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Prefacio

Durante una buena parte del siglo XX, la obtencion de los alimentos necesarios
para satisfacer una dieta sin deficiencias constituyé una de las principales
preocupaciones cotidianas de muchas familias espafiolas. Sin embargo, en las ultimas
décadas, el aumento de la capacidad adquisitiva ha propiciado una mayor
concienciacion social sobre las relaciones entre la Alimentacion y la Salud. Ciertos
alimentos ejercen un efecto beneficioso sobre la salud de los consumidores, mas alla del
atribuible a su estricto valor nutritivo. Este hecho ha favorecido el desarrollo de
alimentos con un valor anadido para el consumidor: los “alimentos funcionales”. Se
trataria de alimentos naturales, o desarrollados a partir de ingredientes naturales, que se
consumen como parte de la dieta y que desempefian una funcion concreta, entre otros
procesos, en la mejora de los mecanismos de defensa frente a agentes nocivos, la
prevencion de enfermedades y/o el retraso del proceso de envejecimiento.

Actualmente, los probidticos constituyen el segmento con mayor importancia
econdmica dentro los alimentos funcionales, representando alrededor del 65% de su
mercado mundial. Los componentes mas tipicos de los productos probidticos son las
bacterias lacticas y las bifidobacterias. En general, los consumidores perciben estas
bacterias como algo “natural” y “beneficioso para la salud”, lo que les convierte en
candidatos ideales para su seleccidon como probidticos.

El libro recoge las aportaciones realizadas por prestigiosos grupos de
investigacion espafoles en el campo de los probidticos y, a grandes rasgos, esta
estructurado en cinco secciones. Tras una introduccidon general al tema (capitulo 1) se
tratan distintos aspectos de las bacterias lacticas y bifidobacterias como habitantes
naturales de las mucosas humanas, donde desempefian funciones relevantes para sus
hospedadores (capitulos 2-8). La presencia de bacterias probioticas en la leche humana
(capitulos 2-4) puede ser la causa de algunos de los efectos beneficiosos derivados de la
alimentacion de los nifios prematuros con leche materna, motivo que justifica la
inclusion de un capitulo dedicado a la descripcion del todavia ampliamente desconocido
“método canguro” (capitulo 5). El tercer bloque se destina a la aplicabilidad de ciertas
bacterias probidticas en el sector lacteo (capitulos 9 y 10). No conviene olvidar que los
productos lacteos representan el principal vehiculo de bacterias probidticas a los
consumidores. Los capitulos 11 y 12 estdn dedicados a los probidticos animales y, mas

especificamente, a su potencial en avicultura y en cunicultura. La legislacion es cada



vez mas restrictiva en cuanto al empleo de antibidticos con fines zootécnicos. Este
hecho ha despertado un interés creciente por el empleo de probiodticos en produccion
animal. Finalmente, se incluye un grupo de temas (capitulos 13, 14 y 15) que abordan
como la biotecnologia puede contribuir a mejorar las propiedades tecnologicas de
ciertas cepas, ¢ incluso conferirles nuevas propiedades beneficiosas, como la de actuar
como agentes vacunales.

Como se puede apreciar, se trata de un tema multidisciplinar que se estd
abordando desde diversas perspectivas, y en el que el interés de los sectores biomédico
e industrial es cada dia mayor. Los problemas derivados del empleo abusivo de
antibioticos en personas y animales han propiciado un renovado interés en el empleo de
ciertas bacterias como agentes preventivos y/o terapéuticos. Por ello, cabe esperar que
las investigaciones en marcha fructifiquen en conocimientos relevantes y aplicaciones

reales.

Juan Miguel Rodriguez Gomez

Coordinador



CAPITULO 1
BACTERIASLACTICASY BIFIDOBACTERIASCOMO PROBIOTICOS

Rocio Martin®, Susana Langa® Carlota Reviriego®, Maria L. Marin®, Jordi Xaus’, Lednides

Fernandez® y Juan M. Rodriguez®
®Departamento de Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos, Universidad

Complutense de Madrid. "Departamento de Immunologia, Puleva Biotech, Granada

En los Ultimos afios, la progresiva comprension de las estrechas relaciones entre
nutricion y salud ha permitido conocer €l papel de ciertos alimentos (o0 de algunos de sus
componentes) en la mejora de la salud y/o en la reduccion del riesgo de enfermedad de los
consumidores, mas alla de los efectos atribuibles a su valor estrictamente nutritivo. Este
hecho ha favorecido € desarrollo de alimentos con un valor afiadido para el consumidor,
conocidos, en general, como “aimentos funcionales’. En Europa, € término “aimento
funcional” no esta claramente delimitado por una definicion legal. No obstante, Goldberg
(1994) ha propuesto una definicién ampliamente aceptada hasta la fecha. Para este autor seria
cualquier alimento gque tenga un impacto positivo, y diferenciado de su valor nutritivo, sobre
la salud de un individuo. Se trataria de un alimento natural, o desarrollado a partir de
ingredientes naturales, que se consumiria como parte de la dieta y que desempefiaria una
funcion concreta en procesos tales como la mejora de 1os mecanismos biol 6gicos de defensa
frente a agentes nocivos, la prevencion de enfermedades o € retraso del envejecimiento. En
este contexto, los alimentos que contienen microorganismos probioticos no solo representan
el prototipo de alimento funcional sino que, ademas, son los que gozan de mayor importancia
econdémica, ya que representan arededor del 65% del mercado mundia de tales alimentos
(aproximadamente 75.000 millones de ddlares anuales) (Holzapfel y Schillinger, 2002).

Probidticos, prebidticosy simbidticos: definiciones

Posiblemente, e término “probidtico” fue empleado por primera vez por Vergio
(1954), cuando comparaba los efectos adversos (“antibiotika”) que los antibidticos gjercian
sobre la microbiota intestinal con las acciones beneficiosas (“probiotika”) e ercidas por otros
factores que no pudo determinar. Una década mas tarde, Lilly y Stillwell (1965) se referian a
los probidticos como microorganismos que promovian e crecimiento de otros
microorganismos. Fuller (1989) redefinié probidticos como “aguellos suplementos

alimenticios integrados por microorganismos vivos que afectan beneficiosamente al



hospedador que los consume mediante la mejora de su equilibrio microbiano intestinal”. Méas
recientemente, se han definido como organismos vivos que ingeridos a dosis definidas g ercen
efectos beneficiosos parala salud (Guarner y Schaafsma, 1998). Esta Ultima definicion es mas
amplia y tiene en cuenta los resultados de recientes investigaciones que demuestran la
existencia de efectos probidticos que no se restringen a ambito de lamicrofloraintestinal .

Por otra parte, los “prebidticos’ son aquellos carbohidratos no digeribles pero
fermentables de la dieta que favorecen € crecimiento en e colon de ciertas bacterias
consideradas beneficiosas para €l hospedador, como los lactobacilos o las bifidobacterias
(Cummingsy col., 2001; Marteau y Flourié, 2001). Finalmente, un producto alimenticio que
combina a menos un probidtico y un prebidtico se denomina “simbiotico” (Holzapfel y
Schillinger, 2002). Si e carbohidrato prebidtico es utilizado por la cepa probidtica, se
promovera selectivamente su proliferacion en € intestino del hospedador. Es interesante
sefidar que la combinacién de probidtico y prebidtico en un mismo producto puede tener un
efecto sinérgico y conferir beneficios mayores que los que eercen cada uno de los
componentes del simbidtico por separado, como una mayor disminucion de focos cripticos
aberrantes en e colon (Rowland y col., 1998) o una reduccion de los fenébmenos de
carcinogénesis en el colon de ratas (Gallaher y Khil, 1999).

Bacterias|acticasy bifidobacterias como probidticos. Per spectiva histérica

En general, el concepto “probidtico” esta intimamente ligado a las bacterias lacticas y
las bifidobacterias. Las bacterias lacticas gozan de gran importancia econdmica ya que, bien
de forma natural o afadidas intencionadamente, desempefian un papel importante en la
fermentacion de una gran variedad de alimentos. En ellos, sus actividades metabdlicas no sélo
contribuyen al desarrollo de caracteristicas organolépticas y reolégicas deseables, sino que,
ademas, permiten conservar o aumentar €l valor nutritivo y la salubridad de la materia prima.
Por otra parte, las bacterias lacticas y los productos de su metabolismo han sido consumidos
desde tiempos inmemoriales a través de alimentos fermentados. Esta circunstancia, unida al
hecho de que raramente se les haya asociado a procesos patoldgicos, ha contribuido a la
designacion de muchas de las especies del grupo como bacterias “seguras’ o GRAS
(Generally Recognized As Safe; reconocidos generalmente como seguros). En contraposicion
con los aditivos quimicos, los consumidores perciben las bacterias lacticas como algo
“natural” y “beneficioso para la salud”, por lo que su empleo en la conservacion de los

alimentos tiene gran aceptabilidad (Montville y Winkowski, 1997; Aymerich y Hugas, 1998).



Pero ademas, las bacterias lacticas y las bifidobacterias resultan atractivas para los sectores
meédico, veterinario y alimentario por e potencia que tienen para gjercer efectos beneficiosos
en la salud de los hospedadores que las ingieren y, de hecho, ocupan €l lugar més destacado
entre los microorganismos empleados con fines probidticos. A continuacion, se hace una
breve resefia de los acontecimientos historicos més importantes que han conferido a estos
microorganismos €l estatus que disfrutan en la actualidad.

Durante el ultimo cuarto del siglo XIX, y sobre la base de los estudios de Pasteur, se
empezaron a descubrir los agentes causales de diversas enfermedades infecciosas que
afectaban a los animales y a los humanos. En esa época, las continuas revelaciones sobre €l
papel de las bacterias en las enfermedades estaban empezando a alarmar a la poblacion
general, que culpaba a esos recién descubiertos agentes de préacticamente todos los males que
padecia la Humanidad. No obstante, William Underwood, del Instituto Tecnolégico de
Massachusetts, se percatd inteligentemente de que no todas las bacterias eran nocivas sino
que, muy al contrario, muchas eran imprescindibles para la vida, como se desprende de una
conversacion con su compariero Samuel Prescott: “Desde € principio, me gustaria prevenirte
frente a la creencia tan extendida de que todas las bacterias son productoras de
enfermedades por naturaleza. De hecho, los gérmenes Utiles exceden con gran diferencia a
los nocivos, de la misma manera que los ciudadanos Utiles exceden a los criminales[...]. Es
mas, sin la accién de las bacterias no podriamos existir, por 1o que debemos considerarlas
COmMoO amigas mas que como enemigas, a pesar de que existan algunas especies que nos
puedan dafiar” (Prescott, 1898).

A principios del siglo XX se empezd a sugerir que la Humanidad no sélo habia hecho
uso inadvertido de una multitud de microorganismos para la elaboracién y/o conservacion de
una parte sustancial de su suministro de alimentos, sino que ademas existian algunas bacterias
que gercian ciertos efectos beneficiosos para la salud de los hospedadores (Moro, 1900;
Beijerinck, 1901; Cahn, 1901). Asi, en una conferencia pronunciada el 3 de octubre de 1901,
Elie Metchnikoff, a la sazon director del Instituto Pasteur, afirmaba que “tan pronto como
nace, el hombre se convierte en el habitat de una rica microflora. La piel, las membranas
mucosas y € contenido gastrointestinal se pueblan de tal flora, aunque hasta la fecha solo se
hayan reconocido o0 descrito un ndmero muy pequefio de estos microorganismos|...].
Durante mucho tiempo hemos pensado gue en individuos sanos todos estos microor gani smos
eran inofensivos y algunas veces incluso Utiles” (Metchnikoff, 1905).

Posteriormente, en 1907, e mismo investigador publicd un libro que gercié una gran

influencia en la comunidad cientifica: Prolongation of Life (Metchnikoff, 1907). En €,



Metchnikoff postulaba que las bacterias que intervenian en la fermentacion del yogur
contribuian a mantenimiento de la salud mediante la supresion de las “ fermentaciones de tipo
putrefactivo” de la flora intestinal y que ésta era la causa de la longevidad de |os campesinos
bulgaros, grandes consumidores de yogur.

Un afio antes, Cohendy habia administrado leche fermentada por Lactobacillus
bulgaricus (actualmente Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus) a pacientes con alteraciones en sus
“fermentaciones intestinales’, observando una notable mejoria tras 8-12 dias de tratamiento
(Cohendy, 1906a; 1906b). Paraledlamente, Tissier (1906) no s6lo habia descubierto la
existencia de bifidobacterias en €l tracto intestinal de lactantes alimentados exclusivamente
con leche materna, sino que habia demostrado los beneficios clinicos derivados de la
modulacién de la flora intestinal de nifios con infecciones intestinales. En su trabgjo, Tissier
abog6 por la administracién de cultivos de hifidobacterias a nifios que sufrieran diarreas ya
que creia que estas bacterias desplazaban a las patdégenas. No obstante, la base cientifica
todavia no era solida, razon por la que en esa época muchos cientificos mantuvieron una
postura muy escéptica sobre la terapia bacteriana 'y cuestionaron la capacidad de las bacterias
del yogur para sobrevivir durante el transito gastrointestinal, colonizar la mucosa intestinal y
gjercer efectos beneficiosos. Este escepticismo no impidié la popularizacion de los supuestos
beneficios parala salud entre la clase médicay los consumidores.

En ese clima, y entusiasmado por los efectos atribuidos a los yogures balcanicos y los
resultados obtenidos en e Ingituto Pasteur, Isaac Carasso establecio su primer
establecimiento de yogures (Danone) en Barcelona en 1909. Carasso siempre mostrd
predileccion por los circulos médicos, en un momento en el que la profesion medica estaba
vivamente interesada por los efectos terapéuticos del yogur. Este hecho contribuy6
decisivamente al prestigio de un producto que durante varias décadas solo se podia adquirir en
farmacias y que se empleaba para prevenir o diviar trastornos tan diversos como diarrea,
estrefiimiento, dispepsia, colitis mucosa, colitis ulcerativa crénica, disbiosis por
antibioterapia, cigtitis o dermatitis (Shortt, 1999a).

En la primera mitad de los afios 20, Cheplin y Rettger (1922) y Kulp y Rettger (1925)
describieron los efectos beneficiosos sobre la funcion digestiva de la leche fermentada con
otra bacteria, Lb. acidophilus, y recomendaron e empleo de aislados intestinales ya que
pensaban que la colonizacion y crecimiento en el intestino eran factores esenciales para su
eficacia. Estos trabajos estimularon, particularmente en Estados Unidos y Japdn, €l interés
comercial tanto por las leches fermentadas con dicha bacteria como por las no fermentadas a

las que simplemente se les habia afiadido. Asi, a principio de los afios 30, €l médico japonés



Shirota se dedico a la seleccion de cepas de origen intestinal que sobrevivian a transito
intestinal. Su objetivo era el desarrollo de leches fermentadas terapéuticas para emplearlas en
su clinica. Su primer producto que contenia Lb. acidophilus Shirota (posteriormente
reclasificado como Lb. casei Shirota) constituyé la base para € establecimiento de la
compafia Y akult (Yakult Central Institute, 1998).

Unos afios después, Gordon y col. (1957) indicaron, por primera vez, que la seleccion
de lactobacilos con fines terapéuticos deberia estar regida por ciertos criterios mas o menos
definidos. En concreto, sugirieron que: (1) fueran habitantes normales del intestino, (2)
carecieran de patogenicidad, (3) fueran capaces de establecerse en el intestino y (4)
alcanzaran grandes concentraciones. Hawley y col. (1959) afadieron otro factor que creian
clave para € éxito de la terapia: la administracion simultanea de una dieta rica en leche o
lactosa 0 que incorporara cualquier factor de crecimiento requerido por los lactobacilos. De
este modo, premonizaban el concepto de “ prebidtico”.

Durante la primera mitad del siglo XX, los criterios para la clasificacion taxonomica
de las bacterias | acticas no estaban bien definidos y 1os métodos microbiol 6gicos disponibles
eran relativamente rudimentarios. A pesar de ello, tal y como se acaba de exponer, la
habilidad de ciertos investigadores propicid que muchos de los criterios que se consideran
basicos en la actualidad para la seleccion de bacterias probidticas ya se hubieran enunciado
durante aquel periodo. Lamentablemente, la mayor parte de los estudios clinicos realizados
hasta hace unos afios en e campo de la terapia bacteriana tenian errores de disefio y/o las
preparaciones no estaban bien definidas. Por otra parte, la lista de “posibles’ efectos
beneficiosos atribuibles a las bacterias lacticas y bifidobacterias ha ido creciendo
progresivamente, sin reparar en que a menudo los efectos dependen de la cepa y de unas
condiciones de conservacion y administracion muy concretas. Es decir, se han ido creando
unas expectativas irreales o injustificadas en torno a las propiedades de estas bacterias. Estas
circunstancias han conducido, a menudo, a desarrollo de productos que no contienen las
especies (0 cepas) mas idoneas y que, por lo tanto, no resultan eficaces para los fines que
persiguen. La consecuencia final fue que, en el dltimo cuarto del siglo XX, se cuestionara la
base cientifica de la accién probidtica y creciera el escepticismo médico en torno a este
concepto. Afortunadamente, desde hace aproximadamente una década, €l nimero de ensayos
clinicos correctamente disefiados ha aumentado espectacularmente (Naidu y col., 1999), lo
que ha permitido demostrar la validez de ciertas cepas en aplicaciones clinicas (Salminen y
col., 1998a). Adicionalmente, la progresiva preocupacion de los consumidores por las

relaciones entre la alimentacion y la salud, su creciente demanda de productos més naturales y



la concienciacion que existe en torno al abuso de la antibioterapia, tanto en medicina humana
como en produccion animal, ha desencadenado un notable resurgimiento del interés por los
probidticos entre los consumidores, los cientificos y los industriadles de los sectores

alimentario, farmacéutico y biotecnol égico.

Criterios de seleccion de bacterias probidticas

El espectro de aimentos probidticos introducidos en el mercado estd aumentando
rapidamente, incluyendo productos no lacteos, como productos carnicos fermentados, zumos
u otros productos de origen vegetal (Holzapfel y Schillinger, 2002; Jahreis y col., 2002).
Hasta la fecha se han incluido numerosas especies de bacterias lacticas y bifidobacterias entre
las bacterias (potencialmente) probidticas (Tabla 1) y ese nimero crecerd notablemente
gracias a los avances en las técnicas de biologia molecular aplicables a la ecologia
microbiana. En cualquier caso, la seleccidn de cepas con fines probi6ticos supone todo un reto
para los investigadores y las industrias, ya que cada tipo de alimento tiene sus propias
caracteristicas y resulta dificil uniformizar los criterios de seleccién de este tipo de
microorganismos. En este sentido, se han sugerido numerosos criterios para la seleccion de
bacterias (Charterisy col., 1998; Collinsy col., 1998, Holzapfel y col., 1998; Klaenhammer y
Kullen, 1999; Mattila-Sandholm y col., 1999; Ouwehand y col., 1999; Shortt, 1999b) (Tabla
2). Entre todos €ellos, existen seis sobre los que existe un acuerdo practicamente general: (1)
habitante normal del hospedador diana; (2) ausencia de patogenicidad; (3) resistencia al
transito por el aparato digestivo; (4) capacidad para resistir 1os procesos tecnologicos; (5)
viabilidad durante toda la vida atil del producto; y (6) evidencia cientifica de efecto(s)
beneficioso(s) especifico(s) en estudios clinicos correctamente disefiados. No obstante, en la
actualidad, incluso alguno de estos criterios son objeto de controversia. Asi sucede con €l
primero ya que, por una parte, existen bacterias lacticas que pueden ser Uutiles como
probi6ticos en hospedadores distintos a su fuente original.

En € futuro, es muy posible que los criterios que se adopten para seleccionar una cepa
probidtica dependan del segmento de la poblacion a que vaya dirigido. Por eemplo,
tradicionamente se ha considerado que la presencia de actividad B-glucuronidasa o la
capacidad de formar ciertas aminas son caracteristicas no deseables en una bacteria que se
pretenda emplear con fines probidtocos. Sin embargo, estas actividades pueden ser

importantes en bebés, en los que la citada enzima participa de forma determinante en la



eliminacion de la bilirrubina libre y en los que algunas poliaminas son importantes en la

maduracion del tejido linfoide asociado ala mucosa intestinal.
Efectos probidticos de las bacteriaslacticasy bifidobacterias

Como se ha indicado anteriormente, no se puede asumir que todas las bacterias
l&cticas y bifidobacterias posean propiedades probidticas. De igual manera, cuando se
adscribe un efecto probidtico a una cepa, tampoco se puede extrapolar esa propiedad a las
restantes cepas de la misma especie. Incluso la adscripcién de un efecto probiético a una cepa
depende de las condiciones de su empleo y, muy particularmente, de la dosis. En este sentido,
se recomienda que la concentracién de un probiético en un producto debe ser del orden de 10°
ufc mi™ (o g*) o superior (Shortt, 1999a).

Naidu y col. (1999) readlizaron una exhaustiva revision critica de los efectos de los
probi6ticos, incluyendo datos de estudios in vitro e in vivo. Segun estos autores, desde 1961 a
1998 se han efectuado a menos 143 ensayos clinicos humanos con probidticos y los
resultados suelen indicar que, efectivamente, existen ciertas cepas capaces de proporcionar
efectos beneficiosos parala salud. En cualquier caso, es necesario profundizar en el desarrollo
de marcadores biologicos validados que permitan la comprobacion interlaboratorial de los
efectos probidticos que se produzcan in vivo (Diplock y col., 1999; Yoon y col., 1999). En
este sentido, un informe cientifico financiado por la Unién Europea concluyé que los efectos
beneficiosos para la salud humana atribuidos a ciertas cepas de lactobacilos y bifidobacterias
podian considerarse cientificamente probados (Salminen y col., 1998a). El principa criterio
seguido por la Comisién encargada de elaborar € informe fue que e efecto probidtico fuese
patente e inequivoco en a menos dos estudios humanos correctamente disefiados e
independientes.

De hecho, los probi6ticos estan siendo rigurosamente eval uados en diversos hospitales
y centros médicos como adjuntos en el tratamiento y/o prevencion de diversas enfermedades
(enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, atopias, bronquitis asmatica, alergias alimentarias,
infeccion con Helicobacter pylori, algunos tipos de cancer, infecciones urogenitales, etc.) y
los resultados son prometedores (Salminen y col., 1998a; 1998b; Arvola y col., 1999;
Kallioméki y col., 2001; Reid y col., 2001; Marteau y col., 2002; Rafter, 2002; Shanahan,
2002). Por gemplo, los datos epidemiolégicos han demostrado que e consumo de leches
fermentadas con ciertas bacterias lacticas estd asociado a una menor incidencia de Ulceras



gastroduodenales en Europa (Elmstahl y col., 1999) y de cancer de vejiga en Japon (Shortt,
1999a).

Uno de los efectos beneficiosos atribuidos tradicionalmente a las bacterias lacticas y
bifidobacterias es el mantenimiento de un equilibrio microbiano en € intestino. Entre otros
mecanismos de accién, esta microflora actuaria de barrera frente a bacterias potenciamente
patogenas, mediante mecanismos de competencia por nutrientesy por lugares de adhesion y/o
mediante la produccién de sustancias antimicrobianas. Sin embargo, la microflora intestinal
es realmente complejay dindmicay los conocimientos sobre su composicion, su evolucion a
lo largo de la vida del hospedador y su interaccidén con otras bacterias y con e epitelio
intestinal son todavia muy limitados. En este sentido, los avances en las técnicas de
identificacion y trazabilidad microbiana permitiran estudios cada vez méas sofisticados y
precisos sobre la ecologia microbiana de los probidticos y su papel como moduladores de la
salud (O’ Sullivan, 1999; Tannock, 1999).

Actuamente, muchos de los estudios que se estén realizando para dilucidar los
mecanismos responsables de los efectos probidticos se estan centrando en las propiedades
inmunomoduladoras de las cepas. Resulta cada vez mas evidente que muchas actividades
probidticas, incluyendo la prevencidn de ciertos tipos de cancer, estdn mediadas por procesos
de regulacion inmunitaria, como el aumento de la secrecion de IgAs (Schiffriny coal., 1995) y,
especialmente, mediante e mantenimiento de un equilibrio entre citoguinas pro- y
antiinflamatorias (Isolauri y col., 2001), lo que abre nuevas expectativas para el empleo de

bacterias probidticas como agentes terapéuticos (Marteau y col., 2002).

Consider aciones taxondmicas acer ca de los probioéticos

En los productos probidticos, es importante que la clasificacion taxonémica de las
bacterias que los integran sea exacta, ya que se trata de un aspecto que puede tener
connotaciones para la seguridad y legalidad de los mismos (O’ Brien y col., 1999). Diversos
estudios han sefialado que la composicién bacterianareal de algunos productos probidticos no
coincide, cualitativa y/o cuantivamente, con la informacion reflgjada en sus etiquetas
(Hamilton-Miller, 1996; Anénimo, 1997; Canganella y col., 1997; Hamilton-Miller y cal.,
1998; Kleiny coal., 1998; Shortt, 1999b; Fasoli y col., 2003; Temmerman y col., 2003).

La normativa aplicable a empleo de cultivos microbianos en los alimentos varia, en
caso de que exista, dependiendo de los paises. En muchos casos, |os probidticos se aprueban

sobre |a base de que pertenecen a especies 0 generos reconocidos generalmente como seguros



(GRAYS) y/o de que se han empleado histéricamente en los alimentos sin causar problemas
higiénico-sanitarios. El hecho de que la asignacion de un aislado a una especie concreta pueda
significar la adquisicién automatica de la condicion GRAS ha sido objeto de controversia en
los ultimos afos (Holzapfel y Schillinger, 2002). Por otra parte, la sistemética bacteriana es
una ciencia en constante evolucién y es frecuente la reclasificacion de bacterias ampliamente
empleadas por la industria alimentaria dentro de una nueva especie. Este hecho es
particularmente acusado dentro de las bacterias lacticas. Lactobacillus GG constituye un
giemplo ilustrativo dentro de las bacterias |acticas probidticas. Inicialmente patentada como
Lb. acidophilus (Gorbach y Goldin, 1989), posteriormente se incluyé en la especie Lb. casel
(Isolauri y col., 1995) y actualmente se clasifica como Lb. rhamnosus (Arvolay col., 1999).

La identificacion incorrecta de bacterias probidticas puede ser un problema bastante
comun ya que resulta extremadamente dificil identificar inequivocamente una bacteria l&ctica
a nivel de especie sin e empleo de las mas modernas técnicas (O'Brien y col., 1999;
Tannock, 1999). Es més, en ocasiones la identificacion resulta complicada incluso recurriendo
a dichas técnicas. Ademés, |os fabricantes pueden mostrarse reticentes a modificar la etiqueta
de un producto, particularmente si implica un cambio en e hombre de una especie con € que
los consumidores estan familiarizados y que lo asocian con beneficios parala salud, como Lb.
acidophilus. En este sentido, las cepas agrupadas originalmente como Lb. acidophilus se han
dividido en seis especies diferentes (Lb. acidophilus, Lb. amylovorus, Lb. crispatus, Lb.
gallinarum, Lb. gasseri y Lb. johnsonii) desde 1992 (Fujisaway col., 1992). En consecuencia,
es previsible esperar que en el futuro otras bacterias |acticas probidticas se vean sujetas a
cambios taxonomicos.

En € caso de las hifidobacterias, la situacion no es mejor ya que a menudo en las
etiquetas de los productos sdlo consta que contienen “bifidus’. La identificacion de las
bifidobacterias empleadas como probidticos es importante ya que existen tres especies
(Bifidobacterium dentium, B. denticolens y B. inopinatum) asociadas con e desarrollo de

caries dental en la especie humana (O’ Brieny col., 1999).

Seguridad de los probidticos

La importancia de demostrar la seguridad de nuevos probiéticos antes de su
introduccion en el mercado esta fuera de cualquier duda, considerandose un criterio critico
para la seleccién de cepas probidticas. Diversos autores (Salminen y col., 1998c; O'Brien 'y
col., 1999) han propuesto una serie de pruebas para evaluar la seguridad de las cepas
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bacterianas que se aplican, o se deseen aplicar, como probiéticos (Tabla 3). Ademés del
conocimiento de su origen y una correcta caracterizacion taxonoémica al nivel de géenero,
especie y cepa, hay que conocer aquellas propiedades intrinsecas rel evantes desde €l punto de
vista de la seguridad, como posibles factores de virulencia, potencia invasivo, resistencia a
antibidticosy facilidad paraintercambiar material genético mediante procesos conjugativos.

La actividad metabdlica de un microorganismo, tanto en un alimento como en el
intestino, constituye un criterio de seguridad importante. En este sentido seria recomendable
que se investigaran ciertas actividades metabdlicas que pudieran suponer un peligro potencial
para los consumidores en general, o para ciertos colectivos en particular (O'Brien y col.,
1999). Entre las actividades que convendria evaluar destacan las que se enumeran en la
Tabla 3.

En cuanto a lainfectividad de los probidticos, la mayor parte de infecciones humanas
por bacterias |acticas han sido causadas por cepas de origen enddgeno, es decir procedentes de
la propia microflora del paciente. Los hospedadores afectados solian padecer algun factor
predisponente adicional, particularmente alteraciones en las valvulas cardiacas o presencia de
catéteres. En tales casos, la mayor parte de las cepas implicadas eran lactobacilos o
enterococos. Entre los lactobacilos destacan cepas de las especies Lb. rhamnosus, Lb. case,
Lb. paracasei y Lb. plantarum (O’ Brien y col., 1999). Mencion aparte merecen las cepas
clinicas de Enterococcus faecalis y E. faecium, ya que, aparte de su patogenicidad potencial,
suelen estar asociadas a resistencias a ciertos antibiéticos, particularmente a la vancomicina,
uno de los antibidticos reservados para combatir microorganismos multirresistentes. De
hecho, e tema de los enterococos se aborda en un capitulo aparte de este libro. Por el
contrario, |las asociaciones entre bacterias |acticas de origen alimentario e infecciones han sido
extremadamente raras (Saxelin y col., 1996a; 1996b; Adams, 1999; Kirjavainen y col., 1999;
Mackay y col., 1999; Rautioy col., 1999).

Con los datos obtenidos de las investigaciones y estudios epidemiol 6gicos realizados
en la Ultima década, resulta evidente que los probiéticos empleados actual mente son seguros
en las condiciones de uso autorizadas. Se debe poner especial énfasis en € hecho de que las
bacterias |acticas probidticas se han administrado a pacientes con enfermedad de Crohn, con
diferentes tipos de gastroenteritis 0 con SIDA, y a enfermos de unidades oncol 6gicas sujetos a
radioterapia y quimioterapia, sin registrarse ni un solo caso de infeccion por e probidtico
administrado. Bien a contrario, los resultados obtenidos han sido prometedores. Tampoco se
han descrito efectos adversos derivados de la administracién de bacterias |écticas probidticas
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a mujeres gestantes, nifios sanos, nifios prematuros, nifios alérgicos o ancianos (O’ Brien y
col., 1999).

Aungue se puede especular que un estado de inmunodeficiencia o la presencia de
lesiones en € tracto gastrointestinal puede favorecer € paso de probidticos y otros
microorganismos desde la luz intestinal a la lamina propia y, por lo tanto, a la circulacion
linfaticay/o sistémica, los estudios en hamsters con colitis por Clostridium difficile (Naaber y
col., 1998) y en ratones irradiados o inmunodeprimidos (Dong y col., 1987) han demostrado
gue un probidtico con la propiedad de adherirse ala mucosaintestinal mejora el efecto barrera
delamucosay previene la entrada de microorganismos intestinal es.

La informacién genética, y especialmente la codificada en plasmidos, puede ser
transferida de unos microorganismos a otros. Este fendmeno bioldgico plantea la cuestion de
Sl pueden existir intercambios genéticos entre microorganismos presentes en |os alimentos y
los que puedan existir en la microflora intestinal, incluyendo los patdgenos (O'Brian y col.,
1999). El intercambio de material genético dentro de una comunidad microbiana puede
realizarse de tres formas: (1) transduccion; (2) conjugacion; y (3) transformacion. En el caso
de la transduccion, el DNA se transfiere de una bacteria a otra mediante un bacteriéfago. Se
trata de un proceso que depende del espectro de hospedadores del fago, por lo que la
posibilidad de transferencia genética mediante este sistema suele estar restringido a un
nimero muy limitado de cepas. Por €l contrario, tanto la conjugacion como la transformacion
son procesos con un potencial muy superior de intercambio de DNA entre bacterias
pertenecientes a distintas especies, e incluso géneros.

No obstante, con la importante excepcion de los enterococos, los plasmidos y
elementos genéticos transponibles que contienen genes de resistencia a antibidticos son
relativamente raros entre las bacterias lacticas (von Wright y Sibakov, 1998). Entre los
lactobacilos, se ha observado que ciertas cepas de Lb. fermentum, Lb. acidophilus, Lb. reuteri
y Lb. plantarum portan plasmidos que confieren resistencia frente a la eritromicina (y
macrélidos similares), tetraciclina y cloranfenicol. Por lo tanto, aunque la posibilidad de
propagacion de resistencias a antibiéticos a partir de bacterias lacticas de origen alimentario
parezca remota (de hecho no se ha observado nunca hasta el momento), tampoco puede ser
completamente excluida y debe ser evaluada. En cualquier caso, cuando se comparan perfiles
de resistencia a antibidticos es importante diferenciar entre la resistencia intrinseca y la
mediada por elementos genéticos especificos. EI gemplo de la resistencia intrinseca a la
vancomicina puede servir de gjemplo ilustrativo. La vancomicina es uno de los antibioticos

empleados en € tratamiento de infecciones por estafilococos multirresistentes, por lo que es
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particularmente importante que la resistencia a dicho antibiético no sea transferida a
patdgenos. Muchas especies de lactobacilos (p.gj.: Lb. rhamnosus, Lb. casei y Lb. paracasei),
pediococos y leuconostocs son intrinsecamente resistentes a la vancomicina debido a la
estructura que adoptan los precursores del peptidoglicano de su pared celular (Billot-Klein y
col., 1994). Muchas cepas de tales microorganismos se encuentran de forma natural en los
alimentos, se emplean en la industria alimentaria como cultivos iniciadores 0 como
probidticos, o forman parte de la microflora nativa del tracto gastrointestinal. Pues bien, hasta
la fecha no existe ninguna evidencia de que e fenotipo de resistencia intrinseca a la
vancomicina pueda ser transferido a ninglin otro microorganismo presente en los alimentos o

en € intestino.

Probiéticos: ¢alimentos o farmacos?

La Unién Europea no permite por e momento que los alimentos puedan utilizar como
reclamo efectos directos sobre la salud de los consumidores, a pesar de que, en la préctica, en
la publicidad de muchos productos (especialmente lacteos) que contienen probiéticos se suele
hacer referencia a efectos beneficiosos, como “la estimulacion de las defensas del
organismo” . Resulta evidente que los alimentos probioticos, a igual que el resto de alimentos
funcionales, suponen un desafio para las autoridades legidativas a la hora de establecer
claramente qué beneficios relacionados con la saud se pueden reclamar y difundir
publicitariamente en asociacion con los aimentos (Mollet y Rowland, 2002). En otras
palabras. ¢donde se deben situar los limites entre un alimento funcional y un producto
farmaceutico? El hecho de que tanto las industrias alimentarias como las farmacéuticas
persigan activamente el desarrollo de nuevos alimentos funcionales no contribuye a aclarar la
situacion. Recientemente, la Alta Corte de Justicia de Hamburgo (Alemania) ha dado un paso
significativo hacia la resolucion de esta controversia al aprobar el empleo de la reclamacion
de “edtimulacion del sistema inmune’” para un aimento aleman (Hanseatisches

Oberlandesgericht Hamburg, 2001).
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Tabla 1. Principales especies de bacterias |&cticas y bifidobacterias empleadas como

probi6ticos humanos

Lactobacillus spp.:

Lb. acidophilus
Lb. amylovorus
Lb. casai

Lb. crispatus
Lb. delbrueckii
Lb. fermentum
Lb. gasseri

Lb. johnsonii
Lb. paracasel
Lb. plantarum
Lb. reuteri

Lb. rhamnosus

Lb. salivarius

Otras bacterias | &cticas:

Enterococcus faecium
Lactococcus lactis

Streptococcus thermophilus

Bifidobacterium spp.:

B. animalis (B. lactis)
B. bifidum

B. breve

B. infantis

B. longum

Basado en: Collinsy col. (1998), Tannock (1999) y Klaenhammer y Kullen (1999).



Tabla 2. Principales criterios para la seleccidn de bacterias probidticas

| dentificacion taxondmicainequivocay trazabilidad

Habitante normal de la especie hospedadora

Ausencia de toxicidad y/o de patogenicidad

Estabilidad genética

Supervivencia durante transito gastrointestinal en especie diana
Adherencia a mucosas

Capacidad de supervivenciay proliferacion en lugar diana
Capacidad de competir con lamicrobiotadel lugar diana

© 0 N o 0 bk~ W DN P

Actividad antimicrobiana frente a microorganismos no deseables

10. Produccion de compuestos bioactivos (enzimas, péptidos, vacunas)
11. Propiedades inmunomodul adoras

12. Antimutagenicidad y/o anticarcinogenicidad

13. Efecto(s) beneficioso(s) clinicamente documentados

14. Capacidad de produccion en masa

15. Estabilidad durante procesos tecnol 6gicos

16. Estabilidad durante almacenamiento y distribucion

17. Ausencia de propiedades organol épticas indeseables en | os alimentos

Basado en: Collinsy col. (1998) y Klaenhammer y Kullen (1999).



Tabla 3. Principal es pruebas recomendadas para la evaluacion de la seguridad de los

probioticos

Propiedad Pruebas

Actividad metabdlica Produccién aminas bidgenas
Desconjugacion de sales biliares (7-hidroxilasa)
Produccién de &cido D-lé&ctico
Degradacion de lamucina
Actividad colil-glicina hidrolasa
Actividad azoreductasa
Actividad nitroreductasa
Actividad -glucuronidasa
Actividad B-glucosidasa

Infectividad Datos epidemiol 6gicos
Adhesividad
Invasividad de células endoteliales
Produccion de hemolisinas
Antibiograma
Agregacion de plaquetas
Agregacion de eritrocitos
Ensayos de fagocitosis
Ensayosin vivo
(ratones irradiados, ratas inmunodeficientes)

Transferencia Transferencia de plasmidos por conjugacion
genética

Basado en: Salmineny col.(1998c), O'Brieny col. (1999).



CAPITULO 2

LECHE MATERNA Y PLACENTA: FUENTES DE BACTERIAS
PROBIOTICASPARA EL RECIEN NACIDO Y EL FETO

Rocio Martina, Susana Langaa, Carlota Reviriegoa, Esther Jiméneza, Maria L. Marina,
Monica Olivares b, Leonides Fernandeza, Jordi Xaus b y Juan M. Rodrigueza
aDepartamento de Nutricién, Bromatologiay Tecnologia de los Alimentos, Universidad
Complutense de Madrid. bDepartamento de Immunologia, Puleva Biotech, Granada

Leche humanay bacterias |&cticas

Como es sobradamente conocido, |aleche materna constituye el mejor alimento paralos
bebés durante los primeros meses de su vida. En primer lugar, satisface todos sus
requerimientos nutritivos durante esta etapa de rapido crecimiento. En segundo lugar,
diversos estudios han demostrado que |a leche de la madre confiere al recién nacido una
notable proteccion frente a enfermedades infecciosas (Lopez-Alarcon y col., 1997;
Wright y col., 1998). Este efecto puede ser debido a la accion combinada de algunos
componentes de la leche, como inmunoglobulinas, linfocitos, macréfagos y diversas
sustancias con propiedades antimicrobianas (Saavedra, 2002). Ademés, laleche materna
también contiene sustancias prebidticas que estimulan de forma selectiva e crecimiento
de bacterias deseables en € intestino infantil (Dai y Walker, 1999; Drasar y Roberts,
1990). Aunque resulta indudable que en los Ultimos afios se han producido grandes
avances en el campo de la nutricion infantil, todavia existen diferencias cuantitativa y
cualitativamente importantes entre la leche humana y las formulas infantiles. Es
probable que este hecho sea el principal responsable de las diferencias observadas entre
la microbiota intestinal de los nifios que reciben lactancia materna y la de aquellos
alimentados con formulas infantiles (Yoshioka y col., 1983; Benno y col., 1984;
Harmsen y col., 2000; Favier y col., 2002; Mackiey col., 1999).

Desde un punto de vista microbioldgico, los estudios sobre leche materna se han
restringido casi completamente a la deteccion e identificacion de bacterias
potencialmente patdgenas relacionadas con casos de mastitis; en contraste, apenas
existen estudios sobre la microbiologia de la leche humana obtenida de mujeres sanas.
La leche materna es el Unico alimento ingerido por muchos bebés, una subpoblacion
especialmente sensible a las enfermedades infecciosas (Morris y Potter, 1997). Por lo
tanto, si se aislaran bacterias con efectos probidticos a partir de este fluido bioldgico,
estas serian particularmente atractivas para los sectores alimentario y médico, ya que
inmediatamente cumplirian algunos de los requisitos generalmente recomendados para
bacterias empleadas como probidticos humanos, tales como origen humano, ingestion
infantil prolongada sin efectos adversos y adaptacion a substratos lacteos (Collinsy coal.,
1998; Mattila-Sandholm y col., 1999; Ouwehand y col., 1999).

En los dltimos dos afios, nuestro grupo ha investigado la presencia de bacterias lacticas
0 bacterias del &cido léctico (BAL) en muestras de leche fresca de 8 mujeres sanasy ha
podido aislar BAL en nimeros relativamente elevados (>103 ufc ml-1) a partir de todas
ellas. Este hecho sugiere que la presencia de bacterias potencialmente probidticas en la
leche materna es un fendmeno ampliamente extendido, y que este fluido puede
constituir una de las principales fuentes de bacterias para € intestino del neonato. De
hecho, varias de las cepas aisladas han mostrado propiedades probidticas tanto in vitro
como invivo (Martiny col., 2002).

