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JUAN EVARISTO SUAREZ
Area de Microbiologfa.
Universidad de Oviedo

Una de las principales novedades del “IV
Workshop Probidticos, Prebidticos y Salud:
Evidencia Cientifica” fue su apertura con un
Simposio sobre probidticos y prebidticos en
Pediatria, antes de dar paso a las habituales
sesiones. Moderado por el investigador Rafael
Tojo, catedrdtico de la Universidad Santiago
de Compostela y miembro de la Real Academia
Gallega de Ciencias, el Simposio contd en primer
lugar con laintervencion de Juan Evaristo Sudrez,
del Area de Microbiologia de la Universidad
de Oviedo. Este experto hizo una interesante
introduccion sobre “Microbiota autdéctona,
probidticos y prebidticos”. De ello nos habla en
esta entrevista.

“La colonizacion del aparato
digestivo comienza en el parto
y esta muy ligada al régimen
inicial alimenticio del nino”

Cuando hablamos de microbiota autdctona, ;a qué nos esta-
mos refiriendo?

La microbiota autdctona esta constituida por el conjunto de
microorganismos que colonizan establemente la superficie epi-
dérmica y la de las mucosas. En general, la relacion es mu-
tualista (beneficiosa para los dos socios de la simbiosis) pero
puede llegar a ser parasitaria por disfunciones de la respuesta
inmunitaria.

¢Que diferencias hay entre microbiota de la piel y microbiota
del aparato digestivo?

La microbiota de la piel es escasa y esta dominada por Sta-
phylococcus epidermidis. En los pliegues aumenta y se diversifi-
ca debido al sudor que suministra humedad y nutrientes. Por el
contrario, el aparato digestivo presenta multitud de conductos
y cavidades, y en cada uno de ellos cuales encontramos una
microbiota caracteristica, ya sea en la boca, el eséfago, el esté-
mago, el intestino delgado o el intestino grueso.

De estas partes del aparato digestivo, ;cual es la mas signifi-
cativa desde el punto de vista de la colonizacion microbiana?

El intestino grueso. En él la densidad microbiana es enorme.
Esta dominada por bacterias, pero también hay arqueas, hon-
gos (levaduras) y protozoos. Ademas de una enorme densidad,
existe una gran diversidad; se calcula que hay mas de 500 es-
pecies ocupando ese habitat, de manera que, en su conjunto,
dan lugar a un ecosistema extraordinariamente maduro vy, por
tanto, resistente a la induccion de cambios desde el exterior; es
lo que se denomina la homeostasis intestinal.

$Como se produce esa colonizacion del aparato digestivo?
Inicialmente durante el parto, como consecuencia del contacto
del nifio con la microbiota vaginal y la propia de la zona peri-
neal. Esta colonizacion se ve favorecida por el pH gastrico re-
lativamente elevado y la secrecion atenuada de bilis, tipicas de
los recién nacidos. La evolucion posterior de la microbiota va a
estar muy ligada al régimen alimenticio del nifio.

$Como va configurando la microbiota la alimentacion infantil?
Durante los primeros meses soélo tomara leche, que promovera
el establecimiento de los lactobacilos, porque metabolizan la
lactosa muy eficazmente, y de bifidobacterias, debido a que
en la leche humana se encuentra una serie de oligosacaridos
complejos que dichas bacterias utilizan muy bien. Estos oligo-
sacaridos no se encuentran en la leche de otros mamiferos y no

Sigue en la pagina siguiente >>
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son asimilables por nosotros, por lo que parece que su funcion
seria precisamente favorecer el establecimiento de las bifido-
bacterias en nuestro intestino.

Luego llegan las papillas de frutas, los purés de verduras, la
carne, el pescado...

Si, a los 5-6 meses de edad se inicia la toma de papillas de fru-
tas, 1o que supone el aporte de otros azucares y de polisacari-
dos y promueve la diversificacion de la colonizaciéon por bacte-
rias de la division Firmicutes. Entre unas dos semanas y un mes
después se inicia la alimentacion con purés de verduras, que
contienen multitud de polisacaridos complejos y promueven la
colonizaciéon por los Bacteroidetes y el asentamiento definiti-
vo de los Firmicutes (un grupo de bacterias Gram positivas).
La adicion paulatina de carne, yema de huevo y pescado a
los purés provocaria la colonizacion por Escherichia coli y otras
proteobacterias, de manera que en el momento del cambio a
una dieta adulta ya estarian en el intestino todos los actores
que determinaran el asentamiento de una microbiota madura y
compensada, |0 que ocurre, mas o menos, a partir de los dos
anos de edad.

iCuales son las funciones de la microbiota autéctona?

Las principales son tres y actuan constantemente, razén por la
cual, paradojicamente, pasan desapercibidas. 1) Suministro de
nutrientes esenciales, como las vitaminas y algunos aminoaci-
dos, cuya necesidad de ingestion se modera gracias a los pro-
ducidos por la microbiota indigena; 2) Desarrollo del sistema
inmunitario: Las bacterias en general y las de la microbiota de
ocupacion en particular, presentan en su superficie componen-
tes que contribuyen a la puesta a punto de nuestras defensas
frente a la infeccién. 3) Antagonismo microbiano: Se refiere a
la capacidad de impedir el asentamiento de microorganismos
foraneos, potencialmente patdégenos, sobre nuestras mucosas.

iTambién podemos hablar de perjuicios achacables a la mi-
crobiota de ocupacion?

Si, son fundamentalmente dos. 1) Infecciones endégenas: Los
microorganismos autdctonos pueden comportarse como paté-
genos si penetran al medio interno o si se hacen muy abun-
dantes. 2) Generacion de sustancias carcinogénicas: El meta-
bolismo de los nutrientes y los acidos biliares por la microbiota
indigena conduce, en ocasiones, a la generacion de sustancias
que pueden transformar a las células intestinales en tumorales.
Por eso es importante que haya una deposicion al menos cada
dia.

En este contexto, ;qué entendemos por organismos probio-
ticos?

La OMS los define como “microorganismos vivos que, cuan-
do se administran en cantidades adecuadas, confieren un
beneficio a la salud del consumidor”. En principio, cualquier
componente de la microbiota de ocupacién podria ser candi-
dato a convertirse en probidtico. Sin embargo, en la practica

pertenecen fundamentalmente a dos grupos microbianos: los
lactobacilos y las bifidobacterias, porque son, dentro de los que
se pueden cultivar facilmente, los Unicos que no se asocian a
procesos patolégicos.

¢Qué condiciones deben cumplir para ser considerados pro-
hidticos?

Ademas de su inocuidad o falta de virulencia, entre las carac-
teristicas deseables que deben cumplir esta la adaptacion a
las condiciones de la cavidad diana y una buena adherencia al
epitelio de la misma, la generacion de sustancias antimicrobia-
nas, la ausencia de resistencias transmisibles a antibioticos vy,
sobre todo, que existan ensayos clinicos que certifiquen que las
expectativas derivadas de sus buenas propiedades in vitro, se
cumplen tras su administracion a voluntarios.

iPuede resumir los heneficios asociatos a la administracion
de organismos probioticos fue se conocen?

Aquellos para los que hay una mayor evidencia se dividen en
tres categorias: 1) Reversion de sintomatologias de mala diges-
tién por ejemplo, la intolerancia a la lactosa. 2) Reposicién de
la microbiota después de que la residente haya sido eliminada
por cualquier causa. Los casos mejor demostrados son la re-
version de la diarrea causada por tratamiento con antibioticos
y la de las diarreas infantiles producidas por rotavirus. En este
apartado se englobaria también la prevencion de recidivas de
vaginosis y de vaginitis. 3) Prevencion de la mastitis durante la
lactancia. La secrecion de leche aumenta la humedad de los
conductos galactéforos y crea condiciones apropiadas para el
establecimiento de organismos patdgenos en ellos. Reciente-
mente se ha demostrado de manera fehaciente que lactobaci-
los administrados por via oral pueden colonizar los conductos
e impedir el asentamiento de bacterias indeseables, previnien-
do e incluso curando, las mastitis. A esto se podrian afiadir los
efectos beneficiosos generales de la microbiota autéctona a
que nos referimos antes; es decir, la prevencion de la coloniza-
cion por patégenos, la estimulacion de la defensa inmune vy el
suministro de algunos nutrientes esenciales.

¢ 0tras posibles aplicaciones?

Existen otras afecciones en las que los microorganismos pro-
bidticos parecen ejercer un efecto beneficioso, aunque la evi-
dencia no es tan solida como en los casos ya descritos; entre
ellas podemos citar por orden de mayor a menor evidencia, la
enterocolitis necrotizante, la enfermedad inflamatoria intestinal y
la colitis pseudomembranosa.

También hay prebiotices, ;qué se entiende por este término?
Se denomina asi a compuestos no digeribles, presentes en la
dieta, que estimulan el crecimiento o la actividad de los microor-
ganismos autéctonos, resultando en un beneficio para la salud.
Su objetivo principal es favorecer el desarrollo de las bifidobac-
terias, que son capaces de degradar diversos glucidos comple-
jos, aunque muchos Firmicutes y, especialmente, Bacteroides,

Sigue en la pagina siguiente >>
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también lo hacen. La proliferacion subsiguiente de la microbiota
indigena potenciaria su antagonismo frente a microorganismos
foraneos y contribuiria a recolonizar la mucosa, por ejemplo,
tras un tratamiento con antibidticos. Ademas, la fermentacion
de los prebidticos generaréa acidos grasos de cadena corta, H2
y CO2. Los 4cidos inhibiran, presumiblemente, el crecimiento
de organismos patégenos, seran utilizados como nutrientes por
los enterocitos y neutralizaran los grupos amonio generados
por desaminacion de diversos nutrientes, entre ellos los ami-
noécidos.

Por uiltimo, ha hablado de simbiéticos.

Se denomina asf a la mezcla de uno 0 mas organismos probio-
ticos con uno o varios compuestos prebidticos. Su objetivo es
favorecer el desarrollo/actividad de los probidticos y prebidti-
COos componentes para potenciar sus propiedades saludables,
generando un efecto sinérgico entre ellos. Esto implica que un
producto sélo puede ser denominado simbidtico si ha demos-
trado inducir un efecto beneficioso superior al de la suma de los
generados, separadamente, por sus integrantes.

Referencias

1. Johnson CL, Versalovic J. The human microbiome and its poten- tial importan-
ce to pediatrics. Pediatrics 2012; 129: 950-960.
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ENRIQUETA ROMAN RIECHMANN
Servicio de Pediatria, Hospital Puerta

de Hierro-Majadahonda, Madrid

Del empleo de probidticos y prebidticos en Pedia-
tria ha hablado la doctora Enriqueta Romdn,
de la Unidad de Gastroenterologia y Nutricion
Pedidtrica del Hospital Puerta de Hierro-Maja-
dahonda de Madprid, quien nos hace el siguiente
resumen de posibles aplicaciones, en base a las
ultimas evidencias cientificas.

“"Hay que hacer corresponder
las cepas y dosis a la situacion
clinica para la que se ha
mostrado beneficio en ensayos
clinicos controlados”

Tras la anterior presentacion en la que ha gquedado claro el
papel clave de la microbiota intestinal en la salud, ;de que
aplicaciones clinicas de probidticos y prebidticos podemos
hablar en Pediatria?

Los probidticos se han utilizado en gran numero de patologias
pediatricas, principalmente en problemas gastrointestinales con
alteracion en la microbiota intestinal como la diarrea infecciosa,
el sobredesarrollo bacteriano, la enterocolitis necrotizante v,
mas recientemente, en procesos inflamatorios crénicos como
la enfermedad inflamatoria intestinal o en trastornos funcionales
como el cdlico del lactante o el estrefiimiento. También se ha
valorado su efecto beneficioso en alteraciones inmunolégicas
como la dermatitis atépica, en la prevencion y tratamiento de la
alergia alimentaria y, en los ultimos afios, en la prevencion de
patologia del recién nacido pretérmino y en la infeccion por H.
pylori. Ademas existen varias lineas de investigacion abiertas
en la complementacion probidtica y prebidtica en la infancia.

En todos los casos, ipodemos hablar ya de resultados con-
cluyentes?

La gran diversidad en el disefio de los estudios justifica la gran
variabilidad en los resultados de eficacia. De hecho, la mayo-
ria de metaanalisis concluye que hay insuficientes trabajos de
tratamiento con probidticos especificos en grupos definidos de
pacientes para poder establecer guias definitivas de tratamien-
to. Hay que considerar que los diferentes probidticos emplean
distintas estrategias de accion y que no todas las cepas pro-
bidticas presentan la misma resistencia ni capacidad de colo-
nizacion vy, por tanto, no tienen la misma eficacia clinica. Por
ello, hay que considerar que los efectos en la practica clinica
son especificos de cepa y no estan indicados para las mismas
situaciones. El empleo de los probidticos deberia centrarse en
hacer corresponder las cepas y dosis de producto utilizado a
la situacion para la que ha mostrado beneficio en los ensayos
clinicos.

Hagamos un repaso por patologias a las principales aplicacio-
nes de los prohiéticos y prehidticos en la infancia. En diarrea
aguda infecciosa, ;qué podemos destacar?

La mayor evidencia sobre la eficacia de los probiéticos ha sido
descrita en el tratamiento de la diarrea aguda infecciosa, a tra-
vés de distintos mecanismos. Las distintas revisiones sistemati-
cas realizadas sobre los estudios publicados con diferentes ce-
pas concluyen, a pesar de la gran variabilidad de los mismos,
que los probidticos producen un efecto beneficioso en la evo-
lucion de la diarrea aguda infecciosa acortando su duracion.

Sigue en la pagina siguiente >>
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¢Alguna diferencia por tipos de diarreas?

El efecto beneficioso es mas significativo en las diarreas pro-
ducidas por rotavirus. No se ha podido demostrar su eficacia
en las producidas por gérmenes invasivos, aunque un traba-
jo reciente con S. boulardii ha mostrado una mayor efectividad
frente al metronidazol en el tratamiento de la diarrea por ameba.
Hay evidencia muy limitada sobre su eficacia en el tratamien-
to de la diarrea persistente en ninos. Basandose en los datos
anteriores, varias de las gufas o recomendaciones vigentes de
tratamiento de la gastroenteritis aguda, contemplan el empleo
de probidticos de eficacia comprobada y a dosis adecuadas.
Respecto a la diarrea adquirida en la comunidad, son escasos
los estudios que concluyen que el uso de probidticos reduce de
forma significativa su incidencia.

En la diarrea asociada a antibidticos, ;qué datos destacan?
Los estudios realizados, principalmente en adultos, han podido
demostrar que la ingesta de probidticos en combinaciéon con
antibioticos reduce el riesgo de diarrea asociada a los mismos.
Sin embargo, no hay, por el momento, estudios concluyentes
para recomendar de manera rutinaria el empleo conjunto.

&Y enfermedad inflamatoria intestinal?

El empleo de probidticos en Ell es, desde el punto de vista fi-
siopatolégico, una buena alternativa terapéutica. Sin embargo,
aunque los datos de los estudios realizados sugieren que ten-
drian un impacto favorable, seria deseable poder realizar mas
ensayos controlados y con mayor numero de pacientes para
poder aplicar en la préctica los efectos beneficiosos que tienen
sobre la microbiota intestinal. Algunos preparados de probio-
ticos se han mostrado eficaces en la colitis ulcerosa y en la
reservoritis (sobre todo la mezcla VSL3).

¢En el sindrome del intestino irritable?

Aunqgue se desconoce la fisiopatologia de esta entidad clinica,
hay datos que apoyan su relacién con la microbiota intestinal.
Ademas su instauracion tiene relacion en una tercera parte de
los casos con procesos infecciosos gastrointestinales y se ha
observado también en una alta proporcién de pacientes cua-
dros compatibles con sobredesarrollo bacteriano. Un metaa-
nélisis de 3 ensayos clinicos en nifios sugiere una moderada
mejorfa con Lactobacillus GG.

¢En el dolor ahdominal funcional?

Los principios del tratamiento con probidticos de basan en la
mejoria de la permeabilidad intestinal, en la regulacion inmu-
nitaria y de la respuesta inflamatoria, y en la regulacion de la
motilidad intestinal. Hay una limitacion en los estudios realiza-
dos hasta la fecha. Se ha analizado el efecto de Lactobacillus
GG en varios ensayos y, si bien hay resultados esperanzadores,
parecen necesarios mas estudios.

El estreiimiento es otra afeccion importante en la infancia.

El uso de los probiéticos como terapia del estrefiimiento se
basa en el desequilibrio de la microbiota intestinal de estos ni-

fios, pero no esta claramente establecida su eficacia en la edad
pediatrica. Parecen tener un efecto positivo aunque poco im-
portante en el nimero de deposiciones semanales.

¢ Qué datos hay sobre célico infantil?

Su empleo se basa en la existencia de una microbiota colénica
anormal en los lactantes con célicos. Su accién va dirigida a
mejorar la motilidad intestinal y ejercer efectos directos en la via
nerviosa del dolor visceral. Se ha estudiado la cepa de Lactoba-
cillus reuteri DSM 17938. La tasa de respuesta (disminucion del
tiempo de llanto) fue significativamente mayor en los lactantes
tratados con L. reuteri.

¢ Qué puede decirnos de la infeccion por Helicobacter pylori?
Se han observado en pacientes pediatricos menos efectos se-
cundarios y mejor tolerancia a la triple terapia, con la adicion
de probidticos al tratamiento antibidtico. Los escasos estudios
realizados en nifios muestran una disminucion de los efectos
secundarios del tratamiento antibiético con los probidéticos, aun-
que sin evidencia clara de una mayor tasa de erradicacion.

La enterocolitis necrotizante también es de gran importancia.
El uso de suplementos enterales de probidticos puede reducir
la incidencia de ECN, el riesgo de ECN severa (estadio 2 6 mas)
y la mortalidad en prematuros. La seguridad y eficacia de estos
suplementos necesita mayor evaluacion para neonatos < 1.000
g de PRN. Dado el riesgo potencial de la administracion de bac-
terias vivas en grandes dosis en neonatos inmunoldégicamente
inmaduros, se hace necesaria la realizacion de mas estudios
controlados y multicéntricos para evaluar eficacia y seguridad.

En intolerancia a la lactosa, ;existen evidencias?

Si bien, hay estudios que demuestran una mejor digestion de
lactosa y menor excrecion de hidrégeno en el aire espirado en
estos pacientes que consumen lacteos fermentados, en la ac-
tualidad, no existe evidencia suficiente para recomendar el uso
de probidticos en el manejo sistematico de esta intolerancia.

¢Y en enfermedad celiaca?

Aunque en la actualidad el unico tratamiento de la enferme-
dad celiaca sea una dieta exenta de gluten, es posible que,
basandonos en la alteracion de la microbiota intestinal de es-
tos pacientes, en un futuro la administracion de bifidobacterias
pueda producir efectos beneficiosos, aunque son necesarios
mas estudios.

iLa obesidad es otro campo de aplicacion?

