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NORMAS DE PUBLICACION PARA LOS Nutricion
AUTORES DE NUTRICION HOSPITALARIA  Hospitalaria

Nutricion HosPiTALARIA, es la publicacion cientifica oficial de la Sociedad Espainola de Nutricion Parenteral y Enteral (SENPE), de la Sociedad
Espainola de Nutriciéon (SEN), de la Federacion Latino Americana de Nutricion Parenteral y Enteral (FELANPE) y de la Federacion Espainola de
Sociedades de Nutricion, Alimentacion y Dietética (FESNAD).

Publica trabajos en castellano e inglés sobre temas relacionados con el vasto campo de la nutricién. El envio de un manuscrito a la revista
implica que es original y no ha sido publicado, ni esta siendo evaluado para publicacién, en otra revista y deben haberse elaborado siguiendo los
Requisitos de Uniformidad del Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas en su ultima version (versiéon oficial disponible en inglés
en http://www.icme.org; correspondiente traduccion al castellano en: http://www.metodo.uab.es/ enlaces/Requisitos_de_Uniformidad_2006.pdf).

La falta de consideracion de estos requisitos e instrucciones producira, inevitablemente, un retraso en el proceso editorial y en la posible
publicacion del manuscrito, y también puede ser causa del rechazo del trabajo.

IMPORTANTE: A la aceptacion y aprobacion definitiva de cada articulo debera abonarse la cantidad mas impuestos vigente en el momento de
la aceptacion del articulo (que sera publicada en un anexo en estas normas) en concepto de contribucion parcial al coste del proceso editorial de
la revista. El autor recibira un comunicado mediante correo electrénico, desde la empresa editorial, indicandole el procedimiento a seguir.

1. REMISION Y PRESENTACION DE MANUSCRITOS

Los trabajos se remitiran por via electronica a través del portal www.nutricionhospitalaria.com. En este portal el autor encontrard directrices
y facilidades para la elaboracion de su manuscrito. Los archivos correspondientes a texto se deberan de enviar en formato WORD. Los correspondientes a
imagenes se podran enviar en formato JPG.

Cada parte del manuscrito empezara una pagina, respetando siempre el siguiente orden:

1.1 Carta de presentacion

- Debera indicar el Tipo de Articulo que se remite a consideracion y contendra:

- Una breve explicacién de cudl es su aportacion asi como su relevancia dentro del campo de la nutricion.

- Declaracion de que es un texto original y no se encuentra en proceso de evaluacion por otra revista, que no se trata de publicacién redundante, asi

como declaracion de cualquier tipo de confl icto de intereses o la existencia de cualquier tipo de relacién econdmica.

- Conformidad de los criterios de autoria de todos los firmantes y su filiacion profesional.

- Cesidn a la revista NuTricioN HospiTALARIA de los derechos exclusivos para editar, publicar, reproducir, distribuir copias, preparar trabajos derivados en

papel, electrénicos o multimedia e incluir el articulo en indices nacionales e internacionales o bases de datos.

- Nombre completo, direccion postal y electrénica, teléfono e institucion del autor principal o responsable de la correspondencia.

- Cuando se presenten estudios realizados en seres humanos, debe enunciarse el cumplimiento de las normas éticas del Comité de Investigacién o de

Ensayos Clinicos correspondiente y de la Declaracién de Helsinki vigente, disponible en: http://www.wma.net/s/ index.htm.
1.2 Pagina de titulo

Se indicaran, en el orden que aqui se cita, los siguientes datos: titulo del articulo (sera obligatorio el envio del Titulo en castellano e inglés por parte de
los autores); se evitaran simbolos y acrénimos que no sean de uso comun.

Nombre completo y apellido de todos los autores (es obligatorio el envio por parte de los autores del nombre completo y los dos apellidos, no
aceptandose el uso de abreviaturas y/o iniciales), separados entre si por una coma. Se aconseja que figure un maximo de ocho autores, figurando el resto
en un anexo al final del texto.

Mediante nimeros arabigos, en superindice, se relacionara a cada autor, si procede, con el nombre de la institucién a la que pertenecen. Debera volver
a enunciar los datos del autor responsable de la correspondencia que ya se deben haber incluido en la carta de presentacion.

En la parte inferior se especificara el nimero total de palabras del cuerpo del articulo (excluyendo la carta de presentacion, el resumen, agradecimientos,
referencias bibliogréficas, tablas y figuras).

Se incluird la direccién postal y de correo electrénico del/de el autor/a designado para correspondencia.

1.3 Resumen

Sera estructurado en el caso de originales, originales breves y revisiones, cumplimentando los apartados de Introduccién, Objetivos, Métodos,
Resultados y Discusion (Conclusiones, en su caso). Debera ser comprensible por si mismo y no contendra citas bibliograficas.

Se debera de incluir la version en castellano e inglés del resumen con idéntica estructuracion. Asi mismo se incluiran aqui las palabras clave en castellano
e inglés. Tanto resumen como palabras claves se deben enviar en los dos idiomas. Debe recordarse que esta informacién en inglés aparecera en las bases
de datos bibliogréaficas, y es responsabilidad de los autores/as su correccion ortografica y gramatical.

1.4 Palabras clave

Debe incluirse al final de resumen un maximo de 5 palabras clave que coincidiran con los Descriptores del Medical Subjects Headings (MeSH):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=mesh. Como se ha indicado en 1.3 se deben de enviar las palabras clave en castellano e inglés.
1.5 Abreviaturas

Se incluira un listado de las abreviaturas presentes en el cuerpo del trabajo con su correspondiente explicacién. Asimismo, se indicaran la primera vez
que aparezcan en el texto del articulo.
1.6 Texto

Estructurado en el caso de originales, originales breves y revisiones, cumplimentando los apartados de Introduccién, Objetivos, Métodos, Resultados y
Discusién (Conclusiones, en su caso).

Se deben citar aquellas referencias bibliogréficas estrictamente necesarias teniendo en cuenta criterios de pertinencia y relevancia.

En la metodologia, se especificara el disefio, la poblacion a estudio, los métodos estadisticos empleados, los procedimientos y las normas éticas
seguidas en caso de ser necesarias.

Cuando el articulo sea enviado en idioma inglés, antes de su envio a la revista, recomendamos a los autores que lo sometan a la revision de una persona
angloparlante para garantizar la calidad del mismo.

1.7 Anexos

Material suplementario que sea necesario para el entendimiento del trabajo a publicar.
1.8 Agradecimientos

Esta seccion debe reconocer las ayudas materiales y econdémicas, de cualquier indole, recibidas. Se indicara el organismo, institucién o empresa que
las otorga y, en su caso, el nimero de proyecto que se le asigna. Se valorara positivamente haber contado con ayudas.

Toda persona fisica o juridica mencionada debe conocer y consentir su inclusién en este apartado.

1.9 Bibliografia

Las citas bibliograficas deben verificarse mediante los originales y deberan cumplir los Requisitos de Uniformidad del Comité Internacional de Directores
de Revistas Médicas, como se ha indicado anteriormente.

Las referencias bibliogréficas se ordenaran y numeraran por orden de aparicion en el texto, identificandose mediante niUmeros arébigos en superindice.

Las referencias a textos no publicados ni pendiente de ello, se deberan citar entre paréntesis en el cuerpo del texto.

Para citar las revistas médicas se utilizaran las abreviaturas incluidas en el Journals Database, disponible en: http://www. ncbi.nim.nih.gov/ entrez/query.
fcgi?db=journals. En su defecto en el catélogo de publicaciones periddicas en bibliotecas de ciencias de la salud espafiolas: http://www.c17.net/c17/.




1.10 Tablas y Figuras

El contenido sera autoexplicativo y los datos no deberan ser redundantes con lo escrito. Las leyendas deberan incluir suficiente informacién para poder
interpretarse sin recurrir al texto y deberan estar escritas en el mismo formato que el resto del manuscrito.

Se clasificaran con nimeros arabigos, de acuerdo con su orden de aparicion, siendo esta numeracién independiente segln sea tabla o figura. Llevaran
un titulo informativo en la parte superior y en caso de necesitar alguna explicacion se situara en la parte inferior. En ambos casos como parte integrante de
la tabla o de la figura.

Se remitiran en fichero aparte, preferiblemente en formato JPEG, GIFF, TIFF o PowerPoint, o bien al final del texto incluyéndose cada tabla o figura en
una hoja independiente.

1.11 Autorizaciones
Si se aporta material sujeto a copyright o que necesite de previa autorizacién para su publicacion, se debera acompafar, al manuscrito, las autorizaciones
correspondientes.

1.12 Conflicto de intereses
Todos los articulos que se envien a NuTricion HosPitaLARIA deben ir acompafiados de una declaracién de los posibles conflictos de intereses de cada una
de las personas firmantes. De la misma manera, si no hay ningin conflicto de intereses, deberan hacerlo constar explicitamente en el articulo.

2. TIPOS Y ESTRUCTURA DE LOS TRABAJOS

2.1 Original: Trabajo de investigacion cuantitativa o cualitativa relacionado con cualquier aspecto de la investigacion en el campo de la nutricion.
2.2 Revision: Trabajo de revision, preferiblemente sistematica, sobre temas relevantes y de actualidad para la nutricién.

2.3 Notas Clinicas: Descripcion de uno o mas casos, de excepcional interés que supongan una aportacion al conocimiento clinico.

2.4 Perspectiva: Articulo que desarrolla nuevos aspectos, tendencias y opiniones. Sirviendo como enlace entre la investigacion y la sociedad.
2.5 Editorial: Articulo sobre temas de interés y actualidad. Se escribiran a peticion del Comité Editorial.

2.6 Carta al Director: Observacion cientifica y de opinién sobre trabajos publicados recientemente en la revista, asi como otros temas de relevante
actualidad.

2.7 Carta Cientifica: La multiplicacién de los trabajos originales que se reciben nos obligan a administrar el espacio fisico de la revista. Por ello en
ocasiones pediremos que algunos originales se reconviertan en carta cientifica cuyas caracteristicas son:

e Titulo

* Autor (es)

e Filiacion

* Direccién para correspondencia

* Texto maximo 400 palabras

* Una figura o una tabla

* Maximo cinco citas

La publicacién de una Carta Cientifica no es impedimento para que el articulo in extenso pueda ser publicado posteriormente en otra revista.

2.8 Articulo de Recension: Comentarios sobre libros de interés o reciente publicacién. Generalmente a solicitud del Comité editorial aunque también se
consideraran aquellos enviados espontdneamente.

2.9 Articulo Especial: El Comité Editorial podré encargar, para esta seccion, otros trabajos de investigacion u opinién que considere de especial relevancia.
Aquellos autores que de forma voluntaria deseen colaborar en esta seccién, deberan contactar previamente con el Director de la revista.

2.10 Articulo Preferente: Articulo de revision y publicacion preferente de aquellos trabajos de una importancia excepcional. Deben cumplir los requisitos
sefialados en este apartado, segun el tipo de trabajo. En la carta de presentacion se indicara de forma notoria la solicitud de Articulo Preferente. Se
publicaran en el primer nimero de la revista posible.

| EXTENSION ORIENTATIVA DE LOS MANUSCRITOS |

Tipo de articulo Resumen Texto Tablas y figuras Referencias
Original* Estructurado 250 palabras Estructurado 4.000 palabras 5 35
Original breve Estructurado 150 palabras Estructurado 2.000 palabras 2 15
Revision** Estructurado 250 palabras Estructurado 6.000 palabras 6 150
Notas clinicas 150 palabras 1.500 palabras 2 10
Perspectiva 150 palabras 1.200 palabras 2 10
Editorial - 2.000 palabras 2 10a15
Carta al Director - 400 palabras 1 5

Eventualmente se podra incluir, en la edicién electronica, una versidon mas extensa o informacién adicional.
*La extension total del articulo original, una vez compuesto, con tablas, figuras y referencias, no debera exceder cinco péaginas.
**La extension total del articulo de revision, una vez compuesto, con tablas, figuras y referencias, no debera exceder seis paginas.

3. PROCESO EDITORIAL

El Comité de Redaccion acusara recibo de los trabajos recibidos en la revista e informara, en el plazo mas breve posible, de su recepcién. Todos los
trabajos recibidos, se someten a evaluacién por el Comité Editorial y por al menos dos revisores expertos.

Los autores pueden sugerir revisores que a su juicio sean expertos sobre el tema. Légicamente, por motivos éticos obvios, estos revisores propuestos
deben ser ajenos al trabajo que se envia. Se debera incluir en el envio del original nombre y apellidos, cargo que ocupan y email de los revisores que se
proponen.

Las consultas referentes a los manuscritos y su transcurso editorial, pueden hacerse a través de la pagina web.

Previamente a la publicacién de los manuscritos, se enviara una prueba al autor responsable de la correspondencia utilizando el correo electrénico.
Esta se debe revisar detenidamente, sefalar posibles erratas y devolverla corregida a su procedencia en el plazo maximo de 4 dias. En el supuesto de no
remitirse las correcciones o ser enviadas fuera de plazo, Nutricion HosPITALARIA publicard el articulo conforme a la prueba remitida para correccion.

Las correcciones solicitadas deben ser minimas; solamente se admitiran modificaciones en relacion con la sintaxis y la comprension semantica del texto.
El comité editorial se reserva el derecho de admitir o no las correcciones efectuadas por los autores en la prueba de impresion. Aquellos autores que desean
recibir separatas deberdan de comunicarlo expresamente. El precio de las separatas (25 ejemplares) es de 125 euros + IVA.

Abono en concepto de financiacion parcial de la publicacion. En el momento de aceptarse un articulo original o una revision no solicitada, se facturara la
cantidad que se haya estipulado en ese momento + impuestos para financiar en parte la publicacion del articulo [vease Culebras JM y A Garcia de Lorenzo.
El factor de impacto de Nutricion Hospitalaria incrementado... y los costes de edicién también. Nutr Hosp 2012; 27(5)].

NOTA

Los juicios y las opiniones expresadas en los articulos y comunicaciones que aparecen en la revista son exclusivamente de las personas que los firman.
El comité editorial de Nutricion HospimaLaria y Grupo Aula Médica declinan cualquier responsabilidad sobre los contenidos de los trabajos publicados.

El comité editorial de NuTricion HospiTaLAria y Grupo Aula Médica no garantizan ni apoyan ninglin producto que se anuncie en la revista, ni las afirmaciones
realizadas por el anunciante sobre dicho producto o servicio.
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PRESENTACION

La Sociedad Espafiola de Probidticos y Prebioticos (SEPyP) celebra el VIWorkshop de Probiéticos, Prebiéticos
y Salud. Evidencia Cientifica, los dias 5 y 6 de Febrero de 2015.

Oviedo, ciudad comprometida con la ciencia y la cultura, ha sido el lugar elegido para acoger este encuentro,que
nos brinda la oportunidad de compartir conocimientos y experiencias, tanto profesionales como personales,
entre cientificos, investigadores, doctores y demas expertos en el campo de los probiéticos y prebidticos.

El programa que se presenta en esta nueva edicion incluye ocho conferencias y 24 comunicaciones orales,
que tienen como eje central la aplicacion clinica de los probioticos y prebidticos en atencién primaria y que
cuentan con la presencia de reconocidos profesionales del territorio nacional e internacional que aportan
novedades significativas dentro del campo multidisciplinar que caracteriza a nuestra Sociedad.

Como gran novedad de este afio, se presenta oficialmente el consenso de los prebidticos, que ha estado
elaborando un grupo de trabajo que se formo en la pasada edicién del Workshop. Este documento, junto con
el Consenso Cientifico sobre Probidticos publicado en 2009, supone la confirmacién de nuestra perseverancia

por la investigacion y el estudio clinico de una especialidad que cada vez esta ganando mas reconocimiento
entre los foros cientificos internacionales.

Gracias al interés y la participacion de todos vosotros, la SEPyP cuenta a dia de hoy con mas de 450 socios.
No podemos estar mas satisfechos con la trayectoria de esta Sociedad cientifica, que afio a afio ha conseguido
difundir y fomentar el interés y conocimiento en torno al estudio y aplicacién clinica de nuestra especialidad.

Esperamos que encuentres de interés este encuentro y que tengas la oportunidad de intercambiar opiniones
y ampliar conocimientos.A la espera de poder saludarnos en esta nueva edicion del Workshop Probiéticos
Prebidticos y Salud: Evidencia Cientifica, te saluda atentamente,

Dr. Francisco Guarner
Presidente de la Sociedad Espafiola de Probioticos y Prebioticos




VI Workshop Probidéticos,
Prebioticos y Salud:
Evidencia Cientifica

COMITE ORGANIZADOR

PRESIDENCIA

¢ Francisco Guarner
Hospital Vall d’Hebron, Barcelona.

VICEPRESIDENCIA

¢ Ascension Marcos
Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y Nutricion, ICTAN-CSIC.

SECRETARIA

e Teresa Requena
Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion, CIAL (CSIC-UAM).

TESORERIA

e Evaristo Suéarez
Universidad de Oviedo.

VOCALIA 1

¢ Fernando Azpiroz
Hospital Vall d’Hebron, Barcelona.

VOCALIA 2

e Abelardo Margolles
Instituto de Productos Ldcteos de Asturias, IPLA-CSIC.

VOCALIA 3

e Monica de la Fuente
Universidad Complutense de Madrid.

VOCALIA 4

e Gaspar Pérez
Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos, IATA-CSIC.

VOCALIA 5

e Guillermo Alvarez
Hospital Gregorio Marafidn, Madrid.

VOCALIA 6

¢ Juan Miguel Rodriguez
Universidad Complutense de Madrid.




PROGRAMA CIENTIFICO

Jueves, 5 de febrero de 2015

8.45 a2 9.00 h. Bienvenida e Inauguracion
Vicente Gotor Santamaria. Rector de la Universidad de Oviedo.
Agustin Iglesias Caunedo. Alcalde de Oviedo.
Francisco Guarner. Servicio de Gastroenterologia. Hospital Universitari Vall
d’Hebron. Barcelona. Presidente de la Sociedad Espariola de Probiéticos
y Prebidticos.

9.00 a 10.30h. Simposio: Microbiota y Obesidad
Moderador: Carlos Bousofio. Servicio de Gastroenterologia Infantil. Hospital
Universitario Central de Asturias. Oviedo.

Conferencias

* La microbiota autéctona.
Evaristo Suarez. Area de Microbiologia. Universidad de Oviedo.

* Microbiota intestinal y obesidad.
M? Carmen Collado. Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (CSIC)
Valencia.

* Probicticos y obesidad.
Ascension Marcos. Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricion
(ICTAN-CSIC) Madrid.

10.30a 11.00 h. Pausa café

11.00 a 12.30 h. Mesa redonda: Aplicaciones Clinicas de los Probidticos y Prebioticos en
Atencion Primaria
Moderador: Francisco Guarner. Servicio de Gastroenterologia. Hospital
Universitari Vall d’Hebron. Barcelona.

Conferencias

* Aplicaciones en Gastroenterologia.
Juan José Diaz Martin. Servicio de Gastroenterologia Infantil.
Hospital Universitario Central de Asturias, Oviedo.

* Aplicaciones en Ginecologia.
Antonio Cano. Servicio de Ginecologia. Hospital Clinico.Valencia.

Debate

12.30 a 14.30h. Sesion de Usos Clinicos
Moderador: Gonzalo Solis. Servicio de Neonatologia. Hospital Universitario
Central de Asturias. Oviedo.

Conferencia

* Del laboratorio a la farmacia.
Juan Miguel Rodriguez. Departamento de Nutricién, Bromatologia y
Tecnologia de los Alimentos, Universidad Complutense de Madrid

Comunicaciones orales

* Urinary metabolomic fingerprinting after consumption of a probiotic strain in women
with mastitis.
Cristina Andrés Lacueva. Departamento de Nutricion y Bromatologia,
Facultad de Farmacia-Universidad de Barcelona.

* Adaptacion metabdlica de la microbiota del colon a la dieta.
Marianela Mego Silva. Hospital UniversitariVall d’ Hebrén. Barcelona.

* La preparacién para colonoscopia puede inducir cambios persistentes en la microbiota
intestinal.
Virginia Robles. Servicio de Gastroenterologia.
Hospital Universitari Vall d’Hebron. Barcelona.




14.30 a 15.30 h.
15.30 a 16.30 h.

16.30 a 18.30 h.

18.30 a 19.00 h.
16.30 a 18.30 h.

* La gastroenteritis de los nifos y su tratamiento por los fermentos (etiologia y patogenia).
Guillermo Alvarez-Calatayud. Servicio de Gastroenterologia Pediitrica.
Hospital Gregorio Marafién. Madrid.

* Functionalized foods with prebiotics as colon cancer prevention in an animal model.
Javier Fernandez Fernandez. Universidad de Oviedo.

* Beneficial changes in gastrointestinal microbial communities associated with the
consumption of an infant formula supplemented with the probiotic bacteria
Bifidobacterium longum subsp. Infantis CECT72 10: a metagenomic approach.

José Antonio Moreno. Laboratorios Ordesa Group. Barcelona.

Almuerzo

Presentacion posters
Visita guiada y turno de preguntas.

Sesion de Inmunonutricion
Moderador: Patricia Raas Madiedo. Instituto de Productos Lacteos de Asturias
(IPLA-CSIC) Villaviciosa.

Conferencia
* Probiotics in Atopic Disease.
Erika Isolauri. Department of Pediatrics. Turku University Hospital, Finland.

Comunicaciones orales

* Are polyphenol rich foods associated with specific intestinal microorganisms in systemic
lupus erythematosus patients?

Sonia Gonzalez Solares. Universidad de Oviedo.

* Comparative study of the effects of Escherichia coli Nissle 1917 and Lactobacillus
salivarius ssp. salivarius CECT57 13 on intestinal microbiota composition and micro-RNA
expression in the DSS model of mouse colitis.

Francesca Algieri. CIBM-Universidad de Granada.

* Capacidad inmunomoduladora de cepas de bifidobacterias productoras de
exopolisacdridos. Estudio in vivo con ratas Wistar.

Nuria Salazar. Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC).

* Prebiotic suplementation during suckling modulates the course of rotavirus gastroenteritis
in rats.
Maria del Mar Rigo. Departamento de Fisiologia. Facultad de Farmacia.
Universidad de Barcelona.

* Efecto de lactobacillus plantarum 3547 en el restablecimiento de la respuesta
inflamatoria asociada a obesidad.
Maria Tabernero Urbieta. Instituto de Investigacién Sanitaria Hospital
Universitario La Paz (IdiPAZ). Madrid.

* Immunomodulatory properties of Lactobacillus fermentum CECT5716 in DSS-colitis:
impact on micro-RNA expression and bacterial diversity.
Alba Rodriguez-Nogales. Centro de Investigaciéon Biomédica,
Universidad de Granada.

Pausa café

Talleres: Empleo de Probiéticos y Prebioticos en Atencion Primaria
Moderadores:
Guillermo Alvarez Calatayud. Servicio de Gastroenterologia Pediatrica.
Hospital Gregorio Marafién. Madrid.
Fernando Azpiroz. Servicio de Gastroenterologia.
Hospital Universitari Vall d’Hebron. Barcelona.

Sesion |: Pediatria
* Diarrea aguda y asociada al uso de antibiéticos.
Carlos Pérez. Servicio de Pediatria. Hospital de Cabueiies. Gijon.




19.00 a 19.45 h.

* Enterocolitis necrotizante.
Marta Suarez. Servicio de Neonatologia.
Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo.
* Férmulas lacteas infantiles.
Venancio Martinez. Centro de Salud del Llano. Gijon.
* Colico del lactante.
Luz Taboada. Servicio de Pediatria. Hospital San Rafael;
Jimena Pérez Moreno. Seccién de Gastroenterologia Pediatrica.
Hospital Gregorio Marafién. Madrid.

Sesion 2: Adultos
* Sindrome del intestino irritable.
Rafael Tojo. Servicio de Gastroenterologia. Hospital de Cabuefies, Gijon.
* Enfermedad inflamatoria intestinal.
Virginia Robles. Servicio de Gastroenterologia. Hospital Universitari Vall
d’Hebron. Barcelona.
* Vaginosis y vaginitis.
Silvia Gonzalez. Servicio de Ginecologia. Gabinete Médico Velazquez. Madrid.
* Mastitis infecciosa: una nueva solucién para un viejo problema.
David Beltran. Centro de Diagnéstico Médico. Ayuntamiento de Madrid.

Asamblea de socios de SEPyP

Viernes, 6 de febrero de 2015

8.45a9.15h.

9.15all.I5h

Consenso Cientifico sobre Prebioticos

Nieves Corzo. Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion,
CIAL (CSIC-UAM), Madrid.

Sesién de Microbiologia y Veterinaria
Moderador: Teresa Requena. Instituto de Investigacion en Ciencias de la
Alimentacién, CIAL (CSIC-UAM), Madrid.

Conferencia
* Impact of Diet on Gut Microbes in the Elderly.
Colin Hill. Biosciences Institute. University College Cork, Ireland.

Comunicaciones orales:

* Sintomas y cambios en la colonizacién microbiana intestinal en pacientes con sindrome
del intestino irritable.
Marta Pozuelo. Vall d’Hebron Institut de Recerca (VHIR), Barcelona.

* Internalizacién de vesiculas de membrana externa de cepas probiéticas y comensales en
células de epitelio intestinal.
Maria Alexandra Caiias Pacheco. Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular. Facultad de Farmacia. Universidad de Barcelona.

* Papel de los exopolisacdridos producidos por Bifidobacterium animalis subsp. lactis en las
interacciones bacteria-hospedador.
Claudio Hidalgo. Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC),
Villaviciosa, Asturias.

* Estudio de la evolucién de la microbiota fecal durante la ingesta de isoflavonas de soja
mediante metagendmica filogenética.
Susana Delgado. Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC),
Villaviciosa, Asturias.

* Estudio de los efectos inmunomoduladores del (1-3)-3-D-glucano sustituido en posicién
O-2 en modelos in vitro y ex vivo.
Sara Notararigo. Centro de Investigaciones Biolégicas (CIB-CSIC), Madrid.




11.15a 11.45 h.
11.45a 13.45 h.

13.45 a 14.00 h.

Participacién de proteinas bacterianas multifuncionales en la regulacion de la inflamacion
de las células epiteliales.
Gaspar Pérez Martinez. Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos
(IATA-CSIC),Valencia.

Pausa café

Sesion de Microbiologia y Veterinaria (continuacion)
Moderador: Miguel Gueimonde, Instituto de Productos Licteos de Asturias
(IPLA-CSIC).Villaviciosa.

Conferencia

ISAPP consensus on the scope and use of the probiotic concept.
Colin Hill, Biosciences Institute, University College Cork, Ireland.

Comunicaciones orales

Transposon mutagenesis in Bifidobacterium breve: construction and characterization of a
Tn5 transposon mutant library in Bifidobacterium breve UCC2003.

Lorena Ruiz Garcia. School of Microbiology & Alimentary Pharmabiotic Centre.
Cork, Ireland.

Andlisis protedmico de las interacciones de exopolisacdridos aislados de bifidobacterias
con Bacteroides fragilis.

David Rios Covian. Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC),
Villaviciosa, Asturias.

Aplicacion de gradientes de densidad en el aislamiento de microbiota fecal.

Arancha Hevia Gonzalez. Instituto de Productos Lacteos de Asturias
(IPLA-CSIC),Villaviciosa, Asturias.

Aprovechamiento de subproductos de la industria lactea y de soja para la obtencién de
oligosacadridos prebiéticos.

Marta Corzo Martinez. Instituto de Investigacién en Ciencias de la
Alimentacion, CIAL (CSIC-UAM), Madrid.

Impact of fishmeal replacement in diets for gilthead seabream (Sparus aurata) on
gastrointestinal microbiota by pyrosequencing the 16S rRNA gene.

Gaspar Pérez Martinez. Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos
(IATA-CSIC),Valencia

Actividad probiética de la bacteria dcido lactica Lactobacillus pentosus LB-3 |

en pollos de ceba.

Tania Pérez-Sanchez. Facultad de Veterinaria. Universidad de Zaragoza.

Clausura
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Microbiota autdctona, probidticos y prebioticos
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Resumen

La microbiota autéctona es el conjunto de microorga-
nismos que colonizan la piel y las mucosas. La simbiosis
es habitualmente mutualista pero puede hacerse parasi-
taria debido a disfunciones de la respuesta inmune. La
microbiota de la piel incluye bacterias (95%), hongos li-
pofilicos y acaros. En el aparato digestivo cada cavidad
tiene su microbiota caracteristica que alcanza su érgano
diana en el periodo perinatal, dando lugar a comunida-
des complejas y muy estables (homeostasis). La microbio-
ta vaginal varia con la actividad endocrina, aumentando
muy significativamente durante el periodo fértil y, sobre
todo, durante el embarazo, en los que suele estar domi-
nada por Lactobacillus spp. Los efectos beneficiosos de
la microbiota autéctona pueden resumirse en cuatro: a)
suministro de nutrientes esenciales, como vitaminas y al-
gunos aminodacidos, b) aprovechamiento de nutrientes no
digeribles, la microbiota colénica degrada ghicidos com-
plejos que no podemos digerir, proporcionandonos casi
el 20% de las calorias de la ingesta diaria, c¢) desarrollo
del sistema inmunitario: el contacto continuo con el sis-
tema inmune sirve de entrenamiento que lo mantiene en
forma para repeler con eficacia a los agentes infecciosos
y d) antagonismo microbiano: impide el asentamiento de
microorganismos patégenos sobre nuestras mucosas. Se
manifiesta de tres maneras: interferencia con la coloniza-
cion, produccion de compuestos antimicrobianos y coa-
gregacion con los patogenos potenciales. La microbiota
también puede producir perjuicios, principalmente, in-
fecciones endégenas, de caracter claramente oportunista
y generacion de compuestos carcinogénicos.

Los probidticos son ‘“microorganismos vivos que,
cuando se administran en cantidades adecuadas, confie-
ren un beneficio a la salud del consumidor”. Los prebio-
ticos son glicidos no digeribles, que estimulan el creci-
miento o la actividad de los microorganismos autéctonos,
resultando en un beneficio para la salud. Los simbiéticos
son mezclas de probiéticos y prebiéticos que generan una
accion saludable sinérgica.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):3-9)
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AUTOCHTHONOUS MICROBIOTA,
PROBIOTICS AND PREBIOTICS

Abstract

The autochthonous microbiota is the community of
microorganisms that colonizes the skin and mucosal sur-
faces. The symbiosis is, generally, mutualistic but it can
become parasitic due to immune response alterations.
The skin microbiota includes bacteria (95%), lipophilic
fungi and mites. In the digestive apparatus, each cavi-
ty presents its own microbiota, which reaches its target
organ during the perinatal period, originating complex
and stable communities (homeostasis). The vaginal mi-
crobiota varies with the endocrine activity, significant-
ly increasing during the fertile and pregnancy periods,
when lactobacilli are the most abundant organisms. Four
are the main benefits of the autochthonous microbiota: i)
delivery of essential nutrients, such as vitamins and some
amino acids; ii) utilization of undigestible diet compo-
nents, the colonic microbiota degrades complex glycans
and fulfils almost 20% of the calories present in a normal
diet; iii) development of the immune system: the conti-
nuous contact with the immune system maintains it alert
and in good shape to repel pathogens efficaciously and iv)
microbial antagonism, hinders colonization of our mu-
cosal surfaces by alochthonous, potentially pathogenic,
organisms. This works through three mechanisms: colo-
nization interference, production of antimicrobials and
co-aggregation with the potential pathogens. The micro-
biota can, sporadically, produce damages: opportunistic
endogenous infections and generation of carcinogenic
compounds.

Probiotics are “live microorganisms that when admi-
nistered in adequate amounts, confer a health benefit to
the consumer”. Prebiotics are undigestible glycans that
enhance the growth or activity of the intestinal microbio-
ta, thus generating a health benefit. Synbiotics are mixes
of probiotics and prebiotics that exert a synergistic heal-
th effect.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):3-9)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8701

Key words: Autochthonous microbiota. Probiotic. Prebio-
tic. Synbiotic.




La microbiota autéctona estd constituida por el
conjunto de microorganismos que colonizan estable-
mente la superficie epidérmica y la de las mucosas.
La microbiota juega un papel esencial en nuestra vida,
hasta el punto de que ésta serfa imposible en su ausen-
cia; por tanto, la relacion es, generalmente, mutualista
(beneficiosa para los dos socios de la simbiosis). Los
microorganismos que la componen son muy abundan-
tes, su nimero supera en unas diez veces al de células
de nuestro propio organismo y, por ejemplo, la mitad
del volumen de nuestras heces estd constituido por mi-
croorganismos que habitan en nuestro aparato digesti-
vo y que han sido arrastrados al exterior. Ahora bien, la
simbiosis puede convertirse en parasitaria si concurren
circunstancias especiales, principalmente disfunciones
de la respuesta inmune.

El conocimiento de la existencia de una microbiota
asociada a nuestro organismo es muy antiguo. Asf, en
la década de 1880 Theodor Escherich realizé extensos
estudios sobre la microbiota de las heces y su relacion
con la fisiologfa de la digestién, mientras que Albert
Ddoderlein descubrid, en 1892, los lactobacilos vagina-
les y su papel preponderante en la proteccion de esta
cavidad frente a las infecciones.

Siendo esto asi jcdmo se explica el enorme interés
que despierta la microbiota de ocupacion desde hace
unos 10-15 afios? Bdsicamente por dos razones:

— Se han introducido nuevas metodologias que han
incrementado extraordinariamente nuestra per-
cepcién de su diversidad y funciones,

— Se ha puesto el foco sobre los efectos beneficio-
sos que produce y su posible utilizacién en la pre-
vencion y tratamiento de procesos infecciosos,
autoinmunes y metabdlicos.

Clédsicamente, el estudio de la microbiota compren-
dia la toma de muestras (orina, heces, esputos, diver-
sos fluidos, etc.) su siembra en medios de cultivo, el
aislamiento de los organismos presentes a partir de las
colonias que aparecian en dichos medios y la identifi-
cacion, basada en la determinacién del tipo de estruc-
tura celular (observacién y tinciones) y las propieda-
des fisioldgicas (utilizacion de diferentes substratos,
resistencia a sustancias microbiocidas, etc.). El proce-
dimiento es extremadamente util, de hecho lo aplica-
mos desde que Robert Koch lo ideé en la década de
1870 y es una de las razones fundamentales por la que
la mortalidad asociada a procesos infecciosos pasé de
ser mds del 75% en su época a menos del 5% actual en
los paises desarrollados. Sin embargo, tiene una limi-
tacion importante. Es imprescindible que los organis-
mos presentes en la muestra de partida se multipliquen
en los medios de aislamiento inicial. Habitualmente,
dichos medios son muy ricos en nutrientes, por lo
que ausencia de elementos esenciales no suele ser un
problema. Ahora bien, muchos microorganismos son
anaerobios estrictos, es decir, el oxigeno del aire les
resulta venenoso. Esto también es conocido y, por ello,

se introdujo la incubacion en atmdsferas enriquecidas
en CO, e incluso, con ausencia total de O,. Ahora bien,
algunos organismos son tan susceptibles que se mue-
ren con solo trazas de O, (por ejemplo durante la toma
de las muestras) y, por eso, nos han pasado desaperci-
bidos.