Entre las BAL aisladas inicialmente de leche materna en diversos medios de cultivo
(MRS, MRS pH 5.5, GM17, LM17, Elliker, KAA, RCM, APT, Nutrient Agar), se
seleccionaron 50 al azar (incluyendo aislados con morfologia bacilar y cocoide). La



mayor parte de los aislados con morfologia bacilar se identificaron como Lactobacillus
gasseri mediante PCR especie-especifica 'y secuenciacion de la fraccion 16S del rRNA.
Por su parte, la mayoria de los aidados cocoides fueron identificados como
Enterococcus faecium empleando las mismas técnicas (Martin y col., 2002). Ambas
especies se incluyen entre las que contienen cepas probidticas comerciaes (Coallins y
col., 1998; Holzapfel y col., 1998). Aunque los enterococos estdn intimamente
asociados con una amplia variedad de alimentos fermentados, contribuyendo al
desarrollo de sus propiedades organol épticas, su empleo como probidticos requiere una
evaluacion cuidadosa ya que algunas cepas (especiamente de la especie E. faecalis)
poseen factores de virulencia y pueden transmitir genes de resistencia a antibioticos
mediante procesos de conjugacion (Eaton and Gasson, 2001). No obstante, todas las
cepas de enterococos aisladas en este trabajo se sometieron a un andlisis de posibles
factores de virulencia siguiendo el esquema propuesto por Eaton and Gasson (2001) y
no se pudo detectar ningun factor de virulencia (ni los genes que los codifican) en
ninguna de las cepas (resultados no publicados). En consecuencia, la leche materna de
mujeres sanas puede ser considerada como una fuente de bacterias seguras.

Nuestros resultados indican que la leche materna juega un papel importante en la
iniciacion y evolucion de la microflora intestinal del neonato. EI predominio de un
nimero muy reducido de especies altamente competitivas (p.g.: Lb. gasseri y E.
faecium) en la leche podria explicar porgué la microbiota intestina de los bebés
alimentados con leche materna esté integrada por un espectro muy reducido de especies
y porqué se empieza a hacer mas compleja coincidiendo con €l inicio del destete (Hall y
col., 1990; Favier y coal., 2002). Previamente, se ha observado que la composicion de la
microflora intestinal esta profundamente influenciada por la dieta del nifio (Y oshiokay
col., 1983; Benno y col., 1984; Mackiey col., 1999), y que la introduccion de alimentos
solidos y la paulatina retirada de la leche materna coincide con grandes cambios en la
microbiotaintestinal (Favier y col., 2002).

La aimentacion de los bebés mediante lactancia materna se ha asociado a tasas
significativamente més bajas de asma (Gdalevich y col., 2001a) y dermatitis atOpica
(Gdaevichy cal., 2001b) en la poblacion infantil. Las BAL de laleche materna podrian
jugar un papel en este efecto protectivo ya que se ha descrito que algunos lactobacilos
de origen humano pueden prevenir la aparicion de atopia mediante diversos
mecanismos (Kallioméki y col., 2001). De hecho, se considera que las bacterias
intestinales son uno de los estimulos mas importantes para € desarrollo del tejido
linfoide asociado a la mucosa intestinal y que pueden promover procesos
antialergénicos (Kalliomaki y col., 2001). La presencia de BAL en la leche humana
podria explicar, al menos parciamente, la existencia de ciertas sustancias prebidticas en
dicho fluido; recientemente se ha demostrado que los lactobacilos de origen humano
pueden sintetizar este tipo de compuestos gracias a sus fructosil- y glucosiitransferasas
(Kralj y col., 2002; van Hijumy col., 2002).

Origen de las bacterias lacticas presentes en la leche materna 'y en el intestino del
neonato

Para dilucidar el origen de las BAL aisladas de la leche materna y su papel en la
colonizacion del intestino del recién nacido, se aislaron BAL a partir de diferentes
fuentes maternales e infantiles, incluyendo meconio, heces (de las madres y |10s nifios),
leche, hisopos obtenidos a partir de areola mamaria, piel del pecho, perinéy vagina de
las madres, y muestras de placenta, liquido amniético y cordon umbilical. Todas las



muestras fueron recogidas asépticamente por parte del personal médico de los hospitales
donde nacieron los respectivos nifios.

Entre las BAL aisladas de cada paregja madre-nifio, se seleccionaron aproximadamente
150 bacilos y 150 cocos. Cada una de las muestras de meconio, heces maternas e
infantiles, placenta, liquido amniético y cordén umbilical, y las procedentes de areola
mamaria y vagina, proporcionaron alrededor de un 10% de los aislados (80% en total).
Los aidlados de leche representaron el 18% del total. Finalmente, los hisopos de periné
(1%) y piel del pecho (1%) contribuyeron con un nimero muy pequefio de aislados
debido alas dificultades observadas para obtener BAL de ambas fuentes.

Inicialmente, los aislados seleccionados se sometieron a andlisis con la técnica RAPD
empleando 5 cebadores independientes en el caso de los lactobacilos (Veyrat y col.,
1999) y una pareja en el caso de los enterococos (Knijff y col., 2001), observandose una
variabilidad de perfiles de RAPD. Sin embargo, dentro de cada pareja madre-nifio,
algunos aislados procedentes de diferentes muestras (leche, heces maternas, meconio,
areola mamaria, placenta, liquido amnidtico y/o cordon umbilical) compartian €l mismo
perfil de RAPD con todos los cebadores empleados. En € caso de los bacilos, se
comprob6 mediante PCR (Song y col., 2000; Walter y col., 2000) que,
independientemente de la pareja madre-nifio analizada, todos |os bacilos que compartian
los perfiles pertenecian a la especie Lb. gasseri. Este resultado no es sorprendente ya
gue esta especie se encuentra generalmente asociada a las mucosas humanas (Zoetendal
y col., 2002). Adicionamente, se identificaron algunas cepas de Lb. fermentum (leche
materna) y Lb. salivarius (heces infantiles) entre los lactobacilos que no compartian
perfiles de RAPD.

Similares resultados se obtuvieron con los cocos ya que, dentro de cada pargja,

también existian aidados procedentes de las fuentes anteriormente citadas que
compartian el mismo patrén de RAPD. Todos estos aislados fueron identificados como
E. faecium mediante PCR (Dutka-Malen y col., 1995). En las Ultimas semanas se han
iniciado andlisis de | as cepas mediante la técnica de PFGE y los resultados preliminares
estén en total consonancia con los obtenidos con los RAPDs.
Resulta particularmente interesante que ninguna de las escasas BAL aisladas de la piel
de los pechos de las mujeres participantes compartiera perfiles de RAPD con las BAL
aisladas de leche 0 areola mamaria de las mismas mujeres. Este hecho indica, en primer
lugar, que la contaminacién cruzada de la leche con bacterias de la piel de la madre
tiene, en e mejor de los casos, un escaso protagonismo como fuente de BAL para €l
intestino del lactante; en segundo lugar, que las BAL aisladas de la leche tienen un
origen enddgeno. Igualmente relevante es el hecho de que ninguna de las cepas aisladas
de vagina o periné de las madres mostraran perfiles de RAPD similares o idénticos alos
de cepas aidadas de otras fuentes maternales y/o infantiles. A pesar de no existir
evidencias cientificas, la idea de que la colonizacion del intestino del neonato empieza
durante el parto debido a la contaminacion de la cavidad oral del recién nacido con
bacterias procedentes de la vagina (o, por proximidad anatémica, del recto de la madre)
ha sido ampliamente aceptada (Tannock, 1995; Isolauri y col., 2001; Favier y col.,
2002) desde los estudios clasicos de Tissier (1900) sobre la adquisicién de la microflora
intestinal infantil. Tal hipotesis es contraria a los hallazgos de este trabajo que sugieren
gue € transito através del cana del parto no es una fuente remarcable de bacterias para
el intestino neonatal. De hecho, en este trabao no se han encontrado diferencias
significativas entre la composicion cuantitativa y cualitativa de la flora lactica intestinal
del Unico bebé que nacid por cesareay la del resto de bebés, nacidos por parto natural.
Obviamente, seran necesarios més estudios para verificar estos hallazgos.



En conjunto, nuestros resultados indican claramente que la leche materna es una fuente
importante de BAL para €l intestino infantil ya que aporta de forma continuada una
concentracion relativamente elevada de estas bacterias. Inicialmente, en este trabgjo
también se incluyeron medios (como el VRBA) y condiciones de incubacién adecuados
para e crecimiento de bacterias Gram-negativas, sin embargo, no se pudo aidar
ninguna bacteria Gram-negativa a partir de leche, meconio o de heces infantiles, o que
coincide con la reciente observacion de que la flora intestinal neonatal est4 dominada
por un escaso numero de especies Gram-positivas (Favier y cal., 2002).

La glandula mamaria se prepara para la lactacion mediante una serie de procesos que
ocurren durante la adolescencia y la gestacion. En esta Ultima etapa, la influencia de
diversas hormonas se traduce en un gran aumento en e nimero y tamafio de los
conductos y alveolos mamarios. En la Ultima fase del embarazo, los 16bulos del sistema
alveolar alcanzan su mayor grado de desarrollo y se pueden empezar a secretar
pequeiias cantidades de calostro. Adicionalmente, los pezones y las areolas mamarias
crecen marcadamente y las glandul as sebaceas que se encuentran en su interior se hacen
mas prominentes (Beischer y col., 1997). Todos estos cambios proporcionan las
condiciones adecuadas para la formacion de biofilms ricos en BAL en € interior de los
conductos mamarios 'y en las rugosidades y glandulas de la areola mamaria. Finalmente,
el aumento del suministro de linfa y sangre a la glandula mamaria y la liberacion de
oxitocina que provoca la contraccion de las células miopeiteliales que revisten los
alveolos mamarios también pueden facilitar la presenciade BAL en laleche (Beischer y
col., 1997).

L a placenta como fuente de bacterias |acticas para el intestino fetal

En este estudio, no hubo ninguna dificultad para aislar BAL a partir de muestras de
placenta, liquido amnidtico, cordon umbilical y meconio de recién nacidos que no
habian recibido ningun alimento, incluyendo las obtenidas del nifio nacido por cesérea.
Es muy significativo que, dentro de la misma pareja madre-nifio, algunas cepas aisladas
de tales fuentes mostraran perfiles de RAPD idénticos a los obtenidos con cepas
aisladas leche y de las heces de las madres y de los nifios. Globalmente, estos hallazgos
sugieren que ciertas BAL del intestino maternal pueden cruzar la barrera placentaria 'y
alcanzar €l intestino fetal mediante la deglucion de liquido amniético. Adicionalmente,
parecen indicar que la capacidad de algunas BAL intestinales para extenderse a otros
tgidos u oOrganos de hospedadores humanos sanos ha sido tradicionalmente
infraval orada.

Aunque los problemas clinicos relacionados con lactobacilos son muy escasos, se han
descrito algunos casos de endocarditis, septicemia o0 abscesos hepéticos causados por
estas bacterias, habitualmente en pacientes con graves enfermedades previas (Rautio y
col., 1999; Alvarez-Olmos y Oberhelman, 2001). Obviamente tales casos no son
representativos de 1o que puede suceder en un hospedador sano pero ilustran el hecho de
que ciertos lactobacilos tienen mecanismos para extenderse desde el intestino a
localizaciones extraintestinales. En un hospedador sano, estas bacterias no provocan
ninguna sintomatol ogia, por |0 que no se investiga su presencia extraintestinal y pasan
completamente desapercibidas. Conviene recalcar que el consumo de lactobacilos (y
otras BAL) es extraordinariamente seguro ya que cada afio se consumen en € mundo
billones de dosis de productos gque los contienen (Hamilton-Meyer y col., 1999; Reid,
2002) y el escasissmo nimero de casos clinicos en los que estéan implicados se puede
considerar irrelevante desde un punto de vista epidemiol ogico.



Probablemente las BAL habiten, de forma transitoria o permanente, en diversas
localizaciones del cuerpo humano, fuera de los tractos digestivo y genitouriario a los
que estén tradicionalmente asociados. En tales localizaciones, las BAL no solo no
tendrian un efecto negativo parala salud del hospedador sino que contribuirian a gjercer
los efectos probidticos extraintestinales que se estén poniendo de manifiesto en los
altimos afos y que resultan muy dificiles de explicar s estas bacterias estuvieran
confinadas en € intestino (Aso y col., 1995). Recientemente, se han obtenido evidencias
clinicas irrefutables que demuestran que ciertos lactobacilos probiéticos administrados
oralmente a mujeres con infecciones vaginales eran capaces de llegar a la mucosa
vaginal por viaendbégenay gercer un efecto antiinfeccioso (Reid y col., 2001).

El hipotético mecanismo que emplearian las BAL maternales para atravesar €l epitelio
intestinal y alcanzar la glandula mamaria, la placenta y otras localizaciones podria ser
similar a representado en la Figura 1. Tradicionalmente se pensaba que las bacterias
sblo podian atravesar € epitelio intestinal intacto a través de las células M, unas células
epiteliales especializadas que se localizan en las placas de Peyer. Recientemente, se ha
demostrado que las células dendriticas existentes en la lamina propia pueden penetrar €l
epitelio intestinal intacto y captar bacterias directamente de la luz intestinal (Rescignoy
col., 2001). Mas concretamente, las células dendriticas son capaces de abrir las zonas de
oclusion entre enterocitos adyacentes, proyectar dendritas al exterior del epitelio y
captar células viables, preservando la integridad de la barrera intestinal mediante la
expresion de las proteinas que integran las zonas de oclusion (Figura 1A). Empleando
este mecanismo, una cepa de Salmonella typhimurium no invasiva fue capaz de |legar
viable al bazo de ratones inoculados por via oral (Rescigno y col., 2001). Una vez
dentro de las células dendriticas (0 de otras poblaciones de linfocitos), las bacterias
pueden propagarse facilmente a mucosas distantes de la del aparato digestivo ya que es
bien conocida la circulacion de linfocitos dentro del sistema linfoide asociado a
mucosas (Roitt, 1994) (Figura 1B). Los linfocitos estimulados por la presencia de las
BAL podrian migrar desde la mucosa intestinal y colonizar mucosas distantes, como las
de los tractos respiratorio y genitourinario, las de las gléandulas salivares y lacrimales, y,
lo que es mas relevante para este trabgjo, la de la glandula mamaria de las mujeres
embarazadas y/o lactantes (Figura 1B).

El aisamiento de BAL a partir de placenta, liquido amniético y corddén umbilical y el
hecho de que algunos aislados tengan perfiles genéticos idénticos a los mostrados por
otras BAL aisladas de meconio (incluso en € caso del nifio obtenido por cesarea)
indican que, contrariamente a lo supuesto hasta la fecha (Tissier, 1900; Tannock, 1995;
Isolauri y col., 2001; Favier y col., 2002), ciertas BAL pueden atravesar la placenta y
colonizar el intestino en una fase prenatal. Posiblemente, el intestino fetal se coloniza
con concentraciones relativamente bajas de BAL. Tras el nacimiento, y unavez iniciada
la lactancia, se iniciaria una segunda fase en la que € intestino recibiria cantidades
mucho més elevadas de estas bacterias que g ercerian efectos beneficiosos para el nifio.
Es significativo que entre las pocas bacterias capaces de penetrar barreras complejas
como la placenta o € sistema nervioso central se encuentren diversas especies del
género Streptococcus, unas bacterias que genética y bioguimicamente se encuentran
muy proximas a las BAL (Nassif y col., 2002). La placenta es un organo muy
especializado que deriva de laporcion del trofoblasto que esta en contacto directo con la
decidua uterina. Inicialmente, tres capas bien definidas separan las circulaciones
materna y fetal pero, a medida que avanza la gestacion, ambas circulaciones se
aproximan al hacerse cada vez més finas dichas capas. Al final del embarazo, se
produce un aumento en la eficiencia del intercambio de nutrientes, productos de
desecho y gases entre la madre y el feto debido al gran estrechamiento de esta barrera



(Mahan y Arlin, 1992). Este incremento del intercambio podria facilitar €l paso de
ciertas BAL de lamadre a feto; seguidamente, se iniciaria la colonizacién intestinal del
feto como una primera adaptacion a la vida extrauterina. Esta hipétesis explicaria los
resultados obtenidos en este trabgjo.

Probando nuestra hipotesis en ratones

E. faecium JLM 3, una cepa aislada de heces de uno de los lactantes, se selecciond para
investigar s realmente se produce una transferencia de BAL del intestino materno a
intestino fetal a través de la placenta, en primera instancia, y, posteriormente, a
intestino del neonato através de laleche. Parafacilitar la deteccién especifica de la cepa
seleccionada, se recurrid a un marcaje genético novedoso. En primer lugar, se amplifico
mediante PCR un fragmento de 189 pb que comprendia la unién entre el promotor 35S
rRNA del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y e gen EPSPS (5-enolpiruvil-
shiquimato-3-fosfato sintetasa) de Agrobacterium tumefaciens. La amplificacién se
produjo a partir de DNA cromosdomico de la soja transgénica RoundUp Ready
(Monsanto), empleando cebadores a los que se les habia incorporado lugares de
restriccion para la enzima BamHI para facilitar la posterior clonacion del fragmento en
el vector pTG262. El plasmido resultante se introdujo por electroporacion en las células
de E. faecium JLM3. Una vez confirmada |la estabilidad del plasmido recombinante en
esta cepa, se procedidé a la administracién por via oral de 200 [l de leche con
aproximadamente 109 ufc de la cepa marcada a 4 ratonas Balb/c gestantes (grupo A).
Posteriormente, estas ratonas recibieron la misma dosis cada dos dias hasta € parto.
Paralelamente, otro grupo de ratonas (grupo B) recibieron leche no inoculada (con la
misma pauta de administracion) y sirvieron como control negativo. Dos dias antes €l
parto, la cepa marcada puso ser detectada, no solo en las heces e intestino grueso de las
ratonas del grupo A, sino también en liquido amnidtico, placentay fetos procedentes de
los animales de ese grupo, lo que demostré que esta cepa puede cruzar la barrera
placentaria. Ademas, se observd que otras BAL también estaban presentes en esas
muestras. Por 1o que respecta a grupo B, aunque se obtuvieron algunas BAL a partir de
las mismas muestras, ninguna correspondia a la cepa marcada. El hecho de que otras
BAL pudieran ser aisadas del liquido amnidtico de ratonas no tratadas refuerza la
hipétesis de que ciertas BAL maternales tienen la capacidad de atravesar la placenta de
hospedadores sanos sin comprometer la salud del feto ni 1a de la madre, y sugiere que
no se trata de un fendmeno excepcional.

Tras el parto, y antes de que los neonatos ingirieran leche, no se detectaron BAL en
algunos de los 6rganos analizados (p.gj.: bazo, higado, corazon, rifiones y pulmones), 1o
gue sugiere que aungue algunas BAL estan presentes en €l liguido amniético, placentay
feto, no se produce una diseminacién o septicemia generalizada en €l neonato. Ademas,
solo se pudieron detectar pequefias cantidades de BAL en e estdbmago, intestino
delgado e intestino grueso de los neonatos, por |o que posiblemente ni la via placentaria
ni la vaginal suponen una fuente importante de BAL para los recién nacidos. Una vez
iniciada la lactacion, la cepa marcada pudo ser aislada en grandes cantidades a partir de
laleche coagulada contenida en |os estdmagos de |os neonatos del grupo A, y también a
partir de muestras de sus intestinos delgado y grueso, |o que revela que laleche materna
es probablemente la fuente mas importante de BAL para € neonato, por |o menos desde
un punto de vista cuantitativo. EI hecho de que no se pudieran encontrar diferencias
significativas entre los recuentos de BAL no marcadas obtenidos de neonatos de ambos
grupos, refuerza la idea de que la leche materna puede ser la principal fuente de BAL
paralos recién nacidos.



Actualmente, nuestro trabajo se dirige a dilucidar la composicién, origen y significado
biol6gico de la microbiota intestinal fetal y neonatal, incluyendo no sélo alas BAL sino
también a otros grupos bacterianos. Para ello, se esta recurriendo a técnicas moleculares
mas adecuadas como la PCR-DGGE (Satokari y col., 2001; Favier y col., 2002; Wang y
col., 2002; Zoetendal y col., 2002). En el caso de que nuestros hallazgos preliminares se
confirmen, estos tendrian consecuencias practicas importantes ya que implicaria que la
modulacién de la microflora intestinal de la madre puede afectar directamente a la
composicion de la microflora del neonato y, en Ultima instancia a su salud. Ademés, la
leche materna podria convertirse en una fuente muy atractiva para obtener BAL
probiéticas.
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Figura 1. Modelo hipotético para explicar como algunas BAL del intestino maternal podrian
transferirse a intestino del feto y del neonato. (A) Las células dendriticas podrian penetrar el epitelio
intestinal para captar LAB directamente de la luz intestinal. (B) Los linfocitos estimulados por la
presencia de BAL podrian migrar desde la mucosa intestinal y colonizar mucosas distantes, ya que
hay una circulacién de linfocitos dentro del sistema linfoide asociado a mucosas. Abreviaturas.
MGML, mucosa de la glandula mamaria lactante; MGSL, mucosa de las glandulas salivares y
lacrimales; MTG, mucosa del tracto genitourinario; MTR, mucosa del tracto respiratorio; GLM,
ganglio linfético mesentérico; PP, placas de Peyer y tgjido linfoide asociado.
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I ntroduccion

Lafermentacion es una de las técnicas de conservacion de alimentos més antiguas que
se conocen. Ademas, |os procesos fermentativos permitieron disponer de una mayor variedad
de alimentos que, en general, tenian mejores propiedades organolépticas que las materias
primas originales. Asi, las fermentaciones acohdlicas se explotan desde hace mas de 5000
anos para la elaboracion de cerveza, vino y otras bebidas alcohdlicas (Borgstrom, 1968), y
existen evidencias de la produccion de queso desde e Neolitico. Sin embargo, la Humanidad
no se dio cuenta de que los microorganismos fermentativos podian ejercer efectos
beneficiosos sobre la salud de los consumidores hasta que, a principios del siglo XX,
Metchnikoff relaciond el consumo de los microorganismos presentes en e yogur como la
causa de la elevada longevidad de los campesinos bulgaros (Metchnikoff, 1907). Se iniciaba
asi e estudio de lo que actualmente conocemos como probidticos. Con € paso del tiempo y
los progresos cientificos en este campo, e concepto de probidtico ha ido evolucionado. Una
de las definiciones més completa podria ser “preparacion o producto gue contiene
microorganismos bien definidos, viables y en nimero suficiente, los cuales son capaces de
alterar la composicion de la microflora (ya sea por colonizacion o implantacion) en un
compartimento del huésped y que, por ello, son capaces de gjercer un efecto beneficioso para
éste” (Schrezenmeier y Vrese, 2001), ya gque integra otras anteriores (Lilly y Stillwell, 1965;
Fuller, 1989; Salminen, 1996). Sin embargo, posiblemente seria mas sencillo y exacto definir
a los probidticos como microorganismos vivos que egjercen un efecto beneficioso sobre su
hospedador.

Paralelamente a la creciente complejidad de la definicidén de probidticos, se han ido
proponiendo diversos criterios que deberian cumplir ciertos microorganismos para poder ser
considerados como “ buenos’ probidéticos. No obstante, la evaluacion de las propiedades que

debe reunir un probidtico se suele enfrentar a algunas dificultades técnicas. En este sentido,



los modelos in vivo no se pueden aplicar para la evaluacion inicial de un numero
relativamente elevado de cepas ya que plantean problemas econdmicos y/o éticos y suelen
requerir mucho tiempo. Por este motivo, se han establecido diversos criterios in vitro que, a
priori, deberian facilitar la seleccion de cepas con potencia probidtico. Es importante tener en
cuenta que las diferencias existentes entre las condiciones in vivo e in vitro hacen que los
resultados obtenidos en los ensayos in vitro se tengan que considerar como meramente
orientativos pero, en ningun caso, como definitivos. Hasta la fecha, se han propuesto mas de
20 criterios de seleccidn de probidticos (Collins y col., 1998; Mattila-Sandholm y col., 1999;
Ouwehand y col., 1999).

Acer ca delas fuentes de probidticos

Dado que €l intestino fetal se suele considerar estéril, la flora intestinal infantil va a
estar determinada, en primera instancia, por la composicion de las floras vaginal, fecal y
dérmica de la madre (Tannock y col., 1995; Favier y col., 2002) y, posteriormente, por la
alimentacion tras el destete (Mackiey col., 1999; Favier y col., 2002). Este planteamiento nos
condujo a andlizar la presencia de cepas candidatas en dos fuentes poco habituales: la leche
materna, puesto que se trata del principal y, en muchos casos, Unico alimento que recibe el
recién nacido y, por otro lado, alimentos fermentados (quesos y embutidos) consumidos
frecuentemente por nifios y adultos. También se aislaron cepas de heces de nifios alimentados
con lactancia materna. Tradicionalmente, las investigaciones sobre probi6ticos humanos se
han centrado en un nicho ecolégico: la mucosa intestinal y/o las heces. Sin embargo, las
bacterias del acido lactico (prototipo de los probidticos, junto con las bifidobacterias) habitan
de forma natural otros substratos, como los alimentos fermentados. El hecho de que existan
pocas cepas probi6ticas comerciales aisladas de fuentes no relacionadas con el intestino puede
deberse a la influencia de un criterio de seleccién muy extendido: que las cepas probidticas
sean aidadas de muestras de la misma especie a la que se vayan a aplicar (Collins y col.,
1998).

Tras el aislamiento de las cepas (aproximadamente 2000 colonias de alimentos
fermentados, 2500 de leche materna 'y 1000 de heces infantiles), se evaludé un extenso niUmero
de propiedades, que se pueden clasificar en cuatro grupos:. 1) aspectos taxonémicos, 2)
adaptacion al hospedador y ecosistema diana, 3) propiedades funcionales y 4) aspectos
tecnolégicos. Para comparar € potencial probidtico de las cepas aidadas, en los diversos

ensayos se incluyeron tres cepas comercializadas con gran éxito en Europa: Lactobacillus



rhamnosus GG (Activ®, Valio), Lb. johnsonii Lal (LC1®, Nestlé) y Lb. casei imunitass

(Actimel®, Danone). Los resultados obtenidos se describiran alo largo de este capitulo.
Aspectos taxondémicos

Al iniciar nuestros estudios, disponiamos de aproximadamente 5500 aislados, de los
gue se seleccionaron inicialmente los que reunian las siguientes caracteristicas. cocos o
bacilos Gram-positivos, inmoviles, catalasa- y oxidasa-negativos. Todos los aislados
pertenecientes a género Enterococcus se eliminaron del proceso de seleccion, debido a la
controversia existente sobre su seguridad (ver Capitulo 4). Progresivamente, se fueron
descartando aislados, ya que, por gemplo, la técnica de RAPD revel6 que muchos de los
aislados procedentes de una misma fuente constituian realmente una misma cepa. En adelante,
solo se presentaran los resultados correspondientes a las cepas que fueron seleccionadas al
final del estudio.

La identificacion taxonémica precisa es una de las primeras caracteristicas necesarias
para seleccionar un potencial probidtico. La clasificacion de las bacterias lacticas no puede
basarse exclusivamente en caracteristicas bioquimicas y fenotipicas, ya que esta aproximacion
frecuentemente conduce a resultados erroneos. Por eso, se recurrio ala PCR con cebadores
especificos de especie, ala secuenciacion de la fraccion 16S del rRNA y a andlisis del patron
de proteinas totales (SDS-PAGE) para determinar la afiliacién taxondmica de nuestras cepas.
Las cepas seleccionadas por su potencial probidtico pertenecian a las siguientes especies
(entre paréntesis se indica su fuente): Lb. coryniformis (queso), Lb. salivarius (heces de nifio),
Lb. gasseri (leche materna) y Lb. fermentum (leche materna). Finalmente, se recurrio a las
técnicas RAPD (Williams y col., 1990) y AFLP (Powels y Simons, 2003) para obtener una
identificacion al nivel de cepa (Fig. 1). Estas cepas se depositaron en la Coleccion Espariola
de Cultivos Tipo (CECT), de acuerdo con las normas del Tratado de Budapest, con los
siguientes numeros de referencia: Lb. coryniformis CECT5711, Lb. salivarius CECT5713, Lb.
gasseri CECT5714, Lb. gasseri CECT5715y Lb. fermentum CECT5716.

Aungue los microorganismos de estas especies se suelen considerar seguros (GRAS),
las cepas se sometieron a algunas pruebas de seguridad: (1) evaluacion de la capacidad
infectiva mediante el uso de células intestinales (Caco-2) y un modelo de epitelio intestinal in
vitro (Rescigno y col., 2001); (2) potencial para degradar mucinas siguiendo el método
descrito por Zhou y col. (2001); (3) produccion de aminas bidgenas mediante el

procedimiento de Joosten y Northolt (1989); (4) andlisis de actividades enzimaticas (sistema



APIZYM); (5) antibiograma; y (6) administracion por via oral a ratones (30 dias). Los

resultados obtenidos confirmaron la seguridad de las cepas de Lactobacillus seleccionadas.
Adaptacion al hospedador y ecosistema diana

En este apartado se han agrupado aguellos prerequisitos que deben cumplir las cepas
candidatas a probidticas, como laresistenciaal transito por €l aparato digestivo y la capacidad
de colonizacion del epitelio intestinal.

A lo largo del trénsito gastrointestinal, las bacterias se exponen a diversas secreciones
(géstrica, pancredtica, biliar) cuyas caracteristicas pueden comprometer la viabilidad celular.
Por lo tanto, las bacterias probidticas deben resistir dicho transito y alcanzar el intestino en
una concentracion suficiente para gjercer un efecto beneficioso en € huésped. Cuando se
analizé por separado laresistenciade las cepas a pH &cidoy alas sales biliares, los valores de
viabilidad fueron del 70% o superiores,; sin embargo, |a tasa de supervivencia se situd entre un
15 y un 50% cuando los cultivos se sometieron a ambos tratamientos de forma consecutiva
(Fig. 2A). Posteriormente, se recurrido a un modelo patentado por e TNO (Holanda) que
simula € transito de las bacterias por €l aparato digestivo, incluyendo las diferentes
secreciones, 1os tiempos de vaciado y los movimientos peristdticos (Marteau y col., 1997).
En este caso, |as tasas de supervivencia se situaron en torno a 1%, un valor similar a que se
obtiene in vivo (Goldin y col., 1992). Globalmente, la resistencia de las cepas seleccionadas
fue aceptable y comparable (Lb. rhamnosus GG, Lb. johnsonii Lal) o superior (Lb. casal
imunitass) a la de las cepas comerciales. A pesar de que estos valores puedan parecer bajos,
hay que tener en cuenta que la dosis diaria recomendada para los probioticos suele oscilar
entre 1x10° y 1x10% ufc (Kurmann y Rasic, 1991), lo que supone que, con las tasas de
supervivencia obtenidas, |legarian vivas a intestino unas 1x10° ufc diarias. Ademés, se sabe
que la viabilidad de los probidticos aumenta drasticamente cuando se administran con
alimentos como la leche o el yogur (Conway y col., 1987; Siuta-Cruce y Goulet, 2001).
Finamente, se anaizo la capacidad de nuestras cepas para resistir €l transito gastrointestina
en ratones y se pudo demostrar la presencia especifica de nuestras cepas en las heces de los
animales inoculados por viaoral.

La colonizacion intestinal es otro de los criterios mas empleados para la selecciéon de
probidticos (Brassard y col., 1994) y para ello existen diversos modelos in vitro que se basan
en la utilizacion de las lineas celulares de epitelio intestinal humano HT-29 y Caco-2 (Pintoy

col., 1982; 1983). La capacidad de adhesion de nuestras cepas a ambas lineas celulares fue



muy alta (Fig. 2B) y similar a las observadas con las cepas comerciales en éste y otros
estudios (Elo y col., 1991; Bernet y col., 1993; 1994; Tuomola y Salminen, 1998).
Concretamente, los valores de adhesion obtenidos fueron aproximadamente de 300-500
bacterias por campo. Hay que tener en cuenta que estos resultados pueden estar condicionados
por la disposicion celular propia de cada cepa (células aisladas, parejas, cadenas, fendmenos
de agregacion). Lb. casei imunitass fue la Unica cepa que mostro niveles de adhesion bajos, un
resultado similar al descrito para otras cepas de esta especie (Tuomolay Saminen, 1998). Sin
embargo, tanto esta cepa como Lb. casel Shirota son capaces de colonizar in vivo a los seres
humanos (Spanhaak y col., 1998; Agarwal y Bhasin, 2002), lo que sugiere que existen otros
factores implicados en la colonizacion intestinal.

Por este motivo, se analizaron dos factores adicionales. (1) la tasa de crecimiento a
concentraciones bajas de nutrientes (0,2% de glucosa o lactosa) y (2) la capacidad para
fermentar diversos glucidos y fibras no digeribles (celulosa, oligofructosa, inulina, pectinas,
gomas, etc.). Por lo que respecta a primer factor, alas 2 h de incubacién de los cultivos, Lb.
rhamnosus GG y Lb. salivarius CECT5713 presentaron tiempos de duplicacion muy cortos
(<45 min), mientras que & crecimiento de las otras cepas fue mas lento (90 min). No obstante,
alas 4 h de incubacion todas las cepas mostraron tiempos de generacion inferiores a 50 min.
Este hecho sugiere una rapida adaptacion de todas las cepas a condiciones de estrés
nutricional.

En general, las cepas analizadas mostraron una capacidad fermentativa muy diversa.
En relacién con las cepas obtenidas de otras fuentes, las aisladas de leche materna mostraron
una mayor capacidad para utilizar carbohidratos sencillos pero también una menor capacidad
para fermentar carbohidratos complejos (fibras solubles e insolubles). Respecto a las cepas

comerciales, Lb. casei imunitass fue la que mostré un mayor potencial fermentativo.

Aspectos funcionales

Una vez comprobado que las cepas son capaces de llegar viables y en numero
suficiente al intestino, resulta imprescindible averiguar si son capaces de gercer algin efecto
beneficioso a consumidor y, por tanto, si merecen el preciado apelativo de probidtico.

Uno de los efectos mas estudiados en los probidticos es su capacidad antiinfecciosa,
gue ha sido demostrada in vitro (Osset y col., 2001; Magnusson y Schnirer, 2001) e in vivo
(Macfarlane y Cummings, 2002; Sullivan y Nord, 2002). La inhibicion de los patégenos

puede deberse a diversos mecanismos: (1) competicion por nutrientes; (2) competicidn por los



puntos de unién a epitelio intestinal; (3) acidificacion del medio; y (4) produccion de
sustancias antimicrobianas (H2O-, reuterina, bacteriocinas, etc.).

La concentracion de acidos organicos en los cultivos de las cepas se analizd por
cromatografia de gases-masas (Jouany, 1982). Paralelamente, se estudié e correspondiente
descenso del pH. Los resultados obtenidos revelan que las cepas seleccionadas tienen mayor
capacidad de disminuir el pH del medio que las cepas comerciales. En todos los casos, |os
acidos producidos fueron mayoritariamente &cido lactico y acido acético.

El efecto de las cepas sobre € crecimiento de patdgenos (Escherichia coli, Salmonella
cholerasuis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus) se estudié mediante bioensayos
de difusion en agar (Lehrer y col., 1991) y cocultivos. Nuestras cepas mostraron un elevado
potencial antimicrobiano frente a los patdgenos analizados. Entre las cepas comerciales,
anicamente Lb. rhamnosus GG mostrd un potencial similar. También se analizé la capacidad
de las cepas para inhibir in vitro la adhesion a epitelio de patdgenos como E. coli o S
cholerasuis marcados radiactivamente (Tuomolay Salminen, 1998; Ouwehand y col., 2001) y
se observd que la unién al epitelio intestinal de las cepas probidticas dificulta o impide la
unién de los microorganismos patégenos. Finalmente, se evaluaron las cepas en modelos
animal es de toxiinfeccidn por Salmonella (Bernet-Camard y col., 1997; Shuy col., 2000). Los
resultados obtenidos indican que las cepas seleccionadas tienen un potencial similar al de las
cepas comerciales en cuanto a la proteccion de los ratones frente a Salmonella (Fig. 3). Lb.
johnsonii Lal (entre las cepas comerciales) y Lb. salivarius CECT5713 y Lb. fermentum
CECT5716 (entre las nuestras) fueron las que confirieron una mayor proteccién alos ratones.

Existen muchos trabajos que sefidlan el papel inmunomodulador de los probidticos
tanto en relacidn con la inmunidad intestinal como con la sistémica, a nivel de la inmunidad
natural y la adquirida, y tanto en lo referente ala inmunidad humoral como ala celular (Blum
y col., 1999; Isoulari y col., 2001; Clancy, 2003). Dichos efectos pueden ser activadores o
inhibidores y suelen tender a corregir la respuesta inmunoldgica y/o la relacion Tyi/Tyo,
cuando estan desequilibradas (Isoulari y col., 2001). Inicialmente, €l efecto de los probidticos
sobre el sistema inmunol 6gico se suele estudiar in vitro, utilizando lineas celulares de epitelio
intestinal y células del sistema inmunoldgico o bien cultivos primarios. Al incubar estas
células con probidticos en presencia o ausencia de sus estimulos naturales (LPS, citoquinas,
factores de crecimiento) se puede tener una aproximacion de como va a responder €l sistema
inmunoldgico a encontrarse con estas bacterias en el cuerpo humano. Conviene recordar que
los probidticos pueden ser presentados a sistema inmunoldgico intestinal a través de las

células M o de las células dendriticas presentes en lamucosa intestinal .



En este trabgjo se ha observado que, en general, las cepas analizadas g ercen un efecto
inmunoestimulador sobre las células del sistema inmunolégico que se encuentran en reposo,
induciendo la expresion de citoquinas Typ, como lalL-2, por parte de los linfocitos, y lalL-12
y TNF-a., por parte de macréfagos y células dendriticas. Este efecto inmunoestimulante es la
base del empleo comercial de esléganes comerciales del tipo “refuerza tus defensas’. Sin
embargo, posiblemente es més importante el papel de los probidticos sobre las células
inflamatorias sobreactivadas. En este sentido, nuestras cepas tienen la capacidad de reducir la
secrecion de citoquinas Ty y de aumentar la expresion de citoquinas reguladoras Ty, 0 Tus,
como lalL-10 o el TGF-B, por parte de las células inflamatorias, regulando €l desarrollo de la
respuesta inflamatoria. Este efecto podria explicar la actividad de algunos probidéticos en
enfermedades inflamatorias como la enfermedad de Crohn (Dugas y col., 1999; Erickson y
Hubbard, 2000).

Aspectos tecnol égicos

Los productos probiéticos poseen un elevado interés industrial y comercia y, por 1o
tanto, se deben tener en cuenta aquellas caracteristicas tecnoldgicas que facilitan su
explotacion industrial. Entre estos aspectos destacan los relacionados con la produccion
industrial y almacenamiento de las cepas (incluyendo el coste econdmico), la resistencia de
las cepas a los procesos industriales y las propiedades organolépticas que confieren a los
productos que los contienen. Su conocimiento es importante para poder aplicar las cepas alos
alimentos mas adecuados. En estos momentos, se esta trabgjando enérgicamente en este
aspecto, de tal manera que en un breve espacio de tiempo, las cepas seleccionadas podran
gozar de aplicaciones industriales en diversos sectores alimentarios y/o farmacéuticos. De

momento, |os resultados obtenidos son prometedores.

Conclusion

Aungue evidentemente todavia quedan estudios que redlizar (incluyendo ensayos
clinicos), globalmente los resultados obtenidos sugieren que algunas de nuestras cepas
(incluyendo las obtenidas de fuentes no relacionadas con el ecosistema intestinal) pueden
tener un potencial probidtico similar a de las cepas comerciales mas representativas. Los
estudios en marcha conducirén a desarrollo de productos probiéticos que incluyan alguna(s)
de la(s) cepa(s) estudiadas.
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I ntroduccién

En el capitulo anterior se describio e aislamiento de bacterias |&cticas a partir de leche
materna y la mayor parte de los aislados identificados pertenecian a dos especies,
Lactobacillus gasseri y Enterococcus faecium. En relacion con los enterococos, hay que
destacar que constituyen una parte importante de la microflora autéctona de las mucosas
humanas (Leclerc y col., 1996; Manero y Blanch, 1999). Dentro de las especies de
enterococos, E. faecium es la méas numerosa en el tracto gastrointestina humano, seguida de
E. faecalis (Klein, 2003). Tradicionalmente, estas dos especies se han empleado como
indicadores de contaminacién fecal debido, por una parte, a su amplia distribucion en el
intestino de animales y personas, y, por otra, a su resistencia a los ambientes extraentéricos.
Sin embargo, esta interpretacion tan parcial ha evolucionado y actualmente se considera que
los enterococos forman parte de la microbiota normal de los alimentos, sin que su presencia
sea necesariamente atribuible a una falta de higiene (Franz y col., 1999; Klein, 2003). Los
enterococos son microorganismos importantes en los alimentos fermentados, ya que no solo
participan en los procesos madurativos y en el desarrollo de unas caracteristicas
organolépticas especificas, sino que ademéas contribuyen a su seguridad microbiolégica
mediante la produccién de bacteriocinas y otros mecanismos (Franz y col., 2003). De hecho,
existen diversas cepas de enterococos que integran cultivos iniciadores o bioprotectores, o que
forman parte de productos probidticos.

Por otra parte, algunas cepas de enterococos son patdgenos oportunistas que causan
infecciones nosocomiales en pacientes (incluyendo neonatos) que sufren enfermedades graves
gue requieren, habitualmente, convalecencias prolongadas (Moellering, 2000). No obstante,
no se debe generaizar esta consideracion a todos los enterococos ya que la incidencia de

factores de virulencia 'y de resistencia a antibiéticos depende de cada cepa (Eaton y Gasson,



2001; Franz y col., 2001; Temmerman y col., 2003). En un estudio reciente, Vancanneyt y
col. (2002) compararon los genotipos de numerosas cepas de E. faecium aisladas de muestras
humanas, animales y aimentarias, y encontraron que todos los aislados humanos
involucrados en infecciones clinicas podrian englobarse en un mismo subgrupo, distinto de
todos los demas; los resultados de ese trabajo sugieren que seguramente existe una base
genética comun a todas las cepas potencialmente peligrosas. Pillai y col. (2002) también han
sugerido la existencia de subpoblaciones virulentas entre las cepas de E. faecalis. En
consecuencia, la seguridad de cualquier cepa de Enterococcus spp. de interés clinico o
industrial debe ser evaluada de formaindividual y meticul osa.

Dado que, como se coment6 en € capitulo anterior, la leche materna puede ser una
importante fuente de enterococos para €l intestino infantil, el objetivo de este trabajo fue la
evaluacion de la seguridad de las cepas aidladas. Para €llo, se seleccionaron 7 cepas de E.
faecium aisladas de leche materna: LC4 y LC27 (de lamadre A), LIx4, LIx27 y LIx33 (de la
madre B), y LMlay LM22 (delamadre C) (Martiny col. 2003).

