plantarum (placebo) v

o Geotrichum candidum (placebo) ¥

Sin cambios relevantes: resto de especies bacterianas y fungicas

Escherichia coli

Lactobacillus spp.

Lactobacillus H,
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e Faecalibacterium prausnitzii

e Akkermansia muciniphila

e Bifidobacterium adolescentis

e Ruminococcus spp.

e Proteus spp.

e Pseudomonas spp.

e Clostridium spp.

o ¢ Hongos:

e Candida albicans

e Geotrichum candidum (aunque mostro una leve tendencia a la disminucion
en placebo, p = 0.06, no alcanzd significacion estadistica)

El aumento de L. plantarum y Bacteroides spp. tras la intervencion refleja una

activacion de bacterias beneficiosas implicadas en la produccién de acidos grasos

de cadena corta, metabolitos asociados con mejor regulacion intestinal y cognitiva

ANALISIS DEL TEST COGNITIVO

o Eltest SENA (Sistema de Evaluacion de Ninos y Adolescentes) se utilizé
como herramienta estandarizada para evaluar los cambios cognitivos,
emocionales y conductuales de los participantes antes y después de la
intervencion.

Este instrumento permite identificar de forma integral diversos indicadores
del funcionamiento psicoldgico, agrupados en cuatro grandes dominios:

e GLO: funcionamiento globaly adaptacion,

e EMO: regulacion emocional,

¢ COND: conductay control de impulsos,

o REC: recursos cognitivos y estrategias de afrontamiento.

El andlisis estadistico se realizé con SPSS, aplicando pruebas paramétricas o no
paramétricas segun la distribucion de los datos.
Para comprobar la normalidad de las variables se emplearon las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, complementadas con el analisis de
asimetria y curtosis tipificadas (z-scores).
Se considerd normalidad cuando el valorde p > 0.05y |z| < 1.96.
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PRE (Shapiro-

POST (Shapiro-

indice Grupo Wilk, z-asim., z- Wilk, z-asim., z- Interpretacion general
curt.) curt.)

GLOBAL(GLO) | Placebo Pl ;’%1/2;;2? Z.;:? 012,2=-3.297| ¢ No normal en POST
I vl e e

:E::fOC;IONAL Placebo r_)5<j)00/091,826= 2;5().004; z=-3.57/ % No normal
Probidtico ?;370/0512; 2.23'010; 277320/ X No normal

(CCOONNDDL;CTUAL Placebo ?;‘(1)40/2;3,52; 2;2.001; z=-2.64/ % No normal
Probidtico E)2<4(1)80/0617i1= ?(;SOiOOl; 227504/ X No normal severa

:?Ehéci:'ﬁ\h;A(FE) Placebo ?;;85/116;; 2.260.003; 2=-3.58/ Normal solo en PRE
Probiético ?::60/081325 2;?'001; z=-364/ X No normal

?::CL;RSOS Placebo 822/1_1;11;: 85&290; 2=-0.10/ Normal en ambos
Probidtico ?():358/3_262; E;f;sz; 2=-081/ Normal en ambos

Interpretacién general

Elanélisis de normalidad evidencid que los indices Global (GLO), Emocional (EMO),

Conductual (COND)y Funcidn Ejecutiva (FE) presentan distribuciones no normales,

principalmente en el grupo probidtico y en el momento post-intervenciéon. En

consecuencia, estos dominios se analizaran mediante pruebas no paramétricas:

¢ U de Mann-Whitney para comparaciones entre grupos (placebo vs

probiético),
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¢ Wilcoxon para comparaciones pre—post dentro de cada grupo.

Por el contrario, el dominio Recursos (REC) mostré una distribucion normal tanto
en el grupo placebo como en el grupo probidtico, en ambos momentos. Por tanto,
se analizarda mediante pruebas paramétricas, concretamente t-test pareado

(comparacion pre—post) y t-tes independiente (comparacion entre grupos).

T L Comparacion entre grupos Comparacion dentro del
Dominio (Indice) Distribucion (Placebo vs Probiatico) grupo (PRE vs POST)
GLOBAL (GLO) No normal Mann-Whitney U Wilcoxon
EMOCIONAL (EMO) No normal Mann-Whitney U Wilcoxon
CONDUCTUAL (COND) No normal Mann-Whitney U Wilcoxon
No normal
FUNCION EJECUTIVA (FE) (excepto PRE | Mann-Whitney U Wilcoxon
placebo)
RECURSOS (REC) Normal t-test independiente t-test pareado

Tipo de prueba que se llevaron a cabo

En este analisis, la prueba U de Mann-Whitney se aplicé para comparar los
resultados de los indices cognitivos, emocionales, conductuales y ejecutivos del
test SENA entre los grupos placebo y probidtico, tanto en el momento pre
intervencion como en el post intervencion.
Dado que la mayoria de los indicadores no seguian una distribucion normal
(segun las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk), esta prueba fue la mas
adecuada para evaluar posibles diferencias intergrupales sin violar los supuestos

estadisticos.

La prueba U de Mann-Whitney cubre las diferencias entre grupos en cada
dominio del SENA.

Rango Rango
- U de Mann- p . . <.
Dominio Momento . Z . promedio | promedio Interpretacion
Whitney (bilateral) s
Placebo | Probiotico
Indice Global PRE 263 | -0,925 0,355 27,26 23,43 Sin diferencias significativas
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indice Global POST 334 | 0,458 0,647 24,63 26,52 Sin diferencias significativas
indice . o

. PRE 319,5| 0,175 0,861 25,17 25,89 Sin diferencias significativas
Emocional
Indlcet POST 371| 1,179 0,238 23,26 28,13 Ten.denC|a no S|.gln.|f|cat|va a
Emocional mejora en probiotico
Indice PRE 217,5| -1,812 0,07 28,94 21,46 Tendencia (no sig.) a peor
Conductual conducta en placebo
indice . o

POST 324| 0,263 0,792 25 26,09 | Sindiferencias significativas

Conductual
Indice Funcion | .. 285| -0,497 | 0,619 26,44 24,39 |Sin diferencias significativas
Ejecutiva
Indice Funcion | ;o 324| 0,263 | 0,792 25 26,09 |Sin diferencias significativas
Ejecutiva

Conclusiones del analisis cognitivo (SENA)

Ausencia de diferencias significativas entre grupos.
Los resultados de la prueba U de Mann-Whitney mostraron que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos placeboy probidtico en
ninguno de los dominios evaluados por el test SENA (funcionamiento global,
regulacién emocional, conducta y funcién ejecutiva), tanto en el momento pre
como post intervencion.

Homogeneidad basal entre los grupos.
Los valores del momento PRE confirman que ambos grupos partian de
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condiciones cognitivas y emocionales comparables, lo que garantiza la validez de
las comparaciones posteriores y la ausencia de sesgos iniciales en las
capacidades evaluadas.

Efecto nulo o muy reducido de la intervencion.

Tras la intervencion, las diferencias entre grupos se mantuvieron no significativas
(p > 0,05) y los tamanfos del efecto fueron muy pequenos (r<0,2), indicando que
el probiético no produjo un cambio detectable en las puntuaciones del SENA
dentro del periodo de estudio.