La modulacion de la microbiota intestinal es un objetivo funda-
mental en la busqueda de nuevos tratamientos preventivos de
la obesidad. Aunque esta linea de investigacion esté tan soélo
en su inicio e implica a bacterias no consideradas clasicamente
como probidticos, los estudios realizados estan aportando una
informacion clave para conocer nuevos factores implicados en
el desarrollo de la obesidad y las enfermedades metabdlicas,
asi como para mejorar las estrategias de intervencion nutricio-
nal.

Sigue en la pagina siguiente >>
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iQué datos existen respecto a la fibrosis quistica?

El tratamiento con probidticos, ademas de una alternativa al
tratamiento descontaminante con antibioticos, también puede
mejorar la funcién intestinal en la fibrosis quistica. Por tanto, su
administracion podria ser pautada de una manera regular. Los
estudios ofrecen un panorama prometedor, pero hasta el mo-
mento son piloto, por lo que es necesaria mayor investigacion y
tomar estos datos como preliminares.

Las enfermedades atopicas son otro campo de aplicacion

La tedrica relacion entre la composicion de la microbiota intesti-
nal y el eczema ha sido la base para el empleo de probidticos.
Los estudios disponibles con suplementacion de probidticos a
nifos de riesgo atépico para modificar el desarrollo precoz de
su microbiota intestinal, no han observado una mejoria clara del
eczema, por lo que es necesario confirmar este beneficio en los
primeros 6 meses de vida.

En alergia alimentaria, ;cuales son los ultimos datos?

Un reciente estudio plantea la posibilidad de una mas precoz
adquisicion de tolerancia en la alergia a proteinas de leche de
vaca, tanto mediada por IgE como no mediada por IgE, con
la utilizacion de un hidrolizado de proteinas de leche de vaca
suplementado con Lactobacillus GG.
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LUIS MENCHEN VISO
Servicio de Aparato Digestivo, Hospital General
Universitario Gregorio Maranén, Madrid

Las “Nuevas Lineas de investigacion. Posibles
aplicaciones de los probiéticos y prebidticos”
centraron la intervencion en el simposio de Luis
Menchén Viso, del Servicio de Aparato Digesti-
vo del Hospital General Universitario Gregorio
Maranién. El experto destacé que actualmente los
probidticos son una indicacion de tratamiento
razonable para algunas entidades clinicas y el
avance en la investigacion de nuevos preparados,
como los probidticos recombinantes, los convierte
en una alternativa esperanzadora de tratamien-
to para otras muchas. Sin embargo, esta poten-
cial utilidad clinica estd por demostrar en estu-
dios humanos controlados y aleatorizados.

“La investigacion de nuevos
preparados como los
recombinantes convierte a los
probidticos en una alternativa
esperanzadora”

Respecto a los nuevos mecanismos de accion de los probioti-
cos en patologia digestiva, ;qué evidencias destacaria?

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la capacidad de
determinados probidticos de modular la respuesta inmunitaria
mucosal en el tubo digestivo, y por tanto de disminuir la inflama-
cion tanto en modelos experimentales de colitis cronica como
en enfermedades humanas como la enfermedad inflamatoria
intestinal (Ell), mediante la induccion de linfocitos T reguladores
y la inhibicion de la presentacion antigénica, asi como de la
proliferacion y activacion de linfocitos T efectores.

¢ Alguna aplicacion reciente en este sentido?

Recientemente se ha asociado el enriquecimiento de férmulas
alimenticias para nifios con determinados probioticos a un in-
cremento significativo de la concentracion fecal de slgA, una
de las primeras y mas importantes lineas de defensa en las su-
perficies mucosas merced a su capacidad de aglutinar e impe-
dir el efecto deletéreo de bacterias patdgenas, virus y toxinas
microbianas.

i Qué otros mecanismos de accion son importantes?

Los probidticos han demostrado su capacidad de bloquear la
accion de patégenos bacterianos mediante dos mecanismos
fundamentales: 1) la sintesis de moléculas antibacterianas
como las bacteriocinas, familia de péptidos producidos princi-
palmente por Lactobacillus y Lactococcus con capacidad de
inhibir la formacion de la pared bacteriana y de formar poros en
la misma, y 2) la exclusion competitiva, bien mediante la inhibi-
cion de la adhesion a las células epiteliales intestinales (CEls)
de bacterias potencialmente patégenas; o bien bloqueando la
union de toxinas a receptores de tipo gangliésido en la superfi-
cie de las CEls.

Antes ha destacado el efecto antiinflamatorio en pacientes
con HI. ;Como regulan los probiéticos esta accion?

Ejercen su efecto antiinflamatorio en pacientes con Ell y en mo-
delos animales de inflamacion intestinal crénica mediante la
regulacion de la funcion epitelial, y o hacen a su vez a varios
niveles: 1) reforzando la funcion de barrera epitelial mediante
la restauracion arquitectural y funcional de las uniones interce-
lulares estrechas, 2) estimulando la sintesis de moléculas de
defensa por parte de las CEls, 3) estimulando las funciones in-
munolégicas de las mismas, y 4) induciendo mecanismos celu-
lares antiinflamatorios.

Sigue en la pagina siguiente >>
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iEstos efectos se pueden concretar en prohioticos o cepas
determinadas?

Si. Probiodticos como E. coli Nissle 1917, Lactobacillus GG,
Lactobacillus casei o el preparado VSL#3 han demostrado in-
crementar la expresion y restaurar la localizacion de proteinas
constituyentes de las uniones intercelulares en modelos expe-
rimentales de colitis; ciertos probidticos también refuerzan la
funcién de barrera epitelial mediante la inhibicion de la apop-
tosis de las CEls inducida por citoquinas proinflamatorias o en
animales con colitis crénica experimental. De manera adicional,
E. coli Nissle 1917 y VSL#3 han mostrado su capacidad de in-
ducir la sintesis de B-defensinas por parte de las CEls. En tercer
lugar, determinados probidticos inhiben en ciertas circunstan-
cias la sintesis de quimioquinas y citoquinas proinflamatorias
por parte de las CEls. Por ultimo, algunos microorganismos pro-
bidticos estimulan la actividad del receptor activado por proli-
feradores de peroxisomas gamma (PPARYy), una molécula con
actividad antiinflamatoria endégena.

i Qué cambios estan contribuyendo a las nuevas perspectivas
terapéuticas en este campo?

Junto a los avances comentados en el conocimiento de los me-
canismos moleculares implicados en las potenciales propieda-
des terapéuticas de los probidticos, el desarrollo tecnolégico en
biomedicina ha abierto nuevas perspectivas terapéuticas con
la investigacion sobre cepas microbianas transformadas gené-
ticamente, asi como sobre sistemas de liberacion modificados
para permitir la llegada de probidticos a sitios especificos de
accion en el tubo digestivo en cantidades adecuadas.

iDe gueé nuevos probioticos se puede hablar en patologia di-
gestiva?

En numerosos estudios se ha demostrado la posibilidad de
usar cepas recombinantes mediante vectores plasmidos para
promover la expresion de productos microbianos con funciones
antiinflamatorias y bactericidas, como, por ejemplo, el disefio
de cepas de E. coli Nissle 1917 recombinantes para la produc-
cion de B- defensinas con actividad contra patégenos entéricos
como Salmonella o Listeria, o de Bifidobacterium recombinante
para la expresion de moléculas de adhesion a CEls. Similares
modificaciones genéticas pueden realizarse para la obtencion
de cepas capaces de expresar mediadores de la inflamacion
humanos.

¢Algiin ejemplo sobre esto iltimo?

Por ejemplo, el tratamiento con Lactococcus recombinante para
la expresion de IL-10 en modelos murinos de colitis ha demos-
trado tanto la reduccion significativa de la inflamacién mucosa
como la prevencion de nuevos episodios de colitis; y cepas de
Lactobacillus transformadas para la sintesis de lactoferrina hu-
mana se asocian en ratones experimentales infectados por E.
coli patdgena con un menor nimero de colonias infecciosas en
la luz intestinal y un menor dafio mucoso entérico. De la misma
manera, se han utilizado cepas recombinantes como vehiculos
para optimizar la liberacion en colon de sustancias sensibles a
la degradacion en tramos superiores del intestino, como EGF,

molécula con propiedades reepitelizantes que promueve la cu-
racion mucosa.

¢ Alguna otra nueva linea en este sentido?

Un estudio reciente ha demostrado la eficacia del tratamien-
to con cepas de Lactococcus recombinantes con aumento de
expresion de B-galactosidasa para los sintomas de diarrea aso-
ciada a la toma de lactosa en modelos animales de intoleran-
cia a lactosa, sugiriendo, mas alla de la capacidad de estos
preparados para inducir cambios bioquimicos, histolégicos o
microbioldgicos, su potencial beneficio clinico en enfermeda-
des humanas. También se ha incentivado la investigacion sobre
la eficacia de productos bacterianos inactivados, como células
muertas o sobrenadantes probidticos. Por ejemplo, disponemos
de estudios en modelos animales de Ell en los que el uso de so-
brenadantes de cepas de L. plantarum o B. infans demostraron
mantener funciones antiinflamatorias y sobre la permeabilidad
de la mucosa.

A raiz de todos estos datos, ¢de qué indicaciones clinicas se
puede hablar ya como una realidad?

Los compuestos probidticos han sido utilizados en una amplia
variedad de enfermedades humanas, sin embargo, las indica-
ciones clinicas a partir de estudios basados en la evidencia
cientifica son menos numerosas. Estudios controlados, ciegos
y aleatorizados han demostrado la eficacia para el tratamien-
to con probidticos de entidades como la diarrea infecciosa y
la asociada a antibidticos, entre ellas la diarrea del viajero y la
producida por Clostridium. Otros estudios defienden asi mis-
mo resultados favorables para el tratamiento de la alergia a las
proteinas de la leche de vaca en nifnos, el sindrome de intestino
irritable y la enfermedad inflamatoria intestinal, donde la indi-
cacioén mas extendida es en la prevencion de episodios de re-
servoritis. También existe evidencia de los beneficios de estos
preparados en enfermedades de érganos vy sistemas distintos
al aparato digestivo, como las infecciones de orina y la preven-
cién de infecciones respiratorias en nifios o las asociadas a la
ventilacion mecanica.

&Y cuales son las posibles indicaciones futuras?

Otras muchas entidades se postulan como posibles indicacio-
nes futuras para el tratamiento con probidticos basandose en
estudios animales o estudios humanos preliminares. Se han
publicado numerosos estudios in vitro y en animales que postu-
lan un efecto protector de los probidticos para el desarrollo de
adenocarcinoma de colon y de vesicula biliar, y de carcinoma
hepatocelular; ensayos clinicos en pacientes con artritis reuma-
toide han demostrado la eficacia de la terapia con probiéticos
para reducir los sintomas articulares e incluso parametros de
inflamacion como la PCR; y si bien son ampliamente conocidos
los efectos hipolipemiantes de bacterias como el Lactobacillus
o el Bifido- bacerium, existen también datos procedentes de
estudios animales que sugieren un efecto hipoglucemiante de
cepas similares; finalmente también existe algun estudio que
demuestra la eficacia del tratamiento probidtico para la preven-
cion y tratamiento de un modelo experimental de enfermedad
injerto contra huésped.

Sigue en la pagina siguiente >>



IV Workshop Probidticos, Prehidticos y Salud: Evidencia Cientifica. Hospital General Universitario Gregorio Maraion — Hotel Convencion

¢ Algiin otro campo prometedor?

En hepatologia, a pesar de que la uUnica indicacion clinica
aceptada para el uso de probidticos es la encefalopatia hepa-
tica, existen otras entidades en las que el papel terapéutico de
los probidticos parece prometedor, como en el caso de la es-
teatohepatitis no alcoholica —se ha demostrado recientemente
en modelos murinos que el uso de VSL#3 puede prevenir su de-
sarrollo— o en la prevencion de las infecciones asociadas a la
cirugia del trasplante hepéatico. Disponemos ademas de amplia
informacion acerca de los potenciales efectos beneficiosos de
los probidticos sobre los cambios fisiopatoldgicos propios de la
cirrosis descompensada.

iCual es para usted la conclusion de todas estas nuevas evi-
dencias?

Que los probidticos ejercen su actividad terapéutica en pato-
logia digestiva a través de distintos mecanismos de accion no
del todo conocidos y dependientes de factores externos como
el entorno microbiolégico. Ademas, actualmente suponen una
indicacion de tratamiento razonable para algunas entidades
clinicas y el avance en la investigacion de nuevos preparados
—como los probidticos recombinantes— los convierte en una
alternativa esperanzadora de tratamiento para otras muchas.
Sin embargo, esta potencial utilidad clinica esté por demostrar
en estudios humanos controlados y aleatorizados.
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GASPAR PEREZ MARTINEZ
Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los

Alimentos (CSIC), Valencia

Tras el Simposio sobre Probiéticos y Prebidti-
cos en Pediatria, el Workshop continué con una
mesa de controversia, que pretendia responder a
la siguiente cuestion: ;Son tiles los probidticos?
;Se emplean los que han demostrado eficacia y
de modo adecuado? La sesion estuvo moderada
por Guillermo Alvarez Calatayud, de la Seccién
de Gastroenterologia y Nutricion Pedidtrica del
Hospital Materno Infantil Gregorio Marasion
de Madyrid. Gaspar Pérez Martinez, del Institu-
to de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos
(CSIC) de Valencia, fue el primero de los ponentes
de la mesa. Entre sus mensajes, destaco que fren-
te al error comiin de considerar los probiéticos
en conjunto, existen ciertas bacterias probidticas
(las mds utilizadas son lactobacilos y bifidobac-
terias) que “poseen beneficios bien demostrados
para la salud”, si bien “se necesita mds investiga-
cion para establecer los mecanismos de accién de
los probiéticos”.

“Los prohioticos no pueden
considerarse en conjunto.
Su eficacia debe analizarse
en hase a hacterias y cepas
concretas”

Qué conceptos hay que tener claro a la hora de hablar de
utilidad y eficacia de los probiéticos?

En primer lugar, un error comun es considerar los probiéticos en
conjunto, cuando su eficacia debe analizarse en base a bacte-
rias y cepas concretas pues no todas son iguales. En este sen-
tido, en segundo lugar hay que destacar que ciertas bacterias
probidticas poseen beneficios bien demostrados para la salud.
Por ultimo, hay que sefalar que se necesita mas investigacion
para establecer los mecanismos de accion de los probidticos.

Entre esos heneficios demostrados, ;cual destacaria y en
hase a queé razones?

El uso de probidticos en Medicina basado en la evidencia, se
ajusta a la siguiente clasificacion, que tiene en cuenta grado de
recomendacion y nivel de evidencia, en base a la calidad de los
ensayos de referencia.

1) Recomendacioén grado A (nivel de evidencia A1): Tratamien-
to malabsorcion lactosa; tratamiento diarreas infantiles agudas;
prevencion de diarrea asociada al uso de antibiéticos; preven-
cion de diarreas infantiles agudas asociadas, nosocomiales o
adquiridas.

2) Recomendacion grado A (nivel de evidencia 1B): Prevencion
reservoritis 0 puochitis y mantenimiento de la remision; preven-
cion del eccema atopico.

3) Recomendacion grado B (nivel de evidencia 2): Manteni-
miento remision colitis ulcerosa (E.coli Nissle 1917); prevencion
de sepsis asociada a pancreatitis aguda; prevencion de sepsis
postquirdrgica; prevencion diarrea del viajero

¢Cuales son los mecanismos de accion mas comunes y proha-
dos de los probioticos?

Los mecanismos de accioén por los que los probioticos contribu-
yen a la mejora de la salud humana, se puede resumir en tres
categorias. 1) Los mecanismos de la inhibicion de patdgenos
por probidticos; 2) Los mecanismos que promueven la funcion
de la barrera intestinal epitelial, como por ejemplo la secre-
cién de mucinas, la inducciéon de péptidos antimicrobianos y
los heat-shock proteins, la mejora de la funciéon de las tight-
junctions, la prevencion de la apoptosis, la induccion de quimio-
kinas pero también la inhibicion de la secrecion de quimiokinas
tras un estimulo pro-inflamatorio, previniendo de este modo la
formacion de un gradiente de quimiokinas que esta atrayendo
células efectoras del sistema inmune. 3) Los mecanismos que
modulan la respuesta inmune mucosal, bien induciendo citoki-
nas anti-inflamatorias o inhibiendo citokinas pro-inflamatorias.

Sigue en la pagina siguiente >>
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Como vemos, existen datos avalados cientificamente. Los ex-
pertos a favor de los probidticos son prudentes y destacan
la necesidad de mas investigacion. Sin embargo, estos pro-
ductos se siguen viendo envueltos de vez en cuando en alguna
polémica. ;Que factores influyen?

Creo que hay que hablar de los aspectos no cientifico-médicos
que los rodean y que tienen que ver con los mercados, la finan-
ciacion de la investigacion, la legislacion, la sensibilidad social
y ética, y los bulos.

&Cual es su opinion al respecto?

En el caso de los bulos difundidos, creo que muchos parten de
cierta impotencia del consumidor ante la “imposiciéon” de pocos
probiodticos por empresas que dominan el mercado de la ali-
mentacion, especialmente tras la no aprobacion de sus Health
Claims por la EFSA (Union Europea). También debemos subra-
yar el divorcio entre los mercados (¢mundos?) farmacéutico y
de alimentos y las respectivas empresas hegemonicas. Cuando
hablo de “mundos”, me refiero a por qué no se atreven los mé-
dicos a prescribir probidticos. Creo que esto ayuda a entender
por qué existe y por qué es como es el reglamento europeo
sobre Health Claims (atributos sobre la salud).

Respecto a la relacion entre la investigacion y las empresas,
&{jué opina?

Hasta el momento las empresas han sido el principal motor de
la investigacion en probidticos, tanto a nivel académico como
aplicado y de estudios clinicos. Han desarrollado productos
con probidticos propios y también han adquirido licencias de
organismos publicos. En mi opinion, en los ultimos afos ha evo-
lucionado el perfil de la investigacion académica sobre probio-
ticos en el contexto de la compleja microbiota intestinal y hacia
los mecanismos de accion, para satisfacer la aprobacion de
“Health Claims” por la EFSA. En el caso de las empresas farma-
céuticas, se centran mas en estudios clinicos para obtener nue-
vos productos probidticos, con perfil mas especializado, que
satisfagan los criterios de “Medicina Basada en la Evidencia”,
y asi facilitar el acceso y prescripcién por los profesionales de
la medicina.

¢Tiene algo que ver en todo este debate la forma en la que
esta organizado el actual sistema de salud?

Creo que si. Hay una perversion del sistema, que es que esta
obsesionado por sanar la enfermedad. El ciclo perverso gira
en torno a médicos, enfermos, prescripcion de farmacos en el
sistema de salud publica y empresas farmacéuticas. El futuro
deberfa centrarse en mantener la salud y el bienestar, a través
de un tratamiento integral en el que convivan nutricion equili-
brada, habitos sanos, alimentos funcionales y farmacos.