Deter minantes genéticos de virulencia, factores de virulenciay potencial conjugativo

En este trabajo se analizo la presencia de |os siguientes genes que codifican factores de
virulencia conocidos o presuntivos. efafs, efalm’, esprs , eSpm . cpd’, cob’, ccf', cad’,
gelE", agg” y cylMBA". El papel de los productos de expresion de dichos genes como
factores de virulencia se expone en la Tabla 1. Las cepas que se emplearon como controles en
las reacciones de PCR y que sirvieron para la obtencion de las sondas fueron E. faecalis F4,
P36 y P4, cepas que comparten € mismo genotipo (efals™ gelE™ agg’ cylMBA" esprs” cpd”
cob” ccf” cad™) y E. faecium P61 (efalq,” espm ). Los cebadores para la deteccion de tales
genes y la obtencion de las sondas se seleccionaron siguiendo los criterios de Eaton y Gasson
(2001) y se muestran en la Tabla 2. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total
de 25 ul que contenia 2,5 ug de DNA y 20 pmoles de cada cebador, utilizando el sistema
puReTaq Ready-To-Go PCR (Amersham Biosciences). El programa de amplificacion estaba
integrado por un ciclo inicial de desnaturalizacion (95°C, 5 min), seguido de los 35 ciclos
siguientes. (95°C, 30 s) + (temperatura especifica segun los cebadores, 30 s) + (72°C, 1 min).
Una vez amplificados, los fragmentos diana (Tabla 2) se purificaron empleando € kit
QIAquick PCR Purification (QIAGEN) y sirvieron como sondas en las hibridaciones tipo
Southern. Las hibridaciones se realizaron utilizando e kit ECL direct nucleic acid labeling
and detection system (Amersham).



La capacidad para producir gelatinasa se determiné en agar Todd-Hewitt con 30 g I-1
de gelatina (Difco), mientras que la posible produccion de hemolisina se determiné en agar
con sangre de caballo. La hidrdlisis de la gelatina se manifestaba por la aparicion de halos de
turbidez arededor de las colonias, mientras que la presencia de B-hemdlisis se detectaba por
la aparicion de halos transparentes. La prueba de agregacion se realizd siguiendo €l
procedimiento descrito por Godon y col. (1994). Lactobacillus salivarius CTC2197 (Pascual
y col., 1999) se empled como control de agregacion celular.

La presencia o ausencia de los genes cpd”, cob’, ccf*, cad”, gelE" y agg” da unaidea
bastante fiable del potencial conjugativo de los enterococos;, no obstante, en este estudio
también se incluyeron ensayos de conjugacion siguiendo el método de Clewell y col. (1985).
Para ello, se selecciond la cepa E. faecium LC27 como receptora ya que tanto su genotipo
como su fenotipo eran representativos del resto de las cepas. Como donante se €ligio a E.
faecalis FI9582 debido a que porta un plasmido conjugativo (pAD1; Gilmore y col., 1994)
gue confiere resistencia a la estreptomicina. Las placas de agar BHI en las que se efectuaron
las conjugaciones se complementaron con estreptomicina y X-Gal. Este ultimo agente se
empled para diferenciar las colonias de E. faecium (color azul) de las de E. faecalis (color
blanco). Por lo tanto, los posibles transconjugantes serian aquellas colonias azules que
crecieran en presencia de estreptomicina.

Los principales resultados de las distintas pruebas genotipicas y fenotipicas se
resumen en la Tabla 3. Los resultados obtenidos por PCR e hibridacién de Southern revelaron
que ninguna de las cepas contenian determinantes genéticos de factores de virulencia, a
excepcion del gen efaAm, que estaba presente en todas. Estos resultados coinciden plenamente
con los de las pruebas fenotipicas ya que ninguna de las cepas mostré actividad gelatinasa,
produccion de hemolisina o capacidad de agregacion celular (Tabla 3). Tampoco se pudo
conseguir la transferencia conjugativa de pAD1 desde E. faecalis FI9582 a E. faecium LC27,
apesar de que se intentd tres veces.

La presencia en todas las cepas del gen efaAm, que codificala supuesta adhesina, no es
un hecho preocupante ya que hasta la fecha no se le ha podido atribuir ningin papel en la
virulencia de E. faecium, en contraste con efa’s de E. faecalis (Singh y col., 1998). La
presencia de efaAq, no tiene valor como indicador de riesgo en ausencia de otros factores de
virulencia. De hecho, se halla presente en el 100% de los E. faecium que forman parte de
cultivos iniciadores analizados por Eaton y Gasson (2001) y, al menos varias de esas cepas,
tienen un largo historial de uso seguro en alimentos humanos. Ademas, € gen espm, que
codifica otra adhesina enterocdcica, tampoco se pudo detectar en ninguna cepa. La ausencia



de los genes cylA, cylB y cylM explica la ausencia de actividad hemolitica en las cepas
analizadas ya gque su expresion es imprescindible parala biosintesis de la citolisina (Gilmore y
col., 1994). De forma similar, la ausencia del gen gelE esta directamente relacionada con la
ausencia de actividad gelatinasa.

Algunos enterococos poseen mecanismos de transferencia génica muy eficaces y se
sabe que los genes que codifican ciertos factores de virulencia y la resistencia a algunos
antibioticos estén asociados con plasmidos altamente transferibles. Sin embargo, en este
estudio no fue posible detectar |os genes relacionados con feromonas sexuales (cpd, cob, ccf y
cad) ni el gen de agregacion agg en las cepas analizadas; estos resultados justifican la falta de
agregacion celular y la repetida incapacidad de E. faecium LC27 para adquirir €l plasmido
pAD1 mediante conjugacion. En consecuencia, €l potencial de nuestras cepas para adquirir
y/o transferir genes es extremadamente bajo, en caso de que exista. El hecho de que algunos
genes indeseables estén codificados en plasmidos que responden a feromonas y que
generalmente solo se encuentran en E. faecalis podria explicar la mayor incidencia de factores
de virulencia en cepas de esta especie y su marcado predominio (80-90%) entre los
enterococos involucrados en infecciones humanas (Kayser, 2003). Aunque se ha descrito la
transferencia de genes de resistencia a vancomicina a una cepa probiética de E. faecium (Lund
y Edlund, 2001), otras cepas se han mostrado totalmente incapaces para participar en procesos
de conjugacion (Eaton y Gasson, 2001). En este sentido, Franz y col. (2003) consideran que,
en muchos estudios, las tasas de transferencia de genes a cepas de E. faecium son muy
exageradas ya que las condiciones en las que se redlizan los experimentos no son

representativas de las que pueden existir en ambientes naturales.

Produccion de aminas biégenas

El potencia de las cepas para producir aminas bidgenas (tiramina, histamina,
putrescina, cadaverina) se evalud empleando el procedimiento descrito por Bover-Cid y
Holzapfel (1999). Ninguna de las cepas produjo histamina, putrescina o cadaverina. Por €l
contrario, todas las cepas produjeron niveles detectables de tiramina, a excepciéon de E.
faeciumLM1lay LM22 (Tabla 3).

Las aminas bidgenas se producen en ciertos aimentos, como consecuencia de la
actividad descarboxilasa de agunos microorganismos, y cuando se encuentran en
concentraciones elevadas pueden ocasionar problemas toxicol 6gicos en los consumidores (ten

Brink y col., 1990). La histaminay la tiramina tienen propiedades vasoactivas y psicoactivas,



mientras que las diaminas putrescina 'y cadaverina, ademés de potenciar la toxicidad de las
anteriores, son potenciales precursores de nitrosaminas carcinogénicas si simultaneamente
existen agentes nitrosables en los alimentos (Bover-Cid y Holzapfel, 1999). En este estudio,
se investigé el potencial de las cepas para producir estos compuestos organicos en prevision
de que algin dia se utilicen en aimentos comerciales. No se pudo detectar histamina,
putrescina o cadaverina a partir de ninguna de las cepas, mientras que la mayoria formaron
tiramina. Las Unicas excepciones fueron E. faecium LM1ay LM22, dos aislados procedentes
de la misma muestra de leche y que muy posiblemente conformen una misma cepa ya que
comparten perfiles genéticos (Martin y col., 2003).

A diferencia de lo que sucede con otras aminas bidgenas, la capacidad para producir
tiramina estéd ampliamente distribuida entre los enterococos (Le Jeuney col., 1995; Bover-Cid
y Holzapfel, 1999; Bover-Cid y col., 2001; Gardini y col., 2001). No obstante, la formacion
de tiramina parece requerir unas condiciones ambientales que solo se encuentran en aimentos
fermentados o alterados (Bover-Cid y Holzapfel, 1999) y, en consecuencia, la presencia de
estas cepas en laleche humana o en el intestino del lactante no debe ser considerada como un

riesgo parala salud humana.

Resistencia a antibioéticos

La resistencia de las cepas a diversos antibidticos de relevancia clinica (ampicilina,
ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina, kanamicina, tetraciclina y
vancomicina) se evalud empleando e sistema de difuson a partir de discos con
concentraciones estdndar (Oxoid), siguiendo € procedimiento y criterio de interpretacion
propuesto por Charteris y col. (1998). Dada la relevancia de la resistencia a la vancomicina
entre los enterococos, también se determind la presencia o ausencia de |os genes vanA y vanB
con los cebadores y condiciones descritas por Dutka-Malen y col. (1995), en el caso de vanA,
y por Ramos-Trujillo y col. (2003) en el caso del gen vanB. Las cepas E. faecium BM4147
(resistente a la vancomicina, VanA™) y E. faecalis V583 (resistente a la vancomicina, VanB*)
se emplearon como controles positivos y fueron amablemente cedidas por € Dr. F. Claverie-
Martin (Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria, Santa Cruz de Tenerife).

Todas las cepas analizadas fueron sensibles a la ampicilina, a la clindamicina, a
cloranfenicol, a la tetraciclina y, 1o que es mas significativo, a la vancomicina. Por €l
contrario, Se mostraron resistentes a la eritromicina, ala ciprofloxacinay ala kanamicina. No

se detectaron |os genes vanA o vanB en ninguna de |as cepas analizadas.



La resistencia a los antibi6ticos es una propiedad muy importante cuando se evalla la
seguridad de cepas de enterococos. En este contexto, resultan particularmente preocupantes la
resistencia frente a glucopéptidos como la vancomicina ya que, en primer lugar, pueden ser
transferidas a otras cepas, incluso de otras especies y géneros, y, en segundo lugar, porgque
estos antibidticos constituyen frecuentemente la Unica opcion para tratar infecciones
nosocomiales en hospedadores inmunodeprimidos. Diversos estudios sobre la incidencia de
resistencia a antibioticos entre enterococos que no estan implicados en infecciones humanas
han revelado que la mayoria de las cepas analizadas, especiamente las de E. faecium, suelen
ser sensibles a los antibi6ticos clinicamente importantes, incluyendo la vancomicina (Klein 'y
col., 1998; Franz y col., 2001; Temmerman y col., 2003). Recientemente, Temmerman y col.
(2003) han demostrado la escasa validez de los métodos basados en difusién a partir de discos
para determinar la resistenciareal ala vancomicina. A pesar de €ello, estos métodos se siguen
empleando ampliamente y originan un gran nimero de falsos resistentes. Por ello, los citados
autores sugirieron el empleo de métodos de dilucion, como los habitualmente utilizados para
establecer concentraciones minimas en combinacién con la deteccion de los genes vanAB por
PCR.

La sensibilidad de las cepas a antibidticos tan importantes como la ampicilina, la
clindamicina, el cloranfenicol, la tetraciclina y la vancomicina, junto con la ausencia de los
genes vanAB y la incapacidad manifiesta para adquirir informacion genética mediante
procesos de conjugacion, hace que, desde este aspecto, las cepas andlizadas se puedan
considerar seguras. La resistencia de todas las cepas frente a la kanamicina era un resultado
esperado ya que €l género Enterococcus es intrinsecamente resistente a dicho antibidtico
(Franzy col., 1999).

Conclusiones

Las cepas incluidas en este estudio fueron aisladas originalmente de leche materna, el
anico alimento que es ingerido por un elevado porcentgje de neonatos, un segmento de la
poblacion especialmente susceptible a las enfermedades infecciosas (Morris y Potter, 1997).
Sin embargo, aunque dichos nifios (con edades actuales comprendidas entre 1 y 2 afios)
recibieron grandes volumenes de leche materna que contenia elevadas concentraciones de
enterococos (>10° ufc mi™) durante al menos sus primeros 5 meses de vida, su estado de salud
ha sido Optimo hasta la fecha. De hecho, la existencia de una poblacion significativa de

enterococos endégenos en la microbiota intestina de los nifios de corta edad puede



representar un beneficio para el hospedador. Hasta hace poco tiempo, se pensaba que las
infecciones enterocdcicas se adquirian endogenamente, es decir, a partir de la propia flora del
paciente; sin embargo, en los Ultimos afios los andlisis de casos clinicos han demostrado que
préacticamente todas las cepas involucradas tenian un origen exdgeno (Kayser, 2003). En este
sentido, actualmente se sabe que las infecciones por enterococos suelen seguir un proceso que
consta de dos etapas (Kayser, 2003); iniciamente, se produce una colonizacion asintoméatica
de los pacientes con cepas que poseen factores de virulenciay resistencia a antibioticos y que
son endémicas en un hospital o unidad hospitalaria; seguidamente, esta poblacion exégena
crece, a menudo favorecida por la eliminacion de competidores debida a la antibioterapia, y
puede conducir a una enfermedad adicional en pacientes de riesgo (normamente con
enfermedades graves y/o cronicas que requieren una larga hospitalizacion). Conviene destacar
que, incluso en pacientes inmunodeprimidos, los enterococos por si solos son a menudo
incapaces de causar una enfermedad y requieren para ello la presencia de una flora patdgena
complegja (Kayser, 2003).

En conclusion, la leche de madres sanas puede considerarse como una fuente de
enterococos seguros para sus recién nacidos. La elevada concentracion de enterococos tanto
en la leche materna como en el intestino infantil sugiere que estos microorganismos deben
desempefiar un papel bioldgico importante en los primeros meses de vida del nifio.
Actuamente nuestro trabajo se dirige adilucidar dicho significado bioldgico.

Finamente, en el caso de que alguna de las cepas aidadas de leche materna poseyera
propiedades probidticas reales, éstas resultarian particularmente atractivas, ya que debido a su
peculiar origen cumplirian con agunos de los principales criterios generalmente
recomendados para probiéticos humanos, como origen humano, consumo prolongado y
seguro en recién nacidos, y adaptacion a ambientes |acteos. A pesar de la progresiva extension
de cierta paranoia cientifica en torno a la “maldad intrinseca’ de los enterococos, estas
bacterias forman parte de nuestra flora normal (desde la mas tierna infancia) y de la de
nuestros alimentos, y algunas cepas se emplean comercialmente como probidticos (Fris-
Moller y Hay, 1983; Hougaard, 1994; Agerbaek y col., 1995); en consecuencia, globalmente
desempefian papeles positivos para la salud humana, y para la seguridad y calidad de los
alimentos fermentados. Por o tanto, y dado que existen cepas (generalmente en el ambito
hospitalario) que producen repercusiones clinicas, resulta obvia la necesidad de evaluar la
seguridad de los enterococos cepa a cepa, pero sin dar una falsa imagen de patogenicidad
generalizada y reconociendo |os beneficios que aportan 0 pueden aportar aguellas cepas que

carecen de riesgos parala salud.
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Tabla 1. Determinantes genéticos de virulencia descritos en enterococos y evaluados en este trabgjo

Gen(es) Papel dela(s) proteina(s) expresada(s)

agg Proteina de agregacion involucrada en la adherencia a células eucariotas,
agregacion celular y conjugacion

gelE Toxina;, metaloendopeptidasa extracelular, hidroliza gelatina, colageno,
hemoglobinay otros compuestos bioactivos

cylM Modificacion postraducciona de la citolisina (hemolisina-bacteriocina que lisa
un amplio espectro de células de eucariotas y de bacterias Gram-positivas)

cylB Transporte de lacitolisina

cylA Activacion de lacitolisina

€Prs; €Prm Proteina asociada a la pared celular involucrada en la evasion a sistema
inmune por parte de E. faecalis y E. faecium, respectivamente; puede estar
asociada con los genes cyl en islotes de patogenicidad

efahss; efaAm Adhesinas de pared celular, que se expresan en E. faecalis y E. faecium,

cpd, cob, ccf, cad

respectivamente
Feromonas sexuaes, quimiotaxicos para leucocitos humanos, facilitan los
procesos de conjugacion

Adaptado de Eaton y Gasson (2001)



Tabla 2. Cebadores y productos de PCR empleados para la deteccion de los determinantes
de virulencia

Geny cebadores  Secuencia (5'-3) Tamario del producto (pb)

agg.
TE32 GTTGTTTTAGCAATGGGGTAT 1210 pb
TE33 CACTACTTGTAAATTCATAGA

efaAm
TE37 AACAGATCCGCATGAATA 735 pb
TE38 CATTTCATCATCTGATAGTA

cpd
TE51 TGGTGGGTTATTTTTCAATTC 782 pb
TES52 TACGGCTCTGGCTTACTA

cob
TE49 AACATTCAGCAAACAAAGC 1405 pb
TES50 TTGTCATAAAGAGTGGTCAT

ccf
TES3 GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 543 pb
TES4 AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT

cad
TE42a TGCTTTGTCATTGACAATCCG 1299 pb
TE43a ACTTTTTCCCAACCCCTCAA

efalys 705 pb
TES5 GACAGACCCTCACGAATA
TE6 AGTTCATCATGCTGTAGTA

gelE
TE9 ACCCCGTATCATTGGTTT 419 pb
TE10 ACGCATTGCTTTTCCATC

cylM
TE13 CTGATGGAAAGAAGATAGTAT 742 pb
TE14 TGAGTTGGTCTGATTACATTT

cylB
TE15 ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 843 pb
TE16 AATAAACTCTTCTTTTCCAAC

cylA
TEL17 TGGATGATAGTGATAGGAAGT 517 pb
TE18 TCTACAGTAAATCTTTCGTCA

ePrs
TE34 TTGCTAATGCTAGTCCACGACC  933pb
TE36 GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA

€SPm
TE104 TTGCTAATGCAAGTCACGTCC 955 pb

TE105 GCATCAACACTTGCATTACCGAA




Tabla 3. Resumen de los principaes resultados obtenidos mediante PCR,
hibridacion de Southern y pruebas fenotipicas

Cepa Genotipo Fenotipo*

LC4 efalm GelE Hyl” Agg” Tyr" Van
LC27 efalm’ GelE Hyl” Agg” Tyr" Van
LJIx4 efalm’ GelE Hyl” Agg” Tyr" Van
LJIx27 efalm’ GelE Hyl” Agg” Tyr" Van
LJx33 efalm’ GelE Hyl” Agg” Tyr" Van
LM1la efalm’ GelE Hyl” Agg” Tyr Van
LM22 efal, GelE Hyl” Agg” Tyr Van

* GelE: produccion de gelatinasa; Hyl: B-hemodlisis; Agg: agregacion; Tyr: produccion de tiraming;
Van: resistencia ala vancomicina



CAPITULO5
EL METODO DE LA MADRE CANGURO
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Introduccion

Cuando una pareja decide tener un hijo selo imaginasano, activo, regordete e integrado
en la familia. Estas expectativas se truncan bruscamente si e bebé nace antes de tiempo. El
prematuro sera separado inmediatamente de sus padres y se le colocara en una incubadora.
Cuanto masinmaduro sea, més cablesy tubos llevaray su aspecto seramés llamativo. Ante esta
situacion, es muy probable que los padres experimenten sentimientos de duelo, culpa,
preocupacion e, incluso, rechazo.

La inmadurez del prematuro se manifiesta, principamente, por la incapacidad de
mantener |atemperaturacorporal, lapredisposicion ainfectarse, latendenciaarespirar deforma
periddica e incluso de presentar apneas, el sindrome de "distress" respiratorio idiopético por
déficit de surfactante (enfermedad de las "membranas hialinas"), la falta de reflejos necesarios
para su supervivencia (como el de busqueda, €l de succiony el de deglucién), y laintolerancia
por via digestiva a otros alimentos que no sean la leche humana. Cuanto mas inmaduro es el
prematuro, mas exageradas y probables son estas manifestaciones.

Los avances en neonatologia han conseguido reducir la mortalidad y morbilidad
neonatales de forma significativa en todos los paises desarrollados. La incubadora ayuda al
prematuro a mantener unatemperatura corporal Optimay, a mismo tiempo, le aisladel entorno
parahacer méasdificileslasinfecciones adquiridas. Laadministracion sisteméti ca de antibi6ticos
alamadrey al bebé para prevenir las infecciones bacterianas de transmision vertical ha hecho
disminuir de forma significativa este tipo de infecciones, que eran més frecuentes en los
prematuros (Comitee on Obstetric Practice, 1996). Los respiradores artificiales lograron sacar
adelante alos prematuros con el sindrome de "distress’ respiratorio idiopatico, enfermedad que
ahora, gracias alaadministracion sistemética de corticoides alas madres con amenaza de parto
prematuro (Crowley, 2003) y a la administracion de surfactantes exdgenos, tiene una menor
morbi-mortalidad (Schwartz y col., 1994; Soll, 1998). Las nutriciones parenterales nos

permitieron alimentarlos con menor riesgo de enterocolitis necrosante, que se presentaba mas



frecuentemente en |os prematuros patol 0gi cos alimentados con leches artificiales de formaprecoz
(Lucasy Cole, 1990). En la actualidad, los prematuros salen muy pronto del estado critico y
permanecen mucho tiempo en buenas condiciones en las incubadoras.

Hasta hace poco, no se permitia que salieran de laincubadora 'y no debian tocarse, no
fuera que se infectaran. También por miedo a las infecciones, los padres entraban en las UCI
neonatales en horarios restringidos y vestidos y enguantados, procedimientos que se ha
comprobado que no disminuyen laincidenciade muertes, infecciones ni col onizacion bacteriana
de los prematuros ingresados (Webster y Pritchard, 2003). Por otra parte, estos bebés tan
inmaduros a menudo recibian estimul os tactiles agresivos (solo se les tocaba para pincharlos o
explorarlos), oian €l ruido continuo del motor de la incubadora 'y estaban sometidos a la luz
durante las 24 horas del dia (Symingtony Pinelli, 2003).

En la actualidad estamos en condiciones de incluir en los cuidados del prematuro
mani obras de estimul acién que favorezcan su desarrollo y aumenten los vincul os afectivos entre
los nifios prematurosy sus padres (Symington y Pinelli, 2003). Entre estas maniobras seincluye
el masge corporal, e méodo de la madre canguro (MMC) y otras todavia en fase de

experimentacion.

M étodo de la madre canguro

En 1979, los doctores Rey y Martinez del Hospital de S. Juan de Dios de Bogota,
preocupados porque lafaltadeincubadoras parael niUmero de prematuros que tenian ingresados
comportaba un aumento significativo de las infecciones hospitalarias, iniciaron un programade
cuidados del prematuro que, en sintesis, consistiaen colocarle en contacto piel con piel entrelos
pechos de su madre, alimentarle con leche materna, adelantarle el alta'y seguir con el método
canguro en e domicilio (Rey y Martinez, 1981). Desde entonces, se han descrito numerosas
ventajasdel MM C sobre el método tradicional (incubadora): mejor termorregul acion, acel eracion
de la adaptacion metabdlica de los prematuros, mayor supervivencia en paises en vias de
desarrollo, menor riesgo de infecciones (incluidas |as nosocomiales), facilitacion delalactancia
materna, mayor ganancia de peso, reduccion de la estancia hospitalaria, reducciéon de los
episodios de apneay aumento de laconfianzadelasmadresen el cuidado de sushijos (Hadeed y
col., 1995; Cattaneo y col., 1998; Conde-Agudeloy cal., 2003). Pero las ventajas de MM C van
mas ala del periodo neonatal (Zupan, 2000). En paises donde el MMC se practica hace méas

tiempo, y que serealizano solo en el hospital, sino también deformaambulatoriay continuo (las



24 horasdel dia) se hadescrito que disminuye lamortalidad de afio en afio de edad, que aumenta
el porcentgjey laduracién delactanciamaterna (Charpak y col., 2000), que aumentael indicede
crecimiento del perimetro cefalico, que presentan menosinfeccionesgravesdurante el primer afio
de edad (Charpak y coal., 2001), que meoran los coeficientes intelectual, de escala motora 'y
personal-socia mas significativamente en aquell oslactantes que fueron prematuros de alto riesgo
(Cristoy cal., 2002), y que las madres que han practicado el MMC con sus bebés prematuros
responden mejor ante situaciones de estrés, como ingresos hospital arios prolongados de sus hijos
(Tessier y col., 1998).

Cuando se coloca desnudo sobre el térax de su madre, se estimulaen el recién nacido el
recuerdo de experiencias intrauterinas (el sonido del corazén materno, el movimiento continuo
del térax, las caracteristicasdelavoz materna), quelo tranquilizan. Lamadre se siente motivada
a acariciarlo y asi comienza la estimulacion somato-sensorial. El contacto es intimo y muy
emotivoy favoreceloslazos afectivosy lainteraccion madre-hijo. Duranteel MMC, lasvariables
fisioldgicas del prematuro permanecen normales, latemperaturaes establ e, larespiracion se hace
regular y profunday lafrecuenciacardiaca se estabiliza o aumentaligeramente (Ludington-Hoey
Swinth, 1996). El nifio prolonga sus periodos de reposo (alertatranqguil a, suefio profundo, menos
actividad muscular, lloramenos), y de este modo se favorece lamaduracion y lagananciade peso
y disminuye el nUmero dediasdeingreso. Lasmadres se sienten mas participesen €l cuidado de
su hijo prematuro, le estimulan y le dan su leche.

En Trieste (Italia), en octubre de 1996, tuvo lugar €l primer Workshop sobreel MMC en
el que, entre otros asuntos, se tratd del MMC en hospitales de tercer nivel de paises
desarrollados. En este tipo de hospitales, el MM C se practica de forma intermitente, cuando el
prematuro esta establey solo en el medio hospitalario. Se definié el MMC como el contacto piel
con piel entre madrey recién nacido prematuro o mas precoz, continuo y prolongado posible con
lactancia materna, para que madre y recién nacido se beneficien de sus ventajas. Se acordo que
eratributario del MMC el prematuro de cual quier edad gestacional (aunque solo estaprobado en
mayores de 27 semanas post-concepcionales), de cualquier peso y con cualquier tipo de
enfermedad, mientras seatolerado por el binomio madre-hijoy por laUnidad Neonatal. Se debe
ofrecer atodas las madresy es particularmente beneficioso paralas madres adolescentesy para
aguellas con problemas sociales. Lamadre puede ser substituida por cualquier otro familiar que
ellaindique, si laUnidad Neonatal |o considerarazonable. LaUnidad Neonatal debe adoptar una
politicade puertas abiertas, debe proveer alamadre unasillacomoday lainformacion adecuada

sobreel MM C, debeincorporar un protocolo delactanciamaternay de MM C en prematurosy su



plantilla debe estar adiestrada en la préactica de ambos protocolos (Cattaneo y col., 1998).

Alimentacion del prematuro con leche materna

La leche de la propia madre es la aimentacion preferida para € prematuro por su
composicion Unica, la mayor biodisponibilidad de sus componentes, sus propiedades
inmunolégicasy la presencia de enzimas, hormonas y factores de crecimiento (Pereira, 1995).
Ademas, le protege frente ala enterocolitis necrosante (Lucasy Cole, 1990), |o que permite una
estimulacion con alimentacion enteral precoz.

Laleche maternaesel alimento mejor tolerado por €l prematuro, que presenta un vaciado
gastrico masrapido y menos retenciones que cuando es alimentado con formulas artificiales. La
enterocolitis necrosante es una de las enfermedades con mayor morbi-mortalidad entre los
prematuros y la alimentacion enteral es uno de sus desencadenantes. Lucas y Cole (1990)
describieron que los prematuros alimentados con leche humana presentaban unaincidencia de
enterocolitis necrosante significativamente inferior a los que recibieron férmulas artificiales.
Posiblemente, la baja osmolaridad de la leche materna, su especificidad de especie y sus
cualidades defensivas (Goldman, 1993) hacen posible que proteja alos prematuros frente ala
enterocolitis necrosante. Ademas, parece demostrado que los prematuros alimentados con leche
materna gque estan sometidos al Método de la Madre Canguro sufren menos infecciones
nosocomiales (Conde-Agudelo y col., 2003). La madre segrega IgA especificas frente a los
gérmenesdesu piel y frente alos gérmenes ddl areaneonatal que ellahaido incorporandoy que
son los responsables de la infecciones nosocomiales. EI MMC es importante porque puede
estimular la produccién de anticuerpos maternos de forma parecida a sistema inmunitario
enteromamario que se ha caracterizado en los recién nacidos a término lactados a pecho
(Schanler, 2001). La dieta también afecta alafloraintestinal. Los prematuros alimentados con
leche de su propiamadre tienen florasintestinal es menos patdgenas que | os que reciben formul as
artificiales, en los que predominan los gérmenes hospitalarios que son los que causan las
enterocolitis necrosante (Schanler, 2001). Asi, amamantando asu hijo mientrasestaen MMC, la
madre le nutrey le proteje.

Se hadescrito que los prematuros alimentados con leche humanao, alin mejor, con leche
materna, alcanzan un coeficiente intelectual ligera pero significativamente superior a los
alimentados a base de formulas (Lucas y col., 1992). Parece también demostrado el efecto

protector de laleche maternafrente alaatopiay laalergiaen nifios con antecedentes familiares



de atopia (Lucasy col., 1990).

Aporte cuantitativo de nutrientes

La composicion de laleche humana varia segun sealeche de madre de nifio atérmino o
leche de madre de prematuro (Lemons y col., 1982). Durante las primeras 2-4 semanas las
madres de |os prematuros segregan una leche cuya composicion se adapta a los requerimientos
estimados de nutrientes de sus hijos. Sélo su contenido en Ca y P resulta inferior. Si se
suplementaestaleche apartir dela4?semana, que es cuando sevuelve "madura’, con preparados
gue contienen proteinas y minerales, parece que mejora la ganancia de peso y € aumento del
perimetro craneal, aunque no hay evidenciade un beneficio alargo plazo ni tampoco de efectos
indeseables (Kuschel y Harding, 2003).

Aporte cualitativo de nutrientes

La leche de madre de prematuro contiene mas cantidad de una serie de aminoacidos
(taurina, leucinay glicina) que son necesarios para el correcto desarrollo del sistema nervioso
central del prematuro; su aporte en aminoacidos que han resultado toxicos en animales de
experimentacion (fenilalanina, metioninay tirosina) y que sobrecargarian asu inmadurafuncion
renal es menor; contiene una serie de substancias (inmunoglobulinas, factores bioactivos, etc.)
gue le han hecho catalogar a pecho materno como un érgano inmunitario del bebé (Goldman,
1993); contiene acidos grasos de cadenamediay largaen unaproporcion (w6/m3 =2) idénticaa
lade las membranas celulares de laretinay del sistema nervioso central, que se harelacionado
con €l mayor coeficiente intelectual que antes nombrdbamos y con la menor incidencia y
gravedad delaretinopatiadel prematuro; mas colesterol (necesario también parael desarrollo del
sistemanervioso central) quelaleche"madura’ y mucho més quelasformulasartificiales; y otras
substancias que hacen que seamésfacil dedigerir (carnitina, enzimas como laslipasas) 0 que son
maés fécilmente absorbidas por €l intestino del prematuro (triglicéridos de cadenamedia, lactosa
humana) (Schanler, 1995; 2001). La leche de madre de prematuro es rica en substancias
(probidticos:. lactosa, oligosacaridos) que favorecen el crecimiento de la flora intestinal no
patdgena (Schanler, 2001).

Ademés, a alimentar asu hijo con su propialeche, lamadre es consciente de que juega
un papel importante en los cuidados del nifio y, cuando éste se cojaal pecho, podrarelacionarse

mucho més intimamente con él. Larelacion madre-hijo continuaday estrecha se considera tan



importante que, por si sola, podria explicar € aumento del coeficiente intelectual descrito en

estos nifios.

Procesamiento de la leche materna

La Asociacion Americana de Bancos de Leche Materna edita una extensa y bien
documentada guia para el mangjo de la leche de madre para su propio hijo (The Human Milk
Banking Association of North America, 1993) delaque destaca: paralaextraccion delechenoes
necesario mas que el lavado de manosy ufias de lamadre y laducha diaria; usar un sacaleches
el éctrico graduable, que es el método con el que se consigue una mayor produccion de lechey
mayor cantidad de grasa; iniciar la recogida lo antes posible para evitar |a contaminacién por
Escherichia coli y usar recipientes sdlidos con tapa, paraevitar lacontaminaciony laoxidacién
delaleche. En cuanto alaconservacion delaleche, atemperaturaambiente permaneceinalterada
durante 4 horas, en nevera 48 horasy en congelador (-20°C) 6 meses. No hacen falta controles
bacteriol 6gicos. Cuando se hacen cultivos seriados de |a leche recién extraida se observa que
crecen colonias de microorganismos de la flora cutanea materna y, sin embargo, en los
prematuros no se describen consecuencias derivadas de suingestion (Law y col., 1989). Ademas,
con la préctica rutinaria de cultivos se pierden unos mililitros de leche que pueden resultar
preciosos para la alimentacion del prematuro. La forma de administracion de la leche a
prematuro depende de quetengareflejo de succidn. Se administrarapor sondagastricaen "bolus’
intermitente o se colocarael nifio directamente al pecho. Administradaen perfusién continua, la
leche pierde gran parte de su grasaen las paredes delajeringay del tubo (Stocksy col., 1985) y
corre €l riesgo de aterarse al permanecer cerca de las 4 horas a temperatura ambiente, en
consecuencia, se deberia realizar durante periodos no superiores a una hora y agitando

frecuentemente la jeringa.

Nuestra experiencia

Cuando nace €l nifio prematuro, un neonatélogo informaalafamiliasobre el estado de su
hijoy sobrelaimportanciade que seaalimentado con leche de su madre (hastalafecha, todaslas
madres de prematuros han accedido a lactar a sus hijos, incluso cuando previamente habian
decidido dar biberon) Ademés, una enfermera de la Unidad le explica el funcionamiento del

sacaleches eléctrico y las normas higiénicas que debe observar. Cada 3 horas, en lahabitacion de



lamadre o a lado delaincubadora, se estimulael pecho con el sacaleches. Laleche serecogeen
unos reci pientes previamente etiquetados con el nombre del nifio, nimero de cuna, fechay hora
de la extraccion, y se guarda en nevera a 4°C. La enfermera de Dietética distribuye le leche
recogida segiin el volumen de las tomas prescrito por los pediatras de la Unidad de Cuidados
Intensivos Neonatal. La leche restante, sobre todo la de los primeros dias, se guarda en el
congel ador a-20°C convenientemente etiquetada. Administramos laleche por sondagastricaen
"bolus" intermitente alos prematuros sin reflgj o de succion (Gémez Papi, 1997) y comenzamos,
siempre gue su estado clinico lo permite, en | as primeras 24-48 horas con vol Umenes crecientes
segun el peso del prematuro. En e caso de prematuros de peso muy bajo, la alimentacion con
leche materna aporta menos del 20% de las calorias totales durante |os primeros dias (nutricion
enteral minima) y se administra con € fin de estimular €l desarrollo de la mucosa intestinal y
disminuir la duracién de la nutricidn parenteral, la intolerancia alimentaria, la colestasis y la
hiperbilirrubinemia (Pereira, 1995).

Aunque ha representado un cambio importante en la atencion del recién nacido y un
aumento de las cargas de trabgjo, € MMC ha sido muy bien acogido por € persona de
enfermeria. Ademés, haresultado altamente satisfactorio paralas madres. Enlaactualidad, forma
parte de la rutina de atencion a recién nacido prematuro. Las madres son informadas,
previamente, de las ventgjas y de latécnicadel MMC. Muchos prematuros hacen € "canguro”
coincidiendo con las tomas a pecho. Se les toman las constantes antes, durante y después del
MMCy seregistran junto alas conductas de lamadrey del recién nacido (Tablas1y 2) (Closay
col., 1998). Lamayoria de prematuros estan rel gjados (manos abiertas) y en pocas ocasiones se
muestran incomodos (pufios cerrados, muecas). De hecho, estan tan a gusto que normalmente
estan dormidos o duermen profundamente. Y s estan despiertos, 1os encontramos en alerta
tranquilla, mirando al su alrededor €, incluso, esbozando unasonrisa(Tablal). Duranteel MMC,
las madres miran asus hijos, lestocan, les sonrien, leshablan (y |es cantan cancionesinfantiles),
y, cuando tienen mas confianza, juegan con ellos (Tabla 2) (Closay col., 1998).

Laprimeravez quelespones entre sus pechos asus hijos, vestidostan solo con el pafia y
un gorro, muchas madres lloran de emocion. La madre de Estefania no se lo creia cuando
pusimos asu hijade menos de 1000 g a"hacer €l canguro”. Sele empanaron las gafas. Mientras
tanto, monitorizamosy registramos las constantes vitales y latemperatura de la nifia. Estefania
recibialaleche de sumadre por sonda nasogastricamientrasdisfrutabadel contacto piel con piel.
Joan pesd 1500 g a nacer tras 32 semanas de gestacion, sufrié una asfixia neonatal y preciso

ventilacion mecanica las primeras 36 horas de vida. Cuando le pusimos "a canguro” solo



pretendiamos favorecer su estimulacion. Joan se movia entre |os pechos de su madre hasta que
encontrd el pezon. Y lo succiond! Nos quedamos boquiabiertos. Eramuy sorprendente porque
los prematuros de su edad gestacional no toleraban los biberonesy tenian que ser alimentados por
sonda nasogastrica. El padre de Gerard fue & primer padre que se puso a un prematuro "al
canguro”. El hombre estaba orgulloso y su hijo pareciacdémodo sobre lacédlidaafombrade pelo
gue era el térax de su padre.

A raiz de lo ocurrido con Joan, permitimos a todos los prematuros recibir la leche
directamente del pecho de sus madres, que entraban en laUnidad cada 3 horas. Decidimos que se
lesofreceriael pecho sintener en cuentael tamario ni el nimero de prematuros. Y comprobamos
gue eran capaces de hacer unasuccion correctadel pecho de su madre desde la semana 31 post-
concepciona (34 + 2, datos sin publicar). Sin embargo, los mas pequefios hacian tomas
interminablesy casi empal maban unas con otras yaque alternaban periodos de succion con otros
més prolongados de reposo o letargo. Ademaés, |as curvas ponderal es se estancaron. Decidimos,
entonces, suplementarles con la mitad del volumen calculado previamente para cada toma con
leche maternarecién extraida, que les administramos por sonda gastrica (Gomez Papi, 1995). Asi
secorrigié € estancamiento ponderal y se acortd laduracién delastomas. Otrasolucién hubiera
sidoinstaurar e MM C durante las 24 horasdel diay permitir lalactanciaademanda, ainterval os
no superiores a 2 horas.

Cuando lamadre es dadade altadel hospital, sele adiestraen laextraccion, recoleccion,
conservaciony transporte delaleche. Aprovechalasvisitasal hospital paratraer lalechey dar el
pecho a su hijo mientras hacen el MMC. A medida que van pasando los dias, la produccion de
leche de la madre se estanca por |afalta de estimulo directo de su hijo, quien cada dia necesita
més volumen por toma. Coincide ese momento con la "maduraciéon” de la leche materna.
Solventamos el problema mezclando la leche reciente con la leche congelada de los primeros
dias, en proporcion 1 a 1.

El MM C esunatécnicasin riesgo: no se hamodificado lamortalidad neonatal e, incluso,
nuestros prematuros presentan menos infecciones (datos sin publicar). Debido a que maduran
antes y tienen mucho més contacto con sus madres, hemos conseguido adelantar €l alta de los
prematurosy mejorar la confianza de las madres en su capacidad para cuidar a sus hijos cuando
estén en casa. L os pequerios problemas que puedan surgir unavez dadosde altase atiendenenla
consulta de seguimiento neonatal y de lactancia materna, donde se visitan cada 2 6 3 dias hasta
guealcanzanlos 2,5 Kgde peso. El MM C se practicasolo dentro del hospital, perolasmadresio

pueden hacer, si quieren, en su domicilio.
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Tabla 1. Constantes vitales antes, durante y después del MMC

preMMC MMC postMMC
Temperatura (°C) 36.8£0.3 36.8+0.3 36.8£0.3
FC (latidos x min) 150+ 19 152+ 16 150+ 16
FR (respiraciones x min) 49+ 17 52+ 17 51+ 18
Sic Hb (%) 97+3 9+ 3 97+3

MMC: Mé&odo de laMadre Canguro; FC: frecuencia cardiaca; FR: frecuencia respiratoria.
Stc Hb: Saturacion de hemoglobina.



Tabla 2. Conducta de |os prematuros durante el MM C (n=403)

% de MMC n°de MMC

Manos abiertas 86 347
Pufios cerrados 5 19
Somnoliento 51 207

Dormido 31 126
Activo 10 41
Alerta tranquila 37 149
Mira alrededor 25 99
Sonrie 14 57
Hace muecas 11 43

n° de MMC: nimero de contactos piel con piel en los que se registré esa conducta.
% de MMC: porcentaje de contactos piel con piel en los que se registrd esa conducta.



CAPITULO 6

FUNCION Y APLICACIONES DE LACTOBACILOSDE ORIGEN VAGINAL
Covadonga Barbésy Soledad Boris

Departamento de Biologia Funcional (Area de Microbiologia). Facultad de Medicina.
Universidad de Oviedo.

El ecosistema vaginal

La vagina humana consta de un epitelio escamoso, estratificado y no queratinizado,
que prolifera 'y se engruesa en funcion de la fase del ciclo menstrual, respondiendo a los
niveles atos de estrégenos (McGroarty, 1993). Este epitelio carece de glandulas, de tal modo
gue todas las secreciones vaginales proceden de las glandulas de Bartholin y Skene, del
mucus cervical, de las trompas de Faopio y del endometrio. El exudado vagina esta
controlado por €l nivel de estrogenos y se reduce después de la mitad del ciclo menstrual
cuando el nivel de los mismos decrece.

La degradacion de las células epiteliales superficiales libera glucdgeno que es
metabolizado por enzimas secretados por células epitelides y cervicales asi como
lactobacilos, liberando glucosa que es a su vez convertida en acido lactico. La secrecion
vaginal estd compuesta por 90-95% de agua, sales organicas e inorganicas, urea, quelantes de
hierro, carbohidratos, mucina, &cidos grasos, albimina, inmunoglobulinas, lisozima y otras
macromoléculas, leucocitos y restos epiteliales (Redondo-Lépez y col., 1990; McGroarty,
1993; Larsen, 1993). El pH de lavagina varia siendo mas alto en la parte superior y durante la
menstruacién, con unamediade pH de 4.5.