Tendencias sin significacion estadistica.

Unicamente se observé una tendencia leve (p = 0,070) en el indice Conductual
PRE, con valores ligeramente mas elevados en el grupo placebo, lo que podria
reflejar una diferencia basal minima en la regulaciéon conductual, pero sin
relevancia estadistica ni practica.

Interpretacion global.

En conjunto, los resultados sugieren que la intervencion probidtica no modifico el
perfil cognitivo, emocional o conductual de los participantes en el corto plazo,
aungue las pequenas variaciones observadas podrian explorarse en futuros
estudios con muestras mas amplias o periodos de seguimiento prolongados.

Resultados del test SENA — Analisis intra-grupo (Wilcoxon)

indice Grupo N EstadisticoZ | p(bilateral) Conclusion
indice Global | Placebo 27 |-0.094 0.925 No hay cambios significativos
tras la intervencion.
Probiotico|  230.682 0.495 No se observan diferencias
significativas pre-post.
Indlcej Placebo 571 0.498 0.619 No hay var!e’lmon S|gr1|f|cat|va
Emocional en regulacion emocional.
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Probiotico 2310.837 0.403 Tampoco se detectan cambios
relevantes.
indice No hay diferencias
Placebo 27 -1.329|0.184 significativas en conducta o
Conductual )
control de impulsos.
Probiotico 23(0.292 0.770 Slr.] camb|o§ §|gn|f|cat|vos tras
la intervencion.
Indice de No se observan diferencias
Funcion Placebo 271-0.336 0.737 o
. . significativas.
Ejecutiva
Probiotico|  23(0.731 0.465 No hay diferencias
significativas pre-post.

En ninguno de los dominios analizados (global, emocional, conductual o funcién
ejecutiva) se detectaron diferencias significativas entre los momentos PRE y POST
dentro de los grupos placebo o probidtico (todos los valores de p > 0.05).

Esto sugiere que, a nivel intra-grupo, la intervencidn con el probidtico no produjo
cambios estadisticamente significativos en los indicadores cognitivo-emocionales
evaluados con el test SENA.

Los resultados también muestran una estabilidad de las puntuaciones en el grupo
placebo, lo que refuerza que no hubo efecto atribuible al paso del tiempo o a
factores externos.

RECURSOS PERSONALES

Para el analisis del indice de Recursos Personales se aplicaron pruebas t de
Student, tanto en su version pareada, para comparar los valores pre y post dentro
de cada grupo, como en su version independiente, para contrastar los cambios (4)
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entre los grupos placebo y probiético. Estas pruebas permiten evaluar si existen

diferencias significativas en las medias antes y después de la intervencion y entre

ambos tratamientos.

T-TEST PAREADO (COMPARACION PRE-POST DENTRO DE CADA GRUPO)

. Media POST p dde L.
+

Grupo N Media PRE (+ DE) (+ DE) t(gl) (bilateral)| Cohen Interpretacion

20.37 + Sin diferencia significativa. Ligero
Placebo 27 36.85+15.65 1:;) 28_ -0.884 (26) 0.385 -0.17 aumento post, pero sin relevancia

' estadistica ni practica.

39.96 + Sin diferencia significativa.

Probiotico 23 35.43+16.15 1:'3 75_ -1.193 (22) 0.246 -0.25 Tendencia leve a aumento post,

efecto pequeno.

Conclusién general

Ninguno de los grupos mostré cambios estadisticamente significativos en el

indice de Recursos Personales entre los momentos pre y post intervencion.

El tamafo del efecto fue pequeno en ambos grupos (d < 0.3), indicando una
mejora leve pero sin relevancia practica.

La comparacion entre grupos confirmo que el probiético no produjo una variacion

diferente respecto al placebo.
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Prueba t de Student para muestras independientes (AREC)

Grupo

dde

N Media (+ DE) t(gl) p (bilateral) Cohen

Interpretacion

Placebo (0)

27 3.52+20.69

Probidtico (1)

No existen diferencias significativas entre
grupos. Eltamafo del efecto es trivial,

23 4.52+18.18 -0.181(48) |0.857 -0.05 [indicando que ambos grupos mostraron
cambios similares en el indice de recursos
personales (AREC).

Detalles del analisis
e Pruebadelevene: p =0.508 > 0.05 > se asumen varianzas iguales.

e 1(48)=-0.181, p=0.857 > no hay diferencias estadisticamente
significativas.

¢ Intervalo de confianza del 95%:[-12.17, 10.17], abarca el 0 » confirma la
ausencia de diferencias.

¢ d=-0.05>tamano de efecto practicamente nulo.
Conclusién

El analisis indica que el cambio en el indice de recursos personales (AREC) no
difiere entre los grupos placebo y probiodtico.
Ambos mostraron una variacion similar antes y después de la intervencion, sin
diferencias significativas (p > 0.05) ni relevancia practica (d = 0).

ANALISIS DE CORRELACIONES SENA-MICROBIOTA

El propdsito de este analisis fue explorar la relaciéon entre los cambios cognitivos
y conductuales (evaluados mediante el test SENA) y los cambios en la
composicion bacteriana intestinal (determinados a través del analisis
microbiolégico). El objetivo consistid6 en comprobar si las variaciones en el
rendimiento cognitivo o emocional de los nifios se asociaban con modificaciones
en determinadas bacterias o marcadores intestinales tras la intervencién
(probidtico vs placebo).

Para ello, se llevd a cabo una correlacion bivariada de Spearman (p), dado que las
variables no seguian una distribucidn normal y se pretendia examinar si ambas
cambiaban de forma conjunta sin asumir una relacion lineal estricta.

El coeficiente p (rho de Spearman) mide la fuerza y direccién de la asociacion
entre dos variables, con valores comprendidos entre -1 y +1:
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+1 indica una correlacién positiva perfecta (ambas variables aumentan juntas),
-1 una correlacidon negativa perfecta (una aumenta mientras la otra disminuye),
y 0 ausencia de relacion.
Adema3s, se calculd el valor p, qgue determina la significacién estadistica de la
correlacion (p < 0.05 considerada significativa).

En la matriz de correlaciones se incluyeron dos bloques de variables:

e A.Variables del SENA (A):
cambios pre—post en los indices globales o especificos:
A GLO (cambio global cognitivo), A EMO (cambio emocional), A CON
(cambio conductual), A EJE (cambio en funciones ejecutivas) y A REC
(cambio en recursos personales).
Estos valores indican el grado de mejora o empeoramiento individual en
cada dominio.

e« B. Variables bacterianas (A):
cambios pre—post en la abundancia relativa de bacterias intestinales (por
ejemplo, Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Faecalibacterium spp.,
Ruminococcus spp., Clostridium spp., entre otras), asi como marcadores
funcionales intestinales como la zonulina (A) y el nUmero total de
microorganismos (A).

El software SPSS devolvié una matriz de correlaciones donde cada celda contenia
elvalor de p (Spearman), el valor de significacion bilateral (p) y el numero de casos
validos (N). Los valores significativos se marcaron con asteriscos: p < 0.05y p <
0.01.

