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Anales de Microbiota, Probidticos
& Prebidticos: Aho cero

Durante décadas hemos considerado que los microor-
ganismos que nos colonizan son una fuente permanente de
problemas, por multiples razones. La mds preocupante era
el reconocimiento de su cardcter de reservorio de patdgenos
que podian aprovechar nuestra debilidad para invadirnos. Los
microbios que se etiquetaban de flora sapréfita o comensal
tampoco eran bienvenidos. En tanto que, consumidores de
nuestros recursos, su presencia era indeseable y en cierto
modo indicativa de falta de higiene. La asepsia era objetivo
prioritario para los médicos y subsiguientemente también
para la opinién piblica de la sociedad civilizada y debia con-
ducirnos a un mundo sano y feliz. Los cientificos alertaban
desde las tltimas décadas del pasado siglo recordando que las
bacterias son mucho mds que vectores de enfermedad, pero
la medicina no ha escuchado sus voces hasta bien entrado
el siglo XXI.

Todo ha cambiado en muy pocos afnos. Los microorganis-
mos que colonizan plantas y animales son parte constitutiva,
funcional y no prescindible del organismo anfitrién, y no
es una excepcién nuestro cuerpo humano. Una microbiota
desequilibrada puede ser causa de enfermedad, afecta nuestro
desarrollo corporal, altera la regulacién de nuestro sistema
inmunitario y nuestro metabolismo e, incluso, influye en
nuestra conducta. Hay que reinterpretar toda la fisiologia y
patologia humanas desde la primera hasta la dltima pdgina
teniendo en cuenta dénde, cémo y cudnto, la confluencia del
microbioma estd determinando los fenotipos. Microbiota,
probidticos y prebidticos son conceptos e instrumentos nue-
vos. Los microorganismos han pasado de ser el problema a
ser, al menos, parte de la solucién.

An Microbiota Probiéticos Prebidticos. 2020;1(1):1

Anales de Microbiota Probidticos & Prebidticos surge con el
objetivo de proporcionar un cauce permanente de comuni-
cacién en lengua castellana entre cientificos basicos y profe-
sionales de la salud, con el fin de que los avances cientificos
se traduzcan y se plasmen en comportamientos practicos
para mejorar la salud y combatir la enfermedad. El mundo
digital de las paginas web es un cauce de transmisién mds
rapido e inmediato, pero esencialmente de contenidos breves.
La revista cientifica sigue ganando por la profundidad y el
equilibrio de sus revisiones, matizando todos los datos dis-
ponibles y ponderando la fuerza de cada uno de ellos. Anales
quiere ser un medio para transmitir las novedades de nuestros
congresos en forma de resimenes y publicar revisiones de
expertos sobre temas que precisan ser abordados en profun-
didad. Inicialmente, no es nuestro objetivo primario publicar
originales de investigacién bdsica o clinica, que preferencial-
mente deben optar a érganos cientificos internacionales con
factor de impacto.

Fundada en 2020, el objetivo de Anales es el fomento y
difusién del conocimiento cientifico y la investigacién, la
aplicacién clinica y la divulgacién sobre microbiota de las
regiones corporales, probidticos y prebidticos y su impacto
en la salud. También servird como érgano de expresion de
la Sociedad Espafiola de Microbiota, Probidticos y Prebié-
ticos (SEMiPyP) y de la, recientemente creada, Sociedad

Iberoamericana de Microbiota, Probidticos y Prebidticos
(SIAMPyD).

Francisco Guarner Aguilar ~ Guillermo Alvarez Calatayud
Presidente de la SIAMPyP  Presidente de la SEMiPyP

Vol. 1-N°1-2020
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MIERCOLES 12 DE FEBRERO

15:00-20:00 )
ENTREGA DOCUMENTACION

15:30-16:00

CONFERENCIA DE APERTURA

Sala Manuel de Falla

Patrocinado por Lallemand

MODERADOR: José Manuel Martin-Villa. Universidad
Complutense de Madyid.

Bridging the Gap Between Nutrition & Psychiatry
using Probiotics
Caroline Wallace. Queens University.

16:00-17:00
SIMPOSIO SATELITE
Sala Manuel de Falla
Patrocinado por Heel

* La microbiota y su modulacién en el dmbito
veterinario. Juan Miguel Rodriguez Gémez.
Catedydtico del Dpto. de Nutricion y Ciencia de los
Alimentos, Universidad Complutense de Madyid.

* Seleccién de probiéticos de origen canino y
aplicacion para la prevencién de gastroenteritis.
Leonides Fernéndez Alvarez. Profesora Titular del
Dpto. de Farmacia Galénica y Tecnologia Alimentaria,
Universidad Complutense de Madrid.

XI Workshop Sociedad Espafiola de Microbiota, Probidticos y Prebidticos

An Microbiota Probidticos Prebidticos. 2020;1(1):2-5

17:00-18:00

SIMPOSIO SATELITE
Sala Manuel de Falla
Patrocinado por Nutricia

Nuevos componentes bioactivos que modulan el

sistema inmune a través de la microbiota

* Leche materna: probidticos, prebiéticos y
postbiéticos. Maria del Carmen Collado. /A7A-CSIC,
Valencia.

* Postbiotics, the last novelty in the biotics family.
Jan Knol. irector del Programa de Microbiota y
Microbiologia en Danone Nutricia Research Utrecht/
Singapur.

18:00-18:30
Pausa café

18:30-19:30

SIMPOSIO SATELITE
Sala Manuel de Falla
Patrocinado por Faes Farma

Probiéticos y Mujer

e Concepcién Navarro Moll. Doctora en Farmacia.
Catedrdtica de Farmacologia. Departamento de
Farmacologia. Facultad de Farmacia. Universidad de
Granada.

e Fernando Losa Dominguez. Ginecdlogo, Clinica
Sagrada Familia, Barcelona. Coordinador de Productos
Naturales de la AEEM.

2 Programa cientifico

Anales de Microbiota, Probidticos & Prebidticos



19:30-20:30
SIMPOSIO SATELITE
Sala Manuel de Falla
Patrocinado por Grifols

Aplicaciones clinicas de los probiéticos

MODERADOR: Francisco Guarner. Unidad de

Investigacion del Sistema Digestivo en el Hospital Vall

d 'Hebron. Barcelona.

* :Son utiles los probidticos en las enfermedades
hepiticas? Germén Soriano Pastor. Servicio de
Patologia Digestiva. Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau. Barcelona.

* Papel de los probiéticos en la prevencién y
disminucién de la diarrea asociada a quimio y
radioterapia. Eduardo Sinchez. Unidad Gestion
Clinica Medicina Interna y Onco-Hematologia, Cuidados
Paliativos y Enfermedades infecciosas del Hospital Puerta
Europa de Algeciras, Cddiz.

JUEVES 13 DE FEBRERO

08:30-09:00 ,
BIENVENIDA E INAUGURACION
Sala Manuel de Falla

09:00-10:00

CONFERENCIA INAUGURAL

Sala Manuel de Falla

MODERADOR: José Maldonado Lozano. Universidad
de Granada. Unidad de Gastroenterologia, Hepatologia y
Nutricion Pedidtrica, Hospital Materno-Infantil Virgen de
las Nieves. Granada.

Identificacién con ADN: crimen, medicina e historia
José Antonio Lorente. Universidad de Granada.

10:00-11:30

MESA DE CONTROVERSIA

Sala Manuel de Falla

Sociedad Iberoamericana de Microbiota, Probidticos y
Prebiéticos (SIAMPyP)

MODERADORES: Luis Pefia Quintana. Servicio de
Gastroenterologia Pedidtrica. Hospital Universitario
Materno-Infantil. Las Palmas de Gran Canaria.

Jorge Amil. Servicio de Gastroenterologia Pedidtrica.
Hospital Sao Joao. Oporto. Portugal.

* Probiéticos en la diarrea aguda en la infancia.
Evidencia cientifica.
Fernando Medina Monroy. Unidad de
Gastroenterologia, Nutricion y Endoscopia Pedidtrica.
Bucaramanga. Colombia.
Rodrigo Vazquez. Servicio de Gastroenterologia
Pedidtrica. Hospital Infantil de México Federico Gomez.
Meéxico DE

 ;Existe colonizacién en el periodo prenatal?
Christian Boggio-Marzet. Gastroenterologia Pedidtrica.
Buenos Aires. Argentina.
Juan Evaristo Sudrez Ferndndez. Microbidlogo.
Universidad de Oviedo. Espana.

* Microbiota en el sindrome de intestino irritable.
Experiencia Argentina.
Luis Bustos Fernandez. Ex-Presidente Sociedad
Argentina de Gastroenterologia. Ex-Presidente de la

Sociedad Latinoamericana de Neurogastroenterologia.
Director Médico CMBEF Argentina.

11:30-12:00
Pausa café

12:00-14:00

SESION USOS CLINICOS

Sala Manuel de Falla

MODERADOR: Francisco Guarner Aguilar. /nvestigador de
la Unidad de Sistema Digestivo. Hospital Universitario Vall
d 'Hebron. Barcelona.

PONENCIA PLENARIA

Faecal Microbiota Transfer: procedures, indications
and results in the Unit at the Amsterdam Medical
Centers

Hilde Herrema. Staff Experimental Vascular Medicine.
Amsterdam University Medical Centers.

COMUNICACIONES ORALES

Usos clinicos

MODERADORES: Ana Teresa Abreu y Abreu. Servicio de
Gastroenterologia. Hospital Angeles Pedregal. México DE
Aldo Maruy Saito. Pediatra Gastroenterdlogo. Peril.

14:00-15:30
Almuerzo de trabajo
Hall. Planta -2

Vol. 1-N°1-2020
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15:30-17:00 ]
TALLERES SIMULTANEOS

TALLER 1. Bacterioma de la leche humana en la salud
y en la enfermedad

Sala Andalucia 2

COORDINADOR: José Maldonado Lozano. Universidad
de Granada. Unidad de Gastroenterologia, Hepatologia y
Nutricion Pedidtrica, Hospital Materno-Infantil Virgen de
las Nieves. Granada.

* Bacterioma de la leche humana: origen y
composicién. Ménica Olivares Martin. Directora de
Investigacion. Biosearch Life. Granada.

¢ Funciones de las bacterias de la leche humana.
Rosaura Leis Trabazo. Profesora Titular de Pediatria.
Universidad de Santiago de Compostela. Coordinadora de
la Unidad de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricién
Pedidtrica, Hospital Clinico Universitario de Santiago.
Santiago de Compostela.

* Implicaciones del bacterioma de la leche humana en
la enfermedad. Cristina Campoy Folgoso. Profesora
Titular de Pediatria. Universidad de Granada. Centro
de Excelencia de Investigacion Pedidtrica EURISTIKOS.
Universidad de Granada.

TALLER 2. Veterinaria

Sala Andalucia 1

COORDINADOR: Gaspar Pérez Martinez. [nstituto de
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y Nutricion, ICTAN-
CSIC.

* Modulacién de la microbiota digestiva en
rumiantes: Potenciando las ventajas y minimizando
los inconvenientes. Alejandro Belanche Gracia.
Investigador en nutricion de rumiantes. Estacion
Experimental del Zaidin (CSIC), Granada.

* Factores genéticos y ambientales que determinan
la diversidad y composicién de la microbiota
digestiva en monogastricos. Yuliaxis Ramayo-Caldas.

Investigador en genética animal. Institute of Agrifood
Research and Technology (IRTA), Barcelona.

TALLER 3. El desarrollo de un probidtico: del
aislamiento al ensayo clinico

Sala Manuel de Falla

Patrocinado por Casen Recordati

COORDINADOR: Juan Evaristo Sudrez Fernidndez.
Catedritico de Microbiologia, Facultad de Medicina y
Ciencias de la Salud. Universidad de Oviedo.

* Aislamiento y caracterizacién de lactobacilos con
potencial probiético para erradicar Streptococcus

agalactiae de vagina, durante el embarazo. Le6nides
Fernéndez Alvarez. Profesora Titular de Tecnologia de los
Alimentos. Universidad Complutense de Madrid.

* Ensayo clinico: eficacia de Lactobacillus salivarius
CECTVA4II-90 para erradicar la colonizacién
vaginal de embarazadas por Streptococcus
agalactiae. David Angel Beltrén Vaquero. Especialista
en Obstetricia y Ginecologia. Centro de Diagndstico
Meédico. Ayuntamiento de Madrid.

TALLER 4. Psicobiéticos

Sala Andalucia 3

Patrocinado por Neuraxpharm

COORDINADORA: Silvia Gémez Senent. Hospital La Paz.
Madrid.

* Microbiota-Intestino-Cerebro. Mdnica de la Fuente.
Catedrdtica de fisiologia UCM.

* Dsicobiéticos y trastornos mentales. Manuel Martin
Carrasco. Psiquiatra. Director médico Centros de
Hermanas Hospitalaria. Navarra.

* Microbiota, psicobidticos y trastornos del espectro
autista. Guillermo Alvarez de Calatayud. Unidad de
Gastroenterologia y Nutricion Pedidtrica del Hospital
Gregorio Marasidon. Madrid.

17:00-18:30

REUNION CON EL EXPERTO
Sala Manuel de Falla

Patrocinado por Zambon

Microbiota y antibidticos
MODERADOR: Francisco Guarner Aguilar. Hospital del
Vall d’Hebron. Barcelona.

* Cémo afectan los antibiéticos a nuestra microbiota.
Disbiosis. Ana Teresa Abreu y Abreu. Servicio de
Gastroenterologia. Hospital Angeles Pedregal. México DE

* Evidencia clinica y uso de probiéticos en la diarrea
asociada a antibiéticos. Henry Cohen Engelman.
Gastroenterdlogo. Uruguay.

18:30-19:30
PRESENTACION DE POSTERS

Zona Exposicién Comercial

POSTERS. Usos clinicos

MODERADORES: Luz Taboada. Hospizal San Rafael. Madrid.
Christian Boggio Marzet. Seccidn de Gastroenterologia

y Nutricion Pedidtrica. Division de Pediatria. Hospital
General de Agudos Dr. 1. Pirovan. Buenos Aires. Argentina.

4 Programa cientifico
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POSTERS. Inmunonutricién
MODERADORES: José Manuel Martin-Villa. Universidad
Complutense de Madyid.

Teresa Requena Rolania. /nstituto de Investigacion en

Ciencias de la Alimentacién. CIAL (CSIC-UAM). Madyid.

POSTERS. Veterinaria

MODERADORES: José Manuel Martin-Villa. Universidad
Complutense de Madyid.

Teresa Requena Rolania. Instituto de Investigacién en
Ciencias de la Alimentacion. CIAL (CSIC-UAM).

Madrid.

19:30-20:30
ASAMBLEA GENERAL
Sala Manuel de Falla

21:30
Céctel de Bienvenida
Hotel Santos Saray. Salén Alhamar. Planta -1.

VIERNES 14 DE FEBRERO

08:00-10:30

SESION DE INMUNONUTRICION

Sala Manuel de Falla

MODERADORES: Ascensién Marcos Sinchez. Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricion (ICTAN).
CSIC. Madrid.

Mbénica de la Fuente del Rey. Universidad Complutense de
Madrid.

PONENCIA PLENARIA
Mecanismo de accién de probiéticos
Angel Gil Herndndez. Universidad de Granada.

COMUNICACIONES ORALES

Inmunonutricién

PONENCIA PLENARIA
Polifenoles y microbiota

Francisco Tomds Barberdn. (CEBAS, CSIC).

10:30-11:30 i
PRESENTACION DE POSTERS

Zona Exposicién Comercial

POSTERS. Microbiologia 1

MODERADORES: Alfonso Clemente Gimeno. Grupo

de Salud Gastrointestinal. Departamento de Fisiologia y
Bioquimica de la Nutricion Animal. Estacién Experimental
del Zaidin (EEZ-CSIC). Granada.

José Maldonado. Departamento de Investigacion de
Biosearch Life. Granada.

POSTERS. Microbiologia 2
MODERADORES: Patricia Ruas. IPLA-CSIC. Gijon. (Asturias).
Leonides Ferndndez Alvarez. Profesora Titular del Dpro. de

Farmacia Galénica y lecnologia Alimentaria, Universidad
Complutense de Madrid.

12:00-14:00

SESION MICROBIOLOGIA Y VETERINARIA

Sala Manuel de Falla

MODERADORES: Gaspar Pérez Martinez. [nstituto de
Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos, IATA-CSIC.
Abelardo Margolles Barros. Instituto de Productos Licteos
de Asturias, IPLA-CSIC.

PONENCIA PLENARIA

Probiotic lactobacilli: new insights in ecology and
evolutionary history drive new applications.

Sarah Lebeer. Associate Professor in Microbiology &
Biotechnology, Universtity of Antwerpen, Bélgica. Member
of the Academic Board of the ‘International Scientific
Association on Probiotics & Prebiotics (ISAPP). Member of
the Academic Board of the Belgian Society for Microbiology.

COMUNICACIONES ORALES

Microbiologia y Veterinaria

14:00-14:15
ENTREGA DE PREMIOS
Sala Manuel de Falla

14:15-15:00

CONFERENCIA DE CLAUSURA

Sala Manuel de Falla

MODERADORA: Teresa Requena Rolania. /nstituto de
Investigacion en Ciencias de la Alimentacion. CIAL (CSIC-
UAM). Madrid.

Probiotics are simple proxies for the vastly complex
human microbiome — just now effective are they?
Nigel Plummer. Cultech Limited.
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|dentificacion con ADN: crimen,

medicina e historia

José Antonio Lorente Acosta

Catedpritico de Medicina Legal y director de GENYO. Universidad de Granada.

Hablaremos del dcido desoxirribonucleico, el ADN, esa
apasionante molécula que es capaz de transmitir la informa-
cién genética de modo fiel en el cuerpo de cada persona, lo
que permite el desarrollo, la regeneracién y el crecimiento,
pero también va mds alld de la persona, a través de los zigotos,
para generar nueva vida.

Su estudio y aplicaciones no sélo tienen utilidad para la
medicina, sino que con las mismas tecnologfas de estudio y
andlisis somos capaces de resolver no sélo los misterios pro-
pios del ser humano, sino los que el ser humano es capaz de
originar a lo largo del tiempo, en la historia, o en tiempos
mads recientes, como son los crimenes o delitos.

En relacién al mundo de los delitos, del derecho penal
del crimen, cuando una persona hace algo que estd mal, o
simplemente entiende que estd mal, la primera reaccidn es
la de negarlo u ocultarlo. Asi lo hacen de modo instintivo
los nifos desde muy corta edad, cuando niegan lo que es
evidente. Cometer un delito y huir o incluso intentar ocul-
tarlo es, estadisticamente, lo mas frecuente.

Por otra parte, hemos de considerar que los delitos contra
las personas, sobre todo cuando provocan graves lesiones o
la muerte, suelen dejar como indicios manchas de sangre, de
semen, de saliva, pelos, etc., o sea, muestras biolégicas que
contienen células con su ADN y que nos permite identificar
al presunto autor o autores, ero también descartar a perso-
nas de las que se sospechaba por motivos diversos, incluidas
falsas acusaciones o identificaciones equivocadas por parte
de testigos o de la victima.

La tecnologia actual aporta maltiples datos identificativos,
del llamado ADN no codificante, que permite identifica-
ciones con una altisima probabilidad (ahora se maneja en

An Microbiota Probiéticos Prebidticos. 2020;1(1):6-8

términos de razén de verosimilitud en vez de porcentajes).
Pero también nos da informacién fenotipica de la persona,
por ejemplo, del color del cabello, de los ojos o de la piel, lo
cual puede ser especialmente ttil para comenzar una investi-
gacion y descartar posibles sospechosos. Los protocolos actua-
les permiten realizar esta prediccién con una sensibilidad y
certeza muy altos.

Ademids de esto, hoy en dia hay investigaciones muy
importantes en marcha, como las lideradas por el grupo
de J. Craig Venter, que permiten predecir la forma de la
cabeza y del rostro, lo que unido a los datos fenotipicos
antes mencionados son capaces de, por ejemplo, generar un
“retrato-robot” de la persona a partir de una gota de sangre
o de semen, o de cualquier otro tipo de material biolégico.

A todos estos avances se unen las llamadas bases de datos
genéticas, en marcha desde hace ya casi 20 anos, de hecho, las
primeras fueron en el Reino Unido y en EE.UU., a finales del
siglo pasado. De modo general, porque cada pais las regula
de modo diferente, podemos decir que las mismas permiten
acumular datos genéticos de personas que han cometido
delitos de una cierta entidad y datos de los indicios criminales
encontrados en la llamada escena del crimen y que no se sabe
de quienes son, porque o bien no hay sospechoso, o bien
no pertenecen a los sospechosos inicialmente considerados.

Esto estd permitiendo resolver delitos de hace ya bastan-
tes afios y, sobre todo, poder identificar a los delincuentes
reincidentes. Imaginemos el caso en el que se detiene a una
persona acusada de una presunta agresién sexual. Sus datos
se introducen en la base de datos —que en Espana estd ads-
crita a la Secretaria de Estado de Seguridad del Ministerio
del Interior—y, de repente, el ADN de esa persona no sélo
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coincide con el del delito por el que se le ha detenido, sino
que coincide con una serie de delitos previos que no se habian
podido resolver por falta de informacién.

Y si bien es cierto que el ADN no prueba la culpabilidad
de nadie, ya que esta sélo puede ser determinada por un Juez
tras un juicio con todas las garantias, si que ofrece datos muy
importantes capaces de orientar la investigacion policial y de
asegurar el origen de ciertas muestras.

Pero no sélo la resolucién de crimenes y delitos de todo
tipo tienen en el ADN un gran aliado, sino que hay otra
aplicacién en una esfera que llamamos “humanitaria”, para
resolver temas que ante todo nos afectan como seres huma-
nos. Son los casos de identificacién de personas desaparecidas
y de robo y trata de nifos, incluidas las adopciones ilegales.

La Universidad de Granada (UGR), a través de su Labo-
ratorio de Identificacién Genética del Depto. de Medicina
Legal ha sido pionera, en todo el mundo, en inventar y desa-
rrollar 3 programas de aplicacién universal en estas materias:
el Programa Fénix, DNA-PROKIDS y DNA-Pro-ORGANS.

En 1999, la UGR puso en marcha el Programa FENIX,
destinado a la identificacién de personas desaparecidas, para
identificar sistemdticamente a todos los caddveres enterrados
sin nombre y dar consuelo a las familias que buscan a personas
que desaparecieron hace mucho tiempo y de las que no se sabe
nada. Sin bien es cierto que mds del 99% de las personas que
desaparecen no han fallecido, también es un hecho innegable
que hay miles de caddveres enterrados a lo largo de los tltimos
30 afos sin identificar (no se consideran en este caso las victi-
mas pendientes de identificacién en el contexto de la Guerra
Civil espafiola). Desde entonces, mds de 1.000 caddveres han
podido ser identificados y entregados a sus familias.

En 2004 se puso en marcha por parte de la UGR el
Programa DNA-PROKIDS, un programa humanitario con
vocacién universal destinado a identificar a los nifios y nifias
no identificados, que no se sabe quiénes son, aunque que se
encuentran bajo proteccién de las autoridades y de organi-
zaciones humanitarias. Sus familias los estdn buscando des-
esperadamente y ellos se encuentran en orfanatos y similares
a cientos o miles de kilémetros de distancia, pero no hay
modo de identificarlos porque son muy pequenos y no saben
hablar, o en otros casos, aunque ya sepan hablar, no recuerdan
quiénes son porque los robaron siendo muy pequenos. Los
nifios son robados para todo tipo de abusos y explotaciones:
laborales, sexuales o mendicidad, y otras veces lo son para ser
dados en adopciones ilegales o legalizadas de modo criminal.

En este momento nos encontramos trabajando en 7 paises
de Latinoamérica y 5 de Asia, y se han producido mds de
1.800 identificaciones, y ademds se ha conseguido limitar y
evitar adopciones ilegales.

En 2016, la Universidad de Granada, con el apoyo de la
Organizacién Médica Colegial (OMC) y con la colaboracién
de la Organizacién Nacional de Trasplantes (ONT), puso
en marcha el Programa DNA-Pro-ORGANS. Este programa

estd en pleno pilotaje en este momento, y pretende obtener
muestras bioldgicas de referencia para posteriores estudios
de ADN, de los donantes, los receptores y los 6rganos tras-
plantados, de modo que se pueda establecer una trazabilidad
de los érganos trasplantados y de los hospitales donde se
hicieron.

Si nos referimos a las aplicaciones del ADN a la medicina
clinica, entramos de lleno en la llamada era de la medicina de
las 4-Ps: personalizada, participativa, predictiva y preventiva.
Su desarrollo nos lleva hacia el campo de lo que podemos
llamar medicina personalizada de precision, medicina que
no estd basada sélo en los avances de las ciencias “6micas”,
pero que si es una gran beneficiaria de la misma.

Las aplicaciones de la gendémica en particular aportan
datos para un més exacto diagndstico, prondstico y trata-
miento (farmacogenémica), y esto se viene aplicando desde
hace ya muchos afos. Lo mds importante con el avance
futuro, sobre todo con la aplicacién de la computacién cudn-
tica que multiplicard por miles la velocidad de procesamiento
de los datos, serd la prevencién basada en la prediccién, o
sea, adaptar la prevencién a cada persona de modo personal
y preciso, y no sélo de modo general como en gran parte se
ha venido haciendo hasta ahora en medicina.

Hay un campo de especial interés para nosotros y para
nuestro trabajo en GENYO, Centro Pfizer — Universidad
de Granada — Junta de Andalucia de Genémica e Investi-
gacién Oncoldgica, cual es el de la biopsia liquida, por la
capacidad que este conjunto de tecnologias ofrece al médico
de poder tener datos actualizados que ofrecen informacién
clave e importante de la evolucién de un paciente, como los
derivados del estudio del ADN tumoral libre, de los exoso-
mas, de los micro-RNAs (miRNAs), o de células tumorales
circulantes (CTCs), incluso otro tipo de células circulantes,
como pueden ser las que hemos llamado células pulmonares
circulantes (CPCs) en pacientes con EPOC.

La informacién obtenida con etas tecnologias estd en
pleno desarrollo, aunque estd ya aportando datos que per-
miten modificar y adaptar tratamientos al estado “en tiempo
real” del paciente y a la respuesta a lo ya administrado, per-
mitiendo igualmente cambiar criterios generales de atencién
sin esperar a pruebas cuya realizacién necesitarfa mds tiempo.
Aumenta, pues, el arsenal diagndstico médico en beneficio
de los pacientes.

Finalmente, en el campo histérico, entendiendo como
tal la identificacién de personajes histéricos por diversos
motivos, el ADN también supuso una revolucién. Hay que
recordar que en este sentido se suele utilizar con cierta fre-
cuencia el ADN mitocondrial y el del cromosomaY, ya que
ambos se transmiten de padres a hijos de modo exacto, sin
recombinacién, salvo mutaciones puntuales.

Asi, el ADN mitocondrial es transmitido por las madres
a todos los hijos (varones y hembras). Identifica a todos los
hijos de una misma madre y de las personas con relacién por
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via materna. Su limitacién principal es que sélo se transmite
por la madre, pero por sus caracteristicas biolégicas (pequefo
tamafo y gran numero de copias por célula) lo convierten en
un medio ideal de andlisis en casos histéricos, ya que persiste
mejor a lo largo del tiempo.

Pr su parte, el cromosoma Y, que marca el sexo mascu-
lino, es légicamente transmitido sélo por varones y sélo a
hijos varones. En algunos casos histéricos tiene una mayor
facilidad para ser estudiado documentalmente, ya que se
trasmite del mismo modo que lo hace el apellido paterno, y
esto suele constar en muchos documentos y archivos. No es
tan resistente ante el paso del tiempo como el mitocondrial,
pero tiene gran utilidad.

La principal limitacién de ambos tipos de ADN men-
cionados es que no son propios de una persona, sino de un
grupo familiar, por lo que tienen utilidad méxima en algunos
casos y otras veces estd limitada si nos encontramos con varios
restos de la misma familia.

Nuestro equipo del Laboratorio de Identificacién Gené-
tica del Depto. de Medicina Legal de la Universidad de Gra-
nada ha participado y participa en mdltiples estudios de tipo
histérico, como la identificacién de Dona Blanca de Navarra
y del Principe de Viana por encargo del Gobierno Foral de
Navarra en 1995, o la de los restos de Cristébal Colén, un
proyecto que se inicié en 2003 y que debe concluir en 2020.

El proyecto Cristébal Colén tiene dos fases, una de las
cuales ya concluyd. Teniendo en cuenta que Colén tiene
dos tumbas oficiales, en Sevilla y en Santo Domingo (Rep.
Dominicana), la primera fase consistia en verificar si los res-
tos existentes en esas ubicaciones eran los del Almirante.

La segunda fase, ahora en marcha y mucho mds apasionante
es la de tratar de aportar datos cientificos que permitan saber
los origenes de Colén, que aunque mayoritariamente se
acepta de origen humilde italiano, hay otras muchas teorias
con datos bastante consistentes que le otorgan origen en
diversos lugares de Espafia o de Portugal y en los que, en
algunos casos, el ADN podria aportar informacién muy il
en caso de que se consiga obtener un ADN de calidad de las
diferentes muestras.

Ademis, nuestro equipo ha trabajado en otros muchos
casos, como la identificacién e Simén Bolivar, o la de Fran-
cisco de Miranda, el gran precursor intelectual y militar de
la independencia latinoamericana, cuya identificacién estd
en marcha.

Para finalizar, aparte de otros muchos casos (de algunos
de los cudles hemos de guardar en este momento absoluta
confidencialidad), estamos trabajando desde el ano 2016 con
un grupo multidisciplinar italo-norteamericano de exper-
tos y profesores de historia, historia del arte, arquitectura,
genealogia, genética y medicina para poder llevar a cabo la
identificacién de los restos de Leonardo da Vinci y tratar
de saber, a través de su ADN, mds de uno de los mayores
genios que ha dado la historia de la humanidad. Seguimos
trabajando en ello a la espera de poder avanzar en los aspectos
mds importantes.

Y todo lo anterior usando una misma molécula, con las
mismas tecnologias, que depende cémo se enfoque, con
minimas variaciones, el estudio nos da una informacién sobre
la identificacidn, la enfermedad o el color del cabello. Todo
un mundo de magia, el mundo del ADN.
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Diarrea aguda en ninos evidencia
que los probiéticos no funcionan

Fernando Alonso Medina Monroy

Pediatra gastroenterdlogo. Centro Médico Nacional de la Raza, México. Universidad el Bosque, Colombia. Docente Universidad
Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia. Maestria en Alergia pedidtrica en la Universidad San Jorge, Salamanca,
Espana. Presidente de la Asociacién Colombiana de Probidticos y Prebidticos (ACOPYP). Miembro de SEMIPYP Director médico
y cientifico de la Unidad de Gastroenterologia y Nutricion Pedidtrica (UGANEP), Bucaramaga, Colombia.

El crecimiento en la produccién y del uso de los pro-
bidticos cada vez mds van en aumento, las primera patentes
fueron realizadas en 1978 y a partir de 1995 se considera
como la etapa emergente de las patentes para los Probiéti-
cos, sin embargo este crecimiento se ha hecho exponencial
observdndose que para el ano 2017 hay alrededor de 15.441
solicitudes de patentes en todo el mundo.

La revista Forbes data que los norteamericanos consumen
por ano cerca de 4 millones de probiéticos con un costo de
45 mil millones de délares estos mal contados son 40 mil
millones de euros, logrando llegar a un crecimiento en el
mercado mundial del 7%.

China es considerado como el pais con mayor capacidad
inventiva mientras que los Estados Unidos de Norteamérica
(EE.UU.) es el pais con mayor produccién de patentes, segui-
dos de Rusia, Suiza y Corea de Sur, el segundo pais europeo
con mayor produccién de patentes es Francia seguida de
Alemania, respecto a las casas de industrias farmacéuticas se
considera a Nestlé como la de mayor impacto industrial en el
drea de los probidticos seguido de Elan Pharma International.

Sin embargo, con este crecimiento desaforado no ha
podido pasar inc6lume ante la ciencia que constantemente
escudrina y verifica la efectividad y veracidad de las publi-
caciones de los productos con mayor venta en el mundo.

Uno de los pioneros en esta drea de la contradiccién es el
Doctor Oluf Pedersen, de la Universidad de Copenhague,
quien hace sus comentarios en la revista Genome Medicine y
se publica en el afio 2016, afirmando que los dos probidticos
mds utilizados por la industria farmacéutica a saber los lacto-
bacilos y las bifidobacterias no tienen ningtn tipo de efecto
en la microbiota intestinal en individuos sin patologias.

An Microbiota Probidticos Prebidticos. 2020;1(1):9-11

El objetivo del estudio fue realizar una revisién siste-
mitica de la evidencia potencial del uso de los probidticos
en la composicién de la microbiota fecal humana segin lo
evaluado mediante enfoques moleculares de alto rendimiento
en ensayos controlados aleatorios (ECA) de adultos sanos,
concluyéndose la falta de evidencia del impacto de los pro-
bidticos en la composicion de la microbiota fecal en adultos
sanos(®,

El 22 de octubre del 2018 se publica una nueva arreme-
tida contra el uso de los probidticos en el New York Times
donde comentan: “los probidticos son suplementos alimenti-
cios que su regulacién es menor que la de los medicamentos,
por lo que no necesitan demostrar su eficacia para ser comer-
cializados, sino solo su inocuidad”. y ahondan la discusion
respecto a este tema resaltando la importancia de que los
consumidores comprendan que todos estos productos bien
etiquetados en los estantes de las tiendas “no son examinados
completamente por la FDA”®.

Sin embargo, durante demasiado tiempo hemos asumido
que los probiéticos estdn haciendo algo bueno y poco dafio.
Eso puede ser cierto para algunos, pero no estd asegurado en
el entorno actual para todos los probidticos que se encuen-
tran a la venta al puablico, y esto apuntala los comentarios
del Doctor Francisco Gaurner donde refiere: “los probidticos
que se anaden a las leches, yogures como también champts
y lociones estdn sin evidencias de sus verdaderos beneficios”.

Otro factor para tener en cuenta en el uso de los pro-
biéticos en diarrea son los problemas de medicién en los
ensayos, en una revisién sistemdtica donde se tomaron 138
estudios utilizaron hasta 64 diferentes definiciones tnicas de
diarrea, 60 definiciones tnicas de resolucién de la diarrea lo
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cual orienté a diferentes criterios de incidencia y duracién
de la diarrea. La definicién de la diarrea per se en ensayos
metodolégicamente solidos siempre fueron heterogéneos y
se centran en indices que pueden no ser importantes para
los participantes.

Cuando se analizan los metaandlisis de diarrea/probié-
ticos de la Doctora Szajewska hay varios items en los cuales
hay que deparar para llegar a una verdad: 1) Los estudios
incluidos no fueron significativamente heterogéneos desde el
punto de vista metodoldgico; 2) Las conclusiones estadisticas
con respecto a este tipo de heterogenocidad se relacionaron
con un escaso nimero de estudios; 3) No se pudo excluir
completamente el sesgo de la publicacién; 4) La dosis diaria
del producto en el estudio y su presentacién que podria ser
sachet, leches o cdpsulas ademds de la duracién de la inter-
vencién variaron entre todos los estudios®.

En 2017, un grupo de trabajo de la ESPGAHN publica
un articulo donde hace un llamado para el mejor control de
calidad de los productos con probidticos que se encuentran
en el comercio, afirmando que los estudios realizados en todo
el mundo han demostrado que hay inconsistencias y desvia-
ciones de la informacién proporcionada en la etiqueta del
producto, ademds que muchas de las cepas se identifican y se
clasifican erréneamente y los productos se contaminan incluso
con patdgenos facultativos terminando siendo cepas no viables
y finalmente que en las preparaciones de los probidticos se
usan cominmente una amplia gama de condiciones que hace
a veces imposible verificar el nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC) o las propiedades funcionales y su respec-
tivo beneficio para la salud originalmente propuesto®.

En los ultimos anos se ha incrementado la presencia de
todo tipo de reacciones alérgicas y desde hace poco podemos
observar que algunos probidticos son parte de los causantes.
En un estudio publicado en la revista Pediatric Allergy and
Immunology, donde revisan los contenidos de trazas de pro-
tefnas de leche de vaca y huevo en diferentes productos de
probiéticos comercializados de los cuales 7 fueron dietarios
y 4 preparados farmacéuticos, se encontré contaminacién
con mayor frecuencia de trazas de leche, llegando a valores
de 2,5 mg/kg en tres de ellos y sin ninguna advertencia clara
en el etiquetado. Concluyéndose en este estudio de Martin
Muinoz y colaboradores que: “Los compuestos probidticos
pueden contener alérgenos ocultos de los alimentos y pueden
no ser seguros para los sujetos con alergia a la leche de vaca
o al huevo de gallina”®.

La gastroenteritis se ha considerado como una de las pato-
logfas mds frecuentes que se presentan en la edad pedidtrica;
en los EE.UU. se reportan aproximadamente 1,7 millones de
visitas al servicio de urgencias por afio, y como herramienta
para este constante flagelo en la salud de los infantes los
probidticos han sido un recurso ttil en los tltimos afios.

Dentro de las guias para el tratamiento de las infecciones
gastrointestinales, 5 de las 12 guias conocidas respaldan el

uso de los probidticos como pilar en el tratamiento de la
diarrea aguda, expandiéndose la industria de la produccién
de los probidticos que logran alcanzar a sumas importantes
en ventas.

En 2018, el Doctor Stephen B. Freedman y sus cola-
boradores publican un trabajo multicéntrico en el servicio
de urgencias pedidtricas de la ciudad de Alberta, Canadd,
con el fin de valorar la utilidad de los probiéticos en nifios
de 3 a 48 meses de edad con diagndstico de gastroenteri-
tis aguda. El probidtico utilizado estaba compuesto de dos
cepas y fue suministrado por Lallemand Health Solutions,
el cual fue comparado con un placebo también suministrado
por la misma casa farmacéutica. Los participantes recibie-
ron durante 5 dias un compuesto de Lactobacilos rhamno-
sus ROO11 y L. helveticus RO052 a una dosis de 4 x 10°
UEG; la presentacién fue en sachets donde polvo liofilizado
se suministraba dos veces al dia y fueron rociados en 30
ml del liquido preferido por el nifio recibiéndolo en forma
aleatoria; la temperatura con que se mantuvo este producto
fue de 0 a2 25°C.

El primer resultado valorado en este estudio fue la gas-
troenteritis con presentacién de moderada a severa, la cual fue
definida de acuerdo a la escala de Vesikari modificada. Esta
escala califica: 1) La duracién de la diarrea en horas; 2) El
mdximo niimero de deposiciones liquidas en 24 horas; 3) La
duracién de los vémitos en horas; 4) El mdximo ntimero de
episodios de vémitos en 24 horas; 5) La méxima temperatura
rectal; y 6) El nimero de visitas al médico no programadas.
Todos estos pardmetros fueron analizados durante 14 dias. El
segundo resultado valorado fue la regresién a la normalidad
de la diarrea y el vémito en horas.

Durante el estudio participaron 886 pacientes pedidtri-
cos, de los cuales 414 de los 444 fueron asignados a recibir
probidticos (93,2%) y 413 de los 442 participantes fueron
asignados a recibir placebo (93,4%), mds del 70% recibie-
ron la dosis prescrita. Llama la atencién que no se presentd
ninguna diferencia significativas en el 77% para el grupo
manejado con probiéticos versus 80,2% en el grupo placebo.
El patégeno mds frecuentemente encontrado fue el Rotavirus
A en ambos grupos.

En el primer objetivo estudiado, donde se utilizé la escala
de Vesikari modificada, el score fue similar en ambos grupos:
26,1% en el grupo que se utilizé los probidticos y de 24,7%
en el grupo placebo, con una P=0,650 y un Cl= -4,5 a
7,3; mostrando que no se presentd ningtin tipo de beneficio
con los probidticos, ni tampoco se presentd beneficio con el
patdgeno identificado.

El segundo objetivo valorado en este estudio tampoco
presentd diferencias significativas para ambos grupos respecto
ala duracién de la diarrea. En el grupo que utilizaron los pro-
bidticos la duracién media de la diarrea fue de 52,5 horas y en
el grupo que utilizaron el placebo fue de 55,5 horas; respecto
al vomito, 17,7 horas en el grupo que utiliz6 probidticos y
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18,7 horas el grupo que utilizé el placebo; sin embargo, el
nimero de episodios de vomitos si fue significativamente
mayor en el grupo que utilizo los probiéticos versus el grupo
que utilizé el placebo (CI: 1,13 a 1,63; P<0,001) (Fig. 1).
No se presentaron diferencias significativas respecto a las
visitas no programadas al médico, con 30,2% wvs. 26,6%, y
P=0,27. Respecto a los eventos adversos tampoco se presen-
taron diferencias significativas.

En conclusién, este estudio nos revela que dos dosis dia-
rias durante 5 dias de una combinacién de un probiético
con L. rhamnosus 'y L. helveticus con una concentracion de
4 x 10° UFC, no previene la gastroenteritis de moderada a
severa después de 14 dias de tratamiento en nifos durante
la primera infancia e infancia, quienes habian presentado
sintomas de gastroenteritis por mds de 72 horas®©.

La calidad de la evidencia ha sido calificada por Sza-
jewska como baja o muy baja, muchos expertos consideran
que la diarrea aguda debe ser manejada con probiéticos, la
ESPGHAN recomienda en forma importante el uso de los
probidticos para los eventos de gastroenteritis, estas reco-
mendaciones estdn basadas ampliamente en meta-anilisis
realizadas por Cochrane en 2010.

Aunque los autores de esta revisién calificaron solo 10
de los 63 estudios elegibles por ser metodolégicamente ade-
cuados, siendo el principal hallazgo de estas revisiones la
reduccion de la duracién de la diarrea a 25 horas.

Finalmente, otro estudio con el mismo tenor y publicado
por el New England Journal of Medicine y realizado por el
Doctor David Schnadower, publicado en 2018 y realizado en
el servicio de Urgencias del Hospital pedidtrico de Cincinnati,
nos reporta en un estudio prospectivo, randomizado doble
ciego en el que se suministré L. rhamnosus GG con dosis de
1x10' UFC dos veces al dia vs. placebo, durante 5 dias.

Se lograron reclutar 971 participantes, de los cuales com-
pletaron el estudio 943 (97,1%), con una edad media de
1,4 afos, el 52,9% fueron varones. Después de su andlisis
estadistico se logra concluir que no hay diferencias signi-
ficativas entre el grupo manejado con L. rhamnosus GG y
el grupo placebo; el tiempo de duracién de la diarrea en el
grupo manejado con probiéticos fue de 49,7 horas y en el
grupo placebo fue de 50,9 horasm con una P=0,17, no sig-
nificativa; tampoco presentd diferencias reveladoras respecto
a la presencia del vémito y el ausentismo a las guarderfas®.

Con toda esta informacién es necesario replantearse la
necesidad de realizar estudios mejor disenados que nos den
informacién més certera y también la importancia de mayo-
res controles en los productos que encontramos a la venta
libre, ademds de que las sociedades académicas deben hacer
énfasis en la veracidad de sus contenidos versus lo ofrecido.
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El objetivo principal del tratamiento de la enfermedad
diarreica aguda (EDA), sobre todo en la etapa pedidtrica, es
evitar o tratar la deshidratacidn y evitar o tratar la desnu-
tricién asociada®. El manejo clinico de la diarrea aguda en
nifios estd bien establecido y la piedra angular lo constituyen
la administracién de las sales de rehidratacién oral (SRO)®@),
sin embargo, estas no disminuyen la duracién de la diarrea.
Existen medicamentos adyuvantes al tratamiento estdndar
con SRO, que se han utilizado para disminuir la gravedad
de la enfermedad, asi como acortar el tiempo de duracién
de la diarrea, como lo son el zinc, el racecadotrilo, agentes
adsorbentes como el carbén y la disomectita, probidticos,
agentes antibacterianos y antivirales e inclusive la loperamida.
Esta tltima estd contraindicada en lactantes y nifios peque-
fios, debido a sus eventos adversos graves, por lo que no estd
incluido dentro de las guias de practica clinica en pediatria®.
De acuerdo a una publicacién relativamente reciente sobre un
consenso internacional y con el objetivo de reducir el tiempo
de duracién de la EDA, se establece que se puede considerar
el uso de algunos medicamentos con eficacia probada para
tal objetivo; dentro de estos se encuentra el racecadotrilo, la
diosmectita y los probidticos®. En los tltimos afios se han
incrementado los estudios acerca de la utilidad clinica de
los probiéticos, que basado en su definicién de microorga-
nismos vivos que, cuando se administran en una cantidad
adecuada, confieren beneficios en la salud del hospedero,
deben de mostrar evidencia clinica de su utilidad®. Diversas
gufas internacionales los colocan como adyuvantes eficaces
en el tratamiento de la EDAG467), sin embargo, aun no
existe uniformidad en cuanto a su recomendacién, inclusive,
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algunas guias regionales no los consideran dentro del manejo
de la EDA®.

Actualmente se reconoce que los efectos de los probidticos
no pueden ser generalizados, por lo que se tiene que identi-
ficar claramente la evidencia sobre la eficacia cepa especifica,
en un padecimiento en especifico, a una dosis especifica. Es
por lo anterior, que se deben de senalar las cepas probiéti-
cas que han sido evaluadas en ensayos clinicos con eficacia
probada para el tratamiento de la EDA, dentro de los cuales
se ha mostrado que Lactobacillus (L) rhamnosus GG, Saccha-
romyces boulardii y L. reuteri, son los que mayor evidencia
publicada han mostrado para reducir el tiempo de duracién
de la diarrea en la EDA679.10,

De acuerdo a la informacién vertida de un metandlisis
que conjunté los datos de 11 ensayos clinicos controlados
en 2,444 nifos, muestra que L rhamnosus GG reduce la
duracién de la diarrea en comparacién con placebo o no
tratamiento, con una diferencia media -1,05 dias, IC 95%
-1,7 a-0,4 (convertido en horas: -25,02 h, IC 95% -40,8 a
-0,96), pero con una heterogeneidad estadistica alta entre
los estudios incluidos (I> = 98%) y con mayor efecto cuando
se utilizan dosis altas de LZGG (> 101 UFC/dia)V. Sin
embargo, recientemente se puso en duda la eficacia de los
probidticos en general, pero en particular el de L rhamno-
sus GG, por la publicacién de los resultados de un ensayo
clinico controlado, aleatorizado, doble ciego placebo con-
trolado reciente, en donde se evalud la eficacia de L. rham-
nosus GG a una dosis de 1x10'° UFC dos veces al dia por
5 dias, en 971 ninos de 3 meses a 4 afios de vida con EDA
no mostré diferencia en la duracién de la diarrea®. Este
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estudio presenta consideraciones metodolégicas importantes
de hacer mencién, en la mayoria de los pacientes enrolados
la EDA llevaba alrededor de 2 dias de evolucién y sabemos
que mucho del efecto esperado de los probiéticos se da
cuando se inician de forma temprana, por lo que este estudio
podria corroborar que esta cepa probidtica, a esta dosis, no
muestra diferencia en la eficacia para acortar la duracién de
la diarrea al compararlo con placebo si se inicia de forma
tardia; ademds, se reporté que a la mayoria de los pacientes
no se les dio ningtin tratamiento para la EDA, cuando se
sabe que la piedra angular del tratamiento de la EDA son
las SRO. De forma adicional, se muestra que la etiologia
de la EDA de este estudio no fue principalmente de origen
viral; el efecto terapéutico de los probidticos ha sido docu-
mentado principalmente en la EDA de origen viral13-19,
De cualquier forma, incluyendo este estudio en una nueva
revisién sistemdtica sobre la eficacia de L. rhamnosus GG
en el manejo de la EDA, muestra que reduce la duracién de
la diarrea y en el tiempo de hospitalizacién por la misma,
tanto en pacientes europeos como en otros sitios'9. Con el
uso de dosis altas de L rhamnosus GG > 101° UFC/dia, se
mostré un efecto de reduccién de la diarrea aguda, con una
diferencia media -0,83 dias, IC 95% -1,17 a -0,49 (conver-
tido en horas: -19,92 h, IC 95% -28,08 a -11,76), aunque
con una heterogeneidad estadistica alta entre los estudios
incluidos (I2 = 99%). Todo lo anterior sin un incremento
en la presencia de eventos adversos al ser comparados con
el grupo control.

Otro ensayo clinico controlado, aleatorizado, doble
ciego placebo controlado en donde se evalué la eficacia de
una combinacién de dos cepas de probiéticos L. rhamnosus
ROO011 (cepa diferente a la de L. rhamnosus GG, por lo que
no se debe de extrapolar los resultados) y L. helveticus R0052,
en una relacién 95:5, a una dosis de 4x10° UFC dos veces
al dia, por 5 dias, en 886 ninos de 3 a 48 meses de vida con
EDA, con una metodologia muy similar al estudio previa-
mente comentado, no mostré diferencia en la duracién de la
diarrea. Las consideraciones metodolégicas que presenta
este estudio son similares al previamente mencionado, con
una dosis del probiético que podria ser considerada baja, por
lo que estos resultados se deberdn de interpretar con reservas.

Una revisién sistemdtica que incorporé los datos de 17
ensayos clinicos, tanto de pacientes hospitalizados como no
hospitalizados, mostré que Saccharomyces boulardii, a una
dosis entre 250 y 750 mg al dia, en adicién a la terapia
de rehidratacidn, es efectiva para reducir la duracién de la
diarrea en comparacién con placebo o ningtin tratamiento
adicionado, con una diferencia media -19,7 horas, IC 95%
-26,05 a -13,34; con una heterogeneidad estadistica mode-
rada entre los estudios incluidos (I2 = 64,5%)19),

La cepa L. reuteri ATCC 55730 cuenta con 3 estudios,
de un total de 156 pacientes, mostrando el metandlisis una
reduccién del tiempo de duracién de la diarrea (diferencia

media -18,83 horas, IC 95% -30,91 a -6,75); del mismo
modo, la cepa L. reuteri DSM 17938, también mostré efica-
cia en el metandlisis de 2 estudios, que incluyé 196 pacientes
hospitalizados, de entre 3 y 60 meses de vida, demostrando
hasta el momento la mayor diferencia media de duracién de
la diarrea (diferencia media -32,41 horas, IC 95% -41,10 a
-23,71) con una homogeneidad estadistica excelente entre
los estudios incluidos (12 = 0%)19,

Las cuatro cepas de Bacillus clausii, O/C, N/R, SIN, y
T en conjunto, como adyuvante a la SRO ha sido utili-
zado para el manejo de la EDA. Una revision sistemdtica
con metandlisis de estudios, que no todos fueron ensayos
clinicos controlados, aleatorizados, placebo control, cega-
dos; incorporando los datos de 6 ensayos clinicos, con un
total de 919 pacientes pedidtricos entre 3 meses y 12 afios
(467 en el grupo experimental y 452 en el grupo control),
con dosis que variaron entre 1-4 x 10° UFC/d por 5 dias,
mostré que de reduce la duracién de la EDA, diferencia
media -9,12 horas (IC 95% -16,49 a -1,75), aunque con
una heterogeneidad estadistica moderada entre los estudios
incluidos (I2 = 63,4%)20),

Otras cepas que también han sido utilizadas y que han
mostrada limitada evidencia son: Bifidobacterium animalis
lactis®, Bacillus coagulans®®, Bacillus clausii UBBC-07®)y
algunas otras combinaciones de cepas probiéticas como L.
acidophilus y B. animalis®®.

La eficacia de las cepas probidticas mencionadas ha sido
demostrada principalmente en el contexto de EDA causada
por virus, por lo que en sitios donde la incidencia de infec-
ciones parasitarias y bacterianas, y en poblaciones donde las
deficiencias nutricionales son mayores, pudieran potencial-
mente no ser tan eficaces, por lo que se requieren de hacer
mds estudios en estos contextos®).

Se requieren desarrollar atin més estudios clinicos de alta
calidad, principalmente con las cepas probidticas de evidencia
limitada, para dar mayor certeza en las recomendaciones de
su uso como adyuvantes en el tratamiento de la EDA.

Conclusiones

Existe evidencia de que se puede considerar el uso de cier-
tas cepas probidticas para el manejo adyuvante de la EDA en
nifios, principalmente cuando se inicia de forma temprana.
Recordar que es importante el concepto de cepa-especificidad
y la dosis especifica de cada uno de estas cepas probidticas.
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Desde hace muchos afios se ha dicho que el intestino fetal
se encuentra en un ambiente estéril en el ttero y que la colo-
nizacién del tracto gastrointestinal comienza durante y des-
pués del proceso de nacimiento. Sin embargo, este dogma de
la esterilidad intestinal fetal ha sido cuestionado por diversos
estudios recientes que informan la presencia de bacterias en
placenta (Aagaard y cols., 2014), liquido amniético (Collado
y cols., 2016) y transferencia materna bacteriana (Jiménez y
cols., 2008). Estos datos han provocado reacciones a favor y
en contra, logrando desafiar nuestra comprensién actual del
proceso de colonizacién microbiana y la ventana de oportu-
nidad de exposicién microbiana que imprime a largo plazo
resultados de salud y desarrollo temprano del sistema inmune
de la mucosa.

La barrera placentaria del ser humano es hemocorial, esto
es, tejido fetal en contacto directo con sangre materna. La
placenta transporta oxigeno, nutrientes y mediadores inmu-
nes del torrente sanguineo de la madre al feto en desarrollo,
pero también sirve como barrera contra las infecciones. En
los primeros momentos de la vida se establece una cone-
xién microbiana madre-hijo, a través de la incorporacién de
microorganismos de piel y superficies mucosas de la madre.
Esta exposicién microbiana inicial establece una relacién de
mutualismo con el huésped, y deja una impresién duradera
en el desarrollo infantil que puede controlar el equilibrio
entre salud y enfermedad.

El feto se desarrolla en un medio ambiente uterino estéril,
adquiriendo su microbiota a través del canal vaginal durante
el nacimiento. Cualquier microbio encontrado en la cavidad
uterina es patoldgico y peligroso para el feto. La mayoria de
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los estudios en microbiologia fetal se han desarrollado desde
la perspectiva de lo infeccioso y patolégico: evaluacién de
embarazos anormales y efectos infecciosos en el neonato.

Es por eso que surgen varias preguntas: ;Cudl es el
momento exacto de la colonizacién bacteriana del tracto
digestivo fetal?, ;De donde provienen esos gérmenes?, ;Qué
tipo de microbios son? Y lo mds importante ;Qué signifi-
cado tendrdn en relacién al desarrollo del sistema inmune
y la salud?. Contestar estas preguntas no es una tarea fécil,
sobre todo por la cantidad de estudios a favor y en contra
en relacién a la esterilidad microbiana fetal.

La placenta se compone de dos partes: £/ Chorion fron-
dosum (corion) producido por el feto y la Decidua basalis
derivada de tejido materno uterino. La placa basal separa
las dos partes y es rodeada por una membrana que deriva
del feto. Las vellosidades coridnicas son de origen fetal,
pero estdn rodeadas por tejido materno. La presion arterial
alta del lado materno llena el espacio entre las vellosidades,
que bafa las vellosidades fetales en sangre, permitiendo el
intercambio de gases, nutrientes y detritus. Las dos circula-
ciones sanguineas separadas de la madre y el nifo estdn en
contacto cercano por la decidua y las vellosidades coridnicas,
que intercambian componentes por difusién. Por lo tanto,
y de acuerdo a estos conceptos, el feto se desarrolla en un
ambiente estéril y la presencia de bacterias es causa de parto
prematuro o abortos.