El aparato reproductor contiene microorganismos en vagina y cérvix considerandose
estéril el tracto superior. La vagina constituye un ecosistema polimicrobiano y dindmico que
puede ser modulado por factores del huésped y del medio tales como: embarazo,
menstruacion, uso de anticonceptivos orales, terapia hormonal sustitutiva, inmunosupresion,
manipulacion quirdrgica de lavaginay € uso de antibiéticos de amplio espectro.

El primer estudio extensivo sobre la microbiota vaginal humana fue publicado en 1892
por Doderlein que en 1884 habia aislado una bacteria Gram-positiva, catalasa negativa no
formadora de esporas procedente de la vagina de mujeres embarazadas sanas. En 1901 M.W.
Beijerinck describio e género Lactobacillus y en 1928, S. Thomas identifico e “bacilo de
Doderlein” como Lactobacillus acidophilus utilizando métodos bioquimicos (Redondo-L 6pez
y col., 1990; Hughes y Hillier, 1990). Dicho bacilo esta actualmente clasificado como Lb.



gasseri (Johnsony col., 1980).

Doderlein y sus contemporaneos consideraban la microbiota vaginal homogénea y
constituida solo por bacilos Gram-positivos. Este vigjo concepto de que la vagina esta
colonizada sélo por lactobacilos ha sido modificado gracias a empleo de métodos de
identificacion de microorganismos mas modernos que han demostrado que la vagina de las
mujeres asintométicas sanas estd congtituida por unas 100 especies diferentes, que
comprenden bacterias tanto Gram-positivas como negativas, micoplasmas y levaduras, pero
sin duda Lactobacillus es el género dominante con una proporcién de 10%-10° ufmml™ de
fluido vagina, constituyendo e 61,5 % del total de los microorganismos aislados
(McGroarty, 1993; Mehtay col., 1995).

La poblacion de lactobacilos varia en diferentes estados de la vida de la mujer,
apareciendo mayoritariamente cuando €l nivel de estrégenos es ato (periodo neonatal,
menarquia) y disminuyendo cuando e nivel desciende (premenarquia y postmenopausia)
(McGroarty, 1993). Estarelacion entre lactobacilos, alto nivel de estrogenosy bajo pH podria
explicarse s tenemos en cuenta que los estrégenos promueven la deposicion de glucdgeno
sobre €l epitelio vaginal, que a su vez seria un sustrato adecuado para la proliferacion de los
lactobacilos, los cuales fermentarian e glucdgeno formando é&cidos que contribuirian a
disminuir e pH.

Establecer laidentidad de las especies de lactobacilos que colonizan la vagina humana
es de gran importancia ya que diversos estudios clinicos han demostrado una asociacién entre
la presencia de cepas de |lactobacilos productores de peréxido de hidrégeno y una disminucion
en la incidencia de gonorrea, vaginosis bacteriana (Hawes y col., 1996) e infeccion con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Coheny col., 1995; Sewankambo y col., 1997;
Taha y col., 1999; Royce y col., 1999). La identidad de las especies predominantes de
lactobacilos que colonizan la vagina no ha estado muy clara durante afos debido a la
metodologia empleada para su identificacion (fermentacion de azlcares y otros criterios
fenotipicos). Con e empleo de estos métodos clésicos las especies aisladas con mas
frecuencia eran Lb. acidophilus y Lb. fermentum, seguido de Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb.
jensenii, Lb. casei, Lb. cellobiosus, Lb. leichmanii, Lb. delbrueckii and Lb. salivarius
(Rogosay Sharpe, 1960; Levison y col., 1977; Nagy y col., 1991).

Recientemente mediante estudios de homologia de ADN se ha modificado la
taxonomia de los lactobacilos y asi el grupo Lb. acidophilus se ha subdividido en seis grupos
de homologia, dos de los cuaes, Lb. crispatus y Lb. gasseri junto con Lb. jensenii son

considerados actualmente las especies dominantes en la vagina de mujeres sanas europess,



estadounidenses y japonesas como han demostrado varios autores (Giorgi y col. 1987,
Antonioy col., 1999; Songy col., 1999; Vallor y col., 2001).

Funcion deloslactobacilos en el ecosistema vaginal

La funcion atribuida a los lactobacilos en el ecosistema vaginal consiste basicamente
en mantener este ambiente estable limitando el crecimiento de microorganismos patégenos,
asi como variaciones en la microbiota vaginal, en particular la pérdida de lactobacilos
productores de H,O, causa un aumento de las infecciones genitales y urinarias (Reid, 2001;
Famularo y col., 2001). Estas observaciones han conducido a la investigacion de las
propiedades protectoras de los lactobacilos responsables del mantenimiento del estado de
salud. Estos pueden modular la presencia de otros microorganismos produciendo écido
l&ctico, H,O,, y otros compuestos antimicrobianos o bien compitiendo por nutrientes o sitios
deunion alas células del epitelio vaginal (Borisy Barbés, 2000).

Laacidez de lavagina se considera el primer mecanismo en el control de la microbiota
y se harelacionado con una disminucién en el riesgo de infeccién por clamidias, tricomonas y
micoplamas (Hanna y col., 1985). Esta acidificacion se debe al metabolismo anaerobio del
glucdgeno vaginal produciendo écido acético y lactico, sin embargo no esta muy claro si este
metabolismo es llevado a cabo por bacterias y/o células epiteliales (Pybus y Onderdonk,
1999). Boskey y col. (1999) apoyan la hipotesis de la implicacion de las bacterias en este
fenémeno y asi pudieron demostrar que eran suficientes del orden de 108 lactobacilos para
reproducir las condiciones de acidez observadas in vivo en la vagina. Estos lactobacilos de
origen vaginal ademas de producir acido resisten valores de pH muy bajos, entre 3,2 y 4,8,
gue son condiciones fisiol bgicas habituales en €l ecosistema vaginal.

Para la colonizacion a largo plazo de la vagina se considera que es necesaria la
adherencia de los lactobacilos a las células. Esta capacidad se puede ver afectada por cambios
ciclicos en e nivel de hormonas (particularmente estrégenos), glucogeno, pH vaginal, que
pueden alterar la composicion de la microbiota vaginal. Se considera que la adherencia de los
lactobacilos es mayor en presencia de una ata concentracion de estrégenos (Chan y col.,
1984) y se observa una reduccion de la misma a final del ciclo menstrual (Keane y cal.,
1997).

Los factores responsables de la adherencia de los lactobacilos a las células vaginaes
son variados e implican diferentes compuestos de |a superficie bacteriana, en algunos casos se

trata de glucoproteinas y carbohidratos (Boris 'y col., 1998), acido lipoteicoico (Chan y col.,



1985), hemaglutininas (Reid, 2000) o proteinas de union a coladgeno (Roos y col., 1996;
Howard y col., 2000). Esta variedad muestrala complejidad y especificidad del mecanismo de
adherencia, dicha propiedad es un fendmeno muy importante ya que la unién de los
lactobacilos a las células impide a su vez la adherencia de otros microorganismos gue podrian
ser patdgenos. Esta interferencia puede deberse a impedimentos estéricos (Chan y col., 1985)
0 aun blogqueo especifico de receptores celulares (Borisy col., 1998).

Muy interesante resulta la implicacion de los biosurfactantes producidos por agunas
cepas de lactobacilos en este fendmeno de exclusién competitiva. Heinemann y col. (2000)
han identificado una proteina de 29 kDa producida por Lb. fermentum RC-14 gque no solo esta4
implicada en la adherencia del lactobacilo sino que ademas inhibe la union de Enterococcus
faecalisalas células. Esta proteina presenta homologia con otra proteina de superficie de 32
kDa producida por Lb. fermentum BR11 (Roos y col., 1996). En ambos casos se considera
que estan implicadas en la adherencia de lactobacilos a los tejidos del huésped.

Otro mecanismo de proteccion del huésped atribuido a los lactobacilos consiste en la
produccion de compuestos antimicrobianos. Aunque la capacidad de producir perdxido de
hidrogeno por los lactobacilos ha sido reconocida hace tiempo, solo recientemente se ha
identificado como un mecanismo importante de antagonismo bacteriano en la vagina. El
peréxido de hidrégeno es intrinsecamente un potente antimicrobiano, pero s ademas su
accioén se combina con el anion cloruro y la mieloperoxidasa, ambas presentes en lavagina, su
efecto se vera potenciado (Klebanoff y col., 1991; Guptay col., 1998). La importancia de
este mecanismo de defensa esta avalado por €l hecho de que la mayoria de los lactobacilos
aisados en vagina de mujeres sanas son productores de peroxido de hidrégeno. Este
compuesto no sblo esta implicado en la inhibicién de microorganismos como Neisseria
gonorrhoeae o Candida albicans (Fitzsmmons y col., 1994; Zheng y col., 1994) sino que
también parece tener un efecto viricida sobre € virus VIH afectando a la transmision
heterosexual del mismo (Klebanoff y Coombs, 1991).

En cuanto a la produccién de bacteriocinas no se ha aislado ninguna procedente de
lactobacilos de origen vaginal. Por e contrario, si se han descrito sustancias tipo-bacteriocina
que tienen un espectro de inhibicién de patégenos més amplio abarcando tanto bacterias

Gram-positivas como Gram-negativas e incluso hongos (McGroarty, 1993; Reid y col. 1987).

Aplicaciones deloslactobacilos de origen vaginal

Se ha estimado que las infecciones urogenitales, incluyendo las del tracto urinario,



vaginosis bacteriana y vaginitis por Candida spp. afectan a un billon de mujeres anualmente
(Reid, 2002). La vaginosis bacteriana es una de las infecciones vaginales mas comunes 'y se
caracteriza por tres situaciones. supresion de la microbiota normal, aparicion del patégeno y
aumento de la microbiota anaerobia (el microorganismo més frecuente aislado de pacientes
con vaginosis es Gardnerella vaginalis). Por otra parte las candidiasis de mucosas oral y
vagina son muy comunes, siendo Candida albicans € agente etiologico dominante de la
vaginitis por € género Candida, aunque otras especies de la misma y otros géneros como
Torulopsis pueden también producir la enfermedad. Asimismo las infecciones del tracto
urinario son un problema comun, especialmente en mujeres, siendo la mayoria causadas por
Escherichia coli.

Los agentes antimicrobianos son muy eficaces en € tratamiento de infecciones
bacterianas, pero la resistencia a antimicrobianos de los patdgenos urogenitales esta en
aumento, asi en E. coli es superior a 18% en Estados Unidos y Canada para trimetoprim-
sulfametoxazol y del 30% para fluoroquinolonas en Espafia (Reid y col., 2001). Estos datos
hacen imperativo € desarrollo de estrategias aternativas, siendo el uso de lactobacilos como
agentes bioterapéuticos una aproximacion potencial (Barbésy Boris, 1999).

En 1995 McFarland define los agentes bioterapéuticos como “microorganismos
utilizados para tratar o prevenir enfermedades humanas por interaccion con la microecologia
natural del huésped” (McFarland y Elmer, 1995). El uso tradicional de estos agentes ha estado
centrado en la prevencién o tratamiento de varios tipos de trastornos gastrointestinales, y
posteriormente su utilizacion se ha extendido al tratamiento de vaginitis e infecciones
urinarias recurrentes (McGroarty, 1993; Hilton y Rindos, 1995).

Como ya se sefiald previamente, los lactobacilos son componentes importantes de la
microbiota vaginal normal, que pueden prevenir infecciones del tracto urinario interfiriendo
con uropatégenos como E. coli en la colonizacion del epitelio periuretral, asi, una pérdida de
lactobacilos vaginales puede predisponer a la mujer a la adquisicion de infecciones
genitourinarias. Por esta razén, €l uso de cepas de lactobacilos seleccionadas puede ser un
medio eficaz de restaurar |a microbiota normal de lavagina

La primera referencia sobre el tratamiento de vaginitis y vaginosis con lactobacilos,
data de 1933 en Estados Unidos (Mohler y Brown, 1933). Posteriormente se llevaron a cabo
otros estudios consistentes en la instilacion intravaginal de Lb. casei GR-1 para prevenir
infecciones del tracto urinario obteniéndose resultados satisfactorios (Bruce y Reid, 1988).
También se ha observado un efecto positivo de la administracion tépica o sistémica de yogurt

conteniendo células viables de Lb. acidophilus para la prevencién y tratamiento de vaginitis



por Candida spp. (Hilton y col., 1992), donde se observa una disminucién de laincidencia de
la misma durante la administracion del yogurt. Asimismo, la cepa Lb. rhamnosus GG también
se utilizé con éxito en e tratamiento de vaginitis recurrente (Hilton y Rindos, 1995).

Algunas publicaciones evidencian que el tratamiento de infecciones del tracto
genitourinario con lactobacilos puede ser efectivo (Sieber y Dietz, 1998). Ademés de la
aplicacion tépica de Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus GR-1, Lb. fermentum B-54 o RC-14, y
yogurt en vagina, la ingestion de productos lacteos fermentados conteniendo estos
lactobacilos también parece tener efectos terapéuticos (Nyirjesy y col., 1997; Reid y caol.,
2001; Reid, 2002). En este sentido, Reid y col. (2001) demuestran que Lb. rhamnosus GR-1y
Lb. fermentum RC-14 son capaces de colonizar la vagina tras la ingestion oral sin efectos
secundarios. Es la primera evidencia clinica de que dos lactobacilos probidticos
especificamente seleccionados por su capacidad parainhibir el crecimiento y la adherencia de
patdgenos urogenitales pueden colonizar la vagina tras su consumo oral, 1o que significa que
estos organismos sobreviven a bajo pH del estbmago y a las sales biliares y pueden ascender
sin intervencion funcional alavagina

Por todo lo expuesto anteriormente podemos concluir que € uso de preparaciones
probiGticas es prometedor y avances recientes en la comprension de la microbiota, sistema
inmune y ateraciones metabdlicas en € ecosistema vagina de mujeres con vaginosis

bacteriana han incrementado el interés en el uso terapéutico de probioticos.

Resultados recientesy per spectivas

A partir de 70 aidados vaginades humanos de mujeres premenopdusicas sanas
obtenidos en e Hospital Monte Naranco de Oviedo (Asturias) se seleccionaron tres cepas de
Lactobacillus identificadas como Lb. acidophilus UO 001, Lb gasseri UO 002 y Lb jensenii
UO 003 (Boris y col., 1998). Estas cepas fueron posteriormente caracterizadas para
determinar sus cualidades probidticas. Todas €llas tienen capacidad para autoagregar,
propiedad que seria de gran utilidad como un primer paso para adherirse y colonizar €l
epitelio vaginal. La naturaleza de los factores implicados en este mecanismo se muestra en la
Tabla 1. Asimismo, se adhieren a las células vaginades a través de glucoproteinas o
carbohidratos (Tabla 1) que reconocen receptores glucolipidicos presentes en las células
vaginales. En € caso de Lb. acidophilus UO 001 se trata de una union tipo lectina como se
pudo observar por la capacidad de dicha cepa de aglutinar eritrocitos.



Otra propiedad presente en estas cepas es su capacidad para coagregar con agunos
patogenos del tracto genitourinario como E. coli, G. vaginalisy C. albicans. Este fendmeno
unido a la produccion de antimicrobianos como el acido léctico confiere un mayor efecto
inhibidor sobre E. coli uropatogeno. Otro mecanismo de exclusion competitiva empleado por
estos lactobacilos consiste en el bloqueo especifico de receptores celulares compitiendo por
el sitio de union con G. vaginalis y C. albicans. Ademés, en el caso de G. vaginalis, Lb.
acidophilus UO 001 es capaz de desplazar a dicho microorganismo (Tabla 2).

Tras esta caracterizacion previa de las cepas, en la actualidad nuestras investigaciones
se centran en la evaluacion de su capacidad de supervivencia en las condiciones fisiol égicas
vaginales, su tolerancia a espermicidas, resistencia a antibioticos y busqueda de un vehiculo
adecuado que permita su administracion en el tracto urogenital para la prevencion y
tratamiento de posibles infecciones.

Adicionamente, Lb. acidophilus UO 001 y Lb. gasseri UO 002 presentan una serie de
propiedades que les hacen idoneos para su utilizacion en e tracto gastrointestina (Fernandez
y col., 2003). Estas cepas son resistentes a las condiciones fisioldgicas de dicho ecosistema,
sobreviven a pH 2 y 3, en presencia de pepsina, pancreatina y sales biliares, y dicha
resistencia es incrementada en presencia de leche en polvo (Fig. 1). Asimismo tienen gran
capacidad de adherencia a la linea celular intestinal Caco 2 a través de glucoproteinas en Lb.
gasseri y carbohidratos en €l caso de Lb. acidophilus.

Por otra parte, inhiben € crecimiento de algunos enteropatdgenos como Salmonella
choleraesuis, Yersinia enterocolitica, E. coli O111, Listeria spp., Clostridium spp. y
Campylobacter jejuni, sin interferir con algunos miembros de la microbiota normal del tracto
gastrointestinal como E. coli, E. faecalis, Bacteroides fragilis y Bifidobacterium bifidum.
Finalmente, Lb. gasseri inhibe la unién de E. coli O111 a células Caco-2 en condiciones de
exclusion.

Podemos concluir que estas cepas con capacidad para inhibir € crecimiento y
adhesion de patégenos intestinales y de colonizar €l intestino, podrian ser idéneas para su uso
futuro como correctoras de ateraciones del tracto genitourinario en aplicaciones tépicas o tras

ingestion de las mismas.
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Tabla 1. Concentracion (log ufc g') de diversos grupos
microbianos en heces

Concentracion  Desviacion

Grupo microbiano media* esténdar
Microorganismos totales 10,26 + 0,55
Clostridios 10,06 + 0,38
Bifidobacterias 9,30 +0,71
Bacteroides 8,96 + 0,53
L actobacilos 6,86 +1,04
Coliformes 7,19 +1,05
Enterococos 5,87 +0,89
Estafilococos 4,45 +1,10
Mohosy levaduras 3,18 +0,93

* Media aritmética de 66 muestras obtenidas alo largo de un afio
apartir de 8 individuos.



Tabla 2. Actividades enziméticas modales en las diversas muestras de cada voluntario mediante €l sistema APl ZYM
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CAPITULO 7
ESTUDIO Y EVOLUCION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL HUMANA:
IDENTIFICACION Y SELECCION DE BACTERIASPROBIOTICAS

Baltasar Mayo y Susana Delgado
Instituto de Productos Léacteos de Asturias (IPLA), Consgo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSC), Carretera de Infiesto s/n, 33300-Villaviciosa, Asturias

I ntroduccion: la microbiota intestinal normal

El tracto gastrointestinal (TGI) humano se coloniza tras el nacimiento por una
compleja, diversa y dinamica coleccion de especies bacterianas. Aunque se han descrito mas
de 400 especies, el 99% de los microorganismos pertenecen a unas 30 6 40 y forman lo que se
denomina la “flora microbiana intestinal normal” (Drasar y Barrow, 1985). La “flora
microbiana normal” es un delicado equilibrio que varia en cada una de las porciones del TGI.
Ademads, su composicion cualitativa y/o cuantitativa puede variar entre grupos humanos, e
incluso de forma individual, debido a diferencias especificas del hospedador y/o a sus héabitos
alimenticios. Los componentes de esta microflora ejercen gran influencia sobre muchas
caracteristicas bioquimicas, fisiologicas e inmunoldgicas del hospedador. También tienen
gran importancia médica, ya que pueden causar infecciones cuando incrementan su nimero o
cuando se establecen fuera del TGI. Ademas, estan relacionados con diversas disfunciones,
como la intolerancia a la lactosa, el estrefiimiento e, incluso, con las enfermedades
cardiovasculares o el cancer (Parodi, 1999). Los resultados mas actuales parecen indicar que
cada individuo presenta comunidades microbianas personales y relativamente estables en el
tiempo (Tannock, 1999a).

A pesar de su relevancia, aiin no se conocen con precision los microorganismos que
integran las poblaciones mas abundantes, ni la importancia y el papel bioldgico que
desempefian las poblaciones minoritarias. Esto se debe a la complejidad del ecosistema
intestinal, con una enorme variedad de tipos microbianos, asi como a las limitaciones técnicas
para detectar los microorganismos dificilmente o no cultivables y las dificultades para el
estudio simultaneo de los diferentes grupos. En cualquier caso, resulta conveniente realizar el
analisis microbioldgico del TGI en el mayor nimero posible de comunidades humanas antes
de extraer conclusiones generales, tal y como recomiendan autores de reconocido prestigio en

la materia (Salminen y col., 1998a; Tannock, 1998; Tannock, 1999b).



L os microor ganismos pr obiéticos

En este contexto microbioldgico, los probidticos se definieron como “suplementos
alimenticios con bacterias vivas que contribuyen a mantener el equilibrio microbiano del
TGI” (Fuller, 1989). De forma mas reciente, se precisa que los probidticos son
“microorganismos vivos que, tras su ingestion en cierto niamero, ejercen efectos beneficiosos
en el hospedador mas alld de los inherentes a la nutricion basica” (Guarner y Schaafsma,
1998). La utilizacion de diversos microorganismos intestinales como probidticos se remonta a
principios del siglo XX (Nissle, 1925; Rettger y col., 1935). Las especies mas utilizadas
pertenecen al grupo de las bacterias del acido lactico (bacterias lacticas o BAL) y a las
bifidobacterias. Dichas bacterias parecen ser claves en el mantenimiento del equilibrio
microbiano necesario para la salud, como ya propusiera Metchnikoff en sus famosos
postulados (Metchnikoff, 1907). Son dominantes en el TGI en los primeros meses de vida y
contribuyen, sin duda, a la maduracién fisiologica e inmunoldgica de este drgano. Ademas,
forman parte, desde tiempo inmemorial, de la dieta del hombre a través de diversos productos
fermentados, entre los que se incluyen muchos productos lacteos. Por estas razones poseen
una merecida reputacion de microorganismos saludables o GRAS. Sin embargo, en la
actualidad, se aboga por evaluar individualmente en cada cepa las caracteristicas relacionadas
con la seguridad.

Junto al término probidtico, ha aparecido muy recientemente el término prebiodtico
para referirse a “los ingredientes alimenticios no asimilables que promueven la proliferacion
selectiva de las bacterias intestinales beneficiosas” (Gibson y Roberfroid, 1995). Asi como
toda una serie de nuevos términos, en ocasiones redundantes (bioterapéuticos, nutracéuticos,
alimentos colonicos, alimentos médicos, etc.). Todos ellos, con los probidticos y prebidticos a
la cabeza, conforman los “alimentos funcionales”, cuya definicion mas aceptada es la de
“alimentos modificados o ingredientes alimentarios que, ademds de satisfacer los
requerimientos nutritivos tradicionales, proporcionan un beneficio para la salud” (Sanders,

1998).

Funciones de la microbiota intestinal y los probidticos

Las funciones de la microbiota intestinal, y por ende de los probioticos, pueden

agruparse en tres categorias: metabolicas, troficas y protectoras (Guarner y Malagelada,

2003).



La fermentacion en el intestino de los carbohidratos no digeridos (almidones no
digeribles, celulosas, hemicelulosas, pectinas, gomas y moco endogeno) constituye, sin duda,
una fuente de energia importante para los microorganismos y para el hospedador. Este
proceso tiene lugar mayoritariamente en el colon proximal y las bacterias lacticas se
encuentran entre las poblaciones fermentadoras mas eficaces. Los productos metabdlicos mas
importantes que se generan en este proceso son los acidos grasos de cadena corta (SCFAs,
short-chain fatty acids) (acetato, butirato y propionato), con gran importancia fisiologica en el
TGI (Cummings, 1997). La degradacion de las proteinas (putrefacciéon) también genera
SCFAs pero, al mismo tiempo, produce una seriec de compuestos potencialmente toxicos
(aminas, amonio, fenoles, tioles, etc.). Este ultimo proceso tiene lugar principalmente en el
colon distal y son los grupos de bacteroides y clostridios los microorganismos mas activos.
Las bacterias intestinales tienen también un papel destacado en la sintesis de vitaminas, en la
absorcion de algunos minerales (calcio, fésforo, magnesio y hierro) y en la eliminacion de
compuestos toxicos, mutagénicos y/o carcinogénicos.

La mucosa del TGI es la mayor interfase de nuestro cuerpo con el medio externo. No
es de extrafar, por tanto, que este tejido contenga gran parte de las células
inmunocompetentes del cuerpo humano (Cebra y col.,, 1998). Las interacciones que se
establecen en la mucosa entre el hospedador y los microorganismos son indispensables para la
maduracion del sistema inmune, afectando ademas a la produccion y diferenciacion de las
propias células epiteliales. Las bacterias lacticas, y en particular los lactobacilos, son uno de
los grupos con mayor efecto trofico y estimulador de este sistema, tanto mediante efectos
especificos como inespecificos (Gill, 1998).

Las bacterias residentes son también un mecanismo crucial para impedir la
colonizacién por microorganismos exdgenos, incluyendo a los patdgenos. Este impedimento,
denominado efecto barrera, evita también la proliferacion excesiva de los patdgenos
oportunistas que forman parte de la microbiota normal del TGI. El efecto barrera se debe a
varios mecanismos, como la competicion por los lugares de unién a las superficies epiteliales,
la competencia por nutrientes disponibles y/o la produccién de inhibidores microbianos

(acidos organicos, perdxido de hidrégeno, bacteriocinas, etc.) (Salminen y col., 1998a).

Caracteristicas de los microor ganismos probioticos

Dado que no se conocen con precision los constituyentes de la flora microbiana

intestinal ni los efectos particulares con los que cada tipo contribuye a la homeostasis del



hospedador, es dificil precisar cudles son las caracteristicas deseables de un buen
microorganismo probidtico. Es mas, dichas caracteristicas podrian variar dependiendo del
estado del hospedador. No obstante, se han formulado numerosos criterios de seleccion,
destacando entre ellos la ausencia de patogenicidad o de efectos adversos, la supervivencia
durante el transito gastrointestinal, la colonizacion de las mucosas, la produccion de
sustancias antimicrobianas, la aptitud tecnologica y, ademas, producir un efecto beneficioso
clinicamente demostrado (Collins y col., 1998; Svenson, 1999; Vaughan y col., 1999).
Actualmente, existen diversas cepas que se han ensayado con €xito como agentes preventivos
o terapeuticos (Salminen y col., 1998a; Dunne y col., 2001; Kaur y col., 2002; Cross, 2002;
Ouwehand y col., 2002).

Objetivos

En nuestro pais, los estudios sobre la flora intestinal humana son escasos. Nuestra
alimentacion, incluyendo la saludable dieta mediterranea (Trichopoulou y Lagiou, 1997), y
una posible idiosincrasia genética, hacen conveniente un estudio en profundidad. Solo de esta
forma seremos de capaces de aprovechar, en toda su potencialidad, los beneficios de los
probidticos, los prebidticos y demas alimentos funcionales.

En este contexto, los objetivos de nuestro trabajo han sido los siguientes:

1. Conocer la microflora fecal y la asociada a mucosas en individuos sanos con hébitos
alimenticios normales de nuestro entorno. Para ello se han empleado técnicas clasicas de
cultivo, que se complementaran en el futuro con técnicas moleculares. Al mismo tiempo,
se han determinado algunos pardmetros bioquimicos relacionados con las actividades
microbianas.

2. Aidar e identificar las especies microbianas mayoritarias de la flora total y de las
poblaciones “ beneficiosas’” para seleccionar cepas con potencial probidtico. Después de
una clasificacion precisa, examinaremos en las cepas seleccionadas diversas
caracteristicas relacionadas con su probiosis (ausencia de patogenicidad, capacidad de
colonizacion, etc.) y con su aptitud tecnologica (compatibilidad con cultivos iniciadores,

viabilidad durante la elaboraciéon y conservacion de los productos, etc.).



Tomay procesado de las muestras

Entre trabajadores del Hospital de Cabueiies (Gijon), se eligieron a 8 individuos (5
mujeres y 3 hombres) adultos (entre los 32 y los 56 afnos) con un buen estado de salud. La
seleccion de los donantes y la toma de muestras se llevd a cabo siguiendo las
recomendaciones del Comité Etico Regional del Principado de Asturias. Las heces se
recogieron en contenedores estériles, se introdujeron en una jarra de anaerobiosis con un
sobre de Anaerocult A (Merck) y se remitieron al laboratorio mediante transporte urgente. Las
muestras se procesaron en las 2 horas siguientes a la deposicion en una cabina de anaerobiosis
(Mac 500, Don Whitley Scientific) con atmdsfera reductora (10% H,, 10% CO,, 80% N»).
Las diluciones se realizaron también en una solucion reductora con la siguiente composicion:
caldo BHI (Merck) con 0,5% de extracto de levadura, 0,25% de cisteina, vitamina K; y

hemina.

Andlisis microbiol 6gicos

Las siembras se realizaron en superficie y se extendieron con asa Digralsky. Los
recuentos de los diversos grupos microbianos se efectuaron en los siguientes medios de
cultivo: (1) Microorganismos totales. Agar BHI con extracto de levadura (0,5%), cisteina
(0,25%), vitamina K; (10 mg/l) y hemina (0,2 g/1). (2) Clostridios. Agar RCM con polimixina
B (20 ug/ml). (3) Bifidobacterias y lactobacilos. Agar MRS con cisteina (0,25%). (4)
Bacteroides: Agar EB con cisteina (0,25%), kanamicina (100 pg/ml) y vancomicina (7,5
ug/ml). (5) Enterobacterias y coliformes. VRBGA y VRBA, respectivamente. (6)
Enterococos. Agar Slanetz y Bartley (Merck). (7) Estafilococos. Agar Baird-Parker con
telurito y yema de huevo. (8) Mohosy levaduras. Agar YGC.

Todas las incubaciones se realizaron a 37°C, excepto las de los mohos y levaduras que
se realizaron a 25°C. Las placas de enterobacterias, coliformes, enterococos, estafilococos y

mohos y levaduras se incubaron en aerobiosis.
Andlisis bioquimicos
Medida de actividades enziméticas. La medida de diversas actividades enzimaticas en heces

se llevO a cabo mediante el método semicuantitativo de las tiras reactivas APl ZYM

(bioM¢érieux). Cada pocillo se rellen6 con 65 pl de una dilucion 1/500 de la muestra en H,O



destilada estéril. El revelado se efectud con los reactivos de la casa suministradora y siguendo
sus recomendaciones.

Medida de amonio. La concentracion de amonio en heces se midi6 por medio de una sonda
selectiva para iones amonio (Crison Instruments). La muestra de heces se diluyé 1/100 en
agua estéril y se centrifugd durante 10 min a 4500 rpm. La concentracion del i6n amonio se
realizd por inmersion directa de la sonda en el sobrenadante.

Determinacion de acidos grasos de cadena corta. Los acidos grasos de cadena corta se
extrajeron de 0,5 g de una muestra acidificada con 0,5 ml de una solucién 50% (p/v) H,SOy4, a
la que se afiadieron 5 umol de acido caproico como estandar. La extraccion se llevo a cabo
con 1 ml de dietil éter. La deteccion y cuantificacion se realizd por medio de cromatografia de
gases en un cromatografo 8600 (Perkin Elmer), siguiendo el procedimiento de Tangerman y

Nagengast (1996).

Clasificacion y caracterizacion de los aislados

Perfil de fermentacion de carbohidratos. La determinacion del perfil de fermentacion de
azlicares se llevo a cabo por medio de las microplacas comerciales PhenePlate™™-LB (PhP-
MT-AB). La fermentacion se comprobo tras 48 h en anaerobiosis a 37°C.

Amplificacion parcial y secuenciacion del gen rRNA 16S Utilizando oligonucledtidos
universales como cebadores (Y1 e Y2, Young y col., 1991) se amplificé de forma parcial el
gen que codifica el rRNA 16S. Los amplicones se purificaron a través de columnas
limpiadoras (Micron PCR, Millipore) y se secuenciaron. Las secuencias se compararon con
las de los bancos de datos publicos con el programa BLAST (Altschul y col., 1997).
Resistencia a acidos biliares en placa. La resistencia de las cepas a las sales biliares se evalud
en placas con concentraciones crecientes de bilis bovina (entre un 0,06 y un 2%). La
inoculacién de las placas se realizd con cultivos activos de 24 6 48 h por medio de un
replicador de Steers. La lectura de los resultados se efectud al cabo de 48 h de incubacion en
anaerobiosis a 37°C.

Resistencia a la acidez. La resistencia a la acidez se determind en placas microtituladoras con
caldo MRS acidificado a pH 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 y 4,5 con HCI. La inoculacion e incubacion
de las placas se realizé como en el caso anterior.

Resistencia a antibioticos relevantes en bacterias anaerobicas. Para esta determinacion se
utilizd el sistema Sensititre Anaero3 siguiendo las recomendaciones de la firma

suministradora (Trek Diagnostic Systems).



Produccién de sustancias antimicrobianas. La produccion de sustancias antimicrobianas se
determin6 mediante un ensayo en placa, tal y como describen Schillinger y Liike (1989),
utilizando como microorganismos indicadores distintas bacterias de origen alimentario o
intestinal (Bifidobacterium longum, B. bifidum, Lactobacillus acidofilus, Lb. delbrueckii y
Lb. sakei).

Resultados y discusion

Microbiologia de hecesy mucosa

Se ha efectuado el seguimiento de la microbiota intestinal de 8 individuos sanos a lo
largo de un afo. De cada sujeto se tomaron muestras mensuales de heces y, en la mayoria de
los casos, se analizd una muestra de mucosa tras colonoscopia. Las poblaciones microbianas
controladas fueron las de microorganismos totales, clostridios, bifidobacterias, bacteroides,
lactobacilos, enterobacterias, coliformes, enterococos, estafilococos y mohos y levaduras. Los
resultados medios de la flora fecal de todas las muestras analizadas se relacionan en la Tabla 1
junto con sus respectivas desviaciones estandar. Aunque con diferencias notables entre
individuos y muestras, algunas poblaciones se sitian con frecuencia por encima de los 10"
ufc g de heces. Aln asi, el recuento directo al microscopio optico nos ofrecia de forma
consistente una unidad logaritmica por encima de los recuentos en placa, lo que no es
sorprendente si se tiene en cuenta que la estimacion de culturabilidad varia segun diversos
autores entre el 10 y el 50% (Langendijk y col., 1995; McCartney y col., 1996; Wilson y
Blitchington, 1996; Suau y col., 1999; Zoetendal y col., 1998). En la Fig. 1 se muestra la
evolucion de las distintas poblaciones descritas en las 9 muestras analizadas del sujeto H.
Dentro de cada individuo, las poblaciones se mantuvieron relativamente estables a lo largo del
tiempo. La poblacién de bacteroides (cercana a 10° ufc g”) fue notablemente inferior a la que
relacionan otros autores (Mitsuoka, 1992; Conway, 1995), lo que quizd sea debido a la
excesiva selectividad del medio utilizado (EBA con kanamicina y vancomicina). De hecho,
microorganismos morfoldégicamente similares a los bacteroides aparecian con frecuencia en
diluciones superiores de BHI. Los recuentos de los lactobacilos resultaron siempre
complicados por el crecimiento de las bifidobacterias en MRS, incluso aunque se acidificara a
pH 5,4. En este mismo medio aparecian también varios tipos de cocos Gram-positivos

pertenecientes al grupo de los ruminococos, en niveles similares al de las bifidobacterias.



Las poblaciones de los microorganismos anaerobios facultativos (enterobacterias,
enterococos y estafilococos) aparecian en numeros menores a los de las poblaciones de
anaerobios estrictos, tal y como han descrito otros autores (Drasar y Barrow, 1985; Mitsuoka,
1992; Conway, 1995; Tannock, 1999a). A pesar de su inferioridad numérica en las heces,
estos grupos pueden ser dominantes en otras partes del TGI. Los mohos y las levaduras se
encontraban con frecuencia en el limite de deteccion (10° ufc g™).

En las muestras de los distintos individuos aparece una gran variabilidad en nimero y
biotipos microbianos. Resultados similares se han descrito en numerosos trabajos anteriores
(Tannock, 1999a; Vaughan y col., 2000), por lo que eran esperables. También hemos
detectado mucha variabilidad entre las diferentes muestras de un solo individuo. A pesar de
esta variabilidad, las muestras personales guardaban una gran coherencia entre si. Por
ejemplo, en algunos individuos no se detectaron lactobacilos, mientras que en otros aparecian
siempre y en alta concentracién; en algunos sujetos la poblacion de enterobacterias y
coliformes era elevada (en torno a 10® ufc ¢! de heces), mientras que en otros era siempre
muy baja; finalmente, en algun sujeto aparecian con regularidad coliformes resistentes a
cloranfenicol.

Los resultados obtenidos de la microbiologia de las muestras de mucosa del individuo
F se muestran en la Fig. 2. El nimero absoluto de microorganimos fue siempre superior en el
contenido intestinal que en las muestras de mucosas, aunque las poblaciones dominantes
parecian ser las mismas en ambos tipos de muestras. La poblacion de lactobacilos parecia
ligeramente superior a la que aparece en las muestras de heces, sobrepasando en algunos
casos la poblacion de las bifidobacterias. Los enterococos y estafilococos unicamente parecen
estar asociados a la mucosa en zona distal del colon, mientras que los mohos y levaduras no

estan asociados en absoluto y se pierden tras los sucesivos lavados.

Bioquimica de las heces

Aunque la bioquimica de las heces no era un objetivo prioritario en nuestro trabajo, se
nos presentaba una buena ocasidén para llevar a cabo unos analisis basicos de algunos
parametros relacionados con la actividad microbiana. Como en el caso de los andlisis
microbioldgicos, los resultados obtenidos ilustran la complejidad del sistema gastrointestinal.

La Tabla 2 presenta los valores modales de las actividades enziméaticas obtenidas en
las muestras de todos los donantes con el sistema API ZYM. A grandes rasgos, parece existir

también un perfil individual, aunque son frecuentes grandes variaciones intermuestrales en un



mismo individuo. Estas variaciones pudieran deberse a las oscilaciones de las poblaciones
microbianas, la variacion enzimatica debida a la dieta o a la interrelacion de estos factores con
el hospedador.

La concentracion media de amonio se situd en los 1,35 mol 1", aunque los valores
oscilaron ampliamente entre las muestras, incluso entre las de un mismo individuo. El i6n
amonio se considera un metabolito perjudicial, capaz de promover la aparicion y el
crecimiento de tumores (Salminen y col., 1998b; Parodi, 1999).

Los perfiles medios de SCFAs fueron similares entre los distintos individuos (Fig. 3).
En general, se detectaron los mismos acidos grasos y en concentraciones comparables. El
acido acético estaba presente en una concentracién aproximada de 0,2 mg g’ de muestra,
aproximadamente el doble de los valores obtenidos para los acidos butirico y propidnico.
Estos tres acidos parecen tener un papel fisiologico importante en el TGI, pudiendo servir
como fuente de energia y participando en la prevencion de enfermedades (Scheppach y col.,
1995; Salminen y col., 1998a y 1998b). También se detectaron trazas de acido valérico e
isovalérico en todas las muestras. Las proporciones relativas de los distintos acidos grasos
estan de acuerdo con las que se relacionan en la literatura aunque no los valores absolutos, lo
que refleja quiza las diferencias existentes entre los distintos métodos de purificacion y

cuantificacion (Scheppach y col., 1995; Cummings y Macfarlane, 1997).

Clasificacion de los microorganismos totales

A partir de dos muestras puntuales de heces y una de mucosa, se identificaron 33
colonias procedentes de las placas de BHI, mediante amplificacion parcial y secuenciacion del
gen que codifica el rRNA 16S. En las muestras de heces se recuperd un nimero importante de
bacterias anaerobias estrictas como microorganismos mayoritarios (13 de 21, todas ellas se
englobaron en el Cluster XIVa de Clostridium). De éstas, un 50% presentaba una similitud
menor del 97% con las secuencias de cepas tipo o de representantes cultivados, por lo que
podrian pertenecer a nuevas especies. El resto se correspondia con y-proteobacterias (cepas de
Escherichia spp. y Shigella spp., fundamentalmente) y bacterias del grupo Bacillus-
Lactobacillus-Streptococcus. Entre los 11 aislados de mucosa, sin embargo, no aparecieron
representantes de los grupos mads sensibles al oxigeno debido, quiza, a que la preparacion de
la muestra exige una mayor manipulacion durante la que pudieron haber muerto. Los aislados
identificados se correspondieron exclusivamente con bacterias anaerobias facultativas

(enterobacterias y estreptococos).



10

Clasificacion de las bacterias lacticas y bifidobacterias

Por medio de los perfiles de fermentacién de carbohidratos, los aislados se agruparon
en unidades fenotipicas que después se clasificaron tras amplificacion parcial y secuenciacion
del gen que codifica el rRNA 16S. En algunos casos, como ocurria con las bifidobacterias, el
propio perfil de fermentacion ya nos permitia distinguir las distintas especies, ya que
presentaban perfiles claramente diferenciados. Sin embargo, no ocurria lo mismo con los
perfiles de fermentacion de los lactobacilos, que solo ocasionalmente se asociaron de forma
clara con una especie concreta.

En total, se han identificado 241 cepas de bacterias lacticas aisladas de muestras de
heces y mucosa, de ellas 180 eran bifidobacterias (136 de heces y 44 de mucosa) y 61
lactobacilos (46 de heces y 15 de mucosa). La Fig. 4 muestra las distintas especies
identificadas y su distribucion. En concreto, se identificaron 7 especies de bifidobacterias y 14
de lactobacilos. El 50% de los aislados pertenecia a cepas de Bifidobacterium longum y
aproximadamente el 25% a B. pseudocatenulatum. B. longum, junto con las especies
B. bifidum y B. adolescentis se citan frecuentemente como las especies mas prevalentes en el
hombre (Biavati y col., 1986; Mitsouoka, 1992; Reuter, 2001; Vaughan y col., 2002). En este
trabajo, sin embargo, llama la atencion el elevado numero de cepas de B. pseudocatenulatum
encontradas, tanto en heces como en mucosa. Entre los lactobacilos, la especie Lb. gasseri fue
la aislada con mayor frecuencia, lo que no es de extraiar ya que estd intimamente ligada a las
mucosas humanas (Mitsuoka, 1992; McCartney y col., 1996; Heilig y col., 2002; Zoetendal y
col., 2002). Entre los lactobacilos identificados no aparecieron cepas de Lb. reuteri; especie

que, a juzgar por la literatura, suele habitar en este ecosistema.