Hacia el afio 2000 se inici6 el uso de lo que llama-
mos técnicas genotipicas de identificacion. En este
caso, el trabajo se centra en determinados genes que
son universales en un grupo microbiano y cuya se-
cuencia aparece conservada en las distintas especies
del grupo. Ahora bien, en dichos genes hay algunas
variaciones que permiten diferenciar a unas especies
de otras, de manera que si determinamos la secuencia
de un determinado gen, podremos adscribirlo a una
especie concreta. El ejemplo mds representativo de
gen universal es el correspondiente al ARN ribosémi-
co 16S (16 rRNA), que se encuentra en la subunidad
menor del ribosoma de la célula bacteriana, pero que
no aparece en ningtin otro tipo de organismo. En esta
metodologia se extrae el ADN presente en las mues-
tras, de manera que obtendremos el ADN de nuestras
propias células y el de los microorganismos presen-
tes, incluyendo a los protozoos y a los virus. Nos da
igual que dichos microorganismos se mueran al con-
tacto con el O,, porque sus caddveres adn albergan
su material genético. A continuacién procedemos a
amplificar la secuencia correspondiente al 16S rRNA
mediante PCR (un procedimiento que permite obte-
ner millones de réplicas de cualquier segmento de
ADN si conocemos la secuencia de los nucleétidos
que lo limitan). En este proceso, el ADN humano, el
de los protozoos y el de los virus no se amplifica, por-
que no poseen el gen del 16S rRNA; por tanto, este
procedimiento es, a la vez, un sistema de limpieza
del ADN no bacteriano. As{ obtenemos una mezcla
de los genes del 16S rRNA de todas las bacterias de
nuestra muestra. Secuenciamos dichos genes y com-
paramos las secuencias obtenidas con las presentes
en una base de datos que contiene las de todas las
bacterias conocidas. Asi podremos ir adscribiendo
cada gen de nuestra muestra a una especie bacteriana
concreta. Esta metodologia ha permitido descubrir
microorganismos nuevos, nos ha revelado que su
abundancia en el organismo es mucho mayor de lo
que pensdbamos y ha detectado bacterias concretas
en cavidades donde no se sabfa que vivian, debido a
que son poco abundantes alli.

Asi pues, nuestra visidn de la microbiota autéctona
y de lo que representa ha cambiado mucho y, sin duda,
lo hard mucho mds porque ain estamos en los inicios
de la aplicacién de las tecnologias gendmicas a su es-
tudio. Esto es lo que sabemos en el momento actual:

La microbiota de la piel: La piel es la capa mds ex-
terna del cuerpo; por lo tanto es fdcilmente colonizable
por los microorganismos ambientales. Sin embargo
estd, en general, seca, es dcida, sufre abrasiones con-
tinuas y los nutrientes son escasos, todo lo cual limita
mucho los microorganismos que pueden establecerse
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Tabla I

La diversidad taxonomica de los microorganismos que conforman la microbiota autoctona

Dominio Reino Filo Clase Ejemplo
Archaea Archaea A.IL. Euryarcheota Methanobacteria Metandgenos intestinales
) Gammaproteobacteria  Escherichia (intestino grueso)
B.XII. Proteobacteria - X
Epsilonproteobacteria  Helicobacter (estomago)
Clostridia lgchngsplra, Faecalibacterium, Roseburia
(intestino grueso)
B.XIII. Firmicutes — -
Bacteria Bacteria Bacilli Lactobacillus (vagina, intestino delgado),
Staphylococcus (piel), Streptococcus (boca)
Bifidobacterium (intestino grueso),
B.XIV. Actinobacteria ~ Actinobacteria Propionibacterium (piel, intestino grueso),
Corynebacterium (piel), Gardnerella (vagina)
B. XX. Bacteroidetes ~ Bacteroidetes Bacteroides, Prevotella (intestino grueso)
) Rhizopoda Amebas comensales (boca, intestino)
Protista Protozoa -
Mastigophora Giardia (duodeno)
Eukaryota Funei Ascomycota Saccharomycetes Candida (vagina, boca, intestino grueso)
ungt - - o
Basidiomycota Exobasidiomycetes Malassezia (piel)
Animalia Arthropoda Arachnida Demodex (4caros de la piel)

sobre ella. Estas condiciones tan inhdspitas se atentian
en las glandulas sudoriparas y sebaceas y en los folicu-
los pilosos, en los que hay mds humedad y nutrientes.

Las bacterias constituyen alrededor del 95% de la
microbiota de la piel, predominando las pertenecien-
tes a los Filos Actinobacteria (60% del total) y Fir-
micutes (25%). Las primeras estdn representadas por
corinebacterias y propionibacterias, mientras que Sta-
phylococcus epidermidis seria el representante casi
exclusivo de las segundas. También aparecen hongos,
principalmente del género Malassezia (que, como
veremos, son beneficiosos, pero cuya proliferacion
excesiva es el origen de la caspa) y dcaros (ardcni-
dos microscopicos) que viven en los foliculos pilosos
(Tabla D).

La colonizacién de la piel no es uniforme. En las
zonas mas secas, como los antebrazos, la parte ante-
rior de las piernas y el dorso de las manos, hay pocos
microorganismos y, paradéjicamente, la mayor diver-
sidad, lo que sugiere contaminacion continuada mds
que residencia estable. Los pliegues (ingles, axilas, es-
pacios interdigitales, etc.) son las zonas mds himedas
de la piel y en ellos predominan las corinebacterias y
los estafilococos. En ellas existen unas glandulas es-
peciales que segregan, ademds de sudor, un lubricante
que evita el rozamiento entre los dos lados del pliegue.
Esta secrecion es utilizada como alimento por las bac-
terias predominantes en cada zona, siendo los produc-
tos de desecho resultantes, los responsables de su olor
peculiar. Por dltimo, en las regiones sebdceas (el cuero
cabelludo, detrds de las orejas, la cara, la espalda, etc.)
predominan las propionibacterias y Malassezia, que
degradan los lipidos presentes en el “sebum” y libe-

ran 4cidos grasos, contribuyendo decisivamente al pH
dcido de la piel y en su proteccién frente al estableci-
miento de organismos patogenos.

El aparato digestivo presenta multitud de conduc-
tos y cavidades, en cada uno de los cuales encontramos
una microbiota caracteristica:

Boca: Multitud de bacterias, protozoos y levaduras.
El papel mutualista de muchas de ellas es discutible;
asi, los estreptococos y algunas otras bacterias causan
caries y otros problemas dentales, debido a que pro-
ducen 4cido que ataca el esmalte de los dientes. Las
levaduras son responsables de las aftas que aparecen,
con frecuencia, en la mucosa de las personas inmuno-
deprimidas.

Esdfago: No existe colonizacién permanente; el
eséfago es un conducto virtual (estd colapsado por la
musculatura que lo rodea para evitar regurgitaciones),
por lo que la comida se abre paso a su través y arrastra
a los posibles microorganismos que pudieran intentar
establecerse en él.

Estomago: Fundamentalmente lactobacilos. La aci-
dez estomacal es una barrera casi infranqueable para
los microorganismos que ingerimos con la comida y
la bebida, protegiendo asf al intestino frente a las in-
fecciones. La concentracidn de lactobacilos es tan baja
que no se sabe si ejercen alglin efecto mutualista sig-
nificativo. Por otra parte, aproximadamente el 40% de
la poblacidn alberga Helicobacter pylori, que se asocia
a la produccién de gastritis, dlceras pépticas e incluso
algunos tipos de cdncer gdstrico.

Intestino delgado: En duodeno la microbiota es
escasa, aun permanece parte de la acidez estomacal
y en €l desembocan los conductos biliar y pancred-
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tico. La bilis es toxica para muchas bacterias y el
fluido pancredtico contiene una serie de enzimas que
podrian, literalmente, digerir a las bacterias que se
establecieran alli. En yeyuno se va incrementando la
concentracion bacteriana, que estd formada princi-
palmente por lactobacilos. En ileon la concentracion
y diversidad de los microorganismos residentes au-
menta rapidamente y va reflejando paulatinamente la
que tendremos en el intestino grueso.

Intestino grueso: La densidad microbiana es enor-
me; estd dominada por bacterias, pero también hay
arqueas, hongos (levaduras) y protozoos (Tabla I).
Ademds de una enorme densidad, existe una gran di-
versidad; se calcula que hay mds de 500 especies ocu-
pando ese hdbitat, de manera que, en su conjunto, dan
lugar a un ecosistema extraordinariamente maduro y,
por tanto, resistente a la induccién de cambios desde el
exterior; es lo que se denomina la homeostasis intes-
tinal. Dentro de los grupos bacterianos que habitan en
el intestino grueso, los mds abundantes son los Firmi-
cutes y los Bacteroidetes, que constituyen aproxima-
damente el 35% del total en cada caso, seguidos por
las Actinobacterias, que serfan algo menos del 10%.
Los géneros mds abundantes dentro de los Firmicutes
son Faecalibacterium y Roseburia; al grupo de los
Bacteroidetes pertenecen las bacterias de los géneros
Bacteroides y Prevotella, que son los mds abundantes
en el hdabitat intestinal, siendo las Actinobacterias mads
frecuentes las encuadradas dentro del género Bifido-
bacterium. La inmensa mayoria de estas bacterias son
anaerobias estrictas; es decir, obtienen la energia que
necesitan a través de la fermentacion o de la respira-
cion anaerobia, siendo extremadamente susceptibles al
oxigeno. Esta limitacion las mantuvo en el anonimato
hasta que se desarrollaron los métodos independien-
tes de cultivo, que identifican a los microorganismos
a través del andlisis de la secuencia de nucledtidos de
sus genomas.

;Como se produce la colonizacion del aparato di-
gestivo? Inicialmente durante el parto, como conse-
cuencia del contacto del nifio con la microbiota vagi-
nal y la propia de la zona perineal. Esta colonizacion
se ve favorecida por el pH gdstrico relativamente
elevado y la secrecion atenuada de bilis, tipicas de
los recién nacidos. La evolucién posterior de la mi-
crobiota va a estar muy ligada al régimen alimenticio
del nifio. As{, durante los primeros meses solo tomara
leche, que promoverd el establecimiento de lactoba-
cilos y bifidobacterias; los primeros, porque metabo-
lizan la lactosa muy eficazmente y las segundas, de-
bido a que en la leche humana se encuentran una serie
de oligosacdridos complejos que utilizan muy bien.
Dichos oligosacdridos no se encuentran en la leche
de otros mamiferos y no son asimilables por nosotros,
por lo que parece que su funcién seria precisamente
favorecer el establecimiento de las bifidobacterias en
nuestro intestino. A los 5-6 meses de edad se inicia la
toma de papillas de frutas, lo que supone el aporte de
otros azicares y de polisacdridos y promueve la colo-

nizacién por bacterias de la divisién Firmicutes y la
diversificacion del ecosistema intestinal. Entre unas
dos semanas y un mes después se inicia la alimenta-
cién con purés de verduras, que contienen multitud
de polisacdridos complejos y facilitan la llegada de
los Bacteroidetes y el asentamiento definitivo de los
Firmicutes. La adicion paulatina de carne, yema de
huevo y pescado a los purés provocaria la coloniza-
cioén por Escherichia coli y otras proteobacterias, de
manera que en el momento del cambio a una dieta
adulta ya estarfan en el intestino todos los actores que
determinardn el asentamiento de una microbiota ma-
dura y compensada, lo que ocurre, mds o menos, a
partir de los dos afios de edad.

Microbiota del aparato genitourinario: Las dife-
rencias anatomicas y fisioldgicas del aparato urogeni-
tal de hombres y mujeres, obliga a que los tratemos
por separado.

Hombre: La microbiota es escasa debido a que la
orina lava la uretra periédicamente y a que el orificio
de salida estd muy separado del ano, que es la prin-
cipal fuente de contaminacion del aparato excretor.
Por eso las infecciones urinarias son infrecuentes en
los hombres, salvo que haya circunstancias predispo-
nentes como el uso de pafales; as{, son relativamente
comunes en ancianos y en nifios pequefios, siendo éste
el unico tramo de la vida en que la infeccién urinaria es
mds frecuente en varones que en mujeres.

Mugjer: Debido a la separacion entre la uretra y la
vagina, la orina no lava esta tultima cavidad, permi-
tiendo asf el establecimiento de una microbiota estable
en ella. Esto la hace, al mismo tiempo, susceptible a la
infeccion, fundamentalmente desde el tracto entérico,
debido a la proximidad de la vulva y el ano. La va-
gina es, ademds, una estacion intermedia que facilita
el acceso de la microbiota intestinal a la uretra, hasta
el punto de que, casi invariablemente, la infeccién de
la vejiga urinaria viene precedida por la presencia del
agente causal en la vagina. La corta longitud de la ure-
tra facilita también la llegada de microorganismos in-
deseables a la vejiga y la produccidn de cistitis y otras
afecciones renales.

Ahora bien, los microorganismos predominantes
en la vagina cambian con la edad y la actividad en-
docrina. Asf, en las niflas premendrquicas el epitelio
vaginal es fino y estd bastante seco, lo que determi-
na que la microbiota predominante sea la de la piel
mds un reflejo de la intestinal que contamina la zona
perineal. Esta microbiota es transitoria, de forma que
la colonizacién es permanente porque hay una fuente
continua de nuevos microorganismos. La llegada a
la pubertad, provocada por el inicio de la produccion
de estrégenos, va a generar un aumento del espesor
del epitelio vaginal y la secrecién de un exudado que
favorece la colonizacién por lactobacilos y, en menor
medida, por Gardnerella vaginalis, Candida albicans
y otros, que pueden convertirse en patogenos si pro-
liferan demasiado. Las especies de lactobacilos mds
habituales en la mucosa vaginal son L. crispatus, L.
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jensenii, L. gasseri y L. iners. Los lactobacilos pro-
ducen dcido l4ctico y agua oxigenada que eliminan a
los microorganismos de origen intestinal y controlan
la densidad de los patégenos potenciales. Durante el
embarazo se induce una cierta inmunosupresion para
evitar el rechazo del embrion, que expresard antige-
nos paternos y, por tanto, extrafios para el sistema in-
munitario materno. Este efecto se ve compensado por
el incremento de la concentracion de IgA y de célu-
las fagociticas y la disminucidn del pH vaginal. Este
dltimo efecto es debido al incremento de la concen-
tracion de lactobacilos y de la acidez que producen,
sobre todo durante el tercer trimestre del embarazo.
La raz6n de estos cambios seria doble; por un lado,
la proteccién de la mucosa vaginal y del feto frente al
desarrollo de procesos infecciosos por via ascendente
y, por otro, la eliminacion de posibles agentes noci-
vos que pudieran inducir patologia en la madre (fie-
bres puerperales) o en el recién nacido (por ejemplo,
meningitis por Streptococcus agalactiae), derivadas
de la infeccion en el momento del parto. La meno-
pausia provoca una gran disminucién del exudado
vaginal, de la densidad de los microorganismos re-
sidentes y el cambio de la microbiota predominante,
que pasa a estar constituida por bacterias intestinales
y de la piel, como ocurrfa durante la infancia. Como
consecuencia, disminuyen las infecciones vaginales
tipicas y aumenta la patologia urinaria, causada fun-
damentalmente por bacterias entéricas. Este efecto
puede revertirse parcialmente con terapia hormonal,
que mimetizard las condiciones de la vagina durante
la edad fértil y conducird, de nuevo, a la dominancia
de los lactobacilos en la cavidad.

Funciones de la microbiota autéctona. Las princi-
pales son cuatro y actian constantemente, razén por la
cual, paradéjicamente, pasan desapercibidas,

Suministro de nutrientes esenciales, como las vita-
minas y algunos aminodcidos, cuya necesidad de in-
gestion se modera gracias a los producidos por la mi-
crobiota indigena.

Aprovechamiento de nutrientes no digeribles: De
los muiltiples glicidos complejos que se incluyen en
nuestra dieta, solamente tres, la sacarosa, la lactosa
(no siempre) y el almidén, son digeribles por nuestras
propias enzimas. El resto, como la celulosa y las pec-
tinas de origen vegetal y los glicosaminoglicanos de la
carne (hepardn y condroitin sulfato entre otros) llegan
al intestino grueso casi intactos. Allf son degradados
por la microbiota autéctona que genera H,, CO, y dci-
dos grasos de cadena corta. Estos tltimos inhiben el
crecimiento de organismos patdgenos, son una fuente
de energfa fundamental para los enterocitos (principal-
mente el dcido butirico) y neutralizan los grupos amo-
nio generados por desaminacion de los aminodcidos y
otros nutrientes. Por otro lado, incrementan la presion
osmotica luminal, induciendo la secrecion de agua y,
junto a los gases generados, aumentan el volumen de
las heces, todo lo cual estimula el peristaltismo intesti-
nal. Por ultimo, los dcidos acético y propidnico van al

higado; alli, el primero es convertido en acetil coenzi-
ma Ay se integra en el ciclo de Krebs y en las rutas de
sintesis de lipidos, mientras que el d4cido propidnico se
incorpora a las rutas del catabolismo glucidico. Se pos-
tula que la microbiota coldnica contribuye con mds de
500 kcal diarias a nuestro metabolismo, siendo esen-
cial su actividad en los paises subdesarrollados, en los
que la dieta suele ser muy rica en glicidos complejos.

Desarrollo del sistema inmunitario: Las bacterias
en general y las de la microbiota de ocupacién en par-
ticular, presentan en su superficie componentes que
contribuyen a la puesta a punto de nuestras defensas
frente a la infeccion. Por tanto, el contacto continuo
entre ellas y el sistema inmunitario es una especie de
entrenamiento que lo mantiene en buena forma para
poder repeler con eficacia a los agentes infecciosos.

Antagonismo microbiano: Se refiere a la capacidad
de impedir el asentamiento de microorganismos fora-
neos, potencialmente patégenos, sobre nuestras muco-
sas.

Mecanismos implicados en el antagonismo mi-
crobiano. Existen tres principales, la interferencia
con la colonizacién de las mucosas, la produccion de
compuestos antimicrobianos y la coagregacién con los
patégenos potenciales.

Interferencia con la colonizacion: El estableci-
miento de un microorganismo en una cavidad de-
pende de su capacidad de adherirse al epitelio y de
aprovechar las condiciones ambientales de la misma.
La adherencia depende del reconocimiento entre mo-
Iéculas superficiales del microorganismo (adhesinas)
y del hospedador (receptores). El aprovechamiento
del ambiente incluye la utilizacién eficaz de los nu-
trientes disponibles y la adaptacion a las condiciones
del mismo (pH, pO,, etc). La microbiota de ocupa-
cion estd perfectamente adaptada a vivir en nuestras
cavidades, lo que explica que el establecimiento de
patégenos solo ocurra cuando se ha eliminado la mi-
crobiota normal (por ejemplo, tras un tratamiento con
antibidticos por via oral) o se produce una invasién
extraordinariamente numerosa (caso del célera o de
las toxiinfecciones por Salmonella).

Produccion de compuestos antimicrobianos: Las
bacterias de la microbiota generan multitud de sus-
tancias con capacidad antibidtica como los dcidos y el
agua oxigenada, que se obtienen por fermentacion de
los glicidos, y las bacteriocinas, que son péptidos que
forman poros en las membranas y/o inhiben la sintesis
de la pared bacteriana, siendo, por ello, bactericidas.

Coagregacion con los patogenos: Algunos miem-
bros de la microbiota se pegan a los organismos extra-
fios e impiden su union a la mucosa; al mismo tiempo,
la vecindad de ambos aumenta la efectividad de los
compuestos antimicrobianos que pudiera producir el
mutualista.

Perjuicios achacables a la microbiota de ocupa-
cién: Son fundamentalmente dos:

Infecciones endogenas: Los microorganismos au-
téctonos pueden comportarse como patogenos si pe-
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netran al medio interno o si se hacen muy abundantes.
Asi, Bacteroides es beneficioso en el intestino grueso,
pero se convierte en un patégeno muy peligroso si in-
vade la cavidad peritoneal. Una situacién de descom-
pensacion es la que conduce a la vaginitis causada por
C. albicans. Esta levadura forma parte de la microbio-
ta vaginal y en condiciones normales no es patdgena,
pero si, si se hace predominante en dicha cavidad.

Generacion de sustancias carcinogénicas: El me-
tabolismo de los nutrientes y los dcidos biliares por
la microbiota indigena conduce, en ocasiones, a la
generacion de sustancias que pueden transformar a
las células intestinales en tumorales. Por eso es im-
portante que los residuos permanezcan poco tiempo
en el organismo: habrd menor oportunidad de que se
generen moléculas nocivas y de que estas interaccio-
nen con las células de la mucosa del colon.

Organismos probiéticos. La Organizacién Mun-
dial de la Salud los define como “microorganismos
vivos que, cuando se administran en cantidades ade-
cuadas, confieren un beneficio a la salud del con-
sumidor”. En principio, cualquier componente de
la microbiota de ocupacién podria ser candidato a
convertirse en probidtico, ya que todos ellos contri-
buyen, potencialmente, a generar los beneficios que
otorga el conjunto. Sin embargo, en la préctica perte-
necen fundamentalmente a dos grupos microbianos:
los lactobacilos y las bifidobacterias. La razon de
esto es que son probablemente los unicos, dentro de
los que colonizan nuestras mucosas, que son inocuos
bajo (casi) cualquier circunstancia y que, por ello, han
sido reconocidos como organismos GRAS (Genera-
Ily Regarded As Safe) y QPS (Qualified Presumption
of Safety) por la Food and Drug Administration de
los Estados Unidos y la European Food Safety Au-
thority, respectivamente. Ahora bien, la falta de viru-
lencia es una condicién necesaria pero no suficiente
para considerar a un microorganismo como probid-
tico. Dentro de las caracteristicas deseables que de-
ben cumplir, estd la adaptacion a las condiciones de
la cavidad diana y una buena adherencia al epitelio
que la recubre (por eso se prefieren organismos con
ese mismo origen), la generacidén de sustancias an-
timicrobianas, la ausencia de resistencias transmisi-
bles a antibidticos y, sobre todo, que existan ensayos
clinicos que certifiquen que las expectativas deriva-
das de sus buenas propiedades in vitro, se cumplen
tras su administracién a voluntarios, previniendo la
aparicion de cuadros concretos o coadyuvando a su
resolucidn.

Beneficios asociados a la administraciéon de or-
ganismos probidticos: Aquellos para los que hay
una mayor evidencia se dividen en tres categorias:

Reversion de sintomatologias de mala digestion.
El ejemplo tipico es la resolucién de la intolerancia
a la lactosa. Los lactobacilos la degradan e impiden
asi que llegue sin digerir al intestino grueso y ocasio-
ne flatulencia, distension abdominal y diarrea, entre
otros sintomas.

Reposicion de la microbiota después de que la re-
sidente haya sido eliminada por cualquier causa. Los
casos mejor demostrados son la reversion de la diarrea
causada por tratamiento con antibidticos y la de las
diarreas infantiles producidas por rotavirus. En ambos
casos el organismo probidtico viene a ocupar la super-
ficie mucosa que ha quedado desierta, constituyendo
asf una solucién de emergencia que atenua los sinto-
mas y facilita la recolonizacién por los microorganis-
mos indigenas.

En este apartado se englobarfa también la preven-
cion de recidivas de vaginosis y de vaginitis media-
da por lactobacilos probidticos, administrados tras el
tratamiento especifico con los antibidticos apropiados.

Prevencion de la mastitis durante la lactancia. La
secrecion de leche aumenta la humedad de los conduc-
tos galactéforos y crea condiciones apropiadas para
el establecimiento de organismos patégenos en ellos.
Recientemente se ha demostrado de manera fehacien-
te que lactobacilos administrados por via oral pueden
colonizar los conductos e impedir el asentamiento de
bacterias indeseables, previniendo e incluso curando,
las mastitis.

Otros: Existen otras afecciones en las que los mi-
croorganismos probidticos parecen ejercer un efecto
beneficioso, aunque la evidencia no es tan sélida como
en los casos ya descritos; entre ellas podemos citar por
orden de mayor a menor evidencia, la enterocolitis
necrotizante (una afeccidén tipica de nifios prematu-
ros que, al ser poco frecuente, dificulta la obtencion
de datos con significacién estadistica), la enfermedad
inflamatoria intestinal y la colitis pseudomembranosa.

Prebiéticos: Se denomina asi a compuestos no di-
geribles, presentes en la dieta, que estimulan el cre-
cimiento o la actividad de los microorganismos au-
toctonos, resultando en un beneficio para la salud.
Estructuralmente son oligo o polisacdridos de fruc-
tosa (FOS e inulina respectivamente) o de galactosa
(GOS). También se usa la lactulosa (un disacdrido de
galactosa y fructosa) y el lactitol (galactosa y un po-
lialcohol derivado de la glucosa). Su objetivo es do-
ble; por un lado, promover la proliferacion de la mi-
crobiota indigena y, con ella, el antagonismo frente a
la colonizacién por microorganismos fordneos y, por
otro, potenciar los efectos positivos asociados al me-
tabolismo de los glicidos complejos. De hecho, estos
compuestos ya tienen un lugar en el Vademecum, aun-
que su accidn terapéutica no se asocie, cominmente,
con la microbiota autdctona. Asi, se utilizan como
agentes laxantes debido a su capacidad de aumentar el
peristaltismo (véase el apartado “funciones de la mi-
crobiota autéctona”) y en la prevencidn y tratamiento
de la encefalopatia hepdtica; en este caso, los dcidos
grasos derivados de la digestion de los prebidticos por
la microbiota del colon, neutralizan los grupos amonio
resultantes de la degradacion de los alimentos nitroge-
nados, evitando su paso a la sangre y la aparicién del
cuadro neuropsiquidtrico que se asocia a la incapaci-
dad de los enfermos hepdticos para eliminarlos.
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Simbidticos: Se denomina asi a la mezcla de uno
0 mds organismos probidticos con uno o varios com-
puestos prebidticos. Su objetivo es favorecer el desa-
rrollo/actividad de los probidticos y prebidticos com-
ponentes para potenciar sus propiedades saludables,
generando un efecto sinérgico entre ellos. Esto implica
que un producto solo puede ser denominado simbi6ti-
co si ha demostrado inducir un efecto beneficioso su-
perior al de la suma de los generados, separadamente,
por sus integrantes. Adicionalmente, se espera que esta
mejora se acompaifie de un incremento de la densidad
de los probidticos componentes o de las actividades
saludables a que dan lugar.
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Resumen

La obesidad es un importante problema de salud pi-
blica, ya que esta relacionada con varias enfermedades
cronicas, incluyendo diabetes tipo 2, hipertensién arte-
rial, dislipemia, enfermedades cardiovasculares y cancer,
entre otras. La microbiota intestinal se considera uno de
los nuevos factores que participan en la obesidad y los
trastornos metabdlicos. Animales y seres humanos obe-
sos tienen alteraciones en la composicion de la microbiota
intestinal en comparacién con sus homélogos delgados.
Ademas, se ha observado en ratones libres de gérmenes
que el trasplante de la microbiota procedente de ratones
bien obesos o delgados influye en el peso corporal, lo que
sugiere que el ecosistema intestinal juega un papel im-
portante en el control ponderal. Asimismo, determinadas
cepas de probidticos podrian regular el peso corporal al
influir en las funciones metabdlicas, neuroendocrinas e
inmunolégicas del hospedador. Con todo ello, nuestro
conocimiento sobre la influencia que la microbiota intes-
tinal tiene sobre la obesidad va avanzando, por lo que
cabe considerar que la modulacion de su composicion
mediante probiéticos podria ofrecer una nueva via para
el tratamiento del sobrepeso y la obesidad.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):10-18)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8702
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FAO: Organizacién de Alimentacion y Agricultura.

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud.

GALT: sistema inmunitario asociado al tubo digesti-
vo (del inglés Gut-Associated Lymphoid Tissue).

HMP: Human Microbiome Project.

SNC: sistema nervioso central.

SEPyP: Sociedad Espafiola de Probidticos y Prebio-
ticos.

ufc: unidades formadoras de colonias.

GABA: 4dcido gamma-aminobutirico.

IMC: Indice de Masa Corporal.

PBS: solucién salina (phosphate buffered saline).

LGG: Lactobacillus rhamnosus GG.
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ROLE OF PROBIOTICS IN OBESITY
MANAGEMENT

Abstract

Obesity is a major public health issue as it is related
to several chronic disorders, including type-2 diabetes,
high blood pressure, dyslipemia, cardiovascular diseases
and cancer, among others. Novel research shows that the
gut microbiota is involved in obesity and metabolic di-
sorders, revealing that obese animal and human subjects
have alterations in the composition of the gut microbio-
ta compared to their lean counterparts. Moreover, it has
been observed in germ-free mice that transplantation of
the microbiota of either obese or lean mice influences
body weight, suggesting that the gut ecosystem is a re-
levant target for weight management. Certain strains of
probiotics may regulate body weight by influencing the
host’s metabolic, neuroendocrine and immune functions.
Taken together, our knowledge about the influence of gut
microbiota on obesity is progressing. Therefore, modu-
lation of its composition through probiotics may provide
new opportunities to manage overweight and obesity.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):10-18)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8702
Key words: Gut microbiota. Probiotics. Obesity.

LPL: lipoproteinlipasa.

Fiaf: Fasting-Induced Adipocyte Factor.

Colesterol-LDL: colesterol transportado por lipopro-
tefnas de baja densidad (LDL, low-density lipoprotein).

FISH: hibridacion fluorescente in situ (del inglés
fluorescence in situ hybridization).

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (del in-
glés polymerase chain reaction).

LPS: lipopolisacdrido.

Introduccion: papel de la microbiota intestinal en
la salud y en la enfermedad

Los probidticos han sido definidos por la Organi-
zacion de Alimentos y Agricultura (FAO, Food and
Agriculture Organization) de las Naciones Unidas y
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como
“microorganismos vivos que proporcionan un bene-
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ficio a la salud del hospedador cuando son ingeridos
en las cantidades adecuadas™'. El término probidtico
fue utilizado por primera vez en 1965 para describir
microorganismos vivos no patégenos, como bacterias
mutualistas del intestino, con efectos beneficiosos
para el huésped, prevencion o tratamiento de enfer-
medades®. En los ultimos 15 afios su consumo se ha
universalizado gracias a su inclusion, entre otros, en
numerosos productos ldcteos fermentados. Los pro-
bidticos pueden representar una forma directa de op-
timizar la relacidn entre la microbiota y el organismo.
La microbiota intestinal se define como el conjunto de
comunidades de microorganismos vivos que colonizan
el intestino. Juntamente con las estructuras propias del
tubo digestivo, la microbiota intestinal contribuye de
modo importante a las dos funciones principales del
tracto gastrointestinal: nutricion, por la digestién y ab-
sorcion de nutrientes; y defensa, por desarrollo de sis-
temas de prevencion y rechazo de posibles agresiones
desde el mundo exterior®. Las funciones principales de
la microbiota intestinal o bien sus componentes o sus
metabolitos se resumen en la tabla I.

La microbiota intestinal podria considerarse un or-
gano mds, integrado en la fisiologia del individuo*.
Se ha llegado a considerar que en el cuerpo humano
hay 10 bacterias por cada célula humana®. Se estima
que el tracto gastrointestinal estd colonizado por unos
10" microorganismos pertenecientes a mas de 1.000
especies de tres Dominios —Eukarya, Archaea y Bac-
teria—, en su mayoria pertenecientes al Dominio Bac-
teria®. Durante los tltimos afios dos grandes proyec-
tos llevan a cabo la tarea de descifrar la estructura y
funcionalidad de la microbiota intestinal humana as{
como su relacion con enfermedades. Por un lado, el
Proyecto MetaHIT (http://www.metahit.eu) financia-
do por la Unién Europea, y, en segundo lugar, el Hu-

man Microbiome Project (HMP) (http://hmpdacc.org),
subvencionado por el National Institute of Health de
los Estados Unidos. El genoma colectivo de las espe-
cies microbianas que viven asociadas al ser humano
(microbioma), principalmente en el habitat intestinal,
tiene una capacidad codificante aproximadamente
unas 150 veces mayor a la del genoma humano, apor-
tando funciones metabdlicas adicionales al huésped’.
Cuando el microbioma se agrupa por genomas perte-
necientes a diversas especies, se denomina metageno-
ma. El metagenoma intestinal de individuos sanos de
diferentes poblaciones humanas se puede clasificar en
tres enterotipos, segun posean la microbiota significa-
tivamente enriquecida en Ruminococcus, Bacteroides
o Prevotella'. Otros trabajos han relacionado directa-
mente los enterotipos con la dieta, concretamente el
enterotipo Bacteroides se relaciona con dietas ricas en
proteina y grasa animal y el enterotipo Prevotella con
una dieta rica en carbohidratos'!.

En los ultimos afios se estdn produciendo grandes
avances que aportan una nueva perspectiva al papel de
la microbiota intestinal en la funcién digestiva y de
su relacion con enfermedades gastrointestinales croni-
cas. Ademds, también se ha puesto de manifiesto que
diversas enfermedades que tienen poca relacion apa-
rente con el intestino conllevan cambios notables en
la microbiota, como la obesidad, la diabetes tipo 2, la
enfermedad cardiovascular, la enfermedad atépica, la
encefalopatia hepdtica y mds recientemente la esqui-
zofrenia y el autismo, debido a que se han encontrado
interacciones entre la microbiota intestinal y el siste-
ma nervioso central (SNC)!2. En estas enfermedades
caracterizadas por un desequilibrio (disbiosis) en la
composicion bacteriana de la microbiota intestinal en
comparacién con el patrén considerado normal, los
probidticos son una estrategia prometedora.

Tabla I
Funciones principales de la microbiota intestinal”®

. Funciones nutritivas y metabdlicas:

Fermentacién de los carbohidratos de la dieta no digeribles (polisacdridos y oligosacdridos) y del moco endégeno. Constitu-
ye una fuente de energfa importante para la proliferacion bacteriana y produce dcidos grasos de cadena corta que el huésped
puede absorber, con lo que se favorece la recuperacién y absorcion de iones como el calcio, hierro y magnesio.