Este analisis permitio identificar posibles patrones:
una correlacion positiva indicaba que el aumento de una variable (por ejemplo, una
bacteria beneficiosa) se asociaba con la mejora cognitivo-emocional del
participante, mientras que una correlacién negativa sugeria que el incremento de
una bacteria potencialmente patdégena se relacionaba con un empeoramiento
conductual.

Finalmente, se empled Spearman y no Pearson debido a que las variables
microbiolégicas presentan distribuciones no normales (valores extremos o ceros
frecuentes). Este método ordena los valores y evalua tendencias monoténicas,
siendo mas robusto en muestras bioldgicas pequenas (N=49).

En conjunto, este enfoque no pretende establecer causalidad, sino detectar
asociaciones significativas o tendencias entre microbiota y funciéon cognitivo-
emocional, actuando como un analisis exploratorio y generador de hipdtesis para
estudios futuros.
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v Variable bacteriana o 1] Interpretacion
marcador (Spearman) P P
A EMO (indice Numero total de A mayor cambio en microbiota
. - . 0.315 0.028 . .
emocional) microorganismos A total, mayor mejora emocional.
E. coli A Bacteroides A 0.283 0.049 Positiva debil: aumento conjunto
de E. coliy Bacteroides.
E. coli A Clostridium A ~0.298 0.038 Negativa débil: cuando sube .
coli, baja Clostridium.
E. coli A Nl.Jmero tot:.al 0.293 0.041 Positiva depll: crecm,nento .
microorganismos A global asociado a mas E. coli.
H,0, Numero total 0.306 0.033 Positiva débil: mas Lactobacillus
Lactobacillus A microorganismos A ) ' oxidativos, mas microbiota total.
Faecalibacterium Nl.Jmero tOt?l 0.714 <0.001 Fuerte positiva: aumento N
A microorganismos A conjunto, lo cual es beneficioso.
Ruminococeus A Namero total 0.671 <0.001 Fuerte positiva: coherente con

microorganismos A

una microbiota mas diversa.
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Otros

Nuamero total

Moderada positiva: aumento

A

microorganismos . . 0.398 0.005 :
e microorganismos A conjunto.
proteoliticos A
Nimero total Moderada negativa: mas
Clostridium A . . -0.352 0.013 Clostridium, menos diversidad
microorganismos A
total.
Ntmero total Moderada negativa:
Geotrichum A . . -0.398 0.005 proliferacion fungica asociada a
microorganismos A e ;
reduccion bacteriana.
Negativa: aumento de Proteus
Proteus spp A Geotrichum A -0.323 0.024 se asocia con menor
crecimiento de Geotrichum.
Pseudomonas A | Clostridium A 0.304 0.034 Positiva débil.
Candida albicans Ruminococcus A 0.308 0.031 Positiva débil.

Conclusiones generales

No hay correlaciones directas significativas entre cambios cognitivos (SENA) y
bacterias especificas, salvo la leve asociacion de AEmocional (AEMO) con el

numero total de microorganismos.

Las correlaciones mas fuertes aparecen entre bacterias entre si, reflejando

ecosistemas coordinados:

Faecalibacterium, Ruminococcusy Lactobacillus aumentan juntos.

Clostridium y Geotrichum muestran comportamientos opuestos a esos grupos

beneficiosos.
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Los marcadores de permeabilidad intestinal (Zonulina) no correlacionan
significativamente con los cambios en microbiota ni con los indices cognitivos.

Elaumento de diversidad bacteriana total (A N.° total) parece asociarse a una mejor
regulaciéon emocional, posiblemente por mayor produccion de metabolitos
antiinflamatorios (butirato, propionato, que son acidos grasos de cadena corta)

La presencia de Clostridium y Geotrichum en aumento podria representar una
disbiosis leve, al correlacionarse negativamente con la diversidad y positivamente
entre ellos.

El eje microbiota—cognicion muestra tendencias, pero aun sin significacion robusta
(p <0.05), lo que sugiere que el efecto del probidtico podria necesitar mas tiempo
0 mayor dosis para observarse con claridad.

ANALISIS DE LA CONSISTENCIA DE LAS HECES
Objetivo

Evaluar si la consistencia de las heces (codificada del 1 = dura al 5 = acuosa)
cambio tras la intervencidny si dichas variaciones difieren entre los grupos
placebo y probidtico.

PASO 1: Codificacion de la variable

Se asignaron valores numéricos a las categorias descriptivas para poder realizar
analisis estadistico:

Categoria Cadigo
Dura 1
Ligeramente 5
pastosa
Pastosa 3
Viscosa 4
Acuosa 5

Se calcularon dos variables:
e |INI_CONS > consistencia inicial

e FIN_CONS > consistencia final
y su diferencia:

o CAMBIO_CONS = FIN_CONS - INI_CONS
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PASO 2: Prueba de Wilcoxon (pre-post total)

Se realiz6 una prueba de rangos con signo de Wilcoxon para muestras
relacionadas, considerando las 49 observaciones (todos los participantes,
independientemente del grupo).

PRUEBA DE WILCOXON

Estadistico Valor

N total 49
Estadistico 2035

z

p (bilateral) | 0.042

Interpretacion:
Elvalor de p =0.042 indica una diferencia significativa entre la consistencia inicial
y lafinal de las heces.

En general, hubo una mejora significativa de la consistencia fecal tras la
intervencion (las heces tendieron a ser mas normales/pastosas).

Pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk)

Antes de comparar los grupos, se comprobd si los datos de la variable
CAMBIO_CONS (diferencia entre la consistencia final e inicial de las heces)
seguian una distribucion normal, ya que este supuesto determina si deben
aplicarse pruebas paramétricas o no paramétricas.

En SPSS se realizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnovy Shapiro-Wilk, siendo
esta ultima mas fiable para muestras pequenas (N < 50)

Grupo Shapiro-Wilk (p) Interpretacion
Placebo <0.001 No normal
Probiotico 0.005 No normal

Interpretacion:
e Enambos grupos, el valor de significacion (p) es menor de 0.05.

o Estoindica que los datos se desvian significativamente de la
normalidad.

o En otras palabras, la distribuciéon del cambio en la consistencia de las
heces no es simétrica ni normal, sino que presenta cierta asimetria (por
ejemplo, concentraciones de valores en torno a pocos niveles).
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Conclusioén:

Al no cumplirse el supuesto de normalidad, se optd por utilizar pruebas no
paramétricas, que no requieren distribucién normal y son mas adecuadas para
datos ordinales o con escalas discretas (como la consistencia fecal codificada del
1 al5).

Prueba de Mann-Whitney (comparacidén entre grupos)

Dado que los datos no son normales, se aplico la prueba U de Mann-Whitney,
equivalente no paramétrica del t-test para muestras independientes.

Esta prueba compara si las distribuciones de los valores de cambio difieren
entre los dos grupos (placebo y probiético).

Prueba de Mann-Whitney (comparacidn entre grupos)

Estadistico Valor

N total 49
U de Mann-

Whitney 364.000
YA 1.401
p (bilateral) | 0.161

Interpretacion:

e Elvalorp=0.161 es mayor que 0.05 > no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos.

o Esto significa que, aunque ambos grupos muestran cierta tendencia a la
normalizacion de la consistencia fecal tras la intervencidon, el cambio
medio no difiere de forma significativa entre quienes recibieron
probiético y quienes recibieron placebo.