Caracterizacion de posibles cepas probidticas

Resistencia a la acidez y a las sales hiliares. Pequefias concentraciones de sales biliares
afectan de manera significativa al crecimiento de todos los aislados, incluso al de aquellos
capaces de resistir concentraciones elevadas. La resistencia media de nuestros aislados se
situ6 alrededor del 0,25%, aunque un porcentaje importante (32%) resistio concentraciones de
hasta el 2%. El ensayo se realizé con sales biliares bovinas (Ox Gall). Algunos autores han
encontrado diferencias significativas en la resistencia a la bilis dependiendo de su procedencia

(Dunne y col., 1999), de forma que habra que repetir el analisis con sales biliares humanas.
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En algunos casos la resistencia parece ir ligada a la especie. Asi, las especies de Lb.
gasseri, Lb. delbrueckii y Lb. rhamnosus son mucho mas susceptibles que las cepas de Lb.
casel, Lb. brevis, Lb. parabuchneri o Lb. acidophilus. Entre las bifidobacterias también
parece existir una resistencia variable, aunque en este caso la variabilidad parece depender de
la cepa, como ocurre con las cepas de B. longumy B. pseudocatenul atum.

Resistencia a la acidez. Se estudi6 la resistencia a pH acido de 100 aislados seleccionados
entre los mas resistentes a las sales biliares bovinas. El 75% de las cepas crecio a pH 4,5, un
20% aun lo hacian a pH 3,5, pero practicamente ninguna a pH 3,0. En cualquier caso, la
mayoria de los aislados mostr6 una notable resistencia a las condiciones acidas.

Resistencia a antibiéticos. Todas las cepas fueron sensibles al cloranfenicol y susceptibles a la
mayoria de los [-lactamicos ensayados (piperacilina, piperacilina mds tazobactam,
amoxicilina, amoxicilina mas clavulanico, penicilina e imipenem) con la tinica excepcion de
la cefoxitina, frente a la que aparecieron varios lactobacilos resistentes como ya habian
descrito otros autores (Danielsen y Wind, 2003). Por el contrario, todas las bifidobacterias
fueron sensibles a este antibidtico. Asimismo, los lactobacilos fueron resistentes al
metronidazol, tal y como se ha descrito en cepas de otras procedencias (Charteris y col.,
1998), lo que sugiere que este antibidtico no es efectivo en las cepas de este género. Las
bifidobacterias presentaron de nuevo un comportamiento diferente, mostrando resistencias
variables a este antibiotico. Las cepas de Lb. casel, Lb. rhamnosus, Lb. parabuchneri y Lb.
plantarum ensayadas presentaron alta resistencia a vancomicina. Estos resultados coinciden
con los de Hamilton-Miller y Shah (1996), quienes apuntan que la resistencia a la
vancomicina es intrinseca y caracteristica de estas especies.

En general, las bacterias intestinales no parecen presentar demasiadas resistencias a
antibidticos y no se encontraron cepas multirresistentes. Algunas, sin embargo, mostraron
resistencias atipicas a antibioticos importantes desde el punto de vista clinico, como la
eritromicina, la clindamincina o la tetraciclina. Cabe la posibilidad de que tales resistencias
puedan ser transferibles, lo que justifica la necesidad de analizar el perfil de resistencia en
aquellas cepas que pretendan utilizarse en sistemas alimentarios (Teuber y col., 1999).
Produccion de sustancias antibacterianas. La capacidad de produccion de antimicrobianos en
general, y de bacteriocinas en particular, no estd muy extendida entre las bacterias lacticas
intestinales (Kailasapathy y Chin, 2000). En nuestro caso, utilizando cinco microorganismos
indicadores, tan s6lo detectamos la produccién clara de sustancias inhibidoras en 3 aislados,
dos cepas de B. catenulatum y una de B. pseudocatenulatum. Esta capacidad se cita

frecuentemente como un factor de colonizacion y dominancia (Riley y Wertz, 2002).
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Conclusiones

Se ha seguido la evolucidn microbioldgica y bioquimica en las heces de 8 voluntarios
sanos a lo largo de un afo. Los perfiles microbiologicos y bioquimicos parecen ser personales
y estables a lo largo del tiempo. A grandes rasgos, los resultados que hemos obtenido no
difieren de otros publicados con anterioridad, aunque pudiera haber diferencias en los tipos
microbianos o en sus frecuencias relativas, respecto de los que aparecen en otras comunidades
humanas. Como resultado del trabajo, se han seleccionado finalmente 20 cepas de
lactobacilos y bifidobacterias para profundizar en el estudio y caracterizacion de las

propiedades probidticas que pudieran presentar.
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Tabla 1. Naturaleza de los factores implicados en la autoagregacion y en la adherencia

a las células del epitelio vaginal

Cepas Autoagregacion Adhesinas
Lb. acidophilus Lipoproteinas Glucoproteinas
Lb. gasseri Proteinas Glucoproteinas

Lb. jensenii Lipoproteinas Carbohidratos




Tabla 2. Interaccion entre Lb. acidophilusy algunos patdgenos del tracto genitourinario

Cepas Inhibicion ~ Competicion Desplazamiento Coagregacion
E. cali + - - +
G. vaginalis - + + +

C. albicans - + -
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Figura 1. Supervivencia de Lb. acidophilus UO 001 (a) y Lb. gasseri UO 002 (b) en
presencia de jugo gastrico (linea continua) y jugo intestinal (linea discontinua) a pH 2 (e),

pH3 (A),ypH 7 (m)y en jugo gastrico mas leche en polvo (0).
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Figura 1. Evolucién de diversos grupos microbianos en las heces del individuo H.
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BIFIDOBACTERIAS identificadas

B. longum
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Figura 4. Representacion esqueméticadel nimero y especie de las cepas identificadas de bifidobacterias y lactobacilos.



CAPITULO 8

PROPIEDADES BENEFICIOSAS PARA LA SALUD RELACIONADAS CON LA
RESISTENCIA A SALES BILIARES Y CON LA PRODUCCION DE
EXOPOLISACARIDOS EN MICROORGANISMOS PROBIOTICOS Y BACTERIAS
LACTICAS

Abelardo Margolles, Patricia Ruas-Madiedo y Clara G. de los Reyes-Gavilan

Instituto de Productos Lacteos de Asturias, CSC, Carretera de Infiesto s/n, 33300
Villaviciosa, Asturias

Probioticosoralesy transito através del tracto gastrointestinal

Los probidticos orales se han definido como microorganismos Vvivos que, tras su
ingestion en cierto nimero, gercen efectos beneficiosos sobre la salud mas alla de la
inherente nutricion basica (Guarner y Schaafsma, 1998). Esta definicion implica que los
microorganismos deben de ser viables en el momento de su ingestion. Sin embargo, se ha
observado que formas no viables de algunos microorganismos tienen también efectos
beneficiosos para la salud (Ouwehand y Salminen, 1998), lo que ha llevado a algunos autores
a proponer una nueva definicion: “Los probidticos son preparaciones de células microbianas
0 componentes de las mismas que presentan un efecto beneficioso en la salud y €l bienestar
del hospedador” (Salminen y col., 1999). Los probidticos son mayoritariamente, aunque no
de forma exclusiva, bacterias lacticas de origen intestinal, pertenecientes a los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium. A estos microorganismos se les atribuyen acciones
beneficiosas tales como la mejora de la digestion de la lactosa en personas con intolerancia a
este disacarido, inhibicién de patdgenos en € intestino, mejora del estrefiimiento y prevencion
de la diarrea, accion antimutagénica y anticancerigena, aumento de la respuesta inmune y
reduccion de los niveles de colesterol en sangre (Salminen y col., 1998; Tannock, 1999); no
obstante, la mayoria de estas propiedades no se han demostrado de forma efectiva para todas
las cepas consideradas como probidticas, siendo suficiente haber demostrado una de €ellas para
gue el microorganismo sea considerado como tal.

Los probidticos en humanos se consumen mayoritariamente como productos |acteos.
De hecho, en los Ultimos afios se ha incrementado notablemente el interés por las leches
fermentadas elaboradas con microorganismos probidticos de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium. Esto ha dado lugar a la explotacién comercia de algunas bacterias

probidticas asi como ala aparicion en el mercado de una gran variedad de productos. Para que



estos microorganismos puedan eercer su efecto beneficioso, han de encontrarse en
concentraciones elevadas en e producto (nivel minimo 10° a 10° ufc ml™ o unaingesta diaria
de 10° a 10™ células viables) (Samonay Robinson, 1994; Perdigdn y col., 1995), ser capaces
de resigtir € transito gastrointestinal e implantarse 0 mantenerse un cierto tiempo en €
intestino. Durante la digestion, € tiempo medio de permanencia de los alimentos en el
estomago es de 90 minutos (Berrada y col., 1991) a un pH préximo a 1,5 6 2,0 (Hill, 1990).
Los demés procesos digestivos tienen tiempos de residencia mayores. La concentracion de
bilis en €l intestino oscilaentre 1,5y 2,0% en la primera hora de digestion, disminuyendo ésta
posteriormente hasta el 0,3% (Sjovall, 1959).

Interaccién de la microbiota intestinal con e metabolismo de las sales biliares y del

colesteral.

El tracto gastrointestinal (TGI) constituye un sistema ecol6gico microbiano complego,
con varios cientos de especies bacterianas diferentes. El colon particularmente es la zona mas
densamente poblada, con més de 10 bacterias por gramo de heces. Asi, el TGl de personas
sanas contiene una gran diversidad de poblaciones microbianas, entre las que se encuentran
lactobacilos, bifidobacterias, enterobacterias, clostridios, diferentes especies de los géneros
Eubacterium, Peptostreptococcus y Ruminococcus y bacilos Gram-negativos anaerobios
potencia mente perjudiciales como Fusobacteriumy Bacteroides (Tannock, 1999).

Distintos factores pueden condicionar la supervivencia a través del TGl de los
microorganismos probiéticos ingeridos con los alimentos. Entre estos factores, el pH acido
del estbmago y la elevada concentracion de sales biliares en € intestino son las barreras
fisiolégicas mas importantes gque estos microorganismos han de superar para poder
establecerse inicidlmente en e colon. Los &cidos biliares primarios (&cidos colico y
guenodesoxicolico, principalmente) se sintetizan en el higado a partir de colesterol y se
amacenan como sales conjugadas de taurina o glicina (acido glicocdlico,
glicoquenodesoxicalico, taurocdlico y tauroquenodesoxicolico) en lavesicula biliar (Fig. 1A).
La formacion y excrecion de bilis es la via principa de eliminacion de colesterol en
mamiferos (Chen y col., 1995). Durante la digestion, la bilis se vierte a duodeno,
emulsionandose con las grasas para facilitar la absorcion de triacilglicéridos, colesterol y
vitaminas liposolubles. Las sales biliares conjugadas son reabsorbidas en su mayoria en €l
ileon, volviendo a higado por la circulacion portal en el proceso que se conoce como

“circulacion enterohepatica de las sales biliares’” (Hofmann, 1984). Sin embargo, una fraccion



minoritaria aunque significativa de sales biliares no es absorbiday acanza €l intestino grueso,
elimindndose con las heces. En el colon las sales biliares pueden sufrir principalmente dos
tipos de modificaciones por accion de la microbiota intestinal. La hidrdlisis la llevan a cabo
hidrolasas y conduce alaliberacion del &cido biliar primario y €l aminoacido a partir de la sal
conjugada. Por otra parte, el acido biliar primario en su forma desconjugada puede sufrir a su
vez una deshidroxilacion en posicién 7 « para formar los correspondientes &cidos biliares
secundarios (&cidos desoxicolico y litocdlico, principalmente) (Baron y Hylemon, 1997) (Fig.
1B). La desconjugacion la llevan a cabo la mayoria de los microorganismos intestinales
(Stellwag y Hylemon, 1976; Chikai y col., 1987; Gopal-Srivastavay Hylemon, 1988; Moser y
Savage, 2001; Ahn 'y col., 2003) y, entre los probidticos, parece estar més extendida en las
bifidobacterias que entre los lactobacilos (Tanakay col., 1999). Por el contrario, la hidrolisis
del grupo hidroxilo en posicién 7 « del anillo esteroide se ha descrito Unicamente en los
géneros Clostridium y Eubacterium, no considerados generalmente como probiéticos (Wells
y Hylemon, 2000).

El consumo de probidticos se ha propuesto como una alternativa para reducir €l
colesterol sérico en personas con hipercolesterolemia o para mantenerlo en niveles normales
en individuos sanos (De Rodas y col., 1996; Taranto y col., 1998). La hipercolesterolemia es
el principal factor de riesgo en la enfermedad coronaria en humanos, la cual representa una de
las principales causas de muerte en los paises industrializados. Algunas bifidobacterias y
lactobacilos son capaces de acumular colesterol en la pared celular (Usman y Osono, 1999a),
en la membrana plasmética (Noh y col., 1997; Dambekodi y Gilliland, 1998) o en el
citoplasma (Tahri y col., 1996; Usman y Osono 1999b; Pereira y Gibson, 2002). Por otra
parte, a pH ligeramente &cido del intestino los acidos hiliares desconjugados son menos
solubles que las correspondientes sales conjugadas (Dietschy y Wilson, 1970), y coprecipitan
el colesterol en e lumen intestina (Klaver y van der Meer, 1993; Tahri y col., 1996; Ahn'y
col., 2003), uniéndose éste a las células bacterianas y a la fibra dietética, 10 que aumenta su
excrecion (Chikai y col., 1987) (Fig. 1B). Se supone que a través de todos estos mecanismos
la desconjugacion aumentard la eliminacion de sales biliares y colesterol con las heces, 1o que
conducira a una absorcién menos eficiente del colesterol en € intestino (Reyner y col., 1981)
y a una activacion de la sintesis de nuevas sales hiliares, cuyo precursor es €l colesterol, que
son necesarias para reemplazar a las que han escapado a la circulacién enterohepatica,
provocando finalmente una reduccién de los niveles de colesterol sérico.

No obstante, se sabe que los acidos biliares primarios son también menos efectivos

como detergentes y menos eficientes en la formacion de micelas que las correspondientes



sales conjugadas (Reyner y col., 1981), por lo que una excesiva desconjugacion puede dar
lugar a malabsorcion de grasas y vitaminas liposolubles. Por otra parte, una alta concentracion
de &cidos biliares secundarios se ha relacionado con la formacién de calculos biliares y con un

incremento del riesgo de padecer cancer de colon (Marteau y Rambaud, 1993).

M ecanismos deresistencia a acidos y sales biliar es en microor ganismaos pr obiéticos

Los acidos y sales hiliares son detergentes bioldgicos altamente toxicos, capaces de
desorganizar la estructura de bicapa lipidica de la membrana celular. La presencia de estos
compuestos representa un importante factor de estrés para los microorganismos, por lo que la
microbiota intestinal ha debido adaptarse desarrollando mecanismos de defensa para
protegerse de la accion citotoxica de las sales biliares. Por €ello, entre las propiedades que
confieren a las bacterias probidticas una ventgja selectiva para la colonizacion del TGI, la
resistencia a écidos y sales biliares es de notable interés. No obstante, el conocimiento sobre
los mecanismos celulares de resistencia a acidos y sales biliares en microorganismos
probi6ticos es actualmente muy escaso, particularmente en las bifidobacterias.

Se ha sugerido que las hidrolasas de sales biliares podrian tener agun papel en la
resistencia, gerciendo un efecto protector sobre la célula productora (Adamowicz y col.,
1991; Flahaut y col., 1996) o disminuyendo la toxicidad de las sales conjugadas al
transformarlas en écidos desconjugados, menos téxicos (De Smet y col., 1995). Los datos que
se poseen hasta e momento son contradictorios ya que algunos autores relacionan la
resistencia a sales biliares con la actividad hidrolasa (Grill y col., 2000), mientras que otros no
detectan ningunarelacion (Usman y Hosono, 1999b; Moser y Savage, 2001) (Fig. 1B).

Por otra parte, el transporte de sales biliares es otro de los mecanismos utilizados por
las bacterias intestinales para contrarrestar la toxicidad de estos compuestos (Fig. 1B). Tanto
las sales biliares conjugadas como los &cidos desconjugados son capaces de penetrar en la
célula atravesando la membrana plasmatica de numerosas bacterias intestinales (Mallonee y
Hylemon, 1996; Thanass y col., 1997; Elkins y Savage, 1998; Yokota y col., 2000).
Recientemente se ha demostrado que lactobacilos y bifidobacterias son capaces de acumular
acido colico en e citoplasma de forma pasiva, a favor del gradiente transmembrana de
protones, de manera que en ambientes moderadamente &cidos (como es el caso del intestino)
aumentaria la acumulacién intracelular de colato (Kurdi y col., 2000; 2003). Esta aparente
acumulacion intracelular de colato es sorprendente debido a su toxicidad paralas célulasy por

eso es bastante probable que las bacterias probisticas posean, ademas, un mecanismo activo



de destoxificacion que transporte los acidos y/o sales biliares a exterior. En este sentido, se
ha comprobado que Lactococcus lactis posee un sistema de excrecion de colato dependiente
de ATP (Yokota y col., 2000), aunque € transportador responsable de dicha actividad no se
ha identificado. Escherichia coli utiliza la energia generada por |la fuerza protdn-motriz para
expulsar quenodesoxicolato y taurocolato (Thanassi y col., 1997). Ademas, se sabe que
Eubacterium spp. (Mallonee y Hylemon, 1996) y Lactobacillus johnsonii (Elkins y Savage,
1998) poseen transportadores que facilitan € paso de sales biliares desde € medio externo al
citoplasma, habiéndose sugerido en ambos casos (aungue no se ha demostrado aln) la
presencia de proteinas de membrana excretoras que expulsen las sales biliares acumuladas en
el interior celular. No obstante, no existen hasta e momento datos concluyentes que
demuestren la presencia de sistemas activos de transporte de &cidos y sales biliares en €l
género Bifidobacterium.

De lo expuesto hasta ahora se puede deducir que la resistencia a sales biliares de las
bacterias intestinales, y mas concretamente de los microorganismos probiéticos, es
probablemente un proceso complejo derivado de la interaccién de varias de las actividades
indicadas, méas que de la accién de cuaquiera de €ellas por separado. Por el momento, €l
estudio de los mecanismos celulares de resistencia a sales biliares es un campo que precisa

aln muchainvestigacion para ser comprendido plenamente.

Adaptacionesfisiol6gicas a altas concentraciones de sales biliar es en bifidobacterias

El estudio de las adaptaciones fisiol0gicas que sufren las bacterias intestinales cuando
se ven sometidas a un estrés causado por elevadas concentraciones de sales biliares puede ser
de gran ayuda para entender la complegjidad de los procesos implicados en la resistencia a
estos compuestos. Se sabe que algunos microorgani Smos probi éticos son capaces de adaptarse
facilmente a altas concentraciones de écidos y sales hiliares por exposicion progresiva a
concentraciones subletales de estos compuestos (Ibrahim y Bezkorovainy, 1993; Chung y
col., 1999). En nuestro grupo de investigacion hemos comprobado recientemente que esta
adaptacion en bifidobacterias conlleva en algunos casos un cambio en el nivel de expresion de
proteinas asociadas a membrana y una serie de cambios morfologicos (Fig. 2). Los derivados
adaptados son capaces de multiplicarse in vitro en presencia de concentraciones de sales
biliares muy superiores a las que resisten |as cepas originaes més sensibles (Margollesy cal.,
2003). El fenotipo es estable y los niveles de resistencia se mantienen invariables después de

mas de 500 generaciones en un medio carente de sales biliares. Ademas, la adquisicion de



resistencia frente a una determinada sal biliar confiere resistencias cruzadas frente a otras
sales hiliares y provoca, en muchos casos, un aumento de la supervivencia a pH écido y
variaciones en los niveles de algunas actividades glicosidasas (Noriegay col., 2003). Parece,
por tanto, que la exposicién de estos microorganismos a elevadas concentraciones de sales
biliares podriainducir un efecto sinérgico de adaptacion, aumentando en ellos su resistencia a
las condiciones adversas del TGI (pH bajo en el estbmago y elevadas concentraciones de sales
biliares en € intestino).

La adteracion del nivel de ciertas actividades glicosidasas en las cepas de
Bifidobacterium con resistencia adquirida a sales biliares podria tener, ademés, una funcién
importante en e metabolismo celular. Se sabe que el metabolismo de azlcares en
bifidobacterias esta regulado por la relacién ATP/ADP, de tal manera que € exceso de ADP
produce una disminucién del metabolismo celular. En las bacterias anaerobias, la energia
metabdlica se almacena en forma de intermediarios ricos en energia, como e ATP. Esta
fabricacion de ATP se destina fundamental mente a la generacion de la fuerza proton-motriz y
alaregulacion del pH intracelular a través de la actividad de una ATP-sintetasa (Konings y
col., 1998), que transporta protones a expensas de la hidrdlisis de ATP desde € citoplasma al
exterior celular en contra de gradiente, manteniendo asi €l pH intracelular 0,5-1,0 unidades
por encima del pH extracelular. Es posible que una mayor actividad de determinadas
glicosidasas en los derivados resistentes pudiera dirigirse a una mayor produccién de ATP,
gue podria activar determinados mecanismos celulares de proteccion frente a la accién téxica
de las sales hiliares. Asimismo, la elevada resistencia a pH &cido que paralelamente han
desarrollado los derivados resistentes a sales hiliares podria estar relacionada con la
potenciacion del mecanismo de regulacion del pH intracelular, debido a la mayor
concentracion de ATP en lacélulay a consiguiente incremento de su capacidad para expul sar
protones al exterior.

El estudio en detalle de las proteinas celulares cuya expresion se modifica con la
adquisicion de resistencia a sales biliares y de las variaciones en €l nivel de determinadas
actividades enziméticas supondrd, sin duda, un avance importante en el conocimiento de los
mecanismos de resistencia. Por otro lado, la alteracion de los niveles de actividades
glicoliticas en bifidobacterias podria modificar € patron de utilizaciéon de carbohidratos por

estos microorganismos.



Interaccion de los carbohidratos no digeribles de la dieta con los microorganismos
probidticos en € colon

Los principales substratos para la proliferacion microbiana en € colon son la gran
cantidad y diversidad de compuestos no digeribles procedentes de la dieta, principamente
carbohidratos, que Ilegan a esta localizacion. Algunos de estos carbohidratos (entre los que se
encuentran oligosacaridos, polisacaridos o derivados hidroliticos de los mismos) pueden ser
fermentados de forma preferente por la microbiota beneficiosa del colon (microorganismos
probidticos), confiriendole asi a estos microorganismos una ventgja selectiva en este
ambiente. Estos substratos, denominados “prebidticos’, se definieron como “ingredientes
alimentarios no digeribles que afectan de forma beneficiosa al hospedador estimulando
selectivamente € crecimiento y/o la actividad de una o un nimero limitado de bacterias en el
colon, pudiendo mejorar la salud del hospedador” (Gibson y Roberfroid, 1995). Esto implica
gue para gque un substrato prebiotico pueda g ercer su efecto beneficioso ha de ser resistente al
acido del estbmago y alas enzimas presentes en |as secreciones pancreaticas e intestinales, no
debe de ser absorbido en €l intestino delgado y ha de ser fermentado (preferiblemente de
forma selectiva) por las bacterias “ beneficiosas’ presentes en €l colon.

Entre los substratos prebiéticos se incluyen componentes de la leche (aminoazlcares,
galactosi|-lactosa, glicomacropéptido de la x-caseina), componentes de las paredes vegetales
entre los que se encuentran las hemicelulosas (arabinanos, xilanos, galactanos, glucanos,
mananos) y pectinas, asi como materiales de reserva de vegetales (inulina, amiddn resistente)
y exopolisacaridos (EPS) producidos por microorganismos, principalmente por bacterias del
&cido lactico (BAL). La consideracion de los EPS como posibles prebidticos es muy reciente
y dado que se trata con frecuencia de polimeros sintetizados por 10s propios microorganismos,
se analizarén con detalle en el Ultimo apartado de este capitulo.

En la degradacion de los carbohidratos en e intestino intervienen varias enzimas
glicoliticas bacterianas de forma combinada. El andlisis reciente del genoma de
Bifidobacterium longum reflgja la existencia de una gran cantidad de proteinas especializadas
en € catabolismo de oligosacaridos. El control transcripcional negativo parece ser el principal
mecanismo de regulacion de la expresion génica en estos microorganismos, dado que el 70%
de los reguladores transcripcionales son represores (Schell y col., 2002). Esta organizacion
favoreceria la rapida adaptacion de las bifidobacterias a la fluctuacion de substratos que
ocurre en € colon. Existen alin pocos datos sobre |os mecanismos de induccion, especificidad

de substrato y modo de accion de las enzimas glicoliticas implicadas en la degradacion de



prebidticos en microorganismos probidticos. El estudio de estas enzimas podria ser de gran
ayuda para comprender los complejos mecanismos que permiten a las bacterias probidticas
sobrevivir y colonizar € tracto intestinal. A este respecto, en nuestro grupo de investigacion
hemos clonado y caracterizado recientemente una o-L-arabinofuranosidasa de B. longum,
capaz de liberar residuos de arabinosa a partir de polisacaridos y oligosacéridos de origen
vegetal y que podria jugar un papel fundamental en la degradacion de hemicelulosas de la
dieta en e intestino grueso (Margolles y de los Reyes-Gavilan, 2003). Por otra parte, €
cambio notable en € nivel de agunas actividades glicosidasas que hemos detectado asociado
al incremento de resistencia a sales biliares en bifidobacterias, ya comentado previamente en
este capitulo, podria estar relacionado con una respuesta sinérgica de adaptacion a las
condiciones del TGI que prepare a la célula para una mejor asimilacion de los carbohidratos
no digeribles del colon (Noriegay col., 2003).

La fermentacion de carbohidratos en el colon da lugar alaliberacion de écidos grasos
de cadena corta (principalmente acetato, propionato y butirato), gases (anhidrido carbénico,
metano e hidrogeno) y acido lactico al lumen intestinal (Cummingsy col., 2001). Los acidos
grasos de cadena corta pueden actuar directa o indirectamente sobre las células intestinales y
participar en el control de varios procesos (Crittenden, 1999). La proliferacion selectiva de
bacterias beneficiosas disminuye el riesgo de infecciones por microorganismos comensales
oportunistas. Junto con & descenso moderado del pH que produce la fermentacion de estos
carbohidratos, la proliferacion de bacterias beneficiosas va a actuar también dificultando la
proliferacion de poblaciones de patégenos y microorganismos de la putrefaccion, 1o que
conducira a una disminucién del metabolismo de proteinas y aminoécidos asi como de
enzimas y metabolitos genotoxicos, disminuyendo finalmente el riesgo de cancer. El descenso
del pH incrementa la solubilidad de minerales, mejorando su biodisponibilidad y, como ya
vimos en apartados anteriores, puede contribuir también a reducir la formacion de écidos
biliares secundarios (y con €ello, €l riesgo de cancer de colon) y adisminuir la recuperacion de
&cidos biliares a través de la vena porta (con la consiguiente reduccién de los niveles de
colesterol sérico). Por otra parte, los écidos grasos de cadena corta son rapidamente
absorbidos por los colonocitos. El butirato es metabolizado por las células intestinales,
sirviendoles como fuente de energia. Pero ademés, esta molécula es capaz de estimular in
vitro la diferenciacion celular, suprimir la division celular e inducir la apoptosis de células
tumorales (Avivi-Green y col., 2000; Buommino y col., 2000; Cha y col., 2000),
disminuyendo con ello el riesgo de cancer de colon. Por su parte, €l acetato y el propionato

alcanzan intactos €l higado a través de la vena porta. El acetato se incorpora a los procesos de



colesterogénesis y lipogénesis en el higado. Por e contrario, €l propionato es un inhibidor
competitivo del transportador de acetato hacia € interior de la célula hepatica, fendmeno que
contribuye in vitro a la disminucion de la lipogénesis y colesterogénesis en hepatocitos de
ratas (Delzenne y Williams, 2002). Por ello, la produccién de atas concentraciones de
propionato, mediante fermentacidn, se ha propuesto como explicacion ala disminucién de los
niveles séricos y hepaticos de colesterol en animales de experimentacion alimentados con
determinados prebidticos (Delzenne y Kok, 2001).

En larevision sobre substratos prebidticos de Crittenden (1999) se puede encontrar un
excelente y clarificador esquema de los mecanismos de accion beneficiosos sobre la salud

humana propuestos para | os prebidticos.

Efectos beneficiosos para la salud de los EPS producidos por BAL

En los ultimos afios se ha sugerido que los EPS producidos por BAL podrian tener un
efecto fisiologico beneficioso para la salud humana a través de diversos mecanismos. Entre
las acciones beneficiosas atribuidas a los EPS se encuentran su posible papel como substrato
prebidtico, la capacidad de modular el sistema inmunitario, la actividad antiulcerante y
antitumoral y la regulacion de los niveles de colesterol en sangre. No obstante, los estudios
gue muestran las acciones beneficiosas que los EPS pueden gercer sobre la salud humana
(Tabla 1) se limitan en su mayor parte a experimentos realizados in vitro, siendo escasos aln
los estudios in vivo (Ruas-Madiedo y col. 2002). Mediante administracion oral a animales de
experimentacion, se ha comprobado que algunos EPS producidos por bifidobacterias tienen
un efecto antiul cerante que parece estar mediado por la activacion del sistema inmunitario del
hospedador (Nagaoka y col., 1994). La composicion en monosacaridos del polimero es un
factor determinante ya que aquellos EPS con alto contenido en ramnosa (60% o mas) fueron
mas efectivos como estimulantes de la cicatrizacion de la Ul cera gastrica.

Existen evidencias que indican que determinadas cepas de BAL productoras de EPS
podrian tener una actividad anticancerigena mediada por una estimulacién de la respuesta
inmune. Asi, Kitazaway col. (1991) observaron que tras la inyeccién intraperitoneal de un
liofilizado de células de Lactococcus lactis subsp. cremoris KVS20 se conseguia una
inhibicion in vivo de la proliferacion del sarcoma S-180 en ratones, aunque no se detectaba
citotoxicidad in vitro, 1o que indicaba la participacion del sistema inmunitario del hospedador
en & mecanismo antitumoral. Los mismos autores demostraron posteriormente que el EPS

producido por esta cepa era capaz de inducir la mitosis de linfocitos B (Kitazawa y col.,
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1992). Por otra parte, Nakgjima y col. (1995) sugirieron un efecto adyuvante para el EPS
producido por L. lactis subsp. cremoris SBT0495, ya que este polimero administrado
intraperitonealmente era capaz de estimular la sintesis de anticuerpos especificos de antigeno
en ratones. La composicién quimica de los EPS es también en este caso un factor
determinante para la estimulacion del sistema inmune. Asi, e polimero (cargado
negativamente) producido por Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus OLL 1073R-1 es
capaz de estimular la proliferacion de linfocitos B en ratones, actuando el grupo fosfato del
EPS como inductor de la mitosis (Kitazaway col., 1998). No obstante, en la estimulacién del
sistema inmune por los EPS de BAL pueden participar también otros mecanismos como la
proliferacion de linfocitos T (Forsén y col., 1987), la activacion de macrofagos, |a produccion
de citoquinas (interferdn e interleuquinas) y la activacion de factores celulares como el factor
de necrosis tumoral (Kitazaway col., 1996; Chabot y col., 2001). Hay que tener en cuenta, sin
embargo, que los estudios mencionados hasta ahora sobre la accidn anticancerigena atribuida
alos EPS no se han llevado a cabo mediante administracion oral del polimero y, hasta donde
abarca nuestro conocimiento, Unicamente existe un trabajo en € que la administracion oral de
la fraccion de EPS soluble en agua de granos de kéfir produjo una activacion de la respuesta
inmunitaria en ratones, mediante la activacién de linfocitos T (Zubillagay col., 2001).

Un Unico estudio in vivo muestra la habilidad para reducir los niveles de colesterol
sérico en ratas alimentadas con leche fermentada con la cepa L. lactis subsp. cremoris
SBT0495 productora de EPS (Nakgjima y col., 1992). Recientemente se ha demostrado in
vitro la capacidad de ciertos EPS producidos por bacterias del cultivo iniciador del yogur
(Streptococcus thermophilus y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus) para unir acidos biliares
(Pigeon y col., 2002). Este efecto, segun sugieren los autores del estudio, podria emplearse en
combinacién con la administracion de bacterias probidticas para reducir los niveles de
colesterol en individuos hipercolesterolémicos o para mantener unos niveles adecuados en
individuos sanos.

Existen estudios puntuales acerca del efecto prebidtico de los EPS producidos por
BAL, habiéndose demostrado que algunos de ellos pueden ser fermentados por la microbiota
intestinal, aunque su degradacion es en general escasa. Ruijssenaars y col. (2000)
comprobaron gque dos EPS producidos por cepas de S. thermophilus fueron degradados por la
microbiota intestinal de heces humanas. L os autores sugirieron unarelacion entre la estructura
y composicion de los EPS y su susceptibilidad a la degradacion. Dal Bello y col. (2001)
demostraron € efecto bifidogénico del EPS (fructano tipo levano) producido por dos cepas de

Lactobacillus sanfranciscensis aisadas de panes éacidos fermentados. Estos autores
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obtuvieron un enriquecimiento en bifidobacterias a partir de heces cuando éstas se cultivaron
en medio selectivo en presencia del EPS, aunque también se favorecio la proliferacion de
Eubacterium biforme y Clostridium perfringens. Finalmente, Korakli y col. (2002)
comprobaron que algunas bifidobacterias de origen humano fueron capaces de metabolizar €l
fructano producido por Lb. sanfranciscensis TMW1392.

Consideracionesfinales

El estudio de los mecanismos celulares de resistencia a sales biliares en
microorganismos probidticos es un campo gue precisa ain mucha investigacion basica para
ser comprendido en profundidad. Dado que la resistencia microbiana a sales hiliares
representa un mecanismo adaptativo de respuesta a estrés producido por las condiciones
adversas del TGlI, las modificaciones sinérgicas de otras propiedades fisiologicas celulares
gue se producen como consecuencia de esta adaptacion, pueden conducir también a una
modificacion favorable para € hospedador de algunas propiedades probidticas de estos
mi croorgani Smos.

La fermentacién de los carbohidratos no digeribles de la dieta por la microbiota del
colon conduce a la liberacion de acidos grasos de cadena corta (principamente acetato,
propionato y butirato) en grado y proporcion variable segun el tipo de substrato. Se precisan
més estudios para obtener una confirmacién in vivo de la llamada “ hip6tesis del butirato” en
la prevenciéon del cancer de colon y del efecto hipolipidemiante e hipocolesterolemiante
atribuido a propionato. Finalmente, podemos decir que los EPS producidos por BAL se
perfilan como “nuevos substratos prebioticos’ con propiedades funcionales beneficiosas para
el hospedador. Es interesante pensar que € origen microbiano de estos polimeros, muchos de
ellos producidos por bacterias consideradas como beneficiosas para la salud, puede llegar a
plantear € interrogante sobre la adecuada separacion entre los conceptos actuales de

“probidtico” y “prebidtico”.
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Figura 1. Circulacion enterohepatica de las sales biliares (A) e interacciones descritas de la microbiota intestinal con las sales biliares y el colesterol (B). s Q:ulacién enterohepatica; @, las sales
biliares conjugadas entran y salen de las células mediante transporte activo, BSH, hidrolasas de sales biliares; 7aD, 7a-deshidroxilasas; @, los 4cidos biliares primarios entran en las células a través de
transportadores o bien mediante difusion pasiva, los secundarios utilizan transportadores; ®, proteinas excretoras de acidos biliares primarios y secundarios; @, acumulacion de colesterol en los distintos
compartimentos celulares (pared, membrana y citoplasma); ®, formacion de complejos colesterol-sales biliares desconjugadas (insolubles) y coprecipitacion.



Figura 2. Aspecto microscopico de cultivos en fase estacionaria de dos cepas de bifidobacterias y sus
correspondientes derivados resistentes a ox gall (dOx) o colato (dCo). (a) Bifidobacterium bifidum A8, (b) B. bifidum
A8dOx, (¢) Bifidobacterium longum B667 y (d) B. longum B667dCo. Barra, 10 um
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En las ultimas dos décadas se ha producido un aumento considerable en el consumo de
productos lacteos probidticos. A pesar de su atractivo comercial, existe un cierto escepticismo
por parte de la comunidad cientifica sobre los efectos beneficiosos para la salud de
determinados alimentos probioticos. En algunos de estos alimentos los microorganismos se
encuentran en forma no viable y otros contienen microorganismos que no han sido
seleccionados por caracteristicas beneficiosas concretas o cuyas propiedades carecen de una
confirmacion cientifica rigurosa.

Para su empleo en productos lacteos los cultivos probidticos deben cumplir con una
serie de caracteristicas funcionales y tecnologicas, por lo que la seleccion de bacterias
potencialmente probidticas ha de ser muy restrictiva. Los aislados deben ser de origen
humano, seguros para el hospedador y capaces de sobrevivir en las condiciones del tracto
gastrointestinal. La capacidad de adhesion a la superficie intestinal puede prolongar el tiempo
de influencia de la bacteria en el hospedador, por lo que la caracterizacion in vitro de esta
propiedad también se considera un criterio de seleccion importante. Las bacterias probioticas
deben mantener su viabilidad y su funcionalidad en condiciones industriales, durante su
almacenamiento como cultivos congelados o liofilizados, asi como durante la elaboracion y
almacenamiento de los alimentos a los que se han incorporado (Saarela y col., 2000).
Asimismo, deben ser sencillas de cultivar y capaces de multiplicarse con nutrientes de bajo
coste y en presencia de otros microorganismos (Collins y col., 1998).

El sistema mas generalizado para proporcionar estos microorganismos probidticos al
consumidor es su inclusion en leche y leches fermentadas. Las especies mas utilizadas para
ello pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Entre las bacterias de origen
humano mas extendidas en productos comerciales se encuentran Lactobacillus rhamnosus
GG, Lb. casal Shirota y Lb. johnsonii Lal. Por otra parte, en los Gltimos afios se ha ensayado
la incorporacion de distintos cultivos probidticos de lactobacilos, bifidobacterias y

enterococos a queso Cheddar, Cottage y Crescenza, entre otras variedades (Stanton y col.,



2002). En este producto, las bacterias probioticas deben mantener su viabilidad durante la
maduracion y no afectar negativamente a su composicion, textura y sabor. Una de las ventajas
del queso como vehiculo de probidticos es su pH, mas alto que el de las leches fermentadas,
lo que proporciona mejores condiciones para la supervivencia de estos microorganismos. La
matriz y el alto contenido en grasa pueden ademas proteger al microorganismo durante su
transito gastrointestinal.

La viabilidad de las bacterias lacticas y las bifidobacterias en los productos lacteos
dependera de la especie y de la cepa, asi como de otros factores como el pH, la concentracion
de acidos lactico y acético, la temperatura o el oxigeno (Roy y col., 1997). El grado de
adecuacion de cada cepa a un producto lacteo determinado debe evaluarse individualmente.
Las cepas probioticas deben ser compatibles con las cepas de bacterias lacticas empleadas
como cultivos en la elaboracion de productos lacteos fermentados. Ademads, no deben dar
lugar a la aparicion de sabores o texturas no deseados en los productos lacteos.

En la seleccion y aplicacion de las cepas probioticas es fundamental una detallada
caracterizacion taxondémica de las mismas. La identificacion debe realizarse a nivel de cepa,
ya que los efectos probiodticos son especificos para una determinada cepa. Esta identificacion
permitird, ademads, diferenciar entre la cepa consumida y los microorganismos de la misma
especie o especies proximas presentes en la microbiota intestinal de un individuo. Los
métodos clasicos de identificacion bacteriana basados en caracteristicas fenotipicas, perfiles
de fermentacion, andlisis de proteinas de la pared celular, etc., no son suficientes para
discriminar entre cepas; deben ir acompaniados de métodos genéticos, ya que un fenotipo
idéntico no garantiza un mismo genotipo.

La evaluacion de la seguridad de las cepas probioticas debe realizarse a través de la
determinacion de una serie de caracteristicas entre las que se incluyen la resistencia a
antibioticos, la produccion de aminas bidgenas, la degradacion de mucina y la desconjugacion
de sales biliares.

Por tltimo, aunque la realizacion de distintas pruebas in vitro permite conocer el
potencial probidtico de las cepas, no es suficiente para la completa definicion de una cepa
como probiodtica. La confirmacion de su eficacia debera efectuarse mediante pruebas in vivo.

El objetivo del presente trabajo se centrd en aumentar los recursos genéticos de interés
para la industria lactea en lo que se refiere a la obtencion de microorganismos destinados a la
elaboracion de productos lacteos probioticos. A partir de muestras de heces de 27 lactantes, se
han obtenido 500 aislados, de los cuales se han seleccionado un total de 151 aislados

pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y Enterococcus. A continuacion



se expone la caracterizacion in vitro de algunas propiedades probioticas y tecnoldgicas de
interés para la elaboracion de productos lacteos de 72 aislados de Lactobacillus spp. de heces
de lactantes. Las cepas Lb. casei Shirota, Lb. johnsonii Lal y Lb. rhamnosus GG, aisladas de

productos comerciales, se utilizaron como referencia.

Determinacion in vitro de car acter isticas potencialmente probiéticas

Supervivencia durante el transito por €l aparato gastrointestinal

La supervivencia en el ecosistema gastrointestinal y la adhesiéon a la mucosa se
consideran requisitos fundamentales para que las bacterias probioticas ejerzan su actividad.
Las condiciones gastrointestinales se simularon mediante la exposicion de nuestros aislados y
de las cepas comerciales a acido clorhidrico (pH 3, 1 h a 37°C) y la exposicion consecutiva a
acido colico o bilis bovina (1 h a 37°C) (Haller y col., 2001). De 72 aislados evaluados, 47
mostraron reducciones inferiores a una unidad logaritmica tras el tratamiento secuencial a pH
3 y al acido colico (Fig. 1). Las cepas comerciales tuvieron un comportamiento similar. En
cuanto a la tolerancia a las sales biliares, todos los aislados, incluidos los lactobacilos
comerciales, crecieron en medio solido con un 0,3% de los dacidos glicocdlico y
taurodesoxicolico; 37 aislados, junto con los comerciales, crecieron con acido taurocoélico; y
s6lo Lb. johnsonii Lal mostré crecimiento con acido glicodesoxicolico. Este aislado fue el
unico que presentd actividad hidrolitica de sales biliares, determinada segiin Franz y col.
(2001).

Las bacterias probidticas presentes en los alimentos deben resistir la actividad de las
enzimas presentes en la cavidad oral. Por ello, la resistencia a la lisozima es una propiedad
interesante en la seleccion de probidticos. Ni nuestros aislados ni las cepas de productos

comerciales resultaron afectadas por la exposicion a 25 pg ml™ de lisozima durante 5 min.

Adhesion a célulasintestinales

Diversas bacterias probidticas son capaces de adherirse a la mucosa intestinal,
prevenir la adhesion de patégenos y estimular su eliminacion. Para evaluar in vitro la
adhesion de bacterias probidticas y la exclusion competitiva de patdgenos del epitelio
intestinal se utilizé la linea celular humana Caco-2 (Coconnier y col., 1992). Se observaron

diferencias considerables entre los distintos aislados ensayados, aunque con 9 se obtuvieron



valores comparables o superiores a los lactobacilos comerciales con capacidad de adherencia

demostrada (Fig. 2).