La diversidad genética de la comunidad microbiana proporciona enzimas y actividades metabdlicas que no estdn presentes
en el genotipo humano.

Sintesis de ciertas vitaminas (K, B,,, biotina, dcido félico y pantoténico).

Sintesis de aminodcidos a partir del amonfaco o la urea.

Modulacién del metabolismo de la grasa.

. Funciones de proteccion:

Efecto “barrera”: a través de diferentes mecanismos la microbiota intestinal previene la invasién de microorganismos patégenos.

. Funciones trdficas:

Control de la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales.

Desarrollo y modulacién del sistema inmunitario asociado al tubo digestivo o GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissue).
El 80% de las células inmunocompetentes del organismo estdn alrededor de la luz del tubo digestivo y la produccion mds
importante de inmunoglobulinas tiene lugar en la mucosa gastrointestinal. Ademads, existe una comunicacién bidireccional
entre el cerebro y el sistema gastrointestinal y la microbiota, a través de diferentes péptidos.
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En relacidn a la interaccion de la microbiota intesti-
nal con el sistema nervioso, desde hace algin tiempo
los neurobidlogos han explorado el posible impacto
de la microbiota intestinal en la funcién del cerebro
y cémo esto podria modular el comportamiento (eje
microbiota intestinal-sistema gastrointestinal-SNC).
Por ejemplo, se sabe que al menos dos tipos de bac-
terias de la microbiota del intestino humano producen
dcido gamma-aminobutirico (GABA), un neurotrans-
misor inhibitorio del SNC que estd involucrado en de-
presion, ansiedad y trastornos cardiovasculares'®. La
investigacion emergente sugiere que las alteraciones
en la microbiota intestinal pueden tener manifestacio-
nes inmunes y no inmunes mads alld del medio gas-
trointestinal. En estudios recientes se afirma que los
probidticos pueden ser utilizados en los estados de
estrés y en la enfermedad crénica. Diversos trabajos
realizados tanto en humanos como en animales apo-
yan la idea del efecto inmunomodulador de los pro-
bidticos en general. Concretamente en este sentido, se
han estudiado con mayor profundidad dos modelos de
estrés psicoldgico como son el asociado con exdmenes
académicos y la anorexia nerviosa, observandose que
en ambas situaciones el consumo de estos productos
permite modular la inmunocompetencia, mediante la
regulacidn de las concentraciones de citoquinas, inmu-
noglobulinas y la funcién linfocitaria. También estdn
bien documentados los efectos inmunomoduladores
beneficiosos de los probidticos en modelos fisicos de
estrés como cdncer, diarrea, deporte, llegando incluso
a veces a aconsejarse el consumo de estos productos
para paliar en cierta medida los perjuicios producidos
por dichas situaciones. Bajo condiciones de estrés los
probidticos pueden jugar un papel importante en la re-
gulacion de la homeostasis. Sin embargo, los mecanis-
mos de inmunomodulacién que mitigan los cambios
causados por el estrés deben ser aclarados, para lo cual
es necesario seguir investigando'*'6.

La mayoria de los probidticos comerciales son prin-
cipalmente bacterias de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium. Para la seleccion de probidticos se
buscan cepas no patogénicas del contenido intestinal o
de heces de individuos sanos que cumplan las caracte-

risticas que se esquematizan en la tabla II.

El uso de los probidticos ocupa un lugar cada vez
mds importante en la Medicina Clinica. Segtin se des-
prende de las declaraciones consensuadas del Works-
hop “Probiéticos y salud. Evidencia cientifica”, la So-
ciedad Espafiola de Probidticos y Prebidticos (SEPyP)
apuntd ya en 2010'7 que los efectos beneficiosos para
la salud deben demostrarse mediante estudios realiza-
dos en poblaciéon humana con metodologia cientifica
adecuada. Por otro lado, los efectos saludables demos-
trados para una cepa microbiana especifica no son ex-
trapolables o atribuibles a otras cepas de la misma es-
pecie y dependen del nimero de unidades formadoras
de colonias (ufc). Ademds, una cepa microbiana con
categoria de probidtico por haber demostrado eficacia
en una indicacién concreta no es necesariamente vali-
da para otras indicaciones.

Microbiota intestinal y su relacion con la obesidad

La obesidad es el resultado de un aumento de la gra-
sa corporal y, segin la OMS'8, en adultos se define a
partir de un valor de Indice de Masa Corporal (IMC)
igual o superior a 30 kg/m? La prevalencia de la obe-
sidad ha aumentado en las ultimas dos décadas y se ha
convertido actualmente en una crisis mundial de salud
publica por sus comorbilidades asociadas tales como
diabetes tipo 2, hipertension arterial, dislipemia, enfer-
medades cardiovasculares y cdncer, entre otras'’.

El desarrollo de la obesidad en una persona estd
determinado por una compleja interaccién entre fac-
tores genéticos, ambientales, culturales, sociales y el
gasto energético, el cual estd altamente influenciado
por el nivel de actividad fisica de cada individuo. Re-
cientemente, la microbiota intestinal se considera uno
de los nuevos factores que participan en la obesidad
y los trastornos metabdlicos asociados. Animales y
seres humanos obesos parecen presentar alteraciones
en la composicién de la microbiota intestinal en com-
paracién con sus homélogos delgados®. Sin embargo,
por prometedora y atractiva que resulte esta hipdtesis
hay que tomarla atin con cautela, puesto que no todos

Tabla IT
Caracteristicas que debe cumplir un probiotico (adaptado de FAO/OMS 20061)

— Seguro (no patégeno, ni inflamatorio y sin resistencia a antibidtico).

— Resistente al pH del estomago, jugos pancredticos y dcidos biliares.

— Adhesidén a mucus o a células epiteliales.

— Proliferacién/colonizacién en el tracto digestivo (temporal).

— Actividades deseables (inmunoestimulaciodn, actividad anticarcinogénica,...).

— Con efectos beneficiosos validados clinicamente para condiciones especificas. El probidtico debe mantener activa su capaci-
dad beneficiosa cuando alcanza los lugares donde interacciona con el hospedador.

— Estabilidad y viabilidad durante la vida util del producto en el que se administra, el cual debe contener la cantidad de mi-

croorganismos necesarios para proporcionar el beneficio.
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los resultados de investigacion son consistentes. Re-
cientemente se han buscado las relaciones entre IMC
y composicion taxondmica del microbioma intestinal
utilizando las bases de datos o la informacion extrai-
da de los grandes proyectos metagenémicos HMP y
MetaHit y algunos otros mds pequefos, y los autores
llegan a la conclusién de que la variabilidad entre es-
tudios es mucho mds grande que la variabilidad entre
sujetos obesos y delgados, y no es posible identificar
una “firma” taxondmica unica para la obesidad en el
microbioma intestinal**>. En consecuencia, atin que-
da mucho por hacer en esta materia. Con todo ello en
perspectiva, cabe considerar que la modulacién de la
composicion de la microbiota intestinal mediante el
uso de probidticos podria ofrecer una nueva via para el
tratamiento del sobrepeso y la obesidad®.

Microbiota intestinal y obesidad: evidencia a partir
de estudios con ratones

La hipétesis de que la microbiota intestinal podria
actuar como un factor favorecedor del almacenamien-
to de grasa en el organismo surge a partir de la obser-
vacion de Backhed y col.?® en 2004 de que los ratones
sin microbiota intestinal (ratones axénicos), a pesar de
consumir un 30% mds de alimento que los ratones con-
vencionales (colonizados con microbiota intestinal) de
la misma edad y peso, tenfan un 42% menos de grasa
corporal total. El trasplante de la microbiota intestinal
de ratones convencionales donantes al tubo digestivo
de ratones axénicos receptores (convencionalizacién)
produjo en tan solo 10 dias un aumento del 57% de
su grasa corporal total, y a las 2 semanas habian de-
sarrollado resistencia a la insulina, todo ello pese a la
disminucion del consumo de alimentos y al aumento
de actividad. El mecanismo implicado se basa en el
hecho que la actividad de la lipoproteinlipasa (LPL),
una enzima implicada en la captacién celular de dcidos
grasos a partir de las lipoproteinas y en la acumula-
cion de triglicéridos en los adipocitos, aumenta en los
animales convencionalizados. Esta mayor actividad
LPL se debe a la inhibicién por la microbiota intes-
tinal de la hormona Fiaf (Fasting-Induced Adipocyte
Factor), que se expresa constitutivamente en la muco-
sa intestinal de los ratones axénicos y que actia como
inhibidor circulante de la LPL. La hormona Fiaf seria,
por lo tanto, un mediador clave en la capacidad de la
microbiota de promover el almacenamiento de grasa
en los adipocitos del huésped. Como consecuencia, los
ratones axénicos se ven protegidos de la ganancia de
peso cuando reciben durante 8 semanas una dieta hi-
percaldrica.

Por otra parte, se ha observado un aumento en la
concentracion relativa de Firmicutes y una reduccion
de Bacteroidetes asociado a la obesidad, al comparar
la microbiota intestinal distal de ratones genéticamente
obesos ob/ob (deficientes en leptina) con sus compa-
fieros de camada delgados (ob/+ o +/+)*. El consumo

de una dieta alta en grasa se asocia a una inflamacion
crénica sistémica de bajo grado y altera la microbiota
intestinal. Mujico y col.”® pusieron de manifiesto que
en un modelo en ratones de obesidad inducida por una
dieta alta en grasa (21,3% de carbohidratos, 18,4% de
proteinas, 60,3% de grasas y 6,5% de fibra), la suple-
mentacién con 1500 mg/kg/dia de un compuesto deri-
vado del 4cido oleico (BTSA-Biotecnologias Aplica-
das S.L.) contrarrest6 la disbiosis intestinal inducida
por el alto contenido en grasa en la alimentacién de
los ratones de este grupo y se asocié a una reduccién
significativa del peso corporal. Estos resultados ponen
de manifiesto el papel de determinados dcidos grasos
de la alimentacidn en la prevencién de la obesidad, un
efecto mediado por cambios en la composicién de la
microbiota intestinal.

El impacto que ejerce el consumo de probidticos so-
bre diferentes pardmetros relacionados con la obesidad
se ha estudiado administrando diferentes cepas de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium en ratones.
Se han llevado a cabo multiples estudios con metodo-
logfas bastante similares que han mostrado reduccion
de peso corporal en ratones alimentados con dieta alta
en grasa a los que se les administraba o suplementaba
la dieta con una o varias cepas probidticas. En general
estos ensayos mostraban también un menor peso del
tejido graso de diversas localizaciones abdominales.
Sin embargo, estos estudios han puesto de manifiesto
diferencias entre especies y cepas en cuanto a su efecto
anti-obesidad, asi como en cuanto a los que parecen
ser los mecanismos implicados en los hallazgos des-
critos. Estos mecanismos incluyen la modulacién de
la absorcion y excrecion de grasa, la reduccién de la
endotoxemia y la inflamacion y la modulacién de nu-
merosos genes implicados en la lipogénesis hepatica
y/o la lipolisis de tejido adiposo. Sin dnimo de ser ex-
haustivos, éstos que se describen a continuacion serian
algunos de los trabajos publicados en modelos anima-
les de obesidad.

En un estudio con ratones, el grupo al que se le
administraron 1x10® bacterias viables del probidtico
Lactobacillus sakei NR28 durante 3 semanas mostrd
una reduccion significativa en el peso corporal total,
debido a que la ganancia de peso durante el experi-
mento y el contenido de grasa epididimal fueron me-
nores, en comparacién con el grupo control de ratones
alimentados unicamente con 10 mL de solucién sali-
na (PBS, phosphate buffered saline). A diferencia del
grupo tratado con L. sakei NR28, al grupo al que se
le administraron 1x108 bacterias viables del probidtico
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), mostré una re-
duccion significativa solo en el contenido de grasa epi-
didimal®. En otro estudio?’, en ratones con obesidad
inducida por una dieta alta en grasas (45% de grasas,
35% de carbohidratos y 20% de proteinas), se evalud
el efecto de la administracion durante 8 semanas de
10® y 10° unidades formadoras de colonias (ufc)/dia de
la cepa probidtica Bifidobacterium breve B-3 sobre el
peso corporal y la microbiota intestinal. Tanto el grupo
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de ratones al que se le administraron 108 ufc/dia como
al que se le administraron 10° ufc/dia de la cepa B.
breve B-3, mostraron una reduccidn significativa en el
contenido de grasa epididimal de la yema de los de-
dos, en comparacion con el grupo control de ratones
que solo recibid la dieta alta en grasas con las mismas
caracteristicas que los grupos experimentales y utili-
zando como vehiculo leche desnatada. Es de destacar
que la cepa B. breve B-3 mejoré los niveles séricos de
colesterol total, glucosa basal (en ayuno) e insulina,
siendo los efectos dosis-dependientes. Por otro lado, la
cepa B. breve B-3 aumentd tanto a nivel de colon como
de la grasa epididimal la expresion de los genes de pro-
glucagén y adiponectina, ambos relacionados con el
metabolismo lipidico y la sensibilidad a la insulina.
Finalmente, el contenido en bacterias del género Bifi-
dobacterium en el contenido cecal y en heces aumentd
significativamente con la administracion de la cepa B.
breve B-3, en comparacién con el grupo control. Los
resultados de este experimento ponen de manifiesto el
potencial de la cepa estudiada B. breve B-3 en la re-
duccidn del riesgo de obesidad. Por otro lado, Bomhof
y col.®observaron que el efecto beneficioso de la cepa
probidtica Bifidobacterium animalis subespecie lactis
BB-12 sobre el perfil metabdlico de ratas obesas solo
se manifestaba cuando se administraba conjuntamen-
te con el prebidtico oligofructosa. Este resultado pone
de manifiesto que la combinacién en conjunto de un
probidtico junto al prebidtico puede tener un papel po-
tencial en el manejo de la obesidad.

Microbiota intestinal y obesidad: evidencia a partir
de estudios con humanos

Varios estudios ecolégicos han revelado la asocia-
cion entre la composicién de la microbiota intestinal
y el peso corporal y el importante papel desempefiado
por la dieta en estas interacciones®.

Estudios observacionales realizados en humanos
establecen asociaciones entre determinados compo-
nentes de la microbiota intestinal, la obesidad y la
regulacién del peso corporal®. Se ha observado que
los adultos humanos obesos sometidos a una dieta hi-
pocaldrica (tanto baja en grasa como baja en hidratos
de carbono) muestran incrementos significativos en
las proporciones fecales del phylum Bacteroidetes o
subgrupos del género Bacteroides, junto a una para-
lela pérdida de peso, acompafiados en algunos casos
de reducciones del phylum Firmicutes o sus subgrupos
(Clostridium)®. Asimismo, se ha asociado con la obe-
sidad una menor proporcion de Bacteroidetes y una
mayor proporcién de Actinobacteria, tras comparar la
microbiota fecal de sujetos obesos y delgados en ge-
melos humanos®..

El estudio multicéntrico EVASYON?* (Desarrollo,
implantacion y evaluacion de la eficacia de un progra-
ma terapéutico para adolescentes con sobrepeso/obesi-
dad; www.estudioevasyon.com) ha probado que tanto

una dieta baja en calorias como el aumento de la acti-
vidad fisica inducen cambios en la estructura de la mi-
crobiota intestinal de los adolescentes obesos, que se
correlaciona con la reduccion del z-score de la pérdida
de peso y del IMC**. Las proporciones de Clostri-
dium histolyticum, Clostridium lituseburense y Eubac-
terium rectale/Clostridium coccoides disminuyeron
significativamente, mientras que las proporciones en-
tre los grupos de Bacteroides-Prevotella aumentaron,
después de la intervencidn en adolescentes que experi-
mentaron una reduccidn significativa de peso (8,1% de
su peso corporal) segun se determind por hibridacién
fluorescente in situ (FISH)**. Cuando se analizé la mi-
crobiota mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) cuantitativa en tiempo real, se detecté un au-
mento en el nimero de grupos Bacteroides fragilis y
Lactobacillus y una reduccion del grupo Clostridium
coccoides y de los nimeros de Bifidobacterium lon-
gum en aquellos adolescentes que experimentaron una
importante pérdida de peso tras la intervencion. La efi-
cacia de las intervenciones sobre el estilo de vida en
las pérdidas de peso parece estar influenciada por la
composicion de la microbiota de cada individuo. No
obstante, también existen estudios contradictorios y no
se conoce con certeza qué grupos bacterianos son los
realmente relevantes en la obesidad™®.

Ademds de asociarse a cambios especificos de
phylum y grupo en la microbiota, la obesidad también
se correlaciona con una menor diversidad bacteriana.
Las personas poco activas y obesas tienden a presentar
una menor diversidad microbiana, que se acompafia
de mayor adiposidad, resistencia a la insulina y un fe-
notipo inflamatorio mds pronunciado comparado con
aquellos individuos que presentan una alta diversidad
microbiana®*’,

Hasta la fecha, han sido pocos los estudios que se
han llevado a cabo en humanos para examinar el efecto
de los probidticos sobre el peso corporal. Comparado
con los resultados mayoritariamente favorables de los
estudios realizados con animales, los ensayos clinicos
con humanos presentan poca evidencia para recomen-
dar el papel de los probidticos contra la obesidad (Ta-
bla III).

Conclusiones

Cada vez hay mayor evidencia sobre el hecho de que
la microbiota intestinal puede ejercer un alto impacto
sobre el estado nutricional y la salud del hospedador,
a través de la modulacion neuroinmunoendocrina. De
hecho, actualmente se considera uno de los nuevos
factores que participan en la etiologia de la obesidad
(Fig. 1). En modelos animales, las modificaciones de
la microbiota intestinal inducidas por probidticos han
conducido a una mejora del proceso inflamatorio en
paralelo a la mejora de la sensibilidad a la insulina y
disminucion de la adiposidad, asi como de marcadores
de riesgo cardiovascular. No hay demasiados ensayos

14

SIMPOSIO: MICROBIOTA'Y OBESIDAD



‘BSRIS BSBW B[

1 e10d100 osad [9 21q0s $0399J0 UIS
‘¢ odni3 [0 uo

oud30ULIQI) 9P SOPBIUAWNE SI[IATU

W/ 8F°C F 6°6T ‘DN ‘SoUe T1°01 F €8¢
:pepa ‘(saxxfmuw £ £ saxquioy ¢) O] = u ‘G odnin
W/SY LET F 0°0€ DA ‘SOUE 98°L F $°6¢€
:pepa ‘(saxofnuw ¢ A seIquioy ) 4] = U ‘4 odnin
JW/3Y 07°C F 1°0€ DAL ‘SOUE 00°8 F 8°LE ‘PEPd
‘(serelnw 71 A se1quioy 4) 91 = u ‘¢ odnin
JW/8Y 79°T F T°0€ DI ‘SOUE 86°8 F 6°LE “PEPd
‘(sarelnw (] £ sarquioy 4) 41 = u ‘g odnin

JW/SY 08°C F T°0E DA ‘SOUE O%'8 F 9°8¢ :pepd

oforered

U9 UOTOUIAIUT
‘0qaoeld uoo ope|
-01}u09 ‘03910 9[q

oqooed sensdeo sop :¢ odnin
JuawredTwInb epejusuLId) 9o 4 odnin
(eIp/2J0 1, 01~)

Tu/opn [ “snprydowtiay *§ K (eIp/om (O1~)
TwyoIn 01 ‘wn1oanf sn2020423u7 ¢ odnin
(BIp/oJM ;01 ~) TW/ON (O “SnsOUUDIY.L

7 K Twiyon (0 ‘snpydoutiayy *§ iz odnin
(BIp/230 (O] ~) TW

/o 01 “snjrydopiop snjjopqoor K uwy/om
,01 ‘snpydoutiayy sn220203da.gg 11 odnio

DIOUILJ2Y

& svorypuodoup sopipapy

157 K T@T-10I9)S[09 [op UOIOONPIY — SBUBWDS § ‘(saxofnur g1 A saxquioy ) 9T = u ‘T odnin -op ‘OpezLojedy 1UOD BPRIUSULIDY YO
(e1p/3 001) (JONUOD) [BUOIOUIAUOD INFOX
‘Texod1os osad [9 u? soiquued (e1p/3 011) (1) wmuaui1af snjj1ovqo;
urs ‘wmpuauiidf 7 K snioaojlun g AW/3Y L0 F 9°T€ :[erorur opezno  -op7 p Tu/dIm (OTX80T 9P § 0] uod 3ox
uod ojudrween [op sondsop [erod DIAI ‘SOUB T F €°Of :pepa ‘(saralnw g & saiq ‘03910 9[qOp (e1p/3 011) (V1) SnLoa0juw snjjonqoy
ov -10O ©SRI3 BSBW B 9P UOIOONPAY  SEBIP €F -woy O]) 8 = U ‘osada1qos uod soues sojalng ‘OpeZLIOIedY  -2p7 9P TW/OIN (OIX6E] 9p S 0] uU0d InJox
‘Tonuod odni3 19 ud owoo [ejudwLIAd A P17
-x9 odni3 [9 ud ojue} re[nosjowr osad F €611 :[PUTWIOPQE [BISOSIA BSRIS 9P BAIR ‘W
o3[ ap eunoduodipe ] 9p OjuaWNY /3N LT FTLT :DINI ‘SOUR [‘6 F T'6F :pep? ‘(sa1
'6S0zLdS -ofnw 4] £ saxquioy (O¢) 4 = U :;Jonuod odnin
1428503 "7 u0d 0o1o1qoid 30X [9 A 9YT F €LT1
uoo opeyen; odni3 [0 U9 (96°7) vIOpRD :[eUTWOPQE [BISJSIA BSRIS Op BAIR W/ LT F
K (98°T) BINJUIO 9P BIOUAIFUNIIID K G’ LT :DINI ‘SOUR €6 F €S :pepa ‘(seralnur 47 A
(%$°1) DAL “(%t'1) [e103 [er0d100 SAIqUIOY 67) € = U :GGOTLAS Masss T odnin 0dIUPINNU
osad [op uoroonpar feaupindgns A A0 68/ T-7 18 dnud  ‘ogadeld uod ope| (Tonuod) (e1p/3 00T) Teu
[eUIWIOPQE [BIAISIA BSBIS 9P SEAIR [EUTWIOPQE [BIIOSIA BSEIS Op BaIR A ,W/3Y £°0f -O0NUO0D ‘032910 9[q  -01ouaAu0d 3ok *sa (eIp/3 007) SS0ZLIS
6€ SB[ 9P 9%9‘p UN BISLY UQTOONPY —SBUBRWAS 7] -7’ ¥ anud DA :0s2da1qos uod soues s0jang  -Op ‘OpRZIIOIRAY  142SSDS snjj100qo1ovT U0d 0o101qoid m3ox
GS0ZOT uod 1304 :[ejuswiIadxe opoLg
"BINJUID ] P BIOUAT (Sseuewas ) OpeA®] 9p OpOLIdJ
-QJuUNOIId B[ U 1u DA ‘Terodiod osad (seuewas ) GSOZOT uls InJ0A :J0NU0d OpOLId]
[9 U2 OIqUIBD UNTUTU OAIISQO S ON (soxafnu) ;w3 0jalns
'saIqI[ soseid 1 F 6°6T A (serquioy) w3y G'T F T 2D -t ‘oqaded (e1p/3 002) ($50TOD
sop1og op ounke ud A sorerpueadisod ‘SOUR 99 F [‘I G :pepa ‘(saralnuw ¢ A sarquioy Uuod OpPR[ONUOD  GGOTLAS M2sSD3 $N]j19Dq01ODT U0 INFOX
8¢ SOJLIPS SO[QAIU SO[ 9P UQIOONPIY — SBUBWDS } GT) 0 = U ‘erudprrddr3miadiy uods sojelng ‘o3aro ordurg (e1p/3 00T) TRUOIOUIAUOD INFOX
poifpsolqiq SOHOGPIFUL $210PDIDULOL] uo1ID.Mq sojalns ap orounp 01pnisa 1ap ouasiq s1sop £ 001301044

+£502110qIaUl $2.10pP2IPUI01q £ 0Sad 2P PIDUPUDS U0 UO1ID]2L £ $021101qUIIS K S001101GOAd UOD SOUDWINY UD UOIIUIALIIUL IP SOIPNIST

111 BlqeL

15

El papel de los probiéticos en el manejo de la obesidad



'SOUBS JUAWEBDIUI[D UBR)S OIpNIsd [P sojalns sof ‘oLrenuod of anbyroadsa as anb 19s Ou W Tepup)sd UOIORIASIP F BIPAW 0w0d uddnpoidar as JIA] [ £ sojalns so[ Ip pepa e

14

-oonorquuts odni3 [9 ud (ounke ud)
[eseq erwadI[3 B] 9P UOIooNpaI A 09
-119S "T(H-[0T2ISO[0d [P 0JUSWIOU]

Selp 0¢

W/3Y 68°0 F 17°8CT :DINI

‘soue /T F 68°9S :pep2 ‘6 = u ‘0qoaoe[d odnin
W/3Y 8L°0 F OL'LT :DINI ‘Soue

0T F L¥'SS :pepa ‘6 = u :0onoiquis odnin

7 odn sajaqerp uod saralny

oporered

UQ UOTOUIATIUT
‘oqooe[d uoo ope|
-01uo0d ‘03210 9[q
-0p ‘OpeZIIOIRA[Y

oqaoeld K eip/3 7 :sop
-LIEORSOSI[O0IONL BIP/JN (]~ “TW/JN 40T
aunpifiq g K snjydoprop 7 uod 0onoIquIlg

Sy

*SOPRIPN}SS SOT)W

-paed sof op ounSuru ud $0J09J0 UI§

SosouW ¢

W/ 9T F 76T :DNI ‘soue

ST F 9°0F :pepe ‘0] = u ‘oues [o1u0d odnin
W/3Y 9°¢ F 9°T¢ (DA ‘Soue

68 F ‘PG :pepa ‘G = U ‘Jepuplsd ojudrueIen)
odni3 ‘0o1]0qeIoW SWOIPUIS U0 SIUAIRJ
W3 €' F H6E

:DIAI ‘SOUR H*[] F [ G :pepa ‘¢[ = U ‘0dnolq
-o01d odni3 ‘oo1[0qEIoW SWOIPUIS UOD SAUAIOB]

oporered

U9 UOIOUIAIUL
‘ope[onuod
‘OpeZII0)ed Y

oqooe[d ou/an304 uod oues [01UOD)

0qaoe[d ou/n3oL uoo repup)se opudIweIeI],
(e1p/oyn 4,01~ “Juw/oyn

40T) ©101IYS 12512 7 u0d 0o11o1qoid m3ox

144

*SOJIO0ILIQ SO[ Op BSE[BIED PEPIA
-1108 B[ A BUI[NSUI B] A1OS SOJ02J2 UIS

"OpIyap[RIpUOTRW

9P BOLIPS UOTORIIUOUOD B[ AP UOTD
-NUIWSIP ¢[)0) QJUBPIXOIUL OPLIS
[9p £ s031001119 SO[ 9p eseprxorad
uonein|3 A esejnwisip oprxosadns
B[ 9P PEPIANIOR B] 9P OJUSWAIOU]
01V euiqo[Sowdy A (ounke

ud) [eseq eSOON[S B[ 9p UOIOONPAY

SBUBWS 9

W34 69°C

F §6°8C :DINI ‘SoUe 89°/ F £8°(0¢ :pepo ‘(seral
-nw g £ sa1quioy [[) 0§ = U ‘Jonuod odnin
WS 0E'y F ¥1°6T :DINI ‘Soue T¢'L F

00°1¢ :pepa ‘(saxdfnu 81 £ saxquioy 1) o¢ = u
‘oonorqoid odnin) ‘gz odn sajoqeIp uod sajuaroeq

oforered uo
UOTOUQAIUI ‘Ope[
-01uod ‘03310 9[q
-0Op ‘OpRZLIO)edY

([01U02) [BUOTOUAAUO0D INTOA

'SA (BIP/op0 (O [~ ‘S/opn 40 1) ST snyiydopion
7 K 2199 s1ov] g uod 0ono1qoid m3ox

194

*S00119s sopIdI] op sa[ATU A DAL
‘Te10d109 0sad [9 21q0s 0109)9 UIg

SeUBWOS 9

W/3Y 0°C F 8°€T 2D

‘SOUe ¢€‘/ F €‘6S :pep9 ‘0¢ = u 1n3ok uis odnin
W/BY H°T F 0°€T :DNI ‘soue

8°9 F G‘]C PeP2 ‘O¢ = U ‘TRUOIOUdAUOD odnin
JW/SY $°T F 04T 2O ‘SOUE O°L F L°09

:pepa ‘0¢ = u ‘oonoiqoid odni) ‘seues saralnjn

oforered uo
UQIOUIAIUI ‘Ope|
-onuoo ‘o3aro od
-11) ‘OpeZILI0Ie[ Y

(Jonu09) 3oL urg

(Jo1nU0d) [BUOIOUIAUOD INTOX

(ogn ,01~) GeT smyrydopion

1 K 7199 suov) "g uod 0o1101qoid InJox

[44

'sodni3 soquie U9 BOIWYISIS
ugroeweljut ofnput (S4'T) OpLIEdELs
-1jodod1 9yueIpow UOIOR[NWINSI B

‘soonpuwse[d soL

-0JeWE[JUT SOIOPEOIEW UD S0JO9J0 UIS
‘0qaoe[d odni3 [o uo

epmurwsip £ oonorqoid odnis [o ud
©PBAIOSUOD BUI[NSUI [ B PEPI[IQISUAS

seuewios

W/ 1°9 F L°8T :DINI

‘soue 671 F 09 pepe ‘¢ = u ‘oqaoe[d odnin
AW/SY O°L F 1°8C :DNI

‘Soue 7‘GT F GG :pepo ‘J¢ = u ‘oonoiqoid odnin
‘SmI[[oW $9)oqeIp 0/A BSOON[S

B[ B BIOUBIS[OJUT UOD SOULS sara(nul A SOIqUIOE]

oporered

UQ UOTOUIATIUT
‘0qaoeld uod ope|
-01uod ‘03310 9[q
-0Op ‘OpeZLIO)ed[Y

(0qaoe1d) esO10R[/ OIS "SA (BIp/TW/o4n
0101~ ‘NN $n71dop1ov ) 0on91q01d

poLpA3011q1q
DIOUIL2f2Y

$021]0qDIAUL S210PDIIDULOLG
£ svorpuodojup svpipap

uo1IDINg

sojalns ap osounN

01pNISa 12p 0UISIT

s1sop £ 00130104

(‘7u09) 111 ®IqEL

£800110qDI2W $210pP2.1PU01q K 052d 2p D1IOUPUDS U0 UP1ID]24 K S021101qUILS £ $001301q0.1d UOD SOUDWINY UD UPIIUIALIIUL dP SOIPNIST

MICROBIOTA'Y OBESIDAD

SIMPOSIO

16



DIETA

Probidticos

Microbiota
intestinal

Obesidad

Fig. 1.—Resumen esquemdtico de las relaciones entre dieta,
obesidad y microbiota intestinal.

realizados en humanos con el fin de investigar si la ad-
ministracién de probidticos ejerce efectos protectores
sobre las disfunciones metabdlicas e inmunes asocia-
das con la obesidad. Sin embargo, los hallazgos indi-
can que la modulacién de la composicién de la micro-
biota intestinal podria ser de utilidad como estrategia
de intervencidn para tratar y prevenir la obesidad, asi
como los trastornos metabdlicos asociados. Es nece-
sario continuar avanzando en la identificacion de las
bacterias que favorezcan o puedan prevenir la obesi-
dad y su evaluacion debe realizarse mediante estudios
de intervencion en humanos. En este sentido, habra
que tener presentes una serie de factores que pueden
ser claves a la hora de interpretar los resultados y lle-
gar a conclusiones vdlidas, como son: 1) la cepa o con-
junto de cepas de probidticos, 2) la dosis de adminis-
tracion, 3) el tiempo durante el que se administra el/los
probidtico/s, 4) las caracteristicas fisicas de los sujetos
a los que se les realiza la administracion (edad, género,
genética, etc.), 5) las condiciones nutricionales de los
sujetos que lo reciban (incluyendo IMC, composicion
corporal, actividad fisica, patologias), y 6) el nimero
de sujetos (quizd el factor mds controvertido hasta el
momento), ya que la mayoria de los estudios realizados
adolece de una n lo suficientemente alta y esto limita la
potencia del estudio o el cardcter confirmativo de los
resultados. Para discutir sobre las conclusiones alcan-
zadas en los distintos estudios serd relevante tener en
cuenta la bondad de los estudios y el tipo de revision
por pares a que se hayan sometido para su publicacién.
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Resumen

En los tltimos afios se ha multiplicado de forma expo-
nencial el nimero de publicaciones sobre las aplicaciones
de los probidticos. Sin embargo, éstas suelen ser hetero-
géneas, utilizar cepas y dosis muy diversas, asi como dis-
tintos parametros de medida, lo que dificulta la generali-
zacion de sus resultados.

En el momento actual existe un grado de evidencia alto
sobre el papel de determinados probiéticos en las siguien-
tes entidades: tratamiento diarrea infecciosa aguda, pre-
vencion diarrea asociada a antibidticos, sindrome de in-
testino irritable, prevencion de enterocolitis necrotizante
y en enfermedad inflamatoria intestinal (pouchitis).

En este articulo se presenta una revision actualizada
de la literatura cientifica sobre el papel potencial del con-
sumo de probidticos en diversas patologias gastrointes-
tinales tanto en pacientes pediatricos como en adultos.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):21-25)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8703

Palabras clave: Probidticos en gastroenterologia. Diarrea
infecciosa. Diarrea asociada a antibidticos. Enterocolitis
necrotizante.

Introduccion

En los tltimos afios los clinicos han pasado de estar
interesados por saber qué es un probidtico, a estar in-
teresados en qué cepa especifica de probidtico puede
ser Util para tratar una determinada patologia. Tenien-
do en cuenta que el intestino humano es el origen de
estos microorganismos, parece logico pensar que gran
nimero de las indicaciones para su uso deberian loca-
lizarse precisamente en el aparato digestivo.

En la dltima década, el nimero de publicaciones so-
bre el tema ha crecido de forma exponencial. Uno de
los principales problemas a los que se enfrenta el clini-
co ala hora de valorar criticamente estas publicaciones
es la gran heterogeneidad de las mismas: diferentes ce-
pas, diferentes dosis, diferente tiempo de tratamiento,
etc. La aparicion en los dltimos afios de meta-andlisis
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Abstract

Nowadays, publications on probiotics have increased
exponentially. However they usually are heterogeneous,
use diverse strains and doses, and different outcomes,
making it difficult to generalize their results.