Sin embargo, existe nueva evidencia que demuestra que
el feto no es estéril ni inmunolégicamente naive como se
crefa. Amplias variedades de microbios han sido detectadas
en sangre de cordén umbilical, liquido amniético, placenta
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y membranas fetales de embarazos normales sin indicacién

de inflamacién o patologfa.

El estudio de Mysorekar y cols. (2011) analizé 200 pla-
centas de mujeres que dieron a luz en el Hospital de St.
Louis, Missouri. En un tercio de las muestras se hallaron
bacterias que no impresionaban patégenos (inexistencia de
células inmunes cerca de ellas ni signos de inflamaci6n). Por
su parte, Aagaard y cols. (2014) estudiaron 320 placentas
(normales, con partos prematuros y con infecciones durante
la gestacién) utilizando secuenciacién genédmica en medio
estéril. El resultado fue sorprendente: encontré presencia de
DNA bacteriano en tejido placentario.

Surge entonces una gran pregunta: ;Cudndo y de dénde
se coloniza el microbioma fetal? Existen para ello diferentes
vias a través de las cuales se origina la microbiota fetal:

1. Microbiota materna intestinal: Los microbios son tras-
locados del epitelio intestinal hacia el torrente sangui-
neo y luego depositados en la placenta. Para ello es muy
importante la presencia de las células dendriticas quienes
penetran el epitelio intestinal y toman bacterias del lumen
que son llevadas a ganglios linfiticos mesentéricos y luego
a otras localizaciones del cuerpo.

2. Microbiota vaginal: Los microbios pueden ascender desde
la vagina e invadir la cavidad amniética a través de dos
modelos: a) Las bacterias ascienden desde la vagina y
contactan con la decidua, luego se esparcen por las mem-
branas fetales antes de pasar al liquido amnidtico y b)
Las bacterias invaden el liquido amniético primero pene-
trando discretamente las membranas fetales para luego
proliferar e invadir el amnios y el corion.

Se ha identificado DNA de microbios vaginales en liquido

amnidtico, membranas fetales y placenta. Los microbios

vaginales que ascienden han sido asociados con inflama-
cién intrauterina y la patogénesis del parto prematuro

(Ureaplasma parvum y Ureaplasma urealyticum) ya que

provocan una inflamacién intrauterina vigorosa. Las bac-

terias no patégenas de la vagina (Lactobacillus spp.) se han
detectado en el espacio intra-amnidtico de embarazos
sanos de término. Se desconoce el momento de la ascen-
sién de los microbios vaginales al espacio intra-amnidtico

y su funcién inmuno-moduladora.

3. Microbiota de la cavidad oral: Se ha propuesto como fuente
de colonizaci6n fetal microbiana. Se detecté Fusobacte-
rium nucleatum y Porphyromonas gingivalis en placenta y
liquido amnidtico de mujeres con enfermedad periodontal,
favoreciendo el desarrollo de la hipétesis de la migraciéon
oportunista desde la cavidad oral a la cavidad intrauterina.
Entonces, ;Qué determina si el resultado de la presencia

bacteriana en la placenta y el liquido amniético es bueno o

malo? El resultado dependeria del tipo de bacteria, ya sea por

la presencia de patégenos que resultarian en enfermedad o

por la presencia de patdgenos oportunistas que podrian ser

manejados por el sistema inmune para restringir el dano. Por

lo tanto, el efecto perjudicial no seria por la bacteria per se
sino por la respuesta inmunolégica que provoca.

Existen varios estudios realizados en meconio de pre-ali-
mentacion, que es la representacién mds exacta de la comu-
nidad microbiana del tracto gastrointestinal fetal antes del
nacimiento. La mayoria de los estudios han fracasado en
relacién a mediciones libres de contaminacién (panales, piel
y muestras hasta 48 horas posnatales). El estudio de Jimenez
y cols. (2008) fue realizado con muestras de meconio de
pre-alimentacién antes de las 2 horas de vida extrauterina
demostrando la evidencia de especies predominantes de E.
Jaecalis, S. epidermidis, E. coli predominantes del intestino
adulto. Esta presencia sugiere una transferencia de bacterias
del tracto gastrointestinal materno-fetal prenatal.

Otro estudio realizado por Collado y cols. (2016) com-
paré composicién microbiana de heces maternas, placenta,
liquido amnidtico, calostro, meconio y heces del lactante en
15 binomios madre-hijo. La placenta y el liquido amniético
albergaban una microbiota de baja diversidad y baja bio-
masa con muchas caracteristicas compartidas. Sin embargo, el
meconio tenfa un microbioma distinto al del liquido amni6-
tico, placenta y calostro.

La edad gestacional tiene un efecto significativo en la
estructura de la comunidad microbiana del meconio con
prevalencia de Proteobacteria y Firmicutes. Ardissone y cols.
(2014) estudiaron bebés nacidos de menos de 33 semanas de
edad gestacional los cuales presentaban mayores proporciones
de Enterococcus, Enterobacter, Lactobacillus, Photorhabdus y
Tannerella spp., asociados a parto prematuro e infecciones
intrauterinas.

Sin embargo, Chernikova y cols. (2016) estudiaron los
efectos de las complicaciones maternas (corioamnionitis y
ruptura prematura de membranas en forma prolongada) en
la microbiota gastrointestinal de nueve lactantes prematuros
extremos. Para ello se tomaron muestras semanales de mate-
ria fecal comenzando con la primera muestra de meconio
demostrando la presencia de Serratia y Parabaceteroides (bac-
terias patdgenas). El tratamiento antibiético no corrigié el
desequilibrio, aunque los autores sefialan que la presencia de
DNA bacteriano no necesariamente refleja organismos vivos.
Y a partir de este concepto es que otros autores comenzaron
a estudiar estas caracteristicas.

De Goffau y cols. (2019) analizaron muestras de pla-
centa de 537 mujeres (el mayor nimero de muestras uti-
lizadas en un estudio de este tipo), utilizando un enfoque
completo de secuenciacién de ADN para bisqueda de
contenido microbiano. Utilizaron para ellos el mismo kit
de herramientas de extraccién de ADN y procedimientos
de secuenciacién sobre controles negativos - “en blanco®
(muestras que supuestamente estaban libres de material
biolégico). También usaron controles positivos, producido
al aumentar las muestras de placenta con una cantidad
conocida de la bacteria Salmonella bongori, para calibrar
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la abundancia de otros microbios que podrian estar en la
muestra. La secuenciacién se realizé utilizando dos téc-
nicas complementarias (shotgun metagenomics16 y 16S
rRNA gene amplicon sequencing) para tener en cuenta
sesgos potenciales. Los hallazgos fueron contundentes: La
placenta no alberga microbios durante el embarazo sano
y la presencia de bacterias detectadas estdn en relacién a
problemas de contaminacidn.

Estos resultados llevaron claridad a una discusién que
parecia no encontrar su rumbo: Las bacterias a veces pueden
estar presentes en el dtero, como S. agalactiae (S. grupo B)
hasta en un 5%. Las bacterias o el ADN bacteriano también
frecuentemente contaminan la placenta durante el trabajo
de parto (Lactobacillus), durante la recoleccién de muestras
(D. geothermalis), durante el procesamiento de muestras (B.
silvatlantica y T halophila) o también puede ocurrir durante
preparacién de la secuencia de otros proyectos realizados (V.
cholerae en la secuencia metagenémica).

En resumen: Los Gtimos hallazgos proporcionan una
fuerte evidencia de que no hay una microbiota funcional
en la placenta y sugiere que es altamente improbable que
los bebés adquieran microbios de la placenta en condiciones
fisiolgicas normales. Las bacterias pueden vencer muchas
barreras bajo ciertas condiciones, y solo una célula bacteriana
que llega al intestino del feto podria comenzar potencial-
mente en la colonizacién del ttero. La capacidad de los méto-
dos de secuenciacién moderna para detectar un bajo niimero
de bacterias es un problema en algunos experimentos, porque
pequenos niveles de contaminantes pueden provocar una
deteccidn de falsos positivos. Sin embargo, resultados nega-

tivos son dificiles de probar de manera concluyente, por lo
que el dogma de que el utero estd libre de microbios debe
ser investigado en profundidad.
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fisiolégicos, yo diria que no
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Aagaard y cols. (2014) publicaron que la placenta alberga
una microbiota bacteriana especifica, tras detectar secuencias
correspondientes al gen del ARN ribosémico 16S y experi-
mentos de metagenémica.

Casi al mismo tiempo, Salter y cols. (2014) comunicaron
que los reactivos utilizados para la amplificacién/secuencia-
cién estaban contaminados con ADN y enumeraron mds de
50 especies bacterianas que habian detectado en reacciones
sin sustrato, utilizadas como controles negativos. La eviden-
cia de que los resultados proporcionados por las muestras
biolégicas y los controles no diferian significativamente y
el hallazgo de que los cultivos de esas muestras eran casi
invariablemente negativos, ha ido acumuldndose (de Goffau
y cols., 2018; Leiby y cols., 2018; Malmuthuge & Griebel,
2018; Perez-Mufoz y cols., 2017; Rehbinder y cols., 2018).
A pesar de ello, los articulos que atestiguaban la presencia
de microbiotas especificas en placenta, liquido amniético,
ttero e incluso ovarios se han sucedido hasta el dia de hoy,
en un sorprendente ejercicio de “cuando la evidencia no
soporta mi teoria, descdrtese la evidencia”. Imagino que en
el resumen de mi oponente en esta sesién de controversia
aparecerdn algunos de dichos articulos, lo que me ahorra
tener que citarlos.

¢Cuiles son las evidencias de que el ambiente fetal per-
manece estéril durante el embarazo sin complicaciones y de
que, por tanto, la colonizacién microbiana se inicia durante
el parto, sea este por via vaginal o por cesdrea?

La primera a la que me quiero referir es la baja diversidad
interindividual, que serfa indicativa de una colonizacién por
una microbiota adaptada al nicho. Ahora bien, el predomi-

An Microbiota Probidticos Prebidticos. 2020;1(1):18-20

nio de unos pocos tipos taxonémicos puede considerarse
como baja diversidad en ambientes muy poblados, pero no
cuando ese ambiente alberga muy pocos microorganismos,
como es en este caso. Adicionalmente, si bien es cierto que
existe una clara predominancia de los mismos grupos bac-
terianos en las muestras descritas en cada articulo, no pasa
lo mismo cuando se comparan las microbiotas citadas en
articulos diferentes, lo que es extrafio si sostenemos que hay
una microbiota especifica en el nicho. Una explicacién alter-
nativa seria que existen sesgos conducentes hacia resultados
semejantes cuando se obtienen en un mismo laboratorio.
Esto sugerirfa que la metodologia no es capaz de mantener la
esterilidad del proceso, lo que redunda en contaminacién por
los microorganismos predominantes en el ambiente particu-
lar o que los reactivos utilizados contenian ADN bacteriano.
Siaello unimos la extraordinaria sensibilidad y capacidad de
discriminacion de las técnicas moleculares, tendriamos las
condiciones que provocan la obtencién de resultados posi-
tivos incluso con grados de contaminacién no detectables
por otras técnicas.

La segunda fuente de confusién deriva de la falta de
elaboracién de los datos taxonémicos que se obtienen, a
la luz de los conocimientos previos sobre el hdbitat y las
caracteristicas fisioldgicas de los organismos identificados.
Es habitual que los microorganismos que se citan como
mds abundantes en la placenta y el liquido amniético sean
proteobacterias, especialmente Escherichia colil Shigella. Dos
extremos llaman la atencién a este respecto; por un lado se
dice que la microbiota placentaria estd formada por organis-
mos comensales (probablemente quieren decir mutualistas,
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pero este es otro error de concepto en que no entraré). ;.
colil Shigella comensales? Cepas de la primera pueden con-
siderarse mutualistas mientras se encuentran en el intestino
grueso pero, invariablemente, se comportan como patdgenas
cuando aparecen en cualquier otra localizacién. ;Habrd que
recordar que E. coli es el principal agente causal de infecciéon
urinaria y de sepsis por Gram negativos? Por otro lado, se
dice que la concentracién de microorganismos en placenta
y tejidos adyacentes es muy baja. La principal misién en la
vida de cualquier organismo es propagarse lo mds deprisa
posible porque de ello depende su éxito evolutivo, como ya
establecié el abuelo Darwin. ;Y resulta que un organismo que
se divide cada 30 minutos con tan solo una fuente hidrocar-
bonada y unas cuantas sales inorgdnicas permanece en estado
quiescente en un ambiente tan rico como el medio interno?
El argumento del mutualismo/patogenicidad dependiente
de localizacién en el organismo seria también aplicable a
otros y especialmente a los Bacteroidetes, que también se
“detectan” en placenta.

Otros organismos que se reportan comdinmente, son
habitantes de la piel como Cutibacterium acnes (previamente
conocida como Propionibacterium acnes) y Staphylococcus (no
suele indicarse la especie, pero vamos a suponer que se trate
de S. epidermidis, porque pensar en S. aureus seria toda una
provocacion). Por su localizacién, abundancia en la epidermis
y resistencia al ambiente hostil podrian fécilmente acceder
a los reactivos/tubos de reaccién durante la manipulacién
de las muestras. En este caso, estamos ante patdgenos opor-
tunistas (S. epidermidis es el principal productor de sepsis
hospitalaria) cuya presencia en placenta implicarfa, de nuevo,
una multiplicacién acelerada, salvo que se le opusiera, por
parte de la embarazada, un antagonismo eficaz, un extremo
al que nadie alude.

Una tercera categoria la constituirfan bacterias ambien-
tales como Rhodococcus o Streptomyces, cuya ubicuidad se
sustenta en una formidable capacidad de producir enzimas
hidroliticos y que, por ello, contribuyen de forma signi-
ficativa al funcionamiento de los ciclos de los elementos.
Sin embargo, no se les encuentra nunca formando parte
de las microbiotas residentes en la piel o en cualquiera de
las cavidades colonizadas por ellas, ni tampoco se asocian a
patologia humana. ;Cémo accederian a un lugar tan recén-
dito como el ttero en ausencia de un traumatismo que les
facilitara la entrada? Por cierto, a pesar de que los lactobacilos
constituyen habitualmente mds del 99% de los microorga-
nismos vaginales, no suelen encontrarse en la placenta o en
las membranas fetales, a pesar de que la via ascendente serfa
la més obvia para alcanzarlas.

Por dltimo, tenemos los organismos pertenecientes a los
géneros Streptococcus'y Neisseria, que se encuentran habitual-
mente en la cavidad orofaringea y que serian responsables
de que los métodos estadisticos empleados para determinar
la relacién entre microbiotas, encuentren la mayor analo-

gia entre las de la placenta y las de la cavidad oral (aunque
ninguna de las bacterias citadas anteriormente forme parte
de la microbiota nombrada en segundo lugar). Tengo que
manifestar mi absoluta falta de conocimientos estadisticos,
que no me permite juzgar si los algoritmos aplicados (;se
dice asi?) son los apropiados para resolver las cuestiones que
se plantean. Sin embargo, otra vez me planteo el principio
de la patogenicidad dependiendo del territorio; puede que
S. pneumoniae sea virtualmente inocuo en la cavidad oral,
pero sigue siendo el principal agente productor de neumo-
nia. Por otra parte, los estreptococos y las neiserias tienen
una “mania” peculiar, tienden a lisarse espontdneamente
cuando llegan a la fase estacionaria. Podriamos razonar que
ese serfa su comportamiento si colonizaran la placenta y/o el
liquido amnidético, ya que se postula que sus microbiotas no
se multiplican, para justificar las concentraciones tan bajas
de microorganismos que se encuentran en ellos.

La tercera linea de evidencia de esterilidad de los fetos y
sus anexos, deriva de las condiciones de los hospedadores de
la microbiota hipotética. Las embarazadas sufren un proceso
de atenuacién de la respuesta inmune especifica que elimina
el rechazo de los antigenos paternos que expresa el nino. Esto
las hace mds susceptibles a las infecciones de cualquier tipo,
a pesar de que la inmunidad innata se ve potenciada durante
este periodo. Por tanto, seria esperable que una microbiota
asentada en la placenta se multiplicara eficazmente, lo que,
sabemos, no ocurre. Por otro lado, la placenta humana es
de tipo hemocorial, que es el mds permeable de los tres que
presentan los mamiferos, por lo que los organismos asentados
en la placenta deberfan poder pasar al feto de manera tan
eficaz como lo hacen la mirfada de otros microorganismos
que, tras infectar a la madre, atraviesan la barrera feto-pla-
centaria y se asientan en el nonato. ;Y cudl es la consecuencia
de esta invasion? Invariablemente una infeccién devastadora
que produce abortos, mortinatos y nifios con secuelas graves
(piénsese en las consecuencias de la rubeola, la listeriosis o
la toxoplasmosis congénitas, por citar solo un caso de los
producidos por organismos tan distintos como los virus, las
bacterias y los protozoos respectivamente.

Por ultimo, se postula que la microbiota de la placenta
y del liquido amnidtico pasan al feto durante el embarazo,
constituyendo asf la primera avanzadilla de la colonizacién
del aparato digestivo y promoviendo la diferenciacion 77 utero
de su sistema inmunitario entérico. Si esto fuera asi, deberia
ser imposible obtener animales libres de gérmenes, prac-
ticando simplemente una cesdrea en condiciones estériles.

Espero que esta charla sirva para hacer reflexionar a
muchos microbiélogos, que han apostatado del cultivo de
microorganismos y del estudio de su fisiologia e interacciones
con el ambiente para abrazar la entelequia de que son las
mdquinas y no el sentido comn, la inteligencia creativa y
el pensamiento critico, lo que hace avanzar la Ciencia, por
muy caras y sofisticadas que sean aquellas.
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Introduccién

El sindrome del intestino irritable (SII) es una condi-
ci6én gastrointestinal crénica de etiologia desconocida que se
caracteriza por la presencia de malestar o dolor abdominal y
habitos intestinales alterados, en ausencia de signos clinicos
de “alarma”, como anemia o pérdida de peso significativa .La
base fisiopatolédgica de este sindrome es pobremente com-
prendida, pero se describen alteraciones de la funcién motora
y sensorial, cambios inflamatorios de bajo grado, alteraciones
de la microbiota intestinal, trastornos psicosociales y posibi-
lidad de origen genético.

Actualmente, mds del 10% de la poblacién general padece
el SII, lo que lleva a considerables gastos sanitarios. El SII
se considera uno de los problemas clinicos mds frecuentes
en gastroenterologia con una prevalencia estimada en el
mundo occidental de hasta el 20%. La distribucién de la
edad es muy amplia, pero el 40% de los pacientes tienen
entre 35 y 50 anos. Los sintomas comienzan antes de los 35
afnos en el 50% de los pacientes. La proporcién de mujeres
a hombres en muestras comunitarias se ha estimado entre
1:1y 2:1, pero el predominio femenino es mds evidente en
aquellos que buscan atencién médica. El SII no es una afec-
cién potencialmente mortal; sin embargo, tiene un impacto
relativamente grande en la calidad de vidade los pacientes,
esto lleva a la necesidad de varios tratamientos médicos y a
un aumento en el ausentismo laboral, con los consiguientes
costos econémicos.

La posibilidad de que la flora intestinal, o microbiota,
pueda desempenar un papel en la patogénesis del SII sélo
ha comenzado a atraer la atencién cientifica muy recien-
temente, aunque la evidencia para sugerir un vinculo ha

An Microbiota Probiéticos Prebidticos. 2020;1(1):21-23

existido desde hace tiempo. Varios autores han encontrado
microbiota alterada (“disbiosis”) en pacientes con SII y
han mostrado diferencias en la composicién de la micro-
biota entre pacientes con SII y controles saludables. Una
revision sistemdtica reciente concluyé que el riesgo general
para el desarrollo del SII se multiplicé por 6 después de
un episodio de gastroenteritis bacteriana, mds en sujetos
jovenes, aquellos que tienen fiebre prolongada durante el
episodio de gastroenteritis y aquellos que sufren de ansiedad
o depresidn.

El SII post-infeccioso proporcioné los primeros indicios
de una asociacion entre una respuesta inflamatoria persistente
de bajo grado y este sindrome, un concepto que posterior-
mente se ha extendido al SII en general.

Los pacientes con SII pueden presentar una prueba de
aliento de hidrégeno con lactulosa patologica, demostrando
crecimiento excesivo bacteriano del intestino delgado (SIBO,
por sus siglas en inglés), en comparacién con los contro-
les sanos. La idea de modular la microbiota intestinal con
antibidticos/probidticos se desarrollo como consecuencia del
concepto SIBO. Segtin este concepto, un alto porcentaje de
pacientes con SII tienen un ndmero anormal de microorga-
nismos ubicados en el ileon distal, que a su vez producen una
cantidad excesiva de subproductos biolégicos que alteran la
funcién intestinal, asi como modulan una respuesta inflama-
toria anormal, lo que conduce a una respuesta inflamatoria
crénica de bajo grado, que constituye el hito fisiopatolégico
del SII. Como consecuencia, las alternativas terapéuticas que
modulan la microbiota intestinal pueden erradicar el SIBO
y asi inducir una reversién de la respuesta inflamatoria antes
mencionada.
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El Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 (8b) es una
levadura probidtica con eficacia probada en diarrea asociada
a antibidticos y gastroenteritis aguda. Hay escasas pruebas
sobre el impacto de S& en pacientes con SII-D. El objetivo
de nuestro estudio fue comparar la eficacia y seguridad de
Sb mds consejos dietéticos frente a consejos dietéticos en
pacientes con SII-D y SIBO positivo y describir su impacto
en la composicién de la microbiota intestinal y la mejora
clinica.

Material y métodos

Se evaluaron pacientes adultos con un diagnéstico de
SII-D (criterios Roma III) de dos centros de referencia en
Buenos Aires, Argentina . Se recogié una muestra fecal por
paciente para los andlisis de microbiota y micobiota. Los
pacientes completaron la Escala de Gravedad de Los Sin-
tomas del SII (IBS-SSS), un cuestionario previamente vali-
dado que mide 5 elementos en un periodo de 10 dias y con
valores de 0 a 500 (enfermedad mdxima). Se evaluaron las
caracteristicas demogréficas, asi como la consistencia de las
heces a través de la escala de Bristol. Después de la extrac-
cién genémica de ADN y la purificacién de la composicién
bacteriana y fingica de muestras fecales se analizaron sobre la
base de la secuenciacién 16S tDNA y I'TS2 respectivamente.
La correlacién entre la abundancia microbiana y flingica
y las caracteristicas clinicas fue evaluada por la prueba de
correlacion de Pearson. 71 pacientes cumplieron los criterios
de inclusién.

Se realizé en todo los pacientes un test de aliento con
lactulosa. De acuerdo a este test, un 76% fue SIBO positive.

Los pacientes SIBO positivos fueron randomizados para
recibir Saccharomyces boulardii mas dieta o dieta sola por 15
dias. Al final del estudio se le volvié a evaluar la microbiota
en materia fecal y se realizé un nuevo estudio de aire espi-
rado con lactulosa. Los pacientes completaron nuevamente
el IBS-SSS vy la escala de Bristol.

Se realizé un andlisis adicional con qPCR para cuantificar
la abundancia de £ prausnitzii, M. smithii, B. thetaiotomicron
y P aeruginosa.

Resultados

Los Firmicutes fueron la phyla predominante identificada
(73,61%), seguida de Bacteroidetes (13%). Una proporcién
relativamente elevada de Proteobacterias (8%) fue identifi-
cada. Alistipes fue el género mds representativo. No se encon-
tr6 una correlacion significativa entre los componentes de la
micobiota y las caracteristicas clinicas. (Fig. 1)

No se encontraron diferencias significativas demografi-
cas entre los pacientes SIBO-positivos y SIBO-negativos. El
andlisis de diversidad alfa y beta en 16S rDNA mostré una
composicién de la microbiota comparable entre los pacientes
SIBO positivos y negativos. El género Akkermansia fue més
abundante (+672%, p= 0.009) en pacientes SIBO negativos.

Al dia 15 los cambios en el drea bajo la curva de H,
medido con el test de aire espirado, fueron mayores en el
grupo tratado con Sb. Mds pacientes disminuyeron el drea
bajo la curva en este grupo. Una tendencia a una mayor
disminucién del IBS-SSS y de la normalizacién de las carac-
teristicas de la materia fecal medida por la escala de Bristol
se encontré en el grupo tratado con Sb.

Proteobacteria Do
i Legend  Taxonomy %

B Euryarchaeota
I Acidobacteria 0.0%
BN Actinobacteria | 4.4%

B Bactercidetes  [13.0%

I Cyanobacteria | 0.0%

Elusimicrobi 0.0%

Firmicutes Firmicutes : e
Fus eri 0.4%

I Lentisphaerae | 0.0%

I Frotecbacteria 8.0%

B saccharibacteria | 0.0%

P spirochaetae 0.0%

I synergistetes | 0.1% |

B Tenericutes

Bacteroidetes Verrucomicrobia ! ,01%
I Bacteria;Other | 0.0%

Actinobacteria I unassigned;Other | 0.3% | Figura 1
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disminucién de c¢_Coriobacteriia (-67%), c_Deltaproteo-
50000 p =0.021

bacteria (-77,6%) y g_Hungatella (-74,9%) al dia 15 en el
grupo tratados con SB. El aumento de Protobacterias puede
ser un signo de disbiosis, su disminucién relativa un intento
de normalizacién.

Interesantemente la concentracién de £ prausnitzii fue
mds abundante en pacientes con marcada mejoria clinica en
el grupo tratados con Sb: normalizacién de la consistencia
de la materia fecal (+120%), mejoria de los sintomas de IBS
en pacientes que negativizaron el SIBO (+400%), asi como
reduccion del dolor abdominal (+76,5%) (Figs. 2, 3 y 4)

El Faecalibacterium prausnitzii es considerado un miem-
bro habitual de la microbiota habitual sana. Se le reconoce
un efecto antiinflamatorio. Su reduccién ocurre en varios
desordenes intestinales como la enfermedad inflamatoria
intestinal.

Conclusiones

Hemos descripto la composicién microbiana en un grupo
de pacientes con SII-D en la Argentina.

Aunque ciertas correlaciones con la severidad sintoma-
tica fue identificada, la implicancia de estos hallazgos nece-
sitan mds evaluacién. Se encontraron diferencia clinicas y
microbianas en los pacientes SIBO positivos y negativos. Los
pacientes tratados con Sb redujeron (aunque no en forma
estadisticamente significativa) el sobrecrecimiento bacteriano
asi como los sintomas en pacientes con IBS-D. Estos efectos
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se han asociado con modificaciones de la microbiota intesti-
nal. El incremento en la abundancia del £ prausnitzii obser-
vado en los pacientes tratados con S. boulardii y resolucién
de sintomas requieren de futuras investigaciones.
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The human body harbors on average 10-100 trillion
microbes, which is more than ten times the estimated num-
ber of human cells. The majority of these microbial cells
(microbiota) reside in the gastrointestinal (GI) tract. The
ancient view of gut microbiota being a pathogenic compart-
ment underwent a paradigm shift over the past decades. The
importance of the commensal microbiota to human health
and well-being became increasingly evident, as the impact
of a healthy and diverse intestinal microbiota on metabolic
activities, the immune system and homeostasis of the intes-
tine became evident. Furthermore, it has been shown that
the gut microbiota influence the gut-brain axis, affecting
brain function and development, and confer colonization
resistance against pathogenic bacteria.

Many studies have shown that dysbiosis of the intestinal
microbiota alters development of a wide range of diseases.
Many of these diseases are characterized by decreased bac-
terial diversity or shifts in bacterial species (e.g., a decrease
in butyrate producers). However, for most diseases, it is
currently not known if changes in microbiota are driving
the disease (and to extend to which they do this) or are a
consequence of the disease. For Clostridioides difficile infec-
tion (CDI), there is a clear causal relationship with disease
phenotype. For other diseases such as obesity and metabolic
disease, a causal relationship still needs to be clarified. In both
scenario’s, however, modulation of the intestinal microbiome
to restore a balanced and diverse microbiota might hold
merit to treat or prevent microbiome-related disease.

Fecal microbiota transplantation (FMT), also called “feces
transplantation”, “human intestinal microbiota transfer” and

An Microbiota Probidticos Prebidticos. 2020;1(1):24-26

“fecal bacteriotherapy”, is the transfer of the fecal microbi-
ota from a healthy screened subject to patients. FMT aims
to restore a disrupted microbiota and amend imbalances
through establishment of a stable, complex microbiota. The
earliest documented administration of a fecal suspension was
by the traditional Chinese doctor Ge Hong in the 4t cen-
tury. He used so-called ‘yellow soup’ as a treatment for food
poisoning and severe diarrhea. However, it wasn’t until the
16 century that another Chinese doctor named Li Shizhen
recorded a range of fecal preparations for effective treatment
of Gl-diseases, such as constipation, fever, vomiting and
pain. Subsequently during World War II, African Bedouins
advised German soldiers stationed in Africa to consume fresh
camel feces as a treatment for bacterial dysentery. Although
the potential health benefits of microbes were already men-
tioned by Metchnikoff in 1907, it wasn’t until 1958 that
fecal enemas were first described for the treatment of pseu-
domembranous enterocolitis by Dr. Eiseman, an American
surgeon. Thereafter, a plethora of articles on FMT for the
treatment of recurrent CDI (rCDI) have been written. The
potential of FMT (beyond treatment of CDI), procedures
to study the effect of FMT on human metabolism (as per-
formed in the AMC in Amsterdam with particular focus on
cardiometabolic diseases) and current insights in its effects
will be discussed.

Metabolic syndrome

There has been an increasing interest in the role of the gut
microbiota in metabolic diseases, as microbes play a crucial
role in digestion and absorption of nutrients from the diet.
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In addition, gut bacteria produce metabolites with critical
properties for host metabolism including —but not limited
to— short-chain fatty acids (SCFA) and bile acids. Dysbiosis
of the intestinal microbiota has been linked to an impaired
mucosal barrier function, also known as a leaky gut, a proin-
flammatory state and a disturbed production of signaling
molecules. Animal studies suggest a causal link between the
intestinal microbiota and obesity. For example, mice colo-
nized with an obesogenic microbiota have been shown to
have increase body fat and insulin resistance compared to
mice colonized with lean donor microbiota. Currently, two
placebo-controlled RCTs (both performed in AMC, Amster-
dam) have been published, which determined the effect of
nasoduodenal FMT from lean donors on glucose metabolism
in people with metabolic syndrome. Six weeks after nasodu-
odenal infusion of lean donor feces, insulin sensitivity was
significantly increased. This coincided with an increase in
butyrate-producing intestinal microbiota. Importantly, the
effect on insulin sensitivity disappeared after 18 weeks and
no long-term clinical effects were found. Furthermore, met-
abolic response to FMT was associated with a low microbial
diversity at baseline suggesting that the microbiota can be
used as predictor for efficacy of FMT. Although the mecha-
nisms underlying the favorable effects on insulin sensitivity
are yet to be determined, these studies highlight a role for
the intestinal microbiota in metabolic diseases.

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized
by accumulation of fat in the liver, which may lead to inflam-
mation and liver damage, commonly known as nonalcoholic
steatohepatitis (NASH). NASH is a major cause of liver
cirrhosis and liver cancer; both primary indications for liver
transplantation. Differences in microbiota composition have
been observed in patients with NAFLD or NASH compared
to subjects with healthy liver. In addition, increased intes-
tinal permeability and a proinflammatory environment in
the gut are frequently observed in NAFLD/NASH patients.
Although human studies are yet to be performed, studies in
high-fat diet-fed mice found that FMT reduced weight gain
and nonalcoholic fatty liver score compared to controls. The
AMC has started trials to address the effect of RYGB (gastric
bypass with major effects on gut microbiota composition
and function) on NAFLD and NASH.

Over the past years, accumulating evidence demon-
strated the role of the intestinal microbiota and its metab-
olites in the development of cardiovascular disease such
as atherosclerosis and hypertension. In an animal model,
the introduction of a proinflammatory microbiota low in
SCFA-producers enhanced systemic inflammation and
accelerated atherogenesis. In another study, mice with
myocarditis were subjected to FMT. This resulted in res-
toration of the microbiota composition and was accom-
panied by attenuation of myocarditis through reduced
inflammatory infiltration. Currently one small RCT in

humans (AMC, Amsterdam) has studied the effect of a sin-
gle lean vegan-donor FMT on vascular inflammation and
trimethylamine-N-Oxide (TMAO) production. TMAO is
a microbial metabolite which increases atherosclerotic bur-
den and stimulates a prothrombotic phenotype. Although
SCFA-producers were significantly enriched in the allogenic
FMT group, no differences were detected in TMAO pro-
duction or vascular inflammation at two weeks.

Interest in FMT to treat disease has risen over the last few
years and its therapeutic benefit is currently being explored
for a variety of diseases. For most diseases it is not fully
known whether the changes in microbiota are causally related
to the pathophysiology, disease modifiers or merely a result
of the disorder. If the intestinal microbiota plays a causal
role in disease pathophysiology, altering the microbiota may
influence its course. In most cases, not one specific spe-
cies is the causal pathogen or missing keystone. Therefore,
an advantage of FMT over prebiotics and probiotics is the
introduction of a complete healthy gut microbiota. FMT
can be used as a tool to dissect association from causality
in human intervention studies by assessing the effect of the
microbiota on a disease.

Currently, FMT is an unstandardized treatment which
should be optimized and standardized for specific indica-
tions. With the development of the FMT capsules, the ther-
apy became less invasive, more standardized and less expen-
sive. However, some microbes (or metabolites) critical for the
efficacy of an FMT might not survive the processing required
for capsulation. Therefore, it is important to determine the
differences between fresh and processed fecal microbiota and
efficacy in particular diseases. In addition, optimal location
of delivery and ‘dose’ of FMT to treat microbiota-medi-
ated diseases are largely unknown. Delivery of microbiota
to a specific area of the intestine via targeted opening of a
capsule might be an interesting future approach to further
investigate.

FMT seems to be only a temporal approach to alter the
intestinal microbiota since a standardized, stable composi-
tion of fecal material is near impossible to achieve. While
the knowledge of the microbiota and host-commensal
interactions in dysbiotic environments increases, it is to be
expected that dietary manipulation and specific alteration
of key microbes will be emerging in the future. Further-
more, it appears FMT is not a one-size-fits-all therapy and
needs a more personalized approach for several disorders. For
instance, donors with a specific microbiota profile are more
likely to provide a beneficial effect for patients with IBD.
One of our studies implicated that the microbiota profile
of the recipient is predictive for the outcome of the FMT.
Future studies should therefore focus more on donor-recip-
ient compatibility and suitability prior to FMT.

The structure of the intestinal microbiota becomes more
and more unravelled as novel techniques for analysis of the
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microbiome are rapidly emerging. In most studies, how-
ever, the influence of bacteria on a certain pathophysiology
is usually investigated. Besides bacteria, the microbiome
consists of archaea, viruses (especially bacteriophages) and
fungi. Bacteriophages, viruses that specifically infect and
eliminate bacteria, were found to be 20 times more abundant
than bacteria in mucosal samples. Given the high number
of bacteriophages in an FMT (1-10 times the number of
bacteria), these viruses might be important drivers of FMT
efficacy. In a small prospective study, the effect of a sterile
(bacteria-free) FMT was tested in rCDI patients. Although
only five patients were included, all patients had resolution
of their CDl-associated diarrhea. Interestingly, shifts in viral
and bacterial composition towards the donor’s microbiota
profile were observed. Another prospective study observed
highly individualized virus colonization patterns depending
on specific donor-recipient pairings. We have recently started
an RCT in humans addressing the effect of phage transplants
on human glucose metabolism.

In addition, there is a significant knowledge gap in the
link between the (small)intestinal microbiota and disease
development and progression in humans. This is in large

because the accessible, fecal microbiome is usually used to
analyze microbiome composition and associated with dis-
ease of interest (fecal bias). The small intestinal microbiome
differs significantly form the fecal microbiome. Together
with the fact that the small intestine plays a major role in
human metabolism and disease development, it is critical
to develop strategies to sample small intestinal microbiome.
In line, nasoduodenal administration of FMT, as currently
is standard operating procedure in the AMC, exposes the
upper GI, which has a simple microbiota community, to a
very complex fecal community. The effect of this exposure
om local (immune) function of the small intestine are fully
unknown. It will be critical to further develop initiatives
aiming to sample small intestinal microbiota to unravel the
extent to which FMT is capable of modifying the upper
intestinal and mucosal microbiota.

In conclusion, FMT is a promising treatment strategy
for many microbiota-related indications. With exception of
rCDI, FMT is still experimental and should not be offered
as treatment option. More controlled trials are needed to
assess the potential benefit of FMT compared or in addition
to standard therapy.
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Por bacterioma de la leche humana entendemos toda una
comunidad de bacterias que existe en la leche. Hasta hace
casi dos décadas, la presencia de bacterias en la leche humana
se relacionaba con procesos infecciosos o de contaminacidn.
Sin embargo, a principios del siglo XXI, se empieza a hablar
de la presencia de un bacterioma propio de la leche humana
(Martin y cols., 2003). Estas bacterias, presentes en la leche
materna, son directamente transferidas al nifio a través de la
lactancia contribuyendo a la colonizacién de éste.

Origen del bacterioma de leche humana

El origen del bacterioma de la leche ha sido muy discu-
tido. Una de las hipdtesis mds antiguas es que existe un tras-
vase de microorganismos desde la cavidad oral del nifio a los
conductos de la glindula mamaria. Sin embargo, las muestras
de precalostro de mujeres antes de dar a luz ya muestran un
perfil bacteriano tipico de leche humana (Ruiz y cols., 2019).
También las bacterias de la piel de la madre se han consi-
derado responsables en parte de las bacterias presentes en la
leche materna. Pero, si bien hay determinadas especies que
pueden cohabitar en ambos medios, nos encontramos deter-
minadas especies que no suelen formar parte de la microbiota
de la piel. Es el caso del género Bifidobacterium, que requiere
entre otros factores de un ambiente anaerdbico que la piel no
le puede proporcionar (Rodriguez, 2014). Por tanto, aunque
pueda haber cierto papel del bacterioma de la cavidad oral
del bebé y de la piel de la madre en la composicién del bac-
terioma de la leche, la presencia de determinadas poblaciones
apuntan también al origen intestinal de la madre (Martin y
cols., 2004). Se plantea asi un sistema dindmico de flujo de
bacterias entre los diferentes bacteriomas que colonizan a la
madre y al bebé lo que contribuye a la diversidad bacteriana
en la leche materna (Rodriguez, 2014).

An Microbiota Probidticos Prebidticos. 2020;1(1):27-31

Es fcil imaginar cémo las bacterias de la boca del bebé o
de la piel de la madre pueden llegar a alcanzar los conductos
mamarios, sin embargo, coémo llegan las bacterias desde el
intestino de la madre a la glindula mamaria supuso una
gran incégnita. La primera hipdtesis para tratar de explicar
este fendmeno fue lanzada en 2004 y senalé a las células del
sistema inmunoldgico como transportadoras de estas bacte-
rias a través de la via enteromamaria (Martin y cols., 2004).
Un estudio posterior realizado en roedores mostré que el
transporte de bacterias desde el intestino hasta la glindula se
producia de forma fisioldgica y era activado durante la tltima
etapa del embarazo y lactancia (Pérez y cols., 2007). Ademds,
el andlisis de muestras de sangre y leche de mujeres en etapa
de lactancia mostré células bacterianas adheridas a la super-
ficie de células mononucleares (Pérez y cols., 2007). Estas
evidencias se suman al ya conocido hecho de que durante
la lactancia se produce en la mujer un importante flujo de
células inmunes de origen intestinal a la glindula mamaria. El
transporte de bacterias a través de esta via parece dirigirse por
células dendriticas y CD18+ que captarian bacterias comen-
sales del lumen intestinal (Rescingno y cols., 2001; Macpher-
son y cols., 2004). En definitiva, la ruta enteromamaria no
s6lo permitiria el flujo de células del sistema inmune desde
el intestino hasta la glindula mamaria sino que permitiria
también el flujo de bacterias comensales que conformardn
gran parte de lo que luego serd el bacterioma de la leche.

El transporte de bacterias desde el intestino hasta la gldn-
dula mamaria ha sido demostrado en animales utilizando cepas
de Lactobacillus marcadas genéticamente (de Andrés y cols.,
2017). En humanos, la administracién por via oral a mujeres
en periodo de lactancia de dos cepas de lactobacillus, L. fer-
mentum CECT5716y L. salivarius CECT5713, resulté en la
deteccion de la cepa en la leche materna (Arroyo y cols., 2010).
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Si bien la presencia de bacterias en la glindula mamaria
se atribuyd a un fenémeno asociado a la gestacién-lactancia,
en los tltimos anos diversos estudios han descrito la pre-
sencia de un bacterioma en el tejido mamario de la mujer
no relacionado con la lactancia (Urbaniak y cols., 2014).
Sin embargo, los cambios fisiolégicos, fundamentalmente
hormonales, que tienen lugar durante embarazo-lactancia,
de alguna manera favorecen el transporte de bacterias hasta
la glindula mamaria provocando el enriquecimiento de la
leche materna en estas bacterias de origen intestinal (Pérez

y cols., 2007, Rodriguez, 2014).

Composicién del bacterioma de leche humana.

En los tltimos afios se han realizado un gran ndmero de
estudios destinados a caracterizar el bacterioma presente en
la leche humana asi como los factores que influyen en su
composicion. Los estudios que utilizan técnicas dependientes
del cultivo aislan fundamentalmente anaerobios facultati-
vos de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Weissella, Enterococcus, Lactobacillus, Bifidobacte-
rium, Propionibacteriumy Enterobacteriacea (Martin y cols.,
2003; Martin y cols., 2009, Jeurink y cols., 2013; Jost y
cols., 2013;). El uso de técnicas no dependientes de cultivo
basadas en la deteccién del ADN, fundamentalmente el 16S
rRNA, han permitido una caracterizacién mds profunda de
las poblaciones bacterianas que conforman el bacterioma
de la leche humana. Estas técnicas demuestran la presen-
cia de bacterias anaerobias estrictas tipicamente asociadas al
intestino como Bacteroides, Blautia, Clostridium, Collinsella,
Coprococcus, Eubacterium, Faecalibacterium, Roseburia, Rumi-
nococcus (Martin y cols., 2007; Jost y cols., 2013 y 2014;
Murphy y cols., 2017). En total se han identificado en la
leche humana hasta 50 géneros bacterianos (Ruiz y cols.,
2019). Un estudio realizado con varias cohortes de mujeres
procedentes de paises pertenecientes a Europa, América y
Asia revel6 10 géneros que se consideraron formar parte del
nucleo del bacterioma de la leche humana por estar al menos
en una de las cohortes en un 90% de las mujeres (Tabla 1)
(Lackley y cols., 2019).

Fitzstevens y colaboradores (Fitzstevens y cols., 2017),
llevaron a cabo una revisién sistemdtica en la que incluye-
ron 12 estudios que caracterizan las poblaciones bacterianas
de la leche humana mediante técnicas no dependientes de
cultivo. El estudio muestra la predominancia de los géneros
Streptococcus y Staphylococcus. Recientemente, Togo y colabo-
radores (Togo y cols., 2019), publicaron una nueva revisién
sistemdtica en la que incluyeron datos de 15.000 muestras
de leche procedentes de 242 estudios realizados en 38 paises.
Se detectaron mds de 800 especies. En este estudio mos-
traron c6mo el bacterioma de la leche humana compartia
el 49% de las especies con el bacterioma intestinal, 30%
con el bacterioma vaginal, 28% con el del tracto urinario y
21% con la cavidad oral. Destacar que de las 800 especies

Tabla 1. Porcentaje de muestras de leche con cantidad

cuantificable del género bacteriano.

Género Porcentaje
Staphylococcus 98,7
Streptococcus 97,7
Propionibacterium 75,5
Corynebacterium 1 73,7
Dyella 67,4
Acitenobacter 50,3
Kocuria 40,7
Rhizobium 25,5
Brevundimonas 19,7
Achromobacter 12,4

Modificado de Lackey y cols., 2019.

que identificaron, aproximadamente 300 fueron encontra-
das tinicamente en tejido mamario o leche humana y no en
otros bacteriomas de la mujer, sugiriendo la peculiaridad de
bacterioma de la leche.

Entre los géneros identificados se encuentran también
Lactobacillus y Bifidobacterium que, aunque se encuentran
normalmente de forma minoritaria, tienen gran interés
debido a que son géneros asociados a efectos beneficiosos
sobre la salud. De hecho, algunas cepas de Lactobacillusy
Bifidobacterium, originariamente aisladas de muestras de
leche materna, han mostrado efectos beneficiosos sobre la
salud, especialmente en bebés y en mujeres lactantes (Mal-
donado y cols., 2012 y 2019; Arroyo y cols., 2010, Hurtado
y cols., 2017).

Analizando en mds profundidad Lactobacillus y Bifido-
bacterium encontramos en la leche numerosas especies per-
tenecientes a estos géneros. El andlisis de muestras de leche
procedentes de 493 mujeres espafiolas mostré que entre las
especies de Lactobacillus cultivables dominaban L. fermentum,
L. gasseri'y L. paracasei entre otros. En cuanto a las especies
de Bifidobacterium fueron mds frecuentes B. brevey B.longum
(Tabla 2) (Datos no publicados).

Estos datos son muy similares a los observados en una
poblacién alemana y austriaca en la que destaca la presencia
de L. gasseri, L.fermenum y L. salivarius. Entre las especies
de Bifidobacterium también destacaron B. breve y B. longum
lo que ademds coincide con las especies dominantes en la
microbiota fecal de los bebés (Soto y cols., 2014) (Tabla 2).

Un estudio realizado en mujeres Tailandesas y Chinas
muestra sin embargo un perfil algo diferente mostrando
predominancia de L. paracasei, L. reuteri, L. rhamnosusy L.
vaginalis en el caso de los Lactobacillus, y predominancia de
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Tabla 2. Especies de Lactobacillus identificadas en muestras de leche humana.
Nacionalidad estudios (tamafio muestral)
Alemania/Austria Taiwan/China
(Soto y cols. 2014) Espafa* (Liy cols. 2017)

Especie de Lactobacillus (n= 66)a (n=493)b (n=133)c

L. gasseri D D ND

L. fermentum D D ND

L. salivarius D D ND

L. casei D ND ND

L. paracasei ND D D

L. plantarum D D ND

L. reuteri D D D

L. rhamnosus D D D

L. vaginalis NI D D

L. sakei NI D ND

L. oris NI D ND

L. curvatus NI D ND

Especie de Bifidobacterium

B. breve D D ND

B. longum D D D

B. animalis NI D ND

B. bifidum ND D ND

B. scardovii NI D ND

B. adolescentis ND ND D

B. dentium ND ND D

B. stercoris NI ND D

B. pseudocatenulatum ND D ND
D: Detectada; ND: No Detectada; NI No Investigada. *Datos de laboratorio no publicados.
Deteccion por PCR cuantitativa a partir de ADN directamente obtenido de la muestra de leche. *Cultivo previo de las muestras de leche para
enriquecimiento en medios selectivos para los dos géneros. Las distintas morfologias presentes en cultivos sélidos fueron identificados mediante
MALDL-TOF (MALDI Biotyper®, Bruker). Extraccion directa del ADN de las muestras de leche y pirosecuenciacién del 16S rRNA.

Bifidobacterium adolescentis, B. dentium, B. longum, B. longum
subsp. infantis'y B. stercoris en el caso de Bifidobacterium (Li
y cols., 2017) (Tabla 2). Estas diferencias sugieren factores
geogréficos y/o genéticos que afectan a la conformacién del
bacterioma.

Factores moduladores de la composicién del
bacterioma de la leche humana

Al igual que el bacterioma intestinal, la composicién bac-
teriana de la leche humana es dependiente de diversos facto-
res. Entre estos factores se ha identificado el tipo de parto.
Ast, las mujeres que dieron a luz mediante cesdrea mostraron
mayor abundancia y diversidad bacteriana en la leche que

aquellas que dieron a luz por parto vaginal (Toscano y cols.,
2017; Cabrera-Rubio y cols., 2016).

Del mismo modo que la composicién nutricional de
la leche va cambiando a lo largo de la lactancia, también
se han observado diferencias en la composiciéon del bacte-
rioma. Las bacterias totales, y en especial Bifidobacterium y
Enterococcus spp. aumentan a medida que avanza la lactan-
cia (Khodayar-Pardo y cols., 2014). Weisella, Leuconostoc,
Staphylococcus, Streptococcus'y Lactococcus predominaron en
calostro mientras que en leches de transicién y madura se
encontré mayor presencia de géneros tipicos de la cavidad
oral como Veillonella, Leptotrichiay Prevotella (Cabrera-Ru-
bio y cols., 2012).
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El tiempo de gestacion es otro de los factores que influye
en la composicién del bacterioma de la leche observindose
mayor abundancia de Bifidobacterium en las muestras de
leche en los casos de partos a término en comparacién con los
casos de partos prematuros. Las diferencias son mds acusadas
durante los primeros dfas igualdindose a medida que los nifios
prematuros comienzan a ser amamantados (Khodayar-Pardo
y cols., 2014; Biagi y cols., 2017; Biagi y cols., 2018).

Otro de los factores que determina la composicién de
este bacterioma es la dieta. En un estudio realizado en 94
mujeres se distinguieron dos agrupaciones, una marcada por
abundancia de Streprococcus y otra en la que predominaba
Staphylococcus. Entre los nutrientes de la dieta que se rela-
cionaron con determinados patrones destacé el consumo
de vitamina C durante la lactancia que se relacion6 con una
mayor diversidad bacteriana especialmente en la segunda
agrupacion. También se observé una correlacién positiva
entre Bifidobacterium y el consumo de dcido linoleico
(Padilha y cols., 2019).

Al igual que se ha relacionado la obesidad con un patrén
determinado de microbiota intestinal caracterizado por una
predominancia de Firmicutes sobre Bacteroidetes (Lei y cols.,
2000), existe una relaciéon entre la masa corporal y la com-
posicién del bacterioma de la leche humana observdndose
menos diversidad en el caso de mujeres obesas (Cabrera-Ru-
bio y cols., 2012).

Los diferentes estudios realizados en los tltimos afios
para caracterizar la composicion del bacterioma de la leche
humana muestran diferencias en la composicién del bac-
terioma dependiendo de la region geografica en la que se
llevaron a cabo los estudios. Sin embargo, la variabilidad
entre los diferentes estudios hacia dificil aclarar la verdadera
influencia de la region geogréfica. En un estudio realizado
con 80 mujeres procedentes de diferentes regiones, Espana,
Finlandia, Sur de Africa y China se pudieron identificar
alguno de esos patrones asociados a la region. Por ejemplo,
la dominancia de Streptococcus fue mayor en mujeres chinas.
En Espana se observé una mayor abundancia de Propionibac-
terium'y Pseudomonas. El estudio mostré también una mayor
proporcién de genes de origen bacteriano relacionados con
metabolismo de lipidos, carbohidratos y aminodcidos en las
mujeres de Espafia y Sur de Africa en relacién con las mujeres
finlandesas. Esta observacion es importante pues no sélo
revela diferencias a nivel de poblaciones sino también a nivel
de las funcionalidades que aportan estas poblaciones (Kumar
y cols., 2016). Un estudio mds reciente realizado con un
tamano muestral mds representativo, 394 mujeres, repartidas
entre regiones de Africa, Europa, Norte y Sur de América,
mostrd interesantes resultados. Se confirmé la dominancia
de Staphylococcus 'y Streptococcus los cuales fueron detectados
en el 98,7 y 97,7% de las muestras respectivamente. Sin
embargo, en las distintas regiones se encontraron diferen-
cias importantes en el resto de géneros que conformaban el

ndcleo del bacterioma de la leche. Por ejemplo, el género
Kocuria es muy frecuente en las muestras de mujeres de
Etiopia y Gambia, pero apenas se encuentra en los paises de
Europa y América. Rhizobium 'y Brevundimonas caracterizan
el ndcleo del bacterioma de la Etiopia rural mientras que es
mucho menos frecuente su presencia en el resto de regiones,
incluyendo otros paises de Africa. Estas observaciones ponen
de manifiesto que incluso en regiones proximas y con genéti-
cas similares se observan peculiaridades en el bacterioma que
habri que estudiar con mds detalle (Lackey y cols., 2019).

Conclusién general

Las investigaciones llevadas a cabo durante los tltimos
afos han revelado la presencia de un bacterioma caracteristico
en la leche materna. Sin embargo, todavia quedan muchas
incégnitas, no sélo sobre su composicién y los factores que la
determinan sino también sobre el papel que juegan esas bacte-
rias en el proceso de colonizacién del bebé y su futura salud.
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En los dltimos afnos estamos asistiendo a un creciente
interés por el microbioma humano (conjunto de genes de
todos los componentes de la microbiota de un hébitat deter-
minado), a pesar de que hace més de un siglo que se conocen
los efectos beneficiosos que la microbiota de ocupacién tiene
en el organismo. Hoy sabemos que muchas enfermedades
son el resultado de la pérdida del equilibrio entre nosotros y
nuestras bacterias, disbiosis, por alteracién en la composicion,
metabolismo o distribucién. Esto se acompafa frecuente-
mente de sobrecrecimiento de bacterias u hongos patégenos
y pérdida significativa de diversidad microbiana o grupos de
bacterias clave, que se asocia a desregulacion inmunoldgica
y a una respuesta inflamatoria de bajo grado del huésped,
que puede cronificarse y constituir la base de la enfermedad.

El organismo humano estd constituido por un nimero
semejante de bacterias que de células propias. Estdn presentes
en todas las partes del cuerpo, aunque la mayoria se localizan
en la piel y aquellas cavidades del organismo que se comunican
con el exterior y que son, fundamentalmente, la vagina y el
aparato digestivo, especialmente el intestino grueso. Es lo que
[lamamos microbiota autéctona, estableciéndose habitualmente
una relacién mutualista. Nuestra microbiota nos protege frente
a agentes patdgenos, favorece el desarrollo del sistema inmuni-
tario, colabora en la digestién de componentes de la dieta y en
la provisién de vitaminas y otros nutrientes esenciales.

Cada individuo posee una comunidad microbiana pecu-
liar que depende de su genotipo y de la exposicién temprana
a los microorganismos de su entorno, pero también de la
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dieta, los cambios en los estilos de vida o la terapéutica frente
a las infecciones. Esto implica que la colonizacién desde el
nacimiento serd diferente dependiendo de factores como la
alimentacién de la mujer en edad fértil y gestante, la edad
gestacional, la estancia en Unidades de Cuidados Intensivos
neonatales, el tipo de parto, el modelo de lactancia, el entorno
rural o urbano en que crecemos, el nivel de desarrollo del
pais de nacimiento, el uso de antibiéticos, especialmente los
utilizados para combatir infecciones durante el parto y en la
primera infancia, etc., que son factores condicionantes de
disbiosis. Al final del segundo ano podemos tener una micro-
biota estable, similar a la del adulto, aunque ésta variard a lo
largo de toda nuestra vida. Por tanto, los mil primeros dias
de vida van a ser fundamentales en el desarrollo de nuestro
microbioma y en la programacién de nuestra salud (Tabla 1).