Desde el punto de vista del mercado, ;qué aspectos hay que
tener en cuenta?

Los probidticos no son medicamentes, son entes complejos y
hay gran diversidad de cepas. Se presentan comercialmen-

te como suplementos nutricionales (deshidratados en bolsas
0 céapsulas) o como alimentos fortalecidos e ingredientes. En
el primer caso, estan implicadas grandes y medianas farmas
especializadas, y en el segundo, multinacionales y medianas
empresas de alimentacion. En ambos casos, existe una fuerte
implicacion en 1+D en salud.

Desde el punto de vista legislativo, ;cual es la situacion?

Debemos referirnos a la resolucion de la EFSA de junio de 2011
por la que se rechazan las solicitudes de atributos funcionales
para los 74 expedientes de probidticos, y la que los principa-
les argumentos son: relacion dosis/efecto, biodisponibilidad y
mecanismos de accion. Hay suficientes datos en algunos expe-
dientes sobre el efecto en modelos de enfermedad, pero faltan
de datos sobre el efecto en individuos sanos (disminucion de
riesgo de enfermedad).

¢ Todas estas circunstancias han influido en la sensibilidad so-
cial y ética de la que hablaha antes?

Pienso que si, porque se han transmitidos mensajes como que
los probiéticos no han obtenido el consentimiento cientifico o
que la comunidad cientifica no ha llegado a un consenso sobre
el tema. También se ha dicho que hay numerosas voces criticas
con sus supuestos beneficios e incluso que tendrian una gran
parte de responsabilidad en la epidemia de obesidad que afec-
ta principalmente a los nifios.

En cuanto a los bules, ;cuales han sido en su opinion los mas
destacados e infundados?

Hay dos muy claros. Uno sefala que la ingesta de determina-
das bacterias probidticas por parte de nifios supone que su
organismo deja de producirlas, creando dependencia de un
producto comercial. En segundo lugar, tampoco son vélidos los
argumentos que vinculan probidticos con obesidad.

Después de este amplio repaso, ;qué ideas le gustaria que se
tuvieran en cuenta en relacion a los probioticos?

1) Las autoridades y érganos asesores deben reconsiderar la
forma de evaluacion de los probidéticos.

2) Se requiere mas investigacion sobre los mecanismos de ac-
cioén e interaccion de los probidticos con otros componentes de
la microbiota.

3) La actividad investigadora de las empresas es positiva en
este campo.

4) Hay que obtener informacion contrastada: filtrar bulos.
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JAVIER GONZALEZ DE DIOS
Servicio de Pediatria,
Hospital General Universitario de Alicante

El pediatra del Hospital Universitario de Alican-
te y codirector de la revista electrénica Eviden-
cias en Pediatria, Javier Gonzdlez de Dios, fue
el segundo de los ponentes de la mesa de contro-
versia. Este experto, desde una perspectiva asen-
tada en el paradigma de la medicina basada en
pruebas, hizo una amplia revision de la litera-
tura cientifica sobre enterocolitis necrotizante
(NEC). En base a la misma, destacé recomenda-
ciones para la prdctica clinica como que el uso
de probidticos deberia considerarse fuertemente
en el cuidado del prematuro < 32 SG y/o < 1500
gramos. También asegurd que aunque el balance
beneficios-riesgos-costes es claramente favorable
con los datos actuales, el uso rutinario de pro-
bidticos implicaria una estrecha monitorizacion.

"Aunque el halance heneficios-
riesygos-costes es claramente
favorahle con los datos
actuales, el uso rutinario de
probioticos exige una estrecha
monitorizacion”

En su exposicion ha puesto mucho énfasis en la medicina ha-
sada en pruebas, ;puede explicar qué se entiende por esto?

Se refiere a un nuevo paradigma por el cual hay que hablar
de medicina con autoridad y no de medicina autoritaria como
proponia el paradigma antiguo. La medicina basada en la evi-
dencia intenta resolver de la mejor forma posible la ecuacion
entre 1o “deseable, lo posible y lo apropiado” en un entorno
sembrado de incertidumbre, variabilidad en la practica clinica,
sobrecarga de informacion, aumento de demanda y limitacion
de recursos. En definitiva pretende aportar mas ciencia al arte
de la medicina.

¢Qué pasos centran esta teoria?

Fundamentalmente se resume en las siguientes cinco etapas:
1) Pregunta; 2) Busqueda; 3) Valoracion; 4) Aplicabilidad y 5)
Adecuacion. Centrado en probidticos, como ejemplo podria-
mos poner la enterocolitis necrotizante (ECN) y tratar de respon-
der a preguntas como el tipo de paciente o problema de interés,
la intervencion, exposicion o prueba a evaluar y a comparar, la
variable de medicion de resultado y el tiempo de valoracion. A
partir de ahi se iniciaria la busqueda en la literatura cientifica,
paso en el que hay que tener en cuenta una serie de condicio-
nes como el tipo de estudios y las fuentes de informacion a las
que acceder.

Precisamente en su presentacion ha analizado el caso de una
amplia revision cientifica sobre ECN.

Si, y de ella vemos como se desprende que hay un grupo de
autores, que denomino “Si, por supuesto”, que defienden la
aplicacion de probidticos en ECN, y otro, que llamo “No, tenga
cuidado”, que no son tan partidarios.

i Cuales son las principales conclusiones analizando unos tra-
hajos y otros?

Del grupo “Si, por supuesto”:

- Toda la literatura es consistente en que los probioticos dismi-
nuyen la incidencia de NEC grave y de mortalidad en prematu-
ros < 1500 gramos.

- Datos estadisticamente significativos y clinicamente impor-
tantes que implican considerar fuertemente el uso habitual de
probidtico en las UCI neonatales.

Sigue en la pagina siguiente >>
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Existen preocupaciones sensatas, aungue con escasas prue-
has que lo soporten, sobre la seguridad y efectos a largo
plazo de los probioticos.

- El'uso “rutinario” de probidticos no significa el uso “ciego” de
los mismos, sino que se debe monitorizar (ya se ha realizado
en algun pais).

Del grupo “No, tenga cuidado”:

- El tratamiento con probidticos no es una intervencion homogeé-
nea, y es conocido que se debe considerar un efecto depen-
diente del tipo de género, especie y cepa.

- Los metandlisis actuales pueden sobreestimar el efecto parti-
cular de cada cepa de probicdtico.

- Los datos actuales deben ser confirmados con un ECA multi-
céntrico de calidad e independiente con disefio adecuado para
un tipo concreto de probidtico, dosis, intervalo y duracion del
tratamiento.

En base a esta realidad sobre la ciencia actual, usted ha lla-
mado la atencion sobre el modelo de toma de decisiones en
medicina. ;Cuales son sus caracteristicas?

Hablamos de un modelo en el que hay riesgos, beneficios y
costes y en el que intervienen diferentes actores: pacientes,
médico e industria. Y como condicionantes estan el estado cli-
nico y otras circunstancias, la experiencia clinica, las pruebas
procedentes de la investigacion y las preferencias y acciones
de los pacientes. A esto hay que afadir la bioética aplicada a
la asistencia, cuyos principios son: no maleficiencia, justicia,
beneficencia y autonomia.

iSus recomendaciones para la practica sobre probidticos
en prematuros teniendo en cuenta la literatura cientifica al
respecto y el caso comentado?

- El uso de probidticos deberia considerarse fuertemente en el
cuidado del prematuro < 32 SG y/o < 1500 gramos.

- Aunque el balance beneficios-riesgos-costes es claramente
favorable con los datos actuales, el uso rutinario de probidticos
implicaria una estrecha monitorizacion.

- En base a los ECA realizados hasta la fecha, es posible dar las
siguientes recomendaciones en cuanto a tipo de cepa, dosis,
inicio y duracion:

a) ¢Qué cepa?: preferible una combinacion de Bifidobacterium
y Lactobacillus.

b) ¢Qué dosis?: 3x10° UFC/dia, preferible en dosis Unica. En
< 1000 gramos comenzar con 1,5x10® UFC/dia hasta alcanzar
aporte enteral de 50 ml/Kg/dia.

c¢) ¢Cuando comenzar?: cuando pueda iniciar alimentacion en-
teral, preferible en los primeros 7 dias de vida.

d) ;Hasta cuando continuar?: hasta las 35 SG de edad postcon-
cepcional o hasta el alta.

e) ;Alguna precaucion?: no ofrecer el suplemento con probio-
ticos si hay enfermedad aguda tipo sepsis, NEC o asfixia pe-
rinatal

¢ Alguna recomendacion para la investigacion?
Fundamentalmente tres:

- Un ECA multicéntrico con suficiente poder estadistico: para
una incidencia de NEC de un 5%, en un ensayo doble ciego
controlado (a= 5%, B= 20%), se requeririan 317 prematuros en
cada rama para demostrar que los probiéticos disminuyen inci-
dencia de NEC al menos un 50%.

- Seleccionar una cepa de probidtico, dosis, comienzo y dura-
cién de ECA previamente realizados y con buen resultado en
prematuros < 1500 gramos.

- En estos momentos en que todos los MA son consistentes en
la buena relacion beneficios-riesgos de los probidticos en pre-
maturos, es necesario un ECA independiente y de calidad que
confirme los resultados y evite los potenciales sesgos de los
MA actuales.

A modo de colofén, ha concluido la presentacion con las mis-
mas cuestiones que planteo al iniciar la revision sobre NEC.

Asi es. Aqui estan para la reflexion: To NEC or not to NEC ? 4Y si
en lugar de “probidtico” se llamara “probioticozumab”? ;Cuan-
tas pruebas cientificas mas son necesarias para salvar vidas?



JUAN MIGUEL RODRIGUEZ
Departamento de Nutricién, Bromatologia y
Tecnologia de los Alimentos de la Universidad
Complutense de Madrid y ROCIO MARTIN

Danone Research Centre for Specialised Nutrition

La sesion sobre usos clinicos comenzé con la con-
ferencia titulada “Microbiota mamaria y pro-
bidticos en la lactancia”, a cargo de Juan Miguel
Rodriguez, del Departamento de Nutricion, Bro-
matologia y Tecnologia de los Alimentos de la
Universidad Complutense de Madrid, y Rocio
Martin, Danone Research Centre for Specialised
Nutrition. Entre las conclusiones, se puso de ma-
nifiesto que la exposicion del lactante al amplio
espectro de filotipos bacterianos de la leche ma-
terna puede ejercer efectos beneficiosos frente a
enfermedades gastrointestinales y respiratorias, y
reducir el riesgo de desarrollar otras enfermeda-
des cada vez mds preocupantes, como la diabetes

0 la obesidad.

“La leche materna puede ser
considerada fuente natural

de bacterias probidticas con
capacidad protectora frente a
distintas patologias”

Es conocido el papel de Ia leche humana en el sistema inmu-
nitario infantil y su caracter protector frente a infecciones.
£Cual es la relacion de los probidticos con este campo?

Esos efectos beneficiosos son fruto de la accion individual o
sinérgica de muchas moléculas bioactivas presentes en el ca-
lostro y en la leche, incluyendo células inmunocompetentes,
inmunoglobulinas, acidos grasos, poliaminas, oligosacaridos,
péptidos antimicrobianos lisozima, lactoferrina y otras proteinas
glicosiladas. Por si fuera poco, recientemente, diversos estu-
dios han revelado que tanto el calostro como la leche son una
excelente fuente de bacterias comensales, mutualistas y poten-
tialmente probidticas. De hecho, la leche humana es uno de los
factores clave en la iniciacion y el desarrollo de la microbiota in-
testinal del neonato. Posiblemente se trate de la principal fuente
de bacterias para el recién nacido. Por lo tanto, no es de extra-
flar que la microbiota intestinal del lactante refleje, en mayor o
menor medida, la existente en la leche materna.

¢ Qué se sahe sobre esa diversidad bacteriana?

Las primeras descripciones de la diversidad bacteriana en
muestras de leche procedentes de mujeres sanas se basaron
en el empleo de medios de cultivo y pusieron de manifiesto la
presencia de diversas especies de los géneros Staphylococ-
cus, Streptococcus, Propionibacterium, Enterococcus, Lacto-
coccus, Lactobacillus, Pediococcus, Weissella o Leuconostoc,
incluyendo nuevas especies, como Streptococcus lactarius.
Posteriormente, se observé que la leche humana también es
una fuente de bifidobacterias viables para el intestino del lac-
tante.

¢Han aportado nuevos datos los métodos moleculares de ana-
lisis?

Han proporcionado una vision complementaria de la biodiver-
sidad del microbioma mamario humano. Su aplicacion ha con-
firmado que la leche materna es una buena fuente de estafi-
lococos, estreptococos, bacterias lacticas, propionibacterias o
bifidobacterias pero, ademas, ha mostrado que algunas bac-
terias Gram-negativas, como Escherichia coli, también pueden
estar presentes en este fluido. La aplicacion de las técnicas
“-6micas” (gendmica, metagenémica, transcriptomica, proteo-
mica, metabolémica...) al estudio de la microbiota mamaria hu-
mana abrird nuevas perspectivas para comprender su papel en
la salud materno-infantil.

Sigue en la pagina siguiente >>



¢Que tiene de peculiar la microbiota mamaria?

A diferencia de la existente en otras localizaciones, tiene una
naturaleza transitoria. Asf, su formacién se inicia coincidiendo
con la sintesis de precalostro, alcanza su maxima complejidad
hacia el periparto, se mantiene mas o menos estable mientras
dura la lactancia, sufre un declive rapido cuando empieza el
destete y desaparece totalmente cuando no queda leche en la
glandula mamaria.

iPodemos hablar de bacterias dominantes en la leche ma-
terna?

Los estafilococos coagulasa-negativos, con Staphylococcus
epidermidis a la cabeza, y los estreptococos del grupo viridans,
son las bacterias dominantes, mientras que la presencia de
especies de otros géneros es mas variable. No es casualidad
que en los Ultimos afios se esté poniendo de manifiesto que la
presencia de S. epidermidis sea una caracteristica diferencial
de las heces de los nifios amamantados. Por otra parte, se ha
observado que la concentracion de lactobacilos, enterococos y
bifidobacterias es significativamente mas elevada en la micro-
biota de lactantes que en la de nifios alimentados con férmulas.
El predominio de un pequefio nimero de especies en este flui-
do podria explicar por qué la microbiota intestinal de lactantes
sanos esta compuesta por un reducido espectro de especies
y cepas.

¢Queé relacion tiene todo esto con la dieta infantil?

La microbiota intestinal infantil esté profundamente influencia-
da por la dieta y, en este sentido, la introduccién de alimentos
solidos, junto con la retirada progresiva de la leche, provoca
cambios drasticos en su composicion. Es probable que este
hecho sea el principal responsable de las diferencias obser-
vadas entre la microbiota intestinal de los nifios que reciben
lactancia materna y la de aquellos alimentados con férmulas
infantiles, que a pesar de los avances, aun son diferentes a la
leche humana.

$Se sahe de donde proceden esas hacterias presentes en la
leche humana?

El origen de esas bacterias es un tema de gran actualidad.
Tradicionalmente se habia considerado que la colonizacién del
intestino del neonato empezaba durante el parto debido a la
contaminacién de su cavidad oral con bacterias procedentes
de las microbiotas vaginal e intestinal de la madre; posterior-
mente, las bacterias pasarian de la boca del nifio al pecho de
la madre vy, junto con las bacterias existentes en la piel de la
madre, contaminarian la leche al ser eyectada. En los ultimos
afos, se ha puesto en evidencia que las bacterias que coloni-
zan inicialmente el intestino neonatal se pueden transmitir de
forma vertical entre la madre y el nifio mediante la leche mater-
na, incluso en aquellos nacidos por cesarea.

&0ué nuevos datos hay al respecto?

Teniendo en cuenta que los distintos nichos ecolégicos del mi-
crobioma humano no son ambientes estancos y que las comu-

nidades bacterianas mamarias o de la leche no son una excep-
cién, ninguna de las vias “clasicas” (cavidad oral del nifio, piel
de la madre) pueden explicar la diversidad bacteriana existente
en la leche humana. Técnicas de fotografia infraroja han mos-
trado un cierto flujo retrégrado de leche hacia los conductos
galactéforos durante la succion del lactante. La microbiota de
la piel materna también podria ejercer cierta influencia. Global-
mente, los estudios recientes sugieren que pueden existir diver-
sas fuentes de bacterias para la leche humana pero que, al me-
nos una parte sustancial de las mismas, podrian proceder de
la microbiota intestinal de la madre y accederian al epitelio de
la glandula mamaria a través de una ruta interna: la ruta ente-
romamaria. Este hecho implicaria que la capacidad de algunas
bacterias intestinales para extenderse a otros tejidos u 6rganos
de hospedadores humanos sanos habria sido tradicionalmente
infravalorada.

Uno de los aspectos de mayor interés son las funciones/apli-
caciones para la salud de las bacterias de la leche humana.

Indiscutiblemente, la leche materna es una fuente de cientos de
filotipos bacterianos para el tracto gastrointestinal del lactante.
Diversos estudios han demostrado la transferencia materno-
infantil de cepas bacterianas pertenecientes, al menos, a los
géneros Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus y Bifido-
bacterium a través de la lactancia. La exposicion del lactante
a ese amplio espectro de filotipos bacterianos puede ejercer
efectos beneficiosos frente a enfermedades gastrointestinales
y respiratorias, y reducir el riesgo de desarrollar otras enfer-
medades cada vez mas preocupantes, como la diabetes o la
obesidad.

También han hablado de funciones cognitivas.

Si. Nuestra microbiota, y especialmente la que la madre puede
transferir al nifio en los primeros meses de vida puede ejercer
una gran influencia en sus funciones cognitivas. Diversos estu-
dios epidemioldgicos han indicado una asociacion entre altera-
ciones del neurodesarrollo, como el autismo o la esquizofrenia,
y ciertas infecciones durante el periodo perinatal. Mas recien-
temente se ha confirmado que la microbiota “normal” represen-
ta una parte integral de las sefiales ambientales externas que
modulan el desarrollo y la funcién cerebral. En este sentido, las
bacterias aportadas al nifio a través de la leche humana po-
drian ser particularmente relevantes.

Por tipo de bacterias, ;qué funciones destacan en el caso de
las lacticas y hifidobacterias?

En general, las bacterias lacticas y las bifidobacterias aisladas
de la leche humana parecen jugar diversos papeles en el intes-
tino del lactante. En primer lugar, pueden contribuir a reducir
la incidencia y severidad de una amplia gama de infecciones.
También pueden participar en la correcta maduracion del siste-
ma immunitario infantil. La lactancia materna exclusiva durante
los primeros meses de vida se ha asociado con tasas significa-
tivamente mas bajas de dermatitis atopica y asma en la pobla-
cion infantil. Asimismo, las bacterias lacticas y bifidobacterias
de la leche humana muestran un gran potencial para participar
en el metabolismo infantil.

Sigue en la pagina siguiente >>
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En cuanto a los estafilococos y estreptococos de la leche hu-
mana, ;qué funciones destacan?