On the basis of the currently available literature, the
use of probiotics is supported in the following diseases:
acute diarrhea, antibiotic-associated diarrhea, irritable
bowel syndrome, necrotizing enterocolitis and inflam-
matory bowel disease (particularly pouchitis).

This paper provides an update of the potential role of
probiotics in gastrointestinal diseases, in both pediatric
and adult patients.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):21-25)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8703

Key words: Probiotics in gastroenterology. Infectious
diarrhea. Antibiotic associated diarrhea. Necrotizing ente-
rocolitis.

y de revisiones sistemdticas de la literatura, permite
clarificar en cierta medida este panorama.

En el momento actual existe un grado de eviden-
cia alto sobre el papel de determinados probidticos en
las siguientes entidades: tratamiento diarrea infecciosa
aguda, prevencion diarrea asociada a antibidticos, tras-
tornos intestinales funcionales, prevencion de entero-
colitis necrotizante y en la enfermedad inflamatoria
intestinal (pouchitis) (Tabla I).

A continuacidén se describen las principales aplica-
ciones del empleo de los probidticos en gastroentero-
logifa tanto en la edad adulta como en la infancia.

Diarrea aguda

Tratamiento de la diarrea aguda

En el tratamiento de la diarrea aguda de causa in-
fecciosa es donde los probidticos han demostrado una
evidencia de nivel mds alto. A pesar de la gran va-
riabilidad de los estudios, las revisiones sistematicas
confirman el efecto beneficioso de los probidticos en
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Tabla I
Principales aplicaciones de los probidticos en gastroenterologia con evidencia al menos 1b. Modificado de la Guia
prdctica de la Organizacion Mundial de Gastroenterologia’

Trastorno Cepa probidtico Dosis Edad
Tratamiento diarrea Lactobacillus rhamnosus GG 10 1t ufe, 2 veces por dia Pedidtrico
aguda infecciosa .

Saccharomyces boulardii, cepa de S. cerevisiae 10 22-6 veces por dia Ambos
Enterococcus faecium LAB SF68 10 ® ufc, 3 veces al dia Adultos
Prevencion de la S. boulardii, cepa de S. cerevisiae 10 ?2-6 veces por dia Ambos
diarrea asociada
a antibidticos L. rhamnosus GG 10 " ufc, 1 o 2 veces al dia Ambos
Bifidobacterium lactis Bb12 + Streptococcus thermophilus 107 + 10 ¢ ufc/g de férmula Pedidtrico
L. rhamnosus (cepas E/N, Oxy y Pen) 2% 109, 2 veces al dfa Pedidtrico
E. faecium LAB SF68 10 ® ufc, 2 veces al dia Adultos
L. casei DN-114 001 en leche fermentada 10 ' ufc, 2 veces al dia Adultos
L. acidophilus CL1285 + L. casei LBC80R 5 x 10 Y ufc, 1 0 2 veces al dia Adultos
Prevencion de la L. rhamnosus GG 10 1" ufe, 2 veces por dia Pedidtrico
diarrea nosocomial
B. lactis Bb12 + S. thermophiles 10 ® + 10 7 ufc/g de férmula Pedidtrico
Prevencion de S. boulardii, cepa de S. cerevisiae 2-3 x 10° al dia durante 28 dfas Adultos
la diarrea por
C. difficile L. acidophilus CL1285 + L. casei LBC8OR 5 x 10° ufc, 1 0 2 veces al dia Adultos
L. acidophilus + B. Bifidum 2 x 10 '° ufc cada cepa, al dia Adultos
L. casei DN-114 001 en leche fermentada 10 1 ufc, 2 veces al dia Adultos
Terapia L. casei DN-114 001 en leche fermentada 10 1 ufc, 2 veces al dia Pediatrico
coadyuvante para
la erradicacion Lactobacillus acidophilus. 5 x 10°al dia Adultos
de H. pylori L. rhamnosus GG 6 x 10 ? ufc, 2 veces al dia Adultos
S. boulardii, cepa de S. cerevisiae 500 mg-1 g por dia Adultos
L. reuteri ATCC 55730 10 # ufc/dia Adultos
Sindrome de VSL#3 1 al dia < 11 aflos resto 2 al dia  Pedidtrico
intestino irritable
Lactobacillus plantarum DSM 9843 5 x107al dia Adultos
Bifidobacterium infantis 35624 108 ufc, 1 vez al dia Adultos
B. animalis DN-173 010 en leche fermentada 10'° ufc 2 veces al dia Adultos
L. rhamnosus GG + L. rhamnosus LC705 + B. breve Bb99 10" ufc, 1 vez al dia Adultos
+ Propionibacterium freudenreichii ssp.shermanii
B. longum 101 + L. acidophilus 102 + Lactococcus lactis 10" ufc, 1 vez al dia Adultos
103 + S. thermophilus 104
Prevencion de B. bifidum NCDO 1453 + L. acidophilus NCDO 1748 10 ° ufc cada cepa, 2 veces al dia Pedidtrico
la enterocolitis o
necrotizante Infloran®: L. acidophilus + B. infantis 10 ® ufc cada uno, 2 al dfa Pedidtrico
B. infantis + B. bifidum + S. thermophilus 10 ° ufc cada uno, 1 vez al dia Pedidtrico
Tratamiento de la  Induccion de la remisién :VSL#3 4a9x 10 " ufc, 2 veces al dia Ambos
colitis ulcerosa ) o o
Prevencién y mantenimiento en pouchitis. VSL#3 4a9x 10 " ufc, 2 veces al dia Adultos
Mantenimiento de la remision: E. coli Nissle 1917 5 x 10 '° 2 veces al dia Adultos
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el tratamiento de esta entidad. Los niveles de eviden-
cia mayores se obtienen sobre todo en el tratamiento
de las gastroenteritis viricas, si se comparan con las
de etiologia bacteriana o parasitaria. Por otro lado, es
interesante destacar que los efectos beneficiosos son
mds notables cuanto mds precozmente se administre
el probidtico.

En un reciente meta-andlisis' que analizé 63 estu-
dios con mds de 8000 pacientes, la mayoria de ellos en
edad pedidtrica, demostré como el uso de probidticos
acorta la diarrea casi 25 horas (IC 95% 15,9-36,6) y
disminuye el nimero de deposiciones al segundo dia
de tratamiento. Los principales probidticos que han
demostrado eficacia son: Lactobacillus rhamnosus
GG?, Saccharomyces boulardii, cepa de S. cerevisiae®
y L. reuteri ATCC 55730.

Basdndose en los datos anteriores, las principales
guias de préctica clinica y protocolos*®, contemplan el
uso de probidticos junto con las soluciones de rehi-
dratacion oral, en el tratamiento de la diarrea aguda
infecciosa.

Diarrea por Clostridium difficile

La infeccion por Clostridium difficile es la principal
causa de infeccion nosocomial en nuestro medio, lo
que supone un incremento de la morbimortalidad de
los pacientes y del consiguiente gasto sanitario®.

La microbiota intestinal normal inhibe el crecimien-
to de C. difficile y la liberacién de sus toxinas. Los
probidticos podrian actuar tanto como medida profi-
lactica como terapéutica. Diferentes meta-andlisis han
demostrado que el empleo de probidticos puede ser
eficaz en la prevencion de diarrea por C. difficile tal
como recoge la gufa clinica de la organizacion mundial
de gastroenterologia’. Una reciente revisién Cochra-
ne® analizé 23 ensayos con 4213 participantes, nifios
y adultos y demostr6 que la administracion de probi6-
ticos en pacientes que recibian antibidticos redujo el
riesgo de desarrollar diarrea asociada a infeccién por
C. difficile en un 64%. Los probidticos con mayor efi-
cacia fueron: S. boulardii, cepa de S. cerevisiae®'® y
mezclas de Lactobacillus: L. acidophilus CL1285 + L.
casei LBCSOR" y L. acidophilus + B. Bifidum".

Diarrea asociada a antibidticos

Existe una fuerte evidencia del efecto protector de
los probidticos en cuanto a la prevencion de la dia-
rrea asociada a antibidticos, tanto en nifios como en
adultos.

La revisién Cochrane de Johnston y cols'® conclu-
ye que el uso de Lactobacillus GG o Saccharomyces
boulardii® reducen el riesgo de diarrea asociada a an-
tibidticos en nifios. Ademds de estas cepas comenta-
das, en adultos otros probidticos como E. faecium LAB
SF68, L. casei DN-114 001, Bacillus clausii, y mezclas

como L. acidophilus CL1285 + L. casei LBCSOR tam-
bién han demostrado ser eficaces’.

Se han descrito algunos efectos adversos, como fun-
gemia asociada a S. boulardii o bacteriemia con ciertas
cepas de probidticos. Estos efectos secundarios graves
han sido descritos generalmente en pacientes criticos
con inmunosupresion severa o en pacientes portadores
de catéteres centrales.

En el momento actual, no existen estudios conclu-
yentes para recomendar de manera sistemdtica el em-
pleo conjunto de probidticos y antibidticos, por lo que
su uso debe ser individualizado segun las caracteristi-
cas del paciente y el tipo de antibiético. Su administra-
cién debe realizarse al principio del tratamiento y no
cuando se ha desencadenado el cuadro diarreico, por
carecer entonces de utilidad.

Sindrome de Intestino Irritable

El sindrome de Intestino Irritable (SII) es un trastor-
no gastrointestinal funcional frecuente que afecta entre
el 5y 20% de la poblacion general, principalmente a
mujeres jovenes y nifios's. Aunque su fisiopatologia
no es totalmente conocida, existen datos que apoyan la
importancia de la microbiota intestinal en su desarrollo,
habiéndose encontrado diferencias en su composicion
al comparar individuos sanos con pacientes con SII.

Un reciente meta-dnalisis'” en el que se analizaron
43 ensayos y un total de 3452 pacientes, concluyd
que el uso de probidticos disminuye la persistencia de
sintomas del SII en un 21%, con efectos beneficiosos
sobre el dolor y distensiéon abdominales y las flatulen-
cias. El Lactobacillus plantarum DSM 9843 y com-
binaciones de Bifidobacterium y Lactobacillus fueron
las que mostraron evidencias de grado mds alto'®.

En pacientes pedidtricos varios ensayos clinicos
han obtenido buenos resultados con la combinacion
de probidticos VSL#3 tras 5-6 meses de tratamiento'’.
Otras cepas que también han demostrado algtin efecto
beneficioso en el tratamiento del SII fueron el E. coli
DSM 17252 y el Lactobacillus GG®.

En resumen podemos afirmar que los estudios han
demostrado ganancias terapéuticas al usar probidticos
en comparacién con placebo. Sin embargo, dada la
heterogeneidad de los microorganismos estudiados, la
duracién y caracteristicas de los pacientes implicados,
el uso generalizado de probidticos en esta entidad si-
gue siendo controvertido.

Infeccion por Helicobacter pylori

La resistencia a los antibidticos y la falta de cumpli-
miento terapéutico son dos de las principales causas de
fracaso de erradicacién en los pacientes con infeccion
por Helicobacter pylori?'.

El uso de probidticos como tratamiento coadyuvante
podria disminuir los efectos secundarios del tratamien-
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to, as{ como mejorar las tasas de erradicacién. Los pro-
bidticos actuarfan por mecanismos inmunoldgicos y no
inmunoldgicos, produciendo sustancias antimicrobia-
nas, compitiendo por la adhesion a la célula intestinal
y mejorando la funcidn de la barrera mucosa géstrica.

El reciente meta-dnalisis de Dang y cols* observé
como las tasas de erradicacion eran superiores en los
pacientes que recibian ademds del tratamiento antibid-
tico los siguientes probidticos: Lactobacillus acidoph-
ilus, Lactobacillus casei DN-114001, Lactobacillus
gasseri y Bifidobacterium infantis 2036. Solamente en
el caso del primero se encontraron varios ensayos pu-
blicados, mientras que en el resto, los resultados esta-
ban avalados por una unica publicacién. Por otra parte,
el efecto de los probidticos era mayor en aquellos gru-
pos de pacientes que tenian tasas de erradicacion mads
bajas, por tanto los autores consideran, que pueden ser
de especial utilidad en aquellos entornos de alta resis-
tencia a antibidticos y donde las tasas de erradicacion
habituales estdn por debajo del 50%.

También se ha postulado el uso de probidticos para
disminuir los efectos secundarios del tratamiento anti-
bidtico. Sin embargo el resultado de las revisiones no
es concluyente?%,

Enfermedad inflamatoria intestinal

Colitis ulcerosa

Existen evidencias de alto grado que muestra la uti-
lidad de los probidticos, en concreto la mezcla VSL#3,
para la prevencion y el mantenimiento de la remisién en
pacientes con pouchitis. Otras formulaciones basadas en
Lactobacillus no parecen tener la misma eficacia®. En
el momento actual se puede recomendar a pacientes con
pouchitis en remisién como terapia de mantenimiento o
como tratamiento en aquellos con actividad leve.

La adicién de probidticos al tratamiento conven-
cional, también puede ser util para la induccion de la
remisién en pacientes con brote leve o moderado de
Colitis Ulcerosa. Una vez mds el probidtico mas estu-
diado tanto en nifios*” como en adultos® es el VSL#3.

La cepa E. coli Nissle 1917 y también VSL#3 han
demostrado ser tan efectivas como la mesalazina en el
mantenimiento de la remision en pacientes con Colitis
Ulcerosa®. Por lo tanto, pueden administrarse como
tratamiento de primera linea en aquellos pacientes con
alergia o intolerancia a los salicilatos o como trata-
miento coadyuvante al tratamiento convencional con
el objetivo de prolongar la duracién de la remisién®.

Enfermedad de Crohn

Los ensayos clinicos sobre el empleo de probidticos
en la enfermedad de Crohn han mostrado resultados
dispares®'. Por este motivo en el momento actual no

se recomienda el uso de probidticos en esta entidad. A
pesar de todo, estudios prometedores con simbidticos
que incluyen distintos tipos de bifidobacaterias sugie-
ren que los probidticos podrian tener un rol tanto para
la induccién de la remision como para el tratamiento
de mantenimiento®**.

Enterocolitis necrotizante

El menor riesgo de enterocolitis necrotizante en los
neonatos alimentados con leche materna y las pecu-
liaridades de la microbiota colénica del recién nacido
prematuro, sugieren que la administracion de probid-
ticos, podria ser una alternativa para su prevencion y
tratamiento.

La mayoria de los estudios que han demostrado ma-
yor eficacia utilizan una combinacién de varias cepas
lactobacilos y bifidobacterias®*. La suplementacién
con probidticos en prematuros menores de 34 semanas
y 1.500 gramos disminuye la incidencia de enterocoli-
tis necrotizante establecida alrededor de un 30%. Por
ello, la Cochrane Neonatal Review Group, apoya un
cambio en la prictica clinica mediante el uso sistemd-
tico de probidticos en prematuros, excepto en aquellos
de extremado bajo peso para la edad gestacional (<
1.000 g), debido a la falta de datos especificos en este
grupo de alto riesgo®.

Todos los estudios recomiendan un inicio temprano
de la suplementacion con probidticos, para un estable-
cimiento rapido de la microbiota intestinal. La mayoria
de los ensayos clinicos comienzan la suplementacion
cuando el neonato inicia la nutricion enteral. La su-
plementacion debe ser continuada hasta alcanzar una
edad gestacional corregida de 36-37 semanas o hasta
el alta, ya que la relacidon entre la incidencia de ente-
rocolitis necrotizante y edad gestacional es inversa®®.

En resumen, podemos concluir que gracias a la in-
gente labor investigadora desarrollada en los dltimos
afios, disponemos de evidencias suficientes que nos in-
dican la utilidad de determinados probidticos en el tra-
tamiento de numerosas enfermedades digestivas. No
obstante, la investigacidn continda y es esperable que
en los afios venideros nuevas cepas de probidticos sean
usadas para tratar otras enfermedades del aparato di-
gestivo. La inclusion de los probidticos en las diferen-
tes guias de practica clinica como tratamiento de las
diferentes enfermedades, contribuird a un incremento
del uso de los mismos por parte del clinico.

Referencias

1. Allen SJ, Martinez EG , Gregorio GV, Dans LF. Probiotics for
treating acute infectious diarrhoea . Cochrane Database Syst
Rev 2010: (11): CD00304 .

2. Szajewska H, Ruszczyfiski M, Gieruszczak-Biatek D. Lac-
tobacillus GG for treating acute diarrhea in children. A me-
ta-analysis of randomized controlled trials. Aliment Pharmacol
Ther 2007;25:177-84.

24 MESA REDONDA: APLICACIONES CLINICAS DE LOS PROBIOTICOS Y PREBIOTICOS EN ATENCION PRIMARIA



10.

13.

16.

17.

Szajewska H, Skorka A, Dylag M. Meta-analysis: Saccha-
romyces boulardii for treating acute diarrhoea in children. Ali-
ment Pharmacol Ther 2007;25:257-64.

Guarino A, Ashkenazi S, Gendrel D, Lo Vecchio A, Shamir R,
Szajewska H. European Society for Pediatric Gastroenterolo-
gy, Hepatology, and Nutrition/European Society for Pediatric
Infectious Diseases evidence-based guidelines for the mana-
gement of acute gastroenteritis in children in Europe: update
2014. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2014 ;59:132-52. See com-
ment in PubMed Commons below

Pies cik-Lech M, Shamir R, Guarino A, Szajewska H. Review
Article: The Management of Acute Gastroenteritis in Children.
Aliment Pharmacol Ther 2013; 37: 289-303.

Vonberg RP, Reichardt C, Behnke M, Schwab F, Zindler S,
Gastmeier P. Costs of nosocomial Clostridium difficile-asso-
ciated diarrhoea. J Hosp Infect 2008;70:15-20.

WGO. Probidticos y prebidticos. En: Guias Mundiales de la
Organizacion Mundial de Gastroenterologia. Octubre 2011.
www.worldgastroenterology.org/probiotics-prebiotics.html.
Goldenberg JZ, Ma SS, Saxton JD, Martzen MR, Vandvik PO,
Thorlund K, et al. Probiotics for the prevention of Clostridium
difficile-associated diarrhea in adults and children. Cochrane
Database Syst Rev. 2013 May 31;5:CD006095.

McFarland LV, Surawicz CM, Greenberg RN, Fekety R, Elmer
GW, Moyer KA, et al. A randomized placebo-controlled trial of
Saccharomyces boulardii in combination with standard antibio-
tics for Clostridium difficile disease. JAMA 1994;271:1913-8.
Surawicz CM, McFarland LV, Greenberg RN, Rubin M, Feke-
ty R, Mulligan ME, et al. The search for a better treatment for
recurrent Clostridium difficile disease: use of high-dose van-
comycin combined with Saccharomyces boulardii. Clin Infect
Dis 2000;31:1012-7.

Gao XW, Mubasher M, Fang CY, Reifer C, Miller LE. Dose—
response efficacy of a proprietary probiotic formula of Lacto-
bacillus acidophilus CL1285 and Lactobacillus casei LBC80R
for antibiotic-associated diarrhea and Clostridium difficile-as-
sociated diarrhea prophylaxis in adult patients. Am J Gastroen-
terol 2010;105:1636-41.

Plummer S, Weaver MA, Harris JC, Dee P, Hunter J. Clostri-
dium difficile pilot study: effects of probiotic supplementation
on the incidence of Clostridium difficile diarrhoea. Int Micro-
biol 2004;7:59-62.

Johnston B, Goldenberg J, Vandvik P, Sun X, Guyatt G. Pro-
bidticos para la prevencion de la diarrea asociada con anti-
bidticos en nifios. Cochrane Database of Systematic Reviews
2011 Issue 11. Art. No.: CD004827. DOI: 10.1002/14651858.
CD004827.

Vanderhoof JA, Whitney DB, Antonson DL, Hanner TL, Lupo
JV, Young RJ. Lactobacillus GG in the prevention of antibio-
tic-associated diarrhoea in children. J Pediatr 1999;135:564-8.
Kotowska M, Albrecht P, Szajewska H. Saccharomyces bou-
lardii in the prevention of antibiotic-associated diarrhoea in
children: a randomized double-blind placebo-controlled trial.
Aliment Pharmacol Ther 2005;21:583-90.

Lovell RM , Ford AC. Global prevalence of, and risk factors
for, irritable bowel syndrome: A meta-analysis. Clin Gastroen-
terol Hepatol 2012 ;10 :712 - 21 .

Ford AC, Quigley EM, Lacy BE, Lembo AJ, Saito YA, Schiller
LR. Efficacy of Prebiotics, Probiotics, and Synbiotics in Irri-
table Bowel Syndrome and Chronic Idiopathic Constipation:
Systematic Review and Meta-analysis. Am J Gastroenterol
2014 ;109:1547-1561.

Moayyedi P, Ford AC, Talley NJ, Cremonini F, Foxx-Orenstein
AE, Brandt LJ, et al. The efficacy of probiotics in the treat-
ment of irritable bowel syndrome: a systematic review. Gut
2010;59:325-32.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Guandalini S, Magazzu G, Cucchiara S, Gopalan S, Romano
C, Canani RB et al. VSL#3 improves symptoms in children
with irritable bowel syndrome: a multicentre, randomized, pla-
cebocontrolled, double-blinded, cross-over study. JPGN 2010;
51:24-30.

Sandhu BK, Paul SP. Irritable bowel syndrome in children: pa-
thogenesis, diagnosis and evidence-based treatment. World J
Gastroenterol 2014 28;20:6013-23.

Yogeswaran K, Chen G, Cohen L, Cooper MA, Yong E, Hsieh
E, et al. How well is Helicobacter pylori treated in usual prac-
tice? Can J Gastroenterol 2011 ;25:543-6.

Dang Y, Reinhardt JD, Zhou X, Zhang G. The Effect of Probio-
tics Supplementation on Helicobacter pylori Eradication Rates
and Side Effects during Eradication Therapy: A Meta-Analy-
sis. PLoS One 2014 Nov 3;9.

Tong JL, Ran ZH, Shen J, Zhang CX, Xiao SD. Meta-analysis:
the effect of supplementation with probiotics on eradication ra-
tes and adverse events during Helicobacter pylori eradication
therapy. Aliment Pharmacol Ther 2007 ;25:155-68.

Wang ZH, Gao QY, Fang JY. Meta-analysis of the efficacy and
safety of Lactobacillus-containing and Bifidobacterium-con-
tainning probiotic compound preparation in Helicobacter pylo-
ri eradication therapy. J Clin Gastroenterol 2013; 47: 25-32.
Szajewska H, Horvath A, Piwowarczyk A. Meta-analysis: the
effects of Saccharomyces boulardii supplementation on Heli-
cobacter pylori eradication rates and side effects during treat-
ment. Aliment Pharmacol Ther 2010; 32: 1069-79.

Holubar SD, Cima RR, Sandborn WJ, Pardi DS. Treatment and
prevention of pouchitis after ileal pouch-anal anastomosis for
chronic ulcerative colitis. Cochrane Database Syst Rev 2010
Jun 16; (6):CD001176.

Miele E, Pascarella F, Giannetti E, Quaglietta L, Baldassano
RN, Staiano A. Effect of a probiotic preparation (VSL#3) on
induction and maintenance of remission in children with ulce-
rative colitis. Am J Gastroenterol 2009; 104: 437-43.

Jonkers D, Penders J, Masclee A, Pierik M. Probiotics in the
management of inflammatory bowel disease: a systematic re-
view of intervention studies in adult patients. Drugs 2012; 72:
803-823.

Floch MH, Walker WA, Madsen K, Sanders ME, Macfarlane
GT, Flint HJ, et al. Recommendations for probiotic use-2011
update. J Clin Gastroenterol 2011; 45 Suppl: S168-S171.

Orel R, Kamhi Trop T. Intestinal microbiota, probiotics and
prebiotics in inflammatory bowel disease. World J Gastroente-
rol 2014 7;20:11505-24.

Butterworth AD, Thomas AG, Akobeng AK. Probiotics for in-
duction of remission in Crohn’s disease. Cochrane Database
Syst Rev 2008; (3): CD006634.

Fujimori S, Tatsuguchi A, Gudis K, Kishida T, Mitsui K, Ehara
A, et al. High dose probiotic and prebiotic cotherapy for re-
mission induction of active Crohn’s disease. J Gastroenterol
Hepatol 2007; 22: 1199-1204.

Steed H, Macfarlane GT, Blackett KL, Bahrami B, Reynolds
N, Walsh SV, et al. Clinical trial: the microbiological and im-
munological effects of synbiotic consumption a randomized
double-blind placebo-controlled study in active Crohn’s disea-
se. Aliment Pharmacol Ther 2010.

Deshpande GC, Rao SC, Keil AD, Patole SK. Evidence-based
guidelines for use of probiotics in preterm neonates. BMC Med
2011;9: 92.

Alfaleh K, Anabrees J, Bassler D, Al-Kharfi T. Probiotics for
prevention of necrotizing enterocolitis in preterm infants. Co-
chrane Database Syst Rev 2011; (3): CD005496.

Al-Hosni M, Duenas M, Hawk M, Stewart LA, Borghese RA,
Cahoon M et al. Probiotics-supplemented feeding in extremely
low-birth-weigth infants. J Perinatol 2012; 32: 253-259.

Aplicaciones en Gastroenterologia

25



Nutr Hosp. 2015;31(Supl. 1):26-30
ISSN 0212-1611 - CODEN NUHOEQ
S.V.R. 318

Papel de los probioticos en Obstetricia y Ginecologia

A. Castro!, M. Gonzadlez!, J. J. Tarin? y A. Cano'?

'Hospital Clinico Universitario de Valencia. >Departamento de Biologia Funcional y Antropologia Fisica, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Universidad de Valencia. *Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia. Universidad de Valencia.

Resumen

La microbiota de cada individuo se estima en 2,5-3 kg
de peso. La colonizaciéon bacteriana comienza en el mo-
mento del parto, por contacto del feto con la microbiota
vaginal e intestinal de la madre. Los oligosacaridos de la
leche materna estimulan el crecimiento de bacterias, que
proporcionan el ambiente adecuado para el desarrollo de
la inmunidad de la mucosa intestinal. Ademas, la leche
materna es portadora de su propia microbiota, la cual se
altera en las mastitis. La vagina constituye otro impor-
tante microambiente. Las disbiosis en esta zona condu-
cen a la aparicion de vaginosis bacteriana y candidiasis,
siendo ambas una patologia muy frecuente en la mujer
en edad fértil. Los probidticos se presentan como trata-
miento potencial y alentador de toda la patologia asocia-
da a alteraciones de la microbiota. Son necesarios mas
estudios que confirmen el beneficio de los probidticos en
este campo.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):26-30)
DOI:10.3305/nh.2015.31.sup1.8704

Palabras clave: Probidticos en ginecologia. Vaginosis. Va-
ginitis. Candiadisis.

Introduccion

La microbiota fetal, neonatal, mamaria y vaginal
estd formada por especies bacterianas que cohabitan en
un delicado equilibrio. La rotura de ese equilibrio, bien
por la reduccion en la poblacion bacteriana autdctona
o por el sobrecrecimiento de otras especies, se traduce
en la aparicién de patologia. Los probidticos aparecen
como un tratamiento alentador en estos casos, ya que
restituyen la microbiota normal, presentindose como
coadyuvantes y/o tratamiento de eleccidn.

Microbiota en el feto/neonato

Hasta hace poco tiempo se mantenia la idea de que
el feto intrattero no era portador de microorganismos.
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Abstract

The human microbiota is estimated to be 2.5-3.0 kg.
Bacterial colonization starts during delivery, due to fetal
contact with vaginal and intestinal maternal microorga-
nisms. The oligosaccharides in human breast milk stimu-
late the growth of bacteria, which provide the optimal en-
vironment for intestinal mucosal immunity development.
Additionally, breast milk has its own microbiota and it
is altered in mastitis. The vagina is another important
microenvironment. Vaginal dysbiosis leads to bacterial
vaginosis and vaginal candidiasis, both of them very fre-
quent in reproductive life. The probiotics are a potential
and encouraging treatment for all microbiota alterations.
Nevertheless, additional studies are required to confirm
the benefits of probiotics.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):26-30)
DOI:10.3305/nh.2015.31.sup1.8704

Key words: Probiotics in gynecology. Vaginosis. Vagini-
tis. Candiadisis.

Actualmente se ha demostrado la presencia de lactoba-
cilos en liquido amnidtico, sangre de cordén umbilical
y meconio de nifios sanos en los que las membranas
amnidticas estaban integras'. Estos son los tnicos ha-
llazgos existentes respecto al feto.

Se ha demostrado mediante biologia molecular que
el neonato es colonizado por la microbiota vaginal al
atravesar el canal del parto, y seguramente también
con microbiota intestinal que se distribuye por el cuer-
po del recién nacido incluyendo piel, cavidad oral, na-
sofaringe y heces

Durante la lactancia natural se produce un aumen-
to de las bacterias que colonizan el intestino del neo-
nato, como Bifidobacterium infantis, Lactobacillus
acidophilus y Bacteroides fragilis. Estas bacterias esti-
mulan el desarrollo de la inmunidad en mayor medida
que la leche de férmula’.

En este sentido, la leche materna es considerada
como el alimento ideal para el neonato, ya que no s6lo
incluye una combinacion udnica de los nutrientes que
éste necesita, sino que ademds contiene bacterias pro-
bidticas con efectos beneficiosos en el sistema inmu-
ne. Se han aislado distintas especies bacterianas en la
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leche materna, siendo Staphilococcus, Lactococcus,
Enterococcus 'y Lactobacillus 1os mas frecuentes. En-
tre los Lactobacillus se ha considerado al L. salivarus,
L. gasseri, L fermentum, L. reuteri, L. rhamnosus, L.
plantarum, entre otros, como potenciales probioti-
cos*>. Suplementar la leche de férmula con probidti-
cos para simular la leche materna y sus funciones, en
la medida de lo posible, puede ser una alternativa en
nifios con lactancia artificial®.

Microbiota en la mama

Estudios recientes indican que la gldndula mama-
ria contiene su propia microbiota durante la gestacion
avanzada y la lactancia. El mecanismo propuesto para
la colonizacién de la mama consiste en el transporte
de las bacterias desde el intestino materno gracias a
las células mononucleares, primero hacia la mama y
luego vehiculadas con la leche materna al intestino del
neonato®. Se ha sugerido que las distintas especies bac-
terianas aisladas en leche materna descritas, ademds de
efectos beneficiosos en el intestino del neonato, tienen
un importante papel en el tratamiento de la mastitis.

Microbiota en la vagina

El ecositema vaginal es complejo y hormonodepen-
diente. En la menarquia el aumento de los estrégenos
incrementa la produccion de glucosa por el epitelio,
lo que constituye el sustrato para que los bacilos de
Doéderlain, denominados por eso lactobacilos, gene-
ren dcido lactico y reduzcan el pH? Para mantener el
ecosistema vaginal, los lactobacilos actian compitien-
do con los patégenos por los nutrientes disponibles,
bloqueando receptores epiteliales para hongos por
coagregacién, generando sustancias como perdxido
de hidrégeno, lactacinas y acidolinas que mantienen el
pH 4cido y potenciando la respuesta inmune mediante
secrecion de IL-8 e IL-10, cruciales en el aclaramiento
de las vulvovaginitis'.

Los lactobacilos vaginales derivan principalmente
de la microbiota intestinal®>. Estd compuesta funda-
mentalmente por lactobacilos, aunque también exis-
ten bacilos, cocos grampositivos anaerobios y en
mucha menor proporcién estreptococos, enterococos,
estafilococos, actinomicetos anaerobios, Ureaplasma
sp. Y Mycoplasma hominis. Los métodos molecula-
res han revelado que los lactobacilos predominantes
en vagina son Lactobacillus crispatus, L. jensenii , L.
gasseri, L. iners, L. salivarius y L. vaginalis. Con al-
guna frecuencia aparecen lactobacilos colonizadores
del tubo digestivo como L. rhamnosus, L. casei 'y L.
plantarum®.

Basado en la fisiopatologia de la microbiota vagi-
nal, se han introducido los probidticos, de administra-
cién vaginal y oral, como preventivos y coadyuvantes
al tratamiento de las vaginitis'.

Implicaciones terapéuticas

Feto/neonato

La colonizacidn bacteriana del intestino del neonato
es fundamental para el desarrollo de la funcién inmuni-
taria de la mucosa. Dicha colonizacién comienza en el
parto y contintia con la alimentacidn y el destete, de for-
ma que los oligosacdridos presentes en la leche materna
favorecen el crecimiento de bacterias beneficiosas para
estimular la respuesta inmune de la mucosa intestinal.
Este proceso se completa gracias a la tolerancia oral.
Los nifios nacidos por parto prematuro, mediante cesd-
rea o que reciben excesivos antibidticos en el periodo
perinatal tienen una colonizacion inicial inadecuada y
una funcién inmunoldgica de la mucosa intestinal abe-
rrante. Clinicamente se ha relacionado: la enterocolitis
necrotizante con la prematuridad, el asma y la enfer-
medad inflamatoria intestinal con los antibidticos y la
dermatitis atdpica con el nacimiento por cesdrea’.

Se ha analizado la posibilidad de administrar pro-
bidticos en la gestante durante el periodo perinatal y la
lactancia para favorecer la colonizacion intestinal del
neonato. Hay efectos positivos descritos, como pre-
vencion de la dermatitis atdpica, reduccién de infec-
ciones respiratorias y alteraciones gastrointestinales,
mejoria en los controles glucémicos y reduccién del
riesgo de infecciones genitales. La necesidad de mds
estudios que soporten dichos hallazgos es evidente’.

El uso de prebidticos y probidticos recompone la
microbiota intestinal por restauracion de la inmunidad
en distintas patologias, en las que se altera su homeos-
tasis, como la enterocolitis necrotizante, infecciones y
disfunciones inmunitarias. Los microorganismos esta-
blecen una relacion simbidtica con el tejido epitelial y
linfoide del huésped accionando el desarrollo de la res-
puesta inmune innata y adaptativa. De esta forma, los
prebidticos y probidticos administrados al neonato pue-
den transformar una disbiosis en una simbiosis y redu-
cir potencialmente la incidencia de dichas enfermeda-
des®. Las especies bacterianas usadas como probidticos
en estas situaciones son bifidobacterias y lactobacilos.

Mastitis

La mastitis es una enfermedad comtiin durante la lac-
tancia, con una incidencia de hasta un 33%>. Es consi-
derada como el resultado de una alteracién en la mi-
crobiota fisiolégica de la mama®. Las mastitis agudas
son causadas fundamentalmente por Staphylococcus
aureus, bacteria con capacidad para llegar a la glandula
mamaria desde el intestino materno y alli puede sinte-
tizar toxinas que provocan aparatosos sintomas locales.
Las mastitis subagudas y subclinicas estdn causadas
generalmente por estafilococos coagulasa negativos (S.
epidermidis), estreptococos de los grupos viridans/mi-
tis y algunas especies del género Corynebacterium™®.