La alimentacién y la nutricién en las primeras etapas
de la vida es capaz de modular el crecimiento y desarrollo
funcional del organismo y ejercer efectos en la programacién
metabdlica que perdurardn a lo largo de todo el ciclo vital,
determinando la morbilidad y la mortalidad. Asi, la Organi-
zacién Mundial de la Salud (OMS) en su Plan de aplicacién
integral sobre nutricién materna, del lactante y del nifio
pequefio, prioriza estas acciones para la mejora del desarrollo
y la salud de los nifios en el mundo antes de 2025®.

El conocimiento y la modulacién de la microbiota abre la
puerta a un gran nimero de investigaciones con el fin de pre-
venir y tratar muchas enfermedades que son hoy principales
causas de morbi-mortalidad.
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Tabla 1. Composicién de la flora intestinal.

Balance: inestable, sistema basado en interacciones
cambiantes

1= bacterias aerébicas, consumen el oxigeno y convierten
el ambiente en un medio favorable para los anaerobios
estrictos

¢ Flora intestinal residual:
— Flora dominante activa (bacilos, bifidobacterias...)
— Flora subdominante (lactobacillus): bajo el control
de la flora dominante y pocas variaciones a lo largo

de la vida.

* Flora intestinal transitoria o temporal:
— Variaciones causadas por cambios dietéticos y
medioambientales, edad, zona geografica....
— Exégena
— NO coloniza

Difiere de un individuo a otro. Difiere en un mismo individuo a lo largo
de la vida, pero las poblaciones dominantes suelen permanecer estables.

La programacién metabdlica y las
enfermedades no transmisibles (ENTs)

El crecimiento y el desarrollo funcional del organismo
puede ser modulado por la alimentacién y la nutricién durante
las etapas tempranas de la vida, teniendo lugar también una
programacién metabdlica a lo largo de todo el ciclo vital®.

Los primeros estudios sobre esta programacion fueron los
de McCance®, pero los primeros datos en humanos se obtu-
vieron de estudios epidemioldgicos, tanto sobre los efectos de
la nutricién temprana en el neurodesarrollo como en el riesgo
de enfermar a lo largo de la vida. Asi, Barker observé una
asociacion entre datos antropométricos al nacimiento y al afio
de edad y el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular
en la edad adulta®. Las tltimas evidencias resultado de estu-
dios de intervencién en nutricién temprana, observan que la
actuacién en periodos criticos del desarrollo, especialmente
en la etapa postnatal inmediata, se asocia a modificaciones en
el crecimiento y la ganancia ponderal a medio y largo plazo.
Por tanto, la alimentacién de la mujer durante el embarazo
y la del nino en los dos primeros afios de vida (los primeros
1000 dias) resultan cruciales para el desarrollo y la salud a
lo largo de la vida. El objetivo principal de la alimentacién
en este periodo es aportar la cantidad suficiente de energia
y macro y micronutrientes que puedan garantizar el creci-
miento y desarrollo adecuados, consiguiendo “una saludable
programacién nutricional temprana’®.

Ademis de la alimentacidn, otros factores como la interac-
cién entre el individuo y la microbiota intestinal parecen influir
en la programacién temprana de las funciones intestinales y
de otros érganos. Asi, una microbiota intestinal saludable se
asocia con menor riesgo de enfermedad a corto, medio y largo
plazo y a un mejor desarrollo del sistema inmune® (Tabla 2).

Tabla 2. Enfermedades relacionadas con alteraciones en la
microbiota-Disbiosis.

Enfermdades relacionadas

¢ Enfermedades autoinmunes
— Enfermedad celiaca
— Diabetes mellitus tipo 1
— Enfermedad inflamatoria intestinal

*  Enfermedades alérgicas
¢ Sindrome del colon irritable

¢ Enfermedades metabdlicas
—  Obesidad
— Diabetes tipo 2

¢ Infecciones bacterianas

¢ Cdncer colo-rectal

Las enfermedades no transmisibles (ENTs) son enferme-
dades crénicas no infecciosas que progresan lentamente. Son
en gran parte prevenibles y la nutricién temprana, determi-
nante del desarrollo y funcién de 6rganos y aparatos, cons-
tituye un factor preventivo fundamental.

La obesidad, la pandemia actual, constituye un impor-
tante factor de riesgo de otras muchas comorbilidades, con-
sideradas también ENTs, presentes ya desde la infancia. La
OMS en su informe “Ending Childhood obesity” destaca la
importancia de los mil primeros dias para establecer estra-
tegias de intervencién para la prevencién de la obesidad y
sus ENTs asociadas©. La alta prevalencia, que contintia en
aumento, de las enfermedades alérgicas, en especial en edad
pedidtrica y adultos jévenes, constituye otro importante
problema de salud. Asi en nuestro pais alrededor del 25%
presenta algtin tipo de alergia. Por otra parte, el incremento
de las enfermedades alérgicas en la edad pedidtrica, asi como
de otras enfermedades inmunes, no parecen explicarse por
factores genéticos, sino por la alta vulnerabilidad del sistema
inmune a los cambios ambientales tempranos (exceso de
higienes, patrones alimentarios, contaminacién atmosférica,
escasa exposicion a agentes infecciosos, etc.)?). Parece existir
una asociacién entre la colonizacién intestinal en el recién
nacido y el riesgo de padecer alergia y, por tanto, se abre un
abanico de posibilidades para su prevencién®.

Estudios recientes observan que algunos factores posi-
bles causantes de alergia podrian formar parte también de la
etiologia de la obesidad®. La expresion génica puede verse
modificada por factores ambientales, epigenética; e incremen-
tar la susceptibilidad a padecer EN'Ts. La mayor plasticidad
y flexibilidad de la expresién génica en las primeras etapas
de la vida ofrece una ventana de oportunidad para revertir
los cambios epigenéticos y prevenir el desarrollo de estas
enfermedades(9.
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Probidticos y prebiéticos en la leche humana
como elemento funcional

La microbiota intestinal humana estd formada por una
serie de microorganismos bacterianos que influyen en distin-
tos procesos fisiolégicos, metabdlicos e inmunoldgicos a lo
largo de la vida. Comienza a formarse durante el embarazo a
partir de la microbiota materna, y tras la colonizacién inicial
durante el parto, continda su diversificaciéon y desarrollo.
Existen diversos factores que pueden afectar en este proceso.
La nutricidn, en este caso, se presenta como un elemento
de suma importancia en la maduracién de la microbiota del
recién nacido. La relevancia del consumo de leche materna
en el proceso de colonizacidn bacteriana es un hecho con-
trastado cientificamente. La leche materna es una fuente de
microorganismos activos y compuestos probidticos y pre-
bidticos que van a desempenar un papel importante para el
6ptimo desarrollo de la microbiota intestinal.

Podemos definir los prebidticos como “ingredientes ali-
mentarios que al ser fermentados selectivamente producen
cambios especificos en la composicion y/o actividad de la
microbiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la salud
del individuo”V. La leche materna contiene entre 5 y 20
g/L de oligosacdridos que colaboran en la proteccién frente
a bacterias y virus patgenos. Ademds, gracias al proceso de
fermentacién, sirven de alimento a las bacterias comensales
(especialmente bifidobacterias), favoreciendo su crecimiento y
actividad. Por otra parte, los probiéticos son microorganismos
vivos que se ingieren en la dieta y que se encargan de regular
el crecimiento de las bacterias comensales de la microbiota.
La leche materna se considera un alimento rico en este tipo
de organismos. De hecho, un lactante que consuma entre
500-800 ml de leche materna puede llegar a ingerir entre 105
y 107 bacterias mutualistas y potencialmente probidticas®.
Asi mismo, se ha observado que casi un 30% de la microbiota
intestinal de lactantes alimentados con leche materna provenia
de las bacterias presentes en la leche y un 10% de la areola
mamaria de la madre(?. Aunque se ha encontrado la presen-
cia de unas 700 especies de bacterias, la microbiota presente
en la leche materna contiene principalmente Streptococcus 'y
Staphylococcus, seguidos por Enterobacterias, Bifidobacterium,
Enterococcus, Lactococcus y Lactobacillus®.

Estudios recientes ponen en evidencia el principal papel
de la lactancia materna frente al tipo de parto en la coloni-
zacién inicial del recién nacido, ya que las bacterias aisladas
de las heces del neonato se asemejan mds a las aisladas en la
leche materna que a las del tracto vaginal. También debemos
tener presente que la composicién de la microbiota de la
leche materna puede sufrir cambios a lo largo del diay alo
largo del tiempo de lactancia, existiendo también diferencias,
al igual que ocurre con otros componentes, en funcién de
los individuos, la localizacién geogréfica, etc.?.

Ademis, la leche humana contiene diferentes oligosacdri-
dos, que constituyen el tercer componente mds abundante

de la misma, disminuyendo sus concentraciones a lo largo
de la lactancia. Existen mds de 1.000 tipos de oligosacdri-
dos diferentes, y se han descrito mds de 200 moléculas en
los humanos. Poseen muchas funciones biolégicas, incluida
la proteccién contra bacterias y virus patégenos, accién
inmunomoduladora, asi como una accién prebiética por
su influencia en el crecimiento de bacterias beneficiosas,
especialmente de Biftdobacterias. Los compuestos de oligo-
sacdridos mds comunes utilizados en la nutricién infantil que
tienen efectos prebidticos similares a los alcanzados con la
leche materna incluyen galactooligosacdridos de cadena corta
(scGOS), fructooligosaciridos de cadena larga (IcFOS) y la
combinacién de ambos. Los datos clinicos han demostrado
que el efecto de esta combinacién de prebidticos en el lac-
tante y los primeros anos de vida puede apoyar el desarrollo
del sistema inmune, disminuyendo el riesgo de alergia¥. Se
debe tener también presente que la leche materna contiene
compuestos bioactivos (IgAs, leucocitos, lactoferrina, neu-
ropéptidos, exosomas, factor de crecimiento, oligosacdridos
complejos, péptidos de caseina, lisozimas, lactoperidoxidasa
y gangli6sidos) que juegan un destacado papel en el mante-
nimiento y desarrollo del sistema inmune.

En definitiva, distintas investigaciones han aportado que
se trata del alimento ideal ya que se adapta concretamente
a las caracteristicas digestivas, necesidades nutritivas y de
crecimiento del recién nacido. De hecho, la leche de cada
mujer tiene una composicion bacteriana tinica, de manera
andloga a lo que ocurre con la microbiota intestinal de nifios
y adultos®. Por eso, lo idéneo es alimentar a los recién naci-
dos con la leche de sus propias madres, aunque en algunas
ocasiones pueden existir ciertas limitaciones. En estos casos,
se debe considerar como una opcién principal la posibilidad
de utilizar el servicio de bancos de leche®.

Los 1.000 primeros dias de vida y la salud del adulto

La microbiota intestinal del recién nacido es un complejo
ecosistema bacteriano que tiene una importante influencia sobre
el sistema inmunitario, la fisiologfa intestinal y el metabolismo,
que consecuentemente repercutird de manera decisiva en el desa-
rrollo del nifio. Concretamente, en relacién al sistema inmune,
estas bacterias comensales poseen la capacidad de generar com-
puestos antibidticos y secretar vitaminas e inmunomoduladores
que fortalecen la capacidad de defensa del individuo. Su desa-
rrollo, una vez establecida la microbiota intestinal inicial, con-
tinta durante aproximadamente los dos primeros anos de vida,
incluyendo los periodos de lactancia y de introduccién a la ali-
mentacién complementaria. Por eso, una adecuada contribucién
a su mantenimiento y crecimiento precisamente durante esta
primera etapa, puede contribuir a la generacién de un sistema
inmune mds eficaz para el resto de las etapas vitales. Aunque
existen distintos elementos que afectan a su maduracién, la
literatura cientifica ha evidenciado que su correcto desarrollo
estd estrechamente ligado a factores nutricionales. De hecho,
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la alimentacién del neonato, es considerada como uno de los
factores clave para el correcto establecimiento y desarrollo de la
microbiota intestinal. En este sentido, la leche materna es un
alimento complejo y vivo, adaptado a las necesidades del recién
nacido e ideal para su alimentacién®.

Microbiota intestinal e inmunidad

El intestino juega un papel critico en el desarrollo y man-
tenimiento del equilibrio del sistema inmune. Las interac-
ciones entre la microbiota intestinal y el sistema inmune son
esenciales en su maduracién. Los estudios que muestran que
los nifios que desarrollan una enfermedad alérgica tienen
una composicién diferente, y disbidtica de su microbiota
intestinal, indican la importancia de su equilibrio en la pro-
gramacioén inmune(®,

La modulacién de la microbiota intestinal durante los pri-
meros meses de vida, cuando el establecimiento de la micro-
biota y la maduracién del sistema inmune no se han comple-
tado atin, brinda una importante oportunidad de intervencién
en el entrenamiento inmunolégico. Asi, se ha observado que
los prebidticos, probidticos y simbidticos, que actian sobre la
microbiota, pueden estimular la inmunidad innata y optimizar
el funcionamiento de la inmunidad adquirida®7.19.

La lactancia materna ha demostrado disminuir el riesgo
de enfermedades infecciosas durante los primeros dias y afios
de vida, incluso en los recién nacidos de muy bajo peso?,
y en los tltimos afios se ha observado su asociacién con un
menor riesgo de desarrollo de adiposidad y sus ENTs aso-
ciadas y enfermedades alérgicas®.

Lactancia materna y obesidad

Existe cierta controversia acerca del papel de la leche
materna como factor protector en la aparicién de sobrepeso
y obesidad infantil. Algunos estudios parecen evidenciar su
importancia como factor protector en la aparicién del exceso
de peso en la infancia y en la adolescencia®). Un metaandlisis
reciente con una muestra de 226.508 participantes observé
asociaciones entre la lactancia materna y una disminucién
significativa del riesgo de obesidad infantil (OR = 0,78, IC
95%, 0,74-0,81), que se incrementaba a medida que se alar-
gaba la duracién®?. Sin embargo, en un ensayo clinico en
el que se aument6 la duracién y exclusividad de la lactancia
materna en 13.557 sujetos, al evaluarlos a los 16 afios de
edad no se demostraron estas asociaciones®. Un estudio
reciente observa que el uso de antibidticos en el primer mes
de vida se asocia con un aumento del indice de masa corporal
y porcentaje de masa grasa entre los 6 y 24 meses de vida®¥.

Dentro de las lineas de investigacion de nuestro grupo
se encuentra el estudio del efecto de la lactancia materna
prolongada sobre la composicién corporal. Desde 2002 se
conoce la fibronectin type 11l domain-containing protein 5
(ENDCS5), pero en los tltimos afos se ha puesto en eviden-
cia su posible papel protector frente a la obesidad. Nosotros

determinamos la expresién del FNDCS5 en el estémago de
rata y su potencial regulacién de la composicién corporal,
demostrando su expresion en la mucosa géstrica y su secre-
cién por el estémago. La prolongacién del periodo de lac-
tancia induce una disminucién en la composicién de grasa
corporal en ratas adultas, a pesar de recibir una dieta alta
en grasa, coincidiendo con un aumento de la secrecién de
ENDCS5 por el estémago y de los niveles circulantes de su iso-
forma 4. Por tanto, demostramos por primera vez la secrecién
de esta proteina y la regulacién de la composicién corporal,
sugiriendo su potencial papel en la homeostasis energética®@).

Para explicar el efecto de la leche de mujer en la pre-
vencion de la obesidad del nifo se postula la influencia del
momento de introduccién de la alimentacién complemen-
taria y/o el tipo y orden de alimentos que la integran. Asi,
recientemente se ha publicado que la ingesta ldctea en este
periodo se correlaciona con el indice de masa magra y nega-
tivamente con bacteroides®¥. Ademds, una menor ingesta
energética y proteica en los primeros meses, factores hor-
monales como la insulina, la secrecién de neurotransmisores
del eje intestino-cerebro o componentes de la propia leche
podrian explicar diferente regulacion de los mecanismos de
hambre y saciedad y de expresion génica, que supongan una
programacién metabélica mds saludable.

Sin embargo, debemos tener presente que hay estudios
que observan asociaciones entre una baja masa grasa en la
etapa de lactancia y un mayor indice de obesidad en el adulro.
Estas diferencias son mds evidentes en minorias étnicas y en
niveles socioeconémicos bajos©@9.

Lactancia materna y enfermedades alérgicas

La leche humana contiene una variedad de sustancias
inmunolégicamente activas, incluyendo inmunoglobuli-
nas, factores antimicrobianas y leucocitos, asi como com-
puestos con propiedades anti-inflamatorias y promotoras
de la tolerancia como los 4cidos grasos polinsaturados de
cadena larga, factor activador de plaquetas e interleucina
10. También contiene agonistas y antagonistas de las res-
puestas inmunes innatas, incluyendo CD-14 y factores que
modulan la senalizacién de receptores toll-like. Desde hace
algo mds de una década se conoce que la leche humana
contiene pequenas glicoproteinas denominadas citocinas.
Citocinas como ciertos factores de crecimiento (TGF-beta
1y 2, esta tltima la mds frecuente en leche materna), que
pueden proteger frente a problemas inmunoldgicos (sibilan-
cias, atopia, eccema), mediante su efecto en el desarrollo y
mantenimiento del sistema inmune, la produccién de IgA,
y la generacién de tolerancia en estudios experimentales y
humanos. Se desconoce el mecanismo tltimo por el que esos
compuestos inmunoldgicamente activos interactiian con el
sistema inmune del recién nacido@.

Los estudios epidemioldgicos no han podido confirmar
que la lactancia materna exclusiva durante 3 o 4 meses se
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asocie a una disminucién de la incidencia de eccema, aunque
si a la disminucién en la frecuencia de sibilancias de repeti-
cién en los dos primeros afios de vida®@9.

A pesar de que la leche materna puede influir en el desa-
rrollo y reparacién de los tejidos, la regulacién inmune o
establecimiento de la microbiota, no ha podido demostrarse
un efecto preventivo sobre el desarrollo de enfermedades alér-
gicas. Es posible que, dado que son enfermedades recientes,
la leche materna no haya tenido tiempo a adaptar su com-
posicién a esta nueva necesidad. Sin embargo, puede modi-
ficarse por el ambiente materno, lo que abre una ventana de
oportunidad a la prevencién a través de la modificacién de su
composicién por la alimentacién o nutricién de la madre@?.

Conclusiones

Dada la especial composicién de la leche materna, su
papel positivo en el crecimiento y desarrollo adecuado del
nifio, en la modulacién de la microbiota y en la prevencién
de las ENTs, organizaciones como la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS), Naciones Unidas para la Infancia
(UNICEF), la Academia Americana de Pediatria (AAP) o
la Asociacién Espafiola de Pediatria (AEP) recomiendan la
lactancia materna exclusiva y a demanda durante los prime-
ros 6 meses de vida. Por ello, la promocién de la lactancia
materna constituye una estrategia prioritaria en la prevencién
e intervencién para la salud a corto, medio y largo plazo.
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Modulacién de la microbiota digestiva
en rumiantes: Potenciando las ventajas y
minimizando los inconvenientes

Alejandro Belanche

Estacion Experimental del Zaidin (CSIC). Granada, Esparia.

Introduccién

Microbiolégicamente el rumen es quizd el ecosistema
digestivo mds diverso y complejo existente el mundo animal.
Este ecosistema alberga a una microbiota compuesta por
bacterias, arqueas, protozoos, hongos y fagos proporcio-
nando una ventaja evolutiva a los rumiantes permitiéndoles
hacer un aprovechamiento eficiente de alimentos ligno-ce-
lulésicos y de fuentes de proteina de baja calidad (incluso
nitrégeno no protéico), para ser transformados en alimentos
de alto valor nutricional. Como consecuencia los rumian-
tes son capaces de digerir una amplia gama de alimentos,
forrajes y subproductos, permitiendo asi ser el Gnico sector
ganadero que puede no entrar en competicion directa por
alimentos de consumo humano. Sin embargo, la fermen-
tacién microbiana ruminal posee algunas desventajas. La
degradacion de la proteina dietética en el rumen por parte de
los protozoos y ciertas especies bacterianas ocasiona una baja
eficiencia de utilizacién nitrogenada por el rumiante (30%
en el mejor escenario). Por lo tanto, el exceso de amonio
ruminal es excretado a través de las heces y orina en forma
de amonio y éxido nitroso que puede ocasionar proble-
mas medioambientales. De forma similar, la fermentacién
anaerobia de los alimentos en el rumen libera hidrégeno
que es utilizado por las arqueas metandgenas para generar
metano entérico, acarreando una pérdida energética para
el animal (entre 2 y el 15% de la energfa bruta), ademads de
contribuir al calentamiento global por ser un gas de efecto
invernadero (GEI).

El mantenimiento de elevados niveles productivos repre-
senta un reto fisiolégico para el rumiante y su microbiota

An Microbiota Probidticos Prebidticos. 2020;1(1):37-41

como fruto del consumo de dietas con alta densidad energé-
tica, pudiendo acarrear patologias como la acidosis ruminal
y las diarreas. Para prevenir dichos problemas tradicional-
mente se recurri6 al uso de antibidticos como modulado-
res de la funcién ruminal y con fines preventivos. Fruto de
ese excesivo uso de antibidticos en produccién animal el
namero de cepas bacterianas multi-resistentes ha aumentado
considerablemente, y actualmente el 60% de los patdgenos
emergentes en humanos es de origen animal. Por ello, la
Autoridad Europea en Seguridad Alimentaria (EFSA) ha pro-
hibido taxativamente el uso de antibidticos en alimentacién
animal con fines preventivos, ocasionado un resentimiento en
ciertos sistemas productivos (fase de arranque, destete y alta
produccién). Por lo tanto, existe una necesidad imperante de
buscar alternativas al uso de antibiéticos como moduladores
de la funcién ruminal que permitan aprovechar las ventajas
que ofrecen los rumiantes y minimizar los inconvenientes.

Debido al creciente rechazo por parte de los consumidores
al uso de sustancias quimicas en produccién animal, el uso
de extractos de plantas en alimentacién animal estd ganado
presencia en el mercado de aditivos alimentarios. Dichas
sustancias, una vez extraidas y concentradas, pueden ejercer
un efecto modulador de la microbiota ruminal ofreciendo
una interesante oportunidad como alternativa a los antibiéti-
cos. A continuacién describiremos los principales grupos de
extractos de plantas, asi como otras estrategias nutricionales
que hoy en dia se consideran prometedoras para optimizar
la funcién ruminal con el objetivo de incrementar la produc-
tividad y/o reducir el impacto ambiental de la produccién
de rumiantes (Fig. 1).
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Figura 1. Descripcién de las estrategias nutricionales y su modo de accién.

Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son mezclan complejas de meta-
bolitos secundarios hidrofébicos y voldtiles. Quimicamente,
la mayoria de los aceites esenciales son metabolitos secunda-
rios del terpeno y fenilpropano (Fig. 1). Los terpenoides mds
comunes destacando el linalool, carvacrol, timol y limoneno,
mientras que dentro de los fenilpropanoides se encuentran el
cinamaldehido, eugenol y anetol. Aunque la actividad biolé-
gica de los AE depende ampliamente del tipo de compuesto,
su concentracion y sus actividades simbiéticas y/o antagdnicas,
es generalmente aceptado que gran parte de su actividad deriva
de su naturaleza hidrofébica, ocasionando un incremento en
la permeabilidad de la membrana bacteriana y mitocondrial a
iones y otros compuestos citoplasmdticos. En este sentido, las
bacterias Gram-positivas suelen presentar una mayor sensibili-
dad a los AE debido a la ausencia de una lipopolisacdridos de
membrana, si bien el efecto no puede considerarse especifico
frente a especies bacterianas concretas del ecosistema rumi-
nal. Dado que los AE suelen poseen un agradable olor, cabria
esperar que su principal efecto como aditivo en dietas para
rumiantes fuese un incremento en la ingestién de alimento.
Sin embargo, tras revisar 33 de los tltimos ensayos in vivo
(Yanez-Ruiz & A, 2020) observamos que Gnicamente en el
20% de ellos mostré un incremento en la ingestion, si bien, la
eficiencia alimentaria aument6 en un 87% de estudios. Entre
los posibles modos de accién se encuentra la modulacién de la
fermentacién ruminal, efecto anti-protozoario y anti-oxidante,
mejora de la absorcién de nutrientes como el calcio y el amonio
a través de la pared ruminal. En un meta-andlisis incluyendo
24 estudios (Fig. 2), se concluyé que la suplementacién con
saponinas redujo de media un 8% las emisiones de metano

de origen entérico, aunque con una elevada discrepancia entre
ensayos (Veneman y cols., 2016). Esta inconsistencia de resul-
tados, en lo referido al uso de AE puede deberse a diferencias
en el tipo de compuesto, dosis o duracién del tratamiento.
En este sentido, recientemente en un meta-analisis hemos
observado un incremento en la produccién de leche del 3,8%
cuando las vacas reciben una mezcla de AE a razén de 1g/d,
si bien los efectos solamente son significativos tras al menos
4 semanas de administracion de AE (Belanche y cols., 2019).
Ello sugiere, que los animales precisan de un cierto tiempo de
tratamiento para mostrar consecuencias productivas.

Taninos

Los taninos son poli-fenoles de alto peso molecular y de
estructura variable que poseen una capacidad para formar
complejos reversibles e irreversibles con proteinas, aunque
también en menor medida con polisacdridos, alcaloides,
minerales y otros compuestos. Los taninos se clasifican en
dos grupos: los taninos condensados (TC) son compuestos
no ramificados y de mayor peso molecular (1.000-20.000
Da) que los taninos hidrolizables (TH, 500-3.000 Da). El
quebracho y el castano son los méximos representantes de
TC y TH, respectivamente, aunque otras especies como el
la acacia, el roble, el argdn y algunas leguminosas también
son fuentes de taninos. El principal modo de accién de los
taninos en nutricién de rumiantes se basa en la reduccién
de la degradacién de la proteina dietética en el rumen. El
pH neutro del rumen favorece la formacién de complejos
tanino-proteina, ocasionando un descenso en su degradacién
a amonio y aumentando del flujo duodenal de proteina.
Estos compuestos se disocian cuando el pH es menor a 3,5,
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en el duodeno, por lo que la mayor parte de la proteina de
dichos complejos es liberada en el intestino para su posterior
absorciéon. Ademds de este mecanismo de accidn, los taninos
también pueden ejercer una inhibicién de ciertas enzimas
bacterianas y fingicas, ademds de poseer actividad anti-mi-
crobiana a nivel ruminal. A diferencia de los AE, los taninos
suelen ocasionar un descenso en el consumo de alimento por
parte del rumiante debido a su sabor amargo y astringente,
especialmente cuando los TC son utilizados a dosis altas. En
este sentido, las cabras parecen tolerar mejor los taninos que
las ovejas y las vacas. La suplementacién con taninos mostrd
un descenso del 18% de las emisiones de metano entérico
en base a un meta-andlisis de 40 estudios (Fig. 2). Dicho
descenso parece deberse a un efecto anti-microbiano directo
sobre los metandgenos, asi como al descenso en la digestion
de fibra en el rumen fruto de su efecto anti-protozoario.
Sin embargo, dada la variabilidad observada, se precisa de
mds ensayos para validar esta estrategia de mitigacién. En
cuanto a los efectos sobre el animal, los taninos reducen la
digestibilidad del alimento ocasionando un incremento de
la excrecién de nitrégeno fecal, asi como una disminucién
del nitrégeno urinario, aspecto, este tltimo que podria mini-
mizar la volatilizacién nitrogenada y las emisiones de amo-
nio y 6xido nitroso a la atmosfera. El efecto de los taninos
sombre la productividad es variable, en general es aceptado
que elevadas dosis de taninos (> 5% de la dieta) repercute
negativamente sobre la ingestién, digestibilidad y produc-
tividad, sin embargo niveles moderados (1-3% de la dieta)
parecen no presentar efectos perjudiciales a nivel productivo.

Las saponinas son compuestos secundarios, principal-
mente de origen vegetal, que son capaces reaccionar con solu-
ciones acuosas generando una espuma estable similar al jabén.
Quimicamente, se trata de glucésidos de alto peso molecular
en los que el aztcar estd unido a una aglicona hidrofébica
(sapogenina) que puede ser de origen triterpenoide o esteroi-
deo. Las saponinas triterpenoides se encuentran en algunas
legumbres como el quillay, alfalfa, guisantes, judias y soja, asi
como en otras plantas como la quinoa, té, espinacas, girasol o
el ginseng. Mientras que las saponinas esteroideas estdn pre-
sentes en la yuca, avena, espdrrago, berenjena y el pimiento,
entre otros. El quillay y la yuca son las fuentes mas comunes
de saponinas y sus extractos se encuentran comercialmente
disponibles para alimentacién animal. En cuanto al modo de
accion, las saponinas dafian la membrana protozoaria redu-
ciendo el nimero de protozoos ruminales (hasta el 50%) y
su actividad. Algunas saponinas también parecen tener cierta
actividad anti-microbiana frente las arqueas metanogénicas
ruminales (Belanche y cols., 2016). Como consecuencia de
ello, se ha observado que la suplementacién con saponinas
reduce un 6% las emisiones de metano de origen entérico
(Fig. 2). Dichos efectos, aunque variables, parecen ser mds
obvios cuando los rumiantes son alimentados con dietas forra-
jeras que con dietas ricas en concentrado. Sin embargo, existe
amplia evidencia de que los efectos anti-protozoarios de las
saponinas son transitorios debido a que las bacterias ruminales
se adaptan a la presencia de saponinas inactivindolas por
desglicosilacién. Para prevenir este fenémeno se ha sugerido
varias estrategias como: i) suplementacién intermitente para
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evitar la adaptacién bacteriana, ii) uso combinado de varios
tipos de saponinas vy, iii) uso de saponinas modificadas qui-
micamente para incrementar su resistencia a la degradacién.
Aunque algunos estudios han mostrado efectos positivos de
la suplementacién de saponinas sobre la produccién de leche
y ganancia de peso en rumiantes en crecimiento (Yanez-Ruiz
& A, 2020), los resultados dependen del tipo de saponina,
dosis, duracién del tratamiento y tipo de animal y dieta.
Algunos ensayos han mostrado un efecto beneficios de las
saponinas sobre el flujo de proteina microbiana al intestino
(Santoso y cols., 2007), posiblemente debido al descenso de
la depredacién bacteriana por parte de los protozoos rumi-
nales. Sin embargo, este efecto beneficioso a nivel protéico
puede verse compensado por un descenso en la degradacién
de fibra por parte de los protozoos, ocasionando un efecto
negativo a nivel energético. Por lo tanto, se considera que las
saponinas puede resultar beneficiosas en rumiantes con altas
necesidades proteicas, como animales en crecimiento alimen-
tos con bajos niveles de proteina pero donde la energia no
es el factor limitante en la dieta. Por contrario, las saponinas
no estarfan aconsejadas cuando el forraje, especialmente si
es de baja calidad, representa la principal fuente de alimento
para el rumiante, o cuando la dieta satisface sobradamente
las necesidades proteicas del animal.

Probiéticos

El uso de probiéticos en alimentacién de rumiantes posee
una larga trayectoria. Entre ellos, la levadura (Saccharomyces
cerevisiae) ha sido el mds ampliamente utilizado para prevenir
la acidosis ruminal. Dado que es un microrganismo anaerobio
facultativo, es capaz de utilizar oxigeno incluso cuando se
encuentra a baja concentracién, por lo que su principal modo
se basa en la reduccién de la presion parcial de oxigeno a nivel
ruminal favoreciendo el crecimiento de microrganismo anae-
robios estrictos como la mayoria de las bacterias fibroliticas
(Newbold y cols., 1996). Fruto de ello, se ha observado que
la suplementacién con levadura puede aumentar la digesti-
bilidad del alimento en rumiantes adultos, sin embargo el
efecto sobre las emisiones de metano es despreciable (Fig. 2).

El uso de acetégenos como probidticos también se ha
propuesto como una estrategia para reducir las emisiones de
metano. La acetogénesis reductiva es un mecanismo natural
de captacién de hidrégeno dominante en varios mamiferos
de fermentacién post-géstrica (roedores y humanos), y en
algtin fermentador pre-géstrico (canguros). El producto final
de dicha ruta metabdlica es el acetato que representa una
fuente de energia para el animal. Sin embargo los resultados
han sido poco prometedores porque las bacterias acetdgenas
son poco abundantes en el rumen y son menos eficientes
que los metanégenos en la captacion de hidrogeno. Por ello
los acetégenos a nivel ruminal compiten en desventaja con
los metandgenos, incluso aunque sean suplementados como
probidtico.

Ademids de la levadura, hoy en dia también se utilizan
otros probiéticos en alimentacién animal como algunas de
pepas de Enterococcus, Bacillusy Lactobacillus, sin bien su uso
esta principalmente destinado a rumiantes jovenes para preve-
nir problemas digestivos a nivel intestinal. En nuestro grupo
de investigacién también estamos estudiado el uso de especies
autéctonas del rumen a modo de probidticos. En concreto
hemos observado que la inoculacién directa de liquido rumi-
nal de rumiantes adultos a animales jévenes permite acelerar
el desarrollo microbioldgico y fisiolégico ruminal, facilitando
el paso de alimentacién liquida a sélida y favoreciendo el
proceso de destete (Belanche y cols., 2019). A pesar de que
los animales inoculados presentaron una mayor ingestion de
forraje tras el destete, queda por dilucidar la persistencia de
dichos efectos en el animal adulto bajo diferentes situaciones
productivas. De forma similar, también estamos estudiando el
concepto de trasplante de microbiota fecal en animales jéve-
nes para prevenir y/o tratar situaciones de disbiosis intestinal
como consecuencia del uso de antibidticos orales.

Lipidos

La suplementacién de la dieta con lipidos permite incre-
mentar la densidad energética de la dieta sin incrementar el
aporte de carbohidratos fécilmente fermentables (almidén).
Por lo tanto es una estrategia apropiada para animales de
alta produccién donde la ingestién de alimento puede ser
limitante (e.g. pico de lactacién bajo estrés por calor). Dicha
estrategia permite cubrir las necesidades energéticas del ani-
mal, asi como prevenir descensos en el contenido graso de la
leche. Sin embargo, la suplementacién con lipidos también
es un método eficaz para reducir las emisiones de metano
de origen entérico. Un meta-andlisis de 179 estudios mostrd
una reduccién consistente de aproximadamente el 14% en las
emisiones de metano cuando la dieta fue suplementada con
lipidos (Fig. 2). Ademds se han descrito ecuaciones de predic-
cién que sugieren una reduccion en la emisiones de metano
del 2,2% en vacas lecheras y del 5,6% en vacas de carne y
ovejas por cada 1% de inclusién de lipidos en la dieta, inde-
pendientemente del tipo de lipido (Martin y cols., 2010).
Sin embargo, existen evidencias que lo dcidos grasos (AG) de
cadena media como el dcido ldurico (C12:0) y el miristico
(C16:0) son especialmente efectivos (7.3% de descenso por
unidad porcentual de lipidos anadidos), asi como los AG
poli-insaturados como el linoleico y el linolénico (4,3% de
descenso). En base a ello, los efectos varfan dependiendo si
se utilizan fuentes ricas en AG insaturados (girasol, colza,
lino y soja) o saturados (coco y plama). El mecanismo de
accién de los lipidos como aditivo es multiple: i) al no ser
fermentados en el rumen disminuyen la produccién de hidré-
geno, que unido a la incorporacién de hidrégeno durante el
proceso de bio-hidrognenacién ocasiona un descenso en la
produccién de metano ruminal, ii) los AG de cadena media
poseen ciertos efectos anti-metandgenos, iii) los AG polinsa-
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turados son toxicos para bacterias celuliticas y protozoos, iv)
y los AG de cadena larga alteran la membrana de bacterias
Gram-positivas. Todos estos cambios microbiolégicos suelen
favorecen una fermentacién propidnica, y por consiguiente
mds eficiente. Sin embargo, no se recomienda afiadir mds de
un 5% de lipidos en las dietas de rumiantes debido a puede
comprometer la funcién ruminal, ademds de poder modificar
el perfil lipidico de la leche y carne de dichos animales.

Acidos organicos

La utilizacién de dcidos orgdnicos como el malato, fuma-
rato, aspartato y acrilato ha mostrado resultados muy prome-
tedores 7 vitro. Todo ellos son precursores del propionato y
butirato, por lo tanto pueden actuar como aceptores de hidré-
geno compitiendo con los metandgenos ruminales (Newbold
y Rode, 20006). Estos dcidos orgdnicos, o sus metabolitos, son
reducidos por la accién de las bacterias ruminales que usan
hidrégeno o formato como fuente de electrones para producir
succinato y finalmente propionato. Aunque un meta-andli-
sis mostré un descenso medio del 15% en las emisiones de
metano mediante al adicién de sumideros de hidrégeno (Fig.
2), la mayoria de los 40 estudios fueron realizados iz vivo.
La utilizacién de dcidos orgdnicos iz vivo presenta algunos
retos, en primer lugar se precisa de cantidades relativamente
altas de esos sustratos para que su efecto sea visible (hasta 200
g al dia en vacuno), lo que puede hacerlo econémicamente
inviable, y en segundo lugar algunos de estos dcidos orgdnicos
(e.g. fumarato) pueden ocasionar problemas de palatabilidad
y reducir el consumo de alimento por parte del rumiante.

Compuestos de sintesis

Ademis de los extractos de plantas, uno de los compues-
tos mds prometedores para reducir la metanogénesis ruminal
ha sido el 3-nitroxilpropanol (NOP). Esta molécula de sin-
tesis es un andlogo de la sub-unidad metil-coenzima M de
la enzima metil-coenzima M niquel reductasa existente en
las arqueas ruminales. Esta enzima cataliza el dltimo paso de
la ruta de formacién de metano en las arqueas, por lo que
su inhibicién suele acarrear una reduccién en las emisiones
de metano de hasta el 30% sin ocasionar efectos negati-
vos en el animal (Hristov y cols., 2015). Sin embargo, los
efectos sobre la productividad suelen ser minimos debido
a que el hidrégeno que no es transformado en metano se
acumula en el rumen sin ser aprovechado. Por ello, una de
nuestras lineas de investigacion se centra en la redireccién
de este exceso de hidrégeno hacia sumideros alternativos
que puedan redirigirlo hacia productos de fermentaciéon
utilizables por el animal. Ademds del 3NOP, se ha han uti-
lizado otros compuestos de sintesis con actividad inhibitoria
de la metanogénesis ruminal como el bromoclorometano,
2-bromoetanosulfonato y el cloroformo. En este sentido, un
meta-andlisis de 52 estudios mostré un descenso medio del
25% en las emisiones de metano, si bien la mayoria de dichos

estudios también fueron realizados 77 vitro (Fig. 2). Por ello,
hoy en dia el uso de inhibidores quimicos parece representar
una de las estrategias de mitigacién mds prometedoras en
alimentacién de rumiantes.

Conclusién

La presencia de una compleja microbiota ruminal permite
a los rumiantes fermentar alimentos fibrosos y subproductos
en productos de fermentacién asimilables por los rumian-
tes. Aunque este proceso ha sido evolutivamente optimizado
durante miles de afos, existe un potencial de mejora sustan-
cial para adaptarlo a los actuales modelos de produccién. La
utilizacién de extractos de plantas como aceites esenciales,
taninos y saponinas, asi como la suplementacién de la dieta
con lipidos, dcidos orgdnicos, probidticos y compuestos de
sintesis, representan alternativas para incrementar la produc-
tividad o reducir el impacto ambiental derivado de la meta-
nogénesis ruminal e ineficiencia de los procesos digestivos.
El desarrollo de técnicas de secuenciacién masiva estd per-
mitiendo describir el modo de accién de dichas estrategias,
asi como avanzar en el conocimiento de la modulacién del
microbioma ruminal para satisfacer las actuales exigencias
en la produccién de rumiantes.
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Abstract

Streptococcus agalactiae (Group B Streptococci, GBS) is
one of the microorganisms that are most frequently associ-
ated to neonatal infections. Antenatal culture-based screening
of pregnant women allows identifying GBS carriers. In case
of positive recto-vaginal culture for GBS, intrapartum antibi-
otic prophylaxis (IAP) is used to prevent vertical transmission
of GBS to the neonate. Alternatives to antibiotics are needed
due to limitations associated to such strategy, including its
negative impact on the acquisition, composition and devel-
opment of infant microbiota. First, the vaginal microbiota
of non-pregnant (n= 30) and pregnant (n= 24) women was
studied, including the assessment of GBS colonization. A
total of 89 Lactobacillus isolates were obtained and, then,
10 Lactobacillus salivarius strains from healthy women were
selected for further characterization. The best candidate for
GBS eradication after 77 vitro characterization, including the
inhibition of different S. agalactiae strains, was L. salivarius
CECT 9145. Next, a pilot trial involving 57 healthy preg-
nant women was designed to test the efficacy of L. salivarius
CECT 9145 to eradicate GBS from the intestinal and vaginal
tracts of pregnant women. GBS-positive women in the pro-
biotic group (= 25) consumed -9 logio cfu of L. salivarius
CECT 9145 daily from week 26 to week 38. The rectal and

vaginal GBS colonization was reversed in 72% and 68% of

An Microbiota Probiéticos Prebiéticos. 2020;1(1):42-46

the women in this group, respectively, at the end of the trial
(week 38). In conclusion, oral administration of L. salivarius
CECT 9145 seems to be an efficient method to reduce the
number of GBS-positive women during pregnancy. This will
reduce the number of women receiving IAP during delivery.

Key Words: Lactobacillus salivarius, Streptococcus agalactiae,
GBS, probiotic, pregnancy.

The burden of neonatal sepsis

Neonatal sepsis is a systemic infection occurring in infants
at < 28 days of life. The World Health Organization estimates
that 1 million deaths per year (10% of all under-five mortal-
ity) are due to neonatal sepsis and that 42% of these deaths
occur in the first week of life®®. Neonatal sepsis contributes
substantially to neonatal morbidity and mortality, and is a
major global public health challenge worldwide®.

According to the age of onset, neonatal sepsis is divided
into early-onset sepsis (EOS) and late-onset sepsis (LOS).
EOS has been variably defined based on the age at onset,
with bacteremia or bacterial meningitis occurring at < 72
h in infants hospitalized in the neonatal intensive care unit
versus < 7 days in term infants. EOS reflects transplacental or
ascending infections from the maternal genitourinary tract,
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whereas LOS is associated with the postnatal nosocomial or
community environments.

The characteristics of the microorganisms causing neona-
tal sepsis are of primary importance in guiding clinical prac-
tice, and strategies to prevent and treat them may influence,
in turn, the pattern of pathogens involved in such infections.
In fact, the etiology of neonatal sepsis varies with geographi-
cal location and changes over time. The microorganisms most
frequently involved in EOS, taking in account both term and
preterm infants together, are Streptococcus agalactiae (group
B streptococci, GBS) and Escherichia coli, which account for
approximately 70% of infections®. Additional pathogens
to consider, which account for the remaining minority of
cases, are other streptococci (most commonly viridans group
streptococci but also Streptococcus pneumoniae), Staphylococcus
aureus, Enterococcus spp., other Gram-negative enteric bacilli
(such as Enterobacter spp.), Haemophilus spp., and Listeria
monocytogenes®). However, when only preterm infants are
considered, the burden of disease attributable to E. coli and
other Gram-negative rods increases, making Gram-negative
sepsis the most common etiology of EOS in this popula-
tion.

The distribution pattern of causative pathogens varies
across regions and may change over time within the same
hospital due to demographic characteristics of patients, host
and environmental microbiota and the policy of feeding
and antibiotic use. It should be noted that the wide (and
often empirical) use of broad-spectrum antibiotics in the past
decades has contributed to an increasing incidence of multi-
drug (MDR)-resistant Gram-negative bacilli, which account
for approximately 20% of bacteremia cases, and are associ-
ated with a 2.8-fold increase in neonatal mortality rate when
compared to cases of sepsis caused by non-MDR strains®.

Globally, preterm birth is a significant contributor to
neonatal death. Every year, approximately 6,000,000 births
are preterm, and more than 500,000 neonates die due to
prematurity, accounting for 44% of all deaths under the
age of 5 years©®”). The majority of early preterm births are
due to microbial infection®, and approximately 10% are
attributable to GBS®10,

The case of Streptococcus agalactiae: a
challenge during pregnancy and delivery

S. agalactiae is one of the microorganisms most frequently
involved in severe neonatal EOS cases. Women, men and
children of all ages in both developed and developing coun-
tries can be colonized with GBS without having any symp-
toms. The gastrointestinal tract, vagina and urethra serve as
reservoirs for GBS. In other words, S. agalactiae is a patho-
biont that is often part of the normal microbiota found
in the gastrointestinal and genitourinary tracts of healthy
womenD. Since the 1970s, GBS is considered one of the
main risk factors for preterm birth? and one of the most

common causes of neonatal infectious morbidity and mor-
tality in Europe, North America and Australia®3 4.

GBS serotypes Ia, II, III and V are responsible for early
onset episodes caused by this species!®. In contrast, late
onset disease is caused predominantly by serotype I1104. The
maternal colonization rate usually ranges from 12 to 28%,
independently of the countries or socio-economic status of
the screened women9, while such rate has been reported to
oscillate from 12 to 20% in Spain”. However, only 1-2%
of the neonates born from non-treated GBS-positive women
develop GBS sepsis(®.

The relevance of GBS as an agent of neonatal infections
prompted the finding of strategies for its eradication from
the intestinal and genitourinary mucosal surfaces of pregnant
women. To date, four approaches have been recommended
for the prevention of neonatal GBS infections: (a) a risk-
based strategy; (b) an universal GBS screening-based strategy
(vaginal/rectal GBS cultures); (c) a combined risk/screen-
ing-based strategy; and (d) a combined risk/screening-based
strategy using the PCR test(9.

In Spain, recto-vaginal GBS screening at week 35-38
of pregnancy, and subsequent intrapartum antibiotic pro-
phylaxis (IAP), to GBS-positive and unknown GBS status
women is the most common strategy used to prevent neo-
natal GBS neonatal infections. However, such strategy does
not prevent GBS-related abortions, stillbirths and preterm
births, and may lead to increasing rates of antibiotic resis-
tance among clinically relevant microorganisms©@%20. In
addition, it has a very negative impact on the acquisition,
composition and development of the infant microbiota®22).
GBS vaccines are not available at present and, therefore, there
is a need for alternative strategies to avoid GBS colonization
during pregnancy. In this context, the general objective of
this work was the selection of a safe probiotic strain with the
ability to eradicate GBS from the intestinal and genitourinary
tracts of pregnant women. The work was divided in three
partial objectives, which will be briefly described below (for
a detailed description of the study, see?9).

Objective 1: Assessment of the vaginal microbiota
of pregnant and non-pregnant women

The first partial objective of this work was the study
of the vaginal microbiota of pregnant and non-pregnant
women, including the assessment of the GBS colonization
rates and the preliminary selection of lactobacilli strains from
GBS-negative women. A total of 54 fertile healthy women
(30 non-pregnant women and 24 pregnant ones) participated
in this study. Non-pregnant women provided 4 vaginal exu-
date samples (days 0, 7, 14 and 21 of their menstrual cycles)
while pregnant women provided a single sample collected at
week 35-37 of pregnancy. Samples were cultured on a wide
variety of culture media and the identification of the isolates

was performed by PCR sequencing of the 16S rDNA gene or
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MALDI-TOE. The percentage of GBS positive women was
19% and 25% among pregnant and non-pregnant women,
respectively.

A total of 89 Lactobacillus isolates were obtained from
the vaginal swabs and, subsequently, submitted to RAPD
genotyping to avoid duplication of isolates. Among them,
10 Lactobacillus salivarius strains were selected for further
characterization on the basis of the following criteria: (1)
absence of S. agalactiae, Gardnerella vaginalis, Candida spp.,
Ureaplasma spp. and Mycoplasma spp. in the vaginal sam-
ples from which the lactobacilli were originally isolated; (2)
Qualified Presumption of Safety (QPS) status conceded by
the European Food Safety Authority (EFSA); and (3) ability
of the strain to grew rapidly in MRS broth under aerobic
conditions (= 1 x10¢ cfu/mL after 16 h at 37°C).

Objective 2: In vitro and in vivo characterization
of the pre-selected strains

Initially, an overlay method was used to determine the
ability of the lactobacilli strains to inhibit the growth of
12 different S. agalactiae strains, 6 isolated from blood or
cerebrospinal fluid in clinical cases of neonatal sepsis and
the remaining 6 from vaginal samples of pregnant women.
Clear inhibition zones (ranging from 2 to 20 mm) were
observed around the lactobacilli streaks. In relation to the
antimicrobial compounds that may be responsible for such
activity, the concentration of L-lactic acid in the supernatants
obtained from MRS cultures was similar (-10 mg/mL) for all
the lactobacilli. In contrast, D-lactic acid was not detected in
the supernatants of the tested strains. All the strains acidified
the MRS-broth medium to a final pH of -4 after 16 h of
incubation. No bacteriocin-like activity could be detected
against the tested S. agalactiae strains and two strains (L.
salivarius CECT 9145 and V7IV-1) were able to produce
hydrogen peroxide (-7.4 pg/mL). The capacity of the lacto-
bacilli strains to form large, well defined co-aggregates with
S. agalactiae was strain-dependent.

Co-culture with S. agalactiae seemed not to affect the
growth of any of the L. salivarius strains. In contrast, most
of the L. salivarius strains were able to interfere at a higher
or lower degree with the growth of the different S. agalactiae
strains included in this assay. Among them, L. salivarius
CECT 9145 showed the highest ability to inhibit the growth
of S. agalactiae since the presence of two of the four S. aga-
lactiae strains was not detectable in the co-cultures and the
concentration of the other two showed a -2.5 log; decrease
after an incubation period of only 6 h at 37°C. No viable
streptococci could be detected when the co-cultures were
incubated for 24 h.

The lactobacilli strains tested were strongly adhesive
to both Caco-2 and HT-29 cells and, in addition, all of
them showed adhesion to vaginal epithelial cells. L. sali-

varius CECT 9145 globally displayed the highest ability to

adhere to both intestinal and vaginal epithelial cells. The
lactobacilli strains tested showed a variable ability to adhere
to porcine mucin. L. salivarius CECT 9145 was the strain
that showed the highest adherence ability followed by L.
salivarius V7IV-1. None of the strains were able to degrade
gastric mucin in vitro.

The viability of the strains after exposition to conditions
simulating those found in the gastrointestinal tract varied
from ~64% (L. salivarius CECT 9145) to 30% (L. salivarius
V3III-1). All the lactobacilli strains were sensitive to most
of the antibiotics tested, including those with a special clini-
cal relevance such as gentamycin, tetracycline, clindamycin,
chloramphenicol, and ampicillin, showing MICs equal to,
or lower than, the breakpoints defined by EFSA®7. All the
strains were resistant to vancomycin and kanamycin, which
are intrinsic properties of the L. salivarius species. The L.
salivarius strains neither produced biogenic amines nor har-
bored the genes required for the biosynthesis of this type of
compounds.

Globally, L. salivarius CECT 9145 was the strain that
showed the best results as a candidate for future clinical tri-
als?9. Subsequently, its potential acute and repeated dose (4
weeks) oral toxicity was evaluated in a rat model. In addition,
the potential translocation of this strain to blood and some
organs was also investigated in the same animal model. In
the acute (limit test) study, 24 rats (12 males, 12 females)
were distributed into two groups of 6 males and 6 females
each. Each rat received skim milk (500 uL) orally (control
group or Group 1), or a single oral dose of 1 x 101° colo-
ny-forming units (cfu) of L. salivarius CECT 9145 dissolved
in 500 pL of skim milk (treated group or Group 2). Animals
were checked for clinical signs and mortality twice a day.
At the end of a 14 days observation period, the rats were
weighed, euthanized and necropsied. No abnormal clinical
signs, behavioural changes, body weight changes, macro-
scopic findings, or organ weight changes were observed. All
animals survived the 2-week observation period. There were
no statistical differences in body weights among groups. Sim-
ilarly, no statistically significant differences in body weight
gain, food and water consumption were noted. The hema-
tological and clinical chemistry parameters assessed after 2
weeks of administration of the strain were not significantly
different compared with those of controls. There were no
statistical differences in organ weight or organ body weight
ratios related to the test strain. L. salivarius CECT 9145
was not associated with any incidence of macroscopic and
microscopic changes. Therefore, L. salivarius CECT 9145
has a low order of acute toxicity and the oral lethal dose
(LDso) for male and female rats is higher than 1 x 10'° cfu.

The repeated dose (4 weeks) (limit test) study was con-
ducted in 48 rats (24 males, 24 females) divided in four
groups of 6 males and 6 females each (control group or group
3; treated group or group 4; satellite control group or group
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5; and satellite treated group or group 6). Rats received a
daily dose of either skim milk (500 pL) (groups 3 and 5) or
1 x 10° ctu of L. salivarius CECT 9145 dissolved in 500 pL
of skim milk (groups 4 and 6) orally once a day over 4 weeks.
Animals were checked for clinical signs and mortality twice a
day. All rats of the groups 3 and 4 were euthanized and nec-
ropsied on day 29. All animals of the satellite groups (groups
5 and 6) were kept a further 14 days without treatment to
detect delayed occurrence of toxic effects. All rats of the
groups 5 and 6 were euthanized and necropsied on day 42.
No mortality was observed. No treatment-related changes in
the general condition and external appearance were observed
in the treated rats. The development of the animals during
the experimental period corresponded to their species and
age. There was no significant difference in body weight, body
weight gain, and water and food consumption among groups
treated with L. salivarius CECT 9145 in comparison to the
control groups at any time point of the experimental period.
All hematology data were within normal limits and differ-
ences between groups were no observed. Clinical chemistry
data showed no treatment-related alterations at the end of
the 4-weeks treatment period. Individual values and group
mean values were within the physiologic ranges. Necropsies
did not reveal any gross pathological changes or any differ-
ences in organ weights in comparison to the corresponding
control groups. The no-observed-adverse-effect level in this
repeated dose oral toxicity study was the dose tested, i.e. 1
x 10° ctu of L. salivarius CECT 9145.

In order to determine changes in the antioxidant defense
because of the probiotic treatment, liver GSH concentration
was determined. No significant differences in liver GSH con-
centration were observed between control and treated groups.
This indicates that treatment with L. salivarius CECT 9145
did not cause oxidative stress to rats and is consistent with the
absence of bacteremia since no lactobacilli could be isolated
from blood, liver or spleen of the rats. L. salivarius CECT
9145 could be isolated from colonic material and vaginal
swabs samples of all the treated animals (probiotic groups)
at the end of the treatment while it could not be detected
in any sample from the placebo groups.