Conclusion:
El efecto observado en la consistencia fecal parece ser global y no especifico del
tratamiento probidtico.

Conclusion clinica

La intervencion produjo una mejora significativa en la consistencia de las
heces, reflejando una evolucion hacia un transito intestinal mas estable y
fisioldgico.

No obstante, la mejoria fue similar en ambos grupos, lo que sugiere que el
efecto podria ser atribuible al conjunto de medidas implementadasy no
especificamente al probidtico.
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Clinicamente, esto indica una tendencia a la normalizacion del patron
evacuatorio, sin evidencia de alteraciones ni empeoramientos asociados al
tratamiento.

Informe comparativo: Poblacidén rural vs urbana

Objetivo del analisis

El presente analisis tiene como finalidad comparar la composicién microbiana
intestinal basal entre dos poblaciones diferenciadas por su entorno de residencia:

e Poblacioén rural
e Poblacién urbana

Aunque no se ha aplicado ninguna intervencién o tratamiento, esta comparacioén es
relevante para identificar diferencias ambientales y de estilo de vida que puedan
influir en la microbiota. Factores como la dieta, el grado de industrializacion, la
exposicion a microorganismos ambientales o el uso de antibiéticos pueden
modificar el equilibrio bacteriano intestinal.

Elanalisis estadistico se orientd a determinar si existen diferencias significativas en
la abundancia relativa de distintos grupos bacterianos entre ambos entornos,
controlando posibles efectos de variables demograficas (edad y sexo)

1. Metodologia estadistica
1.1. Evaluacion de la normalidad

Cada variable bacteriana fue evaluada mediante los test de Kolmogorov—-Smirnovy
Shapiro-Wilk para determinar la distribucion de los datos.

Las variables Enterococcus spp., Bacteroides spp., Ruminococcus bromii,
Numero total de microorganismos y Zonulina mostraron una distribucidon normal
(p>0.05) en ambos grupos.

Elresto de las variables presentd una distribucidon no normal (p<0.05), por lo que
se aplicaron pruebas no paramétricas para las comparaciones entre grupos.

Variable p_Control | p_Probiotico Normalidad
(Shapiro—- (Shapiro-
Wilk) Wilk)

LOG_Ecoli 0,01 0,001 | No normal
LOG_EnterococcusSpp 0,797 0,079 | Normal
LOG_BacteroidesSpp 0,486 0,41 | Normal
LOG_Bifidobacterium 0,001 0,254 | Solo en Urbano
LOG_LactobacillusSpp 0,115 0,007 | Solo en Rural
LOG_H202Lactobacillus 0,001 0,001 | No normal
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LOG_FaecalibacteriumPrausnitzii 0,023 0,001 | No normal
LOG_AkkermansiaMuciniphila 0,081 0,017 | Solo en Rural
LOG_BifidobacteriumAdolescentis 0,031 0,006 | No normal
LOG_RuminococcusBromii 0,487 0,557 | Normal
LOG_LactobacillusPlantarum 0,001 0,001 | No normal
LOG_EcoliBiovare 0,001 0,001 | No normal
LOG_ProteusSpp 0,001 | No normal
LOG_PseudomonasSpp 0,001 0,001 | No normal
LOG_OtrosMicroorganismosProteoliticos 0,001 0,001 | No normal
LOG_ClostridiumSpp 0,001 0,001 | No normal
LOG_CandidaAlbicans 0,001 0,001 | No normal
LOG_Geotrichum 0,001 0,001 | No normal
LOG_NumeroTotalMicroorganismos 0,388 0,295 | Normal
LOG_pH 0,256 0,008 | Solo en Rural
LOG_Zonulina 0,289 0,715 | Normal

e Lasvariables normales se analizaron con pruebas paramétricas (T-testy
ANCOVA).

e Las variables no normales se evaluaron mediante la prueba U de Mann-
Whitney.

2. Pruebas aplicadas

Tipo de variable Prueba estadistica Finalidad

Comparar medias entre
grupos, ajustando por edad,
sexo y valor basal

T-test independiente y

Distribucion normal ANCOVA

Comparar distribuciones entre

Distribucion no normal U de Mann-Whitney . .
grupos independientes
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3. Resultados: Analisis paramétrico (T-test y ANCOVA)

Comparacion de bacterias con distribucion normal entre poblacion ruraly
urbana.

Se muestran las medias * desviacion estandar, el valor de significacion (p), el
estadistico Fy el tamafio del efecto (n® parcial).

Las diferencias se consideran significativas cuando p < 0.05.

Tipo de p (T p Factores con

o . = 2

Bacteria analisis Media (Rural / Urbana) test) F(1,65) (ANCOVA) n%p . e'fe?cto'
significativo

fg;e"""“"s Paramétrico [5.95+0.56/5.79+0.84 |0.363 [0.028 |0.868 0.000 |Sexo (p =0.022)

f;’;“b"“e””m Paramétrico | 8.62+0.73/8.76+0.60 |0.421 |0.072 |0.789 0001 |—

Ruminococcus |, amétrico |7.76+0.85/7.69+0.61 |0.741 |0.038 |0.845 0.001 |Edad(p=0.055,

bromii tendencia)

Y + +

Nlmero totalde | p, . grico | 10:97037/1099% 14398 10724 |0.308 0.011 |—

microorganismos 0.46

Zonulina Paramétrico [2.11+0.26/2.05+0.28 |0.415 |0.673 |0.415 0.010 |—

Comparacion de las bacterias con distribucion normal entre poblacion rural y urbana mediante T-test y ANCOVA ajustada
por edad y sexo. Se incluyen los factores covariantes que mostraron efectos significativos en el modelo. Las diferencias
se consideran significativas con p < 0.05

Las bacterias con distribucion normal no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre la poblacién ruraly urbana, tanto en el analisis bivariado (T-test)
como en el modelo ajustado (ANCOVA). En la mayoria de los casos, las medias
fueron comparables entre ambos grupos, lo que sugiere una composicion
bacteriana basal similar en las dos poblaciones analizadas.

El efecto de la edad y el sexo fue, en general, no significativo. Sin embargo, en el
caso de Enterococcus spp., el analisis ANCOVA revelé una influencia significativa
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delsexo (p=0.022), independientemente del grupo geografico. Este hallazgo podria
reflejar diferencias en los patrones de colonizacion entre ninos y nihas,
posiblemente relacionadas con factores conductuales, ambientales o de
exposicion microbiana (por ejemplo, diferencias en el tipo de juegos, contacto con
superficies, habitos de higiene o interacciones sociales).