Papel de los probidticos en Obstetricia y Ginecologia
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El tratamiento empirico de las mastitis agudas con-
siste en el empleo de antibidticos y antiinflamatorios
(Tabla I). Siempre hay que realizar un cultivo y un an-
tibiograma por si las cepas causantes fuesen resistentes
a los antibidticos propuestos. Los agentes causantes de
mastitis subagudas y subclinicas son mds resistentes
a la antibioterapia, pero afortunadamente responden
bastante bien al tratamiento con probidticos (Tabla I).
De manera que, los probidticos son el tratamiento de
primera eleccion en las mastitis subagudas y subcli-
nicas, quedando el antibidtico como segunda opcidn.
Algunas cepas de Lactobacillus salivarius parecen ser
las mejores para el tratamiento de las mastitis subagu-
das, siendo eficaces en mas del 90% de los casos. L.
fermentum se considera eficaz en un 65-70% de los ca-
s0s y se podria recurrir alternativamente a otras cepas
como L. reuteri o L. acidophilus con menor eficacia
(<30%) dado que se suelen utilizar en trastornos gas-
trointestinales®.

Los probiéticos Lactobacillus fermentum y Lacto-
bacillus salivarius parecen ser tan efectivos como el
tratamiento antibidtico en un ensayo clinico aleatori-
zado con 352 mujeres con mastitis durante la lactan-
cia. Sin embargo, los hallazgos del estudio necesitan
confirmacién por otros®.

Vaginosis bacteriana

La vaginosis bacteriana afecta al 8-30% de las mu-
jeres en edad fértil en los paises industrializados, con

mayor prevalencia en mujeres afroamericanas, africa-
nas y con edad avanzada. No se considera una infec-
cion de transmision sexual, aunque existen estudios
donde se ha demostrado la presencia de células clue
en la pareja, tanto heterosexual como homosexual, y
en semen de donante criopreservado?. Se trata de una
infeccién polibacteriana cuyos responsables son los
comensales habituales de la vagina como anaerobios
Gram negativos, Mobilincus, bacilos Gram positivos
como el Atopobium vaginae. En la vaginosis existe
una alteracion en el equilibrio normal de la microbiota
vaginal. Una hipoétesis reciente la considera una for-
ma natural de respuesta a la relacion sexual, donde la
mezcla del eyaculado y el trasudado vaginal generado
en el coito elevan el pH en un intento de proteger los
espermatozoides de los efectos del dcido ldctico. Este
nuevo microambiente favoreceria la proliferacion de
Gardenella vaginalis, que podria ser la puerta de en-
trada para el resto de elementos polimicrobianos'. La
menstruacion también eleva el pH vaginal favorecien-
do la aparicién de vaginitis y vaginosis. El desequili-
brio en la microbiota vaginal constituye el mecanismo
fisiopatoldgico de vaginitis y vaginosis, aunque no
estd totalmente claro si la reduccién de lactobacilos es
causa o consecuencia de la proliferacion de microor-
ganismos®.

La vaginosis bacteriana se asocia a parto pretérmi-
no, rotura prematura de membranas, aminonitis y en-
dometritis tras aborto quirtirgico®

El potencial de recidiva es alto tras tratamiento an-
tibidtico con agentes anaerobicidas como el metroni-

Tabla I

Tratamiento empirico de las mastitis basado en sintomatologia y agentes etiologicos.
Modificada de Carrera M, Arroyo R, Mediano P et al. Lactancia materna y mastitis. Tratamiento empirico basado en la
sintomatologia y los agentes etiologicos. Acta Pediatr Esp 2012; 70:255-261

Tipo Agentes etiologicos

Sintomatologia

Tratamiento

Agudas Staphylococcus aureus

Enrojecimiento

Antibidtico:

Induracion Amoxicilina/dcido clavuldnico
Disminucién leche Cloxacilina
Sintomas pseudogripales Cefalosporinas
Abscesos Antiinflamatorios:
Alternar paracetamol e ibuprofeno
Subagudas Staphylococcus epidermidis  Dolor Probidticos:
Streptococcus mitis Induracion Lactobacillus salivarius
Streptococcus salivarius Disminucién leche Lactobacillus fermentum
Rothia spp. La leche sale por 1 Lactobacilus reuteri
Corynebacterium spp. 2 orificios y gotea Otros
Niflos tomas largas y frecuentes Antibidticos (si probidtico ineficaz)
Alternan tomas relajados con agresivas, Ciprofloxacino
tiran del pezon Cotrimoxazol
Antiinflamatorios: ibuprofeno
Subclinicas  Staphylococcus epidermidis ~ Ausencia de dolor Probidticos:

Streptococcus mitis
Streptococcus salivarius
Rothia spp.

Resto similar a subagudas

Lactobacillus salivarius
Lactobacillus fermentum
Lactobacilus reuteri
Otros
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dazol o la clindamicina. Esto se explica dada la resis-
tencia del Atopobium al metronidazol y a la formacién
de biopeliculas o biofilm. Los biofilm se generan por la
presencia de bacilos empaquetados en la mucosa vagi-
nal. Dicha estructura favorece la resistencia al antibio-
tico y la transformacion de la vaginosis en una entidad
cronica’.

Los probidticos aparecen como nuevas formas tera-
péuticas que intentan reconstruir el patrén estdndar de
la microbiota. Mediante el aporte de lactobacilos en
forma de productos liofilizados (cdpsulas vaginales o
tampones), o en otros sustratos'. La terapia adyuvan-
te con probidticos ha demostrado eficacia tanto en la
prevencion de las recurrencias como en el tratamiento
de la vaginosis, sin embargo es improbable que pueda
sustituir al antibiético!® ',

La administracién de probidticos puede ser tanto
vaginal como via oral. Se ha observado una mayor res-
titucion de la microbiota vaginal normal con el trata-
miento via oral respecto a placebo'?y una disminucién
en las recidivas con el tratamiento via vaginal respecto
a placebo en pacientes con vaginosis'®.

Segun la revisién de la Cochrane, tanto el uso de
metronidazol mds probidtico como el de probidtico
mds estriol parecen alentadores, pero se necesitan en-
sayos clinicos aleatorizados, bien disefiados, con me-
tologfas estandarizadas y mayor cantidad de pacientes
para confirmar los beneficios de los probidticos en el
tratamiento de la vaginosis bacteriana'.

Vulvovaginitis candididsica

La vulvovaginitis candididsica estd producida por
diferentes especies de hongos, fundamentalmente Can-
dida spp. Existen varias circunstancias que pueden fa-
vorecer la proliferacion del hongo: la diabetes mellitus
no controlada, el uso de antibidticos, enfermedades in-
munodepresoras o cualquier cambio en la microbiota
vaginal'.

El tratamiento se basa en los antiftingicos via topica
y oral. No existe evidencia de que la microbiota vagi-
nal sea deficiente en lactobacilos en las vulvovaginitis
de repeticién®. Sin embargo, la administracién de pro-
bidticos como adyuvante al tratamiento ha demostrado
en algunos estudios aumento en la eficacia y reduccion
de las recidivas' '®.

Conclusiones

En el intestino del neonato, la glandula mamaria y la
vagina existe una microbiota especifica y la aparicion
de un disbalance en su homeostasis provoca la apari-
cion de patologfa. Los probidticos han demostrado ser
un tratamiento efectivo en estos casos. En el neonato

se utilizan en alteraciones gastrointestinales como la
enterocolitis necrotizante, en las mastitis subagudas se
presentan como tratamiento de primera linea y en la
vaginosis bacteriana y la vulvovaginitis candididsica
tienen un importante papel como adyuvantes al trata-
miento antibidtico o antifingico respectivamente. Se
necesitan mds ensayos clinicos aleatorizados, bien di-
sefiados, con metologias estandarizadas y mayor can-
tidad de pacientes para confirmar los beneficios de los
probidticos, asi como la mejor via de administracion,
las cepas bacterianas mds efectivas, las dosis y pautas
de tratamiento.
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Resumen

Introduccion: En los iltimos afios, el campo de los pro-
biéticos ha experimentado un gran auge. Sin embargo,
de los miles de cepas aisladas cada afio por su potencial
probiético en los laboratorios de todo el mundo, muy po-
cas pasan a una fase de desarrollo industrial y menos atin
son las que consiguen una vida comercial.

Objetivo: En este articulo, se revisan los principales as-
pectos que se deben tener en cuenta en el, habitualmente,
largo y tortuoso camino que debe seguir una cepa desde
su aislamiento inicial hasta su comercializacién.

Resultados y conclusiones: Cualquier microorganismo
probiotico debe estar correctamente identificado a nivel
de especie y cepa. La secuencia del genoma es la mejor
identificacion posible, ademas de proporcionar infor-
macion muy valiosa sobre su seguridad, funcionalidad y
propiedades de interés tecnolégico. Los casos en los que
se ha podido establecer una relaciéon entre un probiético
y un efecto adverso son muy escasos y han afectado a per-
sonas con patologias subyacentes. Globalmente, aunque
las distintas pruebas in vitro, ex vivo y en modelos anima-
les proporcionan informacion iitil durante el proceso de
seleccion de cepas, los tinicos datos que permiten evaluar
la seguridad y eficacia de un probiético de una forma di-
recta son los que se obtienen en el curso de ensayos clini-
cos correctamente disefiados y dirigidos especificamente
a la poblaciéon diana. Por otra parte, las empresas que
comercializan probiéticos tienen la necesidad de obtener
una biomasa muy elevada de forma econémicamente
rentable y de que la concentracion de bacterias viables
necesaria para ejercer el efecto beneficioso se mantenga
hasta el final de la vida iitil del producto. Finalmente, los
aspectos comerciales son determinantes en la decision de
afrontar el desarrollo industrial y la puesta en el mercado
de un probidtico.
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PROBIOTICS: FROM THE LAB TO THE
CONSUMER

Abstract

Introduction: In the last years, the field of probiotics
has grown notably. However, out of the thousands of stra-
ins isolated each year in the labs around the world, very
few enter in a phase of industrial development and even
a lower number go to the market.

Objective: In this article, the main aspects that have to
be taken into account in the, usually, long and winding
road that a strain must follow from isolation to the mar-
ket are reviewed

Results and conclusions: A probiotic microorganism
has to be correctly identified at the species and strain
levels. The genome sequence is the gold identification
standard and provides valuable information on the sa-
fety, functionality and technological properties of a stra-
in. The cases in which a link between a probiotic and an
adverse effect has been established are scarce and have
involved people with underlying pathologies. There is a
wide variety of in vifro, ex vivo and animal model assays
for the screening of probiotics, which provide useful in-
formation throughout the selection process; however, co-
rrectly designed clinical trials are the only way to obtain
direct results on the safety and efficacy of a probiotic to
the target population. Probiotic companies have the need
to obtain a very high bacterial biomass in an economica-
lly viable manner while preserving the concentration of
live bacteria required for exerting the expected beneficial
effect until the end of the probiotic’s shelf life. Finally,
commercial aspects play a key role in the decision of star-
ting an industrial development and, eventually, to place a
probiotic in the market.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):33-47)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8705

Key words: Probiotics. Identification. Safety. Functiona-
lity. Industrial development.

Introduccion

En los dltimos afios, el campo de los probidticos
ha experimentado un gran auge, lograndose avances
cientificos y clinicos que han permitido el desarrollo y
comercializacién de diversos productos debidamente
contrastados. Paralelamente, también ha aumentado
la demanda de probidticos por parte de unos consu-
midores cada vez mds conscientes de la estrecha re-
lacién entre nuestra microbiota y la salud. Desafortu-

33



nadamente, algunas compafias han aprovechado esta
coyuntura para aplicar el término “probidtico” a pro-
ductos que no encajan en este concepto y/o cuyos pre-
suntos beneficios carecen de cualquier base cientifica.
Este mal uso, intencionado o no, se ha visto favorecido
por la ausencia, hasta principios del siglo XXI, de un
consenso internacional sobre la metodologia para eva-
luar la eficacia y seguridad de estos productos.

En 2001, una comisién de expertos convocados
de forma conjunta por la FAO y la OMS reconocié
la necesidad de establecer directrices para la evalua-
cion de la eficacia y seguridad de los probidticos'. La
comision propuso una definicién de probidtico que,
desde entonces, ha sido la mds ampliamente aceptada
en todo el mundo: “microorganismos vivos que cuan-
do se administran en cantidades adecuadas confieren
un beneficio a la salud del hospedador”. En 2002, y
recogiendo el guante de la comisién, un grupo de tra-
bajo mixto de la FAO y la OMS elaboré unas directri-
ces con los requerimientos minimos necesarios para
que a un producto se le pudiera otorgar el apelativo
de probiético (Fig. 1)2. Los documentos derivados
del trabajo de ambas comisiones, junto con las actua-
lizaciones recogidas en los consensos de la Sociedad
Espafiola de Probidticos y Prebidticos (SEPyP)*y de
la Internacional Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics (ISAPP)* son referencias clave para
saber qué se entiende por probidtico en la actualidad
y constituyen la base de este articulo.

El proceso que va desde la seleccion inicial de ce-
pas hasta la comercializacién de un probidtico eficaz
para una diana especifica no resulta sencillo (Fig. 2).
Tiene que contemplar diversos aspectos (cientificos,
clinicos, tecnoldgicos, normativos, econémicos, co-
municativos...) que, aunque en ocasiones no son fici-
les de conjugar, pueden y deben ser compatibles entre
si. Recientemente, se ha empleado el término “marco
probidtico” para hacer referencia a todos los sectores
implicados en que el conocimiento existente sobre los
probidticos se traduzca en productos que supongan un
beneficio para la Sociedad (Fig. 3)*.

De los miles de cepas aisladas cada afio por su pre-
sunto potencial probidtico en los laboratorios de todo
el mundo, muy pocas pasan a una fase de desarrollo
industrial y muchas menos adn son las que consiguen
un hueco en los estantes de una farmacia, parafarmacia
o establecimiento alimentario. En este articulo, se re-
visardn los principales aspectos que se deben tener en
cuenta en el camino que debe seguir una cepa desde su
aislamiento inicial hasta su comercializacidn.

Identificacion de los microorganismos probioticos

La identificacién de un aislado a nivel de especie y
cepa es un requisito esencial para cualquier aislado que
se pretenda comercializar. La asignacion de un aislado
a una especie u otra no es banal ya que la evaluacion

Identificacion de la cepa (especie y cepa)
Secuenciacién del genoma (altamente recomendable )
Depésito de la cepa en una coleccion de cultivos
reconocida internacionalmente

v

}

Caracterizacion funcional:
Prerrequisitos + Propiedades probidticas
Pruebas in vitro y ex vivo
Ensayos en modelos animales (marcadores)

Pruebas in vitro, ex vivo y en modelos animales

Evaluacién de la seguridad:

Ensayos de fase 1 en seres humanos

T

!

Preferentemente mas de

Evaluacién de la eficacia:
Ensayos de fase 2 en seres humanos
(doble ciego, controlados con placebo)
Documentacién de efectos adversos

un estudio de fase 2 en
laboratorios

Evaluacién de la eficacia:
Ensayos de fase 3 en seres humanos

(doble ciego, comparacion con el tratamiento

estandar para una patologia especifica)
Documentacion de efectos adversos

—> . .
independientes
(confirmacién de
l resultados)
PROBIOTICO Condiciones adecuadas de
(alimento) - almacenamiento
Concentracion de bacterias viables
PROBIOTICO suficiente para ejercer efecto
(medicamento) — | beneficioso al final de su vida ttil

Fig. 1.—Directrices de la FAO/OMS para la evaluacion de los probidticos’.
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=

amsssnsssnnnsnhasnnaysnnnnnnnnnnnnnngunnnnnsbnnnnnnnnnnnd

« Seleccion de medios de
cultivo optimos

* Desarrollo del proceso
para la obtencién de
biomasa

seleccionadas * Fermentadores
¢ Documentacién de (laboratorio)
seguridad y eficacia * Planta piloto

* Proteccién legal

* Optimizacién de
agentes protectores y
condiciones de procesado
* Estabilidad a corto plazo

!

¢ Produccion industrial

* Mezcla final

» Congelacién

¢ Secado

* Liofilizacion

¢ Envasado

* Estabilidad a largo plazo

l

¢ Suministro a cadena

de distribucion

¢ Comunicacion de los
beneficios a prescriptores,
compradores, consumidores,
comunidad cientifica y
médica

Fig. 2.—FEtapas bdsicas desde el aislamiento inicial hasta la comercializacion de un probidtico.

Cientificos:

Industria:

Quieren productos

Quieren producir
ciencia de alta calidad
que tenga un impacto
positivo en la sociedad

: ,
‘IS ?

&

Consumidores:

rentables y de alta
calidad con alegaciones
validadas y
comprensibles

Quieren informacién Reguladores:
creible para tomar Quieren proteger a los
decisiones informadas consumidores

Fig. 3.—Relaciones entre los sectores im-

del riesgo ante la Autoridad Europea de Seguridad Ali-
mentaria (EFSA) es mucho mds sencilla para aquellas
que, sobre la base de una historia de uso seguro, gozan
de presuncion cualificada de seguridad (QPS; del in-
glés, Qualified Presumption of Safety)’. La lista QPS
se revisa anualmente, incorporando nuevas unidades
taxondmicas si los datos disponibles asi lo avalan. En
consecuencia, es probable que en el futuro se incluyan
géneros y especies (Roseburia spp., Faecalibacterium

plicados en el campo de los probidticos®.

prausnitzii...) que no se han empleado hasta la fecha
como probidticos pero a las que los estudios sobre el
microbioma humano estdn vinculando con claros efec-
tos beneficiosos para la salud.

Como cualquier otra disciplina, la taxonomia de
bacterias y levaduras estd en constante evolucion y
la determinacién de especie debe realizarse (y, even-
tualmente, reevaluarse) con la metodologia mds vdli-
da en cada momento. Aunque las pruebas fenotipicas

Probidticos: del laboratorio al consumidor
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(fermentacidn de carbohidratos, actividades enzimati-
cas...) fueron muy ttiles cuando no existfan otros mé-
todos alternativos, actualmente no son vdlidas para la
identificacion de especies ya que su capacidad de reso-
lucién es claramente insuficiente; de hecho, la heren-
cia del uso de métodos de identificacién inadecuados
es la principal causa de mal etiquetado de productos
probidticos®.

Las pruebas fenotipicas se fueron reemplazando, a
partir de la dltima década del siglo pasado, por diver-
sas técnicas moleculares, basadas en la deteccion de
huellas genéticas (fingerprinting) o en la secuencia-
cién de diversos genes. Entre ellas, la secuenciacion
parcial o completa del gen 16S rRNA se ha conver-
tido, practicamente, en el método estdndar de identi-
ficacion. Sin embargo, este abordaje posee algunos
inconvenientes, como la existencia de secuencias no
contrastadas en las bases de datos (EMBL/GenBank/
DDBJ) o su incapacidad para discriminar entre subes-
pecies estrechamente relacionadas, dentro de grupos
muy exitosos evolutivamente como Lactobacillus
plantarum o Lactobacillus paracasei. En este sentido,
el uso de genes esenciales para el metabolismo celular
(housekeeping), como pheS, rpoA, atpD, tuf, groEL o
recA, o su combinacién con el gen 16S rRNA ofre-
ce una mayor capacidad discriminatoria. En cualquier
caso, es inaceptable prolongar el uso de nomenclatura
obsoleta o confusa en las etiquetas de los productos,
a pesar de que existen ejemplos en este sentido en el
mercado probidtico actual (Lactobacillus biphidus en
vez de Bifidobacterium bifidum; Lactobacillus sporo-
genes en lugar de Bacillus coagulans). Curiosamente,
algunas de las empresas que comercializan productos
mal etiquetados estdn certificadas frente a la norma de
calidad ISO9000 para la que cualquier producto mal
identificado debe ser considerado como no conforme.

La identificacion de un aislado a nivel de cepa es
igualmente relevante porque posibilita su trazabilidad
en pruebas de laboratorio, ensayos clinicos, estudios
epidemioldgicos (incluyendo su posible implicacion
en efectos adversos) y durante todo el proceso de pro-
duccién y comercializacién. También es deseable si
existen efectos beneficiosos especificamente asocia-
dos a esa cepa. En muchos documentos, incluyendo el
consenso de la SEPyP,? se considera que los efectos sa-
ludables demostrados para una cepa microbiana espe-
cifica no son extrapolables o atribuibles a otras cepas
de la misma especie; sin embargo, se trata de un as-
pecto que se deberia revisar ya que algunos efectos (y
los mecanismos que los sustentan) estin ampliamente
distribuidos entre especies pertenecientes a distintos
géneros (producciéon de 4cidos orgdnicos, exclusion
competitiva de patdgenos...), otros son frecuentes
entre las distintas cepas de una misma especie y, fi-
nalmente, otros son mds raros (efectos neurolégicos o
endocrinoldgicos...) y s6lo se pueden asociar a unas
pocas cepas dentro de una especie determinada®.

A pesar de la disponibilidad de diversas técnicas de
genotipado, la electroforesis en gel de campo pulsado

(PFGE) sigue siendo considerada de eleccion para di-
ferenciar cepas, sin olvidar que la presencia de plasmi-
dos y otros elementos extracromosomicos puede estar
asociada a propiedades que la diferencien frente a otras
de la misma especie. La secuencia del genoma comple-
to (incluyendo dichos elementos extracromosémicos)
es la mejor informacidn posible para la identificacion
de una especie/cepa, ademds de proporcionar informa-
cion muy valiosa sobre su seguridad, funcionalidad y
propiedades de interés tecnoldgico (utilizacion prefe-
rencial de sustratos, resistencia a condiciones ambien-
tales, presencia de fagos...). Actualmente, la gendmica
funcional ya facilita la seleccion de cepas para aplica-
ciones concretas.” El abaratamiento de los costes de
secuenciacion hace que sea econdmicamente accesible
para las empresas y en el futuro se convertird, con toda
seguridad, en un requisito para cualquier cepa que se
quiera comercializar.

Por otra parte, es habitual que la empresa interesada
en una cepa la quiera proteger mediante una patente
que cubra sus posibles aplicaciones. Para ello, tendrd
que depositar la cepa en una coleccién de referencia
como, por ejemplo, la Coleccién Espaiiola de Cultivos
Tipo (CECT), bajo las condiciones del Tratado de Bu-
dapest. En este caso, la capacidad para diferenciar la
cepa es una herramienta ttil para detectar un posible
uso ilegal por parte de terceros.

Seguridad de la cepa

Consideraciones generales

Los microorganismos utilizados como probidticos
incluyen a la levadura Saccharomyces cerevisiae 'y,
especialmente, a bacterias de los géneros Lactobaci-
llus y Bifidobacterium, aunque algunas formulaciones
pueden incluir algunas cepas de Streptococcus, Ente-
rococcus, Pediococcus, Propionibacterium, Bacillus
y Escherichia. El uso preferencial de lactobacilos y
bifidobacterias se debe, por una parte, a que se les con-
sidera avirulentos y, de hecho, muchas especies gozan
del estatus GRAS (Generally Recognized as Safe) de
la FDA estadounidense y QPS de la EFSA; por otra, a
que son los organismos que mds se han empleado en
las pruebas de aptitud probidtica y, en consecuencia,
sus propiedades beneficiosas estdn mds contrastadas.

Abhora bien, los organismos probidticos se emplean
en un abanico muy amplio de situaciones, que incluye
individuos sanos, personas sanas pero en una situa-
cidén especial (bebés, mujeres embarazadas o lactantes,
ancianos...) y otras con patologias de distintos tipos
y severidades. En consecuencia, la evaluacion de la
seguridad debe tener en cuenta, entre otros factores,
el microorganismo en cuestion, la forma de adminis-
tracidn, el nivel de exposicion, el estado de salud del
hospedador y las funciones fisioldgicas que pueden
desempeiiar en el mismo®.
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Los casos en los que se ha podido establecer una
relacién entre el consumo de un probidtico y un efecto
adverso son extremadamente escasos y han afectado
a personas con enfermedades graves subyacentes y/o
con la barrera intestinal muy alterada. Esta bajisima
incidencia es especialmente destacable teniendo en
cuenta el amplio uso de este tipo de productos®'°, Por
ejemplo, el riesgo de infeccion por Lactobacillus es
de aproximadamente un caso por cada 10 millones de
personas'!"3, Las especies mds implicadas son Lacto-
bacillus rhamnosus'*" (generalmente en nifios prema-
turos con sindrome de intestino corto), Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii'® (en pacientes con vias cen-
trales) y Bacillus subtilis''®. Incluso en los raros casos
en las que se presentan, se trata de infecciones rever-
sibles y que responden bien al tratamiento antibiético
o antiftingico.

En teoria, los probidticos podrian producir cinco
tipos de efectos adversos: 1) infectividad o patogeni-
cidad; 2) produccion de metabolitos no deseables; 3)
posibilidad de transmision de genes que confieran re-
sistencia a antibidticos; 4) excesiva inmunoestimula-
cién o inmunodepresién en individuos sensibilizados;
y 5) efectos negativos asociados a los excipientes.

Patogenicidad

Hasta la fecha, no se ha hallado ningtin gen inequi-
vocamente relacionado con patogenicidad en los gé-
neros Lactobacillus o Bifidobacterium, incluyendo los
aislados asociados con sepsis u otros efectos adver-
sos’. Los factores que se han propuesto para explicar
su implicacidn en tales casos son precisamente los que,
como veremos posteriormente, se consideran propie-
dades deseables en un organismo probidtico. Por ejem-
plo, su adherencia a las células del hospedador y la re-
sistencia a los mecanismos de defensa innatos pueden
facilitar su translocacién patoldgica al medio interno
y una proliferacién indiscriminada en pacientes muy
quebrantados, que puede acabar en una bacteriemia,
un absceso hepdtico o una endocarditis. Pero sin em-
bargo, la adherencia a las células del epitelio propicia
la colonizacion de las mucosas con la consiguiente ex-
clusion de patdgenos, el fortalecimiento de la barrera
intestinal y la mejora de las interacciones neuro-inmu-
noldgicas®. Igualmente, la resistencia a los sistemas
innatos de defensa puede promover su persistencia en
las mucosas y permitir una translocacién “controlada”,
que es un proceso fisioldgico selectivo y altamente re-
gulado que sucede continuamente en individuos sanos,
implicando una tasa baja de translocacién que resulta
ser importante para la homeostasis orgdnica?'*%.

En contraste con lactobacilos y bifidobacterias, los
enterococos pueden presentar numerosos factores de
virulencia (hemolisina, gelatinasa, DNasa...)*?* por
lo que no se han podido incluir en el listado QPS. A
algunas especies del género Bacillus se les ha otorga-
do la consideracion QPS (B. coagulans, B. pumilus,

B. subtilis), aunque su utilizacion en alimentacién/pro-
biosis viene condicionada por la demostracion de que
la cepa no presenta actividad toxinogénica (ausencia
de genes Hbl y Nhe y de citotoxicidad)®.

Produccion de metabolitos indeseables

En la literatura antigua se postulaba que el iséme-
ro D(-) del dcido ldctico podria provocar acidosis en
la poblacién infantil. Sin embargo, muchas de las es-
pecies autéctonas del tracto gastrointestinal humano,
como Lactobacillus reuteri, 1o generan. También es el
isomero mds abundante en el yogur debido a la acti-
vidad de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.
De hecho, los ensayos clinicos en los que se han ad-
ministrado cepas probidticas productoras de D-lactato
a nifios a término y prematuros han revelado que no
se produce ninguin signo de acidosis, incluso tras su
administracién diaria durante los primeros 12 meses
de vida?2,

En este sentido, la acidosis sélo se presenta cuando
coinciden las siguientes circunstancias: (a) sindrome
de intestino corto; (b) consumo de glicidos en gran-
des cantidades; (c) malabsorcion de los mismos; (d)
aumento de la concentracion de bacterias producto-
ras de D-lactato (pertenecientes a la propia microbiota
del paciente); (e) motilidad colénica disminuida; y (f)
alteracion en el metabolismo del dcido D-lactico®-.
Por ello, la administracién una cepa productora de dci-
do D-léctico en pacientes de riesgo (cirugia intestinal,
sindrome de intestino corto...) debe ser cuidadosamen-
te vigilada si no estd avalada por datos de seguridad en
relacion a este aspecto especifico.

Las aminas bidgenas (AB) se generan por descar-
boxilacién de los aminodcidos y ejercen funciones
fisiolégicas esenciales como neurotransmisores y me-
diadores de la respuesta inmune. Sin embargo, deter-
minados microorganismos (especialmente enteroco-
cos) pueden dar lugar a concentraciones muy altas de
algunas AB (histamina, tiramina...) las cuales pueden
inducir trastornos digestivos, circulatorios y respirato-
rios, especialmente en personas con niveles bajos de
monoamino oxidasa o/y diamino oxidasa, que son los
enzimas responsables de su degradacién. Por este mo-
tivo, la incapacidad de sintetizar AB debe estar inclui-
da en los criterios de seleccion de los cultivos inicia-
dores y también de aquellos probidticos que se vayan
a vehicular a través de alimentos donde se puedan dar
las condiciones para su formacion.

Resistencia a antibidticos

La resistencia a antibidticos puede ser intrinseca y
adquirida. En el primer caso, todas las cepas de una
determinada especie son resistentes y la causa es, habi-
tualmente, la falta de la estructura diana (ausencia del
dimero D-ala-D-ala en los precursores de la pared de
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los lactobacilos, que media la resistencia a glicopépti-
dos) o la impermeabilidad al antimicrobiano (caso de
la resistencia de las bacterias Gram negativas frente a
la penicilina G). Por tanto, la resistencia intrinseca no
es transmisible y no constituye un motivo de especial
preocupacion. La resistencia adquirida la presentan
determinadas cepas de una especie y es debida, en ge-
neral, a la adquisicion de genes que codifican enzimas
que promueven la exportacién del antibiético o su al-
teracion, de manera que ya no sea capaz de reconocer
su estructura diana. Los genes responsables estdn, por
tanto, localizados en elementos transmisibles (plds-
midos, transposones e islas de patogenicidad) por lo
que las cepas que los poseen no son aptas para su uso
como organismos probidticos. Por eso es esencial de-
terminar el patrén de susceptibilidad antibidtica de los
organismos candidatos (Fig. 4)*'. Actualmente se con-
sidera que se debe realizar de acuerdo a procedimien-
tos aceptados internacionalmente como, por ejemplo,
la version mds actualizada de la guia del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) o la norma ISO
10932:2010 (IDF 223:2010) o los criterios propuestos
por Klare et al***. La secuenciacién de los genomas
también es muy util para determinar si existen deter-
minantes de resistencia en el acervo génico de un orga-
nismo candidato a probidtico.

Efectos negativos sobre el sistema inmunitario

La evaluacion de la seguridad de los probidticos
también debe contemplar su impacto en hospedadores

inmunoldgicamente inmaduros o inmunocomprome-
tidos. Todos los microorganismos, tanto autéctonos
como alogenos (http://www.sepyp.es/es/wiki), ejercen
un impacto sobre sistema inmunoldgico. La microbio-
ta autdctona o de ocupacion es crucial para el desarro-
llo y mantenimiento de la fisiologfa y homeostasis de
las mucosas y epitelios que habitan, los cuales actian
como barrera y érgano de comunicacion entre el medio
ambiente luminal y el medio interno del anfitrién®. Un
fracaso en esta interaccion puede contribuir al desa-
rrollo de patologias inflamatorias, metabdlicas o infec-
ciosas.

Todavia no conocemos bien los mecanismos por los
que los microorganismos ejercen su accion sobre el sis-
tema inmune, lo cual es un inconveniente para poder
predecir la seguridad inmunoldgica de una interven-
cién probidtica. El que un probidtico ejerza efectos in-
munoestimulantes o inmunosupresores, que seguin las
circunstancias pueden ser protectores o nocivos, depen-
de de las interacciones entre las sefiales microbianas, la
base genética del hospedador y las condiciones ambien-
tales. Diversos estudios han mostrado que ciertas bac-
terias probidticas estimulan la proliferacion y actividad
de las células inmunitarias, aumentando la eficacia de
la respuesta frente a patégenos. En contraste, otros pro-
bidticos son eficaces frente a la inflamacion crénica y
las alergias mediante la supresion de células efectoras
y la induccién de mecanismos de tolerancia®-*. El co-
nocimiento de las relaciones entre la estructura (geno-
tipo, fenotipo) y las funciones de los probidticos en las
poblaciones diana limitard el riesgo de inducir efectos
inmunoldgicos adversos en el hospedador.

Identificacion taxonémica:
Especie

|

CIM = valor de corte:
ACEPTABLE

Determinacion cuantitativa de la concentracién inhibitoria minima (CIM)
(para cada uno de los antibidticos propuestos por la EFSA para dicha especie)

l l

CIM = valor de corte:
Determinar la base genética de
la resistencia

l

Resistencia adquirida

l

Existencia de gen(es) transmisible(s):
NO ACEPTABLE

Mutacién en un gen conservado:
GENERALMENTE ACEPTABLE

l

Resistencia intrinseca:
ACEPTABLE

Fig. 4.—Esquema propuesto por
la EFSA* para la evaluacion de
la resistencia a antibidticos en
bacterias potencialmente probio-
ticas.
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Seguridad de los excipientes

La evaluacion de seguridad de un probidtico debe
tener en cuenta los excipientes empleados en la formu-
lacién de los productos finales. A modo de ejemplo, se
han descrito casos de nifios que han sufrido reacciones
anafildcticas debidas a la exposicion a las proteinas
de leche de vaca empleada como excipiente’. En
este sentido, los productos probidticos deben respe-
tar la normativa vigente relativa a la declaracién de
alergenos en el etiquetado (Real Decreto 2220/2004,
Directiva Europea 2006/142). Por lo que respecta a los
ensayos clinicos, es importante incluir la alergia o in-
tolerancia al excipiente entre los criterios de exclusidn.