Objective 3: Clinical trial to assess the efficacy
of L. salivarius CECT 9145 for GBS eradication
during pregnancy

Finally, the efficacy of L. salivarius CECT 9145 to erad-
icate GBS from the intestinal and vaginal tracts of pregnant
women was evaluated in a human clinical trial. A total of 57
healthy pregnant women (39 rectal and/or vaginal GBS-pos-
itive women; 18 rectal and vaginal GBS-negative women
at the start of the intervention) participated in this study.
Volunteers were distributed into 3 groups. All the volunteers
in the probiotic group (= 25) were GBS-positive and con-
sumed a daily sachet with ~50 mg of freeze-dried probiotic

(-9 logio cfu of L. salivarius CECT 9145) from week 26 to
week 38 of pregnancy. Recto-vaginal GBS screening was
performed at 28, 32 and 36-38 weeks. Placebo subgroup 1
(n=14) included GBS-positive women that were going to
receive IAP because they had a previous baby that suffered a
GBS sepsis. Placebo subgroup 2 (7= 18) included GBS-neg-
ative women.

All the women of the placebo subgroup 1 remained posi-
tive while all the women of the placebo subgroup 2 remained
negative at the different sampling points. Women of the
probiotic group also tested positive for GBS at 28 weeks,
but an increasing number of GBS-negative results appeared
in the successive swabs collected until delivery. At 30 weeks,
culture of rectal swabs taken from four women of this group
rendered a negative result and the number of these samples
increased to 18 (72% of the participants) at 38 weeks. Sim-
ilar results were obtained culturing vaginal swabs obtained
from this group, although the proportion of women testing
negative for GBS were always slightly higher when analyzing
the rectal swabs than in the vaginal ones. In this group, the
mean value for S. agalactine counts decreased significantly
with the administration time of L. salivarius CECT 9145,
from a mean value of 5.14 log;o cfu/mL at 26 weeks (7= 25)
to 3.80 log;o cfu/mL at 38 weeks (7= 9). No adverse effects
arising from the intake of L. salivarius CECT 9145 were
reported by any of the women that participated in this study.
Therefore, the clinical trial indicates that L. salivarius CECT
9145 is a safe and efficient method to reduce the number of
GBS-positive women during pregnancy®0.

In summary, our study includes the whole process from
strain isolation to a pilot clinical study specifically targeting
GBS eradication in pregnant women. The criteria followed
for the selection of the best candidate for such a target (L.
salivarius CECT 9145) allowed a notable reduction in the
rate of GBS-colonized women and led to a reduction in
the use of antibiotics during the peripartum period. As a
conclusion, the administration of L. salivarius CECT 9145
to GBS-positive pregnant women is a safe and successful
strategy to significantly decrease the rates of GBS coloniza-
tion during pregnancy and, therefore, to reduce the expo-
sure of pregnant women and their infants to intrapartum

prophylaxis.

References

1. Lawn JE, Cousens S, Zupan J; Lancet Neonatal Survival Steering Team.
4 million neonatal deaths: when? Where? Why?. Lancet. 2005; 365: 891-
900.

2. Qazi SA, Stoll B]. Neonatal sepsis: a major global public health challenge.
Pediatr Infect Dis J. 2009; 28(1 Suppl): S1-2.

3. Simonsen KA, Anderson-Berry AL, Delair SE Davies HD. Early-onset
neonatal sepsis. Clin Microbiol Rev. 2014; 27: 21-47.

4. Hornikab CP, FortaP, Clark RH, Wattab K, Benjamin DK, Smith PB.
Early and late onset sepsis in very-low-birth-weight infants from a large

group of neonatal intensive care units. Early Hum Dev. 2012; 88(Suppl
2): S69-74.

Vol. 1-N°1-2020

Designing a probiotic for eradication of group B streptococci (GBS) during pregnancy: from selecting a ... 45



5. Tsai MH, Hsu JE, Chu SM, Lien R, Huang HR, Chiang MC, et al. 17. Alés Cortés JI, Andreu Domingo A, Arribas Mir L, Cabero Roural L, De
Incidence, clinical characteristics, and risk factors for adverse outcome Cueto Lépez M, Lépez Sastre J, et al. Prevencién de la infeccién perinatal
in neonates with late onset sepsis. Pediatr Infect Dis J. 2014; 33: €7-13. por estreptococo del grupo B. Recomendaciones espafiolas. Actualizacién

6. Liul, Oza§, Hogan D, Perin J, Rudan I, Lawn JE, et al. Global, regional, 2012. Document.o de consenso SEIMC/SEGO/SEN/SEQ/SEMFYC.
and national causes of child mortality in 2000-13, with projections to Enferm Infecc Microbiol Clin. 2013; 31: 159-72.
inform post-2015 priorities: an updated systematic analysis. Lancet. 2015; ~ 18. Baker CJ, Edwards MS. Group B streptococcal infections. In: Remington
385: 430-40. J, Klein J (Eds.). Infectious diseases of the fetus and newborn infant, 4t

7. Mokdad AH, Forouzanfar MH, Daoud F, Mokdad AA, El Bcheraoui C, ed. Philadelphia: WB Saunders; 1995.

Moradi-Lakeh M, et al. Global burden of diseases, injuries, and risk factors 19. Akker-van Marle ME, Rijnders MEB, Dommelen P, Fekkes M, Wouwe
for young people’s health during 1990-2013: a systematic analysis for the JB, Amelink-Verburg MP, et al. Cost-effectiveness of different treatment
Global Burden of Disease Study 2013. Lancet. 2016; 387: 2383-401. strategies with intrapartum antibiotic prophylaxis to prevent early-onset

8. Romero R, Dey SK, Fisher S]. Preterm labor: one syndrome, many causes. group B streptococcal disease. BJOG. 2005; 112: 820-6.

Science. 2014; 345: 760-5. 20. Dinsmot?r M], Viloria R, Leif L, Elder S. Use of intrapartum .antibi‘otics

9. DiGiulio DB, Romero R, Amogan HP, Kusanovic JB, Bik EM, Gotsch and the incidence of Rostn:iltal maternal and neonatal yeast infections.

o o . o Obstet Gynecol. 2005; 106: 19-22.
E et al. Microbial prevalence, diversity and abundance in amniotic fluid ] o ) o )
during preterm labor: a molecular and culture-based investigation. PLoS 21. Barcaite E, Bartusevicius A, Tameliene R, Kliucinskas M, Maleckiene L,
One. 2008; 3: €3056. Nadisauskiene R. Prevalence of maternal group B streptococcal colonisation
i inE ies. Acta Obstetr Gynecol Scand. 2008; 87: 260-71.

10 Han YW, Shen T, Chung P, Buhimschi IA, Buhimschi CS. Uncultivated i1 Suropean countrl.es o . Stetr bynecol sean . .
bacteria as etiologic agents of intra-amniotic inflammation leading to 22. Tanaka S, Kobayashi T, S'()r}g)l'nda 15 Tatcy'ama A, Tsubouchi M, Kl}'/ohara
preterm birth. J Clin Microbiol. 2009; 47: 38-47. C, etal. Influence ofantlb}otlc exposure in the early postnatal perlofi on

the development of intestinal microbiota. FEMS Immunol Med Micro-

11. Edwards MS, Nizet V, Baker C]J. Group B streptococcal infections. In: biol. 2009; 56: 80-7
Remi S, Klein JO, Wilson CB, et al (Eds.). Infectious di f e

emington J ein J R ! sonh et 2 (Eds.) . n CCtIO.uS |seases O. 23. Aloisio I, Quagliariello A, de Fanti S, Luiselli D, de Filippo C, Albanese

the fetus and newborn infant, 7 ed. Philadelphia: Elsevier Saunders; A ’ PP >
2011 D, et al. Evaluation of the effects of intrapartum antibiotic prophylaxix
on newborn intestinal microbiota using a sequencing approach targeted

12. Lawn JE, Gravetct MG, Nunes TM, Rubens CE, Stanton C; GAPPS to multi hypervariate 16S rDNA regions. Appl Microbiol Biotechnol.
Review Group. Global report on preterm birth and stillbirth (1 of 7): 2016; 100: 5537-46.
definitions, descrip Lon o.f the burden and opportunities o improve data. 24. Arboleya S, Sdnchez B, Solis G, Ferndndez N, Sudrez M, Herndndez-Bar-
BMC Pregnancy Childbirth. 2010; 10 Suppl 1: SI. . : g

ranco AM, et al. Impact of prematurity and perinatal antibiotics on the

13. Stoll BJ, Hansen NI, Sanchez PJ, Faix RG, Poindexter BB, Van Meurs developing intestinal microbiota: a functional inference study. Int ] Mol
KP, et al. Early onset neonatal sepsis: the burden of group B streptococcal Sci. 2016; 17: E649.
and £. cols disease continues. Pediatrics. 2011; 127: 817-26. 25. Cotten CM. Adverse consequences of neonatal antibiotic exposure. Curr

14. Le Doare K, Heath PT. An overview of global GBS epidemiology. Vaccine. Opin Pediatr. 2016; 28: 141-9.

2013; 31(Suppl. 4): D7-12. 26. Martin V, Cérdenas N, Ocafa S, Marin M, Arroyo R, Beltrdn D, et al.

15. Weisner AM, Johnson AP, Lamagni TL, Arnold E, Warner M, Heath PT, Rectal and vaginal eradication of Streprococcus agalactiae (GBS) in pregnant
etal. Characterization of group B streptococci recovered from infants with women by using Lacrobacillus salivarius CECT 9145, a target-specific
invasive disease in England and Wales. Clin Infect Dis. 2004; 38: 1203-8. probiotic strain. Nutrients. 2019; 11: E810.

16. Stoll BJ, Schuchat A. Maternal carriage of group B streptococci in devel- ~ 27. EFSA Guidance on the characterisation of microorganisms used as feed
oping countries. Pediatric Infectious Dis J. 1998; 17: 499-503. additives or as production organisms. EFSA J. 2018; 16: €05206.

46 D.A. Beltrdn y cols. Anales de Microbiota, Probidticos & Prebidticos



ANALES DE

Taller 4. Psicobidticos

Microbiota
Probidticos
Prebioticos

XI Workshop Sociedad Espafiola de Microbiota, Probidticos y Prebidticos

Microbiota-Intestino-Cerebro

Modnica De la Fuente

Departamento de Genética, Fisiologia y Microbiologia. Universidad Complutense de Madrid.

Resumen

El eje microbiota-intestino-cerebro se basa en la comu-
nicacién neuroinmunoendocrina, la cual se establece tanto
a nivel general como en cada 6rgano, permitiendo una
adecuada homeostasis y, consecuentemente, la salud del
individuo. La microbiota intestinal se va a comunicar con
los sistemas homeostdticos (el nervioso, el endocrino y el
inmunitario) en el intestino y desde esa localizacion, a través
de diferentes vias, con el cerebro, influyendo en su funcio-
namiento. Dada la bidireccionalidad del eje, todo lo que
sucede en el cerebro va a influir en el intestino, modificando
su actividad y a la microbiota residente. El adecuado dia-
logo de todos los componentes del eje, el cual se establece
de forma muy temprana tras el nacimiento, va a permitir
el mantenimiento de una buena salud a lo largo de toda la
vida. Muchos factores que pueden alterar ese eje, y lo hacen
aumentando la oxidacién-inflamacidn, estdn en la base de
numerosas patologfas.

Introduccién

Para entender cé6mo se establece el eje microbiota-intes-
tino-cerebro y su repercusién en la salud y la enfermedad,
hay que considerar el papel que tienen en el organismo los
sistemas homeostdticos, el sistema nervioso, el endocrino y
el inmunitario, y la comunicacién bidireccional que estable-
cen entre ellos. El estado funcional de esos sistemas y de su
comunicacidn, lo que constituye el gran sistema neuroin-
munoendocrino, es lo que va a permitir el mantenimiento
de la homeostasis corporal y consecuentemente de la salud
de los individuos-” (Fig. 1).

An Microbiota Probidticos Prebidticos. 2020;1(1):47-53

La Psiconeuroinmunoendocrinologia como base
del eje intestino-cerebro

Desde las neurociencias y la inmunologfa actualmente es
plenamente aceptada la comunicacién que existe entre esos
complejos sistemas fisioldgicos que controlan la homeostasis.
De hecho, la ciencia que estudia esas interconexiones, la
psiconeuroinmunoendocrinologia, es también denominada
“la ciencia de la salud”. No obstante, esta nueva disciplina
(las primeras aportaciones cientificas que iniciaron su cons-
titucién provienen de los afos setenta del pasado siglo) sigue
causando asombro con cada nuevo descubrimiento®.

La comunicacién entre los sistemas reguladores, ya veri-
ficada con numerosas investigaciones, puede establecerse
gracias a que los mediadores tipicos de cada uno de los tres
sistemas, los neurotransmisores (N'T) del sistema nervioso,
las hormonas (H) del endocrino y las citoquinas del inmuni-
tario, encuentran recetores en las células de los otros sistemas
y actian sobre ellas. Ademds, otro hecho curioso es que
las células de esos sistemas producen todos los mediadores
especificos de los demds. Asi, los leucocitos producen NT
y H, y las células nerviosas y endocrinas pueden producir
citoquinas.

La existencia de esta comunicacién neuroinmunoen-
docrina ha permitido comprender, desde la perspectiva
cientifica, toda una serie de hechos que continuamente se
observan en la vida cotidiana. Por ejemplo, las situaciones
de estrés emocional, tristeza, ansiedad o depresién se suelen
acompanar de un peor sistema inmunitario, lo que supone
una mayor propensién a padecer desde procesos infecciosos
hasta cdnceres o enfermedades autoinmunes. Por el contrario,
situaciones agradables o una “visién optimista” de la vida
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ayudan a tener un mejor sistema inmunoldgico y, en general,
a presentar un estado mds saludable®.

En base a la bidireccionalidad de la comunicacién se
puede explicar cémo las alteraciones que experimenta el sis-
tema inmunitario, por ejemplo cuando se tiene un proceso
infeccioso, llegan a modificar la funcionalidad del sistema
nervioso, pudiéndose, en determinadas situaciones, desarro-
llar estados depresivos o incluso psicéticos.

La comunicacién entre los tres sistemas homeostaticos
se establece tanto a nivel general del organismo (mediante
lo que se han denominado circuitos largos), como a nivel
local (circuitos cortos). Asi, cuando se modifica, nuestro
sistema nervioso o endocrino, por ejemplo por estimulos
psico-sensoriales, tenemos no sélo los efectos tipicos de cam-
bios conductuales, también hay modificaciones a nivel del
sistema inmunitario que existe en el cerebro y de la inmuni-
dad sistémica. Por su parte, el sistema inmunitario responde
frente a las continuas infecciones y tumores de las que tiene
que defendernos generando fundamentalmente citoquinas.
Estas moléculas no sélo ejercen su tipica funcién defensiva,
también llegardn y modificardn el funcionamiento de los
sistemas nervioso y endocrino. Como consecuencia de esa
comunicacién también se afecta el metabolismo general del
individuo® (Fig. 1).

La comunicacién neuroinmunoendocrina en el
intestino y su repercusién a nivel general del
organismo

La comunicacién bidireccional neuroinmunoendocrina
se establece en todos los érganos, permitiendo el control de

Figura 1.

la homeostasis en cada uno de ellos y de las interacciones
entre los mismos(Y.

El intestino es una localizacién en la que los sistemas
homeostdticos, el nervioso, el endocrino y el inmunitario,
asi como sus interrelaciones presentan una enorme com-
plejidad®?.

El sistema nervioso intestinal es tan completo que se le
ha denominado el segundo cerebro. Tenemos un sistema
nervioso intrinseco, el entérico (SNE), con sus plexos neu-
ronales y sus células de glia, y un sistema nervioso extrin-
seco, el sistema nervioso auténomo (SNA) constituido por
el simpdtico y el parasimpdtico (nervio vago). Gracias a
ellos se pueden controlar todas las funciones intestinales,
pero ademds lo que sucede en el intestino llega al sistema
nervioso central (SNC), incidiendo asi en los sentimientos,
emociones, motivaciones y funciones cognitivas superiores,
incluyendo la toma de decisiones intuitivas. Por otra parte,
lo que pase en nuestro cerebro repercute a nivel intesti-
nal(2.

El sistema inmunitario intestinal es la localizacién inmu-
nitaria mds compleja y peculiar de todo el organismo. El
denominado tejido linfoide asociado al intestino (GALT)
tiene constituyentes que llevan a cabo la induccién de la
respuesta inmunitaria (placas de Peyer, el apéndice, nédulos
linfoides) y otros que realizan el papel efector de la misma
(lmina propia y linfocitos intra-epiteliales). Todo un con-
junto de células de la inmunidad innata y adquirida van a
ejercer una delicada funcién de defensa frente a los patégenos
que llegan asi como de tolerancia para los antigenos de los
alimentos y la microbiota intestinal.
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También actualmente se considera a la compleja barrera
epitelial como parte del sistema defensivo de la mucosa intes-
tinal, pues no sélo dispone de células tipicamente inmunita-
rias (células M, linfocitos intra-epiteliales, etc), también los
otros componentes (enterocitos, las células de Paneth, etc.)
pueden participar en esa funcién defensiva?.

Los mediadores que generan todas esas células inmuni-
tarias van a actuar a nivel intestinal, pero también a nivel
sistémico y llegar al cerebro, utilizando la via nerviosa y la
sanguinea.

El intestino también dispone de un potente sistema endo-
crino, con células, como las enteroendocrinas, productoras de
hormonas que van a controlar multiples procesos digestivos.
Estas hormonas, por tanto, va a actuar a nivel intestinal y
también general del organismo(4.

Esos tres sistemas homeostdticos van a poder comuni-
carse, lo que hacen en localizaciones estratégicas del intestino,
permitiendo una adecuada homeostasis. Ademds, los media-
dores de esos sistemas y los generados tras su comunicacién
pueden llegar al resto del organismo y al SNC02).

Todas esas comunicaciones son bidireccionales, y en este
contexto también hay que tener presente que los procesos
cerebrales van a repercutir en la red neuroinmunoendocrina
intestinal. Recordemos, por ejemplo, que el nervio vago tiene
aferencias que llevan informacién desde el intestino al cerebro
y eferencias que lo hacen en el sentido contrario. También
senales eferentes que desde el cerebro llegan al intestino por
vias adrenérgicas y ejes neuroendocrinos como el que cons-

tituye el hipotdlamo-hipéfisis-adrenal (HHA) establecen esas
comunicaciones. Todo ello explica cémo las emociones, la
inadecuada respuesta a situaciones de estrés, o numerosas
alteraciones neurolégicas, puede repercutir en la funcién
intestinal(16),

Interacciéon de la microbiota con los sistemas
homeostaticos en el intestino y su repercusion
en el cerebro

En la comunicacién neuroinmunoendocrina intestinal
que se va a proyectar al SNC, hay que introducir un nuevo
elemento: la microbiota intestinal, la cual va a incidir en los
tres sistemas homeostdticos (Fig. 2).

Interaccién de la microbiota y el sistema
inmunitario

La comunicacién entre la microbiota intestinal y las
células de la inmunidad innata y adquirida de esa mucosa
es compleja y se establece mediante diversas vias, en las que
siempre estd presente una bidireccionalidad, y en la que par-
ticipan también los componentes de la barrera epitelial y de
la capa de moco(7-23,

Esa comunicacién puede ser directa, pero con mayor
frecuencia es indirecta. Se realiza a través de los numerosos
metabolitos?425 y las microvesiculas®® que genera la micro-
biota. Todo ello, directamente o mediante la estimulacién de
otras células (como las epiteliales) puede llegar a las células
inmunitarias.
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Las células de la inmunidad innata y las de la adquirida
van a ser afectadas por la microbiota en su desarrollo y poste-
riormente en el nimero de cada uno de sus componentes y en
la capacidad funcional de los mismos. De hecho, en animales
de experimentacién libres de gérmenes se ha comprobado
que la falta de microbiota hace que esos animales tengan
un sistema inmunitario deficiente. También la presencia de
disbiosis supone una alteracién inmunoldgica que subyace
a numerosas patologfas.

Una cuestién dificil de entender es cémo el sistema inmu-
nitario, que se encarga de reconocer lo extrano y eliminarlo,
puede respetar a los componentes de la microbiota autctona
y no a otros microorganismos que, perteneciendo incluso al
mismo genero que los constituyentes de la misma, son poten-
cialmente patdgenos. Actualmente, a pesar de los avance
recientes, no son totalmente conocidos los mecanismos uti-
lizados por el sistema inmunitario para estar reconociendo y
discriminando entre lo propio, lo ingerido con los alimentos,
los microorganismos comensales y los patégenos, en una
manera que permita la homeostasis intestinal.

Bdasicamente, lo que hace la microbiota es influir en el
control de la respuesta de oxidacién e inflamacién que genera
el sistema inmunitario para destruir a los patégenos. De
hecho, se sabe que muchos de los microorganismos de la
microbiota autéctona tienen propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, gracias a los mediadores que producen y
al aumento de ese tipo de compuestos que generan en otras
células@?).

En la respuesta de tolerancia a la microbiota autéctona
participan la respuesta inmunitaria innata y la adquirida o
adaptativa. Esta tltima tiene un papel critico en la toleran-
cia y en la integridad de la barrera intestinal, mientras que
la innata inicia la respuesta y regula el funcionamiento de
tolerancia por parte de la adaptativa.

Tras el reconocimiento de los microorganismos autdcto-
nos por las células de la inmunidad intestinal y la posterior
secrecién de determinadas citoquinas, se da una modulacién
del equilibrio entre inflamacién/anti-inflamacién, funda-
mentalmente por parte de las subpoblaciones de células T.
Asi, el balance Th17/Treg se deriva a favor de las Treg, esto
es, de la anti-inflamacidn, ya que los Treg, cuya presencia
en la mucosa intestinal es més relevante que en otras loca-
lizaciones, producen citoquinas anti-inflamatorias, como la
IL-10, que controlan la inflamacién y permiten la toleran-
cia. De hecho, se ha comprobado que los metabolitos de la
microbiota, como los 4cidos grasos de cadena corta (AGCC),
especialmente el butirato, pueden expandir a esas células,
al hacer que las de la inmunidad innata ayuden en esa red
de regulacién y permitan el control de la inflamacién@829,

Ademis, la microbiota hace que esas células inmunitarias
se reprograman epigenéticamente y metabdlicamente, adqui-
riendo de esta manera caracteristicas de “memoria” que les
posibilita aumentar su posterior capacidad de respuesta®.

Todo ello permite entender como unos adecuados
microorganismos intestinales pueden favorecer tanto la tole-
rancia a los mismos, al ensenar a las células inmunitarias a
modular su respuesta inflamatoria, como reforzar y ampliar la
adquisicién de una potente respuesta protectora y defensiva
frente a los patégenos.

Este aprendizaje inmunitario, paralelo al desarrollo onto-
génico del sistema defensivo, en el que participa de forma
relevante la microbiota, se lleva a cabo de forma muy tem-
prana, en los primeros anos tras el nacimiento. Este periodo
es fundamental y representa una ventana critica de suscep-
tibilidad para la salud o las enfermedades que se tendrdn a
lo largo de la vida®V.

Se sabe que en el periodo neonatal el sistema inmunitario
presenta una baja capacidad de producir citoquinas pro-in-
flamatorias teniendo un sesgo a respuestas reguladoras. Esto
permite que aunque haya mds susceptibilidad a infecciones
se asiente la microbiota sin abierta inflamacién, lo que, como
se ha indicado, es favorecido por la propia microbiota. De
hecho, los componentes de las paredes bacterianas hacen,
en esos momentos de la vida, que las células epiteliales y las
inmunitarias sean menos respondedoras a la estimulacién via
TLRs, ddndose una integracién epigenética de estas modi-
ficaciones. Todo ello permite que el sistema inmunitario se
desarrolle, pero no genere fuerte respuesta inflamatoria frente
a la microbiota autéctona.

Factores como la exposicion a antibidticos, la dieta que
se haga, la actividad fisica, el estado de 4nimo, el contacto
con el ambiente, las relaciones sociales, entre otros, van a
condicionar el estado de la microbiota y del sistema inmu-
nitario de cada individuo, asi como el dialogo entre ambos.

La microbiota intestinal no sélo va a condicionar el sis-
tema inmunitario de las mucosas, también el sistémico. Una
de las vias por las que los microorganismos que hay en el
intestino pueden llegar a afectar a las células inmunitarias
mas alld de esa localizacidn, es a través de los metabolitos
y las microvesiculas que producen. De hecho, estos meta-
bolitos pueden llegar a la médula dsea y participar en la
hematopoyesis, regulando la diferenciacién, supervivencia
y actividad de las células mieloides que van a recircular por
el organismo. Ademds, el paso de las células inmunitarias de
la mucosa intestinal a la sangre que riega esa mucosa es un
hecho evidente, por lo que el estado funcional adquirido en
el intestino tras su dialogo con la microbiota va a repercutir
en el resto del organismo.

Por ello, una microbiota adecuada se asocia con una mejor
inmunidad y consecuentemente una mejor salud, mientras
que un estado de disbiosis se relaciona con una inadecuada
inmunidad y la presencia de patologias (Fig. 2).

Interaccién de la microbiota y el sistema nervioso
La microbiota determina el adecuado desarrollo y funcio-
namiento del SNE, afectando no sélo a las neuronas, también
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a las células gliales entéricas, como se ha podido observar en
animales de experimentacién libres de gérmenes.

Los microrganismos intestinales producen toda una serie
de neurotransmisores, como GABA, serotonina, dopamina,
norepinefrina y acetilcolina entre otros, asi como de neu-
ropéptidos©?). Estos mediadores pueden actuar en el SNE,
pero también llegar al SNC por via sanguinea o a través del
nervio vago. De esta manera los mediadores de la micro-
biota pueden alcanzar el cerebro y modificar el desarrollo
y actividad de sus células, tanto de las neuronas como de
la glia y, consecuentemente, inciden en el funcionamiento
cerebral3334),

Ademis de los neurotransmisores microbianos, muchas
células presentes en la mucosa intestinal producen mediado-
res nerviosos, como lo hacen las células de SNE y también las
células inmunitarias y de la barrera epitelial. Todas esas células
pueden ser modificadas en esta capacidad de produccién de
neurotransmisores por la presencia de los diversos mediadores
de la microbiota, y pueden llegar, fundamentalmente via
nervio vago al SNC.

Interaccién de la microbiota y el sistema
endocrino

La microbiota también produce mediadores tipicos del
sistema endocrino, como hormonas, los cuales van a llegar a
las células de la mucosa intestinal y modificarlas. Estas hor-
monas microbianas y las generadas en las células intestinales
(inmunitarias y enteroendocrinas) pueden alcanzar, por via
sanguinea, el cerebro®>39),

El eje microbiota-intestino-cerebro

Por lo indicado es evidente que el eje microbiota-intesti-
no-cerebro supone un complejo sistema de interconexiones
multidireccionales que constituye la via de comunicacién
entre la microbiota y el cerebro®.

El ¢je utiliza diferentes vias, la humoral (mediante la
circulacién intestinal, sistémica y la barrera hematoencefs-
lica) y la neural (fundamentalmente via nervio vago). Asi,
mediante los metabolitos, neurotransmisores y hormonas
de los microorganismos intestinales, estos se pueden comu-
nicar con el cerebro. Posiblemente una de las vias mejor
estudiada de esta comunicacién es la de los metabolitos de
la microbiota intestinal, como los AGCC®9, que atraviesan
la barrera hematoencefilica y modifican la produccién de
factores producidos por la células nerviosas, tanto neuronas
como gliales. Por ejemplo, se ha comprobado que el butirato,
al incidir en la expresién del factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF) en el hipocampo, altera la activacién del
mismo en respuesta a estimulos emocionales.

Evidentemente esa comunicacién no es sélo directa.
Dada la comunicacién neuroinmunoendocrina intestinal,
esos mediadores producidos por la microbiota contactarin
con las células nerviosas, endocrinas e inmunitarias del intes-

tino, y todas ellas, con su liberacién de neurotransmisores,
hormonas y especialmente de citoquinas, podrdn intervenir
en ese mensaje que llega al cerebro. Ademds, se ha compro-
bado que los productos generados por esos microorganismos
intestinales modulan la permeabilidad de la barrera hema-
toencefdlica, la cual puede ser defectuosa si esta microbiota
no es apropiada.

Dado que todas esas comunicaciones son bidireccionales,
los mediadores generados en el SNC van a llegar al SNE y
modificar el dialogo neuroinmunoendocrino intestinal y con
la microbiota. Esto explica que la respuesta inadecuada a
situaciones de estrés, los estados emocionales y un largo etc,
repercutan en el estado funcional del intestino y en toda la
comunicacién entre microorganismos y sistemas homeosti-
ticos de esa localizacién.

Como se ha comentado anteriormente sobre el momento
en el que se establecen los didlogos entre la microbiota y los
sistemas homeostdticos, también para el establecimiento del
eje microbiota-intestino-cerebro se ha sugerido que existen
“periodos sensibles” o “ventanas criticas” en su consolidacién,
generalmente tempranas, las cuales van a condicionar el buen
funcionamiento del eje a lo largo de la vida del individuo®?.

El eje microbiota-intestino-cerebro y su
repercusion en la conducta individual y social

En este contexto, es entendible que se haya comprobado
como la microbiota, al poder modificar el funcionamiento
cerebral, pueda incidir en las conductas individuales. De
hecho, se han observado cambios conductuales tras modi-
ficarse esa microbiota, y también a la inversa, la microbiota
puede modificarse tras cambiarse la conducta®?.

En el caso de las especies sociales, como la humana, se ha
comprobado que la microbiota puede condicionar las relacio-
nes con otros individuos, llegdndose a sugerir su participacién
en la eleccién de las personas con las que nos relacionamos
y en la de la parejath.

Como siempre existe una bidireccionalidad, no sélo la
microbiota intestinal influencia la conducta social, esta y la
estructura social configura la composicién de la microbiota
de los individuos.

El eje microbiota-intestino-cerebro y el estrés
fisiolégico y psicolégico

La inadecuada respuesta de un individuo a las situacio-
nes de estrés con las que tiene que enfrentarse supone un
desajuste de la comunicacién neuroinmunoendocrina, aso-
ciada a un estrés oxidativo e inflamatorio, lo que conlleva
un importante riesgo de morbilidad“?.

Las situaciones de estrés induce alteraciones en la permea-
bilidad de la barrera epitelial, lo que permite la translocacién
de microrganismos y sus productos, especialmente de LPS.
Este es reconocido por los TLR de las células inmunitarias
y se desencadena una respuesta inflamatoria por parte de
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dichas células, con una elevada produccién de citoquinas
pro-inflamatorias que afectan al intestino, al organismo y
llegan al SNC. También en el cerebro, las células de microglia
se activan en respuesta a estos mediadores y producen una
elevada cantidad de oxidantes y citoquinas pro-inflamatorias
lo que predispone a la neuroinflamacién y todas las patologfas
asociadas a la misma®?.

Como es sabido, en respuesta a situaciones de estrés,
se establece la activacion del eje simpdtico-adreno-medular
(SAM) y del ¢je neuroendocrino hipotdlamo-hipoéfisis-adre-
nal (HHA). En el estrés psicoldgico y psicosocial, se encuen-
tra mds implicado el eje HHA y la consecuente produccién
de glucocorticoides como el cortisol. Dado el cardcter de
cronicidad que tienen estos tipos de estrés, el eje HHA se
encuentra desregulado, lo que supone un importante riesgo
de enfermedades mentales, como se ha comprobado para la
ansiedad y depresién. La microbiota intestinal permite una
buena regulacién de este eje HHA. De hecho, animales libres
de gérmenes presentan una respuesta exagerada del eje a las
situaciones de estrés.

También el nervio vago se encuentra implicado en las
respuesta al estrés y como se ha indicado la microbiota utiliza
este nervio en su comunicacién con el cerebro. De hecho se
ha comprobado que la informacién que desde la microbiota
intestinal va, via vago, al nucleo cerebral del tracto solitario,
es luego proyectada a diferentes partes del cerebro, incluido
el niicleo hipotaldmico en el que se origina el eje HHA. Las
situaciones en que se da un aumento de citoquinas inflama-
torias intestinales, como sucede en las disbiosis, alteran ese
nervio vago impidiendo su accién reguladora.

El eje microbiota-intestino-cerebro en la salud y
la enfermedad

En los tltimos anos se ha comprobado como los cambios
en la microbiota intestinal pueden estar en la base de cientos
de enfermedades, las cuales no se circunscriben tnicamente
al dmbito digestivo, afectan a todos los drganos y sistemas®9).
Estas patologias suelen tener como base el inadecuado fun-
cionamiento de los sistemas homeostdticos. En muchas de
ellas se aprecia claramente que el sistema inmunitario estd
siendo el principalmente afectado®-49).

Concretdndonos en las que implican de forma mds evi-
dente al sistema nervioso, hay un gran abanico de enferme-
dades mentales en las que se ha detectado la incidencia de
la microbiota®’:48).

En enfermedades psiquidtricas como la ansiedad y la
depresién, las mds estudiadas en este contexto, la micro-
biota intestinal parece tener un papel importante en su
etiologia®. Pero también en otras enfermedades como
la esquizofrenia®?, el trastorno bipolar, el autismo®?, e
incluso en las neurodegenerativas®? como el Parkinson o
el Alzheimer63), esa microbiota se esta considerando como
factor de riesgo.

El estrés oxidativo e inflamatorio en el eje
microbiota-intestino-cerebro y factores que
inciden en el mismo

A través del eje intestino-cerebro, la microbiota puede
incidir en el estado de estrés oxidativo del sistema nervioso
central, bien directa o indirectamente y tanto en la produc-
cién de ROS/RNS como en el sistema antioxidante del SNC.
Moléculas microbianas con potencial neurotdxico, como el
LPS, pueden llegar al cerebro via sanguinea o nerviosa y, acti-
vando la microglia para producir citoquinas pro-inflamatorias
y oxidantes, generar neuroinflamacidén y estrés oxidativo.
Por su parte, los AGCC, especialmente el butirato, se ha
comprobado que disminuye la inflamacién cerebral®”.

Numerosos factores, entre los que se puede destacar de
forma importante la dieta, pero también la actividad fisica,
las relaciones sociales y los contactos con el ambiente, ademds
del hecho de que se sea macho o hembra, van a incidir en el
eje microbiota-intestino cerebro®45. Asi, dado que todos
esos factores son diferentes en cada individuo a lo largo de
su existencia, se puede hablar de que cada persona tiene su
“microbiotabiografia” al igual que tiene una “psiconeuroin-
munobiografia” (Fig. 2).

Es sabido que el adecuado funcionamiento de los sistemas
homeostdticos, y por tanto el estado de salud, va a depen-
der de los genes que tenga cada individuo, pero de manera
fundamental va a ser el ambiente y el estilo de vida lo que se
encuentra mds implicado en ese funcionamiento®. (Fig. 2).
Por ello, la incidencia de esos factores, muy relevante en los
primeros momentos de la vida, va a tener una repercusién
importante en la capacidad del individuo para mantener su
salud o por el contrario presentar un alto riesgo de morbilidad.
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Introduccién

El intestino humano contiene alrededor de 100 millones
de neuronas, el mayor contingente neuronal fuera del cere-
bro, con el que guarda similitudes estructurales y funcionales.
Esta red neuronal intestinal estd conectada con el cerebro de
forma bidireccional, tanto por via nerviosa (especialmente a
través del nervio vago) como por via plasmdtica (metabdlica,
hormonal, inflamatoria), constituyendo el denominado eje
intestino-cerebro.

El intestino, ademds de poseer un sistema nervioso pro-
pio, también alberga un ecosistema propio, la flora o micro-
biota intestinal, que interacciona con dicho sistema neural y,
por lo tanto, con el cerebro, que regula a su vez el resto del
organismo. Por ello, existe la posibilidad, demostrada por
una creciente investigacion, de actuar sobre los mecanismos
de homeostasis y regulacion corporal a través de la modifica-
cién de la flora intestinal mediante la administracién de pro-
bidticos —microorganismos que confieren una determinada
ventaja al huésped— o prebidticos —ingredientes de la comida
no digestibles que favorecen el crecimiento de determinadas
estirpes de la microbiota intestinal—.

En 2013, Dinany cols. establecieron el concepto de psi-
cobiéticos como el conjunto de probidticos y prebidticos
que, ingeridos en las cantidades adecuadas, tienen un efecto
favorable sobre la salud mental. La accién de los psicobiéticos
no se limita a la regulacién de los ejes neuroinmunes (hipo-
tdlamo-hipofisario-adrenal, inflamatorio), y por lo tanto en
las enfermedades del sistema nervioso central (SNC) relacio-
nadas con la alteracién de los mismos, sino en la modulacién
de la respuesta emocional, memoria, aprendizaje y comporta-
miento. Se abre asi un amplio panorama de intervencién en
las funciones del SNC, que cambia el paradigma cldsico de
una relacién simbidtica entre la microbiota y el ser humano,

An Microbiota Probidticos Prebidticos. 2020;1(1):54-57

hacia un tipo de relacién que puede interpretarse mejor como
un comensalismo (Bermudez-Humaran y cols., 2019).

Neurodesarrollo

Los trabajos en modelos animales han demostrado la
importancia de la integridad del eje intestino-cerebro y de
la microbiota para un correcto neurodesarrollo, de manera
que la administracién de prebidticos mejora la capacidad
congnitiva, tanto en la indafancia como en la madurez (Oli-
veros y cols., 2016). Sin embargo, estos resultados difieren
de lo encontrado en humanos.

Por ejemplo, un estudio analizé si la administracién de
prebidticos (scGOS/IcFOS/pAOS) v. placebo producia mejo-
ras en el neurodesarrollo en neonatos pretérmino. Aunque
el resultado fue negativo, el estudio mostré que un mayor
numero de infecciones, menor presencia de bifidobacterias
en heces, y mayores niveles de citoquinas en plasma se aso-
ciaban con una progresién mds baja en el neurodesarrollo a
los 24 meses, lo que sugiere la importancia del microbioma
y la respuesta inmune en el neurodesarrollo en humanos
(van der Berg y cols., 2016). El mismo resultado se aprecié
en un trabajo similar (LeCouffe y cols., 2014).

Por otra parte, la administracién de prebiéticos también
ha mejorado la evolucién de enfermedades neurodegenera-
tivas en modelos animales de esclerosis lateral amiotréfica
(Song y cols., 2013) y enfermedad de Alzheimer (Chen y
cols., 2017).

Aspectos cognitivos, emocionales y
comportamentales

Existen sélidas evidencias de que la comunicacién bidirec-
cional entre intestino y cerebro involucra vias de sefializacién
neurolégica, metabélica, hormonal e inmunolégica, y que
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la alteracién en estos sistemas puede dar lugar a trastornos
psiquidtricos o alteraciones de conducta, entre otras mani-
festaciones clinicas (Rhee y cols., 2009) (Fig. 1). La alta
comorbilidad que existe entre el estrés, las manifestaciones
de ansiedad y depresién y patologias gastrointestinales, como
el sindrome de colon irritable, muestra una conexién impor-
tante entre estas alteraciones.

El estrés ha sido definido como un estado dindmico
complejo en el que la homedstasis o el estado de equilibrio
interno se ve alterado o amenazado. A lo largo del ciclo
vital, todos los organismos se ven expuestos a factores que
amenazan el estado de equilibrio, dando lugar a la respuesta
de estrés (psiquico, fisico, inmunoldgico...), que en condi-
ciones normales, da paso de nuevo al estado de equilibrio
u homedstasis. La regulacién de la respuesta al estrés puede
ser uno de los mecanismos fundamentales por los que la
microbiota puede influir en la presentacién de trastornos
psiquidtricos (Rea y cols., 2016).

De hecho, el estrés estd implicado como factor de riesgo
en la aparicién de numerosos trastornos psiquidtricos, tanto
como factor predisponente como desencadenante. Por ejem-
plo, en el caso de la depresidn, la exposicion a niveles ele-
vados de estrés en etapas iniciales de la vida se asocia a la
aparicion posterior de depresion, lo que puede estar mediado
por la desregulacién de eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal
(HHA) y de la respuesta al estrés mediada por el cortisol. A
su vez, estas anomalias se correlacionan con alteraciones en
la amigdala y el hipocampo, dreas cerebrales estrechamente
conectadas con el sistema limbico y la corteza prefrontal
(Lupien y cols., 2009).

Estas hipétesis estdn bien sustentadas en la investigacién
en modelos animales, lo que sugiere que los psicobidticos
pueden ser utiles en los trastornos afectivos en humanos. Por

ejemplo, en un estudio con ratones, tras la administracién
de L. rhamnosus, se produjo una disminucién significativa
con respecto al grupo control de los sintomas de ansiedad y
depresién a través de tests como la natacion forzada, y mejo-
ras en el rendimiento cognitivo en la prueba del laberinto,
incluso controlando los niveles de corticosterona, lo que
sugiere que el probidtico tiene un efecto de regularizacién
del eje HHA. Ademis, los animales expuestos presentaban
una menor expresiéon en hipocampo del gen del receptor
GABABI1b y una mayor expresién del mismo en el cértex
cingulado y en regiones limbicas. El GABA es el neuro-
transmisor mds importante en el SNC, de forma que este
resultado sugiere que el probidtico puede modular el equili-
brio entre inhibicién/excitacién en el SNC y asi modular la
respuesta sistémica el estrés (Bravo y cols., 2011). Otras vias
mediante la que la microbiota puede modular la aparicién
de sintomas emocionales son la regulacién de la secrecién de
BDNF (Bercik y cols., 2011) y de neurotransmisores (GABA,
serotonina, noradrenalina, acetilcolina), y la modulacién del
metabolismo del triptéfano.

Sin embargo, la traslacién de estos resultados a humanos
sigue siendo un reto fundamental (Tabla 1), aunque existe
un nimero creciente de trabajos en los ltimos anos, a partir
de un trabajo inicial realizado en estudiantes, que encontré
que el tratamiento con un preparado probidtico mejoraba
la respuesta inmune al estrés previo a los exdmenes, aunque
no tenia efecto sobre la ansiedad (Marcos y cols., 2004).
Existen otros trabajos de indole variada realizados en volun-
tarios sanos. En uno de ellos (Tillisch y cols., 2013), un
grupo de mujeres consumié un producto licteo fermentado
con una mezcla de probidticos, incluyendo Bifidobacterium
animalis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgari-
cus y Lactococcus lactis durante 4 semanas. Los resultados
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Tabla 1. Dificultades para trasladar la investigacién sobre
microbiota de animales a humanos.

Dificultades

No hay un modelo equivalente en humanos a los modelos
“libres de gérmenes” en animales.

El microbioma animal y el humano son diferentes
— Ej. Prevotella y Ruminococcus son infrecuentes en
ratones y comunes en humanos.

La dieta animal es muy diferente de la humana.

Dificultad para medir la composicién del microbioma en
humanos.

La composicion del microbioma en humanos cambia a lo
largo de la vida y existen numerosas variables que influyen
en él: dieta, agua, estilo de vida, entorno, enfermedades,
etc.

Existe un ndmero muy escaso de estudios sobre el
microbioma en humanos adultos.

mostraron que el consumo de probidticos influy6 en la acti-
vidad cerebral de centros relacionados con el control emocio-
nal. Otro estudio encontré una mejoria del estado de 4nimo
en voluntarios sanos tras el consumo durante 3 semanas
de una bebida ldctea que contenia probidticos (Lactobaci-
Ulus casei), aunque no en el rendimiento cognitivo (Benton
y cols., 2007). Mds recientemente, otro estudio encontrd
que tras 30 dias de consumo de una mezcla probidtica que
contenia Lactobacillus helveticusy B. longum se encontraron
efectos beneficiosos sobre las medidas de ansiedad y depre-
sidn, asi como niveles mds reducidos cortisol (Messaoudi y
cols., 2011). Asimismo, otro estudio valord la administracién
de prebidticos en voluntarios sanos, resultando en niveles
mds bajos de cortisol al despertar y atencién mejorada a
estimulos positivos en tareas de categorizacién emocional
y reconocimiento emocional (Schmidt y cols., 2015). Otro
estudio realizado en trabajadores de la industria petroquimica
en Irdn encontré resultados similares (Mohammadi y cols.,
2016), al igual que un trabajo realizado en Holanda en el que
se comparaba la reactividad cognitiva a la tristeza en sujetos
sanos (Steenberger y cols., 2015). En general, estos estudios
en individuos sanos proporcionan evidencia favorable a la
existencia de un vinculo entre microbiota y procesamiento
emocional (Zhou y Foster, 2015)

Sin embargo, los estudios en muestras clinicas son menos
frecuentes, aunque contamos con cuatro trabajos, todos pro-
cedentes del mismo pais, Irdn. Un estudio examiné especi-
ficamente la asociacién entre alteraciones del microbioma y
depresién mediante el anélisis de la microbiota fecal de 37
pacientes diagnosticados de depresién comparado con 18
controles encontrd una serie de correlaciones significativas,
entre ellas la menor presencia general de Bacteroidetes en
los casos de depresion, junto con una presencia excesiva de

Alistipes, un genus en el filum de Bacteroidetes. También se ha
encontrado una presencia aumentada de Alistipes en el sin-
drome de fatiga crénica y el colon irritable, lo que sugiere un
rasgo comun en estos trastornos que tienen una comorbilidad
alta de ansiedad y depresion (Naseribafrouei y cols., 2014).
Otro trabajo fue realizado en una muestra de 40 sujetos diag-
nosticados de depresién mayor segin el DSM-1V, y mostré
una eficacia significativamente superior al placebo en la escala
de depresion de Beck tras la administracién de un preparado
probidtico compuesto por cepas de Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, y Bifidobacterium bifidum. Asimismo, se
apreciaron mejoras en el metabolismo de los glicidos y en
el estrés oxidativo (Akkakesh y cols., 2016). Otron estudio
se realizé sobre 40 pacientes diagnosticados de depresién
mayor compard el efecto coadyuvante de una mezcla de
probidticos y prebidtico tras la administracién de fluoxetina
durante 4 semanas, comparado con placebo, aprecidndose un
resultado significativo en la reduccién de la puntuacion en
la HAM-D (Ghorbani y cols., 2018). Finalmente, Kazemi
y cols. (2019) realizaron un estudio controlado con placebo
sobre la aplicacién de probidticos y prebidticos a una mues-
tra de 110 sujetos con depresién mayor durante 8 semanas,
aprecidndose una mejorfa significativa en la escala BDI en
el grupo al que se le administré probidticos (Lactobacillus
helveticus y Bifidobacterium longum).

Existen también varios trabajos de metaandlisis sobre este
conjunto de trabajos (Huang y cols., 2016). En el tltimo
estudio de este tipo publicado, Liu y cols. (2019) realizaron
un metandlisis de efectos aleatorios de 34 ensayos clinicos
controlados que evaluaban los efectos de los prebiéticos y
probidticos sobre los sintomas depresivos y ansiosos, tanto
en muestras clinicas como en otro tipo de poblaciones. Los
resultados no encontraron diferencias entre los prebiéticos y
placebo para la depresién (d=-0,08; p= 0,51) o la ansiedad
(d=0,12; p= 0,11), mientras probidticos produjeron efectos
pequenos pero significativos para la depresion (d= -0, 24;
p<0,01) y la ansiedad (d=-0,10; p = 0,03). Se aprecié un
efecto superior en las muestras clinicas, de manera que la
escasez de estas —solo dos estudios, ya citados anteriormente
cumplian este criterio— afecté a la intensidad del efecto).
Existe un respaldo general para los efectos antidepresivos y
ansioliticos de los probiéticos, pero los efectos combinados
se redujeron por la escasez de ensayos con muestras clinicas.

Conclusiones

El eje intestino-cerebro ha abierto un nuevo paradigma
de intervencién en el campo de los trastornos mentales que
ha sido recibido con optimismo, dado los excelentes resul-
tados en estudios preclinicos y la necesidad de mejorar las
intervenciones existentes en el campo de la salud mental. No
obstante, se trata de un 4rea todavia en desarrollo, y debe
ser contemplada con cautela. Se necesitan ensayos clinicos
aleatorios adicionales con muestras psiquidtricas para evaluar
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plenamente su potencial terapéutico tanto de probidticos
como de prebidticos. A pesar de los desafios, la idea de que
el tratamiento de la enfermedad psiquidtrica podria impli-
car, en el futuro, una receta psicobidtica o nutricional junto
con un medicamento psicotrépico tradicional es ciertamente

plausible.
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Introduccién

El ser humano ha evolucionado conjuntamente con su
microbioma y en este contexto ha tenido lugar también la
evolucién de su cerebro cuyo desarrollo tras el nacimiento
concuerda con la adquisicion y establecimiento de la micro-
biota intestinal. El concepto del eje intestino-cerebro data
de los siglos XIX-XX con observaciones de cientificos de
la talla de Darwin, Beaumont o Cannon. Recientemente,
con el conocimiento de la importancia de la microbiota en
la promocién de la salud, el eje se amplia a cerebro-intesti-
no-microbiota. Este ¢je explica cémo la microbiota modula
el sistema inmune, el sistema gastrointestinal y el sistema
nervioso central (SNC).

La microbiota juega un papel importante en el neurodesa-
rrollo cerebral en edades tempranas de la vida, sobre todo en
la primera infancia y este hecho puede tener sus consecuen-
cias en edades posteriores. El eje cerebro-intestino-micro-
biota es una reconocida via de comunicacion bidireccional. El
estrés puede alterar funciones gastrointestinales (retortijones
antes de un examen) mientras que las sensaciones proce-
dentes del aparato digestivo pueden afectar a las emociones
y la conducta (una buena comida). La comunicacién del
microbioma intestinal y el cerebro tiene lugar a través de mul-
tiples rutas que incluyen el nervio vago, los neuropéptidos
secretados en el intestino, citoquinas, triptéfano y productos
de fermentacién del metabolismo microbiano como son los
dcidos grasos de cadena corta. Por otro lado, el cerebro tam-
bién modula respuestas microbianas intestinales a través de
la secrecién de moléculas senalizadoras al interior intestinal.
De esta manera, se ha postulado el importante papel que
jugaria la microbiota en el funcionamiento del SNC, tanto
en condiciones de salud como de enfermedad, a nivel del
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desarrollo cerebral, del eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenal, en
la expresién de receptores de serotonina y en el recambio de
neurotransmisores que regulan el desarrollo y la funcién de
las sinapsis neuronales.

Por lo tanto, ademds de ayudar a mantener las funciones
cerebrales, la microbiota intestinal también podria influir en
el desarrollo de trastornos psiquidtricos y neuroldgicos, inclu-
yendo patologias relacionadas con el estrés como la ansiedad
y la depresién o trastornos del comportamiento como el
autismo. Diversos estudios cientificos han demostrado que
los ratones libres de microorganismos (germ-free; obtenidos
experimentalmente de manera que carecen de microbiota),
poseen una conducta anormal (hiperactividad, respuesta exa-
gerada al estrés), con niveles bajos de serotonina y falta de
regulacién del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal. A través
de estos mecanismos, se postula que las alteraciones en la
microbiota intestinal (sobre todo en edades tempranas, pero
también en la adolescencia) pueden contribuir a alteraciones
del neurodesarrollo y a enfermedades mentales en edades
posteriores. Distintos factores, tan diversos como la dieta, el
genotipo, el consumo de antibiéticos o la ingesta de probidti-
cos pueden cambiar la balanza entre la homeostasis/disbiosis
de la microbiota intestinal y afectar a la funcién cerebral.

En 2013, Timothy G. Dinan, profesor de Psiquiatria
y director del Departamento de Psiquiatria del University
College en Cork (Irlanda), en una publicacién conjunta con
sus colegas Catherine Stanton y John E Cryan, lanzaron un
nuevo concepto: “los psicobidticos”. Los autores definian el
término psicobidtico como un “organismo vivo que, cuando
se consume en cantidades adecuadas, produce un beneficio
en la salud de pacientes con trastornos mentales”. Es obvio
que la definicién recorre un cauce paralelo a la definicién de
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probiético propuesta por la FAO/OMS en 2002 y en ella se
recalca que precisamente se trata de una clase de probidticos
capaces de producir y liberar sustancias neuroactivas (GABA,
serotonina) que actan a través del eje cerebro-intestino. Por
ese motivo, en un principio, su empleo podria estar indicado
en pacientes con patologia neuroldgica (cefaleas, esclerosis
multiple o enfermedad de Parkinson) o en los trastornos
del comportamiento (ansiedad, depresién, autismo, TDAH,
enfermedad de Alzheimer, etc.) El grado de evidencia cienti-
fica de su utilizacién en muchas de estas patologias todavia es
muy limitado siendo la mayoria de los estudios experimen-
tales aunque por la tipologia de los pacientes se han creado
muchas expectativas.

Trastornos del espectro autista

Una de las principales lineas de investigacién que se estd
desarrollando en la dltima década trata sobre el posible e
importante papel que podria jugar la microbiota intestinal
en el comportamiento social, como se lleva observando
desde hace varios anos en numerosos estudios en animales de
experimentacion y, cada vez, con més frecuencia en ensayos
clinicos en humanos. Esto ha traido consigo muchas expec-
tativas, tanto para los profesionales sanitarios como para los
familiares de los pacientes con trastornos del espectro autista
(TEA), ya que uno de los objetivos principales en estos ninos
y adolescentes es el de mejorar su calidad de vida.

El origen de los TEA parece que tiene lugar en la etapa
prenatal que supone una ventana de tiempo en la que se
forman importantes conexiones neuroldgicas. Aunque se
desconoce su etiologia, se han involucrado factores como
las infecciones maternas durante la gestacién que pueden
traer como resultado una elevada tasa de citoquinas tanto
en madres como en nifos con TEA. Se han hecho diver-
sos estudios que describen la microbiota intestinal en estos
pacientes y, en general, los resultados parecen indicar un
mayor contenido de grupos clostridiales productores de toxi-
nas y menor del género Prevotella en los TEA. También se
ha comprobado una menor proporcién de bacterias bene-
ficiosas como bifidobacterias y eubacterias. En un reciente
metanélisis que inclufa 254 pacientes se encontré que los
nifios con TEA presentaban porcentajes mds bajos de Akker-
mansia, Bacteroides, Bifidobacterium y Parabacteroides y més
elevados de Faecalibacterium cuando se comparaban con los
controles. Ademds en los nifios autistas se ha observado una
disminucién de la diversidad bacteriana.

Este desequilibrio, con mayor abundancia de proteobacte-
rias y menor de bifidobacterias, también se halla en trastornos
funcionales digestivos infantiles como el célico del lactante o
el sindrome del intestino irritable y es probable que se rela-
cione con los problemas gastrointestinales que son frecuen-
tes en los pacientes con TEA, como diarrea, estrefimiento,
meteorismo, distensién abdominal y diversas intolerancias
alimentarias. De hecho, tras el neuropediatra, es el gastroente-

rélogo infantil el subespecialista que mds interconsultas recibe
por parte de los psiquiatras ya que los problemas digestivos y
nutricionales son los que con mds frecuencia presentan estos
nifos tras los trastornos del comportamiento.

Empleo de probidticos

Como se ha ido documentando de forma amplia que en
muchos de estos trastornos estd implicada una alteracién de
la microbiota intestinal, teéricamente, estos nifios podrian
beneficiarse con suplementos de probidticos. Sin embargo, al
igual que ha ocurrido con otras terapias que se han empleado
de una manera indiscriminada y con poco rigor cientifico
en los pacientes con TEA, como ciertas dietas restrictivas
(por ejemplo, dieta sin gluten/caseina o sin azticares) y mul-
tiples terapias alternativas (se han probado casi todos los
suplementos nutricionales), no deberiamos caer en el error
de crear falsas esperanzas a pacientes y familiares. Por ese
motivo, es muy importante que tanto el papel que pueda
jugar la microbiota en este tipo de trastornos como su posible
modulacién con el empleo de la dieta, los probiéticos o el
trasplante fecal estén basados en ensayos clinicos contrastados
con evidencia cientifica.