Actividad antimicrobiana

Las bacterias lacticas producen diversos compuestos metabdlicos con actividad
antimicrobiana de distinta naturaleza (4cidos orgénicos, peroxido de hidrogeno, CO,,
diacetilo, reuterina y bacteriocinas). . De todos estos compuestos inhibidores, las bacteriocinas
(de naturaleza proteica) tienen un interés considerable en seguridad alimentaria. La actividad
antimicrobiana de nuestros cultivos se investigd frente a Escherichia coli K12, Listeria
innocua BL 86/26, Clostridium tyrobutyricum NZ8, Staphylococcus aureus CECT 4013, L.
monocytogenes Ohio, E. coli CECT 4782 (serotipo O157:H7) y Lactobacillus buchneri St2A.
De los 72 aislados ensayados, 60 produjeron halos de inhibicion frente a E. coli y 17 frente a
L. innocua, 3 frente a Lb. buchneri St2A, 2 frente a C. tyrobutyricum NZ8 y 1 frente a L.
monocytogenes Ohio. De las cepas comerciales, solamente una (Lb. rhamnosus GG) mostro
actividad antimicrobiana, inhibiendo el crecimiento de uno de los microorganismos
indicadores, C. tyrobutyricum NZ8. La actividad antagonista en la mayoria de los casos
posiblemente se deba al acido lactico o acético producido; cuando se emplearon los
sobrenadantes neutralizados, s6lo se detecto inhibicion de los microorganismos indicadores en
3 de los cultivos analizados, apuntando en estos casos la presencia de sustancias inhibidoras

de tipo bacteriocina.

I dentificacion de los aislados potencialmente probiéticos

Los aislados seleccionados por su mayor capacidad para sobrevivir a las condiciones
gastrointestinales y/o presentar actividad antimicrobiana se identificaron empleando galerias
API 50 CHL. Igualmente, se realiz6 PCR con cebadores especificos de especie para Lb.
paracasei, Lb. rhamnosus y Lb. casei (Ward y col., 1999), Lb. reuteri, Lb. fermentum, Lb.
plantarumy Lb. salivarius (Chagnaud y col., 2001), Lb. johnsonii y Lb. acidophilus (Walter y
col. 2000) y Lb. brevis (Guarneri y col., 2001). De 27 aislados, se identificaron 15 como Lb.
rhamnosus, 8 como Lb. paracasei, 3 como Lb. salivariusy 1 como Lb. brevis (Tabla 1). Tres
aislados, identificados inicialmente como Lb. rhamnosus por PCR, fueron posteriormente

adscritos a Lb. casel mediante secuenciacion de su rRNA 16S.



Estudio de la seguridad de los aislados potencialmente probiéticos

Sensibilidad a antibi6ticos

La presencia de genes de resistencia a antibidticos que puedan ser transferidos a
bacterias patogenas intestinales es uno de los aspectos importantes de la seguridad de cepas
probidticas. Los lactobacilos, en general, poseen resistencia natural a diversos antibidticos,
pero en la mayoria de los casos esta resistencia no es transferible. En los lactobacilos aislados
y seleccionados en el presente trabajo, se ha estudiado la sensibilidad a 13 antibidticos
utilizando discos sobre placas de agar. Los 24 aislados ensayados presentaron resistencia a
sulfametoxazol, 23 a vancomicina, 22 a trimetoprin, 20 a gentamicina, 3 a ciprofloxacina y 1
a cefoxitina. Las 3 cepas comerciales analizadas presentaron resistencia a sulfametoxazol,
trimetoprin y gentamicina, 1 a ciprofloxacina y penicilina y 1 a vancomicina. La mayoria de
los lactobacilos son intrinsecamente resistentes a vancomicina; de hecho, se han utilizado, y
se utilizan, como probiodticos algunas cepas resistentes a vancomicina, sin que existan
antecedentes de la transferencia de esta resistencia a otras bacterias. Sin embargo, dicha
resistencia es diferente al mecanismo transferible presente en la mayoria de los enterococos.
Temmerman y col. (2002) detectaron en 104 cepas de lactobacilos aislados de productos
comerciales probidticos resistencia a tetraciclina (29,5%), cloranfenicol (8,5%) y eritromicina
(12%). En general, nuestros aislados fueron sensibles a los antibioticos utilizados con mas
frecuencia, por lo que no pueden considerarse como una fuente de determinantes de

resistencia.

Degradacion de mucina

La toxicidad de las bacterias lacticas frente a la mucosa del tracto gastrointestinal se
considera un aspecto importante de la seguridad de las cepas. La funcién de la mucosa es
proteger a las células epiteliales, por lo que la degradacion de mucus intestinal se emplea
como indicador de toxicidad. Las cepas que no degradan mucus intestinal o sus glicoproteinas
no seran, en principio, invasivas. Ninguno de nuestros aislados ni las cepas comerciales

analizadas presentaron actividad mucolitica, evaluada segiin Zhou y col. (2001).



Produccion de aminas biégenas

La capacidad de producir aminas bidgenas en alimentos debido a la actividad
descarboxilasa de algunos microorganismos puede tener implicaciones toxicologicas. La
produccion de aminas bidgenas por nuestros aislados y las cepas comerciales se evalud en
placas de agar con los aminodcidos histidina, lisina, ornitina y tirosina segin Bover-Cid y
Holzapfel (1999). Unicamente Lb. salivarius PRO 334 produjo un halo de clarificacion de 10

mm de didmetro en el medio con tirosina, lo que indica actividad tirosina descarboxilasa.

Caracterizacion tecnologica

Crecimiento en leche, actividad acidificante y actividad proteolitica

Estas caracteristicas tecnoldgicas se examinaron en 30 lactobacilos aislados y en las 3
cepas comerciales. Veinticinco aislados, asi como la cepa Lb. casei Shirota, crecieron en leche
alcanzando niveles superiores a 5x10% ufc ml™'. La actividad acidificante de estos aislados se
determind como el pH de los cultivos en leche inoculados al 1% tras 24 h a 37°C. Trece
aislados dieron lugar a un descenso de pH superior a 1 unidad y dos a un descenso superior a
1,5 unidades. En cuanto a las cepas comerciales, destaca el resultado obtenido con Lb. casei
Shirota, con el que el pH de la leche a las 24 h fue 1,5 unidades inferior al control (Fig. 3).

La actividad proteolitica en leche se estudio segiin el método descrito por Church y
col. (1983) que determina la concentracion de grupos a-amino derivados de la hidrolisis de
proteinas de la leche. Los resultados se expresan como el incremento de la absorbancia a 340
nm, con respecto a leche control no inoculada. La actividad proteolitica de los lactobacilos fue
variable, con valores superiores a 0,10 en 7 de nuestros aislados (Fig. 4). Estos resultados son
comparables a los obtenidos por Shihata y Shah (2000) con Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
y Lb. acidophilus. En 3 aislados no se detecto la liberacion de grupos amino, considerandose

por ello como no proteoliticos

Formacion de compuestos volatiles en un sistema modelo

La formacion de compuestos volatiles se investigd en un sistema modelo consistente

en leche inoculada con la bacteria lactica a la que se anadid cuajo y se incubd durante 18 h.

Una vez eliminado el suero por centrifugacion, se analizd la fraccion volatil del precipitado




mediante_ GC/MS (cromatografia de gases asociada a espectrometria de masas)_tras su

extraccion en un aparato de purga y trampa (Morales y col., 2003). La calidad e intensidad del
olor en el sistema modelo se evalud por un panel de catadores. Para su cuantificacion se
seleccionaron, mediante GC/MS, mas de 30 compuestos volatiles que tenian un valor alto de
abundancia. Los resultados de los compuestos volatiles mas abundantes en 18 de nuestros
aislados y en las 3 cepas comerciales, junto con las puntuaciones de calidad e intensidad del
olor, se recogen en la Tabla 2. Los compuestos més abundantes fueron etanol, acetoina y
diacetilo. La valoracion sensorial fue satisfactoria en la mayoria de los aislados. Algunos
descriptores se correlacionaron positivamente con la calidad del olor, a “mantequilla” o
“yogur”, aunque no se obtuvieron correlaciones significativas entre estos descriptores y
compuestos volatiles concretos. Por otra parte, no fue posible agrupar nuestros aislados por

especies segun la formacion de compuestos volatiles.

Conclusion

La caracterizacion realizada en nuevos aislamientos de bacterias de origen humano
nos ha permitido realizar una seleccion de cepas con potencial probidtico para su utilizacion
en productos lacteos fermentados. Los métodos in vitro utilizados para comprobar la
adecuacion de estos nuevos aislados a los criterios de seleccion de cepas probidticas estan
generalmente aceptados. Los aislados con mejores caracteristicas se estan empleando en la
elaboracién de productos lacteos probioticos. Las futuras actividades con los lactobacilos
seleccionados se centrardn en la investigacion de otras caracteristicas probioticas y la

confirmacion de sus propiedades in vivo.
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Tabla 1. Identificacion de lactobacil os aislados de heces de | actantes.

Especie N° de aislados
Lb. rhamnosus 12

Lb. paracasel 8

Lb. casei 3

Lb. salivarius 3

Lb. brevis 1




Tabla 2. Principales compuestos volétiles* y valoracion sensorial® de un sistema modelo de queso preparado con

aislados de lactobacil os procedentes de heces de lactantes y de productos comerciales.

Acetaldehido Etanol Diacetilo Acetoina  Acido acético Calidad Intensidad
Lb. paracasei 55 2.368 613.927 308.146 64.150 4.899 2.7 2.7
Lb. brevis 126 2.829 2278.552 0.416 1.335 2.140 12 2.6
Lb. rhamnosus 234 1.530 330.446 381.721 98.243 19.434 2.6 2.6
Lb. rhamnosus 273 2.227 80.220 1032.495 345.152 10.235 2.6 3.0
Lb. rhamnosus 313 2.248 119.926 1801.512 686.880 63.783 3.0 15
Lb. rhamnosus 325 0.000 117.111 1446.645 1069.473 12.504 2.6 2.1
Lb. salivarius 334 11.227 1422.194 288.222 83.376 4.426 2.1 3.0
Lb. salivarius 340 0.000 445,053 442,749 136.430 11.215 21 2.6
Lb. rhamnosus 344 2.182 1257.290 537.710 181.716 60.995 2.4 2.7
Lb. salivarius 355 0.000 22513 19.298 6.557 2.732 12 0.6
Lb. rhamnosus 370 2.913 110.127 2134.482 916.601 24.177 25 15
Lb. rhamnosus 374 3.678 288.490 2131.824 1235.384 63.607 2.1 2.4
Lb. casei 426 2.740 64.911 1377.992 612.485 21.774 21 3.0
Lb. paracasei 431 2.008 207.783 728.191 139.646 26.563 15 15
Lb. paracasei 432 1.425 293.153 689.704 197.749 14.912 18 1.8
Lb. rhamnosus 448 0.000 24.427 9.230 2.322 1.200 15 0.6
Lb. salivarius 452 0.000 45.170 10.633 3.658 2.344 24 1.8
Lb. paracasei 461 2.011 169.782 24.245 3.906 5.583 2.4 1.8
Lb. rhamnosus GG 0.000 574.632 274.509 63.295 3.707 21 2.0
Lb. acidophilusLA1 11.538 11.818 127.614 33.546 2.595 2.1 2.0
Lb. casei Shirota 0.000 66.012 237.767 63.178 27.840 0.9 2.6

4 Abundanciarelativa
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Figura 1. Supervivencia de lactobacilos procedentes de heces de lactantes a las condiciones

del tracto gastrointestinal



Figura 2. Adherenciade Lb. rhamnosus 313 a células Caco-2.
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Figura 3. Actividad acidificante en leche de aislados de lactobacilos procedentes de heces de

lactantes y de productos comerciales.



0,200

0,150
0,100
0,050

UU O BIOURCIOSTR 0JUSWSIoU|

us
29
e
o7 1
657 1
2T
8vv 1
ovy 1
Ca
[
eV 1
9zv 1
€2y
v6€ 1
£6€ 1
9€ 1
G/
vI€
€11
0€1
GGE 1
4 Ch
e
ove 1
vee
Gze
€11
€121
212
GeZ
veZ
92T 1
S5

0,000

Figura 4. Actividad proteolitica en leche de aislados de lactobacilos procedentes de heces de

lactantes y de productos comerciales.



CAPITULO 10
Bifidobacterium lactis Y SU EMPLEO EN PRODUCTOSLACTEOSFERMENTADOS

Teresa Requena, Carolina Janer y Carmen Pelaez

Departamento de Ciencia y Tecnologia de Productos Lacteos, Ingtituto del Frio (CSC),
28040 Madrid

Las leches fermentadas poseen una gran aceptacion social basada en su tradicional
reputacion como alimentos saludables y en sus excelentes caracteristicas sensoriales. La
diversificacion en los Ultimos afios en cuanto a la presentacion comercia de estos productos,
junto alas tendencias actuales dirigidas al consumo de alimentos saludables, han convertido a
las leches fermentadas en componentes idoneos de una dieta funcional y candidatos por
excelencia a la incorporacion de microorganismos probidticos. Se han llevado a cabo
numerosas investigaciones dirigidas a la incorporacién de probidticos en diferentes productos
l&cteos, como leches fermentadas (yogur, kefir), helados (incluido yogur helado) y quesos
(Heller, 2001; McBrearty y col., 2001; Haynes y Plaine, 2002). Las bacterias probidticas
adicionadas a estos productos pertenecen fundamentalmente a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, y dentro de las bifidobacterias, la especie que presenta una mejor aptitud

para su incorporacion en productos lacteos es Bifidobacterium lactis.

Origen y taxonomia de Bifidobacterium lactis

Las bifidobacterias son microorganismos anaerobios obligados que no se desarrollan
en presencia de oxigeno. Excepciona mente, Bifidobacterium lactis es una especie tolerante al
oxigeno hasta una concentracion del 10%, lo que resulta tecnol6gicamente de gran interés
para su incorporacion en productos fermentados comerciales. Ademas, presenta una alta
tolerancia a valores bajos de pH como los gque existen en las leches fermentadas. Ambas
propiedades diferencian claramente esta especie del resto de | as bifidobacterias.

La identificacion de la especie B. lactis se redizé por Meile 'y col. (1997) a partir de
un aislamiento de yogur. Los estudios posteriores llevados a cabo para la diferenciacion
taxonémica de las especies de bifidobacterias reflejan que B. lactis presenta la mayor
separacion filogenética con respecto a resto de bifidobacterias normalmente presentes en €l
tracto intestina humano. La Fig. 1 muestra, a modo de gjemplo, un arbol filogenético basado
en la secuencia nucleotidica parcia del gen que codifica la enzima transaldolasa y los

porcentgjes de identidad de esta secuencia entre las especies del género Bifidobacterium



presentes habitualmente en el tracto intestinal humano y B. lactis (Requenay col., 2002). La
especie bacteriana con la que B. lactis presenta mayor homologia es B. animalis, de origen
animal; de tal manera que se han llegado a definir como especies sinénimas (Cai y cal.,
2000). El estudio de diferenciacion taxonémica entre estas dos especies de bifidobacterias tan
préximas, e incluso la diferenciacion de B. lactis con €l resto de especies de origen humano,
se ha realizado fundamentalmente sobre la base del andlisis comparativo de secuencias de
genes altamente conservados, pero gue mantienen dominios variables. En este sentido, el gen
mas utilizado para la diferenciacion taxondémica entre especies bacterianas ha sido € que
codifica la subunidad 16S del RNA ribosdmico. Sin embargo, entre las especies de
bifidobacterias el grado de identidad de este gen es muy alto, situandose entre 93 y 99%
(Miyake y col., 1998). Por lo tanto, se han realizado diferentes estudios de investigacion
encaminados a la seleccion de otros marcadores genéticos que posibiliten una mejor
diferenciaciéon entre las especies de bifidobacterias, como son los que proponen como
elemento diferencial la secuencia nucleotidica que codifica la proteina de choque térmico
HSP60 (Jian y col., 2001), la lactato deshidrogenasa (Roy y Sirois, 2001) o la ya mencionada
transaldolasa (Requena y col., 2002). En el caso de especies tan proximas taxondmicamente
como B. lactisy B. animalis, solo ha sido posible diferenciarlas con €l andlisis de la secuencia
nucleotidica del espaciador interno transcrito entre los genes que codifican las subunidades de
RNA ribosdmico 16Sy 23S (Venturay Zink, 2002). Estos autores sugieren que la separacion
taxondmica entre estos microorganismos sea sélo a nivel de subespecie; aunque destacan una
caracteristica fisiologica distintiva entre ambas especies, y de gran importancia practica, que
es la capacidad de B. lactis para crecer en medios basados en componentes |acteos, mientras
gue B. animalis crece escasamente en leche.

El empleo de técnicas de biologia molecular como la separaciéon de fragmentos de
DNA de gran tamario por electroforesis en campo pulsado, PCR, PCR-ELISA, electroforesis
en gel desnaturalizante de productos de PCR, etc., para la rapiday certera identificacion de
una especie o incluso de una cepa dentro de un complejo ecosistema bacteriano como es el
intestino, es una valiosa herramienta para poder evaluar la implantacion de una cepa
probidticay consecuentemente su posible actividad beneficiosa en el organismo humano.

Propiedades beneficiosas para la salud de B. lactis

Dentro de las caracteristicas mas importantes que deben cumplir los microorganismos

probidticos vehiculados en la dieta estan la viabilidad en e producto y la capacidad de



mantenerse viables durante su paso a través del tracto gastrointestinal, caracteristica
dificultada por las condiciones muy acidas del estdmago, |a riqueza en proteasas del medio y
el efecto inhibitorio de las sales hiliares del intestino. Considerando estas caracteristicas
importantes para la seleccion in vitro de candidatos probidticos, Prasad y col. (1998) llevaron
a cabo un estudio sobre 200 cepas bacterianas, de las que seleccionaron cuatro, tres de origen
l&cteo y una de origen humano, ya que habian respondido favorablemente a las caracteristicas
buscadas: capacidad para estimular |a respuestainmune en ratones y resistencia a la presencia
de &cidos y a una alta concentracién de sales biliares. De las cuatro cepas seleccionadas tres
eran lactobacilos y una se identificd como B. lactis HNO19. Estudios posteriores realizados
por e mismo grupo de investigacion con esta cepa, han demostrado que posee un amplio
abanico de propiedades probidticas. Entre otras, la capacidad de competir con patégenos
intestinales como E. coli enterotoxigénico, rotavirus y Salmonella y estimular la respuesta
inmune natural y adquirida, destacando la capacidad de reforzar las defensas inmunes de la
poblacion de edad avanzada (Gill y col., 2001; Shuy col., 2000 y 2001).

Otra de las cepas de B. lactis que ha demostrado elevado potencial probidtico es la
cepa Bb-12, empleada en la mayoria de productos lacteos y formulaciones infantiles
distribuidos comercialmente. Dentro de las caracteristicas descritas para esta cepa destacan
actividad antimutagénica, competencia bacteriana y antirotavirus en el intestino y reduccion
de reacciones alérgicas infantiles (Juntunen y col., 2001; Kirjavainen y col., 2002; Lo y cal.,
2002).

Considerando que B. lactis no es de origen humano, se han llevado a cabo estudios
gue demuestran cierta capacidad de B. lactis para adherirse ala mucosaintestinal (Juntuneny
col., 2001; Matsumoto y col., 2002). Esta caracteristica podria intervenir en 1os mecanismos
de exclusién competitiva de B. lactis frente a patdgenos, la estimulacion de respuesta
inmunitariay, eventualmente, la implantacién como microbiota residente del intestino (Gopal
y col., 2001). Se ha demostrado en algunas ocasiones la presencia de B. lactis en heces de
individuos en los periodos previos a los ensayos sobre el efecto de su consumo como
probidtico en la dieta, lo que indicaria que esta bacteria podria formar parte de la microbiota
intestinal residente (Alander y col., 2001). Contrariamente, en la mayoria de los estudios de
intervencion llevados a cabo con voluntarios se ha demostrado la presencia de B. lactis en
heces Unicamente durante el periodo de la ingesta de estos probidticos, desapareciendo al
interrumpirse ésta, por 1o que la conclusion general de estos estudios es que B. lactis solo
coloniza transitoriamente e colon (Satokari y col., 2001; Malinen y col., 2002). No obstante,

seria posible mantener una poblacion intestinal transelnte de B. lactis, con los consecuentes



efectos beneficiosos, mediante el consumo habitual de productos que contengan este

microorganismo en altos niveles de viabilidad.
Utilizacion de oligosacaridosy proteinas por B. lactis

La secuenciacion del genoma de B. longum por Schell y col. (2002) ha mostrado la
existencia en estos microorganismos de genes que codifican actividades enzimaticas
relacionadas con la hidrdlisis de una gran variedad de oligosacaridos prebidticos no digeribles
por las enzimas del tracto intestinal. Estas actividades enzimaticas les confieren una ventaja
competitiva frente a otros microorganismos intestinales y explica su adaptacion a este medio.
Con € finde analizar si B. lactis utiliza los mismos mecanismos competitivos que B. longum,
hemos llevado a cabo un estudio del crecimiento de la cepa B. lactis DSM 10140 en presencia
de oligosacéridos derivados de fructosa, cuyo representante més utilizado comercialmente
como prebidtico es lainulina. La Fig. 2 muestra los resultados de descenso de pH durante 24
horas de crecimiento a 37°C de B. lactis en presencia de diferentes carbohidratos. Los
resultados indicaron un alto crecimiento de B. lactis en presencia de fructo-oligosacéridos de
bajo peso molecular como Raftilose® (grado de polimerizacién medio de 5), similar a
encontrado en presencia de glucosa, sacarosa o rafinosa. La tasa de crecimiento de B. lactis
disminuia con e aumento del grado de polimerizacion de la molécula ensayada, como es €l
caso de lainulina de bajo peso molecular (Raftiline® LS; grado de polimerizacién medio 10)
y NO se registré crecimiento en presencia de inulina de alto peso molecular (Raftiline® HP;
grado de polimerizacion medio 23). Es interesante destacar que B. lactis puede crecer en
presencia de polimeros de fructosa, pero no crece en presencia de fructosa como Unica fuente
de carbono, 1o cual sugiere que este microorganismo esta dotado de mecanismos especificos
para el transporte de azlicares que son més eficaces en € transporte de oligosacaridos que de
los monémeros que lo componen. De igual manera, se ha descrito la capacidad de B. lactis
para crecer en presencia de galacto- y xilo-oligosacaridos, mientras que no lo hace en
presencia de galactosa ni xilosa (Crittenden y col., 2001).

Una de las enzimas encargadas de la hidrélisis de polimeros de fructosa es la f3-
fructofuranosidasa. Esta enzima presente en B. lactis ha sido caracterizada en nuestro
laboratorio (Janer y col., 2003a). Esintracelular y posee un tamafio molecular de 59,4 kDa. La
Tabla 1 muestra los resultados de especificidad de sustrato de la enzima, de los que se puede
destacar que su actividad es especifica paralos enlaces A(2-1) entre residuos de fructosay que

su capacidad de hidrdlisis disminuye conforme aumenta la longitud de la cadena. La enzima



presenta una baja afinidad por la sacarosa, que es & dimero que se sitla en €l extremo de estos
fructo-oligosacéridos. Durante los estudios de actividad de la enzima sobre Raftiline® LS
empleando cromatografia de gases e identificacion de los productos de hidrdlisis por
espectrometria de masas, observamos que € mecanismo de hidrélisis de la enzima consistia
en la liberacion de mondémeros de fructosa a partir del extremo no reductor de la cadena 'y
daba lugar a la acumulacion de sacarosa y fructosa como productos finales de la reaccion
enzimética. B. lactis probablemente hidroliza la sacarosa por una sacarosa fosforilasa, que se
induce en presencia de sacarosa, rafinosa y oligofructosas (Trindade y col., 2003). La
incapacidad de B. lactis para crecer en presencia de inulina de alto peso molecular (Raftiline®
HP; Fig. 2) estaria relacionada tanto con la ausencia de fructosidasas extracelulares en este
microorganismo como con la falta de mecanismos de transporte especializados en moléculas
de ato tamarfio molecular.

La Tabla 2 muestra los resultados de otras actividades glicoliticas y de actividades
proteoliticas de B. lactis en funcion del medio de crecimiento en € que se ha realizado el
cultivo del microorganismo. En todos los casos, |os resultados obtenidos reflejan una escasa
actividad cuando las células se han crecido en un medio muy rico en nutrientes de bajo peso
molecular (MRS), mientras que aumentaban en un medio mas rico en proteinas como es la
leche. El andlisis del genoma de B. longum (Schell y col., 2002) revela la presencia en estos
microorganismos de un elevado nimero de genes (>20) que codifican actividades
peptidasicas, indicando la capacidad de estos microorganismos para crecer en presencia de
medios ricos en sustratos proteicos como es el contenido intestina. Comparando los
resultados de actividad con otras bacterias |acticas como Lactococcus lactis y Lactobacillus
casel, mas ampliamente estudiados, cabe destacar que B. lactis posee una elevada actividad
prolina aminopeptidasa, siendo la prolina € aminodcido que se encuentra en mayor
proporcion en las proteinas |&cteas.

Viabilidad de B. lactis en productos |acteos

Como se ha mencionado anteriormente, las bifidobacterias muestran una baja tasa de
crecimiento y viabilidad en leches fermentadas debido a su naturaleza anaerdébica. De todas
las especies de bifidobacterias estudiadas, B. lactis muestra los mayores valores de
crecimiento y supervivencia en productos lacteos fermentados debido a su resistencia a
tensiones medias de oxigeno y bago pH. Se han descrito recuentos elevados de este



microorganismo durante la fabricacion y maduracion de queso Cheddar (McBrearty y cal.,
2001).

La capacidad de implantacion en €l intestino de bifidobacterias o, cuando menos, la
capacidad de gercer una actividad metabdlica beneficiosa como microbiota transelnte,
depende en gran medida de su ingestion en cantidades significativas. De ahi la gran
importancia del mantenimiento de unos niveles altos de viabilidad en los productos
fermentados adicionados con estos microorganismos. En nuestro laboratorio se han llevado a
cabo trabajos para analizar € potencial de componentes derivados del suero de queseria,
como son € caseinmacropéptido (CMP) y & concentrado de proteinas de suero (WPC), para
mejorar € crecimiento de B. lactis en leche (Janer y col., 2003b). La redizacion de estos
estudios con subproductos de queseriatiene el vaor afiadido de contribuir a aprovechamiento
de los mismos a la vez que se reduce € riesgo de contaminacién ambiental. EI CMP es un
glicopéptido hidrofilico derivado de la hidrdlisis de la k-caseina por accion del cugjo durante
la elaboracién del queso. Contiene aminoazlcares como &cido sidlico y N-acetilgalactosamina
que pueden ser fermentados por bifidobacterias (Idotay col., 1994). Otros componentes de la
leche que pueden estimular € crecimiento de las bifidobacterias son péptidos procedentes de
lahidrdlisis proteicade lalactoferrina (Liepke y col., 2002).

Dentro de los estudios de mejora del crecimiento de B. lactis en leche, hemos
analizado € efecto de afadir a laleche un concentrado de proteinas de suero (WPC), con un
contenido en proteina del 35%, y los CMPs procedentes de suero de vaca y de mezcla de
leche de ovgay cabra. La Fig. 3 muestra los resultados obtenidos de viabilidad de B. lactis
durante su incubacién en leche sin adicionar y adicionada con los CMPs o con WPC. Como
puede observarse, tanto los CMPs como el WPC mejoraron €l crecimiento de B. lactis en
leche, aunque el efecto fue superior con WPC, con el que se acanzaron niveles de 1x10° ufc
ml™ después de incubar 24 horas a 37°C.

Teniendo en cuenta que el WPC es un suplemento |acteo de bajo coste y que hemos
comprobado su efecto hifidogénico, se elaboraron leches fermentadas empleando como
cultivo iniciador Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus y B. lactis,
suplementando ademés la leche con WPC con € objeto de incrementar los recuentos de
bifidobacterias (Martin-Diana y col., 2003). La Fig. 4 muestra | os resultados obtenidos de los
recuentos de bifidobacterias al final de laelaboracion y después de 21 dias de conservacion en
refrigeracion (4°C) de leche fermentada sin adicién de WPC (A), WPC afiadido al 3% (B) vy a
5% (C). Cuando no se afadié WPC no se detectd incremento en el recuento de B. lactis

durante el proceso de fermentacion a 44°C (alrededor de 8 horas), manteniéndose al nivel del



indculo que fue del orden de 3x10° ufc g. Durante el almacenamiento en refrigeracion, se
observé un descenso de recuentos, pero se mantuvieron siempre por encimade 10’ ufc gt en
las leches fermentadas suplementadas con WPC. Este es €l limite minimo de bacterias viables
en el producto en el momento de la ingesta que se acepta como necesario para conseguir los

beneficios en salud asociados a las bacterias probidticas (Stanton y col., 2001).

Conclusiones

La demanda creciente de productos lacteos fermentados adicionados de bacterias
probidticas que aumenten el valor afiadido de su papel funcional, es unarealidad actual y una
apuesta de futuro para la innovacion empresaria y la investigacion y desarrollo en el campo
de la aimentacion. Las bifidobacterias forman parte de la microbiota intestinal y sus posibles
propiedades beneficiosas en la salud han sido el foco de atencion en los Ultimos afos, dando
lugar a numerosos trabajos de investigacion y estudios de intervencion en humanos. De todas
ellas, la especie B. lactis presenta la mejor potencialidad tecnol 6gica para su incorporacion en
productos lacteos fermentados debido a una cierta tolerancia al oxigeno y a valores bajos de
pH en relacion con otras especies de bifidobacterias. Su relativa separacion filogenética del
resto de los miembros del género facilita su identificacion por técnicas moleculares en
ecosistemas complejos como €l intestino humano. El posible efecto beneficioso de B. lactisen
la salud humana depende en gran medida de su capacidad de adaptacion a las condiciones
presentes en € tracto gastrointestinal, para lo que se sirve eventualmente de mecanismos de
interaccion con la mucosa intestinad y de un sistema enzimatico que hidroliza
competitivamente oligosacaridos prebidticos presentes en la dieta. Ademés, su presenciaen €
intestino, bien como microbiota implantada o como microbiota transelnte, requiere
obligatoriamente de su ingesta en elevadas cantidades. Este hecho puede conseguirse
aumentando la capacidad de crecimiento y viabilidad de B. lactis en productos fermentados
mediante la adicidn de sustancias con efecto bifidogénico.
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Tabla 1. Especificidad de sustrato de la ffructofuranosidasa de Bifidobacterium lactis

Sustrato Actividad" (%)
Melezitosa (o-D-Glc-(1—3)-p-D-Fru-(2—1)-a-D-Glc) -
Levano (B-D-Fru-(2—6)-(3-D-Fru), 25+0,1
Rafinosa (o-D-Gal-(1—6)-o-D-Glc-(1—2)-B-D-Fru) 0,3+0,1
Sucrosa (o-D-Glc-(1—2)-B-D-Fru) 59+15
Raftiline® HP (a-D-Glc-(1-2)-(B-D-Fru), [n = 23]) 98+15
Raftiline® LS (a-D-Glc-(1-2)-(B-D-Fru), [n = 10]) 29+0,8
Raftilose® (B-D-Fru-(1-2)-(B-D-Fru), [n = 5]) 100

Actividad relativa a la actividad frente a Raftilose® (100%); —, actividad
no detectada; nd, actividad no determinada. Glc, glucosa; Fru, fructosa;
Gal, galactosa.



Tabla 2. Actividades glicoliticas y proteoliticas de Bifidobacterium lactis

Actividad" MRS Leche
o-galactosidasa 0,004 0,350
[-galactosidasa 0,019 2,421

o-Nac-gal actosaminidasa - -
-Nac-gal actosaminidasa - -

Neuraminidasa — —

L eucina aminopeptidasa - 0,060
Lisina aminopeptidasa - 0,026
Prolina aminopeptidasa - 0,129
PepX — 0,057
PepO - -

Actividad expresada en umol de sustrato liberado por minuto y por
mg de proteina del extracto intracelular libre de células.
—: Actividad no detectada.



. breve
. longum
. infantis

. bifidum
. angulatum

. pseudocatenulatum
. lactis

W Www W W

1 2 3 4 5 6 7

1 B.infantis 100 944 92,1 924 82,8 87,1 85,1
2 B.longum 100 92,7 96,7 84,1 87,7 85,4
3  B. bifidum 100 90,1 84,4 88,1 85,8
4 B. breve 100 81,8 85,8 83,1
5 B. pseudocatenulatum 100 88,1 83,8
6 B. angulatum 100 84,8
7  B.lactis 100

Figura 1. Dendogramay porcentajes de identidad entre bifidobacterias basados en la secuencia nucleotidica parcial del gen
gue codifica la enzima transal dol asa.
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Figura 2. Crecimiento de B. lactis en presencia de diferentes fuentes de carbono: glucosa (O), fructosa (H),
sacarosa (A), rafinosa (), Raftilose® (@), Raftiling® LS (A) y Raftiline® HP (#).
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Figura 3. Crecimiento de B. lactis en leche (O), leche suplementada con caseinmacropéptido (CMP; ) o
concentrado de proteinas de suero (WPC; @).
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Figura 4. Recuentos (ufc g') de B. lactis en leches fermentadas a partir de (A) leche sin adicion de concentrado de proteinas
de suero (WPC), (B) leche suplementada con 3% de WPC y (C) con 5% WPC, al principio (1 dia; columnas blancas) y a final
(21 dias; columnas negras) de la conservacion a4°C.
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1. Introduccion

La microbiota intestinal constituye €l reservorio bacteriano més importante en los
animales. Formando parte de esta microbiota, que se instaura rapidamente después del
nacimiento siguiendo un orden mas o menos determinado segun la especie animal,
encontramos dos tipos de microorganismos. agquellos que colonizan € tracto intestina de
forma permanente y los que |o hacen de forma transitoria.

Aungue cada especie animal presenta una complegja microbiota intestina con una
composicion distinta y especifica, son las bacterias lacticas las que se encuentran en mayor
cantidad y regularidad y, por lo tanto, su estudio presenta un interés especial. Las funciones
de la microbiota intestinal son diversas y entre ellas cabe destacar: la megjora del trénsito
gastrointestinal, la sintesis de vitaminas del grupo B y vitamina K, la influencia en las
secreciones digestivas y hormonales, 1a degradacién de glucidos y proteinas, la hidrélisis de
lipidos o |a produccién de substancias antimicrobianas.

En condiciones de salud, la microbiota intestina tiende a mantener un estado de
equilibrio en el que todos los microorganismos Se encuentran presentes en una proporcion
determinada; no obstante, ciertos factores (privacion de comida y/o agua, desplazamientos,
estrés, administracion de antibiéticos...) pueden desestabilizar el sistema permitiendo a los
patdgenos colonizar €l tracto intestinal. Esta colonizacion oportunista puede acabar
desembocando en unainfeccion.

En aves, Campylobacter, Escherichia coli y Salmonella son los principales
microorganismos patégenos que colonizan €l tracto gastrointestinal. Aunque su presencia no
causa, por lo general, problemas de salud en los propios animales, si pueden representar un
riesgo para la seguridad alimentaria humana. Salmonella enteritidis, S typhimuriumy S
heidelberg han estado implicadas en aproximadamente el 50% de las salmonel osis registradas



en Estados Unidos. Muchas de las intoxicaciones fueron provocadas por huevos
contaminados por S enteritidis (Mishu y col. 1994). Generalmente, es dificil conocer €
nimero exacto de casos, porque no todas las toxiinfecciones alimentarias son enfermedades
de declaracion obligatoriay, en este sentido, |os datos son siempre estimativos.

El uso continuado de antibiéticos en las explotaciones animales con €l fin de aumentar
el indice de conversion y prevenir infecciones intestinales conlleva un desequilibrio de la
microbiotaintestinal beneficiosay la aparicion de bacterias multirresistentes y agresivas, a la
vez que facilita la transmision de microorganismos peligrosos entre los animales, estabulados
en poco espacio y que se encuentran en situacion de estrés. Como aternativa, se esta4
investigando €l desarrollo de probidticos, especiamente después de que en la Unidn Europea
se haya prohibido recientemente el uso de determinados antibi6ticos frecuentemente incluidos
en piensos como promotores de crecimiento.

Es muy importante mantener en orden la microbiota intestinal para estabilizar o
reforzar la barrera protectora contra los microorganismos patdgenos. Esta es la mision que
pretenden |levar a cabo |os probiéticos. Un probiético es un cultivo de microorganismos vivos
gue se administra al animal con la intencion inicia de prevenir enfermedades infecciosas
reforzando la barrera de la microbiota intestinal 0 mediante un estimulacion inespecifica del
sistema immunitario (S6gaard y Suhr-Jessen, 1990). Un probidtico debe cumplir una serie de
requisitos, como por ejemplo: ser un habitante normal del tracto gastrointestinal de la especie
alaque se pretende sea administrado, debe ser capaz de adherirse a epitelio intestinal, resistir
el ambiente agresivo intestinal (que supone un pH bajo en e estdmago y sales hiliares en €
intestino) y competir con otros microorgani Smos presentes.

Desde que Nurmi y Rantala (1973) observaron que administrando suspensiones o
cultivos de materia fecal procedente de pollos adultos sanos se reducia € nimero de animales
infectados por Salmonella (efecto Nurmi o de exclusion competitiva), han ido surgiendo en el
mercado varios productos. Segun diversos autores, los productos de composicion indefinida
parecen ser los mas efectivos en la prevencién de la colonizacion cecal por Salmonella; sin
embargo, se debe valorar € riesgo de transmision de patdgenos mediante este sistema.

La utilizacion de probidticos como suplementos alimenticios para animales de granja
se practica desde hace 30 afios. Durante este tiempo han aparecido en e mercado muchas

preparaciones de composicion diversa, aunque con resultados variables y muchas veces



inconsistentes. Dicha inconsistencia puede ser atribuida a diferentes factores, como escasa
viabilidad, administracion inapropiada o utilizacién de organismos erréneos para el animal y
para e trastorno u enfermedad que se esta previniendo o tratando. El conocimiento de los
factores que determinan una respuesta probidtica éptima haria posible la utilizacion de las
preparaciones que consigan el méximo efecto y el descarte de aguellas con actividad bagja o
nula.

Una viabilidad elevada es de crucia importancia en la expresion del efecto probidtico,
pero ¢cud es laminima dosis efectivay como y cuando debe ser administrada esta dosis. de
forma continua, periédica...? Unasituacién ideal seria esperar que después de una dosis Unica,
el probidtico fuera capaz de establecerse de forma permanente en € tracto digestivo del
animal y ali persistir durante toda la vida del mismo. En este sentido, y asignando a la
capacidad de colonizacién un papel de vital importancia, factores como la adhesiéon y la
resistenciaal ambiente intestinal del hospedador son factores atener en cuenta.

L os probiéticos actlian a través de mecanismos de exclusion competitiva, fijandose en
lugares especificos del epitelio intestinal y, en consecuencia, disminuyendo la colonizacion
por patdgenos. Aungue €l mecanismo de exclusién competitiva no esta del todo claro, varios
investigadores apuntan diversas formas de actuacion (Fox, 1988; Jiny col., 1997):

(1) En € intestino, los microorganismos probidticos metabolizan de forma répida
diversos substratos (carbohidratos, aminoécidos, proteinas...), convirtiéndolos en
inaccesibles para los microorganiSmos patdégenos y, en consecuencia, previenen su
proliferacion

(2) A travésde la produccion de écido lactico provocan lareduccion del pH intestinal,
convirtiendo el ambiente en inapropiado parala multiplicacion de los patégenos

(3) Pueden secretar péptidos y proteinas con efecto antimicrobiano frente a
determinadas bacterias

(4) Las bacterias l4cticas pueden estimular la produccion de anticuerpos y la actividad
fagocitica contra patdgenos, en e intestino y en otros tejidos del cuerpo

(5) Las bacterias beneficiosas incrementan la actividad enzimdtica en el tracto
gastrointestinal .

La interaccion entre estos mecanismos favorece el equilibrio de la microbiota

intestinal, o que comporta diversos beneficios para el animal. Las bacterias lacticas han sido



utilizadas ampliamente como probiéticos porque forman parte de la microbiota natural de la
mayoria de los animales, son seguras (GRAS) y poseen actividad antagonista frente a

patogenos.

Laexperienciadel IRTA

En un proyecto realizado en €l IRTA y a partir de pollitos, de diversas edades y
procedencias, se aislaron 296 cepas de lactobacilos, de las que se investigd sus propiedades
antagonistas, su capacidad de adhesion y su resistencia a sales biliaresy a pH 3,0. El 26% de
las cepas aidladas produjo inhibicion de dos cepas enteropatdgenas utilizadas como
indicadoras en los ensayos in vitro (Fig. 1). Cuando se investigo la capacidad de adhesion y
agregacion de las cepas antagonistas, se detectaron 14 cepas con una elevada capacidad tanto
de agregarse entre si como de adherirse a células epiteliales del buche de pollo (Fig. 2). En
general, las cepas toleraron bien las condiciones écidas y las sales biliares.

De entre todas las cepas investigadas, se seleccionaron ocho por cumplir in vitro todas
aquellas caracteristicas que las convertian en potenciadles probidticos. Todas ellas se
clasificaron como Lactobacillus salivarius subsp. salivarius y €l andisis plasmidico revel6
perfiles distintos por 1o que se concluyé que eran cepas distintas. Finalmente la cepa Lb.
salivarius CTC2197 fue seleccionada como la mas idonea, por sus propiedades antagonistas
in vitro frente a Salmonella, por su elevada adherencia y por su capacidad de colonizar €l
tracto gastrointestinal de pollitos (Garrigay col., 1998).

Posteriormente, se llevo a cabo un estudio en granja para valorar la competitividad de
dicha cepa presel eccionada como probidtico y su capacidad de minimizar la colonizacion por
S enteritidis durante €l engorde de pollos. En los dos ensayos efectuados, |os pollitos fueron
alojados en jaulas Petersime con seis niveles y cuatro compartimentos en cada nivel, donde
cada tratamiento ocupaba un nivel. La inoculacion de los animales con S. enteritidis y/o Lb.
salivarius CTC2197 por via ora se realizé a dia de vida mediante una canula introducida
directamente en e proventriculo. A los 14 y 21 dias, se sacrificaron 4 (primer ensayo) y 6
animales (segundo ensayo) y a partir de los ciegos se determin0 el recuento de lactobacilos y

la presencia o ausencia de Salmonella.