La presencia de S. epidermidis como especie bacteriana pre-
dominante en calostro y leche materna de mujeres sanas ofrece
una explicacion plausible sobre la menor frecuencia de infec-
ciones en nifos prematuros a los que se les ha administrado
leche materna, particularmente siguiendo el método de la ma-
dre canguro. Aungue hasta el momento no se ha considerado
la posibilidad de emplear cepas de S. epidermidis procedentes
de la leche materna como probidticos en las unidades neonata-
les, esa idea no deberia descartarse por completo en el futuro.
Con ello, asistiriamos a una demostracion del concepto probio-
tico en su mas estricto sentido cientifico.

Por otra parte, los estreptococos pueden resultar de gran utili-
dad para minimizar las posibilidades de que los niflos expues-
tos a ambientes hospitalarios sean colonizados por patégenos
prevalentes en dichos escenarios. En otro contexto, la especie
St. sanguinis esté considerada como un antagonista natural de
Streptococcus mutans y, en consecuencia, juega un papel pre-
ventivo con relacion a la caries dental y a las enfermedades pe-
riodontales. Por ultimo, diversos estudios la cepa E. coli Nissle
1917 (06:K5:H1) han demostrado que su aplicacion por via
oral, tanto a nifos a término como a prematuros, reduce signi-
ficativamente el nimero y la severidad de infecciones infantiles
(sepsis incluidas) causadas por bacterias Gram-negativas.

iCual es para usted la principal conclusion de todos estos
datos sobre la leche humana como fuente de bacterias pro-
hioticas?

Que la leche de mujeres sanas puede ser considerada como
una fuente natural de bacterias potencialmente probiéticas con
papeles importantes en la proteccion de las madres y de sus
hijos frente a diversas enfermedades alérgicas, inflamatorias o
infecciosas. La prevencion de infecciones en nifios prematuros
o el tratamiento de las mastitis durante la lactancia son buenos
ejemplos de las posibles aplicaciones terapéuticas de las bac-
terias aisladas de este fluido.



FERNANDO AZPIROZ

Servicio de Aparato Digestivo
Hospital General de Vall d'Hebron,

Barcelona

Una vez concluido el simposio sobre Pediatria y
la mesa de controversias, el “IV Workshop sobre
Probiéticos, Prebidticos y Salud: Evidencia Cien-
tifica”, continud con su distribucién por sesiones
como en ediciones anteriores. La primera de ellas,
centrada en usos clinicos, fue iniciada por Fer-
nando Azpiroz, del Servicio de Gastroenterologia
del Hospital General de Vall d’Hebron de Bar-
celona, quien presentd la comunicacion titulada
“Flatulencia: caracteristicas clinicas, fisioldgicas
y microbioldgicas”. De ella nos habla en esta en-
trevista. En el trabajo también han participado
M. Chaysavanh, S. Estrella, C. Herndndesz, S.
Cuenca, A. Accarino, J. Santos, F. Guarner, J.R.
Malagelada, pertenecientes al mismo centro del
autor principal y miembros también del Centro
de Investigacion Biomédica en Enfermedades
Hepdticas y Digestivas (CIBERehd) de Barcelo-
na. Ademds, entre los firmantes se encuentra D.
Guyonnet, de Danone Research (Paris).

“Los pacientes con flatulencia
tienen una adaptacion
defectuosa de la microbiota
colonica a la dieta”

& Cual era el objetivo de esta investigacion?
Determinar la influencia de la dieta sobre los sintomas clinicos y
la microbiota intestinal en pacientes con flatulencia.

Para ello, ;qué tipo de muestra se utilizo?

Se estudiaron pacientes (n = 30) y sujetos sanos (n = 20) duran-
te 3 dias con su dieta habitual (basal), y durante otros 3 dias con
una dieta alta en residuos (flatulogénica).

¢Qué cambios ohservaron en el periodo de dieta hatitual?

En el periodo basal los pacientes registraron mas sintomas ab-
dominales que los sujetos sanos (5,8 + 0,3 vs 0,4 + 0,2 de mo-
lestia/dolor, respectivamente; p = 0,0001) y mas evacuaciones
de gas (21,9 £ 2,8 vs 7,4 = 1,0 evacuaciones diarias, respec-
tivamente; p = 0,0001), sin diferencias en el volumen de gas
evacuado después de una comida estandar (262 + 22 'y 265 +
25 ml, respectivamente).

¢Y con la dieta alta en residuos?

Con la dieta flatulogénica ambos grupos presentaron mas sinto-
mas abdominales (7,9 + 0,3 y 2,8 + 0,4 molestia/dolor, respec-
tivamente), mas evacuaciones de gas (44,4 £+ 53y 21,7 + 29
evacuaciones diarias, respectivamente), y mayor produccion
de gas (656 = 52 y 673 + 78 ml, respectivamente; p <0,05 vs
dieta basal).

En relacion al uso de probidticos, queé datos son los mas re-
levantes tras estas comprobaciones?

Se observd que los sujetos sanos, y no los pacientes, tendian
a adaptarse a la dieta flatulogénica mediante un aumento de
microorganismos consumidores de hidrogeno (metanégenos y
acetdgenos en heces mediante PCR cuantitativa).

Segiin esto, ;cual es la principal conclusion del trabajo?

Los pacientes con flatulencia tienen una mala tolerancia al gas
intestinal, y una adaptacion defectuosa de la microbiota coléni-
ca ala dieta.



ROSA MARIA DEL CAMPO
Servicio de Microbiologfa.
Hospital Universitario Ramén y Cajal,

Madrid

El trabajo titulado “Presencia del género Strep-
tococcus en leche materna: ;inoculacién orofarin-
gea directa para el neonato?” centré la segunda
de las comunicaciones orales de la sesion de usos
clinicos. Rosa Maria del Campo, del Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Ramon
y Cajal de Madprid, fue la encargada de la exposi-
cion de esta investigacion en la que también han
participado A. Sdnchez-Diaz, del mismo Servi-
cio, asi como P. Mediano, M. Marin, L. Moles y
J-M. Rodriguez, miembros del Departamento de
Nutricién, Bromatologia y Tecnologia de los Ali-

mentos de la Universidad Complutense de Ma-
drid.

“La leche materna podria senr
una fuente de estreptococos
para su inoculacion orofaringea
directa en el neonato”

¢Que se proponian con este trahajo?

El objetivo de este estudio era caracterizar los aislados con
morfologia compatible con el género Streptococcus en mues-
tras de leche materna obtenidas de mujeres sanas o de mujeres
con mastitis.

=D

Para ello, ;como se procedio
Se incluyeron 43 muestras de leche procedentes de mujeres sa-
nas y 143 de mujeres con mastitis. Las muestras se sembraron
en medios de cultivo selectivos y no selectivos con recuento.
Todas las colonias con morfologia compatible con Streptococ-
cus fueron subcultivadas en agar sangre. La identificacion de
las colonias se realizé mediante MALDI-TOF y el método se-
mi-automatizado WIDER (Fco. Soria Melguizo, Madrid) y, en el
caso de tener dudas, se secuencié un fragmento de los genes
16S ARNr y sodA. La sensibilidad antibidtica se determind me-
diante la técnica de microdilucién en caldo utilizando el sistema
WIDER. La diversidad genética de los aislados se exploré me-
diante electroforesis en campo pulsante (PFGE).

¢ Qué datos se obhservaron?

En 28 muestras de leche de mujeres sanas y en 97 de mujeres
con mastitis se observaron colonias con morfologia compati-
ble de Streptococcus (67% y 65% del total analizado, respec-
tivamente). El 75% de los aislados fueron identificados como
Streptococcus mitis presentando altos niveles de resistencia a
macrolidos (80%), fosfomicina (38,6%) y penicilina (32%). Se
detectaron otras especies minoritarias, destacando 8 cepas de
Streptococcus pneumoniae practicamente sensibles a todos los
antibioticos estudiados. Todos los aislados mostraron una alta
diversidad genética.

En base a estos resultados, ;cuales son las principales apor-
taciones del trahajo?

En este estudio se describe por primera vez la presencia de S.
pneumoniae sensible a los antibidticos en leche materna. Dentro
de la especie S. mitis, que es la mayoritaria, se ha detectado
un elevado nivel de resistencia a varias familias de antibiéticos.

Como posible aplicacion, ;qué conclusion extraen?

La leche materna podria ser una fuente de estreptococos para
su inoculacion orofaringea directa en el neonato.



JAIME FORERO
Servicio de cuidado intensivo pedidtrico y neonatal.
Clinica Chicamocha, Bucaramanga (Colombia)

La “Efectividad del uso de un probidtico multies-
pecie en la prevencion de enterocolitis necrotizan-
te en recién nacidos pretérmino” fue el tema de la
intervencion del investigador colombiano Jaime
Forero, del Servicio de cuidado intensivo pedid-
trico y neonatal de la Clinica Chicamocha, de la
Fundacién Hispanoamericana, en Bucaraman-
ga (Colombia). La investigacion lleva también
la firma de L. M. Vera-Cala, del Departamento
de Salud Piiblica de la Universidad Industrial de
Santander (UIS), en Bucaramanga (Colombia),
y de M. Delgado, miembro de la misma unidad

clinica que Forero.

Un probidtico multiespecie
reduce la incidencia de
enterocolitis necrotizante en un
85% en prematuros te menos
tle 1.500 gramos

¢Qué objetivo tenia el trabajo?

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de un probio-
tico multiespecie (eptavis®) en reducir la incidencia y severidad
de la enterocolitis necrotizante en recién nacidos prematuros.

¢Qué método utilizaron?

Se llevo a cabo un ensayo clinico aleatorizado, prospectivo, do-
ble ciego controlado, en prematuros, con un peso menor a 1.500
gramos, alimentados con leche artificial desde el primer dia de
vida. Se administré una dosis diaria de 1 gramo de probidtico
multiespecie (eptavis®), previo al inicio de alimentacién en for-
ma convencional con leche artificial hasta la salida del cuidado
intensivo. El grupo control recibié con la misma frecuencia una
dosis de placebo con los diluyentes del preparado evaluado.
Los evaluadores no conocian si el prematuro habia recibido el
preparado o placebo. La variable de salida fue la presencia de
enterocolitis necrotizante (estadio Il o mayor).

iQué caracteristicas presentaba la muestra?

En 15 meses se atendieron 378 recién nacidos, 79 de menos
de 1.500 gramos. En 39 no se pudo administrar leche materna
y fueron asignados al azar a uno u otro grupo. Las variables
clinicas y demograficas de ambos grupos fueron similares.

iCuales fueron las principales observaciones?

La incidencia de enterocolitis necrotizante fue menor en el gru-
po del probidtico que en el control (1 de 19 vs 7 de 20). En
los hemocultivos positivos realizados a los nifios no se encontré
crecimiento de gérmenes constituyentes del probidtico.

En este sentido, ;qué conclusiones destacan?

Se concluye que el probidtico multiespecie (eptavis®) adminis-
trado en forma enteral desde el primer dia de vida a prematu-
ros de menos de 1.500 gramos y que no pueden recibir leche
industrial, reduce la incidencia de enterocolitis necrotizante en
un 85%. Aunque no fue el objeto del estudio, también se analizé
la presencia de sepsis tardia y fue reducida en un 62% en los
ninos que recibieron el probidtico multiespecie.
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BORJA SANCHEZ
Departamento de Microbiologia y Bioquimica,
Instituto de Productos Licteos de Asturias

(IPLA-CSIC)

Dentro de la sesién de usos clinicos, Borja Sdn-
chez, del Instituto de Productos Ldcteos de As-
turias (IPLA-CSIC), presenté un trabajo sobre
Aplicacion de los niveles de anticuerpos dirigi-
dos contra proteinas extracelulares de probidticos
como marcadores de enfermedad inflamatoria
intestinal”, en el que también han participado
los investigadores del mismo centro A. Hevia y A.
Margolles.

Respuesta inmunitaria
especifica para una proteina
producida por Lactobacillus
rhamnosus GG

iPor queé se plantearon esta investigacion

Muchos de los microorganismos probiéticos son consumidos
con los alimentos. Una vez en el tracto gastrointestinal, desarro-
llan su actividad metabdlica y producen una serie de proteinas
extracelulares que juegan una serie de funciones importantes
en la comunicacion molecular entre probidtico y hospedador.

i Podria destacar alguna de esas funciones?

Dada su exposicion al sistema inmune humano dentro del tracto
gastrointestinal, estas proteinas extracelulares son candidatas
importantes al desarrollo de anticuerpos especificos dirigidos
contra ellas.

En este sentido, zel trabajo en gué ha consistido?

En este estudio hemos analizado, desde un punto de vista cua-
litativo, la presencia de anticuerpos (IgA e IgG) dirigidos contra
las proteinas extracelulares de seis especies de microorganis-
mos representantes de probidticos utilizados en alimentacion
humana.

¢Como se llevo a caho?

Se realizé en una cohorte de individuos sanos (n=53) o diag-
nosticados con Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) (n=50).
De las bandas correspondientes a proteinas inmunoreactivas y
diferenciales entre los dos grupos, se escogid una proteina de
70 kDa producida por Lactobacillus rhamnosus GG, y se estu-
diaron los niveles de anticuerpos (IgG e IgA) dirigidos contra
ella en la cohorte de individuos anteriormente descrita mediante
la técnica ELISA.

¢ Que datos se ohservaron?

Como conclusiéon, no se observaron diferencias en los niveles
de IgG especificos contra la proteina de la cepa GG entre in-
dividuos sanos y con Ell, pero si en los niveles de IgA, com-
probandose que la respuesta inmunitaria era especifica para la
proteina de la cepa GG.



JOSE IGNACIO ZALBA ELIZARI

Centro Avanzado en Prevencién, Pamplona

La sesion sobre usos clinicos concluyé con la in-
tervencion de José Ignacio Zalba Elizari, director
del Centro Avanzado en Prevencién de Pamplo-
na, sobre “Empleo de probidticos en Odontolo-
gia”. El experto destacé que los probidticos cons-
tituyen una prometedora opcion en este campo.
En su opinién, los micro-organismos probidticos
pueden desarrollar un papel importante en la
salud bucal, si son capaces de incorporarse a la
pelicula adquirida y crecer junto a la microbiota
autictona de la placa bacteriana o biofilm, a la
vez que disminuyan la colonizacion de micro-or-
ganismos patdgenos, ademds de poder estimular
una respuesta positiva del sistema inmunolégico.

“Los prohioticos pueden
desarrollar un papel
importante en la salud bhucal,
si logran crecer junto a

Ia microhiota de la placa
bacteriana”

&Cual es el panorama de las infecciones bucales para pensar
en nuevas estrategias preventivas y terapéuticas?

A pesar de la universalizacion del empleo del cepillado dental,
los dentifricos con fluor y otros métodos preventivos (selladores
dentales, seda dental, profilaxis profesional,...), las infecciones
de la boca como caries, o los problemas de encias, contindan
siendo enfermedades orales que afectan a la gran mayoria de
la poblacion mundial. Por su alta prevalencia-incidencia, cabe
sefialar que el 99% de los espafioles ha padecido caries al lle-
gar a los 45 anos y el 93,5% de la poblacion adulta espafiola
muestra signos de enfermedad periodontal, presentan unos
rasgos generales que requieren de un enfoque preventivo.
Otros problemas habituales que nos encontramos hoy a nivel
oral son el mal-aliento y las enfermedades de los implantes den-
tales (protesis para la sustitucion de piezas dentales) como la
mucositis o la periimplantitis.

¢Hay relacion entre salud oral y salud general?

El cuerpo humano funciona como un sistema coordinado, asf
los problemas de salud general afectan a la salud de la boca 'y
viceversa. Ante enfermedades consideradas complejas y mul-
tifactoriales (la vida moderna, el estrés, tabaco, malos habitos
alimenticios, el consumo excesivo de medicamentos,...) como
son las de la boca, cada vez mas, los enfoques son multidisci-
plinares donde los abordajes son locales y sistémicos.

iPuede explicar este caracter sistémico?

Las infecciones bucales crénicas en tejidos blandos provocan
procesos inflamatorios liberando sustancias pro-inflamatorias
como citoquinas, que a través del sistema circulatorio acceden
a cualquier area del organismo aumentando el riesgo de pro-
blemas cardiovasculares, musculares, digestivos, partos pre-
maturos, diabetes, lesiones deportivas. Por ello, la resolucion
de las enfermedades crénicas orales y el mantenimiento de la
salud de la boca deben considerarse como un activo en la pre-
vencion de problemas sistémicos para la salud general.

La hoca también es importante desde el punto de vista de las
bacterias

La boca es un complejo ecosistema en el que existe gran va-
riedad de bacterias, se estima que mas de 700 especies dife-
rentes, en donde encuentran las condiciones de temperatura,

Sigue en la pagina siguiente >>



humedad y nutrientes ideales para su desarrollo, esto dificulta
su control y favorece la alta prevalencia de infecciones crénicas
que pasan muchas veces desapercibidas, como periodontitis,
gingivitis, peri-implantitis, pericoronaritis, caries, fistulas, abs-
cesos, etc.

¢ Cual ha sido el abordaje habitual de este tipo de problemas?
El enfoque tradicional tanto en la fase preventiva como en la
terapéutica ha estado fundamentado en tratar de eliminar la
mayor parte de las bacterias. Un uso excesivo de antibidticos
(“contra la vida”), e incluso de procedimientos mecanicos rea-
lizado por los profesionales del sector dental, ha servido para
comprender las limitaciones de este tipo de abordaje.

i Qué cambios se han producido?

La mejor comprension de la microbiologia oral en odontologia
debido a la hipoétesis de la placa ecoldgica. Marsh postula que
infecciones orales como la caries o las enfermedades perio-
dontales vendrian a ser el resultado de los cambios ocurridos
en el equilibrio de la microbiota que reside en la placa, como
consecuencia de la modificacion de las condiciones medio-
ambientales locales. Por ejemplo, un consumo continuado de
tabaco alteraria las condiciones en la placa bacteriana, 1o que
favoreceria el desarrollo de una mayor cantidad de bacterias
patégenas periodontales (enfermedades de las encias).

Lo mismo en el caso del aziicar, etc.

Si, otro ejemplo es que microorganismos de la cavidad oral
cuando se produce un consumo frecuente de azucares, los me-
tabolizan creando acidos fuertes que favorecen el predominio
de las especies caridogenas y la desmineralizacion del diente.
Segun estos conceptos la enfermedad periodontal, la caries
dental y otras enfermedades orales serian la consecuencia de
cambios ecologicos, producto de un medio local alterado, don-
de microorganismos potencialmente patdogenos tendrian una
ventaja competitiva bajo condiciones apropiadas, pudiendo
alcanzar, en ciertos lugares especificos, un nimero tal que pu-
diera predisponer el desarrollo de la enfermedad.

¢Es anui donde surge la relacion con los probioticos?

Si. Como consecuencia del concepto propuesto por Marsh
sobre el cambio ecoldgico microbiano como mecanismo que
conlleva al inicio de la enfermedad, aparecen nuevas estrate-
gias dirigidas a potenciar un ambiente saludable para poder
prevenir el desarrollo de estas infecciones oportunistas a través
de estrategias multiples, entre ellas el uso de probidticos, para
mantener el equilibrio ecoldgico de la bio-pelicula.