Asi, la utilizacién de probiéticos podia mejorar no solo los
sintomas gastrointestinales de estos pacientes sino también las
alteraciones en la conducta y comportamiento. En estudios
experimentales realizados por el grupo de Elaine Hsiao en
la Universidad de California en ratones MIA (modelos de
autismo) se ha observado que la disbiosis ocasionada genera
metabolitos (4 etil-fenil-sulfato) detectables en el suero, que
estdn relacionados con los sintomas de la enfermedad. Se ha
demostrado que esto se puede corregir con la administracién
de la bacteria Bacteroides fragilis mejorando los problemas de
comportamiento y restableciendo la permeabilidad digestiva
y los cambios en la composicién de la microbiota. Esta rela-
cién parece que es dependiente del nervio vago.

Existen varios metaandlisis que han valorado la eficacia
de diversas cepas en estos pacientes. En general, parece que
ademds de aminorar su sintomatologia digestiva, se apre-
cia una mejora en los atributos de comportamiento de la
escala ATEC de evaluacién de severidad del autismo, donde
se valoran pardmetros como el lenguaje, la sociabilidad, el
aprendizaje o la conducta. En el metandlisis realizado por
Patusco y cols., publicado en septiembre de 2018 se revisaron
186 articulos aunque solo cumplian criterios de inclusién con
suficiente fiabilidad cientifica cinco de ellos con un total de
117 nifios autistas con problemas gastrointestinales obser-
vandose una mejoria tanto en los sintomas digestivos como
del comportamiento.

Mis exhaustiva parece la revision sistemadtica realizada por
Ng y cols. en 2019. Tras examinar 1592 articulos y una vez
descartados resultados duplicados, abstracts o proceedings,
casos clinicos aislados, cartas al editor, ensayos experimentales
o erréneos diagndsticos de TEA y/o tratamientos inadecua-
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dos, llegaron a la conclusién que solo 8 estudios cumplian
con los requisitos de calidad suficientes para ser incluidos,
2 con prebidticos y 6 con probidticos. Aunque las cepas o
mezclas de ellas y el tiempo de administracién fueron dis-
tintos, la mayoria de los ensayos mostraron mejoria tanto de
los sintomas gastrointestinales como del comportamiento.
Mencién aparte merece un reciente estudio aleatorizado,
doble ciego y controlado con placebo realizado en Taiwan
por Liu y cols. El objetivo del ensayo fue valorar la mejora
clinica tras la administracién durante 4 semanas de Lacto-
bacillus plantarum PS128 en 72 nifos de 7 a 15 afios que
cumplieron con los criterios para el diagnéstico de TEA de
DSM-V. Los resultados mostraron que la cepa probidtica
mejord significativamente diversos sintomas de comporta-
miento como el de oposicién/desafio en comparacién con el
grupo placebo. Ademds en varias escalas y cuestionarios los
ninos del grupo probiético dieron mejores resultados después
de 28 dias de consumo del preparado. A pesar de lo exitoso
del tratamiento, los autores se muestran cautos y afirman
que se necesitan mds estudios para aclarar mejor los efectos
de Lactobacillus plantarum PS128, sobre todo, en los ninos
mds pequenos con TEA que presentan mayor sintomatologia.

Trasplante fecal

También se han desarrollado ensayos en estos pacien-
tes empleando un trasplante fecal con buena seguridad y
resultados prometedores. El estudio que ha tenido mayor
impacto fue publicado online en enero de 2017 en la revista
Microbiome y llevado a cabo en la Universidad del Estado de
Arizona en Estados Unidos por Dae-Wook Kang y cols. en
18 nifos con diagndstico de TEA y clinica gastrointestinal
moderada o severa. La terapia consistia en la administracién
alo largo de dos semanas de tratamiento antibidtico (vanco-
micina), limpieza intestinal, y administracién oral o rectal
a dosis iniciales altas de microbiota fecal, seguido de dosis
diarias de mantenimiento a lo largo de 7 a 8 semanas. Segtin
los resultados del estudio, los pacientes lograron mejoria en
la clinica gastrointestinal fundamentalmente, y, en menor
medida, en un 25% de los casos, se objetivé mejoria de los
sintomas relacionados con el lenguaje, la interaccién social
y las estereotipias. Segtin las escalas aportadas por los fami-
liares, los nifios también se mostraron menos hiperactivos,
irritables y letdrgicos. Tras cinco semanas de tratamiento,
experimentaron una reduccién del 80% de los sintomas gas-
trointestinales, principalmente dolor abdominal, indigestién,
diarrea y estrefiimiento.

Las limitaciones fundamentales del trabajo tienen que ver
con que se trata de un estudio abierto, no aleatorizado, sin
grupo control, con una muestra muy pequena y donde no
podemos realmente discernir qué porcentaje del efecto tera-
péutico observado corresponde a cada uno de los elementos
del tratamiento realizado. Por lo tanto, a pesar de ser una
linea de investigacién aparentemente prometedora, no hay la

evidencia necesaria para hacer una recomendacion terapéu-
tica en este sentido. Sin embargo, los autores publicaron los
resultados del ensayo un afo después y el porcentaje de ninos
que seguian con mejoria clinica no habia variado a pesar de
no volver a hacer ninguna intervencién terapéutica, lo que
nos plantea que un tratamiento a largo plazo basado en la
modificacién del microbioma y del viroma intestinal mejo-
raria los sintomas gastrointestinales y conductuales de estos
pacientes. Aun asi, la mayorfa de los estudios realizados con
trasplante de microbiota fecal en estos nifios no son ensayos
doble ciego y controlados frente a placebo y, ademds, hay que
tener en cuenta la subjetividad en la percepcién de la mejora
de los sintomas psicolégicos por parte de los cuidadores.

Conclusiones

La utilizacién de dietas especiales, el uso del trasplante
fecal pero, sobre todo, por su mayor evidencia cientifica en
la actualidad, el empleo de psicobidticos, abre una puerta a
la esperanza al beneficio que puede aportar la modificacién
de la microbiota intestinal en estos pacientes. Aun asi, es
necesario mantener la cautela, ya que uno de los objetivos
principales en estos nifios y adolescentes es el de mejorar su
calidad de vida y no debemos caer en el error de crear falsas
esperanzas a pacientes y familiares.
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Introduccién

El término probidtico se refiere a microorganismos vivos
que aportan efectos beneficiosos a la salud del hospedador
cuando se administran en cantidades adecuadas aunque
los microorganismos muertos o fragmentos de los mismos
también pueden exhibir propiedades probidticas®-?. Al ser
administrados a seres humanos deben ser completamente
seguros y libres de vectores, como por ejemplo los que gene-
ren resistencia a antibidticos, as{ como tener capacidad de
supervivencia a condiciones intestinales tales como el pH,
acidez gdstrica, enzimas digestivas, sales biliares, entre otras
caracteristicas®4.

Las principales cepas usadas como probidticos pertenecen
a las llamadas bacterias del 4cido ldctico (LAB), un grupo
heterogéneo de microorganismos presentes de forma habi-
tual en numerosos productos fermentados y en el intestino
humano. Cepas del género Bifidobacterium, Enterococcus, Lac-
tobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus'y Streptococcus
asi como especies de Saccharomyces boulardii'y Escherichia coli
Nissle 1917 son utilizadas como probidticos?.

La Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y
la “Food and Drug Administration” de Estados Unidos (FDA)
han reconocido que muchas cepas con capacidad probidtica
son seguras, como por ejemplo las cepas del género Lactoba-
cillus, aunque se debe de tener en cuenta que no se les han
atribuido capacidad para prevenir o tratar enfermedades. Sin
embargo, los probidticos han demostrado tener un papel muy
importante en algunas patologias intestinales como la diarrea
causada por infecciones, diarrea asociada a tratamiento anti-
biético y sindrome del intestino irritable(-267), ya sea por los
cambios que se producen, tanto a nivel cuantitativo como
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cualitativo en la composicién de la microbiota intestinal, asi
como también por la repercusion sobre la salud del hospe-
dador en términos de inflamacién asociada a enfermedades
crénicas no transmisibles®), con el fin tltimo de generar una
mayor diversidad microbiana asociada al estado de salud®.

Los mecanismos mediante los cuales los probidticos
ejercen sus efectos beneficiosos son variados y se exponen a
continuacioén.

Colonizacién y normalizaciéon de la microbiota
intestinal

Nifos

La colonizacién de la microbiota intestinal comienza en
el nacimiento y contintia durante la infancia. Varios facto-
res influyen en la colonizacién intestinal inicial, como la
constitucién genética del recién nacido, el tipo de parto,
la administracién de antibiéticos, la alimentacién recibida
y factores de la propia madre, por ejemplo situaciones de
estrés o alguna condicién inflamatoria. Bacterias aisladas
desde la placenta, sangre de cordén umbilical y meconio
(Enterococcus faecium, Propionibacterium acnes, Staphylococcus
epidermidis 'y Escherichia coli) se encuentran entre las cepas
que podrian afectar la colonizacién. Sin embargo, las bacte-
rias presentes en la vagina y en la leche humana parecen ser
mds importantes para la colonizacién del intestino infantil.
Estas bacterias pueden propagarse desde el tracto digestivo
a sitios extradigestivos a través de las células dendriticas, que
pueden ingresar al epitelio y tomar las bacterias directamente
de la luz intestinal. Una vez dentro, las bacterias pueden
ser transportadas a otras dreas por la circulacién de células
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inmunitarias a través del torrente sanguineo. La adhesién de
las bacterias a las superficies del hospedador es un aspecto
crucial para la colonizacién, ya que puede prevenir de manera
mecdnica la adhesién de patdgenos-2.

Estudios en nifos a los que se administraron cepas con
actividad probidtica han encontrado resultados positivos
en la normalizacién de la composicién intestinal alterada,
maduracién intestinal, disminucién de la carga patégena e
infecciones, y un aumento en la respuesta inmunitaria; sin
embargo, solo algunos de estos estudios han documentado
cambios especificos en la composicién de la microbiota. En
estudios clinicos en ninos, cepas probidticas especificas han
demostrado atenuar la gravedad de diferentes patologias
como la enterocolitis necrotizante, la enfermedad inflama-
toria intestinal, especialmente la colitis ulcerosa, la diarrea
nosocomial, la diarrea asociada a antibiéticos y las alergias(19.

Adultos

En adultos sanos, la administracién de cepas probidticas
aumenta la produccién de dcidos grasos de cadena corta
(AGCC), la humedad fecal, la frecuencia de defecacién y el
volumen de las heces. La gran mayoria de estudios en adultos
sanos o con alguna patologia de base evalda la seguridad y
la tolerancia de las cepas administradas; algunos de ellos,
ademds, evaltan ciertos efectos sobre el sistema inmunitario
al terminar la intervencidn, la cual suele tener una duracién
que oscila de las 4 hasta las 8 semanas(1-19,

Exclusiéon competitiva de patégenos y
producciéon de bacteriocinas

La exclusién competitiva se refiere a la situacion en la
que una especie bacteriana compite por los alimentos y por
los sitios receptores ubicados en el tracto gastrointestinal de
manera mds efectiva que otras especies. Las vias especificas
y los mecanismos regulatorios clave de estos efectos de las
cepas con actividad probidtica son en gran medida descono-
cidos. La reduccién en el pH luminal gracias a la produccién
de 4cidos, la competencia por fuentes nutricionales, y la
produccién de bacteriocinas (péptidos antimicrobianos) o
sustancias similares a las bacteriocinas se encuentran entre
los principales mecanismos propuestos para la competencia
exclusiva de patégenos.

La mayoria de los estudios se han centrado en la reduc-
cién de la adhesién de patégenos como Salmonella typhi y
Escherichia coli, en presencia de cepas probidticas. Dichos
estudios revelan que algunos metabolitos probidticos pare-
cen jugar un papel importante en la modulacién de diversas
senales y vias metabdlicas. De hecho, los componentes del
metaboloma probiético (dcidos orgdnicos, bacteriocinas,
peréxido de hidrégeno y aminas, entre otras) interactian
con multiples vias metabdlicas que regulan la proliferacién
celular, diferenciacién, apoptosis, inflamacién, angiogénesis
y metdstasis. Algunas cepas de lactobacilos y bifidobacterias

pueden producir bacteriocinas que previenen la proliferacién
de patdgenos. Las bacteriocinas son pequenas moléculas catié-
nicas compuestas de alrededor de 30 a 60 aminodcidos. Estas
moléculas actian en las membranas bacterianas, destruyendo
la pared celular por formacién de un poro o por inhibicién
de la sintesis de la pared celular, dando como resultado la
muerte bacteriana. Diferentes estudios han demostrado que
las cepas L. plantarum y L. acidophilus son capaces de generar
estas moléculas e inhibir el crecimiento de Helicobacter pylori,
Clostridioides difficile, y especies de Shigellay E. coli resistentes,
asi como rotavirus, que son algunos de los microorganismos
relacionados con varias afecciones gastrointestinales!>.

Produccién de mucinas

Para que un microorganismo sea catalogado como pro-
biético debe cumplir ciertos requisitos. Uno de ellos es la
adhesion a la mucosa intestinal para colonizar el intestino e
interactuar con el hospedador. Es necesario que se produzca
una interaccién especifica para asi modular el antagonismo
contra patégenos y futuras acciones en el sistema inmunita-
rio. Las células epiteliales intestinales secretan mucina para
evitar la adhesion de bacterias patégenas. Variadas cepas de
Lactobacillus han demostrado esta accién aumentando pro-
teinas que promueven la adhesién y exhibiendo adhesinas
superficiales que facilitan la unién a la capa mucosa219.

Actividad enzimatica y produccién de acidos
grasos de cadena corta

Actividad enzimatica

La actividad enzimdtica de las cepas con actividad pro-
bidtica puede desempenar un papel en los efectos bioldgicos
de estos en la luz intestinal. Lactobacilos y bifidobacterias
exhiben mds de 20 actividades enzimdticas diferentes, siendo
la actividad B-galactosidasa la mds descrita.

Bifidobacterium longum contribuye a generar cambios
especificos en la microbiota intestinal y ademds es capaz de
disminuir la actividad de la B-glucuronidasa, asociada con la
formacién de criptas aberrantes y marcador preneopldsico
temprano de carcinogénesis de colon. Los probidticos interac-
tiian con los 4cidos biliares en la luz intestinal, modificando
el metabolismo de los 4cidos biliares y a su vez influyendo en
la absorcién de colesterol. La hidrolasa de sales biliares es una
enzima producida por especies bacterianas de varios géneros
y por la mayoria de las cepas de probidticos conocidas; esta
enzima puede participar en la primera reaccién de desconju-
gacién de sales biliares. Dicha reaccién en las sales biliares es
uno de los principales mecanismos por los que los probidticos
podrian tener un efecto hipocolesterolemiante®-27).

Acidos grasos de cadena corta
Los AGCC producidos por las bacterias como conse-
cuencia de su actividad metabdlica ejercen numerosos efectos
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en muchos tejidos, incluyendo el intestino, el higado, y los
tejidos adiposo, muscular y cerebral. Se conocen 8 AGCC,
siendo los mds relevantes el dcido acético, propidnico y buti-
rico. Se ha propuesto que el acetato producido por las bifi-
dobacterias puede mejorar la defensa intestinal mediada por
células epiteliales y proteger al hospedador contra infecciones
letales. Los AGCC son una fuente importante de energfa
para los enterocitos y son moléculas clave de senalizacién
para el mantenimiento de la salud del intestino. Ademds,
pueden ingresar a la circulacién sistémica e interactuar con
los receptores celulares en los tejidos periféricos. De hecho,
los AGCC tienen un papel importante en la regulacion de
la energfa y el mantenimiento de la homeostasis. Los AGCC
pueden interactuar con sus receptores acoplados a proteinas
G aumentando la secrecién intestinal del polipéptido YY y
péptido similar al glucagén 1, mejorando la saciedad. Por
otro lado, los AGCC podrian llegar al tejido adiposo y contri-
buir en la disminucién de grasa al interactuar con su receptor,
disminuyendo la lip6lisis y la inflamacién, con un posterior
aumento de la adipogénesis y liberacién de leptina®.

Se ha propuesto que el acetato, el propionato y el butirato,
especialmente los dos tltimos, podrian reducir la secrecion de
citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, probablemente
por una reduccidn en la infiltracién local de macréfagos.
Otras actividades bioldgicas diversas de los AGCC produci-
dos por algunas cepas con actividad probidtica podrian estar
mediadas por sus acciones epigenéticas, que pueden explicar
la amplia gama de efectos anticancerigenos atribuido a los
probidticos. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales
en este aspecto, particularmente en humanos®. Ademds, los
AGCC se han propuesto como moléculas implicadas en la
interaccion intestino-cerebro, que se describe mds abajo(9.

Modulacién del sistema inmunitario

La microbiota intestinal es capaz de modular el sistema
inmunitario. Estos efectos inmunomoduladores se deben a la
interaccion de las bacterias probidticas con las células epite-
liales, las células dendriticas, los monocitos, los macréfagos y
los linfocitos. Estudios realizados tanto en animales como en
humanos (sanos o con alguna comorbilidad) han demostrado
que se produce una alteracién en la respuesta inmunitaria
tras la administracién de cepas probiéticas, disminuyendo
la secrecién de citoquinas proinflamatorias y aumentando
la de citoquinas antiinflamatorias(171%. Se ha descrito que
la modulacién del sistema inmunitario se produce gracias al
reconocimiento de patrones a través de los receptores tipo
1oy los receptores NOD, los cuales a su vez modulan molé-
culas claves como el factor de transcripcién nuclear NF-xB
y las quinasas activadas por mitégenos (MAPK)®.

Interaccion con el eje intestino-cerebro
Se ha demostrado que la microbiota intestinal, el sis-
tema de sefializacién intestino-cerebro y la interaccién de la

microbiota con receptores genéticos estdn relacionados con
la salud de los nifos y con el desarrollo del comportamiento
a corto y largo plazo. El papel de la microbiota intestinal
en la salud y la enfermedad en los primeros afios de vida se
ha vuelto muy relevante porque existe evidencia de que la
microbiota intestinal puede influir en muchos aspectos del
comportamiento humano®.

Los recién nacidos prematuros son particularmente
mds vulnerables al estrés y al dolor que los recién nacidos
a término. El estrés se activa en el eje hipotaldimico-hipofi-
sario-adrenal y el sistema nervioso simpdtico, que aumenta
la permeabilidad intestinal y permite que las bacterias y
los antigenos bacterianos crucen el epitelio, activan la res-
puesta inmunitaria de la mucosa y alteran la composicién del
microbioma. Por otro lado, el estrés oxidativo en el intestino
modula el proceso del establecimiento de la microbiota en
los recién nacidos prematuros. Por otra parte, nifios con
trastornos en el neurodesarrollo, incluido el sindrome del
espectro autista, se ven afectados regularmente por proble-
mas gastrointestinales y una disminucién de la diversidad
bacteriana en la microbiota intestinal. Se ha demostrado que
Bacteroides fragilis puede desempefar un papel importante
en la mejora de los comportamientos asociados al sindrome
del espectro autista.

La figura 1 resume los principales mecanismos de accién
de los probiéticos sefialados anteriormente.

Bibliografia
1. Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz J, Mufioz-Quezada S, Gémez-Llorente

C, Gil A. Probiotic mechanisms of action. Ann Nutr Metab. 2012; 61:
160-74.

2. Plaza-Diaz J, Ruiz-Ojeda FJ, Gil-Campos M, Gil A. Mechanisms of action
of probiotics. Adv Nutr. 2019; 10(suppl_1): S49-66.

3. Food, Organization AOWH. Report of a joint FAO/WHO expert con-
sultation on evaluation of health and nutritional properties of probiotics
in food including powder milk with live lactic acid bacteria. 2001.

4. Roberfroid MB. Prebiotics and probiotics: are they functional foods? Am
J Clin Nutr. 2000; 71: 1682S-7S.

5. Fontana L, Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz ], Munoz-Quezada S, Gil A.
Sources, isolation, characterisation and evaluation of probiotics. Br ] Nutr.
2013; 109(S2): S35-S50.

6. Sacz-Lara MJ, Gomez-Llorente C, Plaza-Diaz J, Gil A. The role of probio-
tic lactic acid bacteria and bifidobacteria in the prevention and treatment
of inflammatory bowel disease and other related diseases: a systematic
review of randomized human clinical trials. Biomed Res Int. 2015; 2015.

7. DPlaza-Diaz J, Ruiz-Ojeda FJ, Vilchez-Padial LM, Gil A. Evidence of the
anti-inflammatory effects of probiotics and synbiotics in intestinal chronic
diseases. Nutrients. 2017; 9: 555.

8. Byndloss MX, Biumler AJ. The germ-organ theory of non-communicable
diseases. Nat Rev Microbiol. 2018; 16: 103.

9. Plaza-Diaz ], Ferndndez-Caballero J, Chueca N, Garcia F, Gémez-Llorente
C, Sdez-Lara M, et al. Pyrosequencing analysis reveals changes in intestinal
microbiota of healthy adults who received a daily dose of immunomodu-
latory probiotic strains. Nutrients. 2015; 7: 3999-4015.

10. Plaza-Dfaz J, Ruiz-Ojeda FJ, Gil-Campos M, Gil A. Immune-mediated
mechanisms of action of probiotics and synbiotics in treating pediatric
intestinal diseases. Nutrients. 2018; 10: 42.

Vol. 1-N°1-2020

Mecanismo de accién de los probidticos 63



"01q2120-0UNSAUT 23 [2 U0D UQIIEIANUT (F £ ‘OLreIrunuruT
BLUISTS [P UQIDR[NpOW ((J ‘seurdnur op uorponpoid £ 1e[nya0 owstuoeiue Te[n[ed uoIsaype (D) ‘81100 BUIPED Ip soseid sopioe op uoronpoid £ eonewizus peprande (g
‘seuooL1a19eq 2p uoonpoid £ sousdored op eannadwod UQISNOXD TEUNSIIUT LIOIOIDTW AP UQIDBZI[EULIOU £ UQIORZIUO[OY) (Y '$001101qoIid uoIde op sowstueddy * |, ednbi4

“g-uosafiorur Suronpur-io3dvpy Suruiviuor-urwuop

LI 2P 715Ut ua sv)3is sns ap LR I 101 0011 401d0024 T [ AUvusofsunis 01usrui1azsd ap 401vf 0,1 XA oprdadnod A J Svuiosixosad ap saioppaafijod 1od oppanip 401daras AV ‘G 4vajonu
1012d10051UDA7 2P 401IV[ NN ‘98 IP10ITUL UPLIVIIUAIIY 2P VIvUIAd VIsandsau ;YN vsvdy vuraroadody (T T [-T] Ip 40142324 Jv vpvII0SY [ DSPUIND [NYY] Uosafaorur N] Svuoutioy
v 21q1suas vsvdy] MISH <D svuparo4d v opp)dosw 401darzu D uosvong3 v svjrus opudad (T warppusp vpngp 0 vuralodorsuy v) v ivjruis oprdad 11 JONY vseuinb JNY NIV

Do N “SOMOpUYioxd SDUIS01,) «

! LA1L
A
powmbru| \ Lt

e
R A

1L

Oy

« ... . eatuad uoldBWRYUI Ui uQrRIIR{jUf
BUILOJ0IDS uorsaadxg | ﬂ

e N
\ wsuﬂmn_en_ e {
e’ Ja],

* o
t871 @ Eﬁ.

PAIL

ws_azen\ \. -

s X oW J @ @y, vuatoadodi opupaestjododi-y Eoﬁ
& =\ R
O,
ﬂ .. N- “ J a
T i I i :_c,; ,, _‘ w U
Td1
JTdONY Muu VRIOIVINV TANI
sajeunsaiul saferjanda sen)

AWV @

- 4 OROLY” 582.
pepeioeg __ souaBoied op eannadiuoa ugisnjox:]

owsdored o
Seuajoeqopy1q-
d10} moo:c_n.Em - oanng
AAd} sedojonpoud satoadsy
£PUdD \ 19p 'dds ernqasoy mme)say
sajquafip ou 1#ddD \ = \ m UQIDBZILO[OI B BJUAWNY pEpISIaAlpoOlg .- <
SOPHEOES{|O] ’“ o2
Soonoiqoag

Anales de Microbiota, Probidticos & Prebidticos

ly cols.

A. Gi

64



11.

12.

13.

14.

Plaza-Diaz ], Gomez-Llorente C, Campafia-Martin L, Matencio E, Ortuno
I, Martinez-Silla R, et al. Safety and immunomodulatory effects of three
probiotic strains isolated from the feces of breast-fed infants in healthy
adults: SETOPROB study. PLoS One. 2013; 8: ¢78111.

Tenorio-Jiménez C, Martinez-Ramirez M, Tercero-Lozano M, Arraiza-Iri-
goyen C, Del Castillo-Codes I, Olza J, et al. Evaluation of the effect of
Lactobacillus reuteri V3401 on biomarkers of inflammation and cardio-
vascular risk in obese adults with metabolic syndrome: A randomized
clinical trial (PROSIR). Clin Nutr. 2018; 37: S15.

Tenorio-Jiménez C, Martinez-Ramirez M]J, Tercero-Lozano M, Arrai-
za-Irigoyen C, Del Castillo-Codes I, Olza ], et al. Evaluation of the effect
of Lactobacillus reuteri V3401 on biomarkers of inflammation, cardiovas-
cular risk and liver steatosis in obese adults with metabolic syndrome: a
randomized clinical trial (PROSIR). BMC Complement Altern Med.
2018; 18: 306.

Tenorio-Jiménez C, Martinez-Ramirez MJ, Castillo-Codes D, Arraiza-Iri-
goyen C, Tercero-Lozano M, Camacho |, et al. Lactobacillus reuteri V3401
Reduces Inflammatory Biomarkers and Modifies the Gastrointestinal
Microbiome in Adults with Metabolic Syndrome: The PROSIR Study.
Nutrients. 2019; 11: 1761.

15.

16.

17.

18.

19.

Munoz-Quezada S, Bermudez-Brito M, Chenoll E, Genovés S,
Gomez-Llorente C, Plaza-Diaz J, et al. Competitive inhibition of three
novel bacteria isolated from faeces of breast milk-fed infants against selec-
ted enteropathogens. Br ] Nutr. 2013; 109(52): S63-S9.

van de Wouw M, Boehme M, Lyte JM, Wiley N, Strain C, O’Sullivan O,
et al. Short-chain fatty acids: microbial metabolites that alleviate stress-
induced brain—gut axis alterations. ] Physiol. 2018; 596: 4923-44.

Plaza-Diaz ], Gomez-Llorente C, Abadia-Molina F, Saez-Lara MJ, Cam-
pafa-Martin L, Munoz-Quezada S, et al. Effects of Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 and Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 on hepatic steatosis in Zucker rats. PloS One.
2014; 9: €98401.

Plaza-Dfaz ], Robles-Sdnchez C, Abadfa-Molina F, Morén-Calvente V,
Séez-Lara MJ, Ruiz-Bravo A, et al. Adamdecl, Ednrb and Ptgs1/Cox1,
inflammation genes upregulated in the intestinal mucosa of obese rats,
are downregulated by three probiotic strains. Sci Rep. 2017; 7: 1939.

Plaza-Diaz ], Robles—§énchez C, Abadia-Molina E, S4ez-Lara M]J, Vil-
chez-Padial LM, Gil A, et al. Gene expression profiling in the intestinal
mucosa of obese rats administered probiotic bacteria. Sci Data. 2017; 4:
170186.

Vol. 1-N°1-2020

65

Mecanismo de accién de los probidticos



ANALES DE

Sesidn de Inmunonutricidn

Microbiota
Probidticos
Prebioticos

XI Workshop Sociedad Espafiola de Microbiota, Probidticos y Prebidticos

Polifenoles y microbiota intestinal

Francisco A. Tomas-Barberan, Rocio Garcia-Villalba, Antonio Gonzéalez-Sarrias,
Maria Victoria Selma, Juan Carlos Espin

Laboratorio de Alimentos y Salud. Grupo de Calidad, Seguridad y Bioactividad de Alimentos Vegetales, CEBAS-CSIC, Murcia.

Durante la década de los 90, la epidemiologia senalé
a los polifenoles como unos componentes esenciales de la
dieta relacionados con la disminucién del riesgo de padecer
enfermedades crénicas, sobre todo cardiovasculares (Hertog y
cols., 1993). Sin embargo, los estudios de intervencién para
evaluar el efecto de distintos tipos de polifenoles sobre mar-
cadores de riesgo cardiometabélico han conducido a resul-
tados poco concluyentes mostrando una gran variabilidad
en la respuesta de los diferentes individuos tras la ingesta de
diferentes tipos de polifenoles, encontrando algunos volun-
tarios que responden claramente mientras que otros no lo
hacen (Morand y cols., 2020). Como la biodisponibilidad
de los polifenoles es generalmente muy baja, o incluso com-
pletamente nula en el caso de los polifenoles oligoméricos y
poliméricos, las cantidades que se encuentran en el lumen
intestinal pueden llegar a ser muy altas.

Desde comienzos de este siglo se ha demostrado la rele-
vancia que tiene la microbiota intestinal en el metabolismo
de los polifenoles y por tanto en su biodisponibilidad y efec-
tos potenciales en la salud. Se sabe que los polifenoles oli-
goméricos son convertidos en metabolitos con una actividad
bioldgica relevante, que ademds se absorben mucho mejor
que los polifenoles que hay originalmente en el alimento,
y que persisten por un largo tiempo (hasta 2 o 3 dias) en el
organismo probablemente debido a su limitada solubilidad
y lenta liberacién en los fluidos intestinales, y a su demos-
trada re-circulacidn entero-hepiética (Selma y cols., 2009;
Gonzdlez-Sarrias y cols., 2017).

Recientemente se ha demostrado la extraordinaria variabi-
lidad en la composicién y funcién de la microbiota intestinal,
que puede variar en la prevalencia de determinados grupos
bacterianos frente a otros (Arumugan y cols., 2011), en la
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diversidad de la microbiota (niimero de unidades taxonémi-
cas operativas) (Yatsunenko y cols., 2012) y en la cantidad
de la misma (la carga microbiana de las muestras fecales)
(Vandeputte y cols., 2017). Se ha intentado clasificar a los
individuos por su microbiota describiendo los conocidos
como enterotipos (Arumugan y cols., 2011). Sin embrago
existen opiniones cientificas contradictorias que proponen
que la situacién real es que se observan gradientes de microor-
ganismos en los diferentes individuos, y no verdaderos ente-
rotipos que pudieran ser claramente diferenciadores de los
individuos de una poblacién determinada (Jeffery y cols.,
2012). Pero si que podemos afirmar que hay diferencias sus-
tanciales en el microbioma de diferentes individuos lo que
afecta al metabolismo de los polifenoles de la dieta, y también
de muchos farmacos y otros xenobiéticos, y por tanto modula
su actividad biolégica (Spagiannopoulos y cols., 2017).
Podemos concluir afirmando que la microbiota intestinal
de los diferentes individuos que participan en un estudio
de intervencién con polifenoles deberia de ser evaluada y
considerada para estudios de correlacién con el metabolismo
y biodisponibilidad de los polifenoles y los efectos de salud
observados (Morand y Tomds-Barberdn, 2019).

La correlacién de la microbiota intestinal con determina-
dos estados de salud también se ha documentado en nume-
rosos estudios durante los tltimos anos (De Vos y De Vos,
2012). Miés recientemente se han llevado a cabo algunos
estudios que han demostrado que la microbiota estd dentro
de los factores que podrian causar enfermedades metabdlicas
y que ademds modula la eficacia de determinados firmacos
lo que hace que el papel de la microbiota en la salud humana
adquiera una dimensién mucho mds relevante (Spagian-
nopoulos y cols., 2016).
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Sabemos que hay grandes cantidades de polifenoles de
la dieta que no se absorben en el intestino delgado y llegan
al colon pricticamente inalterados. Estos pueden entonces
interaccionar con la microbiota intestinal modulando la
configuracién del ecosistema y la produccién de metabo-
litos bioactivos, e intervenir ademds en la interaccién de la
microbiota con el hospedador (inflamacién, inmunidad, etc.)
lo que puede dar lugar a efectos muy relevantes en la salud.

Modulacién de la microbiota por los
(poli)fenoles

Los polifenoles, y sobre todo los oligoméricos y polimé-
ricos que son englobados en al grupo de los taninos, tanto
hidrolizables (galotaninos y elagitaninos) como condensados
(proantocianidinas) son muy activos modulando la micro-
biota intestinal (Duefas y cols., 2015). Es interesante que
estos grupos de polifenoles, que muestran grandes diferencias
quimicas, biosintéticas y de metabolismo, ejercen efectos
similares sobre la microbiota, lo que probablemente se deba
a las propiedades generales que se asocian a los taninos como
son las interacciones con las proteinas (fundamentalmente la
capacidad de ligarse a ellas y de precipitarlas). La evidencia
indica que todos estos polifenoles, aunque son quimicamente
muy complejos y estructuralmente muy diversos, favorecen
in vivo el crecimiento de los lactobacilos y las bifidobacterias,
inhibiendo por otra parte el crecimiento de las enterobac-
terias y en general los patobiontes, lo que se conoce como
un efecto parecido al ‘prebiético’ (‘prebiotic-like’) de estos
polifenoles. De hecho, los prebidticos sensu stricto (carbo-
hidratos complejos que forman parte de la fibra dietética),
no se digieren, promueven el crecimiento de lactobacilos
y bifidobacterias y llegan al colon donde son fermentados
por la microbiota dando lugar a metabolitos microbianos
(dcidos grasos de cadena corta principalmente) que tienen
relevantes actividades biolégicas. Por su parte los polifenoles
se comportan de una forma similar a los prebidticos pues
tampoco son digeridos ni absorbidos en el intestino delgado,
promueven el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias,
y son fermentados en el colon dando lugar a metabolitos
(postbidticos) que tienen relevantes actividades bioldgicas.

Respecto al mecanismo de accién de esta modulacién
diferencial de la microbiota intestinal poco se conoce, aun-
que hay varias hipétesis y algunas evidencias recientes. Entre
ellas se ha sugerido que los polifenoles, que en general exhi-
ben una ligera actividad antimicrobiana, pudieran inhibir
el crecimiento de aquellas bacterias més sensibles a estos
metabolitos. También los polifenoles podrian servir de fuente
de energfa para aquellas bacterias que tengan capacidad de
catabolizar estas moléculas complejas para dar lugar a molé-
culas que pudieran ser utilizadas para nutrir a las bacterias
que las metabolizan. Ademds, algunos de estos polifenoles, o
los metabolitos producidos durante la fermentacién intesti-
nal, pueden interferir con el mecanismo de ‘quorum sensing

dando lugar a una inhibicién de la formacién de biofilms de
determinadas especies, inhibiendo su desarrollo y capacidad
de colonizacién del intestino (Truchado y cols., 2009). Tam-
bién se ha hipotetizado que estos polifenoles pudieran favo-
recer la formacién de mucina en el intestino, promoviendo
la colonizacién de bacterias que se benefician de una mayor
cantidad de mucina (por ejemplo, Akkermansia) (Desjardins
y cols., 2019). Sin embargo, estudios recientes se inclinan
hacia el hecho de que el efecto antimicrobiano que modula la
configuracién del ecosistema intestinal parece una causa més
probable que el efecto sobre la produccién de mucina por las
‘goblet cells’ en el incremento del crecimiento de Akkermansia
que se observa (Hojo y cols., 2019). Se podria concluir que,
aunque se ha comprobado en numerosos estudios que los
polifenoles modulan la microbiota intestinal, se conoce muy
poco de los mecanismos por los cuales ejercen este efecto.
Esta investigacion es esencial para seleccionar tratamientos de
intervencion dietética con fibra y polifenoles para desplazar
la microbiota hacia perfiles mds saludables.

Metabolismo de los (poli)fenoles por la
microbiota intestinal

Las bacterias que colonizan el intestino también llevan
a cabo un intenso metabolismo de los polifenoles que, en
general, se absorben muy poco y se encuentran disponibles
para ser metabolizados por diferentes grupos bacterianos
(Selma y cols., 2009). En general, los catabolitos micro-
bianos son mucho mds biodisponibles que los polifenoles
presentes en los alimentos de los que parten. Esto se ha
demostrado claramente en las proantocianidinas oligoméricas
y poliméricas, las flavanonas de los citricos y del lapulo y
la cerveza, los elagitaninos y el 4cido eldgico y sus conjuga-
dos presentes en muchos frutos, las isoflavonas de la soja,
y los lignanos de los cereales integrales y de las semillas de
lino. Dada la variabilidad en el microbioma de diferentes
individuos, cabria pensar a priori que no todos producirian
in vivo los mismos metabolitos de polifenoles ni la misma
cantidad. De hecho, se han descrito diferentes metabotipos
para la produccién de metabolitos microbianos a partir de
los polifenoles. Asf, tras la ingesta de isoflavonas de soja,
se ha encontrado que hay voluntarios con una microbiota
intestinal que puede producir equol, mientras que otros no
lo producen, y recientemente se ha descrito que la produc-
cién o no de la O-desmethyl-angolensin también da lugar a
claras diferencias entre los individuos (Frankenfeld, 2017).
En el caso de los metabolitos del 4cido eldgico para produdir
urolitinas, tres robustos metabotipos (A, B y 0) han sido
descritos, se correlacionan con diferencias en el microbioma
intestinal (Tomds-Barberdn y cols., 2014; Romo-Vaquero y
cols., 2019), y pueden depender de la edad (Cortés-Martin
y cols., 2018). También hay en muchos casos diferencias
cuantitativas en la produccion de determinados metabolitos
microbianos, lo que se observa en la mayoria de los polifeno-
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les, habiéndose descrito en los metabolitos de las flavanonas
del ldpulo y de los citricos, en las valerolactonas producidas
a partir de las proantocianidinas y en los enterolignanos pro-
ducidos a partir de los lignanos (Espin y cols., 2017). En
estos casos, cuando se estudia la produccién de metabolitos
en una poblacién determinada, se observa un gradiente de
produccién de los mismos pudiendo identificar voluntarios
con diferentes niveles de produccién/absorcién/excreciéon
(altos, medios y bajos productores). Estas diferencias en la
producciéon de metabolitos reflejan claras discrepancias en
la funcién de la microbiota intestinal y ademds se podrian
correlacionar con diferencias en la respuesta al tratamiento
con polifenoles en diferentes individuos.

Estas diferencias en respuesta a tratamientos se han
demostrado claramente en los casos en que se existen ver-
daderos metabotipos, como es el caso de los productores de
equol que muestran una mejora en los biomarcadores de
riesgo cardiometabdlico tras el tratamiento con isoflavonas de
soja mientras que los no-productores no muestran ese efecto
beneficioso (Frankenfeld, 2017). También, en los metaboti-
pos A, By 0 que se observan en la produccién de urolitinas
tras la ingesta de elagitaninos, se ha evidenciado que los
voluntarios del metabotipo B responden, mientras que los
otros no producen efectos significativos en los marcadores de
riesgo cardiometabdlico tras la ingesta de extractos de granada
ricos en elagitaninos (Gonzdlez-Sarrias y cols., 2017). Sin
embargo, en los casos en que los metabolitos se producen
en forma de gradiente entre diferentes individuos, todavia
no se ha publicado ningtin estudio en el que se correlacio-
nen los efectos sobre marcadores de riesgo cardiometabdlico,
con los niveles de exposicién a metabolitos microbianos de
polifenoles, que son potencialmente bioactivos, como es el
caso de las flavanonas de citricos, las valerolactonas produ-
cidas tras la ingesta de proantocianidinas, o la mayoria de
los metabolitos microbianos de los polifenoles.

Podemos concluir, que para poder conocer el papel que
tienen los polifenoles en la salud humana es necesario tener
en cuenta la microbiota intestinal. Esta puede ser la que expli-
que las grandes diferencias que se observan en la respuesta
a los tratamientos de los diferentes individuos y deberia ser
considerada en la nutricién y farmacologia de precision lle-
vando hacia tratamientos personalizados. La identificacién de
las bacterias responsables del metabolismo de los polifenoles
en el intestino, permitird utilizarlas en el futuro para asegurar
la eficacia de tratamientos con polifenoles mediante el sumi-
nistro de estos probidticos de nueva generacién o mediante
tratamientos que conduzcan a una mayor implantacién de
estas bacterias en el intestino del individuo que no llega a
producir los metabolitos activos.
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Lactobacilli form the largest group of bacteria with docu-
mented probiotic activities. Since Nobel-laureate Eli Metch-
nikoff hypothesized that lactic acid bacteria can promote
human health in the gut, the research on lactobacilli and
probiotics has mainly focused on the human gut and fer-
mented dairy foods. However, a major knowledge gap exists
on the beneficial potential of lactobacilli in other human
body sites, such as the vagina, skin and respiratory tract. In
addition, lactobacilli have potential as probiotics in animals,
such as chicken and pigs. Similarly, lactobacilli are used on
plants, for example as crop-protecting agents, and even on
abiotic surfaces, generally based on trial-and-error selection.
Lactobacilli also play a key role in many plant- and vegeta-
ble-based fermentations, where they promote the shelf life
and nutritional value of food and feed. They are used for
centuries for these applications, without much molecular
knowledge of their action. This versatility of lactobacilli and
their applications is thus remarkable, but why and how lac-
tobacilli can be beneficial in such a wide variety of habitats
is currently underexplored. Recent new whole genome and
microbiome amplicon sequencing tools now allow for novel
studies on lactobacilli (e.g. ). A few examples of our own
research will be presented during the lecture®).

The term lactobacilli refers to the family of the Lactoba-
cillaceae, because of the recent revision of the taxonomy of
the Lactobacillus genus complex, with the genus being split
in more than 20 new genera. These taxonomy changes were
driven by recent new insights in the evolution, ecology and
function of this large group of bacteria, which have been
speed up by the increasing availability of whole genome
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sequences. Although it will take time before the field gets
used to the new names, the new insights have also stimulated
various new areas of research. In my recently granted ERC
project ‘Lacto-Be: advancing Lactobacillus beneficial poten-
tial’, we will also address various questions fundamental to
the Lactobacillus biology.

*  Where do lactobacilli originate from in our evolutionary
history & in the life of one individual?

* In which habitats do lactobacilli dominate? And in which
niches do they exert keystone functions (independently
of dominant abundance)?

* How do lactobacilli colonize different body sites in
humans and other new habitats?

*  How can lactobacilli exert beneficial functions in so many
different hosts and habitats?

With my team, we aim to follow an unconventional
approach situated at the intersections of molecular microbiol-
ogy (focusing on a single microbe), molecular ecology (focus-
ing on microbial communities) and comparative genomics
with an evolutionary perspective on habitat adaptation of
lactobacilli. By looking deeper into biology of lactobacilli, a
paradigm shift can be made moving from a classical ad hoc
base to a unique knowledge-based framework for strain selec-
tion and analysis of fitness and performance of lactobacilli.

Special attention is dedicated towards probiotic lactoba-
cilli for the female reproductive tract and thus also towards
the lactobacilli dominating the vagina under healthy con-
ditions™: Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lac-
tobacillus jensenii, and Lactobacillus iners. These species still
belong to the Lactobacillus genus in the new taxonomy,

70 S. Lebeer

Anales de Microbiota, Probidticos & Prebidticos



because of their close relationship to Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus or Beijerink 1901, the first Lactobacillus
ever described. Who do humans promote/ depend on this
(symbiotic) bacterial relationship? What are the molecules
governing this beneficial relationship? Several parts of the
communication can be puzzled together based on earlier
molecular studies, such as the oestrogen-glycogen-lactic acid
relationship®, a wide arsenal of antimicrobial production to
inhibit pathogens (e.g. #1?) and immunoregulatory inter-
actions between cell surface components of the lactobacilli
and immune receptors such as Toll-like receptor 2/61319, but
many aspects still need to be uncovered. Therefore, we have
recently set up and planned all the logistics for a large Citizen
Science project, termed Isala, to collect vaginal microbiome
samples and lactobacilli from more than 1000 healthy Bel-
gian women. The start of the sampling campaign is foreseen
in spring 2020. In addition, we study the probiotic and
ecological function of lactobacilli on the human skin© and
upper respiratory tract19, for which we found some inter-
esting new modes of host interaction. For example, we have
found indications for a special type of fimbriae promoting
interaction with respiratory epithelial cells in the L. casei
group®. These putatively glycosylated fimbriae are currently
studied in more molecular detail.

The second major new habitat of lactobacilli we focus on
in my labs are crops and especially the vegetables that lac-
tobacilli can dominate during fermentation, such as carrots
(e.g. 19). These fermented vegetables are man-made micro-
bial ecosystems, but really fascinating to study, because only
minimal manipulations are needed (e.g. adding salts and oxy-
gen deprivation) to turn lactobacilli into ecological winners.
The lactobacilli that are able to dominate often belong to the
Leuconostoc and L. plantarum group7-'9. By a combination
of comparative genomics, experimental ecology and molec-
ular biology, we are identifying unique and more conserved
genes and molecules that help to explain why certain taxa
of this group are such ‘ecological winners’. For example, we
have recently discovered a cellulose-degrading enzyme in
the L. mudanjiangensis species. This fundamental research
line has also practical applications for the development of
alternative non-dairy functional foods with probiotics that
are suitable for lactose-intolerant, milk-allergic or vegan
people. Fermentation of vegetables is especially appealing,
since vegetables are a source of essential nutrients, vitamins,
minerals, anti-oxidants and fibres, and they have a low sugar
content. In addition, fermenting vegetables is also a way of
reducing vegetable waste and revalorizing vegetables (sus-
tainable agriculture). In addition, these lactobacilli have also
potential as crop-protecting and bee-protecting agents. By
studying also phyllosphere bacteria in greenhouse crops, we
also found by serendipity an interesting intimate ecological
relationship between insect bacteria and leave bacteria, with
a potential for lactobacilli to reduce pathogen load on leaves.

To summarize, following a multi-facetted, but molecular
biology-driven approach on lactobacilli from different hab-
itats and environments and for different probiotic applica-
tions, we are convinced that the best probiotic candidates
have a combination of conserved probiotic molecules! and
unique effector molecules®?. A detailed understanding of the
various modes of action can be anticipated to benefit and
further drive the translational pipeline towards more reliable
health benefits for probiotic lactobacilli®V.
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Los probiéticos se definen como “microorganismos vivos
que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren
un beneficio para la salud del huésped” 2. La propiedades
probidticas pueden ser comunes a distintas cepas pertene-
cientes incluso a especies y géneros diferentes o pueden ser
propiedades muy especificas de una cepa concreta®?. En
cualquier caso, la demostracién de la presencia de cualquier
propiedad probidtica debe hacerse cepa a cepa ya que no se
puede extrapolar una propiedad de una cepa a otras cepas, ni
siquiera entre las que pertenezcan a la misma especie. Por otra
parte, la demostracién de una propiedad no se puede limitar
a ensayos 7 vitro sino que se deben evidenciar en ensayos
clinicos bien disefiados y enfocados a una diana concreta. Por
ejemplo, una cepa puede demostrar actividad antimicrobiana
in vitro frente un presunto patégeno, por ejemplo Staphylo-
coccus aureus o Listeria monocytogenes, pero no ser eficaz para
la prevencién o tratamiento de una infeccién estafilocécoca
o de la listeriosis, respctivamente.

Los probiéticos se pueden clasificar en funcién de dis-
tintos criterios. Uno de ellos es la presencia de una sola cepa
(probiético monocepa) o de varias cepas (probiético mul-
ticepa) en un mismo producto. Algunos estudios han mos-
trado efectos positivos en la salud cuando se usan probidticos
multicepa y tales efectos se han achacado a la posible activi-
dad sinérgica entre las distintas cepas®. Sin embargo, muy
pocos trabajos han valorado si realmente existe una actividad
sinérgica entre las distintas cepas de un mismo probidtico
multicepa. Para ello, son necesarios ensayos clinicos donde
se comparen los efectos de cada cepa por separado y de la
mezcla, ademads del placebo correspondiente.

Hasta la fecha, el origen filogenético de los probidticos se
ha limitado a algunas especies de bacterias lcticas (mayori-
tariamente del género Lactobacillus) y a unas pocas especies
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del género Bifidobacterium, ademds de alguna levadura del
género Saccharomyces. Se trata de microorganismos que,
en algunos casos, pueden manifestar fenémenos de siner-
gismo. El caso mds representativo y bien documentado es
el que se establece entre las actividades metabdlicas de las
dos especies presentes en el yogur: Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (el microorganismo con efecto probidtico)
y Streptococcus thermophilus (el microorganismo “tecnolé-
gico”). Sin embargo, las bacterias lécticas y bifidobacterias
también pueden mostrar actividades antagénicas entre si,
bien mediante la produccién de sustancias antimicrobianas
y/o mediante otros mecanismos de exclusién competitiva,
como puede ser la competicién por los mismos receptores
en el hospedador. En este sentido, no es vilida la méxima
“cuantos mds, mejor” sino que depende de los integrantes
de la mezcla y, en cualquier caso, hay que reiterar que tales
relaciones se tienen que demostrar cientificamente.

Ademis, puede existir una incompatibilidad tecnolégica
y que unas cepas se impongan a otras durante los procesos
de produccién (cuando se realizan conjuntamente en los
mismos fermentadores) y/o almacenamiento de la mezcla
final. La estabilidad de las distintas cepas también puede ser
distinta y, en consecuencia, la composicién cualitativa y/o
cuantitativa de un producto se puede ver notablemente alte-
rada a lo largo de su vida teéricamente util. Por este motivo,
debe existir un estricto control externo de la calidad de este
tipo de productos, circunstancia que apenas se produce en
la actualidad.

Por otra parte, una mezcla de cepas no tiene por qué
funcionar mejor que una dnica cepa. La funcién va a venir
determinada por la diana a la que vaya dirigida el pro-
bidtico. Los medicamentos convencionales pueden servir
como ejemplo. Si una persona padece diabetes que requiere
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el empleo de insulina, lo normal serd que reciba insulina
(“producto monomedicamento”). Si le damos un “supermedica-
mento” (“producto multimedicamento”) que contenga alopuri-
nol, amoxicilina, diazepam, tiroxina, cortisona e ibuprofeno,
podrd experimentard los efectos secundarios e interacciones
de cada uno de esos medicamentos pero no tendrd ningin
efecto positivo sobre su diabetes. Lo mismo puede suceder
con los probidticos. Si una cepa es la responsable de un
efecto determinado, la adicién de otras cepas que no tengan
dicho efecto puede diluir el efecto de la primera y encarecer
el producto innecesariamente.

El éxito que ha tenido el transplante fecal para el tra-
tamiento de la colitis pseudomembranosa recurrente cau-
sada por Clostridium difficile puede llevar a pensar que un
conjunto de microorganismos tiene un impacto mayor que

un microorganismo solo para la erradicacién de este tipo
de patégenos®. Sin embargo, dicha percepcién obvia que
en una muestra fecal existe una mezcla muy compleja de
microorganismos, habitualmente dominada por bacterias
anaerobias estrictas (Bacteroides, Eubacterium Roseburia,
Faecalibacterium, Ruminococcus...), cuya administracién
en forma de probidtico resulta técnica y econémicamente
imposible en la actualidad (aunque sea una posibilidad en el
futuro). En este sentido, la microbiota fecal de un donante
sano resulta muy diferente a la combinacién de bacterias
ldcticas, bifidobacterias y/o levaduras que existen en los pro-
biéticos multicepa comercializados actualmente.

Como se ha comentado anteriormente, hay un aspecto
particularmente relevante que no se suele tener muy en
cuenta a la hora de valorar los probidticos y que parece parti-

Monocepa (una cepa)
;Por qué se ha seleccionado esa cepa?

¢ Trazabilidad de la cepa
— Condiciones para su aislamiento
— Genoma

¢ Caracterizacion y mecanismos de accién
— Insilico
— In vitro
— In vivo (modelos animales)

¢ Evidencias cientificas en ensayos clinicos
— Seguridad
— Eficacia para diana concreta
— Posologia para diana concreta

* Propiedades tecnoldgicas
— Biomasa
— Estabilidad/Vida ttil

— Condiciones conservacién

v

Control calidad
;Estd la cepa?
A qué concentracién?
<Existen contaminantes?

Propias empresas
Estudios interlaboratoriales
Administraciones publicas

Certificacion terceros

Control calidad
;Estdn todas las cepas?
A qué concentracién cada una?
<Existen contaminantes?

Multicepa (méas de una cepa)
sPor qué se ha seleccionado cada cepa?
sPor qué esa mezcla concreta?

¢ Trazabilidad de cada cepa
— Condiciones para el aislamiento (cada cepa)
- Genoma (cada cepa)

e Caracterizacion y mecanismos de accién (cada cepa
por separado y mezcla final)
— Insilico
— In vitro
— In vivo (modelos animales)
— ;Tienen actividad sinérgica?
— ;Tienen actividad antagénica?
* Evidencias cientificas en ensayos clinicos (cada cepa
por separado y mezcla final)
— Seguridad
— Eficacia para diana concreta ;mejora la mezcla la
eficacia de las cepas por separado?
— Posologfa para diana concreta
— ;Qué cantidad de cada cepa llega a lugar diana?
— +Son compatibles en el mismo hospedador?
— ¢Qué concentracién de cada cepa es necesaria?

* Propiedades tecnoldgicas (cada cepa y mezcla)
— Biomasa
— Estabilidad/Vida il
— Condiciones conservacién
— ;Son compatibles tecnolégicamente?
— ;Tienen la misma estabilidad/caducidad?
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cularmente relevante en relacion a los probidticos multicepa:
los controles de calidad en los que se demuestre la presencia
de las distintas cepas que constan en el etiquetado y a las
concentraciones que igualmente constan en el etiquetado®©.
En este sentido, todos los estudios enfocados en comparar la
composicién tedrica (etiquetado) y real de productos probié-
ticos han encontrado desviaciones relevantes en un porcentaje
elevado de los productos analizados?-1V.

Finalmente, en caso de que un probidtico cause un
efecto adverso para la salud, la posibilidad de conocer cudl
o cudles de las cepas que contiene un producto multicepa
es responsable de tal efecto es realmente remota, tal como
sucedié en el ensayo de un producto multicepa para la pro-
filaxis de la pancreatitis aguda, en el que el grupo probiético
mostré un mayor riesgo de mortalidad que el placebo2.
En cualquier caso, y al igual que se ha comentado para la
evaluacién de un posible efecto probiético, son igualmente
necesarios ensayos clinicos donde se evalte la seguridad de
cada cepa por separado y de la mezcla, ademds del placebo
correspondiente.

En conclusién, tanto los productos probiéticos monocepa
como los multicepa deben demostrar la eficacia y seguridad
de los mismos en ensayos clinicos correctamente disena-
dos. En el caso de los productos multicepa se deberfan pro-
porcionar evidencias de la necesidad de incluir mds de una
cepa en un mismo producto. Finalmente, tanto las empresas
comercializadoras como las administraciones publicas debe-
rfan garantizar que la informacidn, tanto cualitativa (especie
y cepa) como la cuantitativa (concentracién de unidades
formadoras de colonia por gramo o por dosis), que consta en
el etiquetado se corresponda fielmente con la que realmente
contenga el producto comercializado.