Pruebas y modelos para la evaluacion de la seguridad

Existen numerosos tipos de ensayos in vitro, ex vivo
e in vivo para evaluar la seguridad de los probidticos.
En general, todos son titiles para tener mds informacion
a la hora de seleccionar las cepas mds seguras aunque
los que se basan en pruebas fenotipicas sencillas y en
el empleo de cultivos celulares poseen, en mayor o me-
nor medida, el inconveniente de no reflejar adecuada-
mente las complejas interacciones que se establecen en

un ser vivo. Las pruebas en animales han sido conside-
radas tradicionalmente como una parte esencial en la
evaluacidn de la seguridad de cualquier preparado que
se pretenda administrar a humanos. Para ello, se han
empleado una amplia gama de especies pertenecientes
a diversas clases zooldgicas destacando, entre todas
ellas, el modelo rata. No obstante, los modelos anima-
les también son objeto de controversia por las conno-
taciones éticas inherentes y porque frecuentemente los
datos de seguridad obtenidos no son directamente ex-
trapolables a la especie humana®. Por ello, es deseable
que el modelo animal sea seleccionado por su capaci-
dad para predecir lo que pueda suceder en una persona,
lo que implica que su anatomfa y fisiologia, incluyendo
su desarrollo, los procesos metabdlicos, las respuestas
del sistema inmunitario y la composicion de la micro-
biota, sean lo mds similares posibles a las nuestras. En
este sentido, el cerdo es el modelo ideal®“° a pesar de
que plantea problemas de coste y espacio que frecuen-
temente obligan a optar por otras especies.

Hasta la fecha, los estudios de toxicidad oral aguda,
subcrénica y crénica de probidticos en modelos estdn-
dar (por ejemplo, ratas sanas) (Fig. 5) no han mostra-
do efectos adversos, incluso cuando se han adminis-
trado a grandes dosis (hastal0.000 veces mayores que
las consumidas normalmente en humanos) durante un

Toxicidad aguda e
(prueba limite)
Dosis tnica muy

L. . superior a la normal
Obtencién permiso

1 s para un probidtico r
comité de ética en 10
. S (>10'° ufc) .

experimentacién animal &
L

Aclimatacion (~7 d) -

Evaluacion salud

L

Toxicidad crénica - 4

Dosis repetidas de
una concentracion
similar a la normal

para un probidtico p
humano - i
(<107 ufc)
.

Grupo control

(excipiente)
n ratas
(50% o, 50% %) 14 dias
Grupo tratado l
Evaluacion

(probidtico)
n ratas
(50% &, 50% %)

biométrica, signos
clinicos y mortalidad

(cada 2 dias)
* Peso/longitud
Grup(? c‘ontrol * Eutanasia
(eX01p1tente) * Exanguinacion
X ratas AT
(50% 7, 50% 2) 29 dias ‘ .1’3221?;&6 sangre
" pPeso 6rganos
Grupo tratado * Relacién (peso
(probidtico) 6rganos:peso
X ratas corporal)
(50% &',50%2) Evaluacién » Histopatologia

Grupo control

biométrica, signos
clinicos y mortalidad

satélite (cada 2 dias) Eliminacién
(excipiente) controlada
X ratas caddveres y
(50% o', 50% %) restos
Grupo tr'atado 43 dias Andlisis
satélite estadistico
(probidtico) datos

X ratas

(50% ', 50% 2 )

Fig. 5.—Diseiio tipico de los estudios de toxicidad oral en ratas.
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periodo de tiempo prolongado®*#2, Debido a esta baja
o nula patogenicidad, algunos autores han recurrido
al empleo de animales inmunodeprimidos o genética-
mente predispuestos a padecer ciertas patologias para
evaluar la seguridad de los probidticos, aunque esta
estrategia ha sido cuestionada por la dificultad de ex-
trapolar los resultados a una situacion real. Otra alter-
nativa a la que se ha recurrido para tratar de forzar la
patogenicidad de los probidticos es su administracion
por rutas inusuales (intravenosa, intraperitoneal...).
Nuevamente, son abordajes dificiles de validar ya que
los resultados obtenidos no son, en absoluto, extrapo-
lables a lo que sucede cuando la misma cepa se admi-
nistra por via oral.*? Globalmente, aunque las distintas
pruebas in vitro, ex vivo y en modelos animales pue-
den proporcionar informacidn ttil durante el proceso
de seleccion de cepas, los tnicos datos que permiten
evaluar la seguridad de un probidtico de una forma
directa son los que se obtienen en el curso de ensayos
clinicos de fase 1, 2 y 3, correctamente disefiados y
dirigidos especificamente a la poblacién diana.

Funcionalidad

De forma similar a la evaluacion de la seguridad,
también existen numerosos ensayos in vitro, ex vivo

e in vivo para detectar aquellas cepas que poseen pro-
piedades funcionales relevantes. En mayor o menor
medida, todos son utiles para disponer de la mayor
informacién posible a la hora de hacer un escrutinio
para seleccionar las cepas con mayor potencial pro-
bidtico pero, en la prictica, la mayor parte de los en-
sayos in vitro y ex vivo no permiten garantizar la fun-
cionalidad de los microorganismos probidticos en un
hospedador. Nuevamente, serdn los ensayos clinicos
(fase 2 y 3) los que determinen si un probidtico ejerce
el efecto beneficioso que se esperaba sobre la pobla-
cién diana®.

Desde el punto de vista funcional, los criterios de
seleccion suelen incluir, por una parte, una serie de
prerrequisitos para que la cepa pueda alcanzar su lugar
de accidn a una concentracién adecuada (componente
de la microbiota normal del hospedador diana, resis-
tencia al transito por el aparato digestivo, capacidad de
adherencia a células epiteliales...) y, por otra, propie-
dades que pudieran asociarse a un efecto beneficioso
(produccién de sustancias antimicrobianas, exclusién
competitiva de patégenos, estimulacion de la sintesis
de mucinas, produccién de dcidos grasos de cadena
corta, sintesis de compuestos bioactivos determinados,
neutralizacién o destoxificacion de carcindgenos y de
contaminantes abidticos, inmunomodulacidon, endocri-
nomodulacién, neuromodulacion...) (Fig. 6).
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Fig. 6.—Representacion esquemdtica de algunos de los efectos que pueden ejercer los probicticos en un hospedador, muchos de los

cuales pueden estar interrelacionados.
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Prerrequisitos

Tradicionalmente se recomendaba que las cepas
probidticas se hubieran aislado de muestras de la mis-
ma especie a la que se le iban a administrar, basando-
se en la creencia de que las cepas de origen humano
se implantarfan o colonizarian nuestras mucosas con
mayor facilidad que las aisladas de otras especies* .
Sin embargo, el informe del grupo de trabajo FAO/
OMS citado anteriormente, concluyé que no existe
un criterio definido para el término “origen humano”?
ya que, en muchos casos, resulta extraordinariamente
dificil, sino imposible, conocer el origen tltimo de
una cepa (humano, animal, ambiental, alimentario...)
a pesar de que haya sido aislada, por ejemplo, de una
muestra de heces humanas. Igualmente sefialé que
existen diversos ejemplos de cepas probidticas que
pertenecen a especies aldctonas pero que presentan
efectos beneficiosos documentados en humanos. Por
todo ello, concluyé que, globalmente, la propiedad
“origen humano” no constituye un criterio relevante
en la seleccidon de probidticos para su uso en nuestra
especie.

Para que las cepas probidticas que se administran
oralmente puedan ejercer sus efectos beneficiosos
deben resistir las condiciones ambientales del apa-
rato digestivo y especialmente, el efecto microbioci-
da de la saliva, acidez géstrica, bilis, secrecién pan-
credtica... Debe tenerse en cuenta, ademds, que la
composicion de las distintas secreciones, el tiempo
de vaciado gdstrico o la motilidad intestinal pueden
variar dependiendo de la edad y del estado de salud
del hospedador. Para determinar la resistencia, se
puede recurrir a métodos in vitro como la acidifi-
cacion y/o la adicion de sales biliares al medio de
cultivo, al empleo de secreciones gastrointestinales
obtenidas de individuos sanos o al uso de modelos
dindmicos mds sofisticados que simulan las con-
diciones del tracto digestivo en su conjunto. La
supervivencia de los microorganismos candidatos
a ser probidticos también se puede estudiar in vivo
usando técnicas de intubacidn intestinal y biopsias
del colon o analizando su presencia en las heces de
personas o animales que los hayan ingerido, recu-
rriendo a técnicas moleculares que permitan reco-
nocerlas entre los miembros de la microbiota autde-
tona del anfitrién®’.

Un factor importante para la supervivencia de bac-
terias probidticas es el substrato o matriz con el que
se vehiculan®*°. Desde hace varios afios se trabaja
activamente en sistemas que permitan la maxima pro-
teccion de las cepas probidticas durante su paso por el
estomago y el duodeno, de tal manera que este criterio
no suponga una limitacién real.

Lo mismo es aplicable para la administracién de
probidticos por otras vias cldsicas (vaginal) o emer-
gentes (colirio oftalmoldégico, solucién 6tica, aplica-
cién sobre la piel...) con relacién a las condiciones
especificas de cada ecosistema.

Cualidades probidticas

Las propiedades funcionales por las que se selec-
cione un probidtico pueden ser tan amplias como nos
permita nuestra imaginacion, la tecnologia y el pre-
supuesto disponible. Por este motivo, la intencién de
este apartado no es la de ofrecer un catdlogo completo
de caracteristicas potencialmente probidticas sino des-
tacar la diversidad y complejidad de las alternativas
existentes. En principio, es necesario saber el uso que
se dard al probidtico y sobre qué poblacion se preten-
de aplicar; de esta manera, se seleccionardn las cepas
pertinentes mediante las pruebas mds adecuadas para
poner de manifiesto las propiedades relevantes que
permitan alcanzar el objetivo final.

El uso actual de los organismos probidticos preten-
de, en mds del 90% de los casos, prevenir o erradicar
las infecciones en las cavidades accesibles desde el
exterior, principalmente, las del tracto digestivo y la
vagina. Dentro de las primeras, se utilizan en el control
de la diarrea, sea esta de origen infeccioso o iatrogé-
nico, el estrefiimiento, la intolerancia a la lactosa, la
pouchitis, la enterocolitis necrotizante, el cdlico del
lactante, el sindrome del intestino irritable, etc. A nivel
ginecoldgico se usan en vaginosis y vulvovaginitis de
cualquier etiologia, en la prevencién de recidivas de
dichos cuadros, en la prevencién de la infeccién uri-
naria, en la correccion de los trastornos asociados a la
menopausia y en las mastitis.

El antagonismo microbiano de los probidticos de-
pende, en parte, de su capacidad de adherencia a las mu-
cosas, aunque, como se ha comentado anteriormente, la
adhesion a las células epiteliales es una propiedad con-
trovertida. Sin embargo, es una caracteristica clave para
que una cepa pueda evitar el asentamiento de un pato-
geno potencial. En el proceso estdn implicados diver-
sos componentes superficiales, incluyendo proteinas de
unién al mucus, y algunas estructuras especificas, como
los pili descritos en algunas cepas de Lactobacillus
rhamnosus. Adicionalmente, la capacidad de auto-agre-
gacién puede aumentar sustancialmente la capacidad
de colonizacion en aquellos ecosistemas en los que los
probidticos tienen un tiempo de residencia corto.

El efecto protector de los probidticos viene también
determinado por la generacién de compuestos antimi-
crobianos. El mds universal es el dcido (lactico, acéti-
co, propidnico y/o butirico) que resulta del metabolis-
mo fermentativo de los azicares, dado que la mayoria
de los organismos probidticos son anaerobios aeroto-
lerantes o estrictos. También juega un papel la produc-
cion de bacteriocinas, que son péptidos que producen
poros en la membrana de las bacterias susceptibles o
inducen su lisis, siendo, por tanto, bactericidas. Por ul-
timo, la generacidn de agua oxigenada es un cardcter
muy demandado en los candidatos a probidticos vagi-
nales, porque juega un papel capital en la proteccion
de dicha cavidad.

Otra propiedad relevante de algunas cepas probidticas
es la de coagregar con ciertos patdgenos y, en conse-
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cuencia, impedir su acceso a las mucosas. El efecto anti-
microbiano de la congregacion es particularmente inten-
so cuando la misma cepa es capaz de producir sustancias
antimicrobianas que inhiban al patégeno en cuestién’'.

La integridad de las mucosas estd influenciada por
muchos factores, incluyendo su permeabilidad, la
composicion de las mucinas, el estrés oxidativo y el re-
cambio de las células de la mucosa. Diversos estudios
han demostrado la capacidad de algunos probidticos
para mantener o mejorar la funcién de barrera intes-
tinal mediante la modificacién de la expresion de los
genes que codifican proteinas de las zonas de oclusion
(ocludina, ZO-1, claudina-1, claudina-4, JAM-A...),
la modificacion de la composiciéon de monosacdridos
de las mucinas, el aumento del grosor de la capa de
mucus, la inhibicion de los procesos de apoptosis y/o
la promocidn de la diferenciacion celular y de activi-
dades citoprotectoras, incluyendo la reduccién del es-
trés oxidativo®.

El tejido linfoide asociado a las mucosas representa
la parte mayoritaria del sistema inmunitario y su inte-
raccién con la microbiota constituye uno de los pilares
de la salud. De hecho, los procesos de disbiosis de la
microbiota enddgena alteran las respuestas inmuni-
tarias y contribuyen a la aparicién de enfermedades
infecciosas, inflamatorias y autoinmunes. Por ello, no
es de extrafiar que la capacidad de inmunomodulacion
sea una de las actividades que mds se hayan asociado a
los probidticos. En este sentido, se ha evaluado el efec-
to de diversas cepas sobre los distintos componentes
tanto de la inmunidad innata (células NK, células den-
driticas, macréfagos, células epiteliales...) como de
la adaptativa o adquirida (linfocitos Thl, Th2, Th17,
Treg, Tc y B). Estos estudios abordan la proliferacion
y expresion génica de diversas poblaciones de células
del sistema inmunitario y la produccién de un amplio
espectro de inmunoglobulinas, citocinas, quimiocinas
y factores de crecimiento por parte de las mismas™.
No obstante, el proceso de seleccidn tiene que tener en
cuenta que el tipo de respuesta inmunoldgica asocia-
da a un probidtico (activacion, desviacion, regulacion,
supresion) puede ser positiva o negativa dependiendo
del estado del hospedador. En consecuencia, para mo-
dular una inmunopatia en beneficio del hospedador se
debe tener el mayor conocimiento posible sobre los
mecanismos responsables de la patologia y sobre las
respuestas que se pueden esperar del probidtico. Por
ello, la cepa debe ser cuidadosamente seleccionada de-
pendiendo de la poblacidn a la que vaya dirigida.

La neuromodulacién es uno de los efectos mds pro-
metedores en el campo de los probidticos. El tracto
gastrointestinal humano contiene una red nerviosa
muy compleja, denominada sistema nervioso entérico,
cuyo objetivo principal es la regulacién de las funcio-
nes fisioldgicas y la armonizacién de la comunicacion
entre el cerebro, el tracto gastrointestinal, el sistema
endocrinoldgico y el sistema inmunitario®. Las altera-
ciones de este “eje intestino-cerebro” suelen asociarse
a ciertas patologfas psiquidtricas (desde la ansiedad y

la depresion hasta el autismo) e intestinales (sindrome
de intestino irritable) y a la presencia de una micro-
biota aberrante en los individuos que las padecen®-,
En este sentido, se considera que los probidticos pue-
den tener un impacto importante para estas poblacio-
nes aunque, nuevamente, serd necesaria una cuidado-
sa seleccidn de las cepas (interaccién con receptores
nerviosos, efectos en la biosintesis y metabolismo de
neurotransmisores...) y estudios que revelen la mag-
nitud, mecanismos y relevancia clinica de los posibles
efectos beneficiosos.

Existe un amplio y creciente espectro de pruebas
fenotipicas para poner de manifiesto propiedades pro-
bidticas mediante procedimientos in vitro. Ademds,
la disponibilidad de un andlisis funcional del genoma
empleando las tecnologias de secuenciacién de nueva
generacion”™’ y las nuevas micromatrices funciona-
les®® han revolucionado el descubrimiento de propie-
dades potencialmente probidticas dentro de una cepa.
Este abordaje permite un detallado andlisis de genes
implicados en la colonizacidn, persistencia, interac-
cién y sefializacion dentro del hospedador humano vy,
en consecuencia, una seleccion rdpida de cepas con
propiedades muy especificas.

Ensayos in vivo

Los ensayos in vivo ofrecen la ventaja de poder apli-
car una amplia gama de técnicas (desde las —Omicas
hasta las avanzadas de imagen, pasando por las téc-
nicas bioquimicas, de microbiologia molecular y de
biologia celular) para intentar dilucidar los mecanis-
mos de accidén e identificar marcadores relacionados
con los efectos beneficiosos (y, eventualmente, con los
posibles efectos adversos) de un probidtico.

El empleo de modelos animales permite estudiar
muestras, tejidos y érganos a los que, por motivos éti-
cos, es imposible acceder en ensayos clinicos humanos,
por lo que siguen siendo imprescindibles para determi-
nar mecanismos de accién y marcadores biomédicos.
Como ya se indic6 al hablar de los aspectos de seguri-
dad de los probidticos, existen multiples modelos que
se pueden utilizar para poner de manifiesto la funciona-
lidad de los probidticos in vivo, aunque las diferencias
anatémicas y fisioldgicas con nuestra especie hace que
sean los ensayos clinicos con personas los que final-
mente determinen el grado de eficacia del probidtico
para la diana elegida. Los estudios descriptivos en los
que se comparan muestras de individuos sanos y en-
fermos son extremadamente ttiles para determinar los
marcadores que hay que incluir en los ensayos clinicos,
cuyo objetivo debe ser determinar si realmente se pro-
duce el “efecto beneficioso” incluido en la definicién
de probidtico y, en ese caso, cudl es su magnitud.

Los ensayos clinicos en los que se evalda la efica-
cia son, tipicamente, los de fase 2 y 3 (TablaI). Los
estudios de fase 2 evaldan la eficacia de un probidtico
frente a un placebo, preferentemente en formato de do-
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Tabla I
Aspectos que hay que tener en cuenta para la realizacion de un ensayo clinico humano

Seleccion de la poblacion diana

Seleccion del tipo de ensayo

Cdlculo de la muestra (sobre la hipdtesis de partida) para que tenga significancia estadistica

Disponibilidad del probidtico tal y como se administrarfa realmente a la poblacion a las que va destinado (concentracion, exci-

piente, posologfa...)

Documentacién (para presentar al Comité de Etica y para el seguimiento del ensayo):

Protocolo
Criterios de inclusién y de exclusion

Hoja de informacidn al paciente y consentimiento informado

Memoria econémica
Ficha técnica del producto que se va a administrar

CV del investigador principal (uno por cada centro participante)

Idoneidad instalaciones

Idoneidad investigador principal y colaboradores
Compromiso investigador principal

P¢liza de seguros

Carta para fiscalfa de menores (en el caso de que los participantes lo sean)
Procedimiento y material utilizado para el reclutamiento de los participantes
Cuaderno de recogida de datos (papel, formato electrénico) de los participantes

Diario de los participantes (en caso necesario)

Instrucciones para la recogida y conservacion de las muestras bioldgicas
Registros de acontecimientos adversos (AA) y acontecimientos adversos graves (AAG)

Registro de abandono prematuro del estudio

Registro de muestras bioldgicas recogidas por el participante o personal sanitario

Registro de muestras bioldgicas recibidas en el laboratorio

Registro de control de temperaturas/tiempos (transporte/almacenamiento del probidtico y de las muestras bioldgicas)

Procedimiento de aleatorizacion
Sobres de ruptura de ciego

Permiso del Comité de Etica
Contrato con el/los hospital(es)/centro(s) de atencién primaria

Seguimiento/comunicacién con el Comité de Etica

Alta del estudio en base de datos de ensayos clinicos (ClinicalTrials.gov o similar)

ble ciego, y recogen los posibles efectos adversos. El
resultado deseable seria una mejora bioldgica y esta-
disticamente significativa en alguno(s) de los siguien-
tes aspectos: bienestar o calidad de vida, reduccién del
riesgo de enfermedad, recuperacion mds rapida, menor
sintomatologia y/o aumento del tiempo entre recurren-
cias. Se necesitan mds evidencias clinicas derivadas de
este tipo de estudios para que los probidticos (especie,
cepa, formulacién, dosis, aplicacion especifica para la
que ha mostrado eficacia) ganen credibilidad entre los
consumidores y, especialmente, entre la comunidad sa-
nitaria, independientemente de que se comercialicen en
forma de alimentos o presentaciones medicamentosas.

Los estudios de fase 3 evalian la eficacia de un
probidtico frente a la terapia estdndar empleada para
prevenir o tratar una enfermedad determinada®. En
general, son ensayos ciegos y aleatorizados en los que
el tamafio de la muestra debe ser calculado cuidadosa-
mente y en los que se deben incluir los posibles efectos
adversos e incidencias, una evaluacién de la relacion
riesgo/beneficio y una serie de controles para compro-

bar la calidad del ensayo. El problema de los estudios
de fase 3 es que son muy caros, por lo que tienden
a restringirse a aquellos casos en los que parece mds
evidente que puedan reemplazar o complementar a los
medicamentos convencionales. Un ejemplo claro de
ello es el tratamiento de las enfermedades infecciosas,
debido a la incidencia creciente de la resistencia a anti-
bidticos entre los microorganismos patogenos.

El grupo de trabajo de la FAO y la OMS recomendé
la publicacién en revistas cientificas o médicas reco-
nocidas internacionalmente, tanto de la documenta-
cion que demuestre el cardcter probidtico de una cepa
(incluyendo la evidencia de los ensayos clinicos) como
la de aquellos casos en los que se obtengan resultados
negativos?.

Aspectos tecnoldgicos

El hecho de que una cepa bacteriana crezca bien en
condiciones de laboratorio (pequefios volimenes, me-
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dios de cultivo complejos...) no significa, ni mucho
menos, que vaya a suceder lo mismo en condiciones
industriales. En este sentido, las empresas que comer-
cializan o desean comercializar probidticos se enfren-
tan a dos retos tecnoldgicos importantes: (1) la nece-
sidad de obtener una biomasa bacteriana muy elevada
de forma econémicamente rentable y (2) la necesidad
de que la concentracion de bacterias viables necesaria
para ejercer el efecto beneficioso se mantenga hasta el
final de la vida util del producto.

Ambos aspectos estdn relacionados con las caracte-
risticas fisiologicas de cada cepa, por lo que las con-
diciones deben establecerse caso a caso. Ademas, la
viabilidad también depende del formato en el que se
vayan a administrar las bacterias ya que, por ejemplo,
la vida util de los productos l4cteos probioticos refri-
gerados es notablemente mds corta que la de los pro-
ductos liofilizados que se venden con una presentacion
medicamentosa (cdpsula, polvo...). A su vez, dentro de
los productos liofilizados existen diversos pardmetros
(concentracién de oxigeno, humedad, temperatura de
almacenamiento...) y formatos (microencapsulacion,
recubrimientos...) que juegan un papel importante en
la estabilidad del producto. En cualquier caso, resulta
inevitable que una cierta proporcion de bacterias mue-
ran o resulten dafiadas durante el proceso productivo o
el almacenamiento del preparado probidtico y, en este
sentido, las empresas suelen recurrir a la sobredosifi-
cacion inicial, de tal manera que se conserve la dosis
eficaz hasta el final de su vida util.

Las empresas que se dedican al desarrollo de probio-
ticos (incluyendo el escalado industrial y los estudios
de viabilidad) suelen organizar su trabajo en forma de
etapas con un grado creciente de dificultad en las que
es absolutamente necesario que se alcancen los objeti-
vos de una fase para poder pasar a la siguiente. La pri-
mera etapa suele consistir en: (a) el depdsito de la cepa
en el banco de la empresa y la comprobacion de su
identidad (especie) y (b) la evaluacidén de su capacidad
fermentativa (produccion, limosidad, morfologia...) a
pequefia escala en biorreactores o mini-fermentadores
que simulen las condiciones de los fermentadores de
produccion (temperatura, pH, agitacion...).

La segunda fase consiste en el escalado a produc-
ciones en planta piloto para evaluar la productividad
antes y después del proceso de liofilizacién y el estu-
dio de la estabilidad a los tres meses. En general, el
objetivo es que el microorganismo permanezca viable
(pérdida < 0,2 log ufc) en una mezcla con celulosa (u
otro excipiente) envasada en sobres de papel de alu-
minio, almacenados a una actividad de agua constante
(<0,2) y a 25°C. En la siguiente fase, se determina el
flujo de trabajo para que el probidtico entre en la fase
de fabricacion. Tras la primera produccion, se define
el precio sobre la base del perfil del producto (ufc/g)
y se completa la validacion analitica de la mezcla. El
objetivo final es la liberacién del producto mientras
se contintan los estudios de estabilidad a largo plazo
(dos afios), tanto en refrigeracién como a temperatu-

ra ambiente (~25°C). En general, se pretende que el
procedimiento permita disponer de un producto con
una elevada concentracién (>5 x 10'° ufc/g) que, una
vez dosificado en los envases finales, tenga una vida
util prolongada a temperatura ambiente. En los casos
en los que no es posible, el producto se tiene que con-
servar en refrigeracion hasta su venta.

En cualquier caso, resulta imprescindible la aplica-
cion de los principios del sistema APPCC (Andlisis
de Peligros y Puntos de Control Criticos) y de buenas
practicas de fabricacion para garantizar que los prepa-
rados probidticos llegan al consumidor con la mdxima
calidad posible; por ejemplo, es importante descartar
la contaminacién por otros microorganismos y el man-
tenimiento de la viabilidad de las cepas y la estabilidad
de los excipientes hasta, al menos, el final del periodo
de vida titil del preparado. Es recomendable, asimis-
mo, que las empresas que comercializan probiéticos
hagan controles de los productos de la competencia en
el marco de la proteccién de cepas patentadas y de los
derechos de propiedad industrial.

Cuando una empresa introduce un probidtico en el
mercado, deberia asegurar que estd bien etiquetado. En
este sentido, el comité de expertos de la FAO/WHO?
recomendd que se recoja la siguiente informacion en
la etiqueta de cualquier producto que contenga pro-
bidticos: a) género, especie y cepa; b) dosis minima
de microorganismos viables al final de la vida ttil; ¢)
cantidad necesaria de producto que se debe consumir
para conseguir la dosis efectiva; d) efecto(s) beneficio-
so(s); e) condiciones de almacenamiento y f) forma de
contacto con el servicio de atencion al cliente.

Finalmente, es de esperar que el actimulo de eviden-
cias cientificas obtenidas desde la primera evaluacion
por EFSA de las alegaciones de salud de productos
probidticos, unida a una presentacion adecuada de las
mismas, permita la admision de los preparados que los
contienen y que cumplen con las exigencias publica-
das en su dia®%.

Aspectos comerciales

La opinidn del departamento comercial de una em-
presa alimentaria o farmacéutica resulta fundamental
a la hora de tomar una decisién sobre el desarrollo
industrial y la eventual puesta en el mercado de un
probidtico. Las funciones de dicho departamento in-
cluyen, entre otras, los estudios de mercado (que per-
miten detectar aquellas necesidades de los consumido-
res, cuya resolucion pueda ser rentable), la promocion
y publicidad del producto, las ventas y el servicio
post-venta. Normalmente, son actividades que impli-
can una interaccion constante con los departamentos
de produccidn, financiero y de recursos humanos.

En general, se suelen identificar tres figuras con rela-
cion a la decision de compra: el prescriptor (profesional
que recomienda el producto y cuya opinidn es valorada
por el consumidor; por ejemplo, el médico, el veterina-
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rio o el farmacéutico), el comprador (persona que ad-
quiere el producto pero que no tiene por qué coincidir
con el consumidor; por ejemplo, los padres que com-
pran un preparado probidtico indicado para célico del
lactante) y el consumidor. Por otra parte, resulta impor-
tante tener en cuenta la segmentacion de mercado, bien
por género (por ejemplo, los probidticos para infeccio-
nes vaginales o para mastitis), edad (probidticos pedid-
tricos o para la tercera edad), nivel de ingresos, etc.

Las campafias de marketing bdsicamente se suelen
enfocar, como en cualquier otro tipo de producto, en
distintos elementos: sus caracteristicas (incluyendo el
envase), el precio, la distribucién o disponibilidad y
el servicio post-venta. Normalmente, el ciclo de vida
de un producto comprende las etapas de introduccion
o lanzamiento (salida al mercado de un nuevo prepa-
rado; se producen ventas pero el saldo puede llegar a
ser negativo ya que implica un gasto de promocion no-
table), crecimiento (el producto empieza a ser conoci-
do, las ventas experimentan un fuerte desarrollo y los
beneficios también) y madurez (las ventas se estabili-
zan y los beneficios hacen lo propio). Eventualmente,
puede existir una etapa de declive o saturacion (caida
considerable de ventas y beneficios), durante la que
se puede intentar relanzar el producto introduciendo
alguna innovacion.

La determinacion del precio se puede basar en los
costes, en la elasticidad de la demanda, en los precios
que fija la competencia para productos similares, etc.
En general, los preparados probiéticos disponibles en
farmacias y parafarmacias no estdn cubiertos por el
Sistema Publico de Salud por lo que suelen tener un
coste final elevado para el comprador (~1 €/cédpsula,
sobre u 6vulo). Este hecho propicia que un porcentaje
relativamente elevado de usuarios potenciales no ten-
ga acceso a ellos, especialmente cuando se requiere
un tratamiento prolongado. En el futuro, la mayor dis-
ponibilidad de resultados basados en ensayos clinicos
bien disefiados y ciertos cambios normativos podrian
hacer variar la situacién.

La politica de distribucién permite que el producto
se encuentre en el lugar y momento adecuados para
poder ser adquirido por el consumidor. En general, el
proceso que sigue el producto desde que sale de la ca-
dena de produccion hasta que llega a manos del cliente
es el siguiente: almacenamiento del producto, distribu-
cion fisica, facturacién y cobro. El canal de distribu-
cion es cualquiera de los medios (establecimientos ali-
mentarios, farmacias, parafarmacias...) que se utilizan
para conseguir que los productos recorran el camino
desde el productor hasta el consumidor.

La promocién del producto incluye la publicidad en
diversos medios, especialmente en revistas especiali-
zadas y en el lugar de venta y la visita a los prescripto-
res por parte de representantes de la empresa. En este
sentido, es también importante la promocidn de la inte-
raccidn entre los investigadores y clinicos que aislaron
y evaluaron la(s) cepa(s) probidtica(s) y los prescrip-
tores, a través de reuniones o sesiones en congresos.

Esto les facilitard una informacién de primera mano
sobre las bondades del preparado, que probablemente
se percibird como menos sesgada que la ofrecida por
los representantes de la compaififa comercializadora.
Por ultimo, existe la posibilidad de la divulgacién para
el publico en general, aunque en este caso parece mas
apropiado suministrar informacién sobre la microbiota
de ocupacion, sus funciones y los beneficios que apor-
ta, de modo que el uso de probidticos se perciba como
lo que es, una aplicacidn racional de dichos beneficios
en aras de una mejor salud publica.
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Abstract

Probiotics can potentially influence systemic health with
several mechanisms of action. Mastitis is a common disea-
se during lactation with an incidence of up to 33% of lacta-
ting mothers. This condition is usually defined as an inflam-
mation of the mammary gland, characterized by a variety of
local and, sometimes, systemic symptoms, being staphylo-
cocci and streptococci the main aetiological agents. In this
context, some probiotic lactobacilli strains isolated from
breast milk appear to be particularly effective for treating
mastitis and, therefore, constitute an attractive alternative
to antibiotherapy. A 1H NMR-based metabolomic approach
was applied for identifying the metabolomics changes oc-
curring in urinary metabolome as a reflect of overall bioche-
mical effects after consuming a probiotic strain (Lactoba-
cillus salivarius PS2) in women with mastitis. 24 h urine of
women with lactational mastitis was collected at baseline
and after 21 days of probiotic (PB) administration. Multi-
variate analysis (OSC-PLS-DA and hierarchical clustering)
showed metabolome differences after PB treatment. The
discriminant metabolites detected at baseline were lacto-
se, ibuprofen and acetaminophen (two pharmacological
drugs commonly used for mastitis pain), while, after PB
intake, creatine and the gut microbial co-metabolites hi-
ppurate and TMAO were detected. In addition, a voluntary
desertion of the pharmacological drugs ibuprofen and ace-
taminophen was observed after probiotic administration.
The application of NMR-based metabolomics enabled the
identification of the overall effects of probiotic consump-
tion among women suffering from mastitis and highlighted
the potential of this approach in evaluating the outcomes of
probiotics consumption. To our knowledge, this is the first
time that this approach has been applied in women with
mastitis during lactation.

Adaptacion metabdélica de la microbiota del colon
a la dieta

Mego M', Bendezti A’, Merino X?, Méndez S, Accarino A’, Monclus E?,
Izquierdo M?®, Navazo F, Gibson GR*, Guarner F' y Azpiroz F'.
"Instituto de recerca, Hospital universitario Vall d’Hebron; Centro de
Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepéaticas y Diges-
tivas (Ciberehd); Departamento de Medicina, Universidad Autébnoma
de Barcelona. 2Departamento de Radiologia, Hospital Universitari Vall
d’Hebron. 3Instituto de Visualizaciéon, Realidad virtual e Interaccion,
Universidad Politécnica de Catalufia, Barcelona, Espania. “Department
of Food Biosciences, The University of Reading, Reading. UK.

Resumen

Antecedentes. Recientemente demostramos que una dieta
rica en residuos no absorbibles, fermentables por las bacte-
rias colénicas, aumenta a corto plazo la producciéon de gas y
produce sintomas digestivos. Al contrario, esta descrito que
algunos prebidticos, disminuyen estos sintomas.

Hipotesis. Prebiodticos inducen un proceso de adaptacion de
la microbiota, que modifica su metabolismo y mejora su to-
lerancia.

Material y métodos. En 20 sujetos sanos se administré un
prebidtico (Bimuno, prebiotic powder, Clasado, UK; 2.8
mg/d) tres semanas; ademas de una dieta tres dias antes,
al principio y final del tratamiento. Se midi6: nUmero de eva-
cuaciones anales de gas diarias, volumen de gas evacuado
durante cuatro horas tras comida prueba y volumen del con-
tenido coldnico a través de resonancia abdominal.
Resultados. Antes del tratamiento los sujetos tuvieron 12+1
evacuaciones anales de gas y evacuaron 160+17 mL de gas.
Al principio del tratamiento aumentd el numero de evacua-
ciones de gas (18+2 veces; p=0,006) y el volumen de gas
evacuado (236+23 mL; p=0,003). Sin embargo, a las tres se-
manas de tratamiento se observé disminucion del nimero de
evacuaciones de gas (11+2; p=0,002 vs inicio tratamiento) y
del volumen de gas evacuado (169+23 mL; p=0,001 vs inicio
tratamiento), volvieron a niveles pre-tratamiento (p>0,1 para
ambos). Aumento significativamente el volumen del colon
(740473 mL vs 628+62 mL pre-tratamiento; p <0.05); el in-
cremento se mantuvo durante el tratamiento (792+64 por 3
semanas; p <0.05 vs pre-tratamiento).