&Y como pueden aplicarse los probidticos en salud oral?

Debido al hecho de que pueden competir con otras bacterias
patdgenas, han sido objeto de investigacion en la prevencion

de las enfermedades bucodentales, puerta de entrada del sis-
tema digestivo, como la caries dental, periodontal enfermedad,
periimplantitis, mal-aliento, etc. En términos generales, los pro-
bidticos promueven la salud mediante la exclusion competiti-
va o positiva de las bacterias patdgenas. Los estudios en la
utilizacion de probidticos en cavidad bucal, para el control y/o
prevencion de enfermedades infecciosas bucales en humanos,
requieren bacterias con gran potencial de competir por el sitio,
inhibiendo el crecimiento de los micro-organismos patégenos
y permaneciendo en el sitio de la cavidad bucal, ademas de
tener influencia positiva en la respuesta del sistema inmunolo-
gico.

¢ Algiin ejemplo concreto que se esté aplicando?

Actualmente existe un probidtico para uso odontoldégico que es
un producto para la higiene bucal que combate la placa, la gin-
givitis y las bacterias cariogénicas mediante la combinacion pa-
tentada de dos cepas de Lactobacillus reuteri. Es 100% natural,
ya que reside en el tracto gastrointestinal en humanos y produ-
ce una sustancia antibiética de amplio espectro llamada “reute-
rina”, que en suficiente cantidad causa el efecto antimicrobiano
deseado para mantener la microbiota intestinal intacta. Su uso
diario esta recomendado tanto en nifilos como en adultos para
una higiene bucal 6ptima, para personas que estén atravesan-
do momentos de mucho estrés y agitacion, o para quienes ten-
gan un riesgo elevado de problemas periodontales como em-
barazadas, diabéticos, fumadores o0 ancianos, y para personas
que toman medicamentos que aumentan la sensibilidad de las
encias como los anticonceptivos orales o los antihistaminicos.

iSon ya los prohiéticos una opcion consolidada en Odontolo-

Aunque la literatura muestra la asociacion entre los probiéticos
y la salud de la boca, pareciendo ser una interesante herra-
mienta terapéutica a considerar, se necesitan mas estudios
para acabar de comprender tanto su nivel de eficacia como sus
mecanismos de accion. Hay algun aspecto que aun no ha sido
claramente esclarecido en lo que se refiere a la adherencia de
la bacteria probiética sobre las superficies orales de manera
prolongada y persistente para formar parte de la bio-pelicula, o
bien si se produce un efecto inhibidor de las bacterias patége-
nas del probidtico después de su consumo.

¢Queé conclusion le gustaria transmitir?

Que las enfermedades bucales por su alta prevalencia-inciden-
cia, y su influencia en la salud general del individuo, presentan
unos rasgos generales que requieren de un enfoque preventi-
vo. Entre las nuevas estrategias de caracter multiple dirigidas
a potenciar un ambiente saludable de la boca para poder pre-
venir el desarrollo de infecciones oportunistas, esta el uso de
probidticos, con el fin de mantener el equilibrio ecolégico de la
bio-pelicula.

Sigue en la pagina siguiente >>
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iEntre los mecanismos de accion de los probidticos cuales
resultan mas prometedores?

Los micro-organismos probidticos pueden desarrollar un papel
importante en la salud bucal, si son capaces de incorporarse
a la pelicula adquirida y crecer junto a la microbiota autdctona
de la placa bacteriana o biofilm, a la vez que disminuyan la
colonizacion de micro-organismos patdégenos, ademas de po-
der estimular una respuesta positiva del sistema inmunolégico.
Si bien son pocos los estudios disponibles sobre la accion de
estos probidticos en la cavidad oral, los resultados son prome-
tedores, e indican que éstos tendrian alguna efectividad clinica
en la prevencion de las enfermedades mas comunes de la ca-
vidad oral.
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GLENN GIBSON
University of Reading, Reino Unido

El IV Workshop de la SEPyP conté con la par-
ticipacion de uno de los principales expertos so-
bre prebidticos a nivel mundial, Glenn Gibson,
quien introdujo la Sesién de Microbiologia con
una conferencia sobre “Desarrollo y estudios de
eficacia de un nuevo prebistico”. El investiga-
dor de la Universidad de Reading (Reino Unido)
hizo un repaso al estado en el que se encuentra
la investigacion sobre prebidticos. Destacé que al
margen de sus efectos en patologias como cdncer
de colon, enfermedad inflamatoria intestinal,
diarrea del viajero o el sindrome del intestino
irritable, se estd estudiando en modelos intesti-
nales in vitro los posibles efectos que los prebidti-
cos ejercen sobre determinados biomarcadores de
enfermedades, como los lipidos en sangre, y sobre
los perfiles de los metabolitos en los fluidos cor-
porales.

“Los posihles efectos de los
prebioticos sobre hiomarca-
dores de enfermedades, nueva
via de estudio”

¢En (Illé contexto se enmarcan sus investigaciones?

El aparato digestivo es un ecosistema funcional cuyas activida-
des afectan al sistema inmune, a la funcion digestiva y al me-
tabolismo. Asimismo, un incorrecto funcionamiento puede traer
consigo enfermedades tales como la gastroenteritis, afecciones
6seas, enfermedad inflamatoria intestinal (incluidas la enferme-
dad de Crohn y la colitis ulcerosa), diarrea asociada a antibié-
ticos, sindrome de intestino irritable, cancer de colon y recto,
obesidad, problemas metabdlicos o incluso algunos sindromes
del espectro autista. En este ecosistema intervienen algunos
microorganismos como componentes fundamentales, entre
los que se encuentran las bacterias del género Clostridium, del
género Streptococcus, bifidobacterias, lactobacilos, bacterias
sulfato reducatoras y los microorganismos responsables de la
acetogénesis y metanogénesis.

Dentro de este ambito, ;qué se entiende por prebidticos?
Segun la definicion de la ISAPP de 2010, un prebidtico es un
ingrediente fermentado de forma selectiva que trae consigo
cambios especificos en la composicion y/o la actividad de la
microbiota intestinal, lo que confiere determinados beneficios
a la salud del huésped. De acuerdo con los criterios de esta
organizacion, esa fermentacion selectiva es una condicion fun-
damental que ha de poderse demostrar in vivo en la microbio-
ta intestinal animal o humana. Asimismo, ha de ejercer dichos
efectos en un nimero limitado de especies o géneros estimu-
lados de forma selectiva, y se entiende como “actividad” de la
microbiota su perfil metabdlico, sus mecanismos de sefaliza-
cion molecular o las interacciones entre microbios y huésped.

Entre los mecanismos de accion de los prehiétices, ;cual des-
tacan?

Los carbohidratos no digeribles con efectos prebidticos estimu-
lan de forma selectiva el crecimiento de especies o géneros
bacterianos caracterizados exclusivamente o de manera prefe-
rente por la fermentacion sacarolitica, en lugar de la proteolitica.
Esto se ha demostrado en el crecimiento de bifidobacterias y
lactobacilos. Existen otros géneros emergentes, como Eubacte-
rium, Faecalibacterium y Roseburia, aunque todavia hacen falta
mas datos acerca de sus propiedades fisioldgicas.

¢Qué ingredientes de este tipo centran actualmente los es-
tudios?

Entre los componentes de los que se estan estudiando sus po-
sibles capacidades prebidticas destacan la inulina, la lactulosa,
los fructo-oligosacaridos y los galacto-oligosacaridos. Los estu-
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dios indican que entre sus propiedades prebidticas se encuen-
tra un mayor grado de fermentacion de los grupos bifidobac-
teria, Lactobacilii, bacteroides y clostridia, y muy en especial
por las primeras, tal y como se ha comprobado en estudios
in vivo en humanos. Las especies mas estudiadas dentro de
este grupo son Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium adoles-
centis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium animalis lactis y
Bifidubacterium infantis.

iQué datos hay sobre su influencia en la salud?

En cuanto a su influencia sobre la salud, se estan estudiando
los efectos de los galacto-oligosacaridos como prebidticos en
el cancer de colon, la enfermedad inflamatoria intestinal, di-
ferentes patdgenos, la enfermedad de Carré en animales, la
disponibilidad de minerales, la diarrea del viajero, la diarrea
asociada a antibioticos, el sindrome del intestino irritable, algu-
nas reacciones atopicas, la obesidad y algunos sindromes del
espectro autista.

& Qué resultados existen al respecto?

Hasta la fecha, se han demostrado sus efectos beneficiosos en
la microbiota intestinal de personas de edad avanzada, en la
funcién inmune (tanto en la concentracion de marcadores como
en la funcion fagocitica frente a E. Coli) y en la actividad de las
células NK.

&Y en patologias concretas?

Por ejemplo, un tratamiento con galacto-oligosacaridos pre-
biéticos ha demostrado efectos positivos tanto en la duracion
como en los niveles de dolor de la diarrea del viajero. Por lo que
respecta al sindrome del intestino irritable, este tratamiento ha
dado resultados tomando como referencia la consistencia de
las deposiciones, los niveles de flatulencia e hinchazoén, la eva-
luacion subjetiva global por parte del paciente y la ansiedad.
Los suplementos de galacto-oligosacaridos también redujeron
los niveles de hinchazon en estos casos. En otro estudio con
47 pacientes con sobrepeso, un tratamiento con una dieta rica
en galacto-oligosacaridos prebidticos demostrd una reduccion
significativa en los niveles de colesterol, triglicéridos y marca-
dores inflamatorios, asi como un efecto positivo en la microbiota
intestinal de los niveles de IgA en heces.

&Qué lineas de trabajo tienen en marcha actualmente?

Estamos estudiando en modelos intestinales in vitro los posi-
bles efectos que estos prebidticos ejercen sobre determinados
biomarcadores de enfermedades, tales como los lipidos en
sangre, y sobre los perfiles de los metabolitos en los fluidos
corporales.
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SILVIA ARBOLEYA
Instituto de Productos Licteos de Asturias

(IPLA-CSIC)

El “Efecto probiético in vitro de cepas de Bifi-
dobacterium en muestras fecales de niiios pre-
maturos” fue el primero de los temas abordados
en las comunicaciones orales de la Sesion de Mi-
crobilogia. Este primer trabajo lo presentd Silvia
Arboleya, del Departamento de Microbiologia y
Bioquimica de Productos Licteos del Instituto
de Productos Ldcteos de Asturias (IPLA-CSIC),
que firma la investigacion junto a N. Salazar, A.
Margolles, C. G. De los Reyes Gavildn y M. Guei-
monde, todos ellos del mismo centro asturiano,
ademds de N. Ferndndez, del Servicio de Pedia-
tria del Hospital de Cabueries (Gijon), y G. Solis,
del Servicio de Pediatria del Hospital Universi-
tario Central de Asturias (Oviedo).

“H estrés oxidativo en

el intestino inmaduro de
prematuros puede constituir
una diana importante para
modular Ia microbiota”

iCual es el contexto de esta investigacion?

El establecimiento de la microbiota intestinal comienza con el
nacimiento y juega un papel esencial en el desarrollo del in-
testino, sistema inmune vy futura salud del individuo. El perfil
microbiano de los nifios nacidos a término, por parto vaginal
y alimentados exclusivamente por leche materna (TLM) es el
estandar de salud y es referencia para el desarrollo de férmulas
infantiles.

Frente a esas condiciones normales, ;qué ocurre en el caso
de niiios prematuros?

Los nifos prematuros tienen un retraso en el establecimiento y
desarrollo de dicha microbiota debido a la edad gestacional,
tiempo de estancia en el hospital, alimentacion por férmula,
etc., por lo que constituyen una de las poblaciones que mas
se pueden beneficiar de la aplicacion de probidticos desde sus
primeros dias de vida.

En este sentido, ;qué es lo que estudiaron en el trabajo?

En este estudio se ha llevado a cabo un anélisis de la micro-
biota fecal de nifios prematuros, por diferentes técnicas inde-
pendientes de cultivo durante los tres primeros meses de vida
y se ha visto una serie de alteraciones respecto a los TLM, que
han marcado objetivos de modulacion por la accion probidtica.
Posteriormente, se probaron 16 cepas de Bifidobacterium en un
modelo de cultivo en discontinuo para determinar su capacidad
de contrarrestar dichas alteraciones.

¢Qué resultados destacaria?

Tres cepas de B. bifidum aisladas de heces de nifios y dos ce-
pas de B. breve aisladas de leche materna, proporcionaron los
cambios mas favorables tanto en las poblaciones microbianas
como en el perfil de &cidos grasos de cadena corta analizados.

iEstos datos que suponen?

Dichas cepas pueden ser claras candidatas para continuar con
su estudio en modelos mas complejos con el fin de incluirlas en
leches de férmula para nifios prematuros.

i Sugieren alguna aplicacion futura?

Nuestros resultados sugieren que el estrés oxidativo en el intes-
tino inmaduro de los nifios prematuros podria constituir también
una diana importante para el desarrollo de estrategias de mo-
dulacién del proceso de establecimiento de la microbiota intes-
tinal en estos nifos.
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ALFONSO CLEMENTE
Estacién Experimental del Zaidin (CSIC),
Granada

La comunicacion titulada “The bifidogenic effect
of galacto-oligosaccharides in rats is dependent
of their structural characteristics” ha sido presen-
tada por Alfonso Clemente, de la Estacion Expe-
rimental del Zaidin (CSIC) de Granada. El tra-
bajo también lo firman M.C. Marin Manzano y
L.A. Rubio, del mismo centro, ademds de O. Her-
ndndez Herndndez y M.L. Sanz, del Instituto de
Quimica Orgdnica General, (CSIC) de Madyrid,
y FJ. Moreno, del Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacién CIAL (CSIC-UAM)
de Madrid,

Referencias:

1. Hernandez-Hernandez O, Marin-Manzano MC, Rubio LA, Moreno FJ, Sanz ML,
Clemente A. Monomer and linkage type of galacto-oligosaccharides affects their
resistance to ileal digestion and prebiotic properties in rats. J Nutr 2012; 142:
1232-1239

“El efecto hifidogénico de los
galacto-oliyosacaridos en ratas
depende de sus caracteristicas
estructurales”

&Cual era el objetivo de esta investigacion?

Se ha llevado a cabo un estudio comparativo que pretendia
evaluar la resistencia a la digestion intestinal, capacidad de fer-
mentacion y efecto modulador de la microbiota intestinal en el
intestino grueso de ratas en desarrollo (5 semanas de edad) a
las que se alimenté con nuevos galacto-oligosacéridos (GOS)
derivados de lactulosa (GOS-Lu) o galacto-oligosacaridos dis-
ponibles en el mercado y derivados de lactosa (GOS-La).

¢ Como se llevo a caho?

Las ratas se sometieron a una dieta de control (AIN-93G) o a
una dieta experimental con un 1% de GOS-Lu o GOS-La (p
durante 14 dias.

o
o

¢ Qué resultados observaron?

El andlisis cuantitativo de los oligdbmeros a partir de muestras
de la dieta y del ileon reveld que la fraccion de trisacaridos de
los GOS-Lu era significativamente mas resistente a la digestion
intestinal que la de los GOS-La, mientras que la fraccion de di-
sacaridos de los GOS-Lu era completamente resistente a las
condiciones extremas del tracto gastrointestinal.

¢ Queé novedades revelan estos datos?

Las bajas tasas de digestibilidad ileal de los GOS-Lu se atri-
buyen a la elevada resistencia de las galactosil-fructosas a las
enzimas digestivas de los mamiferos, lo que resalta la funcion
primordial que desempefian la composicion de monémeros y
los tipos de enlaces presentes en la cadena de oligosacaridos.
Los di- y trisacaridos fermentaron por completo en el intestino
grueso, lo que permite a ambos GOS contar con una funcion
prebidtica en potencia. De hecho, los nuevos GOS-Lu ejercie-
ron un efecto bifidogénico superior en el intestino grueso que
los GOS-La, y los primeros mostraron un incremento significati-
Vo y selectivo de Bifidobacterium animalis. Ademas, ambos tipos
de GOS mostraron un incremento significativo en las poblacio-
nes de Eubacterium rectale/Clostridium coccoides con respecto
a la poblacion control.

iCual es la principal conclusion que extraen?

Estos datos apoyan la posibilidad de una relacion directa entre
las pautas de resistencia a la digestion y las propiedades bifi-
dogénicas de los galacto-oligosacaridos’.
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ALFONSO BENITEZ
Centro Superior de Investigacién en Salud Publica,
Valencia

La caracterizacion de Streptococcus anticarien-
sis, un probidtico potencial para la salud bucal
en humanos centré la intervencion de Alfonso
Benitez, investigador del Laboratorio de Micro-
bioma Oral de la Unidad de Genémica y Salud
del Centro Superior de Investigacion en Salud
Piblica de Valencia. Junto a él han participado
en el estudio Pedro Belda, Rail Cabrera, Anny
Camelo, Maria D. Ferrer y Alex Mira, todos del
mismo centro.

“Descrita una nueva especie
del probiotico streptococcus
con posible accion anticaries”

£ Como suryio esta investigacion y cual es su novedad?
Mediante el uso de tecnologias de secuenciacion de ADN de
proxima generacion y técnicas microbioldgicas convenciona-
les, en el grupo hemos podido describir una amplia gama de
organismos bacterianos que habitan la cavidad bucal en pa-
cientes sanos y enfermos. Como consecuencia, aislamos una
nueva especie de streptococcus a partir de individuos sanos
que muestra una actividad probidtica potencial al inhibir de for-
ma especifica el desarrollo del streptococcus mutans, un ele-
mento fundamental en el desarrollo de la caries.

£ Como lo llevaron a caho?

Empleamos diferentes pruebas para una caracterizacion en
profundidad de este nuevo probidtico a nivel bioquimico, fisio-
l6gico y genético. Como resultado, hemos conseguido la se-
cuenciacion completa del genoma de las cepas de streptococ-
cus 7747 y 7746. Un andlisis filogenético del ADNr 16S y 23
S junto con una prueba bioquimica APl y comparaciones del
genoma completo mostraron que pertenecen al grupo Viridans
pero constituyen una nueva especie, cuyo nombre propuesto
es Streptococcus anticariensis.

i Qué caracteristicas presenta esta nueva especie?

La comparacion basada en secuencias con cientos de meta-
genomas del Proyecto del Microbioma Oral (HOMDB) muestra
que el Streptococcus anticariensis es una bacteria indigena
presente en la cavidad bucal sana y que en su genoma no se
codifica ningun factor de virulencia. El Streptococcus antica-
riensis en un modelo de boca artificial mostré una reduccion en
la produccion de acido al disminuir las proporciones de bacte-
rias acidogénicas.

¢Qué suponen estos datos?