Conclusiones

* Son necesarios ensayos clinicos donde se comparen los
efectos de cada cepa por separado y de la mezcla, ademds
del placebo correspondiente.

* No es vélida la mdxima “cuantos mds, mejor” sino que
depende de los integrantes de la mezcla y hay que reiterar
que tales relaciones se tienen que demostrar cientifica-
mente.

* Una mezcla de cepas no tiene por qué funcionar mejor
que una Unica cepa. La funcién va a venir determinada
por la diana a la que vaya dirigida el probiético.

* Siuna cepa es la responsable de un efecto determinado, la
adicion de otras cepas que no tengan dicho efecto puede
diluir el efecto de la primera y encarecer el producto
innecesariamente.
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Cambios en microbiota intestinal y mejora cogni-
tiva tras ejercicio fisico en modelo de esteatohepa-
titis-no-alcohdlica. S. Arboleya’, S.G. Higarza?, N. Arias?,
M. Gueimonde!, J.L. Arias2. ! Departamento de Microbiologia
y Bioquimica, Instituto de Productos Ldcteos de Asturias (IPLA-
CSIC), Villaviciosa, Asturias. >Laboratorio de Neurociencias, Depar-
tamento de Psicologia, Universidad de Oviedo, Oviedo, Asturias.

Introduccién/Objetivo. La esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH) se caracteriza por una acumulacién de grasa en el
higado, inflamacién y lesién en las células hepdticas, en ausen-
cia de un abuso crénico de alcohol; ademas, conlleva un ele-
vado riesgo de desarrollar hepatocarcinoma. NASH también
se asocia con apatia y depresion. El sedentarismo y las dietas
altas en grasas y colesterol parecen ser claves en su desarrollo.
Estos antecedentes apuntan a que la microbiota intestinal (MI)
también podria estar involucrada, a través del eje intestino-hi-
gado-cerebro. El objetivo de este estudio iz vivo fue evaluar el
impacto del enriquecimiento ambiental (EE), ejercicio fisico,
como posible tratamiento y su relacién con la MI.

Metodologia. 40 ratas Sprague-Dawley macho fueron divi-
didas en cuatro grupos de trabajo: dos grupos NASH (dieta alta
en grasa y colesterol) y dos grupos control (dieta normal). En
un grupo de cada condicién se evalué el efecto del EE. En todos
los grupos experimentales se analizé el estado cognitivo por
diferentes tests i7 vivo, la actividad metabdlica cerebral mediante
la medida del citocromo-c-oxidasa, y la microbiota intestinal
mediante secuenciacién del gen ribosomal /6.

Resultados. En el grupo NASH, normopeso durante todo
el estudio, se observaron alteraciones cognitivas, asociadas a
cambios metabélicos cerebrales y a una disbiosis intestinal
respecto al grupo control. La introduccién del EE revirti6 los
cambios observados en el comportamiento y mejord las altera-

An Microbiota Probiéticos Prebidticos. 2020;1(1):76-83

ciones metabdlicas cerebrales, modulando la composicion de la
microbiota intestinal, con disminucién de las enterobacterias y
aumento de Akkermansia.

Conclusiones. Este trabajo pone de manifiesto la interrela-
cién del eje intestino-higado-cerebro. El EE condujo una mejora
en la cognicién asociada a cambios en el metabolismo oxidativo
cerebral y la microbiota intestinal. Dichos resultados abren las
puertas para el desarrollo de estrategias de intervencién desti-
nadas a prevenir o mejorar los problemas asociados a la NASH.

El tratamiento con probidticos en pacientes con derma-

titis atépica modifica su microbioma digestivo. E. Cli-

ment!, V. Navarro-Lépez?, L. Llobregat’, D. Ramén-Vidal?,

B. Ruzafa-Costas?, J. Martinez-Blanch', S. Genovés-Mar-

tinez3, J.M. Carrion-Gutierrez®, J.M. Pérez-Orquine, A.

Ramirez-Boscd’, J. Horga De La Parte?, D. Prieto-Merino?,

F. Codofier-Cortés', M.E. Chenoll Cuadros'. Lifesequencing
S.L. Paterna, Valencia, Spain. 2Clinical Microbiology and Infec-
tious Disease Unit, Hospital Universitario Vinalopd, Elche, Spain.

3Biopolis S.L.-ADM. Paterna, Valencia, Spain. “‘Department of
Clinical Medicine, Universidad Catélica San Antonio de Murcia
(UCAM), Spain. >Especialidades Farmacéuticas Centrum. Alicante,

Spain. °Korott S.L. Alcoi, Alicante, Spain. ’Department of Derma-
tology, Hospital Universitario Vinalopd, Elche, Spain. $Department
of Pharmacology, Pediatrics and Organic Chemistry, Universidad
Miguel Herndndez de Elche, Alicante, Spain. *Universidad Catdlica
San Antonio de Murcia (UCAM), London School of Hygiene and
Tropical Medicine, London, United Kingdom.

Introduccién. La dermatitis atdpica (DA) es una enferme-
dad cutdnea inflamatoria crénica recurrente caracterizada por
prurito intenso, inflamacién y alteracién de la barrera cutdnea.
El objetivo de este trabajo consistié en la caracterizacién de una
potencial disbiosis en microbioma digestivo, y el impacto del
consumo de probidticos en esta.

76 Comunicaciones Orales

Anales de Microbiota, Probidticos & Prebidticos



Metodogia. Se realizé un estudio de 12 semanas, aleatori-
zado, doble ciego y controlado por placebo. Participaron cin-
cuenta ninos (4 a 17 anos) con dermatitis atdpica moderada.
El tratamiento consistié en el consumo diario de una mezcla de
probidticos (Bifidobacterium lactis CECT8145, Bifidobacterium
longum CECT7347 y Lactobacillus casei CECT9104) o placebo
durante 12 semanas. Se anotaron las variables asociadas a DA
(indice SCORAD) y se recogieron heces, a partir de las cuales
se llevé a cabo el estudio del microbioma bacteriano mediante
secuenciacion de V3-V4 del gen »RNA 16s, utilizando plata-
forma Illumina.

Resultados. En relacion al microbioma digestivo en nifios
con DA, se observaron diferencias respecto a individuos sanos
dependiendo del enterotipo analizado, siendo los grupos Bac-
teroides, Faecalibacterium, Bifidobacterium, Ruminococcus 'y
Alistipes. El consumo de probiéticos mejord significativamente
el estado de los voluntarios determinado por la reduccién del
indice SCORAD. Tras el tratamiento, hubo cambios en ente-
rotipos, siendo el mayoritario el paso de enterotipo 3 al a (55%
de los voluntarios de E3). Ademds, el grupo que consumié pro-
bidticos mostré un incremento en Bacteroides, Ruminococcus
y Bifidobacterium, y unos niveles menores Faecalibacterium,
comparado con el placebo.

Conclusiones. El estudio nos ha permitido definir un micro-
bioma disbidtico para el grupo de nifios afectados con DA ana-
lizado, en el que resalta el potencial papel de Facealibacterium
en AD. El consumo de probidticos ha obtenido una mejora
significativa en el indice SCORAD, y una modificacién en su
microbioma digestivo.

Desarrollo de una solucién integral para la nutricién
de precision. A. Rodenes', C. Moya', E. Climent', M.C.
Solaz-Fuster?, V. lllescas’, S. Manresa’, A. Howard",
D. Carrillo?, L. Llobregat!, E. Chenoll?, J.F. Marti-
nez-Blanch'. /Lifesequencing SL-ADM Nutrition, Parc Cientific
Universitat de Valencia, Paterna, Valencia. *Biopolis S.L.-ADM
Nutrition. Paterna, Valencia.

Introduccién. En los dltimos afos, se ha observado un incre-
mento en la demanda de servicios para mejorar el estado nutri-
cional y de salud de la poblacién. Sin embargo, es ahora cuando
es posible realizar una aproximacién integral y de precisién. Para
ello, es necesario un enfoque que englobe el estudio genético,
metabdlico y microbiolégico, con el que poder categorizar a los
individuos y determinar sus necesidades nutricionales especi-
ficas. Por ello, se pretende caracterizar a una cohorte que nos
permita establecer la normalidad de la poblacién con el objetivo
de poder crear una base de datos que nos permita desarrollar
un programa de nutricién de precision.

Metodologia. Estudio observacional en 211 participantes
voluntarios sanos caracterizados en pardmetros morfométricos,
antecedentes de salud, estilo de vida y alimentacién. En ellos,

se determiné: el microbioma bacteriano instestinal, 180 SNPs
seleccionados por su relevancia en nutrigenética, y pardmetros
metabdlicos a partir de sangre y heces, como 4cidos grasos de
cadena corta (SCFAs), hormonas, vitaminas, inflamacién, 4cidos
grasos y glucemia. Ademds, se han recopilado datos bibliogri-
ficos nutricionales de dieta y efecto sobre grupos bacterianos
concretos.

Resultados. Se han encontrado asociaciones significativas,
principalmente entre los indices de diversidad del microbioma y
los grupos estudiados. En el caso de SCFAs, se ha comprobado
la relacién éptima para dcido acético, propidnico y butirico,
asi como la correlacién entre otros SCFAs obtenidos. Por otro
lado, la interpretacién de las diferentes variables genéticas nos
permitird analizar la predisposicion a potenciales disfunciones
metabolicas, y sopesar su presencia respecto de la poblacién.
Finalmente, los pardmetros analizados en sangre nos permiten
incluir el estado nutricional del individuo, y considerarlo dentro
del andlisis global.

Conclusiones. Los resultados obtenidos nos han permitido
crear una base de datos relacional, mediante la que es posible
clasificar en segmentos funcionales, a los nuevos individuos a
analizar, en cuanto a estado nutricional, disbiosis del micro-
bioma y carga genética. Este modelo continuard su desarrollo
incluyendo cohortes especificas.

Estudio de la composicién de la microbiota intestinal
como predictor del desarrollo de insuficiencia cardiaca
asociado a hipertension. E. Gutiérrez Calabrés’, A.
Ortega Hernéndez', J. Modrego’, R. Gomez-Gordo?,
A. Caro Vadillo', C. Rodriguez-Bobada?, P. Gonzalez!,
D. Gémez Garre?. !Laboratorio de Biologia Vascular y Micro-
biota, Hospital Clinico San Carlos-1dISSC, Madyid. ?CIBERCYV,
Madyid.

Introduccién. Los pacientes con insuficiencia cardiaca (IC)
presentan cambios en la composicién de la microbiota intestinal
(MI), aunque se desconoce si esta disbiosis podria ser la causa
del dafio e incidir, por tanto, en su progresién. Nuestro objetivo
ha sido comparar la composicién de la MI entre un modelo
experimental de ratas hipertensas (SHR), que rara vez desarrolla
IC, y ratas hipertensas con desarrollo espontdneo de IC (SHHEF).

Meétodos. A todos los animales se les realizé un seguimiento
mediante eco-doppler hasta los 19 meses de edad. El andlisis de
la MI se realiz6 a partir de muestras de heces recogidas a los 4,
9y 19 meses de edad mediante secuenciacién masiva de varias
regiones hipervariables del gen ARNr 168.

Resultados. A los 19 meses de edad, las ratas SHHE pero no
las SHR, presentan signos de IC, como dilatacién del ventriculo
izquierdo y disminucién de la fraccién de eyeccién. Al analizar
la MI, las ratas SHHF y SHR se diferenciaron en la alfa y la
beta diversidad, asi como en la relacién Firmicutes/Bacteroidetes
durante todo el estudio. Esta disbiosis se debi6 principalmente a

Vol. 1-N°1-2020

Comunicaciones Orales 77



un aumento de Bacteroidetes, principales productoras de lactaro.
Ademas, en las ratas SHHF no se identificaron bacterias del filo
Deferribacteres, principales reductoras del hierro I1I, aunque si
en las ratas SHR. Los cambios mds importantes se observaron a
los 9 meses de edad de los animales, antes de que se presentaran
diferencias cardiacas entre ambos grupos. En las ratas SHHE
se observé una infrarrepresentacién de géneros productores de
dcidos grasos de cadena corta como Faecalibacterium.
Conclusiones. Nuestros resultados demuestran que la dis-
biosis de la MI es anterior a la manifestacién de alteraciones car-
diacas en la IC. Es posible que una intervencién para corregir la
MI pudiera ser una estrategia terapéutica innovadora para la IC.

La microbiota salivar como propuesta de biomarcador
diagndstico en cancer de cabeza y cuello. L. Navarro
Moratalla’, S. Chumillas?, D. Hellin?, J. Cabezas?, E.
Nufez', B. Ruzafa', V. Navarro'. ! Bioithas. 2Hospital Virgen
de la Arrixaca, Murcia.

Introduccién. El cincer epidermoide de cabeza y cuello
(CECC) se sitta en el sexto lugar mundial en cuanto a fre-
cuencia se reflere, situdndose Espana como uno de los paises
con mayor incidencia en el continente europeo. En los tltimos
anos, el uso de la saliva como herramienta diagndstica o de segui-
miento evolutivo de determinadas patologias, ha adquirido una
gran relevancia en el campo de la biomedicina, ya que se trata
de un método no invasivo, sencillo, barato, dificil de alterar y
estable en condiciones no refrigeradas.

Metodologia. El estudio se llevé a cabo entre los afios 2008-
2015, recogiendo un total de 179 y seleccionadno aleatoria-
mente 20 de estas. Ademds, se tomaron muestras salivares de 20
voluntarios sanos con similitud en genero, edad y comorbilidad.
Se realiz6 un andlisis de la regién hipervariable del gen 7576 en
la muestra salivar.

Resultados. En relacién al microbioma salivar, se observa-
ron diferencias estadisticamente significativas en la media de
secuencias de diferentes grupos bacterianos presentes en la saliva
dentro de los phylum Bacteroidete y Firmicute. Para estudiar la
validez de estos datos y su aplicacién como prueba diagnéstica
que discrimine pacientes con COCC y sujetos sanos, se calculd
mediante curvas ROC los puntos de corte mds apropiados y se
determiné Sensibilidad y Especificidad de cada grupo por sepa-
rado, seleccionando aquellos con mayor poder discriminativo.

Conclusiones. Se puede concluir que la microbiota sali-
var es diferente en pacientes con CECC y en sujetos sanos.
Estos datos apoyan la posibilidad de desarrollar un prometedor
biomarcador para el diagndstico de la enfermedad de manera
precoz y que podria servir para predecir la recidiva de la misma.
De confirmarse los datos en un mayor ntimero de casos, esta
prueba se podria utilizar como cribado en sujetos de alto riesgo,
pudiendo complementar a los factores pronéstico conocidos
hasta el momento.

Eficacia de Spagyn en mujeres con infecciones de
orina de repeticion. M.M. Lopez Jiménez', |. Pajares
Berndez?, E. Gémez-Utrero Fuentes?, F. Navarro Expo-
sito?, A. Roldan Cabrera?, J. Montes Sdez¢, Y. Tordecilla
Echenique’, F. Rebollo Gonzalez8, M. Zudaire Landa®.
!Medicina Familiar y Comunitaria. Centro de Salud de Canti-
llana. 2Medicina Integral. Centro Saludintegralip. 3Unidad de
Medicina de la Actividad Fisica. Hospital Vithas Internacional.
“Unidad de Oncologia. Hospital Principe de Asturias. > Director del
Centro Sanitario Royma Salud de Boadilla del Monte. $Consulta
de Nutricion Julia Montes. "Medicina Interna. Hospital Vithas
Nisa Sevilla-Aljarafe. $Médico Especialista en Bioquimica Clinica.
Laboratorio Lab-Sur. *Consulta de Nutricién Maite Zudaire.

Introduccién. La infeccién del tracto urinario (ITU) de
repeticion es la que ocurre en dos o mds ocasiones en seis meses
o tres 0 mds veces en un afo. Mejora tras un tratamiento anti-
biético especifico, pero vuelve a aparecer infeccidn a las pocas
semanas con una infeccién por otra bacteria, o reinfeccién con
la misma bacteria, volviendo todos los sintomas del sindrome
miccional: disuria, polaquiuria, tenesmo. Componentes de Spa-
gyn: Lactobacillus rhamnosus RE-1 2x10° ufc/g y Lactobacillus
acidophilus RE-2 2x10° ufc/g. FOS, gelatina, estearato de mag-
nesio (E470b), 6xido de titanio (E171).

Metodologfa. Ambito: pacientes que acudieron a consulta
médica. Muestra: 10 casos de mujeres con edades entre 15 y
70 afios, con infecciones de orina de repeticién, que precisaron
mds de 3 antibiéticos en el Gltimo afio y en la dltima recaida,
vista en la consulta de urgencias en el Centro de Salud, se les
indic6 Spagyn.

Resultados. Las 10 pacientes tratadas con Spagyn durante
1 mes con 1 comprimido al dfa, después con 1 comprimido al
dia en dias alternos durante otro mes y posteriormente con 1
comprimido el dia que tuviesen relaciones sexuales o notasen las
primeras molestias al orinar, no volvieron a tener una infeccién
de orina en los siguientes 6 meses de seguimiento.

Conclusiones. Spagyn es un complemento que mejora los
sintomas del sindrome miccional en mujeres con infecciones de
orina de repeticién y disminuye las reinfecciones.

INMUNONUTRICION

La relacién de la fibra con la microbiota intestinal en
adultos sanos difiere con el género. N. Gonzélez Zan-
cada, N. Redondo Useros, L.E. Diaz Prieto, A. Gheor-
ghe, B. Villavisencio, S. Gémez Martinez, E. Nova
Rebato, A. Marcos Sanchez. Instituto de Ciencia y Tecnologia
de los Alimentos y Nutricion (ICTAN-CSIC).

Introduccién/Objetivo. Las evidencias acerca de las pro-
piedades de la fibra sobre la modulacién de grupos bacterianos
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beneficiosos son bien conocidas. Sin embargo, pocos estudios
han analizado dichos efectos en adultos sanos, en ambos sexos,
los cuales presentan diferencias en la microbiota intestinal
debido a factores hormonales y genéticos, entre otros.

Metodologia. 261 adultos sanos (51% hombres) fueron
divididos en 3 grupos, segtin su consumo de fibra (cuestionario
de frecuencia de consumo de alimentos) en: 1) bajo consumo
(n=50; BC: < 15 g/dia); 2) medio consumo (n=118; MC: 15-25
g/dia); 3) alto consumo (n=93; AC: > 25 g/dia). Se analizaron
la microbiota intestinal [secuenciacion del gen 16S (Illumina)],
en concreto los grupos bacterianos productores de butirato y
Bifidobacterias, y los AGCC mediante cromatografia de gases.
Las diferencias entre grupos de fibra se estudiaron con modelos
lineales generales, con género, indice de masa corporal (IMC)
y energfa como factores de confusién, asi como el test de Spe-
arman para estudiar las asociaciones entre variables.

Resultados. No se observaron diferencias en hombres de los
diferentes grupos de fibra en cuanto a las variables mencionadas.
Sin embargo, las mujeres del grupo AC presentaban niveles
mds altos de la familia Clostridiaceae y del género Clostridium
en comparacién con los otros dos grupos (ambos P< 0,05), y
en concreto, parece deberse a la fibra de vegetales, tal y como
muestra la correlacién positiva entre ambas (P< 0,002). Ademis,
las mujeres del grupo AC presentaron niveles mds altos de dcido
butirico (P=0,014), isobutirico e isovalérico (ambos P< 0,005)
en comparacién con el grupo BC. No se observd relacion con
los niveles de Bifidobacterias ni con otros grupos bacterianos en
hombres ni mujeres.

Conclusién. Un consumo alto de fibra solo en mujeres
(> 25 g/dia) podria relacionarse con beneficios a nivel intesti-
nal, debido a la relacién entre el dcido butirico y propiedades
anti-inflamatorias.

Bifidobacterium breve CECT7263, pero no Lactoba-
cillus fermentum CECT5716, previene la disfuncion
endotelial en hipertensién inducida por mineralcorti-
coide. |. Robles Vera!, N. De la Visitacion Pastor!, M.
Romero Pérez'2, M. Toral Jiménez', M. Sanchez San-
tos'2, M. Gémez Guzman'?, M. Olivares?, R. Jiménez
Moleodn'24, F. Vargas?s, J.M. Duarte Pérez'245. 1 Depar-
tamento de Farmacologia, Facultad de Farmacia, Universidad
de Granada. Granada. *Instituto de Investigacion Biosanitaria
de Granada, ibs. GRANADA, Granada. 3Laboratorio de Descu-
brimiento y Preclinica, Departamento de Investigacién Biosearch
S.A. Granada. *Ciber Enfermedades Cardiovasculares (CiberCV),
Granada. SDepartamento de Fisiologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Granada, Granada, Espana.

Introduccidn. El objetivo de este estudio fue investigar si los
cambios en la microbiota intestinal inducidos por el tratamiento
con probiéticos o la suplementacién con dcidos grasos de cadena
corta (SCFAs) previenen las alteraciones cardiovasculares en un

modelo de hipertensién independiente de renina inducida por
acetato de deoxicorticosterona (DOCA) y sal.

Métodos y resultados. Los animales se dividieron aleato-
riamente en seis grupos: control, DOCA-sal, sal DOCA-sal
tratado-Bifidobacterium breveCECT7263 (BFM, 10° ufc/
dia), DOCA-sal-Lactobacillus fermentumCECT5716 (LC40,
10? ufc/dia), DOCA-sal tratado con butirato (0,5 mg/kg/dia),
DOCA-sal tratado con acetate (100 mM en el agua de bebida).
Las ratas fueron tratadas durante 5 semanas. La relacién Fir-
micutes/Bacteroidetes no se modificé significativamente por nin-
gun tratamiento en ratas DOCA-sal. El consumo de BEM y
acetato aumentd las bacterias productoras de acetato en ratas
DOCA-sal, pero no tuvo efecto sobre otras bacterias produc-
toras de SCFAs. El porcentaje de linfocitos Th17 aumentd,
mientras que los Treg se redujeron significativamente en nédulos
mesentéricos (MLNG) del grupo de DOCA-sal en comparacién
con el control. BEM y acetato redujeron Th17 pero solo BFM
aument significativamente Treg en los MLNS. Los tratamientos
con BFM y con acetato previnieron el aumento de la presién
arterial sist6lica y la hipertrofia cardfaca y renal, mejoraron la
vasodilatacién inducida por acetilcolina, redujeron el aumento
de la actividad aértica de la NADPH oxidasa y restablecieron el
equilibrio Th17/Treg en los anillos aérticos que estaba alterado
en DOCA-sal. Ninguno de estos efectos se observé en los grupos
DOCA-sal tratados con butirato o LC40.

Conclusiones. Los tratamientos con BFM vy acetato, que
aumentan las bacterias productoras de acetato en el intestino,
previenen el desarrollo de hipertension, disfuncién endotelial y
estrés oxidativo vascular inducido por la administracién crénica
de mineralcorticoide.

Impacto del probidtico Lactobacillus fermentum
CECT5716 sobre el proceso inflamatorio asociado a
la obesidad experimental en ratones. J.A. Molina-Tije-
ras!, T. Vezza', P. Diez-Echave!, L. Hidalgo-Garcia®, A.J.
Ruiz-Malagén', M.J. Rodriguez-Sojo!, O. Bafiuelos?, M.
Olivares?, M.E. Rodriguez-Cabezas', J. Gélvez'. /CIBER-
EHD, Departamento de Farmacologia, Centro de Investigacién
Biomédica (CIBM), Universidad de Granada. Granada, Espana.
2Laboratorio de Descubrimiento y Preclinica, Departamento de

Investigacion BIOSEARCH S.A. Granada, Espania.

Introduccién/Objetivos. La obesidad se deriva de un des-
equilibrio energético que promueve el crecimiento excesivo y
la expansién del tejido conduciendo al desarrollo de hiperglu-
cemia, disfuncién endotelial, una inflamacién subclinica y una
alteracién de la microbiota intestinal. La suplementacién con
probiéticos parece modular la microbiota intestinal, disminu-
yendo la permeabilidad intestinal, la inflamacion y los trastor-
nos metabdlicos. El objetivo es evaluar el efecto del probidtico
Lactobacillus fermentum CECT5716 (LC40) en un modelo de

obesidad inducida por dieta (DIO) en ratones, para investigar
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su impacto en la pérdida de peso y los trastornos asociados con
la obesidad.

Material y métodos. Ratones machos C57BL/6] (7-9 semanas
de edad) fueron asignados en diferentes grupos (n=10): control,
obesos (dieta rica en grasa —HFD-) y obesos tratados diariamente
con LC40 (5x108 ufc/ratén/dfa) durante 9 semanas. El peso cor-
poral y la ingesta de alimentos se controlaron regularmente. Una
vez sacrificados, el estado inflamatorio se evalué bioquimicamente
determinando la expresion de mediadores involucrados en la res-
puesta inflamatoria y en la funcién de barrera intestinal.

Resultados. La administracién de LC40 a ratones obesos
redujo significativamente el aumento de peso corporal, sin
diferencias significativas en la ingesta calérica entre los grupos.
Este efecto se asoci6 con una disminucién de la expresion de
mediadores inflamatorios en higado y grasa (IL-6 y TNFo), al
tiempo que aumentd la expresion de marcadores de la integri-
dad epitelial intestinal (ocludina, ZO-1, MUC-1 y MUC-2).
Ademds, LC40 redujo significativamente la expresién de factores
implicados en la adipogénesis (SREBF1, C/EBPay PPAR?). Asi-
mismo, el tratamiento con LC40 resulté en una disminucién de
la endotoxemia metabdlica dada por una reduccién significativa
en la expresién del receptor TLR-4.

Discusién/Conclusién. El probiético LC40 ejerce efectos
beneficiosos en la obesidad inducida por HED en ratones, reve-
lando una mejora del estado inflamatorio, junto con el resta-
blecimiento de la funcién de barrera intestinal.

Relacién entre microbiota intestinal y consumo de alco-
hol. J.A. Lépez-Moreno, I. Rincon-Pérez', K.M. Biihler?,
J. Calleja-Conde’, L. Segovia', E. Giné!, J. Albert?, J.A.
Hinojosa', F. Rodriguez de Fonseca3, V. Echeverry-Al-
zate'. 'Universidad Complutense de Madrid. 2 Universidad Auto-
noma de Madrid. 3Instituto IBIMA.

La microbiota intestinal forma un ecosistema propio en
nuestro organismo, que evoluciona con nosotros y que estd
influenciada por el ambiente en que nos movemos y por la
dieta. Dado que el alcohol forma parte de la dieta habitual de
millones de personas en todo el mundo, decidimos estudiar la
relacion entre el consumo de alcohol y la microbiota intestinal.
En una muestra de més de quinientos estudiantes universitarios,
hemos encontrado que el consumo de alcohol durante los fines
de semana estd asociado con un cambio en la composicion de
las heces y las bacterias intestinales. La hip6tesis mds plausible
seria considerar que el alcohol cambia la microbiota intestinal,
aunque no se puede descartar una segunda hipétesis: que las
diferencias en la composicién de la microbiota intestinal explica-
rfan, al menos en parte, por qué unos individuos consumen mds
o menos alcohol. Para verificar esta segunda hipétesis, realizamos
una serie de experimentos con modelos animales (ratas Wistar).
Un grupo de ratas fue sometido a intoxicaciones alcohélicas
y otro grupo fue tratado con el vehiculo donde iba disuelto

el alcohol. Estos dos grupos de animales fueron donantes de
microbiota intestinal (trasplante fecal). Otros grupos de ratas
recibieron el trasplante de microbiota fecal. Los animales que
recibieron el trasplante de microbiota fecal de animales tratados
con alcohol bebieron mds alcohol que los animales que recibie-
ron el trasplante del grupo tratado con vehiculo. Este hallazgo
sugiere que la microbiota intestinal tiene un papel causal en el
consumo voluntario de alcohol. También encontramos que la
esterilizacion del intestino a través de un céctel de antibi6ticos
causé una reduccién muy significativa del consumo de alcohol.
Durante la presentacion de este trabajo mostraremos los prin-
cipales cambios que encontramos en la poblacién de bacterias
intestinales analizadas por secuenciacién masiva (NGS) y las
similitudes / diferencias encontradas entre humanos y animales.

Cytokine in vitro profile in humans cells of Bifidobac-
terium longum subsp. infantis CECT 7210 and Lacto-
bacillus casei subsp. rhamnosus NH-001 shows their
tolerogenic immune attributes. M.C. De Almagro?, J.
Vilarz, L.A. Gémez-Casajus?, J. Plaza?, J. Jiménez', M.
Rodriguez-Palmero’, J.A. Moreno-Mufoz'. !Laboratorios
Ordesa SL. ?Draconis Pharma SL.

The beneficial effects of different probiotics strains on mod-
ulating immune response are based partly on their ability to
regulate differentially the production of anti- and pro-inflam-
matory cytokines and adaptive immune balance. In general,
food allergy is one of the immune tolerance-related disorders,
which is related to a disbalance between T helper, Th1 and Th2
responses or a reduction in the regulatory mechanisms of the
immune response (e.g. regulatory T cells or Treg).

The cytokine tolerogenicity/immunogenicity profile of
5 probiotics Bifidobacterium longum subsp. infantis CECT
7210, Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ( strains NH-001
and BPL-015), and Lactobacillus paracasei (strains ORD-0712
and ORD-0698) have been tested using three in vitro assays
involving T cells and DCs: Concanavalin-A-activated mouse
splenocytes, Concanavalin-A or anti-CD3/CD28-activated
human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and
differentiation and maturation of human Monocyte-derived
Dentritic cells (MoDC).

Based on MoDC differentiation phenotype and cytokine
responses, we identified two probiotics, L. casei subsp. rhamno-
sus NH-001 and Bifidobacterium longum subsp. infantis CECT
7210, as potential inducers of tolerogenic immune profile as
shown by the IL-10/IL-12 ratio. Furthermore, immature den-
dritic cells stimulated with LPS in the presence of NH001 or
CECT 7210 enhanced production of anti-inflammatory IL-10
over pro-inflammatory IFNg. These probiotics also induced
IL-10 production on murine splenocytes activated with ConA
and on naive or non-stimulated human PBMCs with no pro-
duction of Th2 cytokine, IL-4.
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Efecto inmunomodulador del Lactobacillus paracasei
INIA p272 en colitis inducida por DSS en ratones. M.J.
Rodriguez-Sojo!, P. Diez-Echave!, J. Garrido-Mesa?,
T. Vezza', A. Rodriguez-Nogales', F. Algieri', E. Rodri-
guez?, S. Langa?, J.L. Arques?, M.E. Rodriguez-Cabezas',
J. Gélvez'. ' Departamento de Farmacologia, CIBER-EHD, ibs.
GRANADA, Granada, CIBM, Universidad de Granada, Espana.
2Departamento de Tecnologia de los alimentos, INIA, Madrid, Esparia.

Introduccién. Los probidticos presentan actividad antiin-
flamatoria intestinal gracias a sus propiedades inmunomodu-
ladoras. El presente estudio evalta el efecto del probidtico Lac-
tobacillus paracasei INIA P272 en el modelo de colitis inducida
por DSS en ratén.

Métodos. Ratones machos C57BL/6 fueron tratados con
L. paracasei INIA P272 (5x108 ufc/ratén/dia) durante 23 dias.
Transcurridas dos semanas se induce la colitis mediante la admi-
nistracién de DSS (3% disuelto en agua durante 5 dias); un
grupo colitico no tratado y otro no colitico fueron utilizados
como controles. El progreso de la inflamacién intestinal fue
evaluado diariamente mediante el indice de actividad de la enfer-
medad (DAI). En el dia 24, los ratones fueron sacrificados y el
estado inflamatorio intestinal fue evaluado. Los marcadores de
inflamacién del tejido fueron evaluados mediante RT-qPCR, y
las poblaciones de leucocitos procedentes de la Iimina propia
se analizé mediante citometria de flujo.

Resultados. El tratamiento con L. paracasei INIA P272 se
traduce en una actividad anti-inflamatoria intestinal, como se
evidencia en el curso del experimento por una reduccién en
los valores de DAI Los efectos inmunomoduladores fueron
también evidenciados con la mejora de la expresién de cito-
quinas y quimiocinas inflamatorias, como IL-1B, IL-6, MCP-1
y I-CAM, y las enzimas iNOS y MMP-9, involucradas en la
respuesta inflamatoria y la remodelacién del tejido inflamado.
La evaluacién de la infiltracién de células inmunes en la limina
propia revel6 que el grupo tratado con el probiético mostré una
reduccién en el nimero de neutréfilos, mientras que la presencia
de IL-10 FoxP3+ Tregs se vio incrementada.

Discusién/Conclusién. L. paracasei INIA P272 present6
efectos antiinflamatorios intestinales, observindose una menor
susceptibilidad a la colitis inducida por DSS. Estos efectos se
pueden deber a la actividad inmunomoduladora atribuida al
probiético, lo que podria ser de gran interés en el desarrollo de
futuros tratamientos de IBD con probiéticos.

MICROBIOLOGIA Y VETERINARIA

Microorganismos resistentes a los antibiéticos en las
sondas nasogastricas y las heces de nifios prematuros.
J. Jara Pérez', |. Castro Navarro', C. Alba Rubio?, M.
Saenz de Pipadn?, B. Moreno Sanz-Gadea?, E. Escri-

bano Palomino?, L. Fernandez Alvarez!, J.M. Rodriguez
Gémez', B. Orgaz Martin'. 'Universidad Complutense de
Madrid, Madyid. ?Hospital Universitario La Paz, Madrid.

Introduccién. Los prematuros permanecen expuestos al
entorno hospitalario (y, en consecuencia, a los microorganismos
resistentes a antibidticos prevalentes en el mismo) durante un
tiempo relativamente prolongado tras su nacimiento. Las son-
das nasogistricas (SNGs) para la alimentacién enteral podrian
constituir una via de entrada y un reservorio para tales microor-
ganismos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de
la duracién de la estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales (UCIN) sobre la presencia de microorganismos
resistentes en las SNGs y heces de prematuros.

Metodologia. Se tomaron muestras de meconio, heces,
y SNGs de 30 prematuros de la UCIN del Hospital La Paz
(Madrid) desde su nacimiento hasta la tercera semana de vida.
El aislamiento de resistentes se realiz6 en placas de los medios
MRSA (estafilococos resistentes a meticilina), CRE (enterobac-
terias resistentes a carbapenems) y VRE (enterococos resistentes
a vancomicina). Las colonias aisladas se identificaron mediante
secuenciacion del gen 168 rRNA.

Resultados. Entre los 245 aislados, un 77% se aislaron en
MRSA, un 12% en VRE y un 11% en CRE, siendo Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis y Enterobacter spp. las especies
mayoritarias en los respetivos medios. En las primeras muestras
solo se detectaron especies resistentes a meticilina, cuya presencia
aument6 drdsticamente en la segunda semana. Los resistentes
a vancomicina y carbapenems solo se identificaron a partir de
la segunda semana. Los estafilococos resistentes a la meticilina
estaban distribuidos en todos los boxes. Sin embargo, el 56% de
las enterobacterias resistentes a carbapenems estaban concentradas
en un solo box. Algunas especies se pudieron aislar a partir de los
tres medios, sugiriendo la presencia de clones multirresistentes.

Conclusiones. Tanto el entorno hospitalario como la dura-
cién de la estancia parecen determinantes para la presencia y
acumulacién de especies resistentes a antibidticos en la micro-
biota intestinal de nifos prematuros.

Caracterizacién del microbioma respiratorio e intes-
tinal de lactantes con bronquiolitis. C. Alba', M. Apa-
ricio?, J. Pérez3, J.M. Rodriguez?, R. Rodriguez3, L.
Fernandez'. !Universidad Complutense de Madrid, Facultad
de Veterinaria, Seccion Departamental de Farmacia Galénica y
Tecnologia Alimentaria. 2Universidad Complutense de Madrid,
Facultad de Veterinaria, Departamento de Nutricion y Ciencia de
los Alimentos. 3Seccion de Hospitalizacion de Pediatria, Hospital
Universitario Gregorio Maranidn, Madyid.

Introduccién. La bronquiolitis infantil estd asociada frecuen-
temente al virus respiratorio sincitial. La mayoria de los nifios
portadores de este virus son asintomdticos o muestran sintomas
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moderados, pero una pequena proporcién desarrolla sintomas
severos y requiere hospitalizacion. Este hecho parece depender
de diversos factores asociados al microbioma, al hospedador y
al ambiente.

Objetivo. El objetivo de este trabajo fue analizar el perfil
microbioldgico de muestras nasales y fecales procedentes de nifos
con esta enfermedad y compararlo con el de controles sanos.

Metodologfa. En este estudio se reclutaron 75 nifios (58 con
bronquiolitis y 17 controles sanos) que proporcionaron mues-
tras de lavado nasal y heces. El perfil microbioldgico se estudié
mediante un andlisis metataxonémico (regién V3-V4 del gen
rRNA 165) empleando la tecnologia lllumina MiSeq paired-end
y posterior andlisis bioinformdtico con Qiime 2, RStudio y la
base de datos SILVA.

Resultados. El andlisis metataxondmico de las muestras nasa-
les reveld la existencia de dos perfiles claramente diferenciados
en funcién de la existencia o no de bronquiolitis. En relacién
con los controles, los nifios con bronquiolitis tenfan mayor
abundancia relativa de secuencias del filo Proteobacteria y de
los géneros Haemophilus, Moraxella y Mannheimia en las mues-
tras nasales. En cambio, al contrario, los sanos tenfan mayor
abundancia relativa de los filos Firmicutes y Actinobacteriay de
los géneros Staphylococcus y Corynebacterium que los ninos con
bronquiolitis. No se apreciaron diferencias entre el microbioma
fecal de los nifios sanos y el de los que padecian bronquiolitis
a nivel de filo, excepto en algunos géneros minoritarios, como
Staphylococcus y Eggerthella.

Conclusiones. El microbioma nasal de nifos con bron-
quiolitis presenta un perfil claramente diferenciado del de los
sanos. En cambio, el perfil del microbioma fecal tiene un poder
discriminatorio menor, aunque se observan diferencias en la
abundancia de algunos géneros minoritarios.

Caracterizacién de la alteracién genética y funcional
que conduce al fenotipo sobreproductor de riboflavina
de la cepa Lactobacillus plantarum B2. J.A. Ruiz-Maso',
l. Ripa?, N. De Simone3, P. Russo?, G. Spano?, G. Del
Solar'. IDepartamento de Biotecnologia Microbiana y de Plan-
tas, Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), Madrid, Espana.
2Departamento de Biotecnologia Microbiana y de Plantas, Centro
de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), Madrid, Esparia. >Departa-
mento de Agricultura, Alimentacion y Ciencias Medioambientales,
Universidad de Foggia, Foggia, Italia.

Introduccién/Objetivos. La riboflavina (RF) es el precur-
sor de los cofactores enzimdticos FMN y FAD, esenciales para
la vida. En BAL, la expresién del operén rib implicado en la
biosintesis de RF estd regulada por un riboswirch (RS) FMN
localizado en el extremo 5° del mRNA. Al unirse al FMN, el
dominio sensor (aptdmero) del RS promueve el cambio al estado
“OFF” (terminaci6n transcripcional prematura del operén 7:b)
del dominio de expresion, inhibiendo la sintesis de RE Aqui,

hemos analizado: 1) la produccién de RF por diversas cepas de
Lactobacillus plantarum seleccionadas mediante exposicion a
roseoflavina (andlogo téxico de RF), y 2) las concentraciones
intra- y extra-celulares de RF y/o FMN y FAD, asi como la
alteracién genética y funcional que afecta al aptdimero del RS
en la cepa con médxima sobreproduccién.

Metodologia. Los servidores Pasific, RNAfold y Mfold se
emplearon para predecir las estructuras de los RS y aptdmeros.
La funcionalidad de los RS se analiz6 mediante clonacién en el
vector pRCR (que contiene el gen reportero mrfp) y transforma-
cién de las cepas isogénicas silvestre y mutante para monitorizar
la emisién de fluorescencia. Mediante fluorimetria se determind
la acumulacién a tiempo real de RF en el medio de cultivo.
Asimismo, se desarrollé un método, basado en la conversién
dcida de FAD en FMN, para la cuantificacién fluorimétrica
diferencial de flavinas intra- y extra-celulares.

Resultados. La cepa B2 con maxima sobreproduccién de
RF presenta una mutacion que desestabiliza la hélice reguladora
que conecta los dominios aptdémero y de expresion del RS del
operén 7ib, disminuyendo su capacidad de regulacién por el
efector. Esta presenta una concentracion intracelular de RF (y/o
FMN) unas 6 veces superior que la silvestre, y llega a acumular
hasta 30 veces mds de RF en el medio de cultivo.

Conclusiones. La mutacién en B2 disminuye, pero no eli-
mina, la funcién reguladora del RS, dando lugar a un fenotipo
de muy alta produccién de vitamina B,.

Probidticos para acuicultura: de la caracterizacién a
la accidon. A. Latorre-Pérez!, J. Pascual®, C. Vilanova’,
M. Porcar?. ‘Darwin Bioprospecting Excellence, S.L. Paterna,
Valencia. *Instituto de Biologia Integrativa de Sistemas (12SysBio),
Universidad de Valencia-CSIC, Paterna, Valencia.

Introduccién/Objetivos. Las infecciones originadas por
agentes microbianos son una de las principales causas de mor-
talidad en acuicultura, dando lugar a pérdidas econémicas
considerables. En el presente trabajo, se estudié un repunte de
mortalidad en una piscifactoria de produccién de esturiones
(Acipenser spp.), con el objetivo de: 1) caracterizar el patdgeno
causante de la infeccién; 2) identificar los principales reservorios
dentro de las instalaciones, y 3) desarrollar nuevos probiéticos
que presenten actividad inhibitoria frente al patdgeno.

Metodologia. El patdgeno fue aislado de varios ejemplares
infectados, y su genoma fue secuenciado para determinar su pre-
cisa identidad taxonémica. Por otro lado, se analizaron 58 mues-
tras mediante secuenciacién masiva de amplicones del gen 765
rRNA. Estas inclufan muestras de agua y biofilm de diferentes
piscinas y tuberfas, ademds de muestras intestinales procedentes
de ejemplares sintomdticos y asintomaticos. Por dltimo, se testd
la habilidad de mds de 300 cepas con potencial accidn probidtica
para inhibir iz vitro el crecimiento del patdgeno causante de la
infeccién, asi como otros agentes infecciosos comunes.
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Resultados. Los andlisis filogenémicos y de similitud de
secuencia permitieron clasificar el microorganismo patégeno
como miembro de la especie Mycobacterium ulcerans. Ademds,
los resultados de la secuenciacién masiva del gen 165 rRNA
confirmaron que el patdgeno se distribufa en diversos hébitats
dentro de las instalaciones, siendo el intestino de los ejemplares
infectados uno de los principales reservorios. El andlisis meta-
taxonémico permiti6 detectar otros potenciales patégenos de
interés presentes en la piscifactorfa, como Flavobacterium spp.
Finalmente, tres de las cepas cribadas mostraron una potente
actividad inhibitoria iz vitro frente a Mycobacterium ulcerans.

Conclusiones. El presente trabajo pone de manifiesto como
la integracién de métodos microbioldgicos cldsicos en combi-
nacién con andlisis genémicos y metataxondémicos permiten
desarrollar estrategias racionales para la seleccién de cepas con
potencial accién probiética en acuicultura.

El nacimiento por cesérea altera la interaccién micro-
biota-barrera intestinal impactando la fisiologia del
hospedador. M. Barone', J. Estelle?, S. Chadi3, K. Tam-
bosco3, F. Maillard3, Y. Ramayo-Caldas?, M. Gallopin4, J.
Planchais?, F. Chain3, C. Kropp?, P. Brigidi', P. Langellas3,
R. Martin3. !Universidad de Bolonia. Bolonia, Italia. 2GABI.
INRA Jouy en Josas. France. SMICALIS. INRA Jouy en Josas.
France. {I2BC. CNRS. Orsay, France.

Introduccién. Numerosos estudios muestran alteraciones
en la primocolonizacion bacteriana tras una cesdrea. Como la
primocolonizacion es fundamental para el desarrollo del hospe-
dador, se ha hipotetizado que estos desequilibrios serfan respon-
sables del aumento de la incidencia de ciertas enfermedades en
personas nacidas por cesirea. Nuestros objetivos son: analizar
los efectos de la cesdrea en modelos murinos y determinar el
papel de la microbiota intestinal.

Metodologia. Ratones nacidos por cesdrea (RNC) o por
via vaginal fueron analizados a 5 dias, al destete y sometidos
a modelos de colitis aguda y crénica a 4 y 6 semanas de vida.
Se estudio su microbiota, la estructura y funcién de la barrera
intestinal, la respuesta inmunolégica y su transcriptoma.

Resultados. Los RNC muestran: 1) una mayor inflamacién
basal con alteraciones en el nivel de citoquinas, inmunoglobuli-
nas y poblaciones de células T, macréfagos y células detriticas, y
2) un aumento en la permeabilidad intestinal i7 vivo y la resis-
tencia trans-epitelial y el pasaje para-celular intestinales ex vivo.
Ademds, poseen una barrera intestinal perturbada, con mayor
proliferacion celular (células productoras de mucus incluidas) y
disminucién del nivel de proteinas de unién estrecha. El andlisis
transcriptomico nos permitié identificar 8 redes funcionales
moduladas en los RNC, relacionadas con la estructura epitelial
y vias inflamatorias. La microbiota de RNC tiene una estruc-
tura particular, con un sistema bacteriano centrado en bacterias
asociadas al mucus. Dicha microbiota es deficiente en la conver-

sién de acetato a butirato, conllevando un desequilibrio entre
ambos que hemos confirmado 7 vive e in vitro y que podria
ser el responsable de las alteraciones observadas al estimular la
produccién de mucus y favorecer un ambiente pro-inflamatorio.
Finalmente, los RNC son mas sensibles a ambas colitis induci-
das, correlaciondndose su mayor sensibilidad con los pardmetros
citados anteriormente.

Conclusién. Nuestros resultados indican que los RNC poseen
un didlogo microbiota-barrera intestinal especifico que conlleva
consecuencias en la fisiologfa del hospedador a corto y largo plazo.

Persistencia de los efectos de la inoculacién temprana
de microbiota ruminal en caprino. A. Belanche, J.M.
Palma-Hidalgo, A.l. Martin-Garcia, D.R. Yanez-Ruiz. Esta-
cidn Experimental del Zaidin, CSIC. Granada, Spain.

Introduccién. Los rumiantes nacen con un rumen sub-de-
sarrollado, por lo que la modulacién del patrén de colonizacién
microbiano a edades tempranas podria representar una opor-
tunidad para programar una microbiota deseable. En ensayos
previos hemos demostrado que la inoculacién de microbiota
ruminal a animales jévenes permite acelerar la colonizacién
microbiana ruminal, sin embargo, se desconocen la persisten-
cia de dichos efectos.

Objetivos. Investigar los efectos a medio-largo plazo de la
inoculacién temprana de microbiota ruminal a modo de pro-
biético bajo dos situaciones nutricionales.

Meétodos. Un total de 36 cabritos recién nacidos fueron alea-
toriamente divididos en 4 tratamientos y diariamente inoculados
con liquido ruminal procedente de cabras adultas alimentadas con
forraje (LRF) o con concentrado (LRC), o liquido ruminal auto-
clavado como prebiético (AUT), o ausencia de inoculaciéon (CTL).
Los animales recibieron lactacién artificial durante 7 semanas y la
inoculacién cesd en la semana 11. A los 6 meses de edad se evalud
la persistencia de los efectos sobre la fermentacién microbiana,
microbiota, eficiencia alimentaria y desarrollo del tracto digestivo.

Resultados. La inoculacién no afecté a la ingestién de ali-
mento ni al desarrollo anatémico del tracto digestivo. Respecto
al metabolismo energético, la inoculacién con liquido ruminal
fresco increment de la digestibilidad del forraje (+8%) y la con-
centracién ruminal de dcidos grasos voldtiles totales (+16%), pro-
porcién de butirato (del 36 al 60%) y la produccién de metano.
Con respecto al metabolismo protéico, la presencia de altos nive-
les de protozoos ruminales en los animales inoculados (LRC, LRF
y AUT), dada actividad bacterivora y proteolitica, ocasioné un
incremento en la concentracién ruminal de amonio con ambas
dietas (de 2,5 a 5,8 veces superior), asi como una menor sintesis
de proteina microbiana (-48%) bajo dietas forrajeras.

Conclusién. La inoculacién temprana con microbiota rumi-
nal origind unos efectos persistentes a medio-largo plazo que fue-
ron beneficiosos para el metabolismo energético pero no para el
protéico, por lo que su conveniencia dependerd del tipo de dieta.
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P2. Propuesta de un probiético para una nutricion
de precision en la esclerosis mdltiple. F. Rojo Fernan-
dez!, R. De Cangas Moran', G. Nicieza Forcelledo?, D.
Zamarrefo Ortiz3, J.R. Bahamonde Nava4, H. Hernan-
dez Monzén®, K. Torres Escandoné. 1Dpto. Investigacion en
Nutricion de Precision. Centro Salud Nutricional. Gijon (Asturias).
2Dpto. de Cirugia General y del Aparato. Digestivo. Hospital Uni-
versitario Central de Asturias (HUCA)-Fundacion Hospital del
Jove. Gijon (Asturias). >Dpto. Urgencias. Hospital de Cabueries.
Gijon (Asturias). *Facultad Padre Ossé. Universidad de Oviedo.
Oviedo (Asturias). *Instituto de Farmacia y Alimentos. Universi-
dad de la Habana. La Habana. $Unidad de Cuidados Intensivos.
Hospital de Cabueries. Gijon (Asturias).

Introduccién. La esclerosis multiple (MS) es una enferme-
dad autoinmune desmielinizante del CNS crénica y multifacto-
rial, que resulta de la interaccién entre el genotipo, microbioma,
epigenoma y medioambiente. El segundo es su factor etiolégico
mds importante, habiéndose descrito una disbiosis intestinal,
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caracterizada por una alteracién en la microbiota que metaboliza
el triptéfano (Trp), aumentando la via de la kinurenina (KP)
en detrimento de la via de los derivados indélicos (ligandos de
Receptores de Hidrocarburos Arilo ~AhR-) y de la serotonina
(5HT), hechos que aumentan la inflamacién, permeabilidad
intestinal y ansiedad y alteran la motilidad intestinal. El objetivo
es resumir los hallazgos de un anilisis del microbioma intestinal
y sugerir una propuesta de probiético.

Material y métodos. Mujer de 38 afos que acude a consulta
y solicita un andlisis de microbiota intestinal. Refiere MS tra-
tada con beta-1b interferén y actualmente con teriflunomida.
La muestra de heces fue analizada mediante una secuenciacién
de los genes que codifican 7165 RNAr con la plataforma NGS
(FeelGut®).

Resultados. La microbiota se encuadra dentro del enterotipo
I (Bacteroides) propuesto por Arumugam M y cols. Aunque
no se hallaron bacterias propiamente patdgenas se detecté una
disbiosis intestinal, sobresaliendo la proliferacién de Bacteroides
vulgatus (10,44%), patobionte relacionado con la inflamacién
asociada al desarrollo de encefalomieletis autoinmune expe-
rimental (EAE), un modelo experimental de MS, en ratones
transgénicos humanizados.

Conclusiones. Se propone un probidtico que vehiculice
Lactobacillus Reuteri que convierte el Trp en indol-3-dcido ldc-
tico, agonista de los AhR y Clostridium sporogenes, tnica bac-
teria intestinal conocida con capacidad para descarboxilar el
Trp a triptamina, en el contexto de una dieta rica en Trp que
proporcione 10 mg/kg peso/dia en lugar de los 5 propuestos
por la RDA’s americanas. Como el concepto de enterotipo es
controvertido y no se conoce la direccién de la causalidad entre
la MS y disbiosis intestinal, las conclusiones deben interpretarse
con cautela.

P3. Eficacia de un complemento de probiéticos, enzi-
mas digestivas y zinc en pacientes con intolerancias
alimentarias. M.M. Lépez Jiménez!, R. Fernandez
Robles?, M. Murillo Montes’, |. Pajares Berndez3, E.
Gomez-Utrero Fuentes?, F. Navarro Expdsito®, A. Rol-
dén Cabreras, J. Montes Séez’, Y.M. Tordecilla Echeni-
que?, F. Rebollo Gonzalez?, M. Zudaire Landa™0. ‘Medi-
cina Familiar y Comunitaria. Centro de Salud de Cantillana.
2Enfermero. Centro de Salud de Cantillana. >Medicina Integral.
Centro Saludintegralip. *Medicina de la Actividad Fisica. Hospital
Vithas Internacional. > Unidad de Oncologia. Hospital Principe de
Asturias. SDirector del Centro Sanitario Royma Salud de Boadi-
lla del Monte. 7Consulta de Nutricion Julia Montes. $Medicina
Interna. Hospital Vithas Nisa Sevilla-Aljarafe. *Médico Especia-
lista en Biogquimica Clinica. Laboratorio Lab-Sur. "*Consulta de
Nutricion Maite Zudaire.

Introduccion. Revisién de 60 casos de pacientes con into-
lerancias alimentarias, 30 de ellos tratados con el complemento

Prodiozym. Cada paciente presentaba de 3-7 alimentos positi-
vos. Sintomas evaluados: dolor abdominal, distensién abdomi-
nal, estrefiimiento/diarrea, reflujo gastroesofdgico, gases, cefalea,
dolores musculares/articulares, babeo nocturno, problemas de
piel, alteraciones del suefio, dificultad para la concentracién,
acufenos. Treinta de los casos revisados fueron tratados con
dieta exenta de los alimentos que les provocaba la intolerancia
alimentaria y otros 30 fueron ademds tratados con Prodiozym,
mezcla de probiéticos, enzimas digestivas y zinc (Streptococcus
thermophilus ST- 81; Lactobacillus plantarum LP-90; Pediococcus
pentosaceus; Papaina; Amilasa; Citrato de zinc).

Metodologia. Ambito: pacientes que acudieron a consulta
médica, con edades entre 15 y 70 afios. Muestra: se hizo una
revision de pacientes con intolerancias alimentarias vistos entre
2018-2019, se fueron clasificando los pacientes en 2 grupos
hasta conseguir 30 pacientes en cada grupo.

*  Grupo 1: pacientes que solo se trataron con dieta.

*  Grupo 2: pacientes que se trataron con dieta y Prodiozym.
Exclusiones:

— Pacientes que no habian realizado analitica de diagnéstico y
de revisién (a los 6 meses): test de intolerancia alimentaria
de 32 generacion.

— Pacientes que habian sido tratados con otros medicamentos
o complementos.

— Pacientes que no realizaron correctamente la dieta.
Resultados. Los pacientes tratados con Prodiozym durante

3 meses (1 comprimido/dia), tuvieron una mejoria mds répida y
de mayor niimero de sintomas que los tratados exclusivamente
con dieta. Ademds, no positivizaron nuevos alimentos en la
analitica de revisién (6 meses después) y negativizaron antes los
alimentos positivos, pudiendo realizar antes las reintroducciones
de los alimentos excluidos.

Conclusiones. Prodiozym es un complemento que mejora
los sintomas en los pacientes con intolerancia alimentaria y
ayuda a la recuperacién del paciente en menos tiempo, con la
consiguiente reintroduccién de alimentos.