La trazabilidad de S enteritidis y Lb. salivarius CTC2197 en una poblacion
microbiana tan numerosa fue realizada por la resistencia a acido nalidixico y a cloruro
mercurico, que presentaba la cepa de Salmonella inoculada, y por la resistencia a la
rifampicina, que portaba de forma natural Lb. salivarius CTC2197. Los resultados obtenidos
se reflgan en la Tabla 1. Como puede observarse, aquellos animales que habian recibido la
cepa probidtica, en forma oral (ensayo 1) y ademés suplementada en e pienso y agua del
primer dia (ensayo 2), no estaban colonizados por Salmonella a los 21 dias. Ensayos
posteriores para estudiar la viabilidad en el pienso de |la cepa probidtica evidenciaron que una
dosis Gnica de 10° ufc g™ en el pienso del primer dia resultaba suficiente para asegurar la
colonizacién intestinal de los animal es después de una semana. Sin embargo, entre los 21y 28
dias de engorde no se detecto la cepa probidtica en algunos broilers, o que sugiere que serian

necesarias dosis periddicas para asegurar su colonizacion hasta el final.

Conclusiones

En e mercado existen diversos probiéticos, compuestos Unicamente por una cepa de
microorganismos, como por gemplo Gaia (Lactobacillus reuteri), o preparaciones con
muchas cepas como Protexin, que ademas de bacterias |acticas contiene mohos y levaduras.
Mientras que los probidticos bacterianos han sido efectivos en pollos y cerdos, los
probidticos fungicos como Yeasacc (Saccharomyces cerevisiae) y Amaferm (Aspergillus
oryzae) han dado mejores resultados en rumiantes adul tos.

El uso de un probidtico que contenga més de una cepa puede estar justificado s se
espera que sea activo en varias especies animales diferentes y en un rango de condiciones
adversas, incluyendo infecciones microbianas. El tipo de probidtico tendria que estar también
relacionado con la edad del animal; un animal recién nacido es mucho més receptivo a un
probidtico que un animal adulto con una microbiota mas estable y, en consecuencia, méas
dificilmente influenciable.

Mucha de la informacion sobre el uso de probidticos en animales de granja deriva de
ensayos experimentales desarrollados por organizaciones comerciales productoras de
probi éticos, que pocas veces ven la luz en publicaciones cientificamente reconocidas, por o

que es dificil valorar los resultados. Algunas veces, las interpretaciones son mas que



optimistas y ayudan a crear una mistica de los probi éticos carente de una val oracién adecuada
y rea (Barrow, 1992). Sin embargo también existen publicaciones cientificas de la probada
eficacia de los probidticos en animales de granja.

Puede concluirse que s se suministra el probiético adecuado en e momento apropiado
y a la dosis correcta, gercera un efecto significativo en la salud del anima y/o en su
crecimiento, que se reflgjara en una mejora econdmicamente significativa para el ganadero y
en una mayor garantia sanitaria para € consumidor. Actuamente, la Unién Europea prohibe
gue substancias activas utilizadas como aditivos alimentarios puedan ser comercializadas
como materias primas o como alimentos dietéticos. La normativa actual permite la utilizacion
de probidticos como aditivos alimentarios y segun la Directiva 94/40/CEE del 22 de Julio de
1994 (DOCE n° L208-11/8/94), en la que se fijan las directrices para la evauacion de los
aditivos en aimentacion animal, para homologar un aditivo alimentario es necesario
depositar, en un pais de la Unidén Europea, un dossier que contenga: la identificacion del
producto, las caracteristicas y condiciones de uso, estudios sobre la probada eficacia del
mismo en animales de la especie en la que se pretende utilizar, asi como estudios
toxicol 6gicos que determinen la seguridad de su utilizacion, tanto para e propio animal como
para el hombre que manipule o consuma los productos derivados.

Como conclusién final, podemos destacar que aunque € uso de probidticos en
avicultura no debe interpretarse como algo “milagroso”, puede contribuir a la solucion de

problemas de diversa indole, ademés de no dejar residuos indeseables en las canales.
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Tabla 1. Medias marginales del recuento de lactobacilos y lactobacilos Rif en ciegos y porcentaje
de animales colonizados por Salmonella.

Recuento en ciegos (log; ufc g’ % animales
. . . colonizados por
Tratamiento Bacterias lacticas totales Lb. salivarius CTC2197 P
Salmonella
Dia 14 Dia 21 P Dia 14 Dia 21 P Dial4 Dia2l
Control (A; ensayo 1) 8.76 £0.28"  8.60+0.12° NS <2.00 <2.00 NS 0 0
Inoculacion de S. enteritidis C-114
B (ensayo 1) 9.04+0.12°  7.76+024> <0001 221+031° <2.00 NS 90 70
B’ (ensayo 2) 8.54 £ 0.29* 8.90+0.31* NS <2.00 <2.00 NS 100 100
Inocul. de Lb. salivarius CTC2197
C (ensayo 1) ND ND 6.75£0.72* 6.10+£0.71* NS 50 0
C’ (ensayo 2) 600+ 131"  7.81+032> <005 4.18+1.23" 5.64+1.56" NS 0 0
Inoculacion de S. enteritidis C-114
y Lb. salivarius CTC2197
D (ensayo 1) ND ND 6.29+0.74* 6.15+£0.54* NS 100 0
D’ (ensayo 2) 6.62+0.51” 836082 <001 551+ 111" 625+1.02° NS 100 0

*Los valores son medias * desviaciones estandar. El nivel minimo de deteccion es 2 log;o ufc g'1 .

Dentro del mismo ensayo se comparan las medias de los distintos tratamientos. Valores en una

misma columna con distinto superindice (p. €j., ay a’) difieren significativamente (P<0,05). La
significacion de las diferencias entre el dia 14 y el dia 21 después de la inoculacion para cada tratamiento
se muestra en las filas. NS, no significativo. ND, no determinado.



Figura 1. Inhibicion de Escherichia coli CTC1028 (A) y Salmonella enteritidis CTC1026 (B)
por parte de Lactobacillus salivarius CTC2197 por el método de lagota en agar.



Figura 2. Lactobacillus salivarius CTC2197. Fotografia a microscopio electronico de
barrido de bacterias agregadas y adheridas a células epiteliales del buche de pallito.
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Introduccion

El intestino constituye un complejo ecosistema microbiano densamente poblado
(hasta 10™ bacterias por gramo de contenido intestinal) por numerosas especies bacterianas y
extremadamente variable, incluso entre individuos de la misma especie. Edad, aimentacion,
estrés, entorno, la existencia de posibles enfermedades y la ingestion de medicamentos son
algunos de los factores que contribuyen a esta diversidad. Incluso dentro de un mismo
individuo la composicion de la poblacion microbiana es diferente en cada tramo del intestino.
Los microorganismos que se encuentran en €l intestino establecen complegas interacciones
con el huésped y entre si, debidas tanto ala transformacién de |as sustancias que ingieren del
entorno (procedentes de la alimentacion del huésped) como a la produccion de muy diversas
moléculas sefial que pueden modular la actividad fisiologica del huésped y de otros
microorganismos. Estared de interacciones constituye un equilibrio dinamico muy frégil, que
puede ser alterado tanto positivamente mediante la introduccion o incremento de bacterias
beneficiosas, como lactobacilos y bifidobacterias, como negativamente cuando proliferan
microorganismos patdgenos. Esta posibilidad de aterar € ecosistema intestinal por
introduccién de microorganismos beneficiosos es € principio en € que se sustenta el empleo
de probi 6ti cos.

Se denomina probidtico a un cultivo de uno o varios microorganismos Vivos que,
aplicados a un hombre o animal, gercen un efecto beneficioso para su salud, mediante
diversos mecanismos. Asi, la administracion de probidticos influye sobre la microbiota
enddgena, pues éstos deben prevalecer sobre bacterias potencialmente patdgenas y pueden

gercer una accion directa sobre el huésped modulando su respuesta inmune, degradando



sustancias toxicas o produciendo metabolitos beneficiosos para éste. Esta amplia definicién
incluye a los probidticos intestinales, asi como los que pueden gjercer su accién sobre otras

mucosas del huésped, como las del tracto respiratorio o urogenital.

Probiéticos en alimentacién animal

Durante muchos afios se ha recurrido en las explotaciones ganaderas a la
administracion sistematica de antibiéticos para prevenir la aparicion de enfermedades y
fomentar e engorde de los animales. Pero numerosos estudios han puesto de manifiesto que
esta préactica conlleva serios riesgos para la salud. Los antibidticos son sustancias extrafias
que no deben estar presentes en la cadena alimentaria, pero en ocasiones pueden encontrarse
trazas en la carne, 1o que puede producir efectos secundarios indeseables en el consumidor,
como la aparicion de aergias y desordenes intestinades. Ademés, el empleo sistemético de
antibi 6ticos fomenta la aparicion de cepas resistentes. Estas resistencias pueden diseminarse a
otras bacterias, entre ellas patdgenas humanas. Este riesgo hallevado ala comunidad europea
alimitar severamente el uso de antibi6ticos en alimentacion animal y se ha planteado su total
prohibicion en un futuro préximo.

Es pues necesario idear nuevas estrategias para limitar el impacto de enfermedades
sobre la produccion animal. En este sentido se ha propuesto €l uso de probidticos como una
aternativa natural y seguraalautilizacion de antibi6ticos, ya que pueden estimular € sistema
inmune, mantener el balance microbiano (Gouet y col., 1976; Canganella 'y col., 1992) y
prevenir lainvasiéon por microorganismos patdégenos por exclusion competitivay produccion
de sustancias antimicrobianas (Salminen y col., 1996; Dunne y col., 1999). De esta forma
ayudaran a prevenir desordenes digestivos y a megorar las defensas naturales del animal.
Otros argumentos a favor del uso de probidticos como una aternativa a los antibiéticos son,
por gemplo, que se trata de cepas bacterianas habitualmente presentes en los aimentos, o
que han sido aisladas del propio intestino de animales sanos, y son por ello consideradas
como GRAS. Los probidticos més utilizados pertenecen a grupo de las bacterias |acticas,
principa mente lactobacil os, pero también se emplean enterococosy bifidobacterias.

La evaluacion de numerosos estudios hallevado a proponer unos criterios elementales

para seleccionar cepas probidticas (Dunney col., 1999) que son, entre otros:



1. Preferiblemente haber sido aislados de individuos sanos pertenecientes ala especie en
laque sevan autilizar.

2. Sobrevivir alabarrera gastricay ser resistentes a las sales biliares para llegar viables
al intestino, lugar donde gjercen su accion.

3. Es deseable que sean capaces de adherirse a las células del intestino y colonizar €l
tracto intestinal del huésped. Ello favorecera la colonizacion, e efecto de exclusion
competitiva sobre los patdégenos intestinales y su interaccion con céulas linfoides del
sistemainmune.

4. Las cepas deben estar perfectamente identificadas y no deben haber sido descritas
COmo patdgenos.

Ademés, deberan considerarse otras propiedades que condicionaran su uso, pues
deberdn alcanzar € intestino en un estado fisiolégico tal que puedan eercer su accion
beneficiosa. Por tanto, s van a incorporarse a un alimento, deberan resistir e procesado a
gue se sometera éste. De forma que, al seleccionar probidticos para animales de granja
deberan considerarse, ademas de los expuestos anteriormente, factores como: condiciones de
almacenamiento y manipulacion (para que se mantenga la viabilidad o no se produzca una
proliferacién incontrolada de la bacteria) y que la forma de administracion sea comoda para
el granjero. Este Gltimo aspecto es de gran importancia en granjas de cria de animales de
pequefio tamario, como las avicolasy cunicolas.

Probidticos en congjos

El interés por la investigacion sobre congos radica en su importancia econémica, ya
gue son animales utilizados tanto para la alimentacion humana, como en investigacion.

Los congjos son animales monogastricos y hervivoros, en los que la digestion de los
materiales vegetales ocurre principalmente en e ciego, que es un tramo del intestino
caracteristicamente grande y densamente poblado por bacterias. Los congjos ayudan a
mantener en equilibrio su microbiota intestinal con la practica de la cacotrofia: reciclan parte
de sus propias heces. En su intestino encontramos una microbiota variada en la que
predominan microorganismos anaerobios estrictos del género Bacteroides (Forsythey Parker,
1985; Zomborszky-Kovécs y col., 2000). En menor nimero se encuentran anaerobios

facultativos Gram-positivos, de los géneros Bacillus, Enterococcus y Saphylococcus, y



Gram-negativos, como Enterobacter y Escherichia (Forsythe y Parker, 1985; Canganella y
col., 1992). Raramente se encuentran lactobacilos.

En estos animales, los desordenes digestivos son una de las principales causas de
mortandad. Tradicionamente este problema se ha tratado de forma efectiva mediante la
administracion de antibioticos, cuyo uso indiscriminado va a prohibirse en explotaciones
ganaderas. Sin embargo, la incidencia de estas enfermedades en las condiciones de cria de la
mayoria de las granjas cunicolas es tal, que se impone la necesidad de buscar soluciones
dternativas a tratamiento con antibi6ticos para mantener |a viabilidad de estas explotaciones.

Como hemos visto, los probidticos pueden ser una alternativa eficaz y segura a uso
de antibiéticos. Sin embargo, existen pocos estudios sobre el uso de probiéticos en congjos. Y
aunque se comercializan diversos preparados supuestamente probioticos para congjos, éstos
se dirigen ala alimentacion de mascotas. Por €llo, no se hatenido en cuenta el problemade la
administracion en granjas. En granjas cunicolas existen dos opciones viables de
administracion: lainclusion del probiético en el pienso 0 en el aguade bebida. En €l pienso la
bacteria deberia soportar una extrusion a alta temperatura, que gerce un efecto combinado de
desecacion y tratamiento a temperatura ata, y permanecer viable durante € a macenamiento
del pienso a temperatura ambiente. Si ha de administrarse en el agua de bebida, naturalmente
debera sobrevivir ali e tiempo suficiente.

En consecuencia, nos planteamos iniciar un programa de seleccion de cepas
probidticas para congos para su uso en granjas. Los objetivos que nos fijamos fueron los
siguientes:

* Estudio de lamicrobiotaintestinal de conejos de granja

* |dentificacion y caracterizacion de cepas de enterococos teniendo en cuenta dos
aspectos: sus propiedades fisioldgicas y sus propiedades tecnol dgicas

* Seleccidn de cepas con potencial es propi edades probiéticas

» Seguimiento de la persistencia en el intestino de las cepas seleccionadas.

Determinacion de la microbiota intestinal de conegjos

El primer paso para la seleccion de cepas probidticas consistio en la caracterizacion

de las poblaciones existentes en € intestino. Atendiendo a las exigencias tecnol 6gicas citadas



anteriormente, el estudio se centrd en las bacterias anaerobias facultativas presentes en heces
y en & contenido intestinal, usando para ello medios de cultivo selectivos. Para este objeto se
muestrearon 10 conejos sanos de 25 a 30 dias es decir, al final de lafase de destete.

En ambos tipos de muestras se encontraron fundamentalmente estafilococos. Los
recuentos fueron similares en heces y contenido intestinal, variando entre 8x10° y 2x10° ufc
g segdn los individuos, Solo se detectaron enterobacterias en tres de los diez conejos
estudiados: en las heces del congjo 6 y & contenido intestinal de los congjos 3y 5. Los
recuentos de enterococos en heces variaron enormemente de un conejo a otro: no se
detectaron en los congjos 5y 9, pero los recuentos ascendieron a5x10° ufc g'l en el congo 6.
En € contenido intestinal solamente se pudieron aidar enterococos en € congo 7,
encontrdndose ademas un recuento muy bajo. Finalmente, en ningln caso se consiguieron
aidar lactobacilos. En resumen, los resultados obtenidos muestran una notable diferencia con
los de otros animales estudiados, como cerdos, ratones y humanos, donde es tipico encontrar
una importante poblacion de lactobacilos. Esto probablemente es un reflgjo de su distinto
régimen alimenticio y sistema digestivo (los tres gjempl os citados son animales omnivoros) y

cuestiona seriamente el uso de lactobacilos como probi6ticos para conejos adultos.
Aislamiento y seleccion de posibles probidticos
Aislamiento e identificacion de cepas de enterococos:. tipado molecular por RAPD

Asi pues, una vez identificadas las especies mayoritarias en € intestino, nos
centramos en e estudio de los enterococos por dos razones fundamentales: primero, porque
existen antecedentes del uso de enterococos como probidticos en animales (Jin'y col., 2000;
Benyacoub y col., 2003), y en segundo lugar, son organismos singularmente resistentes a
condiciones adversas.

Para estudiar la diversidad de la poblacion de enterococos utilizamos una técnica
denominada RAPD, que consiste en una amplificacion por PCR utilizando oligonuclebtidos
de pequefio tamafio y condiciones de reaccion gjustadas de tal manera que se obtiene un
patrén de fragmentos amplificados caracteristico de cada cepa. Se andlizé € perfil de RAPD

de un nimero representativo de colonias aisladas de heces en medio selectivo para



enterococos. Posteriormente se aidd y amacend un representante de cada patrén de bandas,
resultando un total de 24 cepas aidladas.

A continuacién procedimos a su identificacion mediante galerias API20strep®. En
aquellos casos en gque no se obtuvieron resultados concluyentes, se procedié a su
identificacion por secuenciacion del RNA ribosomico 16S 'y comparacion de las secuencias
obtenidas con las depositadas en las bases de datos. Los resultados obtenidos mostraron que
el grupo mayoritario de cepas pertenecian a la especie Enterococcus faecalis (14 cepas), €
segundo en importancia es E. faecium (8 cepas) y minoritariamente E. durans (2 cepas).
Observamos ademas que existia una gran variabilidad en la composicion de la poblacién de
enterococos entre distintos individuos: mientras que en € caso del congo 10 todas los
ailslamientos correspondieron a un Unico patrén de E. durans, en otros conejos hay una mayor
variedad, como el caso del congo 8 en e que se encuentran cepas de E. faecalisy E. faecium,
0 el caso del congjo 2, donde de las cuatro cepas aid adas dos han sido identificadas como E.

faecium, una como E. faecalisy otracomo E. durans.

Seleccion de enterococos probioticos

Para seleccionar un probidtico de entre las cepas aidladas, estudiamos algunas
caracteristicas tecnoldgicas y microbioldgicas.

Dentro de las caracteristicas tecnoldgicas se determind su supervivencia en medio
&cido, frente a una ata concentracion de sales biliares, frente a alta temperatura'y desecacion
y en condiciones oligotroficas. Todas las cepas aisladas pudieron resistir hasta 4 horas en un
medio con pH &cido y crecer en un medio que contiene hasta un 40% de sales hiliares.

Si las bacterias probidticas van a administrarse juntamente con € pienso, sera
necesario que puedan tolerar € proceso de fabricacion del mismo, cuyo paso critico consiste
en una desecacion a alta temperatura. En e laboratorio se reprodujeron condiciones
equivalentes, sometiendo discos de papel embebidos en un cultivo de bacterias a un
tratamiento a 80°C, de modo que se produzca la desecacion de los mismos, y almacenandolos
posteriormente a temperatura ambiente. Las cepas 2C, 2F, 3C, 3D, 8B, 8C, 8D, 8F y 8G
permaneci eron vivas 4 semanas después de ese tratamiento.



Se determind también s estas cepas son capaces de sobrevivir en € agua de bebida,
obteniéndose que incluso 24 horas después de suspenderlas en agua permanecen viables sin
disminuir 1os recuentos.

Ademés se estudiaron algunas caracteristicas microbiol dgicas que serian deseables en
un probidtico. Algunas bacterias producen exopolisacéridos, que favorecen la adhesion de la
bacteriaen el intestino y tienen la capacidad de estimular el sistemainmune. Por estarazon se
determiné la capacidad de las cepas aisladas para producir exopolisacaridos, encontrandose
gue la mayor parte de las cepas de E. faecalis tienen esta caracteristica, mientras que de las
cepas de E. faecium solamente 8G tiene esta capacidad. La hidrdlisis de caseina es otra
propiedad deseable en un probidtico, porque su capacidad para segregar enzimas proteoliticas
da una idea de su posible contribucién en los procesos de digestion de los materiales
encontrados en € intestino, lo que mejoraria la digestion y € aprovechamiento del pienso.
Nueve cepas de E. faecalis son capaces de hidrolizar la caseina, mientras que de los E.
faecium solamente una cepa, 1a 8G, tiene esta caracteristica.

Algunos enterococos pueden ser patdégenos oportunistas (Eaton y Gasson, 2001; Franz
y col., 2001). Entre los factores de virulencia determinados en las cepas patdgenas esté la
actividad B-hemolitica. Con el objetivo de descartar |as cepas con esta actividad, se llevaron a
cabo ensayos in vitro para determinar cuales de ellas son B-hemoliticas, encontrandose
solamente cuatro cepas con esta caracteristica, que pertenecen alas especies E. faecium (2A,
3Cy 8B) y E. durans (10C).

La produccion de sustancias antimicrobianas es también un factor importante para la
seleccidn de un probidtico, puesto que ayudarian a la bacteria probidtica a imponerse en €
intestino frente a patdgenos y a otras bacterias. Dentro de estas sustancias antimicrobianas
destacan las bacteriocinas, que son péptidos de pequefio tamafio y espectro de actividad
variable (Nes y col., 2000). Las bacteriocinas producidas por las bacterias del género
Enterococcus se denominan enterocinas. Se determind la capacidad de las cepas aisladas para
producir enterocinas por la capacidad que tiene e sobrenadante concentrado de un cultivo de
cada cepa aislada para inhibir € crecimiento de una cepa indicadora. La naturaleza peptidica
de la sustancia inhibitoria se confirm@ mediante su inactivacion tras digestion de
sobrenadante con pronasa. Se encontro que la mayoria de la cepas de E. faeciumy la cepa 2F

de E. durans inhibieron e crecimiento de esa bacteria indicadora, mientras que entre las



cepas de E. faecalis solamente |la cepa 6C y las aidadas del congjo 7 (7A, 7B, 7C y 7D)
mostraron actividad antibacteriana bajo las condiciones del ensayo. Para estimar su espectro
de actividad, se efectuaron ensayos similares con el sobrenadante concentrado de las cepas
productoras de enterocinas y cepas pertenecientes a los géneros Clostridium, Escherichia,
Listeria y Staphylococcus. Ninguna de las cepas ensayadas fue capaz de inhibir €
crecimiento de Escherichia o Staphylococcus. Los resultados obtenidos con €l resto de las
cepas estén reflgados en la Tabla 1. Ademés, también puede obtenerse informacion
interesante, en relacion con la naturaleza de |as bacteriocinas producidas y la compatibilidad
entre cepas, estudiando la capacidad de cada una de |as enterocinas producidas para inhibir €l
crecimiento del resto de cepas de enterococos aisladas. Los resultados de estos ensayos
quedan reflgjados en la Tabla 1, donde puede verse que las cepas de E. faecalis inhibieron a
lamayoriade los E. duransy E. faecium, asi como a C. subterminale, pero no inhibieron
crecimiento de las cepas de E. faecalis, Listeria o C. bifermentans. Sin embargo, |as cepas de
E. faecium y E. durans productoras de bacteriocinas muestran un espectro de inhibicion
mucho més amplio, ya que son capaces de inhibir ala mayoria de las cepas de Enterococcus
ensayadas, a C. subterminaley aListeria. Ademés, |as cepas 2F y 3D también inhibieron aC.

bifermentans.

Seguimiento de laimplantacion en el intestino de una cepa de Enterococcus

Puesto que una de las caracteristicas més deseables que ha de tener una cepa que va a
usarse como probidtico es su capacidad de colonizar e intestino de animal a que va a
administrarse, se selecciond una de las cepas de Entercococcus aisladas para seguir su
implantacion en el intestino de conejos vivos. Entre todas, se €ligio la cepa de E. faecium 8G,
puesto que tiene capacidad de producir exopolisacaridos, hidroliza la caseina y produce
bacteriocinas que tienen un amplio espectro de inhibicion, ya que inhiben e crecimiento de
Listeriay Clostridium asi como €l de la mayoria de los demés enterococos. De este modo, se
tomaron 5 conejos sanos recién destetados, de los cuales 3 (congos 44, 46 y 48) tomaron
durante tres dias una suspension en agua de la cepa 8G (5%106 ufc ml™), mientras que los dos
conejos restantes fueron usados como controles. Las heces de cada animal se recogieron por

separado cada dos dias, haciéndose recuentos de enterococos en un medio selectivo y



estudiando €l patron de RAPD de un nimero representativo de colonias. Los recuentos
totales de enterococos en heces variaron entre 5x10% y 5x10° ufc g™ en todos los conejos,
excepto en los congjos 43 y 45 en los que los recuentos descendieron por debgjo del nivel de
deteccion (10 ufc g™) después de seis dias. Como se puede observar en la Fig. 1, en las heces
de cada individuo se aislé un grupo de enterococos distinto y solo en contadas ocasiones se
pudo encontrar e mismo patron de RAPD en diferentes congjos. El seguimiento a lo largo
del tiempo de la evolucién de los perfiles de RAPD nos muestra dos tendencias principales:
en los congjos 44 y 46, una sola cepa de enterococos dominé durante todo € experimento,
mientras que en los conejos restantes cada aislamiento mostré una coleccion diferente de
cepas. En los congjos 43 y 45 no se aidaron enterococos en e dia sexto después de la
inoculacion. Estos resultados sugieren que, dependiendo del individuo, la poblacién intestinal
de enterococos puede consistir en un grupo persistente, con unas pocas cepas residentes
dominantes y cepas minoritarias transitorias, o en un patrén inestable de enterococos formado
por un surtido de cepas transitorias. Ademas, este patréon de cepas puede tener un efecto
importante sobre la implantacién de una cepa introducida, a la vista de las diferencias en la
evolucion de la cepa 8G entre el congjo 44 y los conegjos 45 y 48. En las heces del congjo 44,
la cepa 8G representa e 7,5% de la poblacion de enterococos en e momento en el que se
retir6 el suministro del inéculo (dia 0), y esta proporcion descendié gradualmente hasta que
se hizo indetectable después de seis dias. Por otro lado, en los congjos 45 y 48 la cepa 8G
representa el 64% y e 100% de los enterococos aidados € dia 0, desciende hasta niveles
indetectables dos dias después, pero vuelve a encontrarse en niveles significativos el dia 4.
Estos resultados sugieren que se requiere una administracion continuada de una cepa exogena
para asegurar su permanenciaen € intestino de los conejos.

Puede concluirse, por tanto, que € patron de cepas de enterococos presentes en €l
intestino y su evolucion en e tiempo parece ser caracteristico de cada individuo: en algunos
casos una cepa predomina durante todo el experimento, mientras que en otros se ve un
recambio rapido de las cepas. Asi, a pesar de que se considera a los enterococos como
miembros de la microbiota intestinal normal de congjos (lo que significa que no siempre
estan presentes), algunas cepas de enterococos pueden considerarse como autoctonas, es decir
asociadas permanentemente al huésped. Ademaés, la composicién de la poblacion de

enterococos parece afectar a la capacidad de colonizacion de una cepa exégena introducida
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en e ecosistema intestinal. Nuestros resultados sugieren que la implantacién es mucho mas
eficaz en individuos que no poseen una poblacién de enterococos estable, si bien se precisa

una administracion continuada de |a cepa exdgena para asegurar su permanencia.

Conclusiones

En este estudio hemos caracterizado parcialmente la microbiota anaerobia facultativa
de las heces y & contenido intestinal de congjos, mostrando que es caracteristica de cada
individuo. El estudio de las propiedades fisioldgicas y tecnol égicas de las cepas aidadas nos
ha permitido una seleccién preliminar de cepas potencial mente probidticas. Sin embargo, aln
queda mucho por hacer hasta llegar a disefio de un probidtico con efectos demostrados.
Finalmente, los estudios de implantacion de una cepa exdgena nos ha permitido poner a
punto e sistema de administracion asi como constatar la necesidad de mantener una

administracion continuaday € seguimiento de laimplantacion.
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Figura 1. Cepas de enterococos detectadas en muestras de heces de 5 congos. La cepa
Enterococcus faecium 8G fue administrada a los congjos 44, 45 y 48. Las heces se recogieron €l
mismo dia que se retird la suspension de bacterias y dos, cuatro y seis dias después. Los
sombreados muestran cepas que fueron comunes a més de una muestra.




Tabla 1. Rango de actividad antibacteriana de | os sobrenadantes concentrados de diez cepas de
enterococos aisladas de heces de conejos*.

Sobrenadante 2F 6C 7A 7B 7C 7D 3D 8B 8C 8G
Cepaindicadora
Enterococcus durans
2F

10C

E. faecalis

1A

3A

2E

3B

4A

4C

6B

6C

7A

7B

7C

7D

8A

8F

E. faecium

2A

2C

3C

3D

8B

8C

8D

8G

Listeria monocytogenes
L. innocua

L. ivanovi - - - -
Clostridium subterminale + + + +
C. bifermentans + - - - - - + - - -

* +, sensible a sobrenadante concentrado ensayado; -, resistente al sobrenadante concentrado
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CAPITULO 13
MEJORA DE LAS PROPIEDADES TECNOLOGICAS Y SENSORIALES DE
Lactobacillus casei POR INGENIERIA DE RUTASMETABOLICAS

Gaspar Pérez-Martinez, M* José¢ Gosalbes, Rosa Viana, Carlos D. Esteban, José Luis Galan,

M? Jesus Yebra y Vicente Monedero
Departamento de Biotecnologia de Alimentos, Ingtituto de Agroquimica y Tecnologia de
Alimentos (CSC), Poligono de la Coma s/n, Apartado de Correos 73, 46100 Burjassot,

Valencia

Introduccién: propiedades tecnoldgicas de los probidticos

Las bacterias del 4cido lactico (BAL) son unos microorganismos que participan en
procesos de elaboracion de alimentos fermentados, principalmente de origen lacteo. La
principal caracteristica metabolica de las BAL es la produccion de &acido lactico como
resultado de la fermentaciéon de carbohidratos. El acido lactico presenta varios efectos
beneficiosos en la elaboracion de un alimento fermentado: por un lado, junto al bajo pH posee
efecto bacteriostatico y bactericida sobre bacterias patégenas o alterantes, mejorando la
seguridad y alargando la vida media del producto; por otro lado, contribuye a las
caracteristicas organolépticas finales, como la textura o el sabor. Los probiodticos son
microorganismos vivos que suministrados, principalmente en forma de preparado alimenticio,
pueden ayudar a mejorar la salud o reducir el riesgo de padecer enfermedad en el consumidor.
Entre los muchos efectos beneficiosos atribuidos a las BAL probidticas figuran su
contribucion al equilibrio de la microbiota intestinal, con el consiguiente beneficio en la lucha
contra infecciones entéricas, la estimulacion del sistema inmune tanto al nivel de mucosas
como sistémico, la reduccion de los niveles de colesterol, la regulacion de la tension arterial o
la prevencion del cancer.

El principal vehiculo para la ingestion de bacterias probioticas lo suelen constituir los
alimentos, entre los cuales los derivados de la fermentacion de la leche son los mas
importantes. Con el fin de adecuarse a los hébitos y gustos de los consumidores, las bacterias
probioticas de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus suelen incluirse en productos
lacteos que les resultan familiares como el yogur, resultado de la fermentacion de la leche por
las bacterias Streptococcus salivarius subsp. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. No obstante, por el hecho de estar vivas, las bacterias probidticas no se muestran

inertes en el alimento, sino que se multiplican y son metabolicamente activas, pudiéndole



aportar nuevas cualidades. Por tanto, para el disefio de un alimento que contenga probidticos
se deben tener en cuenta los aspectos tecnoldgicos y sensoriales de éste, de forma que la
inclusion del probidtico proporcione al producto caracteristicas organolépticas agradables
para el consumidor, al tiempo que se mantengan las propiedades beneficiosas para la salud, la
concentracion deseada y viabilidad del probidtico en el alimento.

Nosotros estamos interesados en el estudio del metabolismo fermentativo de
Lactobacillus casei, como modelo de BAL. Numerosas cepas de esta especie se consideran
como probiodticos, encontrandose actualmente disponibles en diferentes preparados
comerciales (Actimel®, Yakult®, etc.). En este capitulo se describird como los estudios
basicos sobre la genética y biologia molecular en Lb. casei pueden ayudar a proporcionar las
herramientas genéticas necesarias para la mejora de sus cualidades tecnolédgicas o sensoriales.
Estas mejoras se consiguieron en experimentos que respondian a actuaciones muy diferentes
mediante herramientas genéticas: mediante la alteracion puntual de uno o varios pasos en las
rutas de utilizacion de azuicares, por la que se acumulan uno o varios compuestos de interés
(ingenieria metabolica); o bien, por mutacién de un gen regulador que afecta de forma global
a numerosos pasos en las rutas de asimilacion y catabolismo de azucares, como CcpA o HPr,

implicados en la ruta general de regulacion por compuestos de carbono.

Ingenieria metabdlica en Lb. casei: alteracion deliberada de pasos concretos en €
catabolismo de carbohidratos para la obtencion de &cido L -lactico y diacetilo

Por su naturaleza fermentativa, las bacterias lacticas producen compuestos reducidos a
partir del piruvato, un producto intermedio de la glucoélisis. Los compuestos producidos son
caracteristicos de las bacterias lacticas, como los acidos D,L-lactico y acético y numerosos
compuestos volatiles de gran interés en la industria alimentaria, entre ellos, el acetaldehido o
el diacetilo (Fig. 1). Las proporciones en que estos compuestos son producidos varian en
funcién de las condiciones ambientales, pero sobre todo de la cepa utilizada, de forma que
aquellas especies o cepas que mas eficazmente metabolizan carbohidratos, no son
necesariamente las que mas compuestos de interés producen. A continuacion se describen dos
estrategias utilizadas en nuestro laboratorio para cambiar las proporciones de metabolitos
producidos por Lb. casel a partir de azlicares como glucosa o lactosa: mediante la inactivacion
de enzimas clave para desviar la ruta hacia compuestos deseados; o bien, por producciéon

abundante de una determinada enzima, responsable de la sintesis del compuesto deseado.



I nactivacién del gen que codifica la enzima lactato deshidrogenasa de L b. casel

La ultima etapa de la fermentacion por la ruta glucolitica en las BAL es la conversion
del piruvato en acido lactico por la accioén de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Sin
embargo, existen rutas alternativas para el metabolismo del piruvato, que se activan
dependiendo de diversos factores: disponibilidad de azucares, presencia de oxigeno, pH,
temperatura. Este metabolismo alternativo del piruvato genera diversos compuestos diferentes
al acido lactico, por lo que se dice que en esas condiciones la fermentacion deja de ser
homolactica (aprox. 100% produccion de acido lactico) para pasar a ser acido mixta
(produccion de acido lactico mas acetato, diacetilo, acetaldehido, etc.). Estos compuestos
tienen un importante valor tecnologico ya que poseen un fuerte aroma. Por tanto, la
manipulacion de las rutas metabolicas que parten del piruvato mediante la aplicacion de
herramientas genéticas (ingenieria metabolica) puede dar lugar a modificaciones sustanciales
en la produccion de los metabolitos finales. Como se ha descrito, existen dos formas sencillas
de redirigir el metabolismo hacia la produccion de moléculas de interés: bien bloquear una
ruta metabdlica especifica (generalmente mediante la mutacion del gen de la enzima
pertinente), o bien, sobreproducir una actividad enzimatica nueva o ya existente. Se han
descrito ejemplos de la aplicacion de ambas estrategias en Lactococcus lactis, una BAL
empleada en la elaboracion de queso que ha servido de modelo en numerosos estudios
genéticos y metabolicos. La expresion en L. lactis de la enzima alanina deshidrogenasa hace
que esta bacteria canalice parte del piruvato, que normalmente seria convertido a 4cido lactico
por la LDH, hacia la produccion de L-alanina, que posee poder edulcorante (Hugenholtz y
col., 2002) (Fig. 1). El principal papel de la enzima LDH es regenerar NAD por oxidacion del
exceso de NADH acumulado durante la glucdlisis. Otro ejemplo de la manipulacion de los
flujos metabolicos se obtuvo produciendo en L. lactis una NADH oxidasa (codificada por
nox2) que regenera el NAD a partir del oxigeno (Fig. 1). En este caso, la LDH dejé de ser
necesaria para regenerar NAD y por tanto ceso la acumulacion de &cido lactico, observandose
la formacion de nuevos metabolitos a partir del piruvato (Kleerebezem y col., 2002).

En las BAL el 4cido lactico es sintetizado a partir de piruvato como sus dos posibles
isémeros, L- y D-lactato. El acido D-lactico es el isomero denominado no fisiologico, ya que
no puede ser asimilado por los mamiferos y se le atribuye cierta toxicidad. Por lo tanto, la
obtencion de L-lactato puro a partir de BAL es de gran importancia industrial, y tiene
aplicaciones en farmacologia y cosmética. Para sintetizar L- y D-lactato, diferentes especies

de BAL pueden utilizar las enzimas L-LDH, D-LDH y D-hidroxicaproato deshidrogenasa (D-



HCD), ademas de una enzima o complejo enzimatico que cataliza la interconversion de los
isomeros, a la que se denomina racemasa del acido lactico. En Lb. casel la formacion de acido
lactico estd determinada por una L-LDH y una D-HCD. En nuestro laboratorio, hemos
obtenido cepas de Lb. casal en las que se ha inactivado el gen que codifica la D-HCD y que,
por tanto, producen exclusivamente el isomero L-lactato. Estas cepas seran evaluadas en
planta piloto para el reaprovechamiento biotecnologico de lactosuero.

También hemos obtenido cepas en las que hemos eliminado el gen |dhL, que codifica
la L-LDH, es decir, la enzima mas activa en la conversion de piruvato a lactato. En estas
cepas disminuye notablemente la produccion de acido lactico, aunque se sigue detectando la
formacion de isomero L, lo cual sugiere la existencia de otras actividades L-LDH no
caracterizadas en este microorganismo. Sin embargo, la disminucion de la produccion de
acido lactico es suficiente para que estas cepas necesiten recanalizar el piruvato acumulado,
pues en ellas se observa un aumento en la produccion de otros compuestos derivados de éste,
como el diacetilo, acido acético, etanol o CO, (manuscrito en preparacion). Los cultivos de

esta cepa son mucho mas aromaticos que los de la cepa silvestre parental.

Construccion de una cepa de grado alimentario en la que la enziima acetohidroxiacido

sintetasa esinducida por lactosa

La segunda estrategia descrita para alterar el patron de metabolitos en una bacteria se
basa en la expresion de nuevas enzimas. En este caso, hemos utilizado las propiedades del
operon de la lactosa (grupo de genes que codifican las enzimas del metabolismo de la lactosa)
de Lb. casel para construir cepas en las que parte del piruvato que es convertido en acido
lactico es dirigido hacia la formacion de otras moléculas responsables del aroma. Nuestro
sistema hace uso de las propiedades del operon de la lactosa. Este operén, denominado
lacTEGF, consta de los genes que codifican los componentes de un sistema denominado
fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato o PTS para el transporte de lactosa (lacE y
lacF), la enzima fosfo-f-galactosidasa encargado del metabolismo de la lactosa (lacG) y una
proteina (antiterminadora; LacT) que regula la expresion de los genes lac, activandolos
unicamente cuando existe lactosa en el medio de cultivo (Gosalbes y col, 1997). Ademas,
estos genes estan sometidos a una fuerte represion por catabolito, es decir, que son inactivos
en presencia de glucosa o azicares de rapida utilizacion (Monedero y col, 1997). Por técnicas
de biologia molecular hemos desarrollado vectores que pueden ser utilizados para insertar un

gen de interés en el operdn lac, de tal manera que su expresion esté regulada de forma similar



a los genes lac (Gosalbes y col., 2000). Es decir, que se exprese s6lo en presencia de lactosa,
con lo cual su produccion puede regularse a voluntad (Fig. 2A). Mediante esta técnica se han
insertado en el operon lac los genes ilVBN de L. lactis, que codifican las dos subunidades de la
enzima acetohidroxiacido sintetasa encargada de la sintesis de los aminodacidos isoleucina y
valina. Al igual que la a-acetolactato sintetasa (ALS), esta enzima puede convertir el piruvato
en o-acetolactato, poseyendo mayor afinidad por el piruvato que la ALS. La expresion de
IlVBN en presencia de lactosa hace que parte del piruvato, que normalmente seria canalizado
por la LDH hacia acido lactico, pase a o-acetolactato. El a-acetolactato puede ser convertido
en diacetilo mediante una descarboxilaciéon que ocurre espontdneamente en presencia de
oxigeno. Por tanto, una cepa que porte los genes ilVBN y se cultive en presencia de lactosa,
produce mas diacetilo y otros compuestos como acetoina que la cepa silvestre (Fig. 2B).
Aunque el presente ejemplo muestra como se puede redirigir el metabolismo mediante
la expresion de actividades enzimaticas especificas, el sistema de integracion en los genes lac
puede ser utilizado para la produccién de cualquier proteina de interés de una manera
regulada. Ademads, las cepas obtenidas de este modo son de grado alimentario, ya que s6lo

incorporan en su genoma el nuevo gen a expresar.

Mutagénesis de elementos reguladores como estrategia para generar cambios
metabdlicos

Introduccion a la regulacion del metabolismo de carbohidratos en Lb. casei

El primer paso en el metabolismo de carbohidratos lo constituye su entrada en el
interior celular. Este es un proceso que llevan a cabo diferentes sistemas de entrada,
especificos de cada carbohidrato, situados en la membrana celular bacteriana. El principal de
estos mecanismos es el sistema PTS. El PTS es un sistema multienzimatico complejo que
consta de proteinas transportadoras situadas en la membrana (denominadas EII) y otras
proteinas presentes en el citoplasma que catalizan la transferencia de un fosfato (P) desde una
molécula de fosfoenolpiruvato (PEP) hasta el carbohidrato transportado. Las proteinas del
PTS presentes en el citoplasma, denominadas EI y HPr, son modificadas en ciertos
aminoacidos de su secuencia (histidinas) por la adicién de este fosfato de manera transitoria y
participan en la cadena de transferencia del fosfato desde el PEP hasta el azicar siguiendo la

siguiente secuencia: PEP > EI-P > HPr-P > EII-P > azacar-P (Fig. 3A). El azlcar-fosfato



internalizado en la célula es metabolizado por la ruta metabolica denominada glucoélisis para
producir piruvato, que es mas tarde convertido a acido lactico por la accion de la enzima
LDH. En nuestro laboratorio se han aislado y caracterizado los genes que codifican las
proteinas citoplasmicas del PTS (denominados ptsH y ptsl) de Lb. casei (Viana y col., 2000);
ademads de los componentes de membrana de diversos PTS, como el especifico para lactosa,
glucosa, sorbosa o sorbitol (Gosalbes y col., 1997; Yebra y col., 2000; 2002) (Fig. 3A). El
control del funcionamiento del metabolismo fermentativo se produce tanto a nivel genético
como bioquimico. Cuando Lb. casei metaboliza un azlcar de rapida utilizacion, como la
glucosa, la activacion de una enzima denominada HPr quinasa, produce que la proteina HPr
se modifique por adicion de un fosfato en un aminoacido serina de su secuencia (la serina en
posicion 46). Esta HPr modificada (P-Ser-HPr) puede interaccionar con una proteina
denominada CcpA, formando un complejo que se une al DNA de diversos genes. La union de
CcpA/P-Ser-HPr al DNA bloquea la expresion de ciertos grupos genes (el proceso
denominado represion por catabolito) o activa la de otros (Titgemeyer y Hillen, 2002) (Fig.