El fenotipo lactosa positiva hace del S. anticariensis un buen
candidato para su difusion a través de la manufactura de pro-
ductos lacteos. Las pruebas para caracterizar la actividad inhi-
bidora del S. mutans a partir de las cepas 7746 y 7747 indican
que dicha inhibicion soélo tiene lugar en la fase estacionaria gra-
cias a una molécula de dimensiones inferiores a 3kDa. En la
actualidad proseguimos con la caracterizacion de la inhibicion
a través de andlisis mediante cromatografia liquida y espectro-
metria de masas.
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TOMAS GARCIA

Departamento de Biotecnologia y Microbiologia

de Alimentos, Instituto de Investigacién en Ciencias
de la Alimentacién CIAL (CSIC-UAM),

Madrid

El “Empleo de la técnica MALDI-TOF/TOF para
la identificacion taxonémica bacteriana y la di-
Jferenciacion de cepas productoras de bacterioci-
nas” centré la intervencion de Tomds Garcia, del
Instituto de Investigacion en Ciencias de la Ali-
mentacion (CSIC-UAM). Este trabajo también
lo firman los investigadores del mismo centro M.
C. Martinez-Cuesta, E. Barroso, 1. Bustos, C. Pe-
ldez y 1. Requena.

“La tecnica MALDI-TOF/TOF
es util para evaluar

el potencial heneficioso

de bacterias probidticas”

¢Por qué plantearon esta investigacion sobre la técnica
MALDI-TOF/TOF?

La identificacion taxondmica bacteriana basada en el perfil pep-
tidico obtenido mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/
TOF es un método extremadamente rapido, sencillo y fiable,
en comparacion con otros métodos microbiolégicos utilizados.
Este método puede diferenciar mas alla del nivel de especie,
pudiéndose caracterizar las cepas a nivel de funcionalidad.

¢Qué objetivo se proponian?

Con objeto de validar y completar las identificaciones taxono-
micas de nuestra coleccion de bacterias lacticas se utilizo la
técnica MALDI-TOF/TOF empleando el programa de analisis
Biotyper. Ademas, se emple¢ esta técnica para detectar en las
cepas identificadas caracteristicas probidticas de interés, como
la produccion de bacteriocinas.

¢ Qué ohservaciones destacan de este analisis?

Entre las cepas analizadas, los géneros mayoritarios identifica-
dos fueron Lactobacillus y Lactococcus. La correlacion entre la
identificacion taxonémica mediante técnicas microbiolégicas
y bioquimicas y la técnica MALDI-TOF/TOF fue variable, de-
pendiendo del grado de caracterizacion previo de las cepas.
Asimismo, la fiabilidad de esta técnica para la identificacion
taxondémica a nivel de especie fue equivalente a la obtenida por
secuenciacion del gen 16sRNA. Por otro lado, se compararon
los espectros peptidicos obtenidos entre cepas isogénicas de
Lactococcus lactis que se diferencian en la capacidad de pro-
ducir la lacticina 3147.

iCuales fueron los principales resultados?

La aparicion de dos picos en los espectros de masa molecu-
lar 2850 Da y 3300 Da nos permiti¢ detectar la produccion de
esta bacteriocina por las cepas analizadas. Los resultados ob-
tenidos demuestran la utilidad de la técnica MALDI-TOF/TOF
no solo para la identificacion taxonémica sino para facilitar la
evaluacion del potencial beneficioso de bacterias probidticas.
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MIGUEL GUEIMONDE
Instituto de Productos Licteos de Asturias

(IPLA-CSIC)

Dentro de la Sesion de Microbiologia el investi-
gador del Instituto de Productos Ldcteos de Astu-
rias (CSIC), Miguel Gueimonde, ha presentado
un trabajo sobre la relacién entre los resultados
metagendmicos de la microbiota fecal y la pobla-
cion real de microorganismos. Esta investigacion
ha contado con la participacién de otros expertos
del mismo centro como A. Hevia, B. Sdnchez y
A. Margolles. Ademdis entre los firmantes estdn E.
Foroni, F. Bottacini, C. Milani y M. Ventura, del
Laboratorio de Probiogenémica de la Universi-
dad de Parma (Italia), y R. Martin, investigado-
ra del Instituto Nacional de Investigacién Agro-
nomica (INRA) de Francia.

“Hay desviaciones entre los
resultados de analisis metage-
nomicos de la microbiota fecal
y la poblacion real de microonr-
ganismos en heces”

&Cual era el objetivo de esta investigacion?

El presente estudio se planted con objeto de comprobar si los
resultados que se obtienen por técnicas metagendmicas refle-
jan la poblacioén real de microorganismos en heces.

i Como se llevo a cabo?

Para ello, se contaminaron heces de ratas libres de gérmenes
con una mezcla de bacterias Gram positivas y Gram negativas,
y con una arquea. Dicha mezcla incluyé cantidades conocidas
de 10 cepas de las siguientes especies: Bifidobacterium lon-
gum, Collinsella intestinalis, Blautia coccoides, Ruminococcus
productus, Faecalibacterium prausnitzii, Escherichia coli, Pre-
votella copri, Klebsiella pneumoniae, Bacteroides thetaiotaomi-
cron y Methanobrevibacter smithii.

¢ Qué método de analisis emplearon?

Se utilizaron cuatro métodos diferentes de extraccién de ADN
de heces, basados en kits comerciales. Las muestras de ADN
se emplearon para obtener amplificaciones del gen del ARNr
16S y los amplicones se secuenciaron utilizando un secuencia-
dor lon PGM.

¢Qué resultados obtuvieron?

Los resultados obtenidos indican que algunas especies, como
F. prausnitzii, C. intestinalis y B. thetaiotaomicron, se sobres-
timan en este tipo de andlisis, mientras que la proporcion de
otras, como B. longum, es mucho menor que la proporcion real.
Por otra parte, observamos que un tratamiento enzimatico pre-
vio a la lisis de los microrganismos incrementa significativamen-
te la proporcion de bacterias Gram positivas, pero empeora la
representatividad de los resultados obtenidos.

&Que conclusion extraen de estos datos?

Este estudio nos permite concluir que los anélisis metagenémi-
cos de la microbiota fecal generan resultados que presentan
desviaciones muy importantes con respecto a la poblacion real
de los microorganismos presentes en heces.
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GASPAR PEREZ
Laboratorio de Bacterias Licticas y Probidticos.
Instituto de Agroquimica y Tecnologia

de Alimentos (CSIC), Valencia

Las comunicaciones orales de la Sesién de Micro-
biologia concluyeron con la presentacion de un
trabajo sobre la proteinasa de pared celular de
lactobacilos como factor de supervivencia con ac-
tividad antiinflamatoria. Gaspar Pérez, del Ins-
tituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos
(CSIC), fue el encargado de exponer esta inves-
tigacion en la que también han participado C.
Biiuerl, J. M. Coll Marqués, V. Monedero y M.
Zidiiga, del mismo centro espaiiol, ademads de G.
Hormannsperger y D. Haller, de la Universidad
de Munich (Alemania).

“La proteinasa de pared celu-
lar de lactobacilos es un factor
tle supervivencia con actividad
antiinflamatoria”

¢En queé contexto se enmarca esta investigacion?

Los probioticos encuentran en el habitat intestinal una intensa
competencia de otros microrganismos ademas de enfrentarse
a un arsenal de proteinas con actividad antibacteriana secreta-
das por lamucosa como respuesta a estimulos proinflamatorios.

Al respecto, ;qué datos existian ya y qué novedades perse-
guian con este trahajo?

Recientemente habiamos demostrado que las proteinasas de
pared contribuyen a explicar el efecto probidtico antiinflamato-
rio de ciertos Lactobacilos. Aqui, se comparabamos la activi-
dad proteolitica de diversas cepas de Lactobacillus casei/para-
casei, L. bulgaricus, asi como un probiético comercial (VSL#3)
y cepas de L.paracasei con gran actividad proteolitica o en las
que se ha inactivado el gen prtP.

¢ Qué resultados obtuvieron?

Los resultados confirman que la actividad de la proteinasa PrtP
se correlaciona con la capacidad de la cepa para inactivar la
quimioquina proinflamatoria IP10 en cultivos celulares. Ademas,
el analisis del genoma de diversas cepas de L. casei/paracasei
ha mostrado que esta especie también codifica dos proteinasas
mas de la misma familia, prtR1 y prtR2, si bien se expresan con
menor intensidad.

¢Qué supone esto?

Que los lactobacilos probiéticos intestinales al hidrolizar citoqui-
nas proinflamatorias por la accion de la proteinasa PrtP, de una
parte mejoran sus posibilidades de supervivencia evitando la
induccion de sintesis de proteinas con actividad antibacteriana
en el epitelio, al tiempo que ejercen un claro efecto antiinflama-
torio sobre el huésped.



EDUARDO SCHIFFRIN

Nestlé Research Center. Lausanne, Suiza

La Sesién de Inmunologia se abrié con la confe-
rencia de Eduardo Schiffrin, del Centro de Inves-
tigacion Nestlé de Lausanne (Suiza), que hablo
sobre “Probidticos (microbiota) e inmunidad:
De los modelos reduccionistas a la complejidad
de la fisiologia y patofisiologia humanas”. Tras
un amplio repaso a los mecanismos moleculares
involucrados en la relacion de microbiota y siste-
ma inmune, y el estado de la investigacion al res-
pecto, Schiffrin destacé que el dinamismo en este
campo obliga a investigar el diseiio de estrategias
para manipular la microbiota y alcanzar benefi-
cios para la salud. “En este contexto en constante
evolucion, debemos averiguar cémo seguir ade-
lante, pero este reto habremos de discutirlo den-
tro de algunos afios”, apunto.

“En un contexto en constante
evolucion, debhemos seguir
investigando el diseno de
estrategias para manipular
la microbiota y alcanzar
heneficios para la salud”

Como introduccion y antecedentes, ;en gqué contexto se en-
marcan sus investigaciones?

El reto que se nos presenta es cémo manejar los enormes pro-
gresos alcanzados en los Ultimos afios en dos areas cientificas
que se solapan: la inmunologia general y de las mucosas, por
una parte, y el andlisis genético de la microbiota intestinal hu-
mana (metagenoma, enterotipos, composicion de microbiota y
enfermedades...). Este cruce entre ambos campos nos permite
comprender las relaciones entre la microbiota y el sistema inmu-
ne del huésped y pasar de un enfoque fenomenolégico a uno
de comprension mecanica.

$Como se puede hacer el mejor uso posible de este conoci-
miento para lograr beneficios para la salud?

El reto es unir las complejas condiciones fisioldgicas y pato-
fisioldgicas subyacentes en el ser humano con los posibles
mecanismos multifactoriales de accion de la microbiota o los
probidticos en el huésped. Para ello contamos con dos estra-
tegias principales de intervencion para obtener beneficios para
la salud: unas alteraciones adecuadas de la disbiosis o0 el uso
de alimentos fermentados, cultivos bacterianos, moléculas de-
rivadas de bacterias y basadas en actividades bioldgicas (prin-
cipalmente inmunes) previamente caracterizadas en modelos
preclinicos.

¢ Que dificultades presenta este reto?

Desafortunadamente, los modelos experimentales solo repre-
sentan una cantidad limitada de caracteristicas de la naturaleza
compleja y de multiples facetas de las caracteristicas fisiolégi-
cas inmunes del ser humano o de sus enfermedades.

&De queé tipo de interacciones microbiota-sistema inmune se
puede hablar?

Las muchas caras de las interacciones de la microbiota con el
sistema inmune, se pueden dividir en dos grandes grupos: las
innatas y las adaptativas. En la primera de estas categorias se
encuentran las actividades bacterianas sobre las células epite-
liales intestinales y otros tipos celulares con inmunidad innata,
la mejora de la funcion de barrera (en aspectos como la muco-

Sigue en la pagina siguiente >>
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sa, la secrecion de cloruro o la expresion de moléculas relacio-
nadas con la unién estrecha), el desarrollo celular epitelial, la
proliferacion, activacion y producciéon de factores citoprotecto-
res (TFF, HSP...), la estimulacion de péptidos antimicrobianos
(defensinas, catelicidinas, Reglll-gamma) y la modulacion de
la reaccion inflamatoria del huésped y el efecto directo en otros
tipos celulares inmunes como las células presentadoras de
antigeno, las células NK, NKT o células inductoras del tejido
linfoide.

&Y en la segunda?

En la segunda categoria, la de las interacciones adaptativas,
se encuentra la produccion de IgA secretora. Por otra parte, las
células dendriticas influyen en el desarrollo de algunos subgru-
pos de células T como las células T reguladoras (algunos ele-
mentos de la microbiota inducen de forma selectiva la genera-
cion de células T reguladoras CD4+ y Foxp3, asi como PSA de
B. fragilis). Asimismo, otra respuesta adaptiva es el desarrollo
de células T Th17 y la produccion de IL-17 (bacterias filamen-
tosas segmentadas, funciones efectoras innatas y adaptativas).

iEste tipo de relaciones gué pone de manifiesto?

Que las interacciones de la microbiota o los probidticos con las
células inmunes de la mucosa pueden tener lugar con las cé-
lulas de la capa mucosa y las epiteliales, con células inmunes
profesionales, a través de interacciones locales de la mucosa o
de la modulacion sistémica inmune por parte de la microbiota.

iPuede citar algin estudio o resultados al respecto?

Un estudio fenomenoldgico de 1997 mostré cémo aumentaba
la actividad fagocitaria en la sangre periférica de un grupo de
voluntarios que recibieron suplementos alimenticios de leche
fermentada con Lactobacillus johnsonii. Un estudio de 2010
demostraba cémo la microbiota potencia la inmunidad innata
sistémica para facilitar una respuesta mas rapida ante las in-
fecciones.

Por otra parte, en un trabajo de 2008 con personas mayores
que recibieron suplementos de yogur probiético se comprobd
que el tratamiento no afecta a la permeabilidad intestinal y re-
duce los niveles de endotoxinas plasmaticas y de actividad fa-
gocitaria basal de los leucocitos. Sin embargo, la exposicion a
monocitos y neutréfilos ex vivo condujo a una mayor respuesta
de las citoquinas en los pacientes con resultados positivos en la
prueba de hidroégeno en el aliento y a una mayor respuesta de
los radicales libres en los pacientes que mostraban resultados
negativos para esa misma prueba.

¢ Que otras evidencias se estan ohservando en esta linea en
los ditimos anos?

En diferentes articulos publicados en los Ultimos afios se puede
comprobar cémo existe una interrelacion entre la microbiota y el

sistema inmune, de forma que por una parte el sistema inmune
controla la microbiota intestinal del huésped, pero también la
microbiota da forma a la respuesta inmune del huésped, parti-
cularmente en periodos concretos como el neonatal, tal y como
se ha demostrado en modelos con ratones. Por ejemplo, un ar-
ticulo del afio 2005 sobre recién nacidos sin rotavirus y con dia-
rrea acuosa aguda que recibieron tratamiento con Lactobacillus
paracasei ST11 demostrd un efecto significativamente positivo
en la afeccion diarreica.

¢Falta muche por conocer sobre los mecanismos moleculares
implicados en estos efectos?

Otro de los campos principales en los que se esta progresando
en el estudio de estas interacciones es el de los cimientos mo-
leculares que las sustentan, por ejemplo, en el epitelio intestinal,
cuyas células responden rapidamente a la estimulacion bacte-
riana en el periodo neonatal, en el que existe un reconocimiento
innato de bacterias en la leche materna mediado por un recep-
tor derivado de la propia leche. En esa misma leche existen
formas solubles de receptores de tipo Toll capaces de modular
su propia sefializacion.

En cuanto a la adquisicion postnatal de tolerancia a las toxi-
nas en las células epiteliales del intestino, la activacion epitelial
intestinal tiene lugar in vivo inmediatamente después del naci-
miento. Dicha activacion depende de la exposiciéon de una serie
de ligandos microbianos exdgenos a los receptores de recono-
cimiento de patrones, y se controla a través de la disminucion
en la fase de post-transcripcion de la quinasa 1 asociada al
receptor IL-1.

iPuede citar algin resultado reciente en esta linea?

En modelos en ratones se ha comprobado como la microbiota
comensal induce la expresion de diferentes receptores tipo Toll,
y que los ratones libres de gérmenes son mas susceptibles a
las infecciones. Estos receptores perciben las agresiones al in-
testino y limitan la extension del dano, lo cual trae consigo una
menor apoptosis, una modulacion del dafio inflamatorio y una
mayor proliferacion. Existen pruebas experimentales de que la
activacion de receptores tipo Toll 2 refuerza las proteinas de
unioén estrecha.

¢ Cual es el papel de las células dendriticas?

Estas desempefian una funcién primordial en la regulacion in-
mune del intestino, pues cuentan con la capacidad de percibir
las “sefiales de peligro” del entorno. La expansion de células
T reguladoras depende de que las células dendriticas se en-
cuentren en un estado funcional concreto que depende de la
presencia del factor de crecimiento transformante (TGF)-betal
en el microentorno de las células. El &cido retinoico potencia las
actividades de este factor, asi como la expresion del FOXP3 y
la expansion de las células T reguladoras. Sin embargo, existen
factores ambientales que pueden alterar el condicionamiento
de las células dendriticas e iniciar una respuesta inmune anor-
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mal. En todos estos procesos, las células dendriticas son la pie-
za clave en la toma de decisiones, y son capaces de desarrollar
mecanismos de defensa fisioldgica frente a ataques externos.

En resumen, ;qué mecanismos destacan en la homeostasis
entre el sistema inmune de la mucosa y la microhiota?

Existen varios, como son una menor expresion de receptores de
tipo Toll en la membrana superficial de las células centinelas, la
expresion de supresores de sefial intracelulares de etapas pos-
teriores, la expresion del receptor PPAR-y, el desacoplamiento
del factor NF-kB de los genes a los que se dirige, la inhibicion
de la degradacion del kB y la prevencion de la translocacion
del factor NF-kB al nucleo o la actuacion de los mediadores in-
munes extracelulares. Las bacterias comensales contribuyen a
la homeostasis inmune intestinal local. La homeostasis inmune
sistémica también se ve afectada, por su parte, por la micro-
biota.

£ Que conclusiones le gustaria destacar?

Que en la préactica médica actual, la microbiota no es en abso-
luto un objetivo de la investigacion terapéutica. Nos encontra-
mos en una situacion dinamica en la que debemos investigar
en el disefio de estrategias para manipular la microbiota y al-
canzar beneficios para la salud. En este contexto en constante
evolucion, debemos averiguar como seguir adelante, pero este
reto habremos de discutirlo dentro de algunos afos.



MALEN MASSOT
Departamento de Fisiologia, Facultad de Farmacia,
Universidad de Barcelona

Las comunicaciones orales de la Sesion de Inmu-
nologia comenzaron con la intervencion de Mal-
en Massot, del Departamento de Fisiologia de la
Universidad de Barcelona, que presenté un tra-
bajo sobre la influencia de diferentes fuentes de
polifenoles del cacao en la microbiota intestinal
y la IgA de ratas Wistar. La investigacion tam-
bién la firman S. Torres, M. Abril Gil, T. Pérez
Berezo, A. Franch, M. Castell y F.J. Pérez Cano,
investigadores del mismo centro.