Aunque eltamafio del efecto fue bajo (n’p < 0.1), el resultado sugiere una tendencia
leve pero consistente que podria tener implicaciones en la maduracién o
estabilidad de la microbiota durante la infancia y adolescencia, y que merece ser
explorada en estudios longitudinales con un mayor tamafio muestral

En cuanto a Ruminococcus bromii, tampoco se observaron diferencias
significativas entre la poblacién ruraly urbana (p =0.741 en el T-test; p=0.845 en el
ANCOVA). Las medias fueron practicamente idénticas en ambos grupos, lo que
indica que el entorno geografico no influye de manera relevante en la abundancia
de esta bacteria. El tamafio del efecto fue minimo (n’p = 0.001), confirmando que
no existe una variacion significativa atribuible al lugar de residencia. Se detect6
Unicamente una tendencia relacionada con la edad (p = 0.055), que sugiere un
posible incremento de R. bromii en nifios de mayor edad; sin embargo, este efecto
no alcanzo significacion estadistica y debe interpretarse con cautela. Dado que R.
bromii es una bacteria clave en la degradacion del almiddn resistente y la
produccion de metabolitos beneficiosos, este patron sugiere que la maduracion de
la microbiota sacrolitica infantil es relativamente homogénea entre ambos grupos
poblacionales.

4. Resultados: Analisis no paramétrico (U de Mann-Whitney)

Bacterias sin distribucion normal

Rango
. . - promedio p .,
Bacteria Tipo de analisis (Rural / (bilateral) Interpretacion
Urbana)
E. coli No paramétrico | 37.65/33.92 |0.482 No diferencias significativas
entre grupos.
Bifidobacterium Diferencia significativa:

No paramétrico | 18.68 / 41.66 |<0.001 mayores valores en

spp. poblacion urbana.

No diferencias

Lactobacillus spp. | No paramétrico | 33.65/35.55 |0.720 o
significativas.

H20- No paramétrico | 30.13/36.99 |0.143 No diferencias
Lactobacillus significativas.

Faecalibacterium No paramétrico | 33.05/35.80 |0.605 No diferencias

prausnitzii significativas.
Akkermansia No paramétrico | 37.73/33.89 |0.471 No diferencias
muciniphila significativas.
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sifi . No diferenci
ifidobacterium |\ amétrico | 36.53 /3438 |0.686 o diferencias

adolescentis significativas.
L ill No dif i

actobacillus No paramétrico | 34.48/35.21 | 0.876 lo diferencias
plantarum significativas.

No diferencias

E. coli biovare No paramétrico | 34.60 /35.16 |0.895 e
significativas.

No diferencias

P . N Atri 4.4 A4 .52 e
roteus spp. o paramétrico | 34.40 /35.45 |0.523 significativas.
P No dif i
seudomonas No paramétrico | 31.48 /36.61 |0.142 .O d_|.ere'nC|as
spp. significativas.
Otros Diferencia significativa:
microorganismos | No paramétrico | 30.42 /36.94 |0.046 valores mayores en
proteoliticos poblacién urbana.

No diferencias

Clostridium spp. | No paramétrico | 35.27 /34.72 |0.735 significativas.

Diferencia significativa:
Candida albicans | No paramétrico |32.13 /36.34 |0.037 valores mayores en
poblacién urbana.

No diferencias

Geotrichum spp No paramétrico | 34.95/35.14 |0.555 significativas.

Interpretacion de resultados no paramétricos
Se observaron diferencias significativas en tres microorganismos:
+ Bifidobacterium spp. (p <0.001)
e Otros microorganismos proteoliticos (p = 0.046)
e Candida albicans (p =0.037)

En todos los casos, los valores fueron mas altos en la poblacidn urbana, lo que
podria reflejar un perfil microbiano influido por factores ambientales y dietéticos
caracteristicos del entorno urbano.

5. Interpretacion global y conclusiones

El analisis conjunto sugiere que, aunque la estructura general de la microbiota
intestinal es similar entre las poblaciones ruraly urbana, ciertos taxones
especificos presentan diferencias consistentes:

o Bifidobacterium spp. aumento significativamente en la poblacién urbana,
posiblemente debido al mayor consumo de productos lacteos fermentados
o probidticos industriales.
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e Lapresencia mas alta de Candida albicans y microorganismos
proteoliticos en el grupo urbano podria asociarse a un estilo de vida mas
occidentalizado, con mayor consumo de proteinas animales y menor
ingesta de fibra.

¢ No se detectaron diferencias significativas en las bacterias butirato-
productoras como Ruminococcus bromii o Faecalibacterium prausnitzii, lo
que sugiere una base metabodlica intestinal relativamente estable entre
entornos.

En conjunto, los resultados respaldan la hipdtesis de que el entorno ambientaly
los habitos urbanos pueden modular selectivamente ciertos componentes de la
microbiota intestinal, incluso en ausencia de intervencidén directa.

Analisis de la consistencia de las heces (poblaciones rural
y urbana)
Objetivo

Evaluar si existen diferencias en la consistencia fecal basal entre nifios de
poblacion rural y poblaciéon urbana, con el fin de determinar si el entorno
geografico se asocia a un patrén de transito intestinal distinto.

1. Codificacion de la variable

La consistencia de las heces fue evaluada mediante una escala ordinal de cinco
niveles, adaptada del Bristol Stool Form Scale, y codificada de la siguiente forma:

Categoria Cadigo
Dura 1
Ligeramente 5
pastosa
Pastosa 3
Viscosa 4
Acuosa 5

Elvalor mas cercano a 3 (pastosa) indica una consistencia fisioldégicay
equilibrada, mientras que valores extremos (1 o 5) reflejan tendencia al
estrefiimiento o diarrea, respectivamente.

Analisis de la normalidad de la consistencia fecal

Pagina 30 de 41



1. Descripcion general de los datos

Grupo N Media + DE | Mediana Min—Max | Asimetria | Curtosis
Rural 20|2.40+0.88 |3.00 1-3 -0.939 -1.046
Urbana 4912.88+0.95 |3.00 1-5 -0.356 1.256

Interpretacion descriptiva:

¢ Enambos grupos, la mediana es 3 (“pastosa”), que representa una

consistencia normal.

e Ladispersion es mayor en la poblacion urbana (rango 1-5), lo que sugiere

una mayor variabilidad en el transito intestinal.

o Laasimetria negativa en el grupo ruralindica ligera tendencia a

consistencias mas duras, mientras que el grupo urbano presenta una

distribucion mas equilibrada.

2. Pruebas de normalidad

Grupo Kolmogor(c:;—Smlrnov Shapiro-Wilk (p) Interpretacion
Rural
(Control) <0.001 <0.001 No normal
:fr':,ab"igﬁco) <0.001 <0.001 No normal

Interpretacion:

e En ambos grupos, los valores de p < 0.001 en el test de Shapiro-Wilk indican que
la variable CONSISTENCIA_NUM no sigue una distribucion normal.
e Dado que se trata de una variable ordinal (escala 1-5) y los valores se concentran

en pocos niveles discretos, este resultado es esperable.

e Por tanto, el analisis comparativo entre grupos debe realizarse mediante la prueba

no paramétrica U de Mann-Whitney.

3. Comparacion entre grupos: Prueba U de Mann-Whitney

Estadistico Valor

N total 69

U de Mann-Whitney | 616.000
Z 2.054
Sig. asintotica 0.040

(bilateral)
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4. Interpretacion estadistica

Elvalor de p =0.040 (< 0.05) indica una diferencia estadisticamente significativa en
la consistencia fecal entre la poblacién rural y urbana.
La poblaciéon urbana presenta rangos promedio mas altos, lo que sugiere una
tendencia hacia consistencias mas blandas o menos formadas en comparacion
con el grupo rural.