Conclusion. Prebidticos producen a corto plazo aumento de
la produccién de gas, posteriormente la microbiota se adapta
y modifica su metabolismo.

La preparacioén para colonoscopia puede inducir
cambios persistentes en la microbiota intestinal

Virginia Robles, Suchita Panda, Alba Santiago, Ester Navarro, Antonio
Torrejon, Claudia Herrera, Chaysavanh Manichanh, Francesc Casellas,
Natalia Borruel y Francisco Guarner.

Servicio de Aparato Digestivo, Hospital Universitari Vall d’Hebron,
Barcelona.

Resumen

Se ha descrito pérdida de la biodiversidad microbiana del
intestino en algunas patologias digestivas (enfermedad in-
flamatoria, intestino irritable, diarrea por C. diff). Nuestro
objetivo fue investigar los cambios inducidos por el lavado
intestinal con soluciones de polietilenglicol (PEG) mediante
secuenciacion masiva del gen 16S rRNA en muestras fecales
obtenidas antes y después del lavado.

Se analizaron muestras de 12 voluntarios sanos recogidas
el dia -30 (T1) y el dia -1 (T2) antes del lavado con PEG, una
muestra sélida del dia del lavado (T3), y los dias +1 (T4), +15
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(T5), +30 (T6), y +60 (T7). Los extractos de ADN (método de
Godon) se sometieron a pirosecuenciacion del 16S rRNA (V4;
Roche 454), tras amplificacién con primers universales. El
analisis bioinformatico utilizé la plataforma Qiime.

No se identificaron cambios de los géneros dominantes que
determinan el enterotipo (Bacteroides para enterotipo 1, Pre-
votella para enterotipo 2, y otros géneros para el 3). El andlisis
de composicion bacteriana de las muestras mediante coor-
denadas principales distinguié un grupo de 6 personas (gru-
po A) en los que no hubo cambios cualitativos a lo largo de
los tres meses de estudio, otro grupo de tres personas con
cambios relacionados con la ingesta de PEG (grupo B), y un
tercer grupo de tres personas con cambios sin clara relacion
con la ingesta de PEG (grupo C). En el grupo A tampoco hubo
cambios en biodiversidad (Chao 1 y nimero de OTUs), pero
si hubo caida de biodiversidad en los grupos B y C. Tres in-
dividuos no recuperaron la biodiversidad inicial en la Ultima
muestra (T7, dos meses después de PEG). Por ultimo, la pre-
sencia de Akkermansia muciniphila se vio significativamente
afectada por el lavado con PEG (T2 3,8+2,3; T4 0,13+0,09;
T7 0,90+0,72).

Conclusiones: El lavado intestinal con PEG no modifica la
estructura global de la microbiota pero puede afectar la bio-
diversidad y la presencia de algunas especies.

La gastroenteritis de los nifnos y su tratamiento
por los fermentos (etiologia y patogenia)

Guillermo Alvarez-Calatayud’ y Evaristo Sudrez?

'Servicio de Gastroenterologia Pediatrica, Hospital Gregorio Marafion,
Madrid. ?Area de Microbiologia. Facultad de Medicina. Universidad de
Oviedo.

Resumen

Este titulo corresponde a una Tesis Doctoral que defendio
el 28 de Junio de 1911, el licenciado en Medicina Francis-
co Mufoz Seca y que obtuvo la calificacién de aprobado
(j¢,como aprobado?!) (j¢,una tesis?!).

Introduccién: gran protagonismo a los trabajos de Escherich
(¢ de qué me suena?), de Tissier (¢,0s suena?) y de Metchni-
koff (éste seguro que si). ¢ Oisteis aquello de que gracias a los
métodos genotipicos hemos descubierto que hay multitud
de microorganismos no cultivables? Observacién de Eberte
en 1896: En un mL de heces diarreicas hay 33.021.206, de
los que recuperan 3.518.232 tras cultivo en placa (jToma ya
PCRY) (;Sera estadisticamente significativo?).

Resultados: se describen 4 periodos de colonizacién en
el recién nacido amamantado: aséptico, de infeccién cre-
ciente, de transformacion de la flora y de la flora constan-
te jque ocurre a los cuatro dias! (que nos lo expliquen la
Collado y el Gueimonde) en la que predomina el Bacillus
bifidus (o sea, que el de ahora es un mote). Al comparar
los datos con los obtenidos de nifios criados a biberén,
encuentra que en estos el periodo de transformacion de la
flora es mas lento, los B. bifidus no son preponderantes y
hay muchos mas tipos bacterianos (;Qué indice de impac-
to se merece esto?).

Paquito estudia, ademas, el cambio de flora durante la gas-
troenteritis, sugiriendo la ingestién de “fermentos” como
medidas de prevencion y tratamiento: lactobacilina (Bacilo
bulgaro mas Bacillus acidi Lactis), biolactyl (bacilo bulgaro
mas Streptococcus lactique) menos potente y lacteol (baci-
los lacticos secos que reviven en el intestino) todavia menos
potentes (a ver si lo de los probiéticos no va a ser tan mo-
derno....).

La Tesis finaliza con la exposiciéon de una serie de casos de
nifos diarreicos y febriles que traté nuestro héroe con lac-
tobacilina. Todos sanaron salvo uno que murié debido pro-
bablemente a su extrema debilidad al inicio del tratamiento
(Minoru, jte gan6 por 20 afios!).

¢Por qué no sabemos de esta gente?

Functionalized meat foods with prebiotics as
colon cancer prevention in an animal model

Javier Fernandez', Estefania Ledesma? Enric Milan®, Pedro Costa®,
Joaquin Monte?, Maria Varela?, Adolfo Sudrez’, Claudio J. Villar' and
Felipe Lombd’

"Universidad de Oviedo. Instituto Universitario de Oncologia del Prin-
cipado de Asturias (IUOPA), Departamento de Biologia Funcional. C/
Julian Claveria 7. 33006 Oviedo (Principado de Asturias). lombofeli-
pe@uniovi.es. 2El Hérreo Healthy Food SL, C/ Las Cabanas 43, 33180
Norefia (Principado de Asturias). 3°COSFER SA, C/Isaac Peral, 2, Can
Castells, 08420 Canovelles, Barcelona (Catalufia). *Hospital Universi-
tario Central de Asturias (HUCA), Carretera de Rubin s/n, 33011 Ovie-
do (Principado de Asturias).

Abstract

Colon cancer is the main cause of cancer in European popu-
lation, with about 28.2 cases per 100,000 habitants per year'.
Different genetic, chemical, environmental and nutritional fac-
tors affect the colon mucosa, generating diverse gene dama-
ges that eventually will lead to alterations in the multiplication
process at the colonocyte level, and finally giving an invasive
carcinoma?.

Prebiotics compounds are not digested by enzymes present
in human digestive tract. However, several species of gut
bacteria are able to metabolize these prebiotics, giving rise to
short-chain fatty acids (SCFAs) with antitumor activity®.

A colon cancer rat model has been used in order to evalua-
te the effect of two functional meat products with respect to
prevention of this neoplasm. These functional foods (ham and
chorizo sausage) contain the prebiotic fructooligosaccharide
inulin at diverse concentrations®. Colon cancer was induced
in five groups of seven Fisher 344 rats by using azoxymetha-
ne (a carcinogen with tropism for colon mucosa)®, and during
5 months, rats were fed with regular feed (absolute control) or
with the functional foods. Five control groups of three Fisher
344 rats were not induced with carcinogen. Functional foods
increased colon production of SCFAs with respect to control
feed.

After the study, animals were sacrificed and colons examined.
Rats fed with functional ham and chorizo sausage showed
33.27%-64.61% less tumors than respective control groups.
Also, they showed 44.60%-70.30% less tumor covered areas
in colon mucosa than control groups. Rats fed with functional
food also showed an increase in caecum weight and some
colon microbiota populations.
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Beneficial changes in gastrointestinal microbial
communities associated with the consumption of
an infant formula supplemented with the probiotic
bacteria Bifidobacterium longum subsp; Infantis
CECT7210: a metagenomic approach

José Antonio Moreno’, Gloria C. Cifuentes’, Mireia Morera', Juan Fco.
Martinez-Blanch?, Francisco Codofier? Salvador Genoves®, Empar
ChenolP, Isabel Polanco?, Ricardo Closa-Monasterolo®, Joaquin Escri-
bano®, Natalia Ferré® , Veronica Luque® and Montserrat Rivero’

'Laboratorios Ordesa S.L. (josea.moreno@ordesa.es). 2 LifeSequen-
cing S.L. *Biopolis S.L. “Hospital Infantil Universitario La Paz, Madrid.
SUniversitat Rovira i Virgili, Institut d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili.

Abstract

Decreasing cost of next-generation sequencing has allowed
deep sequencing of clinical samples providing unique oppor-
tunities to understand host-associated microbial commu-
nities during nutritional interventions with probiotics. The
present metagenomic study aimed at monitoring the coloni-

zation of microbial communities in the gastrointestinal tract
in two different infant groups using samples of their feces
obtained from a Double Blind Placebo Controlled Randomi-
zed Clinical trial where each group has been fed infant for-
mula with probiotic Bifidobacterium longum subsp. infantis
CECT7210 (treated group) or without the probiotic bacteria
(control group).

Microbial biodiversity was increased in the group fed in-
fant formula containing CECT7210 in comparison with the
control group, ratio Phylum Bacteroidetes/Firmicutes at the
end of the nutritional intervention with probiotic CECT7210
was lower in the treated group than in the control group
(0.0017+0.0064 versus 0.0054 + 0.0138). Presence of Bifido-
bacterium species and Bifidobacterium longum specie were
significantly increased in the treated group at the end of the
study compared with the control group (p < 0.026 and p <
0.0023 respectively). Presence of pathogens (Escherichia,
Clostridium, Salmonella and Yersinia) was lower in the trea-
ted group compared with control group but this difference
was not statistically significant. In spite of global pathogen
reduction was not significant, presence of Escherichia coli in
the treated group was statistically lower than in the control
group (p < 0.024).

Results allow concluding that consumption of infant formula
with probiotic bacteria CECT7210 can promote healthier mi-
crobiota in babies and play a positive role in the gastrointes-
tinal tract of infant.
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Are polyphenol rich foods associated with specific
intestinal microorganisms in systemic lupus
erythematosus patients?

Adriana Cuervo’, Arancha Hevia?, Patricia Lépez’, Ana Sudrez', Borja
Sanchez?*, Abelardo Margolles? and Sonia Gonzélez’

"Department of Functional Biology, University of Oviedo, Oviedo,
Asturias, Spain. ?Department of Microbiology and Biochemistry of
Dairy Products, Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA),
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Villaviciosa,
Asturias, Spain.

Abstract

Our group has recently proved the existence of a gut micro-
bial dysbiosis in patients with systemic lupus erythematosus
(SLE), resulting in differences in the ratio Firmicutes/Bacteroi-
detes, and supporting previous evidence involving intestinal
bacteria in the initiation and amplification of inflammatory
processes and autoimmune diseases. While several studies
have addressed the use of dietary fibres to modify intestinal
microbial populations, information about other highly correla-
ted components, such as polyphenols, is scarce. The aim of
this work was the identification of dietary components able to
influence this altered microbiota in 20 women suffering from
SLE and 20 age-matched controls. Food intake was recor-
ded by means of a food frequency questionnaire. Energy was
calculated from CESNID food composition tables and Phe-
nol-Explorer was used for polyphenol intake. Results showed
positive associations between flavone intake and Blautia,
flavanones and Lactobacillus and dihydrochalcones and Bifi-
dobacterium in the SLE group. Regarding the controls, dihy-
droflavonols were directly associated with Faecalibacterium,
whereas flavonol intake was inversely associated with Bifido-
bacterium. From the food sources of these polyphenols rela-
ted to microbiota, orange intake was directly associated with
Lactobacillus and apple with Bifidobacterium in SLE, whilst
red wine was the best contributor to Faecalibacterum varia-
tion. The association between common foods and particular
microbial genera, reported to be decreased in SLE, could be
of great importance for these patients.

Comparative study of the effects of Escherichia
coli Nissle 1917 and Lactobacillus salivarius ssp;
Salivarius CECT5713 on intestinal microbiota
composition and mirna expression in the DSS
model of mouse colitis

Francesca Algieri', Alba Rodriguez-Nogales’, José Garrido-Mesa’', Na-
tividad Garrido-Mesa', Maria Pilar Utrilla’, Maria Elena Rodriguez-Ca-
bezas', Natalia Chueca?, Federico Garcia? and Julio Galvez’
'Department of Pharmacology, CIBER-EHD, CIBM, ibs.GRANADA,
University of Granada, Spain. 2Microbiology Department, San Cecilio
University Hospital, Instituto Biosanitario de Investigacién (ibs.GRA-
NADA), Granada, Spain.

Abstract

Introduction: All probiotics do not display the same biological
effects, and their specific immunomodulatory properties may
contribute to differential effects. The present study compared
the in vivo effects of two probiotics Escherichia coli Nissle
1917 and Lactobacillus salivarius ssp. salivarius CECT5713 in
the DSS model of mouse colitis.

Material and Methods: Escherichia coli Nissle 1917 and Lac-
tobacillus salivarius were given orally (5x108 UFC) to C57BL/6
mice for two weeks before DSS-induced colitis. Non-colitic
and non-treated colitic groups were also included. Mice were
scored daily using a Disease Activity Index (DAI). Once mice
were sacrificed, the colonic specimens were evaluated by
determining the expression of proinflammatory markers and
micro-RNAs by qRT-PCR. Moreover, changes in microbiota
populations were evaluated by pyrosequencing.

Results: Both probiotics prevented the colonic damage indu-
ced by DSS, as evidenced by lower DAI values and colonic
weight/length when compared with untreated control mice.
Probiotics modified the colonic expression of different cyto-
kines (IL-1B, IL-12, IL-10 and TGF-f). Both treatments were
associated with changes in micro-RNAs expression, like miR-
155, miR-223, miR-375 and miR-143. Finally, pyrosequence
characterization of microbiota showed that probiotics treat-
ments increased the bacterial diversity, reverting the dysbio-
sis produced by DSS-colitis.

Discussion: Escherichia coli Nissle 1917 and Lactobacillus
salivarius ssp. salivarius CECT5713 were able to modify the
expression of different inflammatory markers and microR-
NAs, as well as to increase the intestinal bacterial diversity,
although each probiotic showed differential characteristics,
which could be of great interest to control the complex pa-
thogenesis of IBD.

Capacidad inmunomoduladora de cepas de
bifidobacterias productoras de exopolisacaridos:
estudio in vivo con ratas wistar

Nuria Salazar’, Patricia Lopez?, Pablo Garrido®, Javier Mordn?, Estefa-
nia Cabello®, Celestino Gonzalez®, Miguel Gueimonde’, Ana Suéarez?,
Clara G. de los Reyes-Gavilan'y Patricia Ruas-Madiedo’
"Departamento de Microbiologia y Bioquimica de Productos Lacteos,
Instituto de Productos Lacteos de Asturias. CSIC. Villaviciosa, Astu-
rias, Espafa. 2Departamento de Biologia Funcional, Area de Inmuno-
logia, Universidad de Oviedo, Asturias, Espafia. *Departamento de
Biologia Funcional, Area de Fisiologia, Universidad de Oviedo, Astu-
rias, Espafa.

Resumen

La administracién de probidticos mediante su inclusiéon en
productos lacteos representa una estrategia para modular
la microbiota intestinal a través de la dieta. Varias cepas de
Bifidobacterium poseen caracteristicas probidticas y algunas
producen carbohidratos exocelulares complejos de naturale-
za glicosidica, los exopolisacaridos (EPS). En nuestro estudio
evaluamos la capacidad de 2 cepas productoras de EPS,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis IPLA R1 y Bifidobacte-
rium longum IPLA E44 para modular la respuesta inmune y la
homeostasis de la glucosa dependiente de insulina utilizando
como modelo ratas Wistar alimentadas con una dieta estan-
dar. Los animales divididos en tres grupos, se alimentaron
diariamente durante 24 dias con 10% de leche desnatada, o
con 10° cfu de la cepa correspondiente en leche desnatada.
Se observé un aumento significativo de la citocina regula-
dora TGF- en ambas cepas en comparaciéon con el grupo
de ratas control, alcanzandose los niveles mas altos en las
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ratas alimentadas con la cepa IPLA R1. Esta cepa presenté
ademas un perfil inmunoprotector, reduciendo la produccion
de la citocina proinflamatoria IL-6. Por otra parte, la quinasa
Akt fosforilada disminuy6 en el musculo gastrocnemio de las
ratas alimentadas con la cepa IPLA R1, sin afectar a la gluco-
sa, la insulina, y el indice HOMA en sangre, o los niveles del
trasportador de glucosa GLUT-4, situado en la membrana de
los adipocitos y las células del tejido muscular. Por lo tanto,
la cepa B. animalis IPLA R1 es un candidato probiético para
ser probado en modelos animales con un estado leve de in-
flamacién.

Prebiotic suplementation during suckling
modulates the course of rotavirus gastroenteritis
in rats

M Rigo-Adrover’, S Ramos-Romero’, T Pérez-Berezo', S Saldana’, A
Franch’, C Castellote’, M Castell', K van Limwpt?, K Knipping?, J Gar-
ssen? and FJ Pérez-Cano’

"Department of Physiology, Faculty of Pharmacy, University of Barce-
lona and Institut de Recerca en Nutricié i Seguretat Alimentaria (INSA),
Barcelona, Spain. 2Nutricia Research, Utrecht, The Netherlands.

Abstract

Introduction: Rotaviruses (RV) are the most important cause
of severe dehydrating diarrhoea in young children worldwide.
Some studies suggest breastfeeding or the use of specific
probiotics and prebiotics as protective agents to attenuate
the clinical course of RV infection.

Aim: The objective of this study was to investigate the an-
ti-diarrhoeal effect by supplementation of two prebiotic
mixtures: Pre1, a combination of short-chain galactooligo-
saccharides (scGOS) and long-chain fructooligosaccharides
(IcFOS) 90:10 and Pre2, a combination of scGOS, IcFOS and
pectin-derived acidic oligosaccharides (pAOS) (76.5:8.5:15)
in the suckling rat RV infection model.

Methods: Lewis rats received daily 0.8% of total daily intake
(w/w) of the prebiotic mixtures from the 3rd to the 21st day
of life. The 7th day of life a RV was orally inoculated in both
groups and in non-supplemented (NS) animals. Diarrhoea in-
cidence and severity, RV-specific antibodies and viral shed-
ding were evaluated.

Results: Both prebiotic mixtures induced loose stool by itself
which hindered the diarrhoea scoring. However, both mixtu-
res were able to modulate the course of the RV diarrhoea.
Pre1 (scGOS/IcFOS) reduced diarrhoea incidence (~10%),
severity (~0.2, in a 1 to 4 score) and faecal weight increase
(~4 mg/faecal sample) compared to the NS animals during
the first days after viral inoculation (p<0.05). Both prebiotic
mixtures differentially modulated immune response against
RV and reduced up to 10 times the viral elimination compa-
red to the NS group.

Conclusion: Both prebiotic interventions modulated the cour-
se of RV-induced acute gastroenteritis, the specific immune
response and the fecal clearance of the viral particles.

Efecto de Lactobacillus plantarum 3547
en el restablecimiento de la respuesta inflamatoria
asociada a obesidad

Maria Tabernero Urbieta’, Bricia Ldpez Plaza? Carlota Largo Aram-
buru’, Victor Caz Bonilla’, Carmen Gémez Candela? y Mdnica Santa-
maria Ramiro’

'Departamento de Cirugia Experimental. 2Investigacion en Nutricion y
Alimentos Funcionales (NUTRINVEST). Instituto de Investigacién Sa-

nitaria Hospital Universitario La Paz (IdiPAZ). Paseo de la Castellana
261; 28046, Madrid.

El presente estudio ha sido apoyado por Grupo CARINSA a
través del proyecto HUENUFOOD (CEN- 20101016) del pro-
grama CENIT del Ministerio de Economia y Competitividad
de Espana.

Resumen

En obesidad los niveles basales de marcadores inflamato-
rios se ven incrementados; sin embargo, frente a una infec-
cién la respuesta inflamatoria es deficiente. La microbiota
intestinal juega un papel clave en la modulacién de la res-
puesta inmune, y dada su relativa plasticidad es una diana
terapéutica accesible mediante el uso de probidticos, como
Lactobacillus plantarum 3547 (Lp3547). El objetivo de este
estudio fue evaluar el potencial de Lp3547 en el restableci-
miento la respuesta inflamatoria en individuos obesos. Para
ello se obtuvieron 30 muestras de sangre de voluntarios
que durante 12 semanas habian consumido diariamente
una capsula de Lp3547 (10x109 ufc/d) o placebo (malto-
dextrina). Mediante gradiente de Ficoll se aislaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) que fueron
incubadas con/sin LPS, simulando una infeccion. Tras 6h
se recolectaron los sobrenadantes donde se determinaron
concentraciones de citoquinas (IL-6, IL-1f, IL-10 y TNF-c)
mediante citometria de flujo. En todos los casos las PB-
MCs liberaron citoquinas en respuesta al LPS. En el grupo
placebo la concentracion de TNF-o fue significativamente
menor en los individuos obesos que en los normopeso y
en las concentraciones de IL-6 e IL-10 se observo la misma
tendencia. Esta tendencia también se observé en IL-1B y
TNF-o del grupo probiético, pero no en IL-6 y en ninglin
caso las diferencias entre individuos con distinto IMC fueron
significativas. Estudios previos han descrito que Lp3547es
capaz de reducir la inflamacion basal en individuos obesos,
mientras que en estudio preliminar proponemos que ade-
mas es capaz de incrementar la respuesta inflamatoria en
caso de infeccién.

Immunomodulatory properties of Lactobacillus
fermentum ECT5716 in DSS-colitis: impact on
micro-RNA expression and bacterial diversity

Alba Rodriguez-Nogales’, Francesca Algieri’, José Garrido-Mesa’, Na-
tividad Garrido-Mesa', Maria Pilar Utrilla’, Maria Elena Rodriguez-Ca-
bezas', Natalia Chueca?, Federico Garcia? and Julio Galvez’
"Department of Pharmacology, CIBER-EHD, CIBM, ibs.GRANADA
University of Granada, Spain. 2Microbiology Department, San Cecilio
University Hospital, Instituto Biosanitario de Investigacién (ibs.GRA-
NADA), Granada, Spain.

Abstract

Introduction: Probiotics exert beneficial effects through diffe-
rent mechanisms, including immunomodulatory properties and
affecting the microbiota composition. These can downregulate
inflammatory mediators including micro-RNAs. In this study we
evaluated the immunomodulatory properties of Lactobacillus
fermentum CECT5716 in DSS-colitis in mice, emphasizing the
relation between micro-RNA expression and bacterial diversity.
Methods: Male C57BL/6 mice were pretreated with L. fermen-
tum at 5x108 ufc/mice/day for two weeks before colitis induc-
tion with DSS (3% w/v). Non-colitic and non-treated colitic
groups were also included. Six days after colitis induction, all
mice were sacrificed. The inflammatory status was evaluated
by a disease activity index (DAI), gqRT-PCR analysis of inflam-

54

SESION DE INMUNONUTRICION



matory markers and micro-RNAs, and changes in microbiota
populations (pyrosequencing) and lymphocyte subpopula-
tions in intestine lymphatic nodes (flow-cytometry).

Results: Probiotic administration showed intestinal anti-in-
flammatory effect, evidenced macroscopically by lower DAI
values and biochemically by a decreased expression of the
pro-inflammatory cytokine IL-1B, and an increased expres-
sion of mucins (MUC-2 and MUC-3) as well as tight junction
proteins. Also, the micro-RNA expression profile showed a
reduced expression of miR-143 and miR-375 while miR-155,

miR-223 and miR-150 were increased in untreated colitic
mice, being restored after probiotic treatment. Finally, the
treatment was able to modify lymphocyte populations and
alter the composition of the microbiota.

Discussion / Conclusion: L. fermentum CECT5716 was able
to increase the diversity of microbiota as well as to alter the
expression of different inflammatory markers, micro-RNAs
and the frequency of different T cell sub-populations. These
results support the immunomodulatory effects of probiotics
and its use in IBD.

Comunicaciones orales
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Resumen

Los probidéticos se utilizan en gran nmiimero de patolo-
gias tanto pediatricas como en el adulto, principalmente
en problemas gastrointestinales como la diarrea aunque
también se ha valorado su efecto beneficioso en altera-
ciones inmunolégicas como la dermatitis atépica y, en los
tdltimos afios, en diferentes patologias de la mujer como
las vulvovaginitis y las mastitis.

Sin embargo, el empleo de probiéticos no esta del todo
incorporado a la practica clinica habitual por los médi-
cos de Atencion Primaria debido en parte a los resultados
poco concluyentes de la mayoria de los estudios, y por
otro lado a la gran diversidad en el disefio de los mismos,
lo que justifica la variabilidad en los resultados de su efi-
cacia. Esto trae consigo una importante dificultad para
desarrollar guias definitivas de tratamiento, aunque hay
excepciones como, por ejemplo, la de la WGO.

El objetivo del presente taller, impartido en el VI Wor-
kshop de la Sociedad Espaiiola de Probiéticos y Prebioti-
cos es formar a los médicos de Atencion Primaria, tanto
pediatras como generalistas, en las aplicaciones clinicas
de estos preparados nutricionales en diversas patologias:
diarrea aguda y diarrea asociada a antibidticos, entero-
colitis necrotizante, empleo en férmulas lacteas infantiles,
colico del lactante, sindrome de intestino irritable, enfer-
medad inflamatoria intestinal, vulvovaginitis y mastitis.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):59-63)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8708

Palabras clave: Probidticos y prebidticos en atencion pri-
maria. Probidticos y prebioticos en pediatria.

Introduccion

El organismo humano alberga una comunidad di-
versa de bacterias simbidticas a las que denominamos
microbiota autdctona, que establece una relacion
mutualista con el anfitrién, de modo que influye per-
manentemente en su fisiologfa. Por ejemplo, hay evi-
dencia clara de que las interacciones bacteria-anfitrion
en la mucosa del intestino desempefian un papel muy
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USE OF PROBIOTICS AND PREBIOTICS IN
PRIMARY CARE

Abstract

Probiotics are used in a great number of both paedia-
tric and adult diseases, mainly in gastrointestinal disor-
ders, like diarrhoea. Nevertheless, their beneficial effect
on immune alterations, such as atopic dermatitis and,
more recently, in women related diseases such as vulvo-
vaginitis and mastitis have also been observed.

However, the use of probiotics is not completely imple-
mented into the routine clinical practice for primary care
physicians. There is still a great controversy with scarce
scientific evidence, due to the diversity in the designs the-
reof which justifies the variability in the efficacy results.
This outcome leads to difficulties in developing definitive
treatment guidelines although there are exceptions, for
example, WGO.

The aim of this workshop, held at the VI Congress of
the Spanish Society of Probiotics and Prebiotics is the
training of primary care physicians, both paediatricians
and general practitioners in the clinical applications of
these nutritional preparations in different diseases: acute
diarrhoea; antibiotic associated diarrhoea, necrotizing
enterocolitis, employment in infant milk formulas, infant
colic, irritable bowel syndrome and inflammatory bowel
disease, as well as vulvovaginitis and mastitis.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):59-63)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8708

Key words: Probiotics and prebiotics in healthcare. Pro-
biotics and Prebiotics in Pediatrics.

importante en el desarrollo y regulacién del sistema
inmunitario'.

Si esta interaccion no es adecuada, la homeostasis
ante la carga antigénica ambiental y la respuesta del
individuo puede fallar. Ello puede repercutir en el desa-
rrollo de patologias de desrregulacion inmunitaria fren-
te a estructuras antigénicas propias (autoinmunidad),
incluyendo la propia microbiota (enfermedad inflama-
toria intestinal) o estructuras antigénicas del ambiente
(atopia).

En la actualidad se da gran importancia a la modu-
lacién de esta microbiota intestinal mediante los ali-
mentos funcionales, que son aquellos que afiaden a la
funcidn nutritiva un efecto beneficioso sobre la salud?®.
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Algunos de estos alimentos tienen como constituyen-
tes los probiéticos (microorganismos vivos que admi-
nistrados en cantidades adecuadas producen un efecto
beneficioso en la salud y el bienestar del huésped), los
prebidticos (carbohidratos no digeribles cuya inges-
tién induce el crecimiento de microorganismos bene-
ficiosos) y los simbidticos, asociacion de los dos an-
teriores.

Uso clinico de probiéticos, prebiéticos y
simbidticos en Atencion Primaria

Los probidticos se han utilizado en gran nime-
ro de patologias tanto pedidtricas como en el adul-
to, principalmente en problemas gastrointestinales
como la diarrea infecciosa, el sobrecrecimiento
bacteriano y, mds recientemente, en procesos infla-
matorios crénicos como la enfermedad inflamatoria
intestinal o en trastornos funcionales como el sin-
drome del intestino irritable, el cdlico del lactante o
el estrefiimiento?.

También se ha valorado su efecto beneficioso en al-
teraciones inmunoldgicas como la dermatitis atdpica,
en la prevencion y tratamiento de la alergia alimentaria
y, en los tltimos afios, en la prevencidn de infecciones
del recién nacido pretérmino y en la infeccién por H.
pylori. Desde hace unos afios también se estdn em-
pleando en diferentes patologias de la mujer como las
vulvovaginitis y las mastitis.

Sin embargo el empleo de probidticos no estd del
todo incorporado a la préctica clinica habitual por los
médicos de Atencién Primaria debido a los escasos es-
tudios y a los resultados poco concluyentes de la ma-
yoria de ellos. La gran diversidad en el disefio de los
estudios realizados justifica la gran variabilidad en los
resultados de eficacia®. De hecho, la mayoria de me-
taandlisis concluye que hay insuficientes trabajos con
probidticos especificos en grupos definidos de pacien-
tes lo que trae consigo gran dificultad para desarrollar
gufas definitivas de tratamiento aunque hay excepcio-
nes como, por ejemplo, la de la WGO®.

La implicacién de la microbiota intestinal en la pa-
togenia de diversas patologias y su aplicacion en la
préctica clinica habitual con el empleo de probidticos,
prebidticos y simbidticos ha cobrado un inusitado in-
terés en los tltimos afios. Prueba de ello es que hemos
pasado, en la base de dz}tos PubMed, de 175 estudios
clinicos sobre PROBIOTICOS en el aiio 2000 a un
total de 1262 a finales de 2014 y de 78 articulos cienti-
ficos sobre MICROBIOTA a 3205 en el mismo perio-
do de tiempo, como se aprecia en la figura 1.

Hay que considerar que los diferentes probidticos
emplean distintas estrategias de accién y que no todas
las cepas presentan la misma resistencia ni capacidad
de colonizacidn y, por tanto, no tienen la misma efica-
cia clinica. Por ello, hay que considerar que los efectos
en la préctica clinica son especificos de cepa y no es-
tdn indicados para las mismas situaciones. Los datos
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Fig. 1.—Referencias biblograficas sobre probioticos y micro-
biota en PubMed.

agrupados de distintas cepas podrian llevar a falsas
conclusiones.

Para que exista evidencia de que la administracién
de una cepa probidtica especifica o un prebidtico o de
mezclas de ellos pueden ser beneficiosos para la salud
0 pautarse como tratamiento de una determinada enfer-
medad es necesario que cumpla una serie de condicio-
nes clinicas que estén respaldadas por ensayos clinicos
bien disefiados y con suficiente poder estadistico®.

Futuras aplicaciones del empleo de probiéticos y
prebidticos

Existen estudios realizados en animales de experi-
mentacion y, algunos, en humanos sobre diversas pa-
tologfas que abren una puerta esperanzadora sobre el
empleo de probidticos y prebidticos tanto en su profi-
laxis como tratamiento. Hay estudios concluyentes so-
bre las posibles acciones beneficiosas sobre el sistema
inmune en la prevencion de enfermedades alérgicas e
infecciosas y las probables aplicaciones en diversas
afecciones del aparato digestivo.

Pero, también hay investigaciones que apoyarian
su utilizacién en problemas nutricionales (obesidad,
malnutricion), enfermedades neuroldgicas y alteracio-
nes del comportamiento (cefaleas, autismo, estados
de depresidn y ansiedad) y la eventual prevencién de
varios tipos de cancer (colon, mama, vejiga, etc.). Por
ultimo, se estd avanzando mucho en las oportunas re-
percusiones que la disbiosis intestinal pueda tener en
la aparicion de enfermedades cardiovasculares, arte-
riosclerosis, diabetes, hipercolesterolemia, sindrome
metabdlico, etc.”. Todo ello traeria como consecuencia
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posibles beneficios para la salud de los pacientes aten-
didos en Atencién Primaria.

Las nuevas estrategias sobre Investigacidén parece
que van encaminadas, en primer lugar, a la modifica-
cion de la microbiota intestinal en aquellos individuos
predispuestos con la incorporacion de dietas adecua-
das mediante el consumo de alimentos funcionales y al
empleo de prebidticos que incrementen la diversidad
de especies favorables en nuestro intestino®.

También se estdn aunando esfuerzos en Investiga-
cion Bdsica en la seleccion de microorganismos con
propiedades funcionales favorables para el ser huma-
no. Por ultimo, los cientificos deben hacer hincapié en
el escrutinio de nuevas especies beneficiosas y en la
restitucion especifica de defectos identificados en si-
tuaciones patoldgicas con el objetivo final de promo-
ver un impacto positivo en la poblacidn.

Empleo de probidticos en patologias especificas

En el V Workshop probioticos, prebioticos y sa-
lud: evidencia cientifica organizado por la Sociedad
Espafiola de Probidticos y Prebidticos en febrero de
2015 en Oviedo se imparte un taller interactivo sobre
el “Empleo de probidticos y prebidticos en Atencién
Primaria”. Su objetivo es formar a los médicos de
Atencion Primaria, tanto pediatras como generalistas,
en las aplicaciones clinicas de estos preparados nutri-
cionales. A continuacién se describen las patologias
desarrolladas en el taller®!°.

Diarrea aguda y diarrea asociada a antibioticos

La mayor evidencia sobre la eficacia de los pro-
bidticos ha sido descrita en el tratamiento de la
diarrea aguda infecciosa, sobre todo en la infancia,
siendo mds significativo en las diarreas producidas
por rotavirus. Parece que los efectos beneficiosos
son mds notables cuanto mds precozmente se admi-
nistran los probidticos en el curso de la enfermedad,
no evidencidndose efectos adversos con su adminis-
tracion. Concretamente, se ha observado una dismi-
nucién de la duracién media del proceso, sobre todo
a partir del tercer dia, efecto evidenciado principal-
mente con Lactobacillus rhamnosus GG, L. reuteri'y
S. boulardii".