Referencias:

1. Massot-Cladera M, et al. Cocoa modulatory effect on rat faecal microbiota and
colonic crosstalk. Arch Biochem Biophys 2012; 15: 105-112.

2. Pérez-Berezo T, et al. Cocoa-enriched diets modulate intestinal and systemic hu-
moral immune response in young adult rats. Mol Nutr Food Res 2011; 55S: 56-66.

“Una dieta rica en polifenoles
tel cacao modifica Ia microhiota
intestinal y Ia lgA en ratas”

¢En qué contexto se enmarca esta investigacion?

Estudios anteriores llevados a cabo en nuestro laboratorio mos-
traron que una dieta de cacao al 10% con un 0,2% (p/p) de po-
lifenoles era capaz de afectar al crecimiento de algunas espe-
cies bacterianas de la microbiota intestinal' y reducir la sintesis
de inmunoglobulinas intestinales?.

¢Qué novedad planteaba este trahajo?

El objetivo del presente estudio era determinar si este efecto
modulador podia atribuirse a los flavonoides o a otros compues-
tos presentes en el cacao, como la fibra.

£Como lo llevaron a caho?

Para ello, empleamos diferentes fuentes de cacao con distinta
composicion de flavonoides vy fibra. De forma resumida, las ra-
tas Wistar se alimentaron con una dieta estandar que contenia
un 0,2% de polifenoles del cacao obtenidos de cacao desgra-
sado (Nutrexpa SL) o bien con una dieta que contenfa un 0,4%
o un 0,8% de polifenoles del cacao obtenidos de cacao no fer-
mentado (Natraceutical Group) durante cuatro semanas.

¢Qué variables se midieron?
La IgA intestinal se cuantificé por la técnica de ELISA y la com-
posicion de la microbiota fecal se establecié mediante de FISH
utilizando sondas especificas dirigidas al RNAr de la subunidad
16S de los principales grupos bacterianos en rata 'y su posterior
analisis por citometria de flujo.

iCuales fueron los resultados ohservados?

Todas las dietas enriquecidas con polifenoles del cacao atenua-
ron la produccion de IgA intestinal y el porcentaje de bacterias
unidas a IgA. Ademas, modificaron la composicion de la mi-
crobiota intestinal a través de la reduccion en la proporcion de
los grupos de Lactobacillus, Bifidobacterium y E. Coli'y al evitar
el incremento en el porcentaje de Bacteroides, Streptococcus y
Staphylococcus asociado a la edad. Todos estos efectos fueron
independientes de la dosis de flavonoides porque la ingesta de
una dieta con un 0,2% de polifenoles (alta en fibra) del cacao
desgrasado y de una dieta con un 0,8% de polifenoles del ca-
cao no fermentado (baja en fibra) fueron las mas eficaces.

¢ Que sugiere esto?

Que aunque estos efectos se atribuyen principalmente a los po-
lifenoles presentes en el cacao, puede que otros ingredientes
del cacao, como la fibra o las metilxantinas estén desarrollando
alguna funcién en el proceso.



REBECA MARTIN
Instituto MICALIS, INRA de Jouy en Josas,

Francia

Rebeca Martin, del Instituto MICALIS, INRA
de Jouy en Josas (Francia), ha presentado una
comunicacion sobre el impacto de la bacteria
comensal Faecalibacterium prausnitzii en un
modelo murino de inflamacion inactiva. En este
trabajo también han participado F. Chain, ].].
Gratadoux, H. Sokol, P. Langella, L.G. Bermu-
dez Humaran, del mismo centro francés, ademds
de . Lu, J. Jury, E. Verdu y P. Bercik, de la Uni-
versidad McMaster de Ontario (Canadd). Algu-
nos de estos investigadores también pertenecen al
Departmento de Grastroenterologia y Nutricion
del Hospital Saint-Antoine de Paris.

Referencias:
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“Nuevos datos confirman el alto
potencial de E prausnitzii para
prevenir y tratar a pacientes
con SII”

& Cual es el origen de este trabajo?

El sindrome de intestino irritable (Sll) es una enfermedad ca-
racterizada por el dolor abdominal crénico, malestar, hincha-
z6n y una inflamacion intestinal de baja intensidad (1). Aunque
su etiologia es diversa, el desarrollo de modelos animales mas
realistas y de lecturas reproducibles todavia es necesario para
imitar y estudiar mejor esta alteracion. El hecho de que se haya
observado una reduccion en la abundancia y biodiversidad de
la bacteria comensal Faecalibacterium prausnitzii en 10s pacien-
tes con SlI (2), unido a su funcién protectora en el modelo de
colitis aguda quimicamente inducida (3) nos llevo a desarrollar
un nuevo modelo de inflamacién de baja intensidad para eva-
luar sus propiedades.

¢Qué estudiaron concretamente?

En este estudio reproducimos los periodos de recuperacion y
recaida observados en pacientes con Sl en un nuevo modelo
cronico caracterizado por dos episodios de provocacion con
acido dinitrobencenosulfénico (DBNS).

¢ Como lo llevaron a caho?

Pusimos a prueba los efectos de nuestra cepa modelo de F
prausnitzii A2-165 y de su supernatante y los comparamos con
los de una cepa recombinante de Lactococcus lactis que segre-
ga interleucina-10 antiinflamatoria y bioldgicamente activa.

¢ Qué resultados observaron?

No se vieron diferencias estadisticamente significativas en los
resultados macroscopicos 0 microscopicos ni en la actividad
de la mieloperoxidasa entre los ratones tratados con DNBS vy
los no tratados, lo que valida la clasificacion de nuestro modelo
como de inflamacién de baja intensidad. Por ultimo, se midieron
los niveles de serotonina del colon, los perfiles de citoquinas y
la permeabilidad intestinal in vivo y ex vivo como parametros de
microinflamacion.

¢Alguna conclusion mas?

Resulta interesante sefialar como se observo un significativo
efecto de proteccion en términos de permeabilidad, activacion
inmune y parametros de la funcién intestinal en los animales
tratados tanto con F. prausnitzii como con su supernatante.

&Qué suponen estos datos?

Estos resultados confirman el alto potencial del £ prausnitzii como
nuevo probidtico para prevenir y tratar a pacientes con Sll.



ANNA OTAL

Instituto de Investigacién del
Hospital Universitario Vall d’Hebron,
Barcelona

La “Akkermansia muciniphila como factor regu-
lador de la homeostasis en la mucosa intestinal
bumana” centré la intervencion de Anna Otal,
de la Unidad de Investigacién de Aparato Diges-
tivo del Instituto de Investigacién del Hospital
Universitario Vall d’Hebron (Barcelona). Este
trabajo también ha contado con la participacion
de M. Llopis, E. Varela, R. Casillas, M. Casellas,
M. Gallart, E. Guarner y M. Antolin, de la mis-
ma unidad, ademds de M. Marti y E. Espin, del
Servicio de Cirugia del Hospital Universitario
Vall d’Hebron (Barcelona).

“Akkermansia muciniphila pue-
de tener una funcion regula-
dora intestinal favoreciendo Ia
secrecion de IL-10"

¢ En qué contexto se enmarca esta investigacion?

La microbiota intestinal juega un papel esencial en la homeos-
tasis intestinal. Akkermansia muciniphila es una bacteria que
degrada mucinas, que se encuentra en elevada proporcion en
el intestino humano y cuya presencia esta disminuida en la en-
fermedad inflamatoria intestinal (Ell).

En este sentido, ;cual era el ohjetivo del trabajo?

Estudiar el potencial de la cepa bacteriana comensal Akker-
mansia muciniphila en la modulacion de la secrecion de citoqui-
nas en mucosa intestinal de pacientes con Ell.

&Como se llevo a caho?

Como materiales y método utilizamos explantes de mucosa in-
testinal inflamada (20-30 mg) procedentes de reseccion quirlr-
gica de 18 pacientes con Ell (4 colitis ulcerosa y 14 con enfer-
medad de Crohn), que fueron incubados 4 horas sin bacterias
(control) o con Akkermansia muciniphila (Akk) sonicada en do-
sis equivalente a 10° CFU/mL. Se monitorizé la viabilidad tisular
y el pH del medio y se determinaron las citoquinas IL-10, IL-12,
TNF-a, IL-1 e IL-6 en sobrenadante al final del cultivo (Milliplex
MAP Human High Sensitivity Cytokine).

¢Queé resultados obtuvieron?

La viabilidad tisular (80-90%) y el pH (7.5 £ 0.1) se mantuvieron
estables durante el cultivo. La incubacion del tejido inflama-
do con Akk no modifico la secrecion de las citoquinas proinfla-
matorias TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12. Sin embargo, Akk aumento
significativamente la secrecion de la citoquina reguladora IL-10
respecto a la condicién control (183+29 pg/mL vs. 140+21 pg/
mL, p=0,011) asf como el ratio IL-10/IL-12 (41+16 vs. 155 pg/
mL, p=0,018).

Segiin esto, ;cual es la principal conclusion?

La pérdida de Akkermansia muciniphila en la microbiota huma-
na puede estar asociada a una falta de modulacion del Sistema
Inmune intestinal. Akk puede tener una funcion reguladora in-
testinal favoreciendo la secrecion de 1L-10.



OSCAR PALOMARES
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Quimicas,

Universidad Complutense de Madrid

En el campo de las alergias, Oscar Palomares,
del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad Complutense de Madrid, ha
presentado el trabajo titulado “Propiedades an-
tiinflamatorias (IL-10) e induccién de respuestas
adaptativas de tipo Th1 de las cepas bacterianas
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BS 01
(LMG P-21384) y Lactobacillus rbamnosus LR
05 (DSM 19739)”. En él también ha participado
S. Nicola, del Departamento de Inmunologia y
Citofluorimetria de Biolab Research S.r.l (Nova-
ra, Italia).

“Las propiedades de las
cepas probioticas BS 01 y
LR 05 sugieren su utilizacion
terapeéutica en alergias”

iCual es el contexto de este estudio?

La alergia es una enfermedad mediada por linfocitos Th2 carac-
terizada por la produccion de IgE frente a sustancias inocuas
denominadas alérgenos. Diversos estudios demuestran la utili-
zacion beneficiosa de probidticos en prevencion y tratamiento
de la alergia, pero los mecanismos inmunologicos implicados
no estan totalmente dilucidados.

En este sentido, ;qué se proponian?

El objetivo de este trabajo es estudiar las respuestas inmunita-
rias in vitro que las cepas bacterianas probidticas Bifidobacte-
rium animalis subsp. lactis BS 01 y Lactobacillus rhamnosus LR
05 inducen en células sanguineas periféricas mononucleares
(PBMC).

&Y qué observaciones destacaria?

Las cepas probidticas BS 01 y LR 05 inducen proliferacion de
PBMC modificando significativamente el porcentaje de células
del sistema inmune innato y adaptativo. BS 01 y LR 05 inducen
un descenso significativo del porcentaje de monocitos CD14+
y un aumento significativo del porcentaje de células CD16+/
CD56+ y células dendriticas Lin-/HLA-DR+ en PBMC. BS 01
aumenta significativamente el porcentaje de células T CD4+/
CD25+ sin alterar el porcentaje de células T CD3+/CD4+,
CD3+/CD8+ o células B CD19+/CD20+. LR 05 incrementa el
porcentaje de células T CD3+/CD4+, CD4+/CD25+ y células B.
Ambas cepas inducen la produccion de IL-12p70 e IL-10 con
clara predominancia de la citoquina inmunoreguladora IL-10.
Ademas, se observa un incremento en citoquinas Th1 (IFN-y) y
Th2 (IL-4) con claro predominio de respuestas Th1.

Estos datos, ;qué suponen?

En resumen, este trabajo demuestra que las cepas probidticas
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BS 01 y Lactobacillus
rhamnosus LR 05 presentan propiedades antiinflamatorias e in-
munoreguladoras que favorecen la generacion de respuestas
de tipo Th1, lo que sugiere su utilizacion terapéutica para el
tratamiento de la alergia.
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ALBA RODRIGUEZ
Departamento de Farmacologfa.
Centro de Investigacién Biomédica,

Universidad de Granada

Alba Rodriguez, del Departamento de Farmaco-
logia del Centro de Investigacion Biomédica de
la Universidad de Granada, ha presentado un
estudio comparativo sobre los efectos inmunomo-
duladores in vitro de los probiéticos Lactobaci-
llus fermentum CECT5716 y Enterococcus faeca-
lis UGRA10. En esta investigacion también han
participado, A. Rodriguez Nogales A, F. Algieri,
I Vezza, N. Garrido Mesa, M+ E. Rodriguez
Cabezas, M.P. Utrilla, A. Zarzuelo y J. Gilvez,
del mismo Departamento. El resto de firmantes
son: M. Comalada, del Instituto de Investigacion
en Biomedicina de Barcelona; M. Martin Bueno,
E. Valdivia y M. Maqueda, del Departamento de
Microbiologia de la Universidad de Granada,
ademds de M. Olivares, de Biosearch.

“Comparacion in vitro de los
efectos inmunomoduladores
tle Lactohacillus fermentum
CEGT5716 y Enterococcus
faecalis UGRA10"

iPor qué surge esta investigacion?

Se ha demostrado que los probidticos ejercen un efecto benefi-
cioso debido a sus propiedades inmunomoduladoras. El objeti-
vo del presente estudio era comparar los efectos in vitro de dos
probidticos Lactobacillus fermentum CECT5716 y Enterococcus
faecalis UGRA10 (vivos o muertos) en dos tipos celulares dife-
rentes e involucrados en la respuesta inmune: células Caco-2
(células epiteliales del intestino) y células RAW 264.7 (macro-
fagos). Ademas, investigamos los efectos de estos probidticos
en las vias de sefializacion asociadas con las proteina-quinasas
activadas por mitégenos (MAPK) en las células Caco-2.

¢ Qué método utilizaron?

Las células se incubaron durante 3 horas con cada uno de los
probidticos (vivo o muerto) (108 UFC/ml) y se estimularon con
LPS (100 ng/ml) o con IL-1B (1 ng/ml) durante 30 minutos (Wes-
tern blot) o durante 24 horas (IL-8 o determinacién de nitrito).
Los Western blot se llevaron a cabo con extractos de proteina
para analizar las formas fosforiladas o totales de la p38 MAPK,
p42/44 ERK o SAPK/JNK.

iCuales fueron los resultados?

Tanto el Lactobacillus fermentum CECT5716 como el Entero-
coccus faecalis UGRA10, vivos o muertos, inhibieron la produc-
cion estimulada del IL-8 (células Caco-2) y el 6xido nitrico (célu-
las RAW 264.7) de forma similar. En las células epiteliales, este
efecto inhibidor se asocié con un descenso en la fosforilacion
de las p42/44 ERK y SAPK/JNK en comparacion con las células
estimuladas sin probidticos.

¢Queé conclusiones destacan?

En conclusion, la viabilidad del Lactobacillus fermentum
CECT5716 o del Enterococcus faecalis UGRA10 en la regula-
cion a la baja de la respuesta inmune estimulada no es esencial
y, al menos en las células Caco-2, se obtiene a través de la inhi-
bicion de las rutas de las MAPK en ambos probidticos.
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ALFONSO RUIZ-BRAVO
Departamento de Microbiologia,

Universidad de Granada

La capacidad de Lactobacillus plantarum C4
para inhibir la respuesta de citoquinas proin-
flamatorias inducida por bacterias patégenas en
macrdfagos murinos por un mecanismo indepen-
diente de la interleuquina 10 ha centrado el tra-
bajo presentado por Alfonso Ruiz-Bravo, del De-
partamento de Microbiologia de la Universidad
de Granada. En la investigacion han participado
otros investigadores de la misma Universidad, M.
Jiménez Valera, E. Moreno, M“. D. Ruiz Lépez 2,
TI. Bergillo Meca y M. Moreno Montoro, asi como
A. Lasserrot, de Biotmicrogen S.L.

“La accion antiinflamatoria de
C4 no parece mediada por la
induccion de IL-10"

iPor qué surge esta investigacion?

En estudios previos, la cepa C4 de Lactobacillus plantarum ha
mostrado capacidad para inhibir la produccion de citoquinas
proinflamatorias en ratones infectados experimentalmente con
Listeria monocytogenes.

&Cual era su finalidad principal?

El objetivo de este trabajo era investigar la influencia de C4 en
la respuesta de los macrofagos murinos RAW 264.7 a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas potencialmente enteropato-
genas.

£Como se llevé a caho el trabajo?

Monocapas de células RAW se incubaron durante 4 horas con
suspensiones de Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Sal-
monella enterica serovar Typhimurium y Listeria monocytoge-
nes, a una concentracion final de 108 bacterias viables por ml.
La concentracion de citoquinas en los sobrenadantes de los
cultivos se determind mediante inmunoenzimoensayos comer-
ciales.

¢Queé ohservaron?

La cepa C4 no indujo produccioén de las citoquinas proinflama-
torias IL-1a e IL-12. L. monocytogenes y S. typhimurium induje-
ron IL-1a, mientras que Y. enterocolitica, E. coliy S. typhimurium
indujeron IL-12. Cuando C4 se incubd conjuntamente con las
otras cepas, inhibié la produccion de IL-1a por L. monocytoge-
nesy S. typhimurium, y de IL-12 por Y. enterocolitica y E. coli.

&Que es lo mas llamativo de estos resultados?

Curiosamente, cuando se determinaron los niveles de la citoqui-
na antiinflamatoria IL-10, se observé que C4 no soélo no indujo
esta citoquina, sino que inhibid su produccion inducida por E.
coli, L. monocytogenes, Y. enterocolitica y S. typhimurium. El
paralelismo en las determinaciones de IL-1y de IL-10 no es sor-
prendente, ya que la expresion de los genes de ambas citoqui-
nas esta promovida por factores de transcripcion de la misma
familia NF-kB.

&Cual es la principal conclusion tras estas comprobaciones?

En conclusion, la accién antiinflamatoria de C4 no parece me-
diada por la induccion de IL-10.



IV Workshop Prohidticos, Prehidticos y Salud: Evidencia Cientifica. Hospital General Universitario Gregorio Maraion — Hotel Convencion

VIORICA BRANISTE

Instituto Karolinska, Estocolmo, Suecia

La Sesion de Veterinaria se abrié con la confe-
rencia de Viorica Braniste, del Departamento
de Microbiologia, Cdncer y Biologia Celular del
Instituto Karolinska de Estocolmo (Suecia), que
hablo sobre la importancia de la microbiota in-
testinal en el desarrollo y la funcién del cerebro.
La investigadora, que pertenece al grupo de Sven
Pettersson, repaso las interesantes investigacio-
nes en torno a la relacion microbiota intestinal
y cerebro, destacando datos recientes como los
comprobados en estudios con ratones que serialan
que el microbioma intestinal modula el compor-
tamiento de los ratones y que los ratones libres de
gérmenes presentan una mayor actividad motora
y un menor comportamiento relacionado con la

ansiedad.