5. Interpretacion clinica

Aunque la mayoria de los participantes de ambos grupos presentan una
consistencia pastosa y fisioldgica, la poblaciéon urbana mostr6 una mayor
dispersion de valores, con algunos casos de consistencia viscosa o0 acuosa.
Esta diferencia podria reflejar la influencia de factores ambientales y de estilo de
vida asociados al entorno urbano, como:

e Menor consumo de fibray mayor ingesta de alimentos procesados,
¢ Diferencias en la hidratacion, actividad fisica y exposicién microbiana,
e Cambios dietéticos vinculados a la industrializacién alimentaria.

No obstante, la magnitud del efecto es leve y no sugiere patologia ni alteraciones
intestinales relevantes, sino una modulacién funcional del transito intestinal
asociada al contexto geografico y dietético.

Conclusion

La consistencia fecal difiere significativamente entre las poblaciones ruraly urbana
(p = 0.040), con una tendencia hacia heces mas blandas en el entorno urbano.
Este hallazgo, aunque leve, refuerza la hipoétesis de que el entorno y los habitos
alimentarios pueden influir en parametros funcionales intestinales incluso en
ausencia de enfermedad o intervencién.
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ANALISIS DE OUTLIERS EN LA MICROBIOTA ANTES Y DESPUES DEL
TRATAMIENTO

INTRODUCCION DEL ANALISIS REALIZADO

En el presente informe se llevd a cabo un analisis detallado de la evolucién de la
microbiota intestinal en una cohorte de nifios con trastornos del neurodesarrollo y
sindromes genéticos, comparando dos grupos de intervencidon: placebo vy
probidtico.

El objetivo principal fue identificar patrones individuales de disbiosis y evaluar
si la administracion del probiético generaba cambios clinicamente
significativos en el perfil microbiano, especialmente en los nifios con
condiciones neurolégicas o metabdlicas mas complejas.

Para ello se analizaron, de forma separada y combinada, los valores PRE (antes de
la intervencion) y POST (después de la intervencidon) de cada una de las familias
bacterianas incluidas en el estudio (bacterias inmunomoduladoras, protectoras,
muconutritivas, sacaroliticas, neuroactivas, proteoliticas), asi como hongos y el
marcador de permeabilidad intestinal Zonulina. Con el fin de detectar perfiles
anomalos o extremos, se identificaron outliers a nivel individual en cada
variable, utilizando el procedimiento de exploracion estadistica de SPSS.

Posteriormente, los datos microbioldgicos se integraron con la informacion clinica
de cada nino, basada en su diagndstico confirmado (paralisis cerebral, sindromes
genéticos, TEA, encefalopatias, epilepsia, enfermedades metabdlicas, etc.). Esto
permitié construir una matriz completa en la que se relacionan directamente:

e Grupo al que pertenece el nifio (placebo/probiético)
e Diagnéstico clinico especifico

e Outliers PRE

e Outliers POST

e Interpretacion clinica-microbiolégica individual

Finalmente, se generd una tabla estructurada en formato Excel, que permite
visualizar de forma clara qué ninos presentaron los perfiles microbianos mas
alterados, cuales mantuvieron una disbiosis estable y cuales mostraron mejoria
real tras la intervencidn con probidtico.

Este enfoque permite no solo evaluar la eficacia del probidtico en el conjunto de la
muestra, sino también identificar patrones individuales de respuesta, lo cual es
especialmente relevante en poblaciones con alta heterogeneidad clinica y
biolégica, como los nifios con trastornos del neurodesarroll
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Cod Grupo Diagndstico Outliers_PRE Outliers_POST Interpretacion
Minimos globales: E.coli,
Enterococcus, Bacteroides,
Lactobacillus, Faecali, Perfil mas hipobidtico del
PCl tetraparesia Akkermansia, Bifidobacterias, | Minimos estudio. Disbiosis severa
Cod_046 | Placebo | espastica por CMV Clostridium, Candida, N2 total | mantenidos estable.
Bajos moderados en Microbiota inestable por
Cod_074 | Placebo |Sindrome de Raynaud | protectoras y anaerobias Bajos mantenidos | disfuncién autondmica.
Sindrome Okur- Bajos en Lactobacillus, H202- Disbiosis marcada tipica de
Cod_071 | Placebo | Chung Lacto, Faecali, Clostridium Bajos mantenidos |sindrome neurogenético.
Allan-Herndon- Bajos en proteoliticos y Enfermedad metabdlica -
Cod_038 | Placebo Dudley anaerobios Persistente disbiosis profunda.
Enfermedad genética Heterogeneidad tipica de
Cod_035 | Placebo no definida Perfil variable: algunos altos Perfil variable enfermedades raras.
Esclerosis tuberosa + AEDs alteran flora = patrén
Cod_030 | Placebo | epilepsia Variabilidad extrema Igual de variable inestable.
Zonulina POST
Sindrome X-fragil muy baja (outlier |Permeabilidad conservada;
Cod_008 | Placebo | (delecion XQ27-28) Zonulina PRE normal real) disbiosis leve.
Cod_012 | Placebo |TEA 1-2 valores extremos 1 valor extremo Disbiosis leve y estable.
TEA + sintomas Alteracion leve del eje
Cod_025 | Placebo | psicdticos 2 valores extremos Similares intestino-cerebro.
Cod_054 | Placebo |TEA + TDHA Outlier aislado Igual Disbiosis leve.
Cod_027 | Placebo | Paralisis cerebral Alteraciones moderadas Estables Compatible con inmovilidad.
Cod_039 | Placebo | Paralisis cerebral Bajos moderados Igual Disbiosis ligera.
Cod_042 | Placebo | Paralisis cerebral Outlier aislado Igual Sin relevancia clinica.
Encefalopatia Metabolopatia = flora
Cod_020 | Placebo | mitocondrial Bajo en proteoliticos Igual alterada basal.
Hipoplasia Minimos NO respondedor. Disbiosis
Cod_049 | Probidtico | pontocerebelosa Minimos globales mantenidos estructural grave.
Bajos en Enterococcus,
Lisencefalia + Lactobacillus, Bifido, No respuesta clara al
Cod_047 | Probidtico | epilepsia Clostridium Bajos mantenidos | probidtico.
Encefalopatia
hipdxico-isquémica Microbiota resistente a
Cod_050 | Probidtico | severa Disbiosis severa Igual modulacion.
Bajos en hongos y Leve aumento de
Cod_078 | Probidtico | Sindrome X-fragil proteoliticos protectoras Posible pequefia respuesta.
Cod_079 | Probidtico | Sindrome Dias-Logan | Bajos multiples Bajos mantenidos | No respondedor.
Epilepsia parcial Probidtico no genera gran
Cod_080 | Probidtico | compleja Bajos moderados Estables cambio.
PC tetraparesia
Cod_057 | Probidtico | distdnica Bajos moderados Ligerisima mejoria | Posible respuesta parcial.
Enfermedad genética El probidtico suaviza la
Cod_035 | Probidtico | no definida Perfil mixto PRE Mas estable POST |variabilidad.
SYNGAP 1 (pendiente
Cod_028 | Probidtico | confirmacion) Bajos en protectoras Ligeros aumentos | Mejoria discreta.
Sindrome Bain-
Cod_065 | Probidtico | Bridge-Ropers Bajos moderados Ligeros aumentos |Posible pequeiia respuesta.
Cod_056 | Probidtico | Sindrome de Alport Leve disbiosis Mejoria minima Tendencia positiva.
Cod_063 | Probidtico | Sin diagndstico Outlier leve Normalizacion Buena respuesta al probidtico.
Cod_066 | Probidtico | Sin diagndstico 1 outlier 0 outliers Respuesta clara al probiético.
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Cod_031 | Probiético | Sin diagndstico 1-2 bajos Estables Equilibrio mantenido.
Cod_040 | Probiodtico | 18p menos Bajo puntual Sin outliers Disbiosis leve.
Cod_042 | Probidtico | Paralisis cerebral Bajo puntual Estable Sin cambio relevante.
Cod_043 | Probidtico | Sin diagndstico 1 outlier 0 outliers Mejora leve.