P4. Eficacia de dos Lactobacillus especificos y biotina
en nifos con intolerancias alimentarias y dermatitis até-
pica. M.M. Lépez Jiménez', R. Ferndndez Robles?, M.
Murillo Montes', |. Pajares Berndez3, E. Gomez-Utrero
Fuentes®, F. Navarro Exposito®, A. Roldan Cabrera¢, J.
Montes Saez’, Y.M. Tordecilla Echenique?, F. Rebollo
Gonzélez?, M. Zudaire Landa'®. ‘Medicina Familiar y Comu-
nitaria. Centro de Salud de Cantillana. 2Enfermero. Centro de
Salud de Cantillana. >Medicina Integral. Centro Saludintegralip.
‘Medicina de la Actividad Fisica. Hospital Vithas Internacional.
SUnidad de Oncologia. Hospital Principe de Asturias. *Director del
Centro Sanitario Royma Salud de Boadilla del Monte. ?Consulta
de Nutricion Julia Montes. $Medicina Interna. Hospital Vithas
Nisa Sevilla-Aljarafe. *Médico Especialista en Bioquimica Clinica.
Laboratorio Lab-Sur. 1°Consulta de Nutricion Maite Zudaire.
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Introduccién. Revisién de 15 casos de nifios con intole-
rancias alimentarias, tratados con dieta especifica segn sus
intolerancias y con Dermaspag (Lactobacillus paracasei GMNL-
133, 50 mg: Lactobacillus fermentum GM-090, 50 mg: Biotina,
50 pg). Todos los casos revisados fueron tratados con dieta espe-
cifica exenta de los alimentos que les provocaba la intolerancia
alimentaria y con Dermaspag. Se compar con otros 8 casos de
ninos en los que se utilizé como tratamiento exclusivamente la
dieta exenta de los alimentos que les provocaba la intolerancia
alimentaria. Cada paciente presentaba de 2-5 alimentos posi-
tivos. Sintomas evaluados: heridas en la piel, hidratacién de
la piel, decoloracién de piel, picor, dolor abdominal, disten-
sién abdominal, estrefimiento/diarrea, gases, cefalea, dolores
musculares/articulares, babeo nocturno, alteraciones del suefio,
dificultad para la concentracién.

Metodologia. Ambito: pacientes que acudieron a consulta
médica, con edades entre 3 y 12 anos. Muestra: pacientes diag-
nosticados de intolerancia alimentaria a 1 o mds alimentos,
estando diagnosticados previamente de dermatitis Atdpica.
Periodo entre 2018-2019.

Exclusiones:

— Pacientes que habian sido tratados con otros medicamentos

o complementos.

— Pacientes que no realizaron correctamente la dieta.
— Pacientes que no acudieron a revision.

Resultados. Los pacientes tratados con Dermaspag durante
2 meses (1 sobre/dia), tuvieron una mejorfa mds rapida de los
sintomas de la piel. Mejorando antes las heridas, la hidratacion
y las zonas decoloradas de la piel. Respecto al resto de sintomas
tipicos de la intolerancia alimentaria, no se observo que evo-
lucionasen de forma diferentes a los pacientes tratados exclusi-
vamente con la dieta exenta de los alimentos especificos segtin
los resultados obtenidos en la analitica de test de liberacién de
histamina de 32 generacién.

Conclusiones. Dermaspag es un complemento que mejora
el estado de la piel en los pacientes con intolerancia alimentaria,
diagnosticados de dermatitis atpica.

P5. Administracion de postbiéticos como comple-
mento al tratamiento del colon irritable: experiencia
clinica. S. Gémez Senent. Hospital Universitario La Paz.
Madid.

Introduccién. En los dltimos anos, ha surgido un nuevo
enfoque terapéutico que se centra en las moléculas secretadas,
moduladas o degradadas por el microbioma y que acttian direc-
tamente sobre el huésped: los postbiéticos. Las terapias basadas
en metabolitos, o “postbidticos’, se dirigen a las vias de sefializa-
cién del microbioma y acttian mitigando los efectos negativos de
un exceso, escasez o desregulacién de los metabolitos involucra-
dos en estas rutas. La era de la investigacion de metabolitos en
la ciencia de los microbiomas ya ha comenzado, y su potencial

como herramienta terapéutica para modular el microbioma jus-
tifica la investigacion intensiva en los préximos afos.

Material y métodos. Desde septiembre de 2019 se estd
evaluado la efectividad de la administracién de péptidos de bajo
peso molecular procedentes de un postbiético como comple-
mento del tratamiento en colon irritable.

Resultados. Los resultados se presentardn en la comuni-
cacion.

Conclusiones. Se presentardn en la comunicacién.

Pé. Influencia de probiéticos en citoquinas y lactobaci-
los fecales en nifios con alergia a la leche. S. Delgado?,
L. Guadamuro!, M. Diaz, S. Jiménez?, C. Molinos-Nor-
niella3, D. Pérez-Solis4, J.M. Rodriguez®, C. Bousofio?,
M. Gueimonde', A. Margolles', J.J. Diaz2. !Departamento
de Microbiologia y Bioquimica de Productos Licteos, Instituto de
Productos Ldcteos de Asturias (IPLA)-Consejo Superior de Investi-
gaciones Cientificas (CSIC). Asturias. *Seccion de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricion Infantil, Hospital Universitario Central
de Asturias (HUCA). Asturias. >Departamento de Pediatria, Hos-
pital Universitario de Cabueres. Asturias. “Servicio de Pediatria,
Hospital Universitario San Agustin. Asturias. °Departamento de

Nutricion y Ciencia de los Alimentos, Universidad Complutense
de Madrid (UCM). Madyid.

Introduccién. Actualmente, la terapia para los nifios con
alergia a las proteinas de leche de vaca (APLV) es una dieta de
eliminacién de licteos. Para determinar el posible desarrollo de
tolerancia se realizan pruebas de provocacién oral (PPO). Exis-
ten evidencias del uso de probidticos para acelerar la adquisicién
de tolerancia. Se ha sugerido que Lactobacillus rhamnosus GG
(LGG) puede equilibrar la produccién de citocinas posiblemente
involucradas en APLV.

Objetivo. Analizar los cambios en la composicién de la
microbiota y las citocinas en muestras fecales de nifios con APLV
no mediada por IgE tras la realizacién de PPO y el efecto del
consumo de LGG.

Metodologia. Se analizaron muestras de 12 ninos alérgicos
que habian consumido férmulas hipoalergénicas. De estos, cua-
tro habfan sido suplementados con LGG. Se tomaron muestras
de heces antes de las PPO, y a la semana y al mes de su realiza-
cién. Los cambios en la microbiota se determinaron mediante
ultrasecuenciacién de amplicones del ARNr 16S y PCR cuan-
titativa, mientras que citoquinas relacionadas con inflamacién
se analizaron por inmunoensayo.

Resultados. Todos los nifios adquirieron tolerancia tras las
PPO. Después de las mismas, y solo en el grupo de nifios que
no ingirieron LGG, los lactobacilos aumentaron significativa-
mente respecto al periodo de restriccién. Por el contrario, en
los nifios en los que se habia suplementado la dieta con LGG
se encontraron recuentos mds altos de lactobacilos y una mayor
diversidad microbiana en las muestras previas a las PPO. Se

86 Posters

Anales de Microbiota, Probidticos & Prebidticos



observaron también diferencias significativas tras las PPO en
los niveles de TNF-o en heces entre los nifios que no habian
consumido LGG y los que si.

Conclusiones. El consumo del probiético LGG durante
una dieta restrictiva hipoalergénica afecta tanto a los niveles
de lactobacilos como a citoquinas inflamatorias intestinales,
generando un efecto beneficioso en el entorno intestinal que
podria facilitar la respuesta digestiva a las PPO.

P7. Efecto de la cepa Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BPL1 en nifios con sindrome de Prader-Willi:
ensayo aleatorio, doble ciego, controlado por placebo,
cruzado. M. Amat-Bou'?, S. Garcia-Ribera', R. Corripio34,
L. Ibdnez'2, C. Moya®, J.F. Martinez-Blanchs, E. Climent®,
M.E. Chenollé, D. Ramdn-Vidalé, M. Ramén-Krauel'2, C.
Lerin'2. !Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain. *Institut de
Recerca Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain. >Parc Tauli Hospital
Universitari, Sabadell, Spain. *Research and Innovation Institute Parc
Tauli (I3PT), Sabadell, Spain. > Lifesequencing S.L.-ADM. Paterna,
Valencia, Spain. *Biopolis S.L.-ADM. Paterna, Valencia, Spain.

Introduccién. La cepa Bifidobacterium animalis sups. lactis
BPL1 ha demostrado su eficacia en la mejora de la composicion
corporal y la salud metabélica. Dado que las manifestaciones
clinicas del sindrome de Prader-Willi (SPW) incluyen hiperfagia,
ansiedad, composicién corporal alterada y desregulacién meta-
bdlica, se probé si la suplementacion diaria con BPL1 podria
ser beneficiosa para los nifios con SPW.

Metodogia. En total 28 nifios con diagndstico genético de
SPW (4,5-18 afios) recibieron BPL1 (10'° ufc/dia) y placebo
durante 3 meses por fase, mediante un disefio cruzado doble
ciego aleatorizado, con un periodo de lavado de 3 meses entre
fases. La principal variable fue la composicién corporal medida
mediante un escdner DXA. La hiperfagia se evalué mediante
cuestionario especifico para SPW (HQ-CT) y un andlisis nutri-
cional. Los problemas emocionales y de conducta se evaluaron
con un cuestionario validado por los padres (CBCL, 8-18 afos).
Las fases de placebo y probidtico se compararon mediante la
prueba de Wilcoxon (para muestras emparejadas). Se analizé el
microbioma digestivo en cada inicio y fin de fase.

Resultados. El consumo diario de BPL1 disminuyé signifi-
cativamente el porcentaje de adiposidad abdominal en compara-
cién con el periodo de placebo (P< 0,05) y mejord los niveles de
insulina en ayunas y el HOMA-IR (P< 0,05 para ambos). IMC-
SDS, la presién arterial, perfil lipidico, hiperfagia y la ingesta
calérica. No se observaron cambios en los niveles de ansiedad,
si mejorias en abstinencia social después de la administracién de
BPL1 en comparacion con el placebo (P< 0,05). El consumo de
BPL1 redujo la abundancia relativa de Firmicutes (P< 0,005),
y a nivel de género disminuyé Blautia e incrementd Ihubacter
(P< 0,005). El consumo de BPL1 rebajé en plasma glicerol y
metabolitos relacionados con el metabolismo del triptéfano.

Conclusiones. Nuestros resultados indican que la suplemen-
tacién con BPL1 mejora la adiposidad abdominal, la resistencia
ala insulina y podria mejorar algunos problemas de comporta-
miento en nifios con SPW.

P8. In vitro and in vivo evaluation of the antifungal
activity of a probiotic combination against Candida
albicans. H. Authier?, S. Kuylle?, B. Bénédicte?, S.
Holowacz?, A. Zarama#, A. Coste'. !UMR 152 Pharma Dev,
Université de Toulouse, IRD, UPS, France. ’°GENIBIO, Lorp-Sen-
taraille, France. 3PiLeJe Laboratoire, Paris, France. “PiLefe SLU,
Sant Just Desvern, Spain.

Objective. Candida albicans is an opportunistic pathogen
that causes mucosal and systemic candidiasis. Drug resistance
and high frequency of recurrent candidiasis indicate that new
and improved treatments are needed. We evaluated the effects of
a combination of Lactobacillus gasseri LA806 and Lactobacillus
helveticus LA401 (Lactibiane® Cnd, PiLeJe Laboratoire, France)
on gastrointestinal (GI) candidiasis in mice and investigated
mechanisms of action iz vitro.

Method. Colonization, microbiota composition and gut
inflammation were evaluated in a mice model of GI candidiasis.
Murine macrophage functionality was assessed in vitro.

Results and conclusién. The probiotic combination
(10° CFU/day po during 12 days) had protective effects in
infected mice: decrease in fecal and GI tract C. albicans levels,
modulation of colon mucosae-associated microbiota composi-
tion towards a protective profile, and reduction of inflammation
status in colonic tissues. In probiotic pretreated macrophages,
killing, binding, phagocytosis of C. albicans blastospores and
expression of C-type lectin receptors were significantly increased.
The cytokine profile of macrophages challenged with C. a/bi-
cans or LPS was modified by probiotics. Our study promotes
the probiotic combination as a good candidate for managing
candidiasis and preserving GI integrity throughmodulation of
microbiota and immunity.

INMUNONUTRICION

P9. Actividad fisica, microbiota y salud. La actividad
fisica regular puede influir en la salud, gracias a la
microbidtica. J. Segovia Olmo. Universidad Internacional
de Andalucia.

Introduccién. El sedentarismo y la disbiosis intestinal estdn
relacionados con multitud de enfermedades crénicas actuales.
Sin embargo, la préctica regular de actividad fisica, se usa como
prevencién y tratamiento de multiples patologias.
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Objetivo. Eevisar los efectos positivos y/o negativos mds
novedosos de la practica regular de actividad fisica en la micro-
biota intestinal y en la salud.

Metodologia. Se realizé una bisqueda exhaustiva en bases
de datos Pubmed y Web of Science. El proceso de busqueda se
completé con las palabras clave: microbiota and physical activity,
microbiota and exersice, y physical activity and health. Se hizo una
seleccién de estudios desde 2007, hasta 2019, siguiendo crite-
rios de exclusién e inclusién, como la calidad con el objetivo,
homogeneidad y tamano de muestra, etc., tanto en animales
como en humanos.

Resultados. La mayoria de estudios mostraban beneficios
positivos en la salud, siendo la préctica de actividad fisica regu-
lar, no obligada y sin estrés. Por el contrario, si la prictica de
actividad fisica era muy vigorosa hasta llegar al agotamiento o
sobreentrenamiento causando estrés, se relacionaba con efectos
negativos en la composicion de la microbiota, en el sistema
inmunitario y en la salud. En estudios animales existian menos
factores de confusion que en humanos.

Conclusiones. 1) La posible asociacion entre el ejercicio y la
microbiota requiere investigaciones mds sustanciales en los préxi-
mos afos, considerando posibles factores de confusién: hébitos
dietéticos, edad, IMC, porcentaje graso, factores ambientales,
etc. (ya que todos ellos, también influyen en la composicién de
la microbiota). 2) Se sugiere que el mantenimiento del ejercicio
en el tiempo, es necesario para inducir modificaciones duraderas
del ecosistema microbiano intestinal. 3) El ejercicio no debe
ser demasiado vigoroso ni forzado, ni causar estrés fisico ni
psicolégico. Todas las personas nos podrfamos beneficiar de los
efectos de un ejercicio individualizado, duradero en el tiempo y
en combinacion con otros estilos de vida saludables.

P10. Bifidobacterium longum subsp. infantis CECT7210
es capaz de modificar la microbiota intestinal en lecho-
nes al destete. P. Lopez-Colom'2, E. Barba-Vidal', L.
Castillejos!, M. Rodriguez-Palmero3, J.A. Moreno-Mu-
noz3, S.M. Martin-Orae". ! Universitat Autonoma de Barcelona
2Universidad Agraria del Ecuador. 3Laboratorios Ordesa S.L.

El objetivo del estudio fue evaluar la capacidad de la cepa
probiética Bifidobacterium longum subsp. infantis CECT 7210
(Laboratorios Ordesa S.L.) para modular la microbiota intestinal
del lechén al destete y mejorar su resistencia frente a patégenos
oportunistas como Salmonella.

Se utilizaron 72 animales de 21 dfas, distribuidos en 24
corrales y 4 grupos experimentales en un disefio 2x2: con o
sin probidtico, e inoculados o no oralmente con el patégeno.
El probiético se administré diariamente via oral (10? ufc/d) y
tras una semana de adaptacion, los animales se inocularon con
Salmonella typhimurium en dos dias consecutivos (2x10° y 6x10°
ufc/d). Tras la inoculacién, se controlé la evolucién clinica y
a dfa 4 post-inoculacion se sacrificé un animal por corral para

muestrear digesta coldnica. Se extrajo el ADN de las muestras
(QIAamp DNA Stool Mini Kit) y se secuencié el gen 168 rRNA
(regién V3-V4) (Illumina MiSeq). El andlisis de datos se realizé
con QIIME y R v3.6.1. (paquetes phyloseq y vegan).

La inoculacién con el patdgeno indujo cambios significativos
en la estructura de la microbiota, agrupdndose los animales de
forma separada (Permanova P< 0,001) pero sin modificar la
riqueza de especies ni la alfa-diversidad del ecosistema. El uso del
probidtico se asocié con cambios en la microbiota colénica que
tendi6 a presentar una mayor heterogeneidad en la respuesta al
desafio con Salmonella (ANOSIM P=0,11), una menor riqueza
de especies (P=0,03) y una menor alfa diversidad (indice Shan-
non P=0,07) en comparacién al grupo control.

Los resultados obtenidos muestran como la administracién
oral de Bifidobacterium longum subsp. infantis CECT 7210 es
capaz de modificar la estructura del ecosistema intestinal en
lechones al destete promoviendo una respuesta diferencial frente
al desafio con Salmonella.

P11. Cambios en la relacién ingesta de fibra-microbiota
intestinal asociados al proceso de envejecimiento. S.
Gonzélez Solares', N. Salazar Garzo?, M. Gémez Mar-
tin?, S. Arboleya Montes3, C. Gonzélez De Los Reyes
Gavilan3, M. Gueimonde Fernadndez3. !Universidad de
Oviedo. 2FINBA-IPLA CSIC. 3IPLA-CSIC.

Introduccién/objetivo. El efecto del consumo de diferentes
tipos de fibra sobre la composicién y actividad de la microbiota
intestinal ha sido objeto de numerosos estudios con el fin de mejo-
rar la salud del hospedador. Sin embargo, existe un cierto descono-
cimiento acerca de cdmo afecta el envejecimiento a este binomio.

Sujetos y métodos. Se reclutaron184 sujetos sin patologias
declaradas (52 hombres, 132 mujeres) clasificados en intervalos
de edad (< 50, 50-65, 65-80, > 80 afos). Se recogi6 informacién
dietética mediante un cuestionario de frecuencia validado y se
codific segtin las tablas de Marlett y cols. Se cuantificaron por
qPCR los principales grupos microbianos y se determinaron
los niveles de 4cidos grasos de cadena corta fecales mediante
cromatografia de gases.

Resultados. Los sujetos > 80 anos presentaban mayores nive-
les de Akkermansia'y Lactobacillus y menores de Faecalibacterium
prausnitzii que los grupos de menor edad.En adultos jévenes
la ingesta de fibra total se asocié positivamente con los niveles
de Akkermansia (=0,314; p=0,016) mientras que en el grupo
50-65 afos el consumo de fibra soluble se relaciond positiva-
mente con Lactobacillus (B=0,313; p=0,010). En sujetos entre
60-80 afos tinicamente se asocié la hemicelulosa insoluble con
los niveles de £ prausnitzii y la celulosa con la produccién de
acético. La ingesta de fibra insoluble (especialmente celulosa y
hemicelulosa) fue significativamente inferior en los sujetos > 80
anos, identificindose también la hemicelulosa insoluble como
predictor de los recuentos de £ prausnitzii.
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Conclusiones. La relacién entre el consumo de las diferentes
fibras dietéticas y la microbiota intestinal parece estar afectada
por la edad. Esta relacién edad-dependiente deberia ser tenida
en cuenta en el disefio de estrategias dietéticas especificas diri-
gidas a la modulacién de la microbiota intestinal en personas
de edad avanzada.

P12. Lactobacillus fermentum CECT5716 y Bifidobac-
terium breve CECT7263 previenen la hipertensién
inducida por activacion TLR7. N. De la Visitacion?, I.
Robles-Vera', M. Toral2, M. Romero!, J. Moledn?, M.
Sanchez', R. Jiménez', M. Goémez-Guzman', M. Oli-
vares, J. Duarte'. 'Departamento de Farmacologia, Facultad
de Farmacia, y Centro de Investigaciones Biomédiacas (CIBM),
Universidad de Granada, Granada, Espania. >Grupo de regula-
cidn genética del remodelado e inflamacion cardiovascular, Centro
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos 111 (CNIC),
Madprid, Espana. 3Laboratorio de Descubrimiento y Preclinica,
Departamento de Investigacion BIOSEARCH S.A., Granada,
Espara.

Introduccién. El consumo de probiéticos cambia la com-
posicién de la microbiota intestinal, evitando la progresion del
lupus eritematoso sistémico (LES). El objetivo de este estudio
es investigar si Lactobacillus fermentum CECT5716 (LC40) y/o
Bifidobacterium breve CECT7263 (BEM) previenen la hiper-
tension, la disfuncién endotelial y la disbiosis intestinal en un
modelo inducible de LES.

Métodos. Se trataron ratones BALB/cByJRj con 1,25 mg
del agonista de TLR7 Imiquimod (IMQ) durante 8 semanas.
Al mismo tiempo, LC40 y BFM se administraron diariamente
a la dosis 10° ufc/ratén.

Resultados. IMQ indujo una disbiosis intestinal carac-
terizada por una reduccién tanto en la relaciéon Firmicutes/
Bacteroidetes (F/B) como en la riqueza de Chao y el ndmero
de especies. LC40 y BFM no restauraron estos pardmetros.
El andlisis tridimensional de componentes de los principales
taxones bacterianos en muestras fecales mostr6 una separacién
entre los grupos. El porcentaje de bacterias productoras de
acetato fue elevado por IMQ), pero ninguno de los probiéticos
lo restablecié. Se encontraron BFM y LC40 asentados en la
microbiota intestinal de animales tratados respectivamente con
ellos. Los tratamientos con LC40 y BFM redujeron el nivel
plasmatico anti-dsDNA, asi como las poblaciones de linfocitos
B en bazo, que se encontraron elevadas en IMQ. LC40 y BEM
redujeron el porcentaje de linfocitos Th17 en nédulos linfiticos
mesentéricos, y solo en LC40 los Treg estaban elevados. Las
aortas de ratones IMQ mostraron reducidas respuestas vasodi-
latadoras dependientes de endotelio a acetilcolina, que fueron
normalizadas por ambos probidticos. Ademds, el contenido de

ROS vascular aumenté en ratones IMQ, y se redujo tanto por
LC40 como por BFM.

Conclusién. BFM y LC40 impidieron el desarrollo de hiper-
tension en este modelo y normalizaron la funcién endotelial.

P13. Impacto de la fibra sobre las poblaciones de
Bifidobacterium y Bacteroides en microbiota intesti-
nal infantil. M. Gémez-Martin', S. Saturio Lépez?, S.
Arboleya Montes?, D. Herrero Morin3, M. Gueimonde
Fernandez?, S. Gonzélez Solares'. Universidad de Oviedo.
2[PLA-CSIC. 3SESPA.

Introduccién. Numerosos trabajos han determinado el
impacto del tipo de lactancia sobre el desarrollo de la micro-
biota intestinal (MI), en edades tempranas. Sin embargo, apenas
existen estudios que analicen el impacto de la introduccién de
carbohidratos complejos, como los presentes en la fibra, en la
evolucién de la MI en edades tempranas.

Objetivo. Evaluar el impacto de la introduccion e ingesta de
fibra sobre el desarrollo de las poblaciones de Bifidobacterium
y Bacteroides durante el primer afio de vida, asi como sobre la
produccién de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC).

Sujetos y métodos. Estudio longitudinal en una cohorte de
ninos a término (34 nifios y 31 nifas) pertenecientes al proyecto
EarlyMicroHealth-JPI. Se tomaron muestras fecales a los 3, 6
y 12 meses de edad para los andlisis de microbiota y se recogié
informacidn dietética en cada uno de los tiempos de muestreo
mediante cuestionarios de frecuencia de consumo semanal. La
ingesta de fibra y sus subtipos (soluble, insoluble y sus subclases)
se determiné utilizando las tablas de Marlett y cols. Los nive-
les de Bacteroides y Bifidobacterium se determinaron mediante
qPCR y los de AGCC mediante cromatografia de gases.

Resultados. La ingesta media de fibra total aument sig-
nificativamente en los periodos de tiempo evaluados (3, 11y
19 g/dia a los 3, 6 y 12 meses de edad, respectivamente), asi
como la de sus principales clases y subclases. Con independencia
del tipo de lactancia recibida, el consumo de fibra se relaciond
con los niveles de AGCC lo que podria estar relacionado con
los cambios observados en las poblaciones de bifidobacterias y
bacteroides estudiadas.

Conclusiones. La cuantificacién de la ingesta de fibra en las
primeras etapas de vida puede representar un eslabén fundamen-
tal a la hora de profundizar en nuestra comprension del proceso
de desarrollo de la microbiota intestinal del recién nacido.

P14. Yogur: ;posible alimento funcional para adultos
sanos? N. Redondo Useros, A. Gheorghe, L.E. Diaz
Prieto, B. Villavisencio, A. Marcos Sanchez, E. Nova
Rebato. Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y
Nutricien (ICTAN-CSIC).

Introduccién/objetivos. Las propiedades moduladoras del
consumo de yogur sobre la microbiota intestinal han sido poco

Vol. 1-N°1-2020

Posters 89



investigadas en adultos sanos, aunque representan una potente
diana de accién debido al inadecuado estilo de vida actual.

Metodologia. Estudio observacional de hébitos de consumo
de yogur (mediante cuestionario especifico) en 260 adultos sanos
(48,4% mujeres), divididos en 4 grupos: 1) no consumidores
(NC-Y: 0 yogures/semana; n=40); 2) consumo bajo (CB: > 0-2
yogures/semana; n=41); 3) consumo medio (CM: 3-4 yogu-
res/semana, n=44); 4) consumo alto (CA: =5 yogures/semana;
n=50). Se analizaron la microbiota intestinal [secuenciacién del
gen 165 RNA (Illumina)], sintomas intestinales (cuestionario
especifico), y la dieta (cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos). Se utilizaron los test de Kruskal Wallis con posthoc
de Bonferroni para los pardmetros intestinales, mientras que
las diferencias en el perfil nutricional se estudiaron mediante
modelos lineales generales, corregidos por IMC y género.

Resultados. El consumo de yogur no se relacioné con gru-
pos bacterianos determinados, aunque se observaron niveles
mds elevados de la bacteria del yogur Streptococcus thermophilus
en el grupo CA en comparacién con los grupos NC-Y y CB
(P< 0,001). Solo en hombres del grupo CA se observé una
menor sintomatologfa intestinal, indicada por una puntuacién
mads baja de sintomas intestinales globales (P=0,028 y P=0,003,
respectivamente), y en concreto de flatulencia (P=0,018 y
P=0,0306), y un mejor perfil nutricional, como refleja la mayor
ingesta de fibra en comparacién con NC-Y (P=0,032) y la menor
ingesta de grasa saturada en comparacién con el grupo CB
(P=0,025).

Conclusién. Estos resultados sugieren la necesidad de plan-
tear estudios de intervencién con yogur de forma separada en
hombres y mujeres que confirmen su posible papel como ali-
mento funcional en poblacién adulta sana.

P15. Efectos de la fibra dietética sobre consumo
de alcohol y microbiota intestinal en rata. J. Calle-
ja-Conde’, L. Segovia-Rodriguez!, V. Echeverry-Alzate?,
K. Buhler!, E. Giné3, J.A. Lépez-Moreno'. !Departamento
de Psicobiologia y Metodologia en Ciencias del Comportamiento.
Universidad Complutense de Madrid. ?Andalusian Public Foun-
dation for Health and Biomedicine Research in Malaga. >Departa-
mento de Biologia Celular. Universidad Complutense de Madrid.

El alcohol es la sustancia adictiva m4s consumida a nivel
mundial, siendo su consumo asociado a aproximadamente 3,3
millones de muertes al afio, segtin la Organizacién Mundial
de Salud (OMS). En los dltimos afios, el consumo de bebidas
alcohdlicas se ha relacionado con la composicién de la micro-
biota intestinal (MBI), componente de un ¢je bidireccional de
comunicacién con el sistema nervioso central, conocido como
eje intestino-cerebro. Esta MBI es susceptible al tipo de dieta,
dando lugar a variaciones en la produccién de dcidos grasos de
cadena corta (SCFAs). Debido a ello, en el presente estudio se
analizé la influencia de distintas fibras dietéticas que dan lugar

a una variacién en la produccién de SCFAs (pectina, goma
guar, almiddn resistente y celulosa, asi como del prebidtico
inulina) sobre el consumo de alcohol, la composicién de la
MBI y varios test conductuales (pruebas cognitivas, y de tipo
ansiedad y depresion) en ratas Wistar. Los resultados obtenidos
indican que el porcentaje de fibras seleccionado (20%), anadido
a la dieta estdndar, no afecta al peso corporal de los anima-
les. Ademds, la ingesta crénica de las fibras dietéticas pectina,
goma guar e inulina, previene el consumo de alcohol respecto
al grupo alimentado con dieta estdndar, en dos modelos dife-
rentes de consumo voluntario de alcohol. Con los resultados
obtenidos hasta el momento, podriamos hipotetizar que estas
dietas regularfan el consumo de alcohol a través de la distinta
produccién de SCFAs, de esta forma, la incorporacién de goma
guar, pectina o inulina en la dieta podria ser una nueva via de
prevencién y/o tratamiento del consumo elevado de alcohol. Los
datos provenientes de la secuenciacién masiva de la MBIl y la
evaluacién conductual serdn presentados en el XI Workshop de
la Sociedad Espafola de Microbiota, Probiéticos y Prebidticos.

P16. Modulacién de componentes inmunitarios de la
madre, del neonato, y de leche materna: aproximacién
preclinica con Lactobacillus fermentum CECT5716. |.
Azagra-Boronat, A. Tres, M. Massot-Cladera, A. Franch,
M. Castell, F. Guardiola, M.J. Rodriguez-Lagunas, F.
Pérez-Cano. Universitat de Barcelona-INSA.

Introduccién/objetivos. La cepa probidtica aislada de leche
materna Lactobacillus fermentum CECT5716 ha mostrado accio-
nes inmunomoduladoras y antiinfecciosas en edades tempranas.
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos de
la suplementacién con esta cepa a ratas durante la gestacién y
lactancia sobre la composicién de algunos componentes inmuni-
tarios a nivel materno, de la descendencia y del posible vehiculo
de transmision, la leche materna.

Metodologia. Para ello se suplementaron ratas Wistar con
10 ufc/dfa de la cepa probidtica durante 5 semanas, que com-
prende las tres semanas de gestacién y las dos primeras semanas
de lactancia. Al final de la intervencién, se valoré la presencia
de la cepa en leche materna, glindulas mamarias y contenidos
cecales mediante PCR. También se obtuvo plasma materno, de
las crias, asi como leche materna para el andlisis de microbiota
mediante secuenciacién del DNA 168, perfil lipidico por cro-
matografia de gases-masas e inmunoglobulinas por Luminex”.

Resultados. La cepa probidtica se detectd en todas las
madres a nivel intestinal y en algin caso se transfiri6 a nivel
mamario y crias. Aunque la composicién de la microbiota intes-
tinal no mostrd grandes cambios a nivel general, se consiguié
modificar de forma positiva el perfil lipidico y la composicién
de inmunoglobulinas en plasma materno. Algunos de estos
cambios fueron también observados a nivel de leche materna y
del plasma de las crias.
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Conclusiones. La suplementacién con Lactobacillus fermen-
tum CECT5716 durante el embarazo y los periodos de lactancia
indujo cambios inmunitarios maternos que fueron transmitidos
a las crias a través de la leche materna. Estos resultados permiten
sugerir que una intervencién nutricional de la dieta materna
podria mejorar el desarrollo inmunitario neonatal y, posible-
mente reducir procesos infecciosos, a través de la mejora de la
composicién inmunitaria de la leche materna.

P17. La microbiota de ratones obesos incrementa el
proceso tumoral e inflamatorio en cancer colorrectal.
AJ. Ruiz-Malagén', T. Vezza', L. Hidalgo-Garcia', P. Diez-
Echave', J.A. Molina-Tijeras’, M.J. Rodriguez-Sojo!, M.E.
Rodriguez-Cabezas’, J.A. Marchal?, J. Gélvez'. 'Depar-
tamento de Farmacologia, CIBER-EHD, ibs. GRANADA, CIBM,
Universidad de Granada, Granada, Espana. 2Departamento de
Anatomia Humana y Embriologia. IBIMER, ibs. GRANADA,
CIBM, Universidad de Granada, Granada, Espana.

Introduccién/objetivos. El cincer colorrectal constituye
una de las principales causas de morbimortalidad en el mundo
siendo la obesidad un factor de riesgo para este. Ambas patolo-
gias se asocian a disbiosis intestinal. El objetivo de este estudio
fue evaluar el impacto de un trasplante de microbiota fecal
(FMT) de ratones delgados y ratones obesos sobre el desarrollo
tumoral en un modelo de cdncer colorrectal asociado a colitis
(CAC).

Metodologia. Ratones machos C57BL/6 fueron distribuidos
en dos grupos, uno se alimenté con una dieta estandar y el otro
con dieta rica en grasa (HFD). Pasadas 7 semanas se recolecta-
ron las heces y se usaron para realizar la FMT sobre dos grupos
de ratones que previamente fueron sometidos a tratamiento
antibi6tico. Simultdneamente, se indujo un proceso de CAC
mediante la administracién de AOM/DSS. La EMT se prolongé
3 semanas mds al proceso de induccién tumoral. La progresién
de la inflamacién intestinal se evalué diariamente mediante el
indice de actividad de la enfermedad (DAI). Tras el sacrificio se
analizd el estado inflamatorio y tumoral mediante RT-qPCR.

Resultados. La FMT de ratones delgados produjo una
reduccién del nimero de tumores en comparacién con aque-
llos que recibieron la FMT de ratones alimentados con HED.
Ademds, redujo la ingesta diaria de comida y produjo un menor
acimulo de grasa a nivel abdominal. El grupo que recibié la
microbiota de ratones delgados experimenté una mejora en la
expresién de marcadores inflamatorios como la IL-6, la IL-1§,
asi como, la IL-23 y la IL-17, ambos implicados en el proceso
tumoral.

Conclusiones. La FMT de ratones delgados produce una
mejora del proceso tumoral en comparacién con la FMT de
ratones obesos, asi como, un alivio del proceso inflamatorio.
Queda asi demostrada la existencia de una asociacién perjudicial
entre la microbiota de la poblacién obesa y el cincer colorrectal.

P18. Efecto antiinflamatorio de un extracto de hoja
de olivo en un modelo de trasplante de microbiota
fecal (FMT) en ratones obesos. T. Vezza', J.A. Moli-
na-Tijeras’, A.J. Ruiz-Malagén?, L. Hidalgo-Garcia’, P.
Diez-Echave’, M.J. Rodriguez-Sojo', A. Rodriguez-No-
gales?, M. Romero3, |. Robles-Vera3, B. Martin-Garcia®,
AM. Gémez-Caravaca?, D. Arrdez-Roman4, A. Segu-
ra-Carretero?, J. Duarte3, M.E. Rodriguez-Cabezas!, J.
Gélvez'. !CIBER-EHD, Departamento de Farmacologia, ibs.
GRANADA, Centro de Investigacion Biomedica (CIBM), Univer-
sidad de Granada, Granada. *Instituto de Investigacion Biomédica
de Mdlaga-IBIMA, Mdlaga. 3CIBER-Enfermedades Cardiovas-
culares, Departamento de Farmacologia, Centro de Investigacion
Biomedica (CIBM), Universidad de Granada, Granada. *Centro
Tecnoldgico de Investigacion y Desarrollo del Alimento Funcional
(CIDAF), PTS Granada. Granada.

Introduccién/Objetivo. En los tltimos afios el trasplante
de microbiota fecal (FMT) estd ganando atencién como
tratamiento de la obesidad. Sin embargo, los mecanismos
moleculares detrds de este efecto atin no se han entendido
completamente. El objetivo de este estudio fue evaluar los
efectos de un extracto de hoja de olivo (OLE) en un modelo
de trasplante fecal a ratones obesos, describiendo los mecanis-
mos subyacentes involucrados en los efectos beneficiosos, con
especial atencién al estado inflamatorio subclinico asociado
a la obesidad.

Metodologia. Ratones C57BL/6] que consumieron una
dieta estindar o una dieta rica en grasa se dividieron en 3 grupos
experimentales: grupo control delgado, grupo obeso y grupo
obeso tratado con OLE (25 mg/kg) durante 5 semanas. La
semana previa al sacrificio se recolectaron los contenidos fecales
de los tres distintos grupos para el posterior modelo de FMT.
Los ratones receptores (delgado, obeso y obeso-OLE) fueron
administrados por via oral con el contenido fecal de los donantes
durante 5 semanas. Durante el periodo experimental se midi6 el
peso corporal y el consumo de comida semanalmente. Al final
del tratamiento, muestras de tejido adiposo y de higado se uti-
lizaron para la extraccién de ARN para evaluar la expresién de
diferentes biomarcadores inflamatorios y proteinas implicadas
en los procesos metabolicos.

Resultados. La FMT-OLE se tradujo en un menor incre-
mento del peso corporal en comparacién que el grupo control
obeso, y la mejora en el metabolismo glucidico y lipidico. Estos
efectos beneficiosos se asociaron con una mejora en la expresion
de marcadores asociados a la obesidad como citocinas de cardcter
inflamatorio (TNF-o. y IL-1P), la proteina trasportadora de
membrana de glucosa (GLUT-4) y la proteina quinasa de AMP
(AMPK) involucrada en los procesos metabdlicos.

Conclusiones. FMT-OLE tuvo un efecto terapéutico favo-
rable en un modelo de obesidad en ratones contribuyendo a la
mejora del estado inflamatorio crénico subclinico asociado a

la obesidad.
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P19. Relacién entre el consumo de cerveza y la micro-
biota intestinal. Estudio observacional en adultos
sanos. N. Gonzalez Zancada, N. Redondo Useros,
L.E. Diaz Prieto, A. Gheorghe, A. Marcos Sénchez, E.
Nova Rebato. Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
y Nutricion (ICTAN-CSIC).

Introduccién/Objetivo. La metabolizacién de los compues-
tos bioactivos de la cerveza (polifenoles, B-glucanos y arabinoxi-
lanos) por parte de la microbiota intestinal podria influir en
su composicion. Este trabajo exploré las asociaciones entre el
consumo moderado de cerveza, la composicion de la microbiota
y el perfil de dcidos grasos de cadena corta (AGCC).

Metodologia. Se estudiaron 78 adultos sanos con dos patro-
nes distintos de consumo de alcohol: consumo nulo/ocasional
(Abstemios) (n=44; < 1,5 g alcohol/dfa) y consumo procedente
de cerveza =70% (Cerveza) (n=34; cerveza 10-30 g/dia; vino
< 2 g/dia; licores < 6 g/dia). La composicién de la microbiota se
analizé6 mediante secuenciacién del gen 768 RNA (Illumina);
en concreto la diversidad alfa y los taxones con mayor capacidad
fermentativa de fibra, y la produccién de AGCC mediante cro-
matografia de gases. Se empleé un modelo lineal general o un test
de Mann-Whitney teniendo en cuenta el sexo y la composicién
corporal (IMC y % masa grasa) como factores de confusion.

Resultados. No hubo diferencias entre grupos en diversidad
alfa (riqueza, Shannon). A nivel de familia, tan solo Clostri-
diaceae fue inferior en Cerveza versus Abstemios (P=0,009).
Alkaliphilus y Alkaliphilus peptidifermentans mostraron abundan-
cias inferiores en hombres del grupo Cerveza comparado con
Abstemios (P=0,025; P=0,028). Por otra parte, el género Blautia
y Pseudobutyrivibrio fueron significativamente mds abundantes
en Cerveza que en Abstemios (P=0,044; P=0,037), y se observé
una tendencia similar para Johnsonella y Butyrivibrio (P=0,051;
P=0,056). A nivel de especie Blautia coccoidesy B. producta
mostraron diferencias entre grupos (P=0,027; P=0,039). Final-
mente, en Cerveza se encontré una concentracién mayor de
dcido butirico que en Abstemios (P=0,032).

Conclusién. el consumo moderado de cerveza se asoci6 con
mayor abundancia del género Blautia y una mayor concentra-
cién de butirico; sin embargo, no hay « priori relacion directa
entre ambos hallazgos, pues el butirico no es un producto final
mayoritario del metabolismo de dicho género.

VETERINARIA

P20. Inoculacién de microbiota ruminal en animales
recién nacidos para acelerar la colonizacién microbiana
del rumen. J.M. Palma Hidalgo, A. Belanche Gracia, .
Nejjam, R. Serrano Gémez, E. Jiménez Jiménez, A.l.
Martin Garcia, D. Yafez Ruiz. Estacién Experimental del
Zaidin, CSIC.

Introduccién. Tras el nacimiento, los rumiantes se alimen-
tan a base de leche y se comportan como animales esencialmente
monogdstricos. La colonizacién microbiana y el desarrollo del
rumen permiten al animal experimentar la transicién hacia un
rumiante propiamente dicho, capaz de digerir alimento sélido.
En los sistemas intensivos basados en lactancia artificial esta
colonizacién se ve comprometida por la ausencia de contacto
con animales adultos, responsables principales de la transmisién
de esta microbiota.

Objetivos. Este trabajo evaltia la inoculacién de microbiota
ruminal de animales adultos en animales recién nacidos para
acelerar la colonizacién microbiana del rumen.

Meétodologia. 32 cabritos fueron separados al nacer en 4
grupos experimentales (n=8). Los animales fueron inoculados
con liquido ruminal fresco proveniente de cabras adultas con
dieta concentrada (LRC) o dieta forrajera (LRF), liquido rumi-
nal autoclavado (PRE) o no inoculados (CTL). La inoculacién
se realizé diariamente a razén de 0,5 ml/kg peso vivo. Se toma-
ron muestras de liquido ruminal a las 5, 7 y 9 semanas de vida
(antes, durante y después del destete, respectivamente) para la
secuenciacion de los genes del RNAr 16S de bacterias y arqueas
y RNAr 18S de hongos y protozoos.

Resultados. Los grupos de cabritos inoculados con liquido
ruminal fresco presentaron una riqueza y biodiversidad bacte-
riana y protozoaria notablemente mayores con respecto a los
otros 2 grupos experimentales (P< 0,001 para ambos pardme-
tros y grupos microbianos) independientemente del tiempo de
muestreo. En el caso de las arqueas, se observaron diferencias
significativas (P=0,04) en términos de riqueza, pero no en bio-
diversidad, siendo PRE el grupo con menos riqueza y CTL el
que mds (+52%). No se apreciaron diferencias en la riqueza ni
biodiversidad de hongos anacrobios.

Conclusiones. La inoculacién de liquido ruminal fresco
en cabritos recién nacidos promovié una colonizacién ruminal
temprana de bacterias y protozoos, lo que podria acelerar el
desarrollo del rumen permitiendo un adelantamiento del destete.

P21. Del nacimiento al destete: una visién del proceso
de colonizacién microbiana intestinal en el lechén. M.
Saladrigas-Garcia', M. Duran?, J. Comaz?, J.F. Pérez',
S.M. Martin-Oruae’. Universitat Autonoma de Barcelona.
2Grupo Vall Companys.

El objetivo del estudio fue el de explorar la evolucién de la
microbiota intestinal del lechén desde el nacimiento hasta el
destete y valorar el posible impacto de un manejo diferencial
en granja.

Se seleccionaron dos granjas con una pauta diferente en el
uso de antimicrobianos. En cada granja se seleccionaron 10
camadas y se muestrearon heces de un cerdo por camada los
dias 2,7, 14 y 21 de lactancia y 14 tras el destete. Se extrajo el
ADN de las muestras (DNA PSP® Spin Stool) y se secuencié
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el gen 168 rRINA (regién V3-V4) (Illumina MiSeq). El andlisis
de datos se realizé con QIIME y R v3.5.3. (paquete phyloseq).

La diversidad alfa incrementé con la edad (P< 0,001) con
una creciente riqueza de especies. La diversidad beta disminuy6
tras del destete (P< 0,001) sugiriendo una evolucién conver-
gente entre individuos. El andlisis de la estructura del ecosistema
(Envfit, ANOSIM), mostro también diferencias con la edad
(P<0,001). Se observé una disminucién progresiva en Clostridia-
ceae, Enterobacteriaceae, Fusobacteriaceae, Pasteurellaceae y Strep-
tococcaceae (P< 0,001). En contraste, Lachnospiraceae (P=0,003),
Lactobacillaceae (P=0,003) y Veillonellaceae (P=0,025) aumenta-
ron del dia 7 al 14, y luego disminuyeron. Campylobacteraceae,
Erysipelotrichaceae, Ruminococcaceae (P< 0,001) y Prevotellaceae
(P=0,005) aumentaron gradualmente con la edad, reflejando
el cambio de una microbiota m4s ldctica hacia una mds buti-
régena. Con respecto al impacto de la granja, se encontraron
algunas diferencias en la riqueza de especies y ligeros cambios
en la estructura del ecosistema (ANOSIM: P=0,025) asociados
a diferencias en algunos grupos taxonémicos.

En conclusién, durante la transicién desde el nacimiento
hasta el destete, la microbiota del lechén muestra cambios
importantes con la sucesién de grupos que convergen hacia un
ecosistema mds estable y mejor adaptado a la alimentacién seca.
En esta secuencia de colonizacién el manejo de la granja parece
tener un impacto limitado.

P23. Efecto del consumo de probiéticos funcionales
en el microbioma de perros y gatos sanos. A. Rojas’, J.
Hoke?, E. Climent3, V. lllescas3, M.C. Solaz3, D. Carrillo3,
J. Martinez-Blanch3, D. Ramoén-Vidal', M. Tortajada’,
M.E. Chenoll'. Bigpolis S.L.-ADM. Paterna, Valencia, Spain.
2ADM Nutrition, Companion animals. Decatur, IL (EE.UU.).
SLifesequencing S.L.-ADM. Paterna, Valencia, Spain.

Objetivos. En estudios anteriores, ADM ha desarrollado un
probidtico con el efecto de reducir los niveles de grasa corporal
(BPL1). Este efecto ha sido demostrado en ensayos clinicos en
humanos. Este enfoque se puede aplicar en el drea de mascotas.
Para ello, se deben realizar las primeras pruebas de seguridad,
demostrando en animales sanos que después de la ingestién de
probidticos no se observan cambios perjudiciales en los animales.
Los objetivos que se fijaron fueron:

1. Garantizar la seguridad del consumo de BPLI.
2. Analizar el efecto potencial del consumo de probidticos en
el microbioma intestinal.

Metodologia. Los estudios incluyeron la siguiente dosifi-
cacion en perros y gatos:

1. Perros sanos (10 individuos/brazo) que consumen BPL1

(1x10' ufc/dia) o placebo.

2. Gatos sanos (10 individuos/brazo) que consumen BPL1

(1x101 ufc/dia) o placebo.

Para la evaluacién de las poblaciones bacterianas en las
muestras de heces se siguié una estrategia basada en la captura
de regiones hiper-variables V3-V4 del gen ribosomal 76S. La
secuenciacion se realizé en la plataforma MiSeq de Illumina.
Posteriormente se realizaron varias pruebas bioestadisticas a los
distintos subconjuntos de muestras.

Resultados. Ademds de validar la seguridad del probidtico,
se han encontrado resultados interesantes relativos a la evolucién
del microbioma. En concreto, el estudio ha permitido identificar
poblaciones que podrian ser consideradas como posible biomar-
cador relacionado con el control de peso en perros.

Conclusiones. Se ha llevado a cabo el primer paso para obte-
ner un probidtico seguro que potencialmente sea capaz de ayudar
activamente en el control de peso en mascotas (perros y gatos).
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P24. Anélisis comparativo de cepas tunecinas pro-
ductoras de dextrano pertenecientes a los géneros
Leuconostocy Weisella. A.M. Hernandez-Alcéntara?,
N. Besrour-Aouam'2, |. Fhoula?, M.L. Mohedano?,
A. Najjari2, A. Prieto!, P. Ruas-Madiedo?, P. Lopez’,
H.l. Quzari2. 'Centro de Investigaciones Bioldgicas, CIB-
CSIC, Madrid, Espana. ?Laboratorio de Microorganismos y
Biomoléculas Activas (LRO3ESO03), Facultad de Ciencias de
Tiinez, Universidad Tinez El Manar, Tiinez. 3Departamento
de Microbiologia y Bioquimica de Productos Ldcteos, Instituto
de Productos Lacteos de Asturias (IPLA), CSIC. Villaviciosa,
Asturias, Espana.

Introduccién/Objetivos. Los exopolisaciridos (EPS)
producidos por las bacterias dcido ldcticas (BAL) poseen una
amplia aplicacion industrial. Asi, los dextranos se emplean en la
industria alimentaria para mejorar las propiedades reoldgicas de
alimentos fermentados y poseen capacidad inmunomoduladora
y antiviral. El objetivo de este trabajo fue identificar weisellas
productoras de dextrano y caracterizar su naturaleza y el efecto
de sus polimeros compardndolo con los de Leuconostoc lactis
AVln.

Metodologia. Los EPS se caracterizaron por anilisis de la
composicién de azdcares y de metilacién. Su tamano se deter-
miné por SEC-MALS. La produccién de dextrano y el flujo
metabélico se cuantificaron por el método del fenol sulfirico
y por cromatografia de gases. Se analizé la interaccién bacte-
ria-células Caco-2, y la formacién de biopelicula por tincién
con cristal violeta.

Resultados. Se demostré que los EPS eran dextranos con
elevadas masas moleculares (5,84x107-2,61x108 Da). Su pro-
duccién se detecté durante la fase exponencial de crecimiento,
con un consumo de sacarosa de > 95% por AVIn y de 57%
por las weisellas. El EPS producido por W, confusa 11.3b dis-
minuyé en la fase estacionaria. Este resultado indicativo de
una actividad dextranasa, fue confirmado por la deteccion de
halos de degradacién de azul dextrano. W, confusa V30 mos-
tré6 menor adherencia a los enterocitos en presencia de glu-
cosa (38,1%) versus sacarosa (14,3%). El tipo de azicar no
afectd la adhesién de W, cibaria AV2ou (10,5£1,4%) y 11.3b
(11,2+3,0%). AV1n mostré mayor adherencia en presencia de
sacarosa (48,8%) versus glucosa (27,8%) y se categorizd como
fuerte formador de biopelicula sobre poliestireno en presencia
de sacarosa (3,38+0,38) versus glucosa (0,78+0,21). Dichos
azticares no influyeron diferencialmente en la formacién de
biopelicula por las weisellas.

Conclusiones. Por primera vez, L. lactis AV1n ha eviden-
ciado al dextrano como efector positivo de la adhesién y agre-
gacion de BAL, y se ha detectado una actividad dextranasa en
una weisella.

P25. Impacto de la suplementacién con probiéticos
en el metabolismo intestinal de los polifenoles de la
uva. . Gil-Sénchez, C. Cueva, A. Tamargo, D. Gonzélez
de Llano, M.V. Moreno-Arribas, B. Bartolomé. CIAL-
CSIC-UAM.

Objetivos. Es sabido que, mayoritariamente, la microbiota
intestinal metaboliza los polifenoles de la dieta generando meta-
bolitos fenélicos fisiolégicamente activos. La administracién de
bacterias probi6ticas metabolizadoras de polifenoles se ha pro-
puesto como como una estrategia nutricional para favorecer el
metabolismo microbiano intestinal de estos fitoquimicos, y, por
tanto, para mejorar su efectividad en el organismo humano. El
objetivo de este trabajo es estudiar el impacto en la composicion
y funcionalidad de la microbiota intestinal de la ingesta in vitro
de un extracto de polifenoles de uva tinta, suplementada o no
con un probiético.

Método. Empleando el Simulador Gastrointestinal dind-
mico simgi® se simul§ la digestién gastrointestinal de un extracto
de polifenoles de uva tinta (800 mg, equivalentes a 522 mg de
polifenoles totales) antes y después de alimentar el simulador
con la cepa probidtica L. plantarum CLC 17 (2x10'° ufc/dia,
7 dias). Los cambios en la composicién de la microbiota se
evaluaron por recuento bacteriano, qPCR y secuenciacién del
gen 168 rRNA, y los cambios en la actividad metabdlica, por
andlisis de metabolitos fendlicos e iones de amonio.

Resultados. Se ha conseguido implantar con éxito la cepa
probidtica L. plantarum CLC 17 en los compartimentos del
colon del simgi®, previamente estabilizados con microbiota fecal
procedente de voluntarios sanos. La suplementacién con L.
plantarum CLC 17 aumentaba la formacién de metabolitos
fendlicos, asi como el contenido de amonio. Respecto a la com-
posicién microbiana, no se observaron cambios en la diversidad
bacteriana, aunque si un descenso en la abundancia relativa
de la familia Enterobacteriaceae después de la implantacion del
probiético.

Conclusiones. Los datos obtenidos confirman los efectos
protectores de la suplementacién con probidticos/lactobacilos
sobre el ecosistema intestinal, disminuyendo el contenido de
bacterias nocivas y actuando también como “bio-potenciadores”
del metabolismo de los polifenoles de la dieta.

P26. Anélisis piloto de microbiota humana en mues-
tras argentinas-chilenas de origen fecal y de piel.
R.D. Peralta'?, I.J. Cassol?, E. Elguero3, A. Millan3, F.
Zapata*, H.G. Alvarados, D. Fuentes*, G.E. Cerrone3,
G.D. Fretchel3¢, |. Pedroso’, C.G. Boggio Marzets, J.P.
Bustamante??. 'Facultad de Ingenieria, Universidad Nacional
de Entre Rios, Argentina. *Facultad de Ingenieria, Universidad
Austral, LIDTUA (CIC), Argentina. >Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, Argentina. *Fraunhofer
Chile Research, Center for Systems Biotechnology, Santiago de Chile,

94 Posters

Anales de Microbiota, Probidticos & Prebidticos



Chile. > Universidad de Chile. SHospital de Clinicas, Buenos Aires,
Argentina. "Universidad Auténoma de Chile, Santiago de Chile,
Chile. $Gastroenterologia y Nutricion Pedidtrica. Hospital “Dr.
L. Pirovano”, Buenos Aires, Argentina. °Instituto de Investigacién
y Desarrollo en Bioingenieria y Bioinformdtica (IBB), CONI-
CET-UNER, Oro Verde, Argentina.

Introduccién. En la tltima década se han incrementado
exponencialmente la cantidad de publicaciones que abordan el
estudio de la microbiota humana. Esto trae consigo el empleo
de numerosos métodos para la obtencidn, andlisis, visualizacién
e interpretacién de los datos de microbiota. Frente a la amplia
diversidad de metodologias, no hay atin un consenso sobre el
proceso de andlisis. En este trabajo se comenzd a disefiar e imple-
mentar un protocolo, desde la extraccion de las muestras hasta
la interpretacion de resultados, para el andlisis de la microbiota
humana a partir de muestras de dos sitios, fecales y de piel.

Metodologia. Se secuenciaron 8 muestras (paired-end reads)
partiendo de amplificaciones de regiones del marcador 16S para
4 muestras fecales y 4 muestras de piel. En el caso de las de piel,
también se amplific una regién del marcador 18S.Las secuen-
cias obtenidas se editaron con cuzadapt, eliminando adaptado-
res y cebadores. La calidad de estas se evalué con FastQC. El
proceso de eliminacion de ruido, desreplicacién y eliminacién
de quimeras se realizé con Deblury Dada2. La asignacién taxo-
némica se hizo con Vsearch, empleando como base de datos de
referencia SILVA v1.3.2. Las métricas de alfa y beta diversidad
se calcularon con QIIME 2.