“La microhiota puede regular
la permeabilidad de Ia barrera
hematoencefalica”

En su intervencion ha comenzado hablando de gue los seres
humanos no estamos solos...

Si, los seres humanos no estamos solos, nos encontramos en
un estado de co-evolucion simbidtica con los microbios, y es
necesario tener en cuenta también la perspectiva de estos
ultimos en lo que hemos dado en llamar el “hologenoma”, el
resultado de una seleccion evolutiva mediante la que comparti-
mos funciones de forma simbidtica para que tanto los microbios
como nosotros, los huéspedes, podamos cubrir nuestras ne-
cesidades bioquimicas y biolégicas. Asi, estas relaciones nos
permiten mantener una temperatura corporal segura, lograr un
almacenamiento eficaz de la energia, controlar la ingesta de
alimentos, establecer unos limites de tolerancia entre la micro-
biota y el sistema inmune de los huéspedes, controlar y afinar la
maduracion de los érganos e incluso mediar en la planificacion
reproductiva.

¢Que tiene de particular la microbiota intestinal para gue se
hayan centrado en su estudio destle la perspectiva del cere-
bro?

La composicion de la microbiota intestinal se encuentra en
constante estado de evolucion y cambia a lo largo del tiempo,
desde la fase de lactancia a la de vejez, pasando por la puber-
tad, el embarazo y la menopausia en las mujeres. La primera
microbiota comensal se adquiere en el momento del nacimien-
to, y desde ese momento hay diversos factores que modifican
su composicion, tales como las terapias antimicrobianas, las
infecciones, los habitos de higiene, el estilo de vida, la dieta y el
entorno. La energia necesaria para mantener un estado saluda-
ble varia si nuestro sisterma inmune se encuentra en un estado
alterado, como el causado por una infeccion, una quemadura o
una sepsis. Los receptores nucleares son los responsables de
la interaccion con la microbiota, y esta a su vez regula la expre-
sion y funcionamiento de algunos receptores, como el PPAR-y.

iCuando se puede empezar a hablar de implicaciones con el
cerebro?

Tres segundos después de nacer comienza la colonizacion in-
mediata junto con la maduracion de los microbios y los 6rga-
nos, la remodelacion 6sea y la conversion del tejido adiposo
marron en tejido adiposo blanco. En este sentido, hay algunas
premisas que se dan por supuestas, como el hecho de que
los microbios promueven un estado de ansiedad aumentada
para incrementar la ingesta de alimentos, y cabe preguntarse
si los receptores nucleares son mensajeros secundarios para la
sefializacion microbiana. De ser asi, ello supondria un punto de
enlace fundamental con la fisiologia del huésped.

Sigue en la pagina siguiente >>
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Qué resultados existen sobre la relacion microbiota-cere-
bro?

Se ha comprobado en estudios con ratones cémo el microbio-
ma intestinal modula el comportamiento de los ratones y como
los ratones libres de gérmenes presentan una mayor actividad
motora y un menor comportamiento relacionado con la ansie-
dad. Los microorganismos/patégenos también pueden lograr
la supresion de la actividad en las amigdalas. Un ejemplo es la
infeccion por toxoplasmosis en roedores, que hace que tengan
menos temor a los gatos y presenten un comportamiento que a
menudo los lleva a ser devorados por estos.

En otro estudio con ratones se ha analizado la posibilidad de
que una microbiota intestinal normal module el desarrollo y
comportamiento cerebral, asi como la hipotesis de que la mi-
crobiota de la madre influya en el comportamiento posterior de
la prole.

En la actualidad se estudian los efectos que la microbiota tiene
sobre el desarrollo y el comportamiento, y la atencion se centra
en diferentes partes del cerebro, como el nucleo estriado, res-
ponsable del movimiento y las respuestas emocionales; el hipo-
tédlamo, que inicia la respuesta del estrés a través de la pituitaria
y del sistema nervioso autbnomo; el hipocampo, responsable
de la memoria y la navegacion espacial; o el cuerpo amigdali-
no, donde se consolida la memoria y opera parte del sistema
limbico. En el cuerpo estriado tiene lugar la neurotransmision
de monoaminas, y hay estudios que muestran una mayor tasa
de neurotransmision en el cuerpo estriado de ratones libres de
gérmenes. La presencia de microbiota intestinal es capaz inclu-
so de modular las sinapsis del cuerpo estriado.

Las investigaciones actuales en las que trabajamos giran en
torno a la pregunta de si el microbioma puede regular la fun-
cion de la barrera hematoencefalica. Hasta el momento sabe-
mos que el microbioma intestinal se remodela entre el primer
y el tercer trimestre del embarazo (el feto crece y cambia la
forma de almacenaje de energia en el tejido adiposo), y hemos
estudiado en modelos en ratones como el microbioma intesti-
nal influye en la permeabilidad de la barrera hematoencefélica.
Asi, hemos observado como esta barrera es mas permeable en
ratones libres de gérmenes que en ratones convencionalizados
cuando la IgG alcanza el nicleo estriado entre los dias 16y 17
de gestacion. También se aprecia una mayor permeabilidad en
la corteza frontal y el hipocampo de los ratones libres de gér-
menes, asi como en los ratones libres de patdgenos especifi-
cos que han sido tratados con TNF-a. Por otra parte, los ratones
libres de gérmenes también presentan una menor expresion
de proteinas de union estrecha y la arquitectura de la proteina
claudina-5 también esta alterada.

iQué otros efectos cerehrales han ohservado?

Los metabolitos microbianos también ejercen su influencia sobre
la barrera hematoencefdlica. Las bacterias intestinales digieren
y fermentan los carbohidratos de la dieta y los convierten en
acidos grasos de cadena corta (butirato, acetato y propionato),
que son una fuente de energia para los colonocitos, controlan
la maduracion de las células epiteliales y refuerzan la funcion
de barrera epitelial mediante la sobreexpresion de proteinas de
union estrecha. En este sentido, existen estudios con bacterias
como la Clostridium tyrobutyricum que produce principalmente
butirato, y reduce la permeabilidad de la barrera hematoence-
falica en ratones libres de gérmenes a la vez que incrementa la
expresion de proteinas de union estrecha.

Como resumen, de esta amplia linea de investigacion, &que
conclusiones le gustaria destacanr?

- La reduccion en la permeabilidad de la barrera hematoence-
falica en ratones tiene lugar entre los dias 16 y 17 de gestacion.
- La microbiota puede regular la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica.

- Nos planteamos la posibilidad de que se trate de un mecanis-
mo activo.

- Los metabolitos bacterianos, tales como los &cidos grasos de
cadena corta, modulan la permeabilidad de la barrera hemato-
encefalica.
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SUSANA MARTIN
Facultad de Veterinaria,
Universidad Auténoma de Barcelona

Susana Martin, de la Facultad de Veterinaria de
la Universidad Auténoma de Barcelona fue la
encargada de iniciar las comunicaciones orales
de la Sesion de Veterinaria con la presentacion
del trabajo “Evaluacion de la eficacia de un de-
rivado de semilla de garrofa sobre la salud in-
testinal de lechones desafiados experimentalmen-
te con Esherichia coli enterotoxigenica (ETEC)
K88”. La investigacién estd firmada también
por A.A. Guerra, G. Génzalez Ortiz y J.F. Pérez,
investigadores del mismo Grupo de Investigacion
en Nutricién, Manejo y Bienestar Animal.

“Un derivado de semilla de
garrofa, alternativa natural en
la prevencion de las diarreas
post destete en lechones”

¢ Cual era el objetivo de este trabajo?

El estudio tuvo por objeto evaluar la inclusion en la dieta de un
derivado de semilla de garrofa, rico en galactomananos, frente
a la infeccion por ETEC K88 en lechones.

¢Qué muestra y método utilizaron?

Para ello se utilizé un total de 72 animales de 21 dias, asigna-
dos a una de entre 3 dietas experimentales: basal (CTR), basal
con alta dosis de ZnO (8g/kg) como control positivo (ZnO) o 5
g/kg de un derivado de semilla de garrofa (CRB). Tras 7 dias,
los cerdos fueron desafiados oralmente con ETEC K88 (6 x 10°
ufc). Los dias 4 y 8 post inoculacion se sacrificaron 8 cerdos/
tratamiento para el muestreo de sangre para TNF-a y Pig-MAP,
tejido de fleon para histologia, ademas de digesta y heces para
la determinacion de productos de fermentacion y microbiologia.

iQué efectos se observaron?

Tanto el tratamiento ZnO como el CRB redujeron la incidencia
de diarreas (P = 0,05) y los contajes de enterobacterias en he-
ces y en colon (P < 0,05). En colon hubo también un descenso
especifico de E. coli K88 (P = 0,05). Ambos tratamientos re-
dujeron los linfocitos intraepiteliales (P = 0,05), aumentaron las
celulas caliciformes (P = 0,04) y y redujeron la concentracion
plasmatica de Pig-MAP (P = 0,03). EI ZnO incremento la altura
de las vellosidades (P = 0,01), mientras que CRB promovi¢ los
mayores incrementos en el total de acidos grasos de cadena
corta y de lactico en colon.

&Cual es la principal conclusion?

Los resultados demuestran que este derivado de algarroba
Puede ser una alternativa natural en la prevencion de las dia-
rreas post destete.
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MARIA JESUS PEINADO
Departamento de Fisiologia y Bioquimica
de la Nutricién Animal.

Estacién Experimental del Zaidin (CSIC),
Granada

Maria Jesiis Peinado, del Departamento de Fi-
siologia y Bioquimica de la Nutricion Animal
(INAN, EEZ, CSIC) de Granada, presenté la co-
municacion titulada “El derivado del ajo PTS-O
afecta a la composicion de la microbiota intes-
tinal patégena y no patégena y mejora el com-
portamiento productivo en pollos de engorde en
crecimiento. En esta investigacion también han
participado R. Ruiz, A. Echdvarri, I. Aranda Ol-
medo y L.A. Rubio, del mismo centro.

¢ En qué contexto se enmarca esta investigacion?

Algunos extractos vegetales han mostrado su potencial para
modular la microbiota intestinal y mejorar la eficiencia del com-
portamiento productivo de los pollos de engorde (Cross et al.,
2011).

iPor qué un estudio sobre el ajo?

Debido a su actividad antimicrobiana, los compuestos deriva-
dos del ajo pueden representar una alternativa util al uso de
antibidticos promotores del crecimiento, que actualmente estan
prohibidos en la UE.

¢ 49

“El derivado del ajo PTS-0 modula
la composicion de la microbiota
intestinal y mejora la digestibili-
tad de nutrientes en pollos”

¢Ya habian observado algin dato al respecto?

Con anterioridad habiamos descrito los efectos antimicrobianos
del derivado del ajo propil propano tiosulfonato (PTS-O) contra
Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Salmonella spp y Cam-
pylobacter jejuni tanto in vitro (Ruiz et al., 2010) como en vivo
(Peinado et al., 2012).

¢Qué se midio en esta nueva investigacion?

En el presente estudio se evaluaron los efectos de la suplemen-
tacion alimenticia en dos niveles de PTS-O (dieta de 45y 90 mg/
kg, dieta PTS-O-45 y PTS-0-90, respectivamente).

¢Qué resultados ohservaron?

El peso corporal de los pollos alimentados con la dieta PTS-
0-45 fue mas alto (P<0,05) que en el grupo control. Aunque el
aditivo no mostro un efecto significativo sobre la ingesta de ali-
mento, las aves alimentadas con PTS-O-45 presentaron mejores
indices de transformacion del alimento (P<0,05) en compara-
cion con las del grupo control en el dia 21 de vida. Se determi-
né una cantidad menor (P<0,05) de copias de Lactobacilliy E.
coli con respecto al grupo control en el contenido de los buches
de las aves alimentadas con dietas suplementadas con PTS-O,
aunque sélo las aves alimentadas con PTS-O-90 presentaron
una cantidad menor de copias de Enterobacteriaceae (P<0,05).
En los contenidos del ileon, la alimentacion con PTS-0O-45 tuvo
como resultado una menor cantidad de copias de Clostridium
coccoides/Eubacterium rectale y Clostridium leptum (P<0,05).
La dieta PTS-O-90 dio lugar a una menor cantidad de Entero-
bacteriaceae y mayor nimero de Bacteroides y de bacterias to-
tales. Los contenidos del ciego de las aves del grupo PTS-O-90
mostraron menores niveles de copias de E. coli y Bacteroides,
mientras que la cantidad de copias de C. coccoides/E. rectale
en los pollos del grupo PTS-O-45 también era menor que en el
grupo control (P<0,05). Los niveles de digestibilidad fecal de
energia, grasa, FDA y FDN fueron mayores (P<0,05) en las aves
alimentadas con la dieta PTS-O-90 que en el grupo control.

iCuales son las principales conclusiones de estos datos?
Estos resultados confirman los datos previos y muestran que
el PTS-O modula la composiciéon de la microbiota intestinal y
mejora el comportamiento productivo y la digestibilidad de nu-
trientes en los pollos de engorde.

Referencias:

- Cross DE, McDevitt RM, Acamovic T. Herbs, thyme essential oil and condensed tannin
extracts as dietary supplements for broilers, and their effects on performance, diges-
tibility, volatile fatty acids and organoleptic properties. Br Poult Sci 2011; 52: 227-237.
- Peinado MJ, Ruiz R, Echavarri A, Rubio LA. Garlic derivative PTS-O is effective
against broiler pathogens in vivo. Poult Sci 2012; 91: 2148-2157.

- Ruiz R, Garcia MP, Lara A, Rubio LA. Garlic derivatives (PTS and PTS-O) differently
affect the ecology of swine faecal microbiota in vitro. Vet Microb 2010; 144: 110-117.
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NELSON PEREZ
Departamento de Quimica Analitica y Alimentaria,
Facultad de Ciencias de Ourense,

Universidad de Vigo

Las propiedades, produccion y evaluacion de ce-
pas potencialmente probidticas en piensos para
lechones centraron la comunicacion presentada
por Nelson Pérez, de la Facultad de Ciencias de
Ourense (Universidad de Vigo). El trabajo tam-
bién lo firman A. Torrado Agrasar y L. Pastrana
Castro, del mismo centro. Ademds también con-
t6 con la participacion de J. Méndez Batdn, de
Cooperativas Orensanas Sociedad Cooperativa

Ltda. (COREN).

“Los piensos prohidticos
procedentes de bacterias
lacticas influyen en la ganancia
de peso y en la reduccion de
coliformes en lechones”

¢En qué consistia esta investigacion?

En el presente trabajo se realizé una evaluacion del potencial
probidtico de 3 cepas de bacterias lacticas (Pediococcus acidi-
lactici NRRL B-5627, Lactococcus lactis CECT 539 y Enterococ-
cus faecium CECT 410) para ser utilizadas como sustitutos de
los antibidticos en piensos para lechones destetados.

$Como se llevo a caho?

La produccién de cultivos altamente concentrados en células
viables y metabolitos de la fermentacion (acidos organicos, eta-
nol y bacteriocinas) se llevé a cabo en cultivos realimentados
y realcalinizados en suero de leche. Tras la obtencién y carac-
terizacion de los cultivos, se estudio su efectividad sobre los
indices productivos (ganancia de peso corporal, consumo de
alimento y eficiencia) y los recuentos de coliformes fecales en
lechones destetados, de 21 dias de edad.

iCuales fueron los controles?
Se utilizaron dos controles: un pienso sin suplementar y otro su-
plementado con sulfato de colistina.

&Qué ohservaron?

Los cultivos de las tres bacterias Iacticas sobrevivieron acepta-
blemente las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal
y ademas durante su almacenamiento con leche descremada a
-20°C (durante 3 meses) y en el pienso (durante 7 dias). Adicio-
nalmente, las tres cepas produjeron elevados niveles de bioma-
sa y productos de fermentacion en un efluente de la industria
alimentaria como el suero de leche.

i Cuales fueron las principales conclusiones?

En los experimentos con animales, el uso del antibiético produjo
los mejores resultados, sin embargo, los animales alimentados
con los piensos probiéticos exhibieron un incremento significa-
tivo (P = 0,05) en la ganancia de peso corporal, en el peso cor-
poral final y en la reduccion de coliformes totales (P <0,05) en
comparacion con los cerdos no tratados.
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GASPAR PEREZ
Instituto de Agroquimica
y Tecnologia de los Alimentos

(V@)

Gaspar Pérez, del Laboratorio de Bacterias Ldc-
ticas y Probidticos del Instituto de Agroquimica y
Tecnologia de los Alimentos (CSIC) de Valencia,
presentd el trabajo titulado “Estudio de la micro-
biota cecal y expresion génica tras el destete de co-
nejos de granja sanos, con enteropatia mucoide y
tratados con antibidticos”, una investigacion en
la que también han participado M. Carmen Co-
llado, Christine Biiuerl, Manuel Zisiiga y Luis
Izquierdo, del mismo centro, junto Enrique Blas,
del Grupo de Investigacion en Nutricion Animal,
Ciencia y Tecnologia Animal de la Universidad
Politécnica de Valencia.

"La haja expresion de IL-2 impli-
ca muy haja respuesta inmune
celular en conejos con EM”

i Por qué suryio esta investigacion?

La Enteropatia Mucoide (EM) es una enfermedad de etiologia
desconocida que se da en conejos normalmente tras el destete,
si bien el tratamiento con antibidticos evita la aparicion de la
enfermedad.

¢Qué ohjetivos se proponian?

Este trabajo tenia el doble objetivo de aproximarnos al agente
causal de la EM y de identificar bacterias tipicas de animales
sanos para su evaluacion como posibles probidticos, siguiendo
las recomendaciones de la FAO para reducir cualquier uso de
antibiodticos en granjas.

¢Como lo llevaron a cabo?

Para ello analizamos las poblaciones bacterianas del conte-
nido cecal de 30 animales (10 sanos, 10 con EM y 10 sanos
tratados con antibiéticos) por pirosecuenciacion del 16S rDNA,
obteniendo unas 10000 secuencias identificadas (OTUs) por
conejo.

¢ Qué resultados ohservaron?

Se encontré una marcada disbiosis en animales con EM, detec-
tandose bacterias fecales tipicas de otros animales y humanas
junto a una reducciéon del numero de secuencias de géneros
dominantes en sanos como Alistipes y Ruminococcus. No se
hallaron diferencias entre sanos con o sin antibioticos. El anali-
sis transcripcional de mucinas y citoquinas en ciego y apéndice
por rt-gPCR, mostré una elevada expresion génica de casi to-
dos los marcadores analizados en animales enfermos (excepto
IL2 e IFN). Por anélisis de covarianza, se han determinado dos
patrones de expresion génica en los animales enfermos, tipo
inflamatorio y tipo secretor de mucinas, correlacionados con di-
ferentes grupos bacterianos y posiblemente correspondientes a
diferentes fases de enfermedad.

i Estos datos qué revelan?

Que la baja expresion de IL-2 implica que en los conejos con
EM existe muy baja respuesta inmune celular e inducida, asi
como la definicién de dos perfiles o fases bien difrenciadas de
la enfermedad.
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