RESULTADOS
1. Andlisis general de outliers y variabilidad interindividual

Elanalisis exploratorio de la microbiota mostré una alta variabilidad interindividual,
coherente con la diversidad de diagndsticos neurolégicos y genéticos presentes en
la cohorte. La identificacion de valores atipicos (outliers) en cada bacteria permitié
detectar perfiles individuales de disbiosis, tanto en el momento basal (PRE) como
tras la intervencion (POST).

El analisis PRE revel6é que un numero importante de nifos iniciaban el estudio con
microbiota reducida o desequilibrada, especialmente en familias bacterianas
clave:

¢ Inmunomoduladoras (E. coli, Enterococcus),

¢ Protectoras (Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus),
¢ Muconutritivas (Faecalibacterium, Akkermansia),

¢ Neuroactivas,

e Proteoliticas,

¢ Recuento total de microorganismos.

Esto es coherente con la literatura que describe una relacidon estrecha entre
disfuncion neuroldgica severa, dependencia funcional, medicacion crénica e
hipobiosis intestinal.

2. Grupo Placebo: estabilidad de la disbiosis basal

En el grupo placebo, la mayoria de los participantes mantuvieron su patrén de
outliers desde el PRE al POST, sin cambios apreciables. Esto confirma que las
alteraciones observadas se corresponden con su situacion clinica de base y no
con el efecto de la intervencion.

Los nifios con mayores alteraciones en este grupo fueron los que presentaban
diagndsticos neurolégicos complejos, tales como:

Pagina 35 de 41



o PCltetraparesia espastica por CMV (Cod_046)

e Sindrome de Raynaud con disautonomia (Cod_074)
¢ Sindrome Okur-Chung (Cod_071)

¢ Allan-Herndon-Dudley (Cod_038)

e Esclerosis tuberosa con epilepsia (Cod_030)

En estos casos, la disbiosis fue marcada y estable, reflejando un perfil
microbiolégico profundamente condicionado por:

e alteraciones metabolicas
¢ polimedicacion
e patologias genéticas de base

Un hallazgo notable fue el caso Cod_008 (X-fragil), que presentd un outlier real de
zonulina muy baja en POST, indicativo de permeabilidad intestinal conservada.
Como estaba en el grupo placebo, este cambio no se atribuye al tratamiento.

En general, ningun nino del grupo placebo mostré mejoria significativa, lo cual
refuerza la validez de la comparacion con el grupo probidético.

3. Grupo Probidtico: respuesta heterogénea en funcion del diagndstico
El analisis del grupo probidtico mostré un patron claramente diferenciado:
3.1. No respondedores (disbhiosis estructural severa)

Nifnos con diagndsticos neurolégicos o estructurales de extrema gravedad:

Hipoplasia pontocerebelosa (Cod_049)

Lisencefalia + epilepsia (Cod_047)

Encefalopatia hipéxico-isquémica severa (Cod_050)

e Sindrome Dias-Logan (Cod_079)

Estos mostraron mantenimiento de los outliers en POST, sin evidencias de mejora.
Esto sugiere que, en patologias con afectacion neurolégica masiva, la microbiota
se comporta como un sistema resistente a la modulacidon probidtica,
probablemente por:

e escasa motilidad intestinal,

e escasaingesta de fibra,
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¢ medicacion,
¢ metabolismo alterado,

e bajo tono vagal (en términos clinicos, un tono vagal bajo suele reflejar una
capacidad limitada de relajacidon, mayor reactividad fisiolégicay emocional,
y una menor eficiencia en los mecanismos de autorregulacion del cuerpo.)

¢ y/o escasa diversidad basal.
3.2. Respuesta parcial

Algunos ninos mostraron ligeras mejoras en especies protectoras o neuroactivas,
aungue sin una normalizacion completa:

e (Cod_078 (X-fragil): aumento modesto de flora protectora.
¢ Cod_057 (PC distonica): discreta mejoria en POST.
e Cod_035 (enfermedad genética no definida): estabilizacion del perfil.

e (Cod_028 (SYNGAP) y Cod_065 (Bain-Bridge-Ropers): incrementos leves en
protectoras.

Estas respuestas parciales son coherentes con diagndsticos complejos, pero no
extremadamente severos, donde la microbiota conserva cierto grado de
plasticidad.

3.3. Respondedores claros al probiotico

Los cambios mas favorables se observaron en nifios con diagnésticos leves o sin
diagndstico definido:

e (Cod_063 (sin diagnodstico): normalizacién completa en POST.
e (Cod_066 (sin diagnodstico): desaparicién de outliers en POST.
e (Cod_043,Cod_040, Cod_031: estabilizacidon y reduccion de alteraciones.

En estos casos, el probidtico si parece haber tenido un efecto regulador,
reduciendo la variabilidad y favoreciendo un perfil mas equilibrado.

4. Relacion entre diagnostico y grado de disbiosis

El analisis integrado mostré una relacion clara:

v A mayor severidad neuro genética o estructural > mayor disbiosis > menor
respuesta al probidtico.

v Diagnosticos moderados > respuesta parcial.
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v Diagndsticos leves o sin afectacidon neuroldgica profunda » mejores
respondedores.

Esta asociacidn sugiere que la funcién neuromotora, la inmunorregulacion, el
estado nutricionaly el nivel de dependencia son determinantes del perfil
microbiano y de la capacidad de modulacion terapéutica.

5. Integracion PRE-POST
En conjunto:
e Elgrupo placebo se mantuvo estable, sin signos de cambio.

e En probidtico, solo algunos nifos mostraron mejora real, especialmente
aquellos sin patologias neuroldgicas severas.

e En los casos mas graves, la disbiosis se comporté como crdnica y
persistente.

Estosresultados permiten avanzar hacia una estratificacion clinica para determinar
qué subgrupos podrian beneficiarse realmente de intervenciones probiodticas.