Resultados. Se analizaron las abundancias relativas de las
muestras, junto con los andlisis de diversidad caracteristicos.
En términos generales, los filos mds abundantes observados en
muestras fecales correspondieron a Firmicutes y Bacteroidetes,
mientras que en piel correspondieron a Firmicutes y Actino-
bacterias.

Conclusiones. En este trabajo se presenta un protocolo de
implementacién del proceso completo de andlisis de microbiota
en un esfuerzo bilateral Argentina-Chile, desde la extraccién
de las muestras hasta el andlisis de resultados de microbiota
humana. Esto permitird contar con resultados reproducibles, tra-
zables y precisos hacia futuras aplicaciones en la clinica médica,
desde su uso como complemento al diagndstico hasta llegar a
ser una herramienta de seguimiento para tratamientos.

P28. Estudio fenotipico y molecular de cepas probié-
ticas de Lactobacillus pentosus pre-adaptadas en pre-
sencia de aceites vegetales. J.J. De la Fuente Orddnez,
E. Alonso Garcia, L. Lavilla Lerma, B. Pérez Montoro, S.
Castillo-Gutiérrez, M.D. Estudillo-Martinez, N. Benomar,
H. Abriouel. Universidad de Jaén.

Introduccién/Objetivos. Las cepas de Lactobacillus pentosus
aisladas a lo largo del proceso de fermentacién natural de la
aceituna Alorefia mostraron un gran potencial probidtico tales
como la tolerancia a bajos pHs y a altas concentraciones de sales
biliares, y también un amplio espectro de actividad antimicro-
biana frente a diferentes patégenos. La robustez de estas cepas
de L. pentosus ha sido incrementada frente a diferentes tipos de
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estrés mediante la pre-adaptacién de dichas cepas en presencia
de aceites vegetales comestibles.

Metodologia. En este estudio, hemos analizado las diferentes
propiedades probidticas de siete cepas de L. pentosuspre-adap-
tadas o no con diferentes aceites vegetales (oliva, girasol, lino,
argdn, almendras y maiz). A continuacion, hemos seleccionado
una cepa de L. pentosus que exhibia el mejor potencial probidtico
tras su adaptacién en presencia de aceites para asi analizar su
transcriptoma y detectar las diferencias en la expresién de genes
en comparacién con la cepa no adaptada.

Resultados. Las sicte cepas de L. pentosus pre-adaptadas
en presencia de diferentes aceites vegetales mostraron un com-
portamiento diferente dependiendo de la cepa analizada y del
aceite utilizado en la adaptacién. En general, independiente-
mente del aceite vegetal utilizado las cepas pre-adaptadas de
L. pentosus mostraron una gran capacidad de auto-agregacion,
co-agregacion con patégenos tales como Listeria monocytogenes
y Salmonella, una gran capacidad de adhesién a la mucina y
mayor actividad antimicrobiana frente a diferentes patégenos.
Teniendo en cuenta estos resultados, hemos seleccionado la cepa
L. pentosus AP2-16 (con el mejor perfil probidtico tras su adap-
tacién) y hemos secuenciado el transcriptoma tanto de la cepa
sin adaptar (control) como de la cepa adaptada. Los resultados
del andlisis trascriptomico revelaron la expresién de varios genes
en la cepa adaptada y que estdn relacionados con varios procesos
bioldgicos, incluyendo la utilizacién del carbono, aminodcidos y
procesos del metabolismo de péptidos, proteinas de transporte
y de membrana.

Conclusiones. Los resultados mostraron que la pre-adap-
tacién con aceites vegetales representa una de las nuevas herra-
mientas para incrementar el potencial probidtico de las cepas
de L. pentosus mediante la expresién de genes implicados en
diferentes procesos bioldgicos.

P29. Estudio descriptivo de la microbiota intestinal
en pacientes con infeccién por Clostridium difficile y
en pacientes colonizados por Clostridium difficile. P.
Sanchez Pellicer, V. Navarro Lopez. Hospital Universitario
del Vinalopd, Elche, Alicante.

Introduccién/Objetivos. Clostridium difficile es un bacilo
Gram positivo, anaerobio estricto y formador de esporas. Cons-
tituye la principal causa de diarrea nosocomial en pacientes hos-
pitalizados. La colonizacion intestinal de C. difficile puede dar
lugar a un abanico de situaciones como la ausencia de sintomas
(individuos colonizados) hasta diarrea grave o colitis pseudo-
membranosa fulminante (individuos infectados). La disrupcién
de la microbiota intestinal endégena (disbacteriosis) proporciona
el ambiente ideal para que pueda producirse la infeccién. La
comparacién de la microbiota intestinal de sujetos infectados y
colonizados por C. difficile podria aportar informacién relevante
sobre grupos susceptibles de desarrollo de CDI o protectores,

puesto que la presencia de ciertos géneros podria relacionarse
con la inhibicién de la transicién desde un estado de coloniza-
cién a infeccién.

Metodologia. Mediante secuenciacién masiva del gen
bacteriano ADNr 168 se realizaron estudios de alfa y beta
diversidad, de agrupamiento y de composicién en 15 pacien-
tes con infeccién por C. difficile (Grupo CDI), 15 individuos
colonizados por C. difficile (Grupo P) y 15 controles sanos
(Grupo CTLR).

Resultados. Se evidencia una pérdida de alfa diversidad y
riqueza y una estructura diferente en los grupos CDI 'y P con
respecto al grupo CTRL, pero sin diferencias significativas entre
los dos primeros. El estudio de la composicién muestra que
en los grupos CDI y P se produce una fuerte disminucién del
phylum Firmicutes y una expansion de potenciales patégenos.
Asimismo, hay una pérdida de géneros inhibitorios de la germi-
nacién de C. difficile en los pacientes infectados que se conservan
en mayor medida en los individuos colonizados.

Conclusién. Los sujetos infectados y colonizados por C.
difficile presentan una microbiota intestinal con una diversi-
dad, riqueza, estructura y composicién completamente diferente
a la de los controles sanos, aunque similar entre si. Es en la
composiciéon donde encontramos que los sujetos colonizados,
en especial en géneros minoritarios, presentan diferencias con
respecto a los infectados.

P30. Anélisis de las propiedades probiéticas de cepas
sobreproductoras de riboflavina derivadas de bacte-
rias aisladas de chicha Argentina. M.L. Mohedano!,
A. Hernédndez-Alcantara’, S. Pardo’, T. Requena?, A.
De Moreno de LeBlanc3, J.G. LeBlanc3, R. Aznar?, P.
Lopez'. Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB-CSIC). *Ins-
tituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion (CIAL-
CSIC). 3Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA-CO-
NICET). “Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos
(IATA-CSIC).

Introduccién/Objetivos. Algunas bacterias dcido ldcticas
(BAL) producen riboflavina, vitamina B2 esencial para los seres
humanos. Por ello pueden ser utilizadas para la elaboracién
de alimentos funcionales. En este trabajo se pretendi6 carac-
terizar in vitro e in vivo tres cepas de Lactobacillus plantarum
sobreproductoras de riboflavina, derivadas de BAL aisladas de
chicha argentina.

Metodologia. Las BAL fueron marcadas por transferencia
del pldsmido pRCR12, que codifica la proteina fluorescente
mCherry. Los niveles de riboflavina y de mCherry se determi-
naron fluorimetricamente. Se analizé la adhesion de las BAL
a células epiteliales Caco-2. La formacién de biopeliculas se
evalud por tincién con cristal violeta y por la fluorescencia de
mCherry, que también se utiliz6 para analizar la autoagregacion
de las BAL. Se determind la supervivencia de las BAL bajo estrés
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gastrointestinal en presencia de una matriz alimentaria comercial
(Incaparina). La supervivencia iz vivo de las BAL libres o en
conjuncién con Incaparina se evalué en un modelo murino con
ratones convencionales BALB/c.

Resultados. El marcaje de las BAL con pRCR12 no afectd
de forma significativa su crecimiento o su produccién de ribo-
flavina. Las tres cepas mostraron niveles semejantes de adhe-
sion a los enterocitos (4-6%) y similares a los del probidtico
Lactobacillus rhamnosus LGG (4%). Las tres cepas formaron
biopeliculas consistentes. MOMGG6B2 y MSMA1B2 mostra-
ron una agregacion superior (30-40%) a la de MIMM1B2
(18%). Se detecté in vitro un efecto protector de la Incaparina
y una resistencia satisfactoria de las tres cepas al estrés gas-
trointestinal. Unicamente MOMM 1B2 mostré cierta suscepti-
bilidad a pH 2,0 (supervivencia del 63%). La administracién
de las BAL solas o junto con Incaparina a roedores, no tuvo
efecto adverso sobre la salud, el crecimiento y/o el bienestar
de los roedores.

Conclusiones. Los resultados obtenidos indican que las tres
BAL estudiadasposeen caracteristicas probidticas de interés para
el desarrollo de alimentos funcionales.

P31. Aceite de oliva virgen frente a mantequilla en la
microbiota intestinal murina. N. AndUjar Tenorio?, A.
Cobo Molinos?, A.M. Martinez Rodriguez', M. Hidalgo
Pestana', |. Prieto Gomez', A. Gélvez del Postigo!, M.
Martinez Cafiamero'. !Universidad de Jaén. 2Universidad de
Granada.

Introduccién/Objetivos. Las dietas altas en grasas condi-
cionan las poblaciones microbianas existentes en el intestino y
nuestro grupo de investigacién ha contribuido a conocer més
sobre ello estudiando el efecto en ratones de dietas enriquecidas
con aceite de oliva virgen y con mantequilla en comparacién
con una dieta de pienso estandar. Los resultados, que hemos
descrito previamente, mostraron diferencias significativas en
los cambios en la microbiota entre los grupos de oliva virgen y
mantequilla tras aplicar las dietas durante doce semanas. En esta
ocasion presentaremos los resultados obtenidos en el balance
intermedio del experimento, compardndolo con los resultados
finales con el propésito de determinar si las diferencias descritas
pueden ser detectadas previamente o si existen tendencias que
ya apunten a los resultados finales.

Metodologia. Veintiséis ratones Swiss-Webster se alimen-
taron con pienso estandar (8) o enriquecido en aceite de oliva
virgen (9) o mantequilla (9). Al cabo de seis semanas se midié
la poblacién simbionte existente en las heces mediante secuen-
ciacién masiva del gen 768 rRNA.

Resultados. Al secuenciar la diversidad microbiana en las
muestras fecales, la cantidad de lecturas fue estable. Las secuen-
cias se recortaron y filtraron, dejando un total de 382499, con
una longitud media entre 549 y 568 nt. Después de asociar un

organismo a cada secuencia obtenida, las lecturas se filtraron,
analizaron y agruparon en funcién de diferentes niveles taxoné-
micos. En total, las secuencias se clasificaron en nueve filos. El
mds frecuente fue Bacteroidetes, excepto en tres ratones donde
Firmicutes estaba en una mayor proporcién. Las proteobacterias
fueron predominantes de manera estadisticamente significativa
en el grupo alimentado con mantequilla, mientras que Zeneri-
cutes fue significativamente menos frecuente en el alimentado
con oliva virgen.

Conclusiones. Estos resultados confirman el comporta-
miento diferente del aceite de oliva virgen frente a la mante-
quilla descrito por nosotros, adelantando su deteccién a mitad
del experimento.

P32. Levaduras probidticas: estudio de sus propieda-
des biotecnolégicas. P. Fernandez-Pacheco!, M. Aré-
valo-Villena?, B. Garcia-Béjar?, A. Briones?. !Facultad de
Biogquimica. *Facultad de Ciencias y Tecnologias Quimicas. Uni-

versidad de Castilla-La Mancha, Ciudad Real.

Introduccién/Objetivos. Un microorganismo debe presen-
tar ciertas caracteristicas de resistencia, supervivencia y adhesién
celular para ser un probiético. Sin embargo, existen propieda-
des biotecnoldgicas relacionadas con la salud y el bienestar del
consumidor que son interesantes, por lo que el objetivo de este
trabajo fue caracterizar levaduras de origen alimentario (10 Sac-
charomyces y 10 no-Saccharomyces), previamente seleccionadas
por su potencial probidtico.

Metodologia. Se evaluaron el metabolismo prebiético (uso
de melibiosa, trehalosa, celobiosa, rafinosa, xilano, pectina,
beta-glucano, celulosa, e inulina como fuente de carbono); la
asimilacién de colesterol; las actividades enzimdticas esterasa,
lipasa, proteasa y fosfohidrolasa; la actividad antioxidante (test
DPPH vy prueba de la catalasa); y sensibilidad a diferentes anti-
micdticos (Mycostatin®, Cyclochem®, Canesten® y Fluconazol®).

Resultados. Aquellas levaduras capaces de fermentar el
mayor nimero de fuentes de carbono fueron Hansiniaspora
osmophila, Lachancea thermotolerans y Candida vini en menos
de 48 horas. Todas las cepas mostraron porcentajes de asimi-
lacién de colesterol elevados (78,5-88,9%). Las Saccharomyces
presentaron pricticamente el mismo perfil enzimatico, a diferen-
cia de las no-Saccharomyces quepresentaron resultados mejores
con diferentes perfiles. Todas las cepas fueron catalasa positivo
y eliminaron radicales libres, destacando a S. cerevisiae y Pichia
kudriavzevii. En mayor o menor medida fueron sensibles a los
antifungicos comerciales.

Conclusiones. Todas las propiedades estudiadas son cepa
dependiente. Las levaduras que destacaron en la mayoria de
ellas eran de las especies S. cerevisiae, H. osmophila'y L. ther-
motolerans. Teniendo en cuenta estos resultados, las levaduras
podrian considerarse potenciales probidticos cuyo uso se puede
diversificar en funcién de la aplicacion buscada.
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P33. Propiedades probidticas in vivo de cepas de Lac-
tobacillus pentosus aisladas de aceitunas de mesa.
A. Benitez Cabello?, E. Torres Maravilla?, L. Bemuidez
Humaréan?, P. Langella?, R. Martin2, R. Jiménez', N.
Arroyo Lopez'. Unstituto de la Grasa (CSIC). 2Instituto Mica-
lis (Francia).

Introduccidén. Las tendencias actuales se dirigen hacia la
btsqueda de alimentos funcionales, que actien de dos modos:
proporcionando propiedades probidticas debido a sus carac-
teristicas inherentes, o actuando como un transportador de
microorganismos beneficiosos hacia el consumidor final. En
este sentido, la aceituna de mesa supone una buena alternativa a
estos alimentos reconocidos como saludables, presentando cepas
de Lactobacillus formadores de biofilms con numerosas propie-
dades potencialmente probidticas. La regulacion de la respuesta
inmune supone un efecto beneficioso de los microorganismos
probidticos, actuando en situaciones que requieren una res-
puesta antiinflamatoria para la prevencién y/o tratamiento de
enfermedades relacionadas con funciones inmunes anormales
como alergias o desérdenes inflamatorios intestinales. El objetivo
del trabajo fue confirmar el potencial probiético de cepas de
lactobacillus previamente aisladas de la superficie de aceitunas
de mesa, mediante la medida de sus propiedades inmunomo-
duladoras in vitro, y validar su efecto protector in vivo en un
modelo murino con colitis crénica inducida.

Metodologia. Microorganismos: Se utilizaron 13 cepas de
la especie L. pentosusy 3 de L. plantarum previamente aisladas
de biofilms de aceitunas de mesa procedente de diferentes tipos
de procesados industriales. Propiedades inmunomoduladoras:
Las propiedades antiinflamatorias se determinaron midiendo
la capacidad de las mismas para suprimir la secrecién de la
citosina IL-8 por la linea celular humana HT-29, previamente
estimulada con TNF-o. Por otro lado, se utilizé la linea celular
murina RAW 264.7 para evaluar la capacidad de las cepas para
regular la produccién de la citosina proinflamatoria, IL-6 y la
antiinflamatoria, IL-10. Modelo murino: Para el estudio in vivo,
se utiliz6 el modelo murino C57BL, al cual sel e indujo una
colitis moderada mediante el uso de DNBS.

Resultados y conclusién. L. pentosus LPG1 presenté excelen-
tes propiedades probiéticas mostrando una perfecta regulacion en
la modulacién de la produccién de las citosinas pro y antiinfla-
matorias, buena capacidad para reducir la secrecién de IL-8 por
HT-29 y un destacable efecto protector en el modelo con colitis.

P34. Efecto de los edulcorantes artificiales sobre la
microbiota intestinal de diabéticos tipo 1y 2. J.A.
Rufidn Henares', B. Navajas Porras!, A. Lerma?, D. Hino-
josa Nogueira', S. Pérez Burillo', P. Francino Puget?, S.
Pastoriza de la Cueva'. !Centro de Investigacion Biomédica
(UGR). Fundacion para el Fomento de la Investigacion Sanitaria
y Biomédica de la Comunitat Valenciana (Fisabio).

Introduccién. La alimentacién es una pieza fundamental
para mantener los niveles glucémicos en pacientes con diabetes
tipo 1y 2. En la actualidad hay muchos alimentos que contienen
edulcorantes artificiales para mejorar el sabor de los mismos
sin aportar calorfas ni modificar el estatus glucémico de los
humanos. Sin embargo, estudios recientes muestran que algunos
edulcorantes pueden modificar la glucemia por modificacién
de la composicién de la microbiota intestinal. De esta forma, el
objetivo de esta comunicacin es presentar el efecto que tienen
distintos edulcorantes artificiales comerciales sobre la microbiota
intestinal de pacientes con diabetes tipo 1y 2.

Meétodos. Se ha realizado una digestion i vitro de distintos
edulcorantes artificiales y se han fermentado con las heces de
pacientes con diabetes tipo 1 y 2. Posteriormente se han eva-
luado los cambios en la composicién de la microbiota intesti-
nal (mediante andlisis metagenémico) y de su funcionalidad,
mediante el andlisis de la produccién de dcidos grasos de cadena
corta (acético, propiénico y butirico).

Resultados. Se ha observado que los edulcorantes artificiales
modifican la composicién de la microbiota intestinal en funcién
de su composicién quimica. Asi mismo se ha observado que
dicha modificacion es distinta en funcién del tipo de diabetes
que presente el paciente. Igualmente, la presencia de edulco-
rantes artificiales modifica el patron de produccién de dcidos
grasos de cadena corta, lo que puede tener repercusiones sobre
la respuesta inmune del paciente y por ello su salud.

Conclusiones. la técnica de digestién-fermentacién in
vitro permite estudiar de manera personalizada cémo cada tipo
de edulcorante afecta a la composicién y funcionalidad de la
microbiota intestinal de diabéticos tipo 1y 2, lo que permitird
desarrollar programas de nutricién personalizada inteligente en
el futuro cercano.

P35. Efecto de la extraccién (manual/bomba) y des-
natado en el andlisis dependiente de cultivo y meta-
taxonémico de la leche humana. C. Alba’, M. Rodri-
guez-Cruz?, M. Aparicio!, M.A. Checa3, L. Fernandez?,
J.M. Rodriguez'. 'Dpto. Nutricién y Ciencia de los Alimentos,
Universidad Complutense de Madrid. ?Laboratorio de Nutricidn
Molecular, Departamento de Nutricion, Instituto Mexicano del
Seguro Social, Ciudad de México, México. 3Centro de Salud Arra-
bal, Zaragoza, Espana. “Seccion Departamental Tecnologia de los
Alimentos, Universidad Complutense de Madyid.

Introduccién. La leche materna es un nicho ecoldgico para
bacterias que posteriormente participardn cuantitativa y cuali-
tativamente en la modulacién de la microbiota intestinal de los
nifos lactantes. La aplicacién de técnicas, tanto dependientes
de cultivo como moleculares para determinar su microbiota
parece sencilla en primera instancia, pero el procesamiento de la
muestra, desde su recoleccién como el almacenamiento o incluso
el método de andlisis presenta dificultades debido a la falta de
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protocolos estandarizados. El objetivo del presente estudio es
caracterizar los efectos en la toma de muestra de leche materna
por medio del uso de una bomba o extraccién manual y el
efecto de desnatar la leche para los estudios metataxonémicos.

Metodologia. 27 mujeres fueron reclutadas (10 para el
estudio del efecto de la extraccién por bomba y manual y 17
para el efecto del desnatado). Se realizé el cultivo de las mues-
tras en los medios CNA, MCK y SDC (37°C por 48 horas en
aerobiosis) y MRS-Cys (37°C por 48 horas en anacrobiosis).
Se realizé el conteo del crecimiento y, al menos un represente
de cada morfologia fue seleccionado. Se purificé su ADN y se
realizé su identificacién por secuenciacién del gen ADNr 16S
o por espectrometria de masas (MALDI-TOF). El ADN para
los estudios taxonémicos fue extraido siguiendo el protocolo
QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania).
Para los estudios metataxonémicos se secuencio la regién V3-V4
usando el protocolo [llumina MiSeq pair-end (Illumina Inc., San
Diego, CA, USA). Los andlisis bioinformdticos se realizaron con
Qiime2, RStudio y la base de datos SILVA.

Resultados. No se encontraron diferencias significativas
dependiendo de la fraccién de la leche ni en método de extrac-
cién de la muestra en la metataxonomia de las muestras.

Conclusiones. De manera global, nuestro estudio remarca
las diferencias en la composicién de los microorganismos entre
mujeres demostrando una gran variedad interindividual. Siendo
este el mayor factor de variacién entre las muestras.

P36. Explorando la presencia de la isla genémica PKS
mediante anticuerpos especificos dirigidos a la maqui-
naria productora de colibactina. R. Marcos Fernandez',
A. Blanco Miguez', L. Guadamuro Garcia', F. Fernandez
Riverola?, A. Lourencgo?, A. Margolles Barros’, B. San-
chez Garcia'. ‘Departamento de Microbiologia y Bioquimica
del Instituto de Productos Ldcteos de Asturias (IPLA), Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Asturias. *Escuela
Superior de Ingenieria Informdtica (ESEI), Universidad de Vigo,

Ourense.

Introduccién/Objetivos. Escherichia coli es una de los
primeros colonizadores del intestino humano, normalmente
las cepas pertenecientes a esta especie son comensales incluso
algunas de ellas han sido seleccionadas como probiéticos. Sin
embargo, algunas cepas llevan consigo las llamadas islas de pato-
genicidad o diferentes elementos méviles que estdn asociados
con enfermedades intra- y extra- intestinales. La isla genémica
pks codifica la maquinaria necesaria para la sintesis de una geno-
toxina hibrida péptido-poliquétido llamada colibactina. La coli-
bactina induce roturas de doble cadena en el ADN, aberraciones
cromosomicas y deteccién del ciclo celular. La cepa probiética
Nissle 1917, contiene la isla pks y produce una genotoxina fun-
cional. Recientes estudios han encontrado la isla de patogeni-
cidad en otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, tales

como Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter. El objetivo principal
de este estudio fue realizar un andlisis a gran escala para detectar
cepas pks+ de E. coli utilizando la citometria de flujo.
Metodologia. Se evalué el marcaje de cepas pks+ (Nissle) y
pks- (LMG2092) mediante citometria de flujo y microscopia
de laser confocal. Ademds, microbiotas intestinales de donantes
sanos fueron procesadas para detectar, enriquecer y eliminar
cepas pks+. Las microbiotas fueron marcadas y separadas mag-
néticamente para obtener fracciones positivas y negativas.
Resultados. Los resultados muestran la capacidad del
método para eliminar de una microbiota cepas pks+ en una
solo paso. La fraccion positiva (enriquecida en E. coli pks+) fue
sembrada y los aislados obtenidos fueron identificados mediante
secuenciacién del gen ADNr 16S'y posteriormente la presencia
de la isla pks se validé6 mediante andlisis de PCR.
Conclusiones. Nuestro estudio muestra el potencial de la
citometrfa de flujo para detectar cepas con caracteristicas feno-
tipicas especificas en una microbiota compleja.
El estudio ha sido realizado gracias a la financiacién del
proyecto “Identificacién de péptidos bioactivos contra el cin-
cer colorectal a partir de microbiomas intestinales”. Referencia:

AECC160016.
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P37. Aplicacién de inteligencia artificial en el estudio
de la microbiota intestinal asociada con obesidad mér-
bida. N. Salazar Garzo', |. Diaz?, T. Fernandez Navarro3,
C. Martinez Faedo?, M. Gueimonde Fernédndez', C.G.
De los Reyes-Gavilan', S. Gonzalez Solares®. 'Departa-
mento de Microbiologia y Bioquimica de Productos Ldcteos, IPLA-
CSIC, Villaviciosa. Grupo Dieta, Microbiota y Salud (DIMI-
SA-ISPA), Oviedo. 2Departamento de Ciencias de la Computacién,
Universidad de Oviedo, Oviedo. 3Departamento de Biologia Fun-
cional, Universidad de Oviedo, Oviedo. Grupo Dieta, Microbiota
y Salud (DIMISA-ISPA), Oviedo. “Servicio de Endocrinologia,
HUCA, SESPA, Oviedo. >Departamento de Biologia Funcional,
Universidad de Oviedo, Oviedo. Grupo Dieta, Microbiota y Salud
(DIMISA-ISPA), Oviedo.

Introduccién/Objetivo. La obesidad representa una pato-
logia compleja y multifactorial con una elevada prevalencia a
nivel mundial. Numerosos estudios han tratado de caracteri-
zar la composicién de la microbiota intestinal asociada a la
obesidad. Sin embargo, los resultados no son concluyentes ni
muestran informacién discriminatoria para los diferentes grados
de obesidad.

Sujetos y métodos. Se estudié una muestra de 184 sujetos,
clasificada en 5 categorias de IMC segtin la Sociedad Espafiola
para el Estudio de la Obesidad. La composicién de la microbiota
intestinal se determiné por qPCR vy la informacién dietética a
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partir de un cuestionario de frecuencias de consumo validado.
La influencia de las variables microbiol6gicas sobre la obesidad
se calculé mediante técnicas de aprendizaje matemdtico. Tras
el entrenamiento de diferentes métodos se seleccioné el drbol
de decisién C4.5 tanto por su capacidad discriminatoria como
por la interpretabilidad de los datos obtenidos en el contexto
de la obesidad.

Resultados. A través de drboles de decisién (con un por-
centaje de acierto 95%, precisién 92% y cobertura 1), ha sido
posible identificar al grupo Bacteroides como el grupo micro-
biano con mayor valor predictivo para obesidad mérbida en la
muestra analizada. Niveles del grupo Bacteroides por encima de
10,17 log n°cel/g clasifican a los sujetos con un IMC> 40 kg/m?2.
Dichos sujetos presentaron también una mayor ingesta dietética
de carnes y derivados (170,7 vs. 123,7 g/d) asi como de hue-
vos (24,4 vs. 17,6 g/d). Por el contrario, el consumo de dcidos
grasos poliinsaturados fue menor que los sujetos pertenecientes
al resto de categorias de IMC y no se observaron diferencias
significativas en la ingesta energética.

Conclusiones. Hemos desarrollado la inteligencia artificial
para la identificacion de un nivel de referencia de microrganis-
mos fecales, Bacteroides > 10,17 log n°cel/g caracteristico de
los individuos con obesidad mérbida frente a individuos con
menor valor de IMC.

P38. Busqueda de probidticos con potencial metaboli-
zador de xenobidticos obeségenos. A. Lépez Moreno,
M. Aguilera2. !Departamento de Microbiologia. 2Facultad de
Farmacia. Universidad de Granada, Granada.

Introduccién/Objetivos. En la actualidad la exposicién a
contaminantes o xenobidticos ingeridos con la dieta en pequenas
cantidades (bisfenoles (BPA), ftalatos, benzofenonas, metales
pesados), puede resultar en disbiosis microbianas asociadas con
diabetes de tipo II, obesidad y otros desérdenes endocrinos.
Estas disbiosis pueden ser prevenidas o intervenidas con la admi-
nistracién de probidticos, contribuyendo a regular el eje fisiold-
gico hormonal. El objetivo es analizar el potencial modulador
de diversas cepas probidticas en disbiosis de la microbiota por
exposicion a xenobidticos, determinando experimentalmente
sus capacidades metabolizadoras.

Metodologia. Los experimentos piloto se realizaron con
varias concentraciones de exposicion al xenobidtico obeségeno:
BPA, para determinar la CMI, tolerancia y/o capacidad degra-
dadora o adsorbente de cada cepa probidtica. Las medidas de
BPA se han realizado con LC-MS (CIC-UGR).

Resultados. Se observan tasas de eliminacién de BPA dife-
renciales en Lactobacillus gasseri (87,7%) y Lactobacillus fer-
mentum (83,6%), ambas mayores al resto de cepas probidticas
y no probidticas ensayadas. Cada bacteria presenta una tasa y
velocidad de eliminacién de BPA especifica. Finalmente, todas
las cepas utilizadas en el experimento eran capaces de eliminar

mayor porcentaje de BPA conforme disminuiamos la concen-
tracion del contaminante, mostrando diferentes adaptaciones
bacterianas al mismo. Se observé ademds la capacidad dife-
rencial de eliminacién de BPA que presenta la microbiota de
muestras fecales a altas concentraciones, pudiendo relacionarse
con una mayor diversidad composicional microbiana. Ademds,
determinadas muestras fecales eran capaces de eliminar mds
concentracion de BPA (89,3%) que las bacterias probidticas
individualmente, es decir, un consorcio de bacterias puede ser
mds efectivo en la eliminacién de contaminantes de la dieta
como el BPA.

Conclusiones. Se han encontrado probiéticos con capaci-
dades degradadoras diferenciales de BPA. Se necesita investigar
exhaustivamente las bases moleculares, enzimas y rutas meta-
bélicas involucradas en dichas capacidades.

Palabras clave: Probiéticos, Xenobiéticos, Obeségeno, Bis-
fenol A (BPA), Microbiota, Disbiosis

P39. Yogur magnético, un nuevo suplemento contra
la anemia. V. Garcés', A. Gonzélez', L. Sabio’, C.M.
Sénchez Arévalo’, M. Olivares?, N. Galvez', J.M. Domin-
guez Vera'. 'Departamento Quimica Inorgdnica, Facultad de
Ciencias, Universidad de Granada, Granada. >Departamento de
Investigacion de Biosearch S.A., Granada.

Introduccién y objetivo. Algunas bacterias probidticas
pueden servir como plataformas para la deposicion de nano-
particulas de maghemita (MNP, Fe3,03). Dichas nanopar-
ticulas de éxido de hierro (III) son magnéticas, y su deposi-
cién se produce en los exopolisaciridos (EPS) del probiético,
adquiriendo por tanto propiedades magnéticas de una forma
artificial. Estos probidticos cargados de MNP son capaces de
superar el ambiente quimico del estémago y alcanzar los intes-
tinos. Por tanto, estos probidticos pueden servir como trans-
portadores de nanoparticulas de ¢xido de hierro que permitan
la absorcién de hierro en duodeno y paliar asi la anemia por
deficiencia de hierro (IDA). Por otro lado, el yogur es uno de
los alimentos fermentados mds valorado alrededor del mundo.
El yogur es el resultado de la fermentacién de la leche produ-
cida por bacterias probidticas como, Streptococcus thermophilus
y Lactobacillus acidophilus. Hemos incorporado MNP a los
probiéticos genuinos del yogur. Ademds, la incorporacién de
MNP no afecta a la viabilidad de los probiéticos, por lo que
pueden fermentar leche y producir yogur: un yogur magnético.
Nuestro objetivo es desarrollar un yogur magnético para el
tratamiento de IDA.

Metodologia. Tras la incorporacién de MNP a un fermento
constituido por Streptococcus thermophilus y Lactobacillus aci-
dophilus (probidticos-MNP), hemos evaluado la capacidad fer-
mentativa de probiéticos-MNP para producir yogur.

Resultados. Hemos demostrado la deposicién de MNP en
los EPS de los dos probiéticos del fermento, Streptococcus ther-

Posters

100

Anales de Microbiota, Probidticos & Prebidticos



mophilus'y Lactobacillus acidophilus. Asimismo, hemos demos-
trado que probiéticos-MNP siguen manteniendo su capacidad
fermentativa para producir yogur.

Conclusiones. Hemos desarrollado un yogur magnético que
podria servir como suplemento de hierro para el tratamiento

de IDA.

P40. Lactobacilos y bifidobacterias probiéticas capa-
ces de metabolizar fitoestrégenos relacionados con
el envejecimiento saludable. J.L. Arqués Orobon, A.
Peirotén Herrero, P. Gaya Sicilia, S. Langa Marcano,
J.M. Landete Iranzo. Instituto Nacional de Investigacién y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), Madrid.

Introduccién. Los fitoestrégenos (FT) (isoflavonas, ligna-
nos y elagitaninos) son polifenoles presentes en soja, semillas
de lino y granada entre otros alimentos de origen vegetal. Los
FT tienen efecto estrogénico/antiestrogénico por su estructura
similar a los estrégenos humanos. Los FT encontrados en los
alimentos tienen baja biodisponibilidad y deben ser metabo-
lizados por la microbiota intestinal en otros tales como equol,
genisteina, enterolignanos y urolitinas, los cuales tienen efectos
beneficiosos en la salud humana como: mejora de los sintomas
de la menopausia, prevencién de enfermedades cardiovasculares
y disminucién del riesgo de cdncer de mama.

Metodologia. Estudiamos el metabolismo de FT de mis de
200 cepas de bacterias l4cticas y bifidobacterias con potencial
probidtico y/o tecnolégico. Los FT producidos en diferentes
medios de cultivo y alimentos fueron detectados y cuantificados
por HPLC- ESI/MS.

Resultados. Se identificaron cepas de lactobacilos y bifido-
bacterias productoras de isoflavonas bioactivas en leche de soja
tales como daidzeina, genisteina, dihidrodaidzeina, O-desmeti-
langolesina y tetrahidrodaidzeina. Por otro lado, Lactobacillus
mucosae INIA P508, Lactobacillus salivarius INIA P448, Lb.
salivarius INIA P183, Bifidobacterium bifidum INIA P466,
Bifidobacterium catenulatum INIA P732 y Bifidobacterium pseu-
dolongum INIA P2 fueron capaces de producir enterolignanos
a partir de semillas de lino. Ademads, Bifidobacterium pseudo-
catenulatum INIA P815 produjo urolitinas A y B a partir de
dcido elagico.

Discusion. Las isoflavonas bioactivas, enterolignanos y
urolitinas pueden mejorar los sintomas relacionados con la
menopausia, asi como prevenir enfermedades relacionadas con
el envejecimiento (cdncer y enfermedades cardiovasculares).
La produccién de FT bioactivos por la microbiota intestinal
es altamente variable entre individuos. Asi, el aseguramiento
de la produccién de estos metabolitos bioactivos por bacterias
probidticas en el intestino en combinacién con una alimen-
tacion rica en FT, podria aumentar los niveles de estos com-
puestos en sangre y producir efectos beneficiosos durante el
envejecimiento.

P41. Factores ambientales/antropométricos asocia-
dos a la produccién microbiana intestinal de acidos
grasos de cadena corta ramificados. D. Rios-Covian',
S. Gonzélez-Solares?, A. Nogacka', S. Arboleya’, N.
Salazar!, M. Gueimonde!, C.G. de los Reyes-Gavilan'.
I[PLA-CSIC. 2Universidad de Oviedo.

Introduccién/Objetivos. Los dcidos grasos de cadena corta
(AGCC) son el principal producto del catabolismo bacteriano
de carbohidratos y proteinas en el colon, y juegan un papel
esencial en las interacciones microbiota-hospedador. Los dcidos
acético, propidnico y butirico son los mayoritarios y estan
siendo objeto de numerosos estudios. Sin embargo, los nive-
les de dcidos grasos de cadena corta ramificados (AGCC-R),
principalmente los dcidos isovalérico e isobutirico, son con-
siderablemente menores, siendo muy escaso hasta ahora
el conocimiento sobre las variaciones en diferentes grupos
humanos, microorganismos intestinales capaces de sintetizarlos
y su influencia en la salud. Los AGCC-R se han propuesto
como marcadores de fermentacién proteica en el colon, tra-
dicionalmente asociados a la produccién de otros productos
perjudiciales y por lo tanto considerados como daninos para
el epitelio colénico. En este contexto, el objetivo de nuestro
trabajo fue estudiar la produccién de AGCC-R por la micro-
biota intestinal en funcién del indice de masa corporal (IMC),
la edad y la dieta.

Metodologia. Se analizaron los niveles de AGCC y AGCC-R
fecales mediante cromatografia de gases en 232 individuos sanos,
con edades comprendidas entre los 3 meses y los 95 afios, y con
IMC en los adultos entre 19 y 54 kg/m?. Los datos nutricio-
nales en adultos se obtuvieron a través de un cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos.

Resultados. Los niveles de AGCC-R en heces mostraron
una fuerte asociacion positiva con la edad mientras que no se
evidencié una relacién clara con el IMC. El consumo de fibra
dietética insoluble se correlacioné negativamente con los niveles
fecales de AGCC-R.

Conclusién. Es posible modular los niveles intestinales de
AGCC-R a través de la dieta. Se precisan mds estudios para
aumentar nuestro conocimiento de la relacién entre la produc-
cién de AGCC y AGCC-R con la composicién de la microbiota
intestinal y la salud humana.

P42. Supervivencia de Akkermansia muciniphila en
monocitos humanos. A. Pefa-Cearra’, M.A. Pas-
cual-ltoiz?, T. Gutiérrez?, A. Pellon?, E. Atondo?, A.
Palacios?, D. Barriales?, J. Castelo?, H. Rodriguez?, J.
Anguita3, L. Abecia“. Inflammation and Macrophage plas-
ticity Laboratory, CIC bioGUNE, Derio. Universidad del Pais
Vasco UPV-EHU, Leioa. *Inflammation and Macrophage plasticity
Laboratory, CIC bioGUNE, Derio. 3Inflammation and Macro-
phage plasticity Laboratory, CIC bioGUNE, Derio. IKERBAS-
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QUE, Basque Foundation for Science, Bilbao. *Inflammation and
Macrophage plasticity Laboratory, CIC bioGUNE, Derio. Departa-
mento de Inmunologia, Microbiologia y Parasitologia, Universidad
del Pais Vasco UPVIEHU, Leioa.

La presencia de Akkermansia muciniphila (A.m) en el tracto
digestivo se ha detectado tras el nacimiento, permaneciendo
a lo largo de la vida asociado a distintas facetas de la salud
gastrointestinal. Esta bacteria gram negativa reside en la capa
mucosa del colon donde se encarga del mantenimiento de la
integridad intestinal. Sin embargo, también se ha detectado
en otras localizaciones como la leche, cavidad oral, pdncreas,
o sistema biliar, donde puede ejercer otras funciones descono-
cidas. El objetivo de este trabajo es estudiar si A.7 es capaz de
sobrevivir dentro de células del sistema inmune. Para ello, se
aislaron células mononucleares de sangre periférica procedentes
de donantes sanos y se seleccionaron los monocitos CD14+
mediante MACS. Las células seleccionadas se incubaron con
A.m durante 1 hora para su fagocitosis. Tras ello, se elimina-
ron las bacterias extracelulares anadiendo a la placa antibiético
durante otra hora. A partir de este punto, se tomaron muestras
a distintos tiempos hasta 24 horas para determinar la efica-
cia del antibiético y cuantificar las bacterias intracelulares. A
las 24 h también se tomaron muestras del sobrenadante para
medir la produccién de TNFE. A.m sobrevivié dentro de los
monocitos al menos 24 horas. Ademds, un estimulo previo
con la bacteria, aumenté su capacidad de supervivencia en
macréfagos derivados de médula ésea de raton y disminuyé la
produccién de TNE. En conclusién, A.m es capaz de sobrevi-
vir en monocitos humanos, aumentando esta capacidad tras
un contacto previo. Por tanto, existe la posibilidad de que
estas células sean capaces de ejercer como vehiculo de A.m
para su traslocacion. Estos resultados indican ademds que la
co-evolucion de la microbiota y el sistema inmune innato ha
generado mecanismos de inmunidad entrenada o tolerancia en
macréfagos permitiendo el incremento de la supervivencia de
especies beneficiosas como A.7 asi como la disminucién de la
sefializacién pro-inflamatoria.

P43. Regulaciéon de miRNAs en células dendriticas
por vesiculas extracelulares de microbiota. N. Diaz,
M. Riera, R. Giménez, J. Badia, L. Baldoma. Departament
de Bioquimica i Fisiologia, Facultat de Farmacia i Ciéncies de
[Alimentaciéo, Universitat de Barcelona.

Introduccién/Objetivo. Las vesiculas de membrana (MVs)
liberadas por microbiota son agentes relevantes en la comuni-
cacién con el hospedador. Las células dendriticas (DCs) en la
ldmina propria reconocen los microorganismos presentes en el
lumen intestinal y dirigen las respuestas inmunes adecuadas.
Son por tanto actores clave en la inmunidad y preservacién de
la homeostasis intestinal. Los miRNAs son reguladores pos-

transcripcionales de diversos procesos celulares. El objetivo de
este estudio fue analizar la regulacién de miRNAs en DCs por
estimulacion con MVs de E. coli probiéticas y comensales.

Metodologia. Se aislaron las MVs del probiético E. coli
Nissle 1917 (EcN) y de la cepa comensal ECOR12. Se utilizd
un modelo inmune de monocitos CD14+ aislados de residuos
leucocitarios de donantes sanos que fueron diferenciados a DCs
inmaduras por 7 dias y luego incubados con MVs por 24 h. Una
vez aislado el RNA se comprobd su concentracién y calidad. La
expresion de miRNAs fue analizada por RNA-seq y la validacién
de miRNAs seleccionados confirmada por RT-qPCR.

Resultados. Se identificaron miRNAs regulados (u#p- o
down) por las MVs de estas cepas (log2fold-change > 0,7, padj
< 0,001): 74 miRNAs regulados por MVs de EcN y 72 por
MVs de ECOR12. Entre ellos, 49 miRNAs estaban activados
por MVs de ECORI12 y 23 por MVs de EcN. Se seleccionaron
para su validacién por RT-qPCR dos miRNAs activados por
EcN (mir-29a-5p y mir-33a-3p), tres activados por ECOR12
(mir-146b-5p, mir-24-3p y mir-125b-5p) y tres miRNAs comu-
nes para las MVs de ambas cepas (mir-155-5p, mir-146a-5p y
mir-let7i-3p). Ademds, se validé la expresion de mRNAS diana
inmunoldégicamente relevantes como: TRAF-4 e IL-12 (mir-
29a-5p), TRAF-6 y TLR-4 (mir-146b-5p), CD180 e INF-y
(mir-24-3p), y SHIP-1 y SOCS-1 (mir-155-5p).

Conclusién. La expresién de miRNAs en DCs es regulada
por vesiculas secretadas por microbiota de manera especifica
segun la cepa.

P44. Efecto de aditivos conservantes sobre la micro-
biota intestinal. J.A. Rufidan Henares', B. Navajas
Porras', A. Lerma?, D. Hinojosa Nogueira’, S. Pérez
Burillo', P. Francino Puget?, S. Pastoriza de la Cueva'.
Centro de Investigacion Biomédica (UGR). 2Fundacién para el
Fomento de la Investigacion Sanitaria y Biomédica de la Comunitat
Valenciana (Fisabio).

Introduccién. Desde la revolucién industrial cada vez dis-
ponemos de mds tipos de alimentos a lo largo de todo el afio.
Esto es debido a la aplicacién de técnicas de conservacién por
calor, asi como a la utilizacién de aditivos conservadores. Aun-
que estos aditivos se utilizan para incrementar la vida il de los
alimentos y evitar el desarrollo de microorganismos patdgenos,
se desconoce el efecto que pueden tener los mismos sobre la
composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal. Por
ello, el objetivo de esta comunicacién es presentar el efecto
que tienen distintos aditivos conservadores sobre la microbiota
intestinal de adultos.

Meétodos. Se ha realizado una digestién iz vitro de distintos
conservadores y se han fermentado con las heces de adultos
sanos y diabéticos tipo 1 y 2. Posteriormente se han evaluado los
cambios en la composicién de la microbiota intestinal (mediante
andlisis metagenémico) y de su funcionalidad, mediante el and-
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lisis de la produccién de 4cidos grasos de cadena corta (acético,
propidnico y butirico).

Resultados. Se ha observado que algunos conservadores
modifican la composicién de la microbiota intestinal, depen-
diendo de su estructura quimica. Asimismo, se ha observado
que dicha modificacién es distinta en adultos sanos que en
pacientes diabéticos. Finalmente, la presencia de aditivos con-
servantes modifica el patrén de produccién de dcidos grasos de
cadena corta, lo que puede tener un impacto a largo plazo en
la respuesta inmune de los humanos.

Conclusiones. La técnica de digestion-fermentacion in vitro
permite estudiar de manera personalizada cémo cada tipo de
aditivo conservador afecta a la composicién y funcionalidad
de la microbiota intestinal. De esta forma se podrdn disefiar en
el futuro alimentos disenados especificamente atendiendo a la
composicién de la microbiota.

P45. Proyecto Prolnfant-CYTED: seleccién de una cepa
con potencial probiético dirigida a nifios con malnu-
tricion. P. Ruas-Madiedo!, R. Aznar?, D. Luaces'. !Grupo
Funcionalidad y Ecologia de Microorganismos Beneficiosos (Micro-
Health), Departamento de Microbiologia y Bioquimica de Productos
Ldcteos, Instituto de Productos Ldcteos de Asturias - Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas (IPLA-CSIC) Villaviciosa, Asturias.
2Departamento de Microbiologia y Ecologia, Coleccién Espariola de
Cultivos tipo (CECT), Universitat de Valéncia, Valencia.

Introduccién/Objetivos. El proyecto Prolnfant-CYTED,
formado por un consorcio de siete paises iberoamericanos, tiene
como objetivo el desarrollo de alimentos funcionales utilizando
vegetales nativos, obtenidos de manera sostenible, que conten-
gan probidticos seleccionados entre los presentes en la micro-
biota de productos fermentados tradicionales. En esta comunica-
cién mostramos los criterios de seleccién racional del candidato
probiético para ser evaluado en un estudio de intervencién con
nifos malnutridos en Guatemala en 2020.

Metodologia. Se han incluido en el estudio 8 cepas (7 Lac-
tobacillus plantarum y 1 Lactobacillus rhamnosus), aisladas de
alimentos andinos fermentados, y 2 probidticos de referencia (L.
plantarum 299V y L. rhamnosus GG). Todas ellas se sometieron
a una digestion gastrointestinal secuencial simulada (protocolo
Infogest), y se evalud su adhesion al epitelio intestinal (linea
HT29) y su capacidad para inhibir la adhesion de Escherichia
coli O157:H7 (CECT 4267).

Resultados. Tras el desafio oral y gistrico la supervivencia
de las cepas en un alimento (bebida de maiz, soja y leche) fue
superior al 10%; después del reto duodenal e intestinal la via-
bilidad disminuy6 entorno al 1% (més de 7 log ufc/ml viables)
siendo las cepas de L. rhamnosus las més sensibles (< 0,5%).
Tres cepas de L. plantarum presentaron una adherencia a HT29
significativamente mayor que la cepa probidtica L. plantarum

299V (DSM 9843) y, ademds, inhibieron la adhesién de E. coli

0O157:H7 en mayor o igual medida que la cepa de referencia
299V. Finalmente, se valord su aptitud tecnolégica en la empresa
ADM-Biopolis S.L. resultando seleccionada la cepa L. plantarum
CECT 9435.

Conclusiones/Agradecimientos. La combinacién de criterios
microbioldgicos y de aptitud tecnolégica ha permitido seleccionar
la cepa para el estudio de intervencién con nifos malnutridos.
El proyecto Prolnfant estd financiado por el programa CYTED
(917PTE0537) y en Espana por MINECO (PCIN2017-003 y
PCIN2017-075). Se agradece a la empresa ADM-Biopolis S.L.

la produccién de la cepa para el estudio de intervencién.

P46. Celulosa bacteriana. Influencia de la presencia de
bacterias en la textura. L. Sabio, A. Gonzélez, V. Garcés,
C. Hurtado, G.B. Ramirez-Rodriguez, N. Gélvez, J.M.
Delgado-Lépez, J. M. Dominguez-Vera. Departamento de
Quimica Inorgdnica, Facultad de Ciencias. Instituto de Biotecno-
logia. Universidad de Granada. Granada.

Introduccién/Objetivos. La celulosa es un polimero pro-
ducido principalmente por las plantas, pero también por ciertas
bacterias, como Acetobacter xylinum. Ambas celulosas, bacte-
riana (BC) y vegetal, son inertes quimicamente e insolubles,
pero la BC tiene la ventaja de ser ultrapura, cristalina y libre de
componentes de menor interés, como hemicelulosa y pectinas.
Esto hace a la BC totalmente biocompatible y perfecta para
su aplicacién en el campo de la biomedicina. Actualmente, la
explotacién comercial de la BC se centra en vendajes o apésitos
debido a su gran capacidad de absorcién del exudado y a que
permite una adecuada regeneracién del tejido. En la celulosa,
las unidades de D-glucopiranosa se unen para formar cadenas
lineales, que se empaquetan mediante puentes de hidrégeno
inter- e intramoleculares. Esto resulta en regiones desordenadas
(amorfas) y regiones muy ordenadas (cristalinas). Los cambios
en la cristalinidad se relacionan con las condiciones de cul-
tivo, tratamientos para eliminar la bacteria y los métodos de
secado (como la liofilizacién). Sin embrago, la cristalinidad se
ha estudiado tras diferentes tratamientos (inmersién en etanol,
agua hirviendo, lavados de NaOH a 90°C, y neutralizacién), lo
que puede modificar la estructura inicial donde se encuentra la
bacteria. El objetivo de este trabajo es estudiar c6mo afecta la
presencia de Acetobacter en la textura de la BC.

Metodologia. Se cultiva Acetobacter en condiciones estdticas/
dindmicas (30°C, acrobia) hasta obtener la celulosa con el grosor
deseado. Posteriormente se elimina la bacteria productora y se
analiza por difraccion de rayos X y microscopia electrénica de
barrido, tanto en presencia como en ausencia de bacteria.

Resultados. Hemos demostrado que la BC adquiere textura.
Los patrones de rayos X confirman una orientacion en muestras
donde la bacteria ha sido eliminada.

Conclusiones. Hemos demostrado que la bacteria tiene
influencia en la textura de la BC.
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Bibliografia. 1) Portela R, Leal CR, Almeida PL, Sobral RG.
Bacterial cellulose: a versatile biopolymer for wound dressing
applications. Microb Biotechnol. 2019; 12: 586-610.

P47. Diferentes factores perinatales afectan a la carga
del gen de resistencia, BlaSHV, en nifios prematuros. S.
Saturio’, M. Suérez?, N. Ferndndez2, D. Konstantinou3, M.
Skouroliakou3, G. Solis?, S. Arboleya’, M. Gueimonde.
nstituto de Productos Lécteos de Asturias (IPLA-CSIC), Villavi-
ciosa, Asturias. >Hospital Universitario de Asturias (HUCA-SESPA),
Oviedo, Asturias. 3IASO Maternity Hospital, Atenas, Grecia.

Introduccion. El establecimiento de la microbiota intesti-
nal (MI) se ve comprometido en nifios prematuros y muestra
elevados niveles de enterobacterias y patégenos potenciales.
Hoy en dia, existe una gran problemdtica con las resistencias a
antibidticos y atin se desconoce como el resistoma intestinal se
establece desde edades tempranas. Por ello, el objetivo de este
estudio fue cuantificar la presencia del gen de resistencia (GR)
a betalactdmicos, BlaSHV; en nifios prematuros y el efecto de
diferentes factores perinatales: edad gestacional, profilaxis anti-
microbiana intraparto (PAI) y nutricién parenteral.

Métodos. Se estudiaron dos cohortes de prematuros en
Asturias y Grecia. En una se incluyeron 42 neonatos (33-36
semanas de gestacion) y 27 prematuros extremos.

Resultados. Se observaron concentraciones crecientes del
gen BlaSHV a lo largo del tiempo. En la cohorte de Asturias,
no se encontraron diferencias significativas debidas a la edad
gestacional. La exposicion a PAI condujo a niveles significativa-
mente mayores de BlaSHV en prematuros extremos. Respecto
a los ninos con nutricién parenteral, se observé que la férmula
enriquecida en antioxidantes indujo una mayor concentracién
del gen en estudio.

Conclusién. Estos resultados revelaron que diferentes facto-
res perinatales, exposicion a antibiéticos o nutricién parenteral,
pueden afectar a la carga de GR a antibiéticos en la MI de
prematuros. Serfan necesarios mds estudios para ahondar en el
impacto de dichas pricticas y elaborar estrategias de modulacién
de la M1, destinadas a la reduccién de los GR a antibidticos en
la MI neonatal.

P48. Estudio de la capacidad de adhesién in vitro de
levaduras con potencial probiético. P. Fernandez-Pa-
checo!, M. Arévalo-Villena', C. Pintado Losa?, B. Gar-
cia-Béjar’, A. Briones'. !Universidad de Castilla-La Mancha,
Laboratorio de Biotecnologia de Levaduras. Ciudad Real, Espana.
2Universidad de Castilla-La Mancha, Area de Bioquimica y Bio-
logia molecular. Toledo, Espana.

Introduccién/Objetivos. Actualmente existe una tnica cepa
de levadura comercializada y reconocida como probiético para
humanos. Una de las propiedades dentro de los procesos de
seleccion es la capacidad de adhesion a las membranas epitelia-
les. El presente trabajo parte de 20 levaduras, Saccharomeyes y
no-Saccharomcyes previamente seleccionadas por otras aptitudes
probidticas, y su objetivo es conocer la capacidad de formacién
de biopeliculas y de adhesién a células Caco 2 antes y después
del paso por el tracto gastrointestinal.

Metodologia. La formacién de biopeliculas se estudié
mediante recuento de células viables adheridas a una ldmina
de vidrio en caldo YPD vy liberadas tras un proceso de sonicacién
antes y después de su paso por el tracto gastrointestinal (boca,
estémago, intestino). La monocapa levaduriforme originada
sobre células Caco 2 se evalué mediante tincién y observacién
al microscopio y recuento de viables tras la incubacién en con-
diciones fisiol6gicas.

Resultados. En general la capacidad de adhesién fue
mayor tras el paso por el tracto gastrointestinal. La formacién
de biopeliculas fue similar entre Saccharomyces y no-Saccha-
romcyes (valores medios de 4,3 log ufc/cm?). No ocurrié lo
mismo en la adhesion a las células epiteliales, donde el por-
centaje fue muy variado (entre 26,8 y 78,4%). Los mejores
resultados los presentaron una cepa de S. cerevisiae, Lachancea
thermotolerans y Candida vini. La levadura probidtica comer-
cial, utilizada como control, mostré el porcentaje de adhesion
mis bajo.

Conclusiones. Se encontré una alta correlacién entre la
formacién de biopeliculas y la capacidad de fijacion a células
Caco 2, lo que podria extrapolarse a una buena adhesién a la
mucosa intestinal. Estos resultados, junto con los obtenidos
en trabajos anteriores, permiten la seleccion de levaduras con
prometedor potencial probidtico.
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