3A).

Mutageénesis de proteinas reguladoras en Lb. casei

El conocimiento de los mecanismos moleculares que regulan el metabolismo hace
posible el disefio de estrategias mas racionales en la obtencion de cepas que aporten nuevas
caracteristicas al producto final, lo hagan mas atractivo para el consumidor o mejoren sus
caracteristicas tecnologicas. La proteina CcpA y las proteinas del PTS son unas excelentes
dianas para manipular los flujos de carbono de una manera global. En este contexto hemos
construido mutantes de Lb. casel en los que los genes para EI (ptsl), HPr (ptsH), HPr quinasa
(hprK) y CcpA (ccpA) han sido eliminados por técnicas de biologia molecular (Dossonnet y
col., 2000; Viana y col., 2000; Monedero y col., 1997). Estas mutaciones han sido
introducidas tanto en cepas de Lb. casei de laboratorio como en cepas utilizadas para la
fermentacion de alimentos. Un importante requerimiento al realizar estas manipulaciones fue
el de obtener cepas denominadas de grado alimentario, es decir, que no incorporen DNA
exoégeno resultado del proceso de manipulacion, como por ejemplo genes de resistencia a
antibioticos.

Hemos producido cepas de Lb. casel con mutaciones en el gen ptsH que producen una
proteina HPr en la que el aminoacido serina 46 ha sido reemplazado por otros aminoacidos

que no pueden ser fosforilados, como la alanina (Ala). Las cepas con mutaciones Ser-46-Ala



tienen la caracteristica de poseer una falta de represion por catabolito similar a la causada por
la mutacion ccpA. La fosforilacion de HPr en la posicidon Ser-46 por la HPr quinasa también
juega un importante papel en los fenomenos de regulacion de la entrada de azicares al interior
celular. P-Ser-HPr participa en el proceso denominado exclusion del inductor, por el que la
presencia de glucosa inhibe la incorporacion de otras fuentes de carbono. En experimentos de
incorporacion de maltosa marcada con '*C, pudimos comprobar que la presencia de la
mutacion Ser-46-Ala o hprK en Lb. casel, que imposibilita la formacion de P-Ser-HPr, da
lugar a células en las que la incorporacion de maltosa no se ve inhibida por la presencia de
glucosa (Fig. 3B). De esta manera, las bacterias pueden utilizar el disacarido maltosa aun en
presencia de azlcares que causan represion como la glucosa.

Las cepas obtenidas también han sido ensayadas en fermentaciones lacteas con buenos
resultados (Deutscher y col., 2001). Por ejemplo, los mutantes ccpA de Lb. casel, como
consecuencia de la falta de represion por catabolito, pueden utilizar el citrato diez veces mas
rapidamente que la cepa silvestre. El citrato es un compuesto a partir del cual se pueden
derivar moléculas responsables del aroma. Probablemente como consecuencia de esto, la
produccion de acetoina en una cepa con la mutacion CCpA es seis veces mayor. Un mutante en
ptsl de Lb. casei sigue siendo capaz de fermentar la lactosa presente en la leche debido a la
existencia de otros sistemas para la incorporacion de este azucar, diferentes al PTS,
presentando una correcta acidificacion del sustrato. Sin embargo, la fermentacion con esta
cepa da lugar a un producto con aroma mds cremoso, posiblemente debido a la mayor
produccion de acidos grasos de los tipos C4, C6, C8, C12, C14 y C16. Ademas, el producto
fermentado obtenido es mas elastico, conservando una mejor textura tras el tratamiento
industrial.

Un importante problema en la fermentacion de productos lacteos lo constituye la
acidificacion del producto durante el almacenamiento. Este fendmeno es debido a la
fermentacion a baja temperatura de la lactosa residual presente, con la consiguiente
produccion de mayor cantidad de 4cido lactico. Los mutantes en CCpA y en ptsl presentan una
menor capacidad de acidificacion durante el almacenamiento, que no es debida a la pérdida de

viabilidad de las bacterias presentes en el cultivo (Fig. 4).

Nuevas per spectivas

El relativamente sencillo metabolismo de las BAL favorece su manipulacion para la

produccion de metabolitos de interés. Este potencial puede explotarse no sélo para la sintesis



de compuestos responsables del aroma en productos fermentados, sino para la produccion de
otras moléculas de interés. Los nutracéuticos son sustancias beneficiosas para la salud que
pueden ser afiadidas a los alimentos, como las vitaminas o los azlcares bajos en calorias. Las
BAL pueden ser manipuladas para producir nutracéuticos y utilizadas de dos maneras
diferentes: 1) como "factorias celulares" para la sintesis industrial de nutracéuticos, o 2) como
cultivos iniciadores en las fermentaciones, con la consiguiente produccion del nutracéutico en
el propio alimento. Una vez mas es Lactococcus lactis la BAL donde mas se han explorado
estas posibilidades. Se han disefiado cepas de L. lactis en las que la fermentacion puede
desviarse hacia la produccioén de sorbitol o manitol, compuestos que pueden utilizarse como
edulcorantes de bajo contenido caldrico y anticariogénicos (Hugenholtz y col., 2002). De
igual manera, mediante técnicas de ingenieria genética pueden disefiarse cepas de L. lactis con
un incremento en la produccion de acido folico (Sybesma y col., 2003) o de los denominados
exopolisacaridos, que pueden actuar como fibra dietética. Recientemente se ha descubierto
que algunos lactobacilos pueden sintetizar vitaminas tan importantes como la vitamina B,

(Taranto y col., 2003).
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Figura 2. A) Esquema de la organizacion de los genes lac en Lactobacillus casei y
estrategia parainsertar los genesilvBN en su genoma. B) Produccion de metabolitos por
células de Lb. casal silvestre (en gris) y una cepa con los genes ilvBN integrados en €l
operon lac (negro), tras su cultivo con glucosa o lactosa. La induccién de los genes
ilvBN tras e cultivo con lactosa da lugar a incremento de la produccion de diversos
metabolitos (diacetilo, acetoina, etanol). Se observa una disminucién de la produccion
de é&cido lactico debida probablemente al desvio del piruvato hacia la produccion de
otros metabolitos diferentes.
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Introduccién: produccién de proteinas bioactivas en bacteriaslacticas

Cada vez existe un mayor interés por € posible uso de las bacterias del écido lactico
(BAL) como vectores para la produccion y presentacion en las mucosas de proteinas con
posible uso terapéutico. Este interés viene suscitado por dos caracteristicas fundamentales de
las BAL: por un lado, son organismos denominados GRAS por su intervencion en multiples
fermentaciones de aimentos y, en segundo lugar, son constituyentes habituales de la
microbiota del tracto intestinal, donde pueden colonizar las mucosas e interaccionar con las
células epiteliales e inmunitarias. Se cree que de esta manera las BAL juegan un papel
importante en la regulacion del sistemainmune (Perdigén y col., 2002). La mucosa intestinal
es e mayor 6rgano linfoide del organismo y en €ela existen regiones especializadas
denominadas placas de Peyer que contienen las |lamadas células M, encargadas de captar,
procesar y presentar los antigenos ingeridos y presentes en el contenido intestinal a los
linfocitos del sistema inmune (Fig. 1). Estos linfocitos activados pueden desplazarse a través
del sistema linfético y promover la produccion de anticuerpos en diversas localizaciones
diferentes a lugar de induccioén.

La existencia actua de herramientas genéticas para la manipulacion de las BAL hace
posible la clonacidn y expresion en estas bacterias de genes que codifican proteinas de interés
en usos terapéuticos (enzimas, antigenos, anticuerpos), ampliando asi € espectro de efectos
beneficiosos, mas ala de sus capacidades probidticas. Una de las posibles ventgjas de
producir proteinas bioactivas en las BAL eslade poder alargar su vidamediaen €l organismo

a ser sintetizadas in situ, bien en la mucosa o en € intestino. De esta manera también se



podria evitar la posible toxicidad de la administracion sistémica en dosis altas.
Adicionamente existen las ventajas de la reduccion de los costes y |a falta de dependencia de
la cadena de frio, lo cua puede ser importante para su utilizacion en paises en vias de
desarrollo. Sin embargo, este campo de trabajo esta en sus inicios y todavia quedan
importantes cuestiones por resolver, como € control de la dosis de las moléculas producidas.

Ademas, nuestro conocimiento de la biologia molecular de las BAL, y de las bacterias
Gram-positivas en general, nos permite decidir de antemano el compartimento celular a que
se pueden dirigir las nuevas proteinas, esto es, s éstas van a ser secretadas, ancladas a la
pared celular o s simplemente se quedaran en €l interior celular (Fig. 1). La gran mayoria de
proteinas de secrecion son sintetizadas inicialmente como precursores que contienen una
extension en el extremo NH,-terminal, necesaria para su exportacion y que debe ser eliminada
proteoliticamente en el proceso. Estas “secuencias sefid” tienen un perfil hidrofébico
conservado y un sitio de reconocimiento para la peptidasa sefial, esto es, la enzima que la
separa de la proteina madura (von Heijne y Abrahamsen, 1989). Por tanto, los genes que
codifican las proteinas que se desea secretar deben ser fusionados a una region que codifica
una secuencia sefial, normalmente seleccionada de una proteina secretada del propio
microorganismo huésped. Asi mismo, para dirigir la proteina deseada a la pared celular,
ademas de la secuencia sefial debemos fusionar a su DNA codificante una secuencia de
anclaje (Maassen y col, 1999). En € trabajo que aqui se describe, se utilizaran principa mente
tanto la secuencia sefiadl como la de anclge de la proteinasa de pared PrtP propia de
Lactobacillus casal (Holck y Naes, 1992).

Expresion de una proteina mar cadora en Lactobacillus casei: GFP

Lactobacillus casel es una especie de BAL utilizada en fermentaciones |4cteas, de la
cual existen cepas con cualidades probidticas. Para que una bacteria probidtica muestre sus
cualidades saludables, se cree que debe ser capaz de desarrollarse y ser activa en € intestino,
paralo cual debe competir con el resto de microorganismos presentes, tanto por los nutrientes
como por los sitios de adhesion en las células del epitelio intestinal. La investigacion basica
sobre estas caracteristicas de las BAL requiere el disponer de herramientas para poder
"marcar” alas bacterias objeto de estudio y diferenciarlas, por giemplo, del resto de bacterias
presentes en el intestino. De esta manera se simplifican los estudios de colonizacion y
persistencia de una bacteria después de ser ingerida, a disponer de una manera facil de

detectarla. La proteina verde fluorescente o GFP (green flourescent protein) es un buen



marcador para este tipo de ensayos. Esta proteina proviene de la medusa Aequorea victoria 'y
produce fluorescencia verde a ser iluminada con luz ultravioleta. En nuestro laboratorio
hemos modificado Lb. casel introduciéndole el gen de la proteina GFP y hemos determinado
las condiciones para la obtencion de la méaxima cantidad de GFP en esta bacteria. La
produccion de GFP en Lb. casel dalugar a células fluorescentes, facilmente identificables por

técnicas de microscopia (Péerez-Arellano y Pérez-Martinez, 2003).

Prevencion y terapiadediarreasvirales

Sintesisy secrecion de antigenos de rotavirus

La seguridad de las BAL, asi como su interaccion con las células del sistema inmune
de la mucosa, como ya se ha mencionado, las hace especialmente idoneas para su uso como
vectores vivos parala produccion y presentacion a sistema inmune de diversos antigenos. Las
BAL pueden ser modificadas para la produccién de antigenos tanto de origen virico como
bacteriano. La administracion de estas bacterias por via ora llevaria a la produccion y
presentacion de los antigenos a las células del sistema inmune, dando lugar a una vacunacion
anivel delamucosa. Este tipo de vacunacion conduce a la produccién de anticuerpos no solo
secretados en las mucosas (inmunoglobulinas A), sino también a nivel sistémico
(inmunoglobulinas G).

Se han utilizado diversas BAL para producir antigenos, consiguiéndose inmunizar
animales de laboratorio tras suministrar las bacterias por laruta oral o nasal. En Lactobacillus
plantarum o Lactococcus lactis se han expresado antigenos modelo, como €l fragmento C de
la toxina tetanica (TTFC), en diversas localizaciones celulares. producidos y mantenidos
intracelularmente, secretados al exterior o secretados y anclados a la superficie de la bacteria.
Tanto las células de Lb. plantarum como de L. lactis productoras de TTFC, suministradas oral
0 nasalmente, son capaces de inducir inmunoglobulinas contra e TTFC y de proteger a
ratones contra la toxina tetanica (Mercenier y col., 2000).

Uno de nuestros modelos de trabajo 1o constituyen los rotavirus, los principaes
agentes virales productores de gastroenteritis en la infancia Estos virus causan
aproximadamente 500.000 fallecimientos anuales, principamente en paises en vias de
desarrollo, por la intensa deshidratacion que pueden llegar a provocar (Miller y McCann,
2000). Por el momento no existe ninguna vacuna comercializada para prevenir estas

infecciones, lo que justifica € desarrollo de diferentes vias de inmunizacion y de terapias



antiviricas. Nosotros hemos construido cepas de Lb. casel que son capaces de sintetizar
proteinas antigénicas de rotavirus. Una de estas proteinas, denominada VP8*, puede inducir la
formacion de anticuerpos blogueantes de la infeccion en modelos animales (Gil y col., 2000).
Por medio de la fusion del gen de la proteina VP8* a secuencias de DNA denominadas
secuencias de secrecion se pueden producir cepas de Lb. casei que sinteticen e antigeno
VP8* y |o transporten a exterior celular, 1o cual puede mejorar la presentacion del antigeno a
las células del sistemainmune. En laFig. 2A se muestra la produccion de VP8* por células de
Lb. casel utilizando la secuencia de secrecion denominada Usp45. La proteina se produce en
Lb. casei bgjo la forma de una fusion Uspd5-VP8*. Esta proteina fusionada es liberada a
medio de cultivo, elimindndose en &l proceso |os aminoécidos correspondientes a la secuencia
Usp45. Las cepas de Lb. casel productoras de antigenos de rotavirus estdn siendo ensayadas
para determinar su capacidad de induccién de anticuerpos contra rotavirus en modelos de

experimentacion animal.

Produccién de anticuer pos antirotavirusen Lb. casei

La expresion de proteinas bioactivas en las BAL puede ampliarse a campo de los
anticuerpos clonados (versiones simplificadas de las inmunoglobulinas que pueden ser
producidas en microorganismos), posiblemente Utiles para proporcionar la llamada inmunidad
pasiva. Se han expresado anticuerpos contra €l antigeno I/1l de Streptococcus mutans, €l
principal causante de las caries, en Lactobacillus zeae. Las células de Lb. zeae que producen
estos anticuerpos en su superficie celular son capaces de unirse alas células de S. mutans y
reducir la formacion de caries en ratas a ser inoculadas conjuntamente (Kruger y col., 2002).
Sreptococcus gordonii, una bacteria inocua capaz de desarrollarse en las mucosas de
mamiferos, ha sido modificada para producir un anticuerpo que presenta actividad contra la
levadura patdégena Candida albicans. En experimentos llevados a cabo en ratas, se ha
demostrado que la inoculacion de cepas de S. gordonii que producen este anticuerpo puede
impedir la proliferacion de Candida en la vagina de ratas. El grado de proteccion que se
alcanza mediante esta estrategia es similar al de drogas antifungicas utilizadas clinicamente
parael tratamiento de candidiasis (Beninati y col., 2000).

Nuestro laboratorio ha aislado y caracterizado varios anticuerpos clonados que son
capaces de unirse ala proteina VP8* e inhibir lainfeccion por rotavirus en cultivos celulares
(Fig. 3A). Estos anticuerpos estan en la actualidad siendo producidos en Lb. casei. Hemos

disefiado cepas que son capaces de sintetizar y secretar 1os anticuerpos a medio de cultivo a



fusionar € gen del anticuerpo a diversas secuencias de secrecion, como la denominada PrtP
(Fig. 3B). Lb. casei tiene particular interés en el caso del tratamiento de diarreas por rotavirus,
ya que se ha demostrado que esta bacteria posee capacidades probidticas antirotavirus
intrinsecas. La ingesta de leche fermentada por ciertas cepas de Lb. casei puede ayudar a
disminuir €l tiempo de duracién de los episodios de diarrea (Pedone y col, 2000). Por esta
razon, €l uso de cepas de Lb. casei capaces de producir anticuerpos contra los rotavirus en la
propia mucosa intestinal, €l lugar de infeccion de los rotavirus, podria resultar unainteresante

terapia alternativa para estas infecciones.

Disefio de sistemas para la produccion de antigenos de neumococo

La bacteria Streptococcus pneumoniae es la causante de importantes enfermedades
infecciosas en humanos como otitis, neumonias 0 meningitis. Debido a su importancia como
patdgeno humano se han desarrollado numerosas vacunas, aungue siempre con un espectro de
accion restringido. Esto ha llevado a los investigadores a la blsqueda de nuevas proteinas de
la superficie celular de S. pneumoniae que pudiesen servir como antigenos para vacunacion.
Entre estas proteinas figuran la PsaA (pneumococcal surface antigen A; antigeno A de
superficie en neumococos) y dos variantes de la PspA (pneumococcal surface protein A;
proteina A de superficie en neumococos): PspA'l y PspA'3, consideradas factores de
patogenicidad y que son capaces de inducir la produccion de anticuerpos protectores contra la
infeccion por S. pneumoniae. Hemos utilizado a Lb. casei como huésped para la produccion
de PsaA, PspA'l y PspA'3 de S pneumoniae (Oliveiray col., 2003). Se emplearon para ello
sistemas de expresion basados en los genes lac de utilizacién de lactosa de Lb. casel.
Fusionando, mediante técnicas de biologia molecular, 10s genes de los antigenos a secuencias
promotoras de los genes lac se puede lograr una produccion controlada de las proteinas
mediante la adicion de lactosa a medio de cultivo (Fig. 2B). De igual manera que para €l
antigeno VP8*, la fusidn de los genes de PsaA y PspA a secuencias de secrecion como PrtP
tiene como consecuencia que € antigeno sintetizado se secrete al medio de cultivo. Las
diferentes cepas de Lb. casei que sintetizan PsaA, PspA'l y PspA'3 estan siendo ensayadas en

ratones para determinar si promueven la proteccion contralainfeccion por S. pneumoniae.



Per spectivas

Las posibilidades de expresion de moléculas bioactivas en BAL no se reduce a
antigenos para vacunacion. Existen otras interesantes aplicaciones en e campo del
tratamiento de trastornos metabdlicos. Se han construido cepas de L. lactis que producen una
enzima denominada lipasa, implicada en el metabolismo de las grasas. La ingesta de estas
bacterias en cerdos con insuficiencia pancreatica produce una mejor absorcion de los lipidos
en €l intestino (Drouault y col., 2002). Las BAL también pueden ser utilizadas para producir
interleuquinas (IL), unas proteinas de comunicacion de las células del sistemainmune. En L.
lactis se ha producido la IL-10, que tiene propiedades antiinflamatorias. El suministro oral de
las células productoras a ratones en los que se ha inducido una colitis con agentes quimicos,
da como resultado la curacién en un 50%, con €l restablecimiento de laintegridad del epitelio
intestinal. La colitis inducida quimicamente en ratones es un buen model o de experimentacion
animal para graves enfermedades inflamatorias del intestino en humanos, como la enfermedad
de Crohn (Steidler, 2002). Esto ha hecho que se hayan disefiado las primeras cepas de L.
lactis de grado alimentario que expresan la IL-10 humana para su uso como terapia en la
enfermedad de Crohn (Steidler y col., 2003). En este aspecto nosotros estamos trabajando en
la produccion en Lb. casel de lalL-12, que podria ser utilizada como potenciador del sistema
inmune en estrategias de vacunacion.

Las técnicas de ingenieria genéticay la disponibilidad cada vez mayor de herramientas
moleculares adaptadas a las BAL abren las puertas para la megjora de las capacidades de unas
bacterias que, aunque ya beneficiosas de por si, poseen un gran potencial para mejorar sus

caracteristicasy aplicaciones.
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Figura 2. Produccién de antigenos de patdégenos en Lactobacillus casei para su uso como
vacuna oral. A) Secrecion al medio de cultivo del antigeno VP8* de rotavirus por Lb. casei.
Las proteinas celulares (1) y las del medio de cultivo (2) se separaron por su peso molecular y
la proteina VP8* se detectd6 mediante anticuerpos. En el interior celular sdlo se detecta una
pequena cantidad de VP8* fusionada a la secuencia de secrecion Usp45. La proteina VP8*
secretada al medio es parcialmente degradada dando lugar a formas de menor tamaino
molecular (*). B) Produccion controlada en Lb. casei del antigeno PsaA de Streptococcus
pneumoniae. Las células se cultivaron en presencia de glucosa (1) o lactosa (2) y las proteinas
de extractos celulares se separaron por su peso molecular. Se detecta la produccion de PsaA

(14 % del total de proteina) tras la induccién por lactosa.
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Figura 3. A) Reduccion de la infectividad de rotavirus en un cultivo celular al incubar con un
anticuerpo antiVP8* denominado 2A1, frente a otro anticuerpo que no reconoce ninguna
proteina de rotavirus (control). B) Produccion y secrecion al medio de cultivo del anticuerpo
2A1 en Lactobacillus casei. Las proteinas celulares (1) y las del medio de cultivo (2) se

separaron por su peso molecular y se detecto la presencia del anticuerpo 2A1.



CAPITULO 15
LACTOBACILLUS, VEHICULOSPRESENTADORESDE ANTIGENOS
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Instituto de Productos Lacteos de Asturias, CSC, Carretera de Infiesto s/n, 33300

Villaviciosa, Asturias

I ntroduccion

Las bacterias lacticas y, en particular, el género Lactobacillus son un grupo de
microorganismos de gran relevancia industrial ya que participan en la elaboracion y
maduracion de una gran variedad de alimentos fermentados. Estas bacterias estan ligadas
intimamente al ser humano ya que han sido consumidas desde tiempos inmemoriales a través
de dichos alimentos fermentados sin que se les haya asociado con ningin proceso patologico.
Mas aun, algunas cepas de Lactobacillus forman parte de la microbiota endogena del tracto
gastrointestinal y genitourinario del hombre y de los animales. En este ecosistema se les ha
asociado a numerosas funciones beneficiosas para la salud o propiedades probidticas como
por ejemplo: prevencion de la colonizacion por patdogenos, reduccion de los niveles de
colesterol y modulacion del sistema inmune. La capacidad de estas bacterias de adherirse y
colonizar la mucosa intestinal ha abierto la posibilidad de utilizarlas como vehiculos para la
administracion de compuestos de interés (farmacos, enzimas) directamente en su lugar de
accion, en este caso, la mucosa intestinal.

En este capitulo se describird el potencial de los lactobacilos como entidades
presentadoras de antigenos para el disefio de vacunas de administracion oral, capaces de
desencadenar una respuesta inmune local y/o sistémica y conferir asi proteccion frente a la

infeccidn.

Inmunizacion via oral y Lactobacillus

El éxito inicial de las primeras vacunas disefiadas ya en los siglos XVIII y XIX por
Jenner y Pasteur con patogenos atenuados o inactivados, junto con el descubrimiento de la
penicilina por Fleming, indujo a pensar que la erradicacion de las enfermedades infecciosas
era cuestion de tiempo. Sin embargo, la aparicion de nuevos agentes infecciosos y de cepas
resistentes a los antibioticos ha hecho necesario continuar con el desarrollo de nuevas

estrategias de vacunacion.



Teniendo en cuenta que muchos de los agentes patdgenos penetran en el organismo
humano a través de las mucosas (intestinal y respiratoria), nuestra primera linea de defensa se
apoya, inicialmente, en la activacion del sistema de inmunidad innato y en la produccion de
inmunoglobulina A secretora (sIgA), anticuerpo mayoritario sintetizado en la mucosa
(inmunidad adquirida). Por esta razon, los esfuerzos se dirigen a disefiar vacunas que activen,
al menos inicialmente, una respuesta inmune local debido a que la administracion por via
parenteral raramente consigue este objetivo. La inmunizaciéon por via oral ofrece otras
ventajas como su facil administraciéon dado que no requiere personal sanitario cualificado y,
ademas, reduce la probabilidad de contagio a individuos no inmunizados ya que, idealmente,
neutralizaria la infeccion inicial y la replicacion del agente infeccioso (Ryan y col., 2001).

El principal problema de la inmunizaciéon por via oral es que la mayoria de los
antigenos proteicos son poco inmunogénicos cuando se administran en forma soluble por esta
via. Para superar este inconveniente se han seguido, basicamente, dos estrategias diferentes:
1) proteger el antigeno en microparticulas y liposomas y 2) utilizar bacterias o virus atenuados
que sinteticen el antigeno de interés. En este Gltimo caso, se investigan como vectores cepas
atenuadas de microorganismos patogenos: Salmonella, Listeria, Vibrio y Mycobacterium
bovis BCG. Sin embargo, no es facil obtener mutantes atenuados que conserven una
capacidad inmunogénica suficiente sin que supongan una amenaza para poblaciones de riesgo
tales como nifios, individuos inmunodeprimidos o de avanzada edad y que, ademas, sean
estables con una frecuencia de reversion al fenotipo salvaje muy baja o nula. Una alternativa
muy interesante es la utilizacion de bacterias Gram-positivas consideradas como “seguras” o
GRAS como, por ejemplo, Lactobacillus. Se minimizan asi posibles riesgos como los
anteriormente mencionados y la ausencia de lipopolisacarido evitaria el shock endotoxico. El
desarrollo de herramientas moleculares adecuadas que permiten la modificacion genética de
este grupo de bacterias ha contribuido, en gran medida, a que la utilizacion de Lactobacillus
en el disefio de vacunas de administracion oral sea una alternativa real.

El género Lactobacillus ofrece numerosas ventajas como entidad presentadora de
antigenos. Experimentos realizados en la década de los 90 ya habian puesto de manifiesto el
efecto adyuvante o inmunoestimulador de numerosas cepas de Lactobacillus al ser
administradas conjuntamente con determinados antigenos (Gerritse y col. 1991). Por lo tanto,
seria posible combinar en un mismo sistema dos de los aspectos cruciales en el disefio de una
vacuna eficaz: correcta presentacion del antigeno en la mucosa y efecto inmunoestimulador
(Seegers, 2002). Ademas, algunas cepas son capaces de sobrevivir en las condiciones

adversas del tracto gastrointestinal (acidez, motilidad, sales biliares), colonizar



transitoriamente la mucosa intestinal y sintetizar el antigeno in vivo. Por ultimo, dado el uso
industrial de cepas de Lactobacillus en la industria alimentaria existen ya en funcionamiento

sistemas de produccion a escala industrial y métodos de conservacion adecuados.

Disefio de vacunas

La obtencion de cepas de Lactobacillus presentadoras de antigenos conlleva, en
esencia, la clonacion del DNA que codifica el antigeno de interés en la cepa receptora y su
sintesis en el compartimento elegido: citoplasma, asociado a la superficie celular o secretado.

Las diferentes etapas que se describiran a continuacion se esquematizan en la Fig. 1.
Estas estan sujetas al tipo de respuesta inmune deseada y han de optimizarse en cada caso en
particular. La mayoria de los experimentos a los que se hard mencién se han realizado
utilizando como antigeno modelo el fragmento C de la toxina tetanica (TTFC), ya que ha sido
con éste con el que se han obtenido los resultados mas prometedores. Este polipéptido, no
toxico, de 47 kDa es inmunogénico y existe un modelo experimental en ratones para
comprobar el nivel de proteccion adquirido. Ademads, dicha proteccion radica
fundamentalmente en una respuesta inmune humoral sistémica (mediada por IgG), indicando

la capacidad de la administracion oral para inducir tal respuesta.

Seleccidn de cepas

El género Lactobacillus esta constituido por mas de 60 especies que varian tanto en su
genotipo, con % de G+C entre 32-52%, como en sus actividades metabolicas y propiedades
probidticas. Esta heterogeneidad ofrece un amplio abanico de posibilidades a la hora de
seleccionar una determinada cepa como presentadora de antigenos. Los experimentos
realizados hasta el momento han utilizado habitualmente cepas de Lactobacillus plantarum y
Lb. casei dada la disponibilidad de herramientas genéticas adecuadas.

Uno de los aspectos mas controvertidos es la eleccion o no de cepas con tiempos de
residencia mas o menos largos en el intestino. Esto conllevaria una expresion continuada del
antigeno que podria desencadenar una tolerancia al mismo no deseable pero, por otra parte, no
seria necesario obtener niveles muy altos de expresion in vivo, ni serian necesarias sucesivas
dosis para conseguir una respuesta eficaz (Pouwels y col., 1998; Mercenier y col., 2000). Una

mayor supervivencia en el tracto gastrointestinal se ha asociado a propiedades como la



adherencia, resistencia al acido y sales biliares y produccion de compuestos antagonistas que
favorecen la competitividad de la cepa frente a las ya presentes (Holzapfel y col., 1998).

Se ha comprobado, a su vez, que el poder adyuvante varia en gran medida de una
especie a otra. Por ejemplo, células irradiadas de Lb. casei indujeron la sintesis del factor de
necrosis tumoral (TNF-a), mientras que las de Lb. reuteri favorecian la sintesis de IL-10.
Ademas, la combinacion de distintas especies puede cambiar el espectro de citoquinas
inducidas (Christensen y col., 2002). Seria posible, por tanto, modular la expresion de

citoquinas para inducir un determinado tipo de respuesta inmune humoral o celular.

Herramientas genéticas

La disponibillidad de las herramientas genéticas adecuadas y un sistema de
transformacion eficiente son los requisitos indispensables para construir los vehiculos
presentadores de antigenos. Muchas de las cepas de Lactobacillus que se presentan como
buenas candidatas por su caracter adyuvante o capacidad de colonizar la mucosa intestinal son
muy reticentes a la aceptacion de DNA exogeno y es necesario desarrollar protocolos de
transformacion eficientes.

Los vectores de clonacion mas habituales en Lactobacillus estan basados en replicones
independientes o plasmidos con diferente nimero de copias por célula. Se han desarrollado
también sistemas de integracion basados en transposones e integrasas de fagos atemperados
que son mucho mas estables y, en algunos casos, permiten la ausencia de resistencias a
antibioticos utilizadas como marcadores de seleccion u otro DNA de grado no alimentario
(Mercenier y col., 2000). Sin embargo, su uso es mas restringido ya que se ha comprobado
que los bajos niveles de expresion debidos a la existencia de una copia Unica del gen
heter6logo no son suficientes para provocar una respuesta inmune.

La variabilidad genética dentro del grupo de los lactobacilos es la causa de que
muchos de los sistemas de expresion desarrollados sean especificos de especie. En la Fig. 2 se
representa un esquema de uno de los vectores de expresion desarrollados en el TNO
(Holanda) para la expresion de genes heterdlogos en Lb. casei y Lb. plantarum. Basicamente,
estos vectores constan de un promotor fuerte, una secuencia de iniciacion de la traduccion, las
sefales de secrecion y anclaje necesarias para dirigir el antigeno al compartimento celular
deseado (ver siguiente apartado) y un terminador de la transcripcion (Pouwels y col., 2001).
Este bloque de expresion esta delimitado por secuencias de reconocimiento de enzimas de

restriccion Unicas que permiten su transferencia a diferentes replicones con facilidad. Se han



utilizado con éxito promotores inducibles como el sistema NICE basado en el promotor de la
nisina, disefado inicialmente para Lactococcus, el promotor de la a-amilasa o de enzimas
implicados en el metabolismo de la xilosa, sujetos a represion por catabolito, para expresar

algunos antigenos que resultan ser muy toxicos para la cepa recombinante.

Presentacion del antigeno

Los antigenos pueden localizarse en el citoplasma, estar asociados a la superficie
celular o bien ser secretados al exterior (Fig. 3). En un estudio comparativo, la cepa
recombinante de Lb. plantarum NCIMB8826 que producia el antigeno TTFC
intracitoplasmaticamente dio lugar a titulos de IgG especificos superiores a los conseguidos
con las otras cepas recombinantes debido, probablemente, a la mayor cantidad de antigeno
sintetizado. Sin embargo, a igual nivel de expresion, el TTFC presentado en superficie resulto
ser mas inmunogénico (Reveneau y col., 2002).

Existen diferentes mecanismos para anclar los antigenos a la superficie celular (Fig.
3). Para ello, se utilizan estructuras celulares de las bacterias Gram-positivas como la
membrana plasmatica (proteinas integrales de membrana y lipoproteinas) o la pared celular
donde las uniones pueden ser covalentes o no (Leenhouts y col., 1999). La complejidad
estructural de las proteinas de membrana permite tan so6lo la insercion de pequefios péptidos.
La estrategia mas utilizada es generar hibridos mediante la fusion traduccional con el extremo
C-terminal de proteinas de superficie que se anclan al peptidoglicano (proteinasas de
Lactobacillus, proteina A de Staphylococcus y proteina M6 de Streptococcus pyogenes). La
unidon covalente se produce a través de un enlace amida entre el aminoacido treonina del
motivo conservado LPXTG con los aminodcidos que entrecruzan las subunidades del
peptidoglicano. Se ha estimado que el numero de moléculas de TTFC producidas en
superficie por una cepa de Lb. casei recombinante era de, aproximadamente, 4x10°> moléculas
por célula (Maassen y col., 1999). Con esta cepa s6lo se obtuvieron altos niveles de
anticuerpos cuando se administré por via parenteral. Sin embargo, utilizando como huésped
Lb. plantarum, esta misma construccion provocod una respuesta sistémica adecuada tras la
inmunizacion de ratones por via intragastrica e intranasal.

En la construccion de muchas de estas cepas recombinantes se utilizan técnicas de
ingenieria genética que generan cepas modificadas no consideradas de grado alimentario,
razén por la cual su uso podria verse restringido. En este aspecto, la asociacion de los

antigenos a la superficie celular a través de dominios de unién no covalente es una estrategia



muy atractiva. La proteina hibrida (antigeno + dominio de unidén a pared celular) seria
producida por una cepa recombinante y, una vez aislada y purificada, se asociaria con la cepa
de Lactobacillus adecuada para la inmunizacion. Hasta el momento se han descrito dos
posibles candidatos: la autolisina mayoritaria de Lactococcus lactis AcmA y la capa S.

La capa S es una estructura supramolecular constituida por una tnica entidad proteica,
la proteina S, que rodea por completo la superficie celular mas externa de los
microorganismos que la sintetizan como es el caso de algunos lactobacilos: Lb. acidophilus
(SIpA), Lb. crispatus (CbsA) y Lb. brevis (SlpA-brevis) (Fig. 4). Esta proteina es capaz de
autoensamblarse y formar cristales bidimensionales in Vitro e interacciona, no
covalentemente, con componentes no identificados de la pared celular. La proteina S supone
el 10 — 15% de la proteina total, estimandose que una sola célula porta unas 10° moléculas.
Por lo tanto, se aseguraria un nivel de produccion muy alto de aquellos antigenos fusionados a
estas proteinas.

Otra de las ventajas que presentan algunas proteinas S como moléculas presentadoras
de antigenos es que también pueden actuar como adhesinas y mediar la interaccion de las
células con el epitelio intestinal. Por ejemplo, CbsA y SlpA-brevis reconocen especificamente
al colageno tipo IV y la fibronectina, respectivamente, ambos componentes de la matriz
extracelular. Por otro lado, la sintesis de CbsA y SlpA-brevis ancladas en la pared celular de
Lb. casei y L. lactis confiere los fenotipos adherentes a las cepas receptoras (Martinez y col.,
2000; Avall-Jadskeldinen y col., 2002).

La disponibilidad de secuencias de distintas proteinas S del grupo de Lb. acidophilus
ha permitido estudiar la relacion entre la estructura y la funcion de estas proteinas y seguir
una estrategia racional para generar mutantes de insercidon sin alterar su capacidad de
autoensamblarse y unirse a la pared celular (Smit y col., 2002). Estas proteinas S (40-45 kDa)
tienen una homologia muy alta en el ultimo tercio del extremo carboxilo terminal donde
abundan aminoacidos cargados positivamente a través de los cuales se establece la interaccion
con los componentes de la pared celular (Smit y Pouwels, 2002). En el extremo amino
terminal existen, sin embargo, solo tres regiones conservadas que estarian implicadas en la
interaccion entre monomeros para formar la capa S. So6lo en las regiones variables se ha
logrado insertar pequefios péptidos sin alterar la funcionalidad de la proteina S, es decir, su
capacidad de autoensamblarse. Ademds, se ha comprobado con técnicas de
inmunofluorescencia que los péptidos insertados se encontraban expuestos al exterior (Smit y

col., 2002).



La utilizacion de las proteinas S se encuentra todavia en fase de experimentacion.
Hasta el momento, se han fusionado pequeios epitopos modelo como VP1 (10 aa; virus de la
polio) y c-Myc (19 aa; protooncogen humano c-myc). A su vez, ha sido posible reemplazar el
gen original de la proteina S por el hibrido, dando lugar a células completamente “cargadas”
con el antigeno (>10° moléculas por célula). En la actualidad se estin llevando a cabo

experimentos de inmunizacién por via oral en modelos animales.

Sintesisin vitroy eficaciain vivo

Se ha observado una relaciéon clara entre el nivel de expresion del antigeno y la
respuesta inmune obtenida. Factores como el numero de copias del gen heterélogo, el uso
preferencial de codones, la actividad del promotor y la toxicidad del producto en la cepa
recombinante afectan seriamente a los niveles de expresion. Con diferentes antigenos se ha
conseguido producir en el citoplasma entre 1-5% de la proteina total, hasta 13 mg 1" en el
sobrenadante de cultivo y entre 10* y 10° moléculas por célula en los sistemas de anclaje en la
pared celular (Mercenier y col., 2000; Pouwels y col., 2001). Pueden obtenerse altos niveles
de expresion in vitro y de produccion del antigeno incluyendo la region 5' del RNAm de la
proteina S de Lb. acidophilus lo que favorece la estabilidad del transcrito.

Uno de los factores a tener en cuenta en el disefio de cepas presentadoras de antigenos
es que los niveles de expresion observados in vitro pueden ser totalmente diferentes a los que
ocurran in vivo. Por esta razon, se estan seleccionando promotores que sean activos en el
ecosistema intestinal. Para ello, una herramienta muy eficaz es la utilizacion de GFP (green
fluorescent protein; proteina fluorescente verde) cuya produccion in situ puede visualizarse
facilmente por microscopia de fluorescencia.

Los ensayos de inmunizaciéon via oral en animales con lactobacilos recombinantes
estan supeditados a la obtencion de las cepas recombinantes adecuadas y la mayoria estdn en
fase de realizacion. Los resultados preliminares obtenidos hasta el momento con lactobacilos
que sintetizan TTFC son prometedores, pero aun estamos lejos de un futuro “alimento
vacuna”. La capacidad inmunogénica de estas cepas ha quedado demostrada ya que con ellas
se inducen anticuerpos especificos en la mucosa (IgA) y sistémicos (IgG) al ser suministrados
por varias vias, incluida la oral, y confieren proteccion en los casos analizados. Sin embargo,
no se conocen con exactitud los niveles de expresion in vivo de los antigenos, ni qué
mecanismos moleculares son responsables de la induccion de la respuesta inmune especifica.

Por otro lado, apenas hay datos sobre la capacidad de los lactobacilos de inducir una respuesta



inmune celular, como la desencadenada frente a patdgenos intracelulares, aunque se ha
observado que los lactobacilos que colonizan el intestino y presentan el antigeno en superficie
inducen tanto los linfocitos Ty (respuesta celular) como los Ty, (respuesta humoral) (Seegers,

2002).

Per spectivas futuras

Existen todavia muchas incognitas sobre el futuro de los lactobacilos como entidades
presentadoras de antigenos. Sin embargo, ya se estdn investigando otras posibilidades de
explotacion de los lactobacilos para combatir las enfermedades a través de su interaccion con
el sistema immune. Se plantea, por ejemplo, combinar la producciéon de determinados
antigenos con la sintesis de moléculas inmunomoduladoras (citoquinas) por la propia cepa y
mejorar asi la respuesta inmune. Esta estrategia ya se ha aplicado con éxito en el género
Lactococcus (Steidler y col., 1998). Los lactobacilos también pueden ser utilizados en
procesos de inmunizacion pasiva mediante la produccion de fragmentos de anticuerpos de una
sola cadena (scFv). De este modo, se ha conseguido reducir el desarrollo de caries en ratas
mediante la produccion de scFv que antagonizan la adhesina de Streptococcus mutans
(Kruger y col., 2002). Por ultimo, la imunizacidon por via oral puede perseguir otros fines
como la induccién de tolerancia para el tratamiento de enfermedades autoinmunes como la
esclerosis multiple (Maassen y col., 1999) o el tratamiento de diferentes alergias.

No se puede descartar, por lo tanto, que el conocimiento mas detallado de las bases
moleculares que subyacen al efecto inmunoestimulador de los lactobacilos y del complejo
funcionamiento de nuestro sistema inmune permita ain desarrollar nuevas estrategias para

modular la respuesta inmune y conferir la proteccién adecuada.
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Abreviaturas

AFLP: Acronimo de Amplified Fragment Length Polymorphism; anélisis del polimorfismo de

la longitud de los fragmentos amplificados

BAL: Bacterias lacticas o bacterias del 4cido lactico

GRAS: Acronimo de Generally Recognized As Safe; reconocidos generalmente como seguros
PCR: Acronimo de Polymerase Chain Reaction; reaccion en cadena de la polimerasa

PCR-DGGE: Acronimo de PCR-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, electroforesis en

gel con gradiente desnaturalizante de productos de PCR

PFGE: Acronimo de Pulsed Field Gel Electrophoresis; electroforesis en gel de campo
pulsado

RAPD: Acréonimo de Random Amplification of Polymorphic DNA, anélisis del polimorfismo

del DNA amplificado con cebadores arbitrarios