RESULTADOS ANALISIS NUTRICIONAL
Con cuestionario nutricional: 61 ninos: 46 URBANOS; 15 RURALES
Objetivo del analisis de frecuencia de consumo

Evaluar y comparar la frecuencia semanal de consumo de los distintos grupos de
alimentos entre los ninos que viven en entorno ruraly entorno urbano, con el fin de
identificar posibles diferencias en los patrones dietéticos asociados al lugar de
residencia.

Descripcion del analisis realizado

Para este bloque se utilizaron las variables de frecuencia semanal de consumo de
cada alimento, recodificadas en una escala ordinal de 1 a 3:

¢ 1=consumo bajo (0-5 veces/semana)
e 2 =consumo medio (6-10 veces/semana)
¢ 3 =consumo alto (>10 veces/semana)
El entorno de residencia se codificé como ENTORNO_rec (0 = rural, 1 = urbano).

Patrones descriptivos de frecuencia de consumo segun entorno
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Las variables de frecuencia de consumo de alimentos se recodificaron en una
escala ordinalde 1 a 3 (1 = consumo bajo, 2 = consumo medio, 3 = consumo alto).
En general, tanto en el entorno rural como en el urbano, la mayoria de los alimentos
presentan medianas iguales a 1, lo que indica un consumo semanal bajo (0-5
veces/semana) para la mayor parte de los grupos analizados. Las varianzas son
moderadas y las distribuciones muestran, en muchos casos, asimetria positiva y
alta curtosis, reflejando que la mayoria de los niflos se concentra en la categoria de
menor consumo, con pocos casos de consumo muy elevado.

En el bloque de lacteos, el alimento con mayor frecuencia de consumo es la leche,
especialmente en el grupo rural (mediana = 3 frente a 2 en urbano), mientras que el
consumo de yogur es similar entre entornos (mediana = 2 en ambos grupos). Otros
productos lacteos (queso fresco, otros quesos, natillas/flan/requesodn) se
consumen en general con baja frecuencia (mediana = 1 en ambos entornos).

En los productos de desayuno y bolleria (cereales de desayuno, galletas,
magdalenas/bizcochos, donuts/croissants, chocolate), las medianas se sitlan en
1 en los dos grupos, indicando consumos principalmente ocasionales. Algo similar
ocurre con la mayor parte de carnes, pescados y platos preparados (carne roja,
carne picada/hamburguesa, pollo/pavo, sopas/cremas, croquetas/pizza), donde la
mediana también es 1 tanto en rural como en urbano.

En el grupo de frutas y verduras, las medianas se situan entre 1y 2. Las otras frutas
y las frutas citricas presentan medianas de 2 en ambos entornos, lo que sugiere un
consumo algo mas frecuente que en otros grupos de alimentos. Las verduras
verdes muestran una mediana de 1 en el entorno ruraly de 2 en el entorno urbano,
lo que apunta a un consumo algo mas habitual de este tipo de verduras en los nifios
que viven en zonas urbanas.

Por ultimo, los snacks, dulces y bebidas azucaradas o light (golosinas, helados,
bolsas de aperitivos, bebidas azucaradas y light) se caracterizan casi siempre por
una mediana de 1 en ambos grupos, indicando que su consumo reportado es bajo
u ocasional en la muestra estudiada.

En conjunto, los descriptivos muestran que el patrén global de consumo es
bastante similar entre entorno rural y urbano, con diferencias puntuales (por
ejemplo, mayor frecuencia de consumo de leche en el entorno rural y de verduras
verdes en el entorno

urbano), mientras que la mayoria de los alimentos procesados
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y azucarados se consumen de forma esporadica en ambos contextos

Ejemplos principales

Patrén entorno rural

Patrén entorno urbano

Comentario general

Leche, yogur, quesos,

Leche con consumo mas alto
(mediana = 3); resto de
l[dcteos con consumo bajo

Leche con consumo moderado
(mediana = 2); resto de lacteos

Mayor consumo de leche en
rural; resto de lacteos

natillas/flan (mediana =1-2) también bajos (mediana = 1-2) | similares entre entornos.
Cereales desayuno, Bolleria y productos de
galletas, desayuno procesados se

magdalenas/bizcochos,
donuts, chocolate

Consumo mayoritariamente
bajo (mediana =1)

Consumo mayoritariamente
bajo (mediana = 1)

consumen de forma
ocasional en ambos grupos.

Frutas citricas/otras,
ensalada, verduras
verdes y de guarnicién

Frutas con consumo
moderado (mediana = 2);
verduras en general bajas
(mediana =1)

Frutas también moderadas
(mediana = 2); verduras verdes
algo mas frecuentes (mediana
=2)

Patron similar, con ligero
mayor consumo de verduras
verdes en urbano.

Carne roja, carne
picada/hamburguesa,
pollo/pavo, pescado
blanco/azul,
sopas/cremas,
croquetas/pizza

Consumo bajo-moderado
(mediana =1 en la mayoria)

Consumo bajo-moderado
(mediana =1 en la mayoria)

No se observan grandes
diferencias entre entornos.

Golosinas, helados,
bolsas de aperitivos,
bebidas azucaradas y
light

Consumo bajo (mediana = 1)

Consumo bajo (mediana = 1)

Los productos claramente
“no saludables” se consumen
sobre todo de forma
ocasional en ambos grupos.

Resumen descriptivo del patrén de consumo alimentario en funcién del entorno geografico (0 = rural; 1 = urbano). Las

variables fueron recodificadas en una escala ordinal de 1 a 3, donde 1 = consumo bajo u ocasional, 2 = consumo moderado

y 3 =consumo frecuente. La tabla sintetiza las tendencias generales observadas en cada grupo para facilitar la interpretacion
global del perfil dietético

Analisis comparativo entre entorno ruraly urbano (prueba de Mann-

Whitney).

Con el objetivo de evaluar diferencias significativas en la frecuencia de consumo

alimentario entre los participantes procedentes del entorno rural y urbano, se

aplico la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, adecuada para variables

ordinales y distribuciones no normales.

Se analizaron 41 items de frecuencia alimentaria recodificados en una escala
ordinal (1-3).
Los resultados muestran que solo tres variables presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos:

¢ Frecuencia de consumo de leche: mayor en el grupo rural (p < 0,001).

o Frecuencia de consumo de galletas tipo Maria: mayor en el grupo rural (p =
0,015).
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e Frecuencia de consumo de verduras verdes: mayor en el grupo urbano (p =
0,022).

En el resto de las variables (38/41), no se identificaron diferencias significativas
entre los dos entornos (p > 0,05), lo que indica patrones de consumo similares entre
ambos grupos para la mayoria de los alimentos evaluados.

CONCLUSION

En conjunto, estos resultados sugieren que, aunque el patrén alimentario global es
comparable entre entornos rurales y urbanos, existen algunas diferencias
puntuales asociadas a habitos especificos (mayor consumo de leche y galletas
simples en el medio rural, y mayor consumo de verduras verdes en el medio
urbano). El analisis muestra que la dieta de los nifios es altamente homogénea
entre entornos, con consumos bajos y muy similares para la mayoria de los
alimentos. La escasa variabilidad en las respuestas —probablemente debida al
caracter simplificado del cuestionario y a patrones dietéticos similares— limita la
capacidad de identificar perfiles dietéticos diferenciados mediante técnicas
avanzadas.
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