Por otro lado, se ha observado que los probidti-
cos en combinacién con antibiéticos reducen el ries-
go de diarrea asociada a los mismos. No hay, por el
momento, estudios concluyentes para recomendar de
manera rutinaria el empleo conjunto de probidticos
y antibidticos, aunque algunas cepas, principalmen-
te Saccharomyces boulardii y Lactobacillus GG, han
demostrado su eficacia disminuyendo la incidencia de
diarrea. Su administracién debe realizarse al principio
del tratamiento y no cuando se ha desencadenado el
cuadro'?.

Enterocolitis necrotizante

Los pretérminos desarrollan una microbiota colé-
nica muy diferente a la de los recién nacidos sanos,
quizds debido al empleo de antibidticos de amplio es-
pectro y a las medidas de esterilizacion que se utilizan
en las UCI neonatales. El menor riesgo de desarrollar
enterocolitis necrotizante, la patologia gastrointestinal
mds importante a estas edades, en los neonatos alimen-
tados con leche materna estd en relacién con su con-
tenido de factores inmunoprotectores, inmunomodula-
dores, antimicrobianos y antiinflamatorios.

Una alternativa para su prevencion seria evitar el
crecimiento de patégenos mediante la administracion
de suplementos enterales de probidticos en las UCI
neonatales para colonizar el intestino con microbiota
no patégena. Con ello se ha demostrado una reduccién
de su incidencia, el riesgo de presentacidn de formas
graves y la mortalidad global en prematuros. La mayo-
ria de los estudios utilizan combinacién de cepas (Bi-
fidobacterium 'y Lactobacillus) por la mayor coloniza-
cion y sinergismo. Atn asi, se necesitan mds estudios
en cuanto a especie, cepa y dosis dptima, para evaluar
su eficacia y seguridad®®.

Formulas ldcteas infantiles

El perfil microbiano de los recién nacidos a término,
por parto vaginal y alimentados exclusivamente con
leche materna constituye el estindar de microbiota be-
neficiosa y sirve de referencia para el desarrollo de las
férmulas infantiles. De este modo, con el objetivo de
modular la microbiota intestinal de lactante, estimular
el crecimiento de bifidobacterias e inhibir otras espe-
cies potencialmente patdgenas, a las férmulas lacteas
para lactantes se afiaden dichos componentes.

El Comité de Nutricion de la ESPGHAN en su ul-
tima referencia acerca de estos preparados, concluye
que su administracién en férmulas infantiles puede
estar asociada con beneficios clinicos, tales como una
reduccidn en el riesgo de infecciones gastrointestina-
les inespecificas, una disminucidn del riesgo secunda-
rio al empleo de antibidticos y una menor frecuencia
de los cdlicos y/o irritabilidad. Sin embargo, no re-
comienda su uso rutinario en las férmulas infantiles
debido a que los estudios disponibles actualmente va-
rian en la calidad metodoldgica y las cepas especificas
estudiadas'*.

Colico del lactante

Su empleo se basa en la existencia de una micro-
biota coldnica anormal en los lactantes con cdlicos.
Actia mejorando la motilidad intestinal y ejerciendo
efectos directos en la via nerviosa del dolor visceral.
La cepa de Lactobacillus reuteri DSM 17938, admi-
nistrada en forma liofilizada a una dosis de 10% ufc/
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dia es la que mds evidencia cientifica tiene. En varios
estudios prospectivos y aleatorizados realizados hasta
ahora, en el que se compara el uso de L.reuteri frente
a dimeticona y frente a placebo se ha observado que
la tasa de respondedores al tratamiento fue significati-
vamente mayor en el grupo probidtico en los dias 14,
21y 28 (p<0,001) con reduccién del tiempo de llanto
diario y disminucidn significativa en la percepcion de
los padres sobre la severidad del célico’®. En un estu-
dio reciente también se ha observado la eficacia de la
cepa LGG en los lactantes prematuros que padecen
colicos.

Sindrome de intestino irritable

Este frecuente trastorno gastrointestinal funcional
se caracteriza por la presencia de molestias o dolores
abdominales asociados cambios en el ritmo intestinal
en ausencia de alteracién orgdnica que lo justifique.
Aunque se desconoce su fisiopatologia, hay datos que
apoyan su relacién con la microbiota intestinal, ya
que se han descrito algunas diferencias con respec-
to a individuos sanos. Ademds su instauracién tiene
relacion, en una tercera parte de los casos, con pro-
cesos infecciosos gastrointestinales. Se ha postula-
do que algunos pacientes tienen un sobrecrecimento
bacteriano, pero estos datos han sido cuestionados.
La mayorfa de los estudios sugieren que varias es-
pecies de Bifidobacterium y de Lactobacillus tienen
beneficios en su tratamiento, demostrando que en las
terapias prolongadas su uso disminuye las puntuacio-
nes de sintomas totales (dolor abdominal, distension,
flatulencia y borborigmos) de forma significativa. Sin
embargo, dada la heterogeneidad de los microrganis-
mos estudiados, la duracién de la administracién y ca-
racteristicas de los pacientes tratados, son necesarios
mds estudios'®.

Enfermedad inflamatoria intestinal

Quizads, sea la entidad donde existen mas eviden-
cias, tanto en humanos como en animales de experi-
mentacién, sobre la imprescindible participacion de
la microbiota intestinal para que se produzca la en-
fermedad. El uso de probidticos permite la interven-
cion terapéutica a nivel microbiolégico modificando
la microbiota intestinal, que es en tltima instancia la
responsable de activar la respuesta inmunitaria'’. Esta
es una enfermedad que cursa en brotes y los prebidti-
cos y probidticos pueden tener eficacia en prevenir los
brotes y mantener la remision.

Siguiendo las recomendaciones de la Guia Mundial
sobre probidticos y prebidticos de la WGO, podemos
resumir que las cepas E. coli Nissle 1917 y Lactoba-
cillus GG son tan efectivas como la mesalazina en el
mantenimiento de la remision de la colitis ulcerosa. La
mezcla VSL#3 ha demostrado ser eficaz induciendo y

manteniendo la remisién en nifios y adultos con colitis
ulcerosa leve a moderada °.

Hay buena evidencia que muestra la utilidad de
los probidticos para impedir una crisis inicial de re-
servoritis o pouchitis (con la mezcla VSL#3) y evitar
recidivas futuras de esta entidad tras la induccion de
su remisién con antibidticos. Se puede recomendar a
pacientes con actividad leve o como terapia de man-
tenimiento para aquellos que estén en remision. Los
ensayos clinicos sobre el empleo de probidticos y pre-
bidticos en la enfermedad de Crohn han mostrado re-
sultados dispares'®.

Vulvovaginitis

Se puede ejercer un efecto beneficioso sobre la salud
de la mujer mediante el empleo de probidticos dirigi-
dos a modular la microbiota vaginal. La funcion de los
probidticos en el ecosistema vaginal consistiria basica-
mente en impedir la proliferaciéon de microorganismos
patégenos y la pérdida de lactobacilos productores de
H,O,. Los recientes avances en la comprension de la
microbiologia, inmunologfa, bioquimica y fisiologia
de ecosistema vaginal han incrementado el interés del
empleo de probidticos.

Existen resultados prometedores sobre el uso de
varias cepas probidticas como terapia adyuvante con
antibidticos y fungicidas tanto para el tratamiento de la
candidiasis vulvovaginal como para la prevencion de
recurrencias. El objetivo es la restauracion de la flora
vaginal normal y su empleo se puede hacer tanto por
via oral como vaginal®. Estas terapias estdn avaladas
por sociedades cientificas ginecoldgicas (AEEM vy
SEGO) que concluyen que el uso de lactobacilos po-
drian ser una alternativa prometedora, costo-efectiva y
segura en la prevencion de las recurrencias en pobla-
cidn seleccionada.

Mastitis

Las mastitis son una causa frecuente de abandono
de la lactancia. El tratamiento tradicional ha sido hasta
ahora con antibidticos y antiinflamatorios, consiguien-
do su curacién en un porcentaje bajo: del 10-30% de
las mastitis causadas por S. aureus. Este hecho explica
la recurrencia y/o cronificacién de muchas mastitis, lo
que supone toda una frustracion para la madre y puede
determinar un destete brusco.

En los ultimos tiempos, se estd abriendo el abanico
terapéutico, estudidndose la aplicacion de probidticos
con resultados esperanzadores. La disponibilidad de
cepas de lactobacilos procedentes de la leche humana
con potencial probidtico ha llevado a realizar algin
ensayo en el que se ha aplicado via oral para el trata-
miento de las mastitis lactacionales. Se trata ademads
de cepas que se sabe tienen una elevada resistencia
durante su trdnsito por el aparato digestivo, interac-
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Resumen

Los probiéticos son beneficiosos en el tratamiento de
la diarrea aguda. Una revision sistematica demuestra
que el uso de probiéticos reduce en un dia la duracién
de la diarrea y disminuye el 59 % el riesgo de que la dia-
rrea persista mas alla de 4 dias. También disminuye en
24 horas la duracién de la estancia hospitalaria. El efec-
to beneficioso de los probiéticos es especifico para cada
especie. Lactobacillus rhamnosus GG y Saccharomyces
boulardii son los dos probidticos que han demostrado
su eficacia en la diarrea aguda. El uso de probiéticos
disminuye en un 50% la incidencia diarrea asociada a
antibidticos. No se han descrito efectos secundarios de
importancia en los ensayos clinicos realizados aunque
se han descrito infecciones invasivas en nifios inmuno-
deprimidos o portadores de vias centrales.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):64-67)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8709

Palabras clave: Diarrea infecciosa. Diarrea asociada a
antibidticos. Probidticos.

Los probidticos son microorganismos vivos, no
patégenos, que consumidos en cantidades adecuadas
producen un efecto beneficioso en la salud y el bienes-
tar del huésped'?. Aunque los probidticos son un tema
de actualidad, hace ya mds de 2000 afios el autor ro-
mano Plinio el Viejo ya recomendaba el uso de leche
fermentada para el tratamiento de la diarrea aguda’.
Revisamos a continuacidén los conocimientos actuales
sobre el uso de probidticos en la diarrea aguda adqui-
rida en la comunidad y en la diarrea asociada al uso de
antibidticos en la poblacion pedidtrica.
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PROBIOTICS FOR THE TREATING ACUTE
DIARRHEA AND PREVENTING ANTIBIOTIC-
ASSOCIATED DIARRHEA IN CHILDREN

Abstract

Probiotics are helpful in the treatment of acute dia-
rrhea. Several systematic reviews show that the use of
probiotics shortens the duration of diarrhea in one day
and reduces by 59% the risk of diarrhea lasting longer
than 4 days. Hospital stay is 24 hours shorter in children
treated with probiotics. The benefitial effect of probio-
tics is species-specific; Lactobacillus rhamnosus GG and
Saccharomyces boulardii are the two species with proven
efficacy in the treatment of acute diarrhea. The use of
probiotics reduces by 50% the risk of antibiotic-associa-
ted diarrhea. No significant side effects were found in the
clinical trials but rare cases of invasive infections have
been reported in immunosuppressed children or those
with indwelling central venous catheters.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):64-67)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8709

Key words: Infectious diarrhea. Antibiotic associated
diarrhea. Probiotics.

Diarrea aguda

La diarrea aguda se define como una disminucién
en la consistencia de las deposiciones (liquidas o blan-
das, es decir, que adoptan la forma del recipiente) y/o
un aumento de su nimero (tipicamente tres o mds en
24 horas). El cambio en la consistencia de las heces en
relacion con el patrén habitual en el nifio es un indica-
dor mds preciso de diarrea, sobre todo en los primeros
meses de vida. La diarrea aguda dura habitualmente
menos de 7 dias y siempre menos de 14 dias*.

La incidencia de diarrea en nifios menores de 3 afios
en Europa oscila entre 0.5 y 2 episodios por nifio y
afio*. El agente etioldgico mds frecuente de la diarrea
aguda en la edad pedidtrica es el rotavirus. En un es-
tudio realizado en una poblacién de atencién primaria
en Valencia, la incidencia de gastroenteritis por rota-
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virus en un afio fue de 15/1000 en nifios menores de 5
afios y de 31/1000 en menores de un afio’. Rotavirus es
también la causa mds frecuente de diarrea nosocomial
en Espaiia®. Norovirus estd emergiendo como la causa
mds frecuente de diarrea aguda en algunas regiones de
Europa con una alta cobertura de vacuna frente a ro-
tavirus. La diarrea aguda por pardsitos es excepcional
en niflos sanos.

La base del tratamiento de la diarrea es la rehidra-
tacion oral y la realimentacién precoz; el uso de zinc
puede ser beneficioso en nifios mayores de seis meses
en paises en vias de desarrollo pero no es de esperar
que aporte ningtin beneficio en las regiones en las que
el déficit de zinc es excepcional®.

Los probiéticos pueden ser beneficiosos en el tra-
tamiento de la diarrea aguda estimulando el sistema
inmunitario, compitiendo con los microorganismos
patégenos por los nutrientes y los sitios de adherencia
en las células intestinales, acidificando el contenido
intestinal y elaborando sustancias neutralizantes de los
patGgenos intestinales®.

Diversos metaandlisis y revisiones sistemadticas con-
cluyen que el uso de probidticos tiene un efecto bene-
ficioso moderado en el tratamiento de la diarrea aguda
en la infancia®!2.

Una revision Cochrane analizé 63 estudios, (56 de
ellos pedidtricos) incluyendo un total de 8014 pacien-
tes®. Casi todos los estudios demostraron una reduccién
en la duracion de la diarrea y en la frecuencia de las de-
posiciones en los pacientes que recibieron probiéticos
comparados con los controles. Globalmente, el uso de
probidticos redujo la duracién de la diarrea en 25 ho-
ras (diferencia media: 24 horas; intervalo de confianza
95% 15,9 a 33,6 horas; n= 4555, estudios =35); el ries-
go de que la diarrea se prolongase mds alld de 4 dfas en
un 59% (RR 0,41; 0,32 a 0,53; n=2853, estudios =29)
y aproximadamente en uno el nimero de deposiciones
el dia 2 después de la intervencion (diferencia media:
0,8; 0,45 a 1,14; n =2751, estudios =20). Sin embargo,
existieron grandes diferencias en el tamafio del efecto
entre los distintos estudios, no explicables por la cali-
dad de los estudios, la cepa de probidtico utilizada o
su dosis, la viabilidad de los organismos, la causa de
la diarrea o el entorno (pafses desarrollados o en vias
de desarrollo) en el que se realizé el estudio. Por ello,
los autores concluyen que aunque los resultados con
alentadores y sugieren que los probidticos son segu-
ros y parecen tener efectos beneficiosos acortando la
duracién de la diarrea y la frecuencia de las deposi-
ciones, es necesaria mds investigacion para identificar
qué probidticos deben utilizarse y en qué grupos de
pacientes, asi como para evaluar el coste-eficacia de
este tratamiento?®.

La revision de Salari observé una disminucion de la
duracion de la estancia hospitalaria en el grupo tratado
con probidticos comparado con el grupo placebo de
algo mads de un dia (diferencia media: -1,12 con IC95%
=-1,87 a-0,38) en 10 ensayos clinicos que analizaban
este marcador. Aunque los datos sobre reduccién de

la estancia hospitalaria no son concluyentes, el uso de
probidticos en esa situacién podria suponer una reduc-
cion importante en los costes sanitarios asociados a la
diarrea aguda'®.

Un metaandlisis mds reciente centrado en Saccha-
romyces boulardii observé también un modesto efec-
to beneficioso del uso del probidtico comparado con
placebo''. El uso de S. boulardii redujo en aproxima-
damente un dia la duracion de la diarrea (diferencia
media: -0,99; IC95% =-1,4 a -0,58) y el tiempo de hos-
pitalizacion (diferencia media: -0,84; IC95% = -1,14 a
-0,54). Mds del 50% de los nifios en el grupo tratado ya
no tenfan diarrea el dia 3 (RR: 0,52; 0,42-0,65). Este es-
tudio mostré de nuevo una gran heterogeneidad en los
estudios, asi como un posible sesgo de publicacion''.

El efecto de los probidticos depende de la especie
y de la cepa utilizada y los efectos de un microorga-
nismo no pueden ser extrapolados a especies o cepas
distintas*'*!*, Los probidticos que han demostrado cla-
ramente su eficacia son fundamentalmente Lactobaci-
lus rhamnosis GG (LGG) y S. boulardii. Este efecto
parece ser dosis-dependiente, siendo mds eficaces las
dosis mds elevadas. También son mds ttiles cuando se
emplean precozmente en el curso de la diarrea®'*. Su
eficacia también parece ser mayor en las gastroenteri-
tis por virus que en las diarreas bacterianas y en las que
afectan a niflos en paises desarrollados comparados
con los paises en vias de desarrollo, probablemente en
relacion con la diferente etiologfa y el estado nutricio-
nal en uno y otro caso*!>1¢,

Basandose en estos datos, varias sociedades cienti-
ficas aconsejan el uso de determinadas cepas de pro-
bidticos, utilizadas precozmente, en el tratamiento de
la diarrea aguda en los nifios. La European Society
for Paediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nu-
trition (ESPGHAN) recomienda considerar el uso de
LGG y Saccharomyces boulardi, junto con la terapia
de rehidratacion, en nifios con diarrea aguda*. La reco-
mendacion es mds débil para L. reuteri DSM 17938 y
para otra cepa de probidticos inactivada por calor (L.
acidophilus LB) aunque esta ultima no puede conside-
rarse un probidtico ya que no se trata de un microorga-
nismo vivo. Para el resto de cepas, considera que atn
no existen suficientes datos para hacer una recomen-
dacién. La Academia Americana de Pediatria apoya el
uso de probidticos, especificamente LGG, en el trata-
miento de la diarrea aguda con el objetivo de disminuir
los sintomas en un dia'*. También la gufa de prdctica
clinica elaborada conjuntamente por la Sociedad Es-
pariola de Gastroenterologia, Nutricién y Hepatologia
y por la Sociedad Espaiiola de Infectologia Pedidtrica
considera el uso de LGG y S. boulardii en el tratamien-
to de la gastroenteritis aguda en los nifios'”.

En la tabla I se recogen los probidticos y las dosis
recomendadas en las gufas de practica clinica de la ES-
PGHAN*.

No existen en este momento datos suficientes para
recomendar el uso de probidticos en la prevencion de
la diarrea aguda*'.
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Tabla I
Nivel de recomendacion y dosis aconsejada para los distintos tipos de probidticos. Adaptado de la referencia*

Probictico rec'(i\jrl;‘;er‘zlcliec'irfn Dosis
LGG Fuerte =10 ufc/dfa 5-7 dias
Saccharomyces boulardii Fuerte 250-750 mg/dia, 5-7 dias
Lactobacillus reuteri DSM 17938 Débil 108 -4 x 108 ufc/dia, 5-7 dias
Lactobacillus acidophilus inactivado por calor Débil Minimo: 5 dosis de 10" ufc durante 2 dias

Méximo: 9 dosis de 10" ufc durante 4 dias y medio

Diarrea asociada a antibidticos

Mais de 500 especies de bacterias habitan el tracto
digestivo humano y su equilibrio es vital para una fun-
cién gastrointestinal normal; las bacterias patdgenas
superan a los microbios “beneficiosos” en una pro-
porcién de diez a uno. El tratamiento con antibiéticos
altera la microflora intestinal, lo que resulta en un aba-
nico de sintomas, especialmente diarrea'®. La preva-
lencia de diarrea asociada a antibidticos (DAA) en la
edad pedidtrica oscila entre 6% y 29%*". En un estudio
de 650 nifios no hospitalizados tratados con antibi6-
ticos, el 11% present6 un cuadro de diarrea en los 7
dfas siguientes; la frecuencia fue atin mayor (18%) en
los nifios menores de dos afios. La incidencia de dia-
rrea llegd hasta el 23% con algunos antibiéticos, como
amoxicilina-clavuldnico®; otras aminopenicilinas, las
cefalosporinas y la clindamicina también se asocian
con frecuencia con diarrea?'. El tratamiento mds eficaz
de la DAA es la retirada del antibidtico que la desenca-
dena tan pronto como sea posible.

Una revisién Cochrane analizé la utilidad de los pro-
bidticos para prevenir la DAA?'. Incluyé 16 estudios
con un total de 3432 niflos que comparaban la inciden-
cia de DAA en nifios tratados con distintos probiéticos
comparados con un grupo control, tratado con placebo
o sin tratamiento. Los participantes recibieron distintos
probidticos (Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp,
Streptococcus spp o S. boulardii) solos o en combina-
cion y con dosis variables; siete de los dieciséis ensa-
yos clinicos estudiaron L. rhamnosus o S. boulardii. La
incidencia de DAA fue de 9% en el grupo tratado con
probidticos comparada con 18% en el grupo control
(RR 0,52; 1C95% 0,38 a 0,72). Al analizar por subgru-
pos, se observé que este efecto fue mas marcado en el
grupo de nifios tratados con dosis altas de probidticos
(= 5 x 10° ufc/dfa) que en los tratados con dosis mds
bajas. Asf, en el subgrupo de dosis altas la incidencia de
DAA fue de 8% en el grupo de probidticos frente a 22%
en el grupo control (RR: 0,40; IC95% 0,29 a 0,55); en
el subgrupo de dosis bajas, la incidencia de DAA fue
de 8% en el grupo de probidticos frente a 11% en el
grupo control (RR: 0,80; IC95% 0,53 a 1,21). El nime-
ro de nifios que necesitarfan tratarse con altas dosis de
probidticos para prevenir un caso de DAA es 7 (NNT
7; IC95% 6 a 10). La alta tasa de pérdidas en el se-

guimiento hace que la significacidn estadistica de estos
resultados sea marginal. Los autores concluyen que L.
rhamnosus y S. boulardii a una dosis alta (entre 5 x 10°
y 40 x 10° UFC/dia) pueden prevenir la aparicion de
diarrea asociada a antibidticos sin efectos secundarios
destacables en nifios por otra parte sanos. Este efecto
beneficioso deberia ser confirmado en un estudio pros-
pectivo bien disefiado y con un tamafio muestral ade-
cuado. No se pueden hacer recomendaciones sobre la
eficacia de ninguno de los otros probidticos o de las
combinaciones de estos. Estos resultados son similares
a los de un metaandlisis previo; en este estudio otros
dos probidticos, Bifidobacterium lactis y Streptococcus
thermophilus, demostraron también ser efectivos®. La
Academia Americana de Pediatria considera que hay
datos para aconsejar el uso de probidticos para la pre-
vencion de la DAA'™. El tratamiento debe comenzarse
de forma precoz, al inicio del tratamiento antibi6ti-
co**%; no existen datos que sugieran que los probidti-
cos sean eficaces en el tratamiento de la DAA una vez
establecidal'.

Clostridium difficile forma parte de la flora transitoria
del intestino grueso hasta en un 50% de los nifios peque-
fos y es la primera causa identificable de diarrea en pa-
cientes hospitalizados®. La diarrea asociada a C. difficile
(DACD) es la mds grave entre todas las DAA. Una revi-
sion Cochrane analizé 23 ensayos clinicos, incluyendo
4213 participantes, que estudiaban el efecto beneficioso
de los probidticos en la prevencion de la DACD*. Con-
cluye que el uso de probidticos reduce en un 64% (RR:
0,36; IC95%: 0,26 a 0,51) el riesgo de DACD, aunque
no en la incidencia de infeccién por C. difficile (RR
0,89; IC95%: 0,64 a 1,24). El estudio no observé dife-
rencias en los resultados entre los estudios que incluyen
a poblacion adulta y los realizados en nifios. A pesar de
estos datos, una reciente gufa de la AAP desaconseja el
empleo de probidticos tanto en la prevencion como en
el tratamiento de la infeccion por C. difficile en nifios®.

Seguridad de los probidticos

No se han observado efectos secundarios de im-
portancia en ninguno de los ensayos clinicos publica-
dos®?!. La posibilidad de efectos secundarios graves
en la poblacién pedidtrica sin patologia de base es ex-
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tremadamente baja. Si se han descrito casos aislados
de bacteriemia por Lactobacillus spp. y, sobre todo,
fungemia por S. boulardii, en nifios de riesgo, funda-
mentalmente nifios inmunodeprimidos o en portadores
de catéteres centrales, por lo que deben extremarse las
precauciones antes de decidir su utilizacién en estos
grupos de riesgo®'*. Se han descrito casos de funge-
mia por S. boulardii en pacientes portadores de vias
venosas centrales que no habian recibido el probiético
y cuyo unico factor de riesgo era la apertura de una
cdpsula con el probidtico en su proximidad?.
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Resumen

La enterocolitis necrotizante es la patologia digestiva
adquirida mas frecuente y grave en el periodo neonatal,
que ocasiona una importante morbi-mortalidad. Segin
los ultimos metaanalisis, el tratamiento profilactico con
probioticos en el recién nacido prematuro disminuye de
manera significativa el riesgo de padecer una enteroco-
litis necrotizante severa (estadios II o III). Dicho trata-
miento también ha demostrado una disminucién de la
mortalidad, de los dias de hospitalizacion y de los dias
tras los que se alcanza la nutricién enteral exclusiva. Por
todo ello, el Grupo de Nutricién y Metabolismo Neona-
tal de la Sociedad Espafiola de Neonatologia considera
que el uso de probioticos deberia tenerse en cuenta en el
recién nacido prematuro =< 32 semanas de gestacion y/o
< 1500 g, si bien su uso debe someterse a una estrecha
monitorizacion.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):68-71)
DOI:10.3305/nh.2015.31.sup1.8710

Palabras clave: Enterocolitis necrotizante. Recién nacidos
prematuros. Probidticos.

Recién nacido varén de 28+1 semanas de gestacion
ingresado en la Unidad de Cuidados Intensivos Neona-
tales al nacimiento.

Gestacidn unica controlada. Ecografias prenatales
normales. Parto por cesdrea urgente por desprendi-
miento de placenta. Apgar 6/8. Peso: 1120 g. Ingre-
sa en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales
(UCIN) conectado a CPAPn. A las 3 horas de vida
presenta aumento de las necesidades de oxigeno y
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USE OF PROBIOTICS IN THE PREVENTION
OF NECROTIZING ENTEROCOLITIS IN
PREMATURE NEWBORNS

Abstract

Necrotizing enterocolitis is the most frequent and life
threatening pathology of the neonatal period and cau-
ses high morbi-mortality. According to the most recent
metaanalyses, prophylactic treatment of premature
newborns with probiotics significantly lowers the risk of
suffering from severe necrotizing enterocolitis (stages 11
and III). This treatment also reduces the mortality, the
hospitalization period and the days after which exclusive
enteral nutrition is reached. Based in these facts, the Nu-
trition and Neonatal Metabolism Group of the Spanish
Society of Neonatology considers that probiotics should
be taken into consideration for use on less than 32 wee-
ks-gestation premature newborns and/or those born with
a weight lower than 1,500 g, although their use has to be
submitted to close monitoring.
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de los signos de dificultad respiratoria y en la radio-
grafia de térax se objetiva un patrén compatible con
enfermedad de membrana hialina. Se administra una
dosis de surfactante con muy buena respuesta. A las
24 horas se inicia alimentacién enteral con férmula
para prematuros. Buena tolerancia inicial, pero a los
8 dias de vida (EGC 29+2 semanas, peso: 1170 g)
presenta un cuadro de apneas, mala perfusion peri-
férica, distensién abdominal con dolor generalizado
a la palpacién y cambios en la coloracién de la piel
del abdomen. Analitica: Hb: 11,6 g/dl, leucocitos
11300 (60% de neutrofilos), plaquetas 88000. Acido-
sis metabdlica en la gasometria. En la radiografia de
abdomen se observa dilatacion de asas, neumatosis
intestinal y gas en regién de la vena porta.
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1. ;Cudil es la sospecha diagnostica?

A) Enterocolitis necrotizante grado IB
B) Sepsis nosocomial

C) Alergia a proteinas de leche de vaca
D) Enterocolitis necrotizante grado IIB

RESPUESTA CORRECTA: D

La enterocolitis necrotizante es la patologia diges-
tiva adquirida mds frecuente y grave en el periodo
neonatal, que ocasiona una importante morbi-morta-
lidad. Entre un 5 y un 25% de casos ocurren en nifios
a término, pero es principalmente una patologia de
los prematuros de muy bajo peso. La incidencia es
del 10% de los neonatos de muy bajo peso, aunque
esta incidencia varfa de unos paises a otros y de unos
centros a otros" % Clinicamente se clasifica en 3 es-
tadios (Tabla I).

2. ;Qué factores habrdn influido en el desarrollo de
la enterocolitis necrotizante en este neonato?

A) Prematuridad y alimentacion con férmula adap-
tada

B) Prematuridad y la necesidad de ventilacién no
invasiva

C) Antibioterapia

D) Ninguno de los anteriores

RESPUESTA CORRECTA: A

La patogenia de la enterocolitis necrotizante conti-
nua sin conocerse completamente'. Parece que es el re-
sultado de una combinacidn de factores en un huésped
susceptible que termina con la necrosis del intestino,
con o sin perforacion. La prematuridad y la alimenta-
cion enteral con férmula son los tnicos factores evi-
dentemente asociados a la enterocolitis necrotizante:

el 90% de los nifios afectos son prematuros, siendo
mayor su incidencia cuanto menor es la edad gestacio-
nal y mds bajo el peso al nacer. El 90% han recibido
alimentacidn enteral con férmula adaptada previa a la
aparicion de la enfermedad®.

Esta mayor susceptibilidad de los nifios prematuros
se atribuye a la inmadurez de 1a motilidad intestinal, de
la funcidn digestiva, de la regulacién del flujo sangui-
neo mesentérico y de aspectos inmunoldgicos locales
y sistémicos. Recientemente se han implicado factores
genéticos en la patogenia de la enterocolitis, entre los
que cabe destacar mutaciones génicas en el TNF-q,
NOD?2 y receptores de la IL-4°.

3. ;La microbiota intestinal de este neonato habrd
influido de alguna manera en el desarrollo de la
enterocolitis necrotizante?

A) Si, ha disminuido el riesgo de enterocolitis ya
que la microbiota del prematuro es menos abun-
dante que la del recién nacido a término

B) Si, ha aumentado el riesgo de enterocolitis porque
en el recién nacido prematuro se produce una al-
teracién en el proceso de colonizacidn intestinal

C) La microbiota intestinal no influye en desarrollo
de una enterocolitis necrotizante

D) Ninguna de las anteriores es verdadera

RESPUESTA CORRECTA: B

La colonizacidn intestinal normal se produce, du-
rante el parto, como consecuencia del contacto del
nifio con la microbiota vaginal y la propia de la zona
perineal de la madre (enterococos, bifidobacterias,
bacteroides, lactobacilos) y posteriormente de la pro-
pia lactancia (bifidobacterias y lactobacilos). Esta co-
lonizacion se ve favorecida por el pH géstrico relativa-
mente elevado y la secrecion atenuada de bilis, tipicas
de los recién nacidos*. La microbiota intestinal se va a

Tabla I
Clasificacion de la enterocolitis. Criterios de Bell, modificados por Walsh y Kleigman

Estadio NEC Signos sistémicos

Signos intestinales

Signos radiologicos

IA SOSPECHA Inestabilidad térmica, apnea,

bradicardia, letargia

IB SOSPECHA Idem

IIA CONFIRMADA [dem

(leve)

[IB CONFIRMADA Idem + acidosis metabdlica y
(moderada) trombocitopenia

IITA AVANZADA [dem + hipotension, bradicardia,

Intestino intacto (Grave) apnea acidosis mixta, CID

I1IB INTESTINO fdem

PERFORADO

Restos gdstricos, distension abdominal
leve, vomitos, sangre oculta en heces

Abundante sangre en heces

IB + ausencia ruidos intestinales y/o
dolor abdominal

ITIA + dolor abdominal definido y/o
celulitis abdominal

IIB + signos de peritonitis generalizada.

Abdomen muy doloroso y distendido

[dem

Normal o ileo leve

Normal o ileo leve

Dilatacion, ileo,
neumatosis intestinal

ITA + gas en vena porta
y/o ascitis

IIB + ascitis definida

IITA + neumoperitoneo
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ver condicionada por el tipo de parto y por el tipo de
alimentacidn. Asfi, los nifios nacidos por parto vaginal
tienen una microbiota mds rica en bifidobacterias y
lactobacilos que los nifios nacidos por cesdrea.

En los recién nacidos prematuros, debido a la in-
madurez intestinal, al uso frecuente de antibiGticos
y a la estancia en la UCIN, hay una alteracién en la
colonizacion intestinal que predispone al desarrollo
de enterocolitis necrotizante’. En la microbiota intes-
tinal de estos neonatos prematuros hay bajos niveles
de bifidobacterias y sin embargo, hay un aumento de
microorganismos patégenos como Klebsiella, Entero-
bacter, Citrobacter y Pseudomonas.

4. Ademds de utilizar la lactancia materna en la me-
dida de lo posible, ;qué otra medida ha demostra-
do mayor eficacia en la disminucion del riesgo de
enterocolitis necrotizante severa en el recién naci-
do prematuro?

A) Uso de antibioterapia empirica

B) Administracién de suplementos de arginina
C) Administracién de probidticos

D) Tratamiento con ranitidina

RESPUESTA CORRECTA: C

El uso de tratamiento profildctico con probidticos en
el recién nacido prematuro ha demostrado una disminu-
cion significativa del riesgo de padecer una enteroco-
litis necrotizante severa (estadios II o III) frente al uso
de placebo’ -2 En la tltima revision de la biblioteca Co-
chrane se incluyen 24 ensayos clinicos aleatorizados so-
bre el uso de probidticos en el recién nacido prematuro
(recién nacido < 37 semanas y/ < 2500 g), lo que supone
2761 nifios tratados con probidticos frente a 2768 ni-
flos no tratados. En 20 de ellos el objetivo principal era
evaluar la disminucion de la incidencia de enterocolitis
necrotizante grave (estadios II o III) y todos ellos con-
cluyen que la administracion profildctica de probidticos
en este grupo de neonatos disminuye significativamente
la incidencia de enterocolitis necrotizante severa'.

En un estudio que incluye 152 recién nacidos de
menos de 32 semanas de edad gestacional y menos de
1250 g de peso al nacimiento, la incidencia de ente-
rocolitis necrotizante fue menor en los que recibieron
suplementos de arginina frente a los que recibieron
placebo. De todas maneras, estos resultados hay que
interpretarlos con cautela debido a la alta prevalencia
de enterocolitis necrotizante en el grupo control®.

5. ;Qué otros beneficios ha demostrado el tratamien-
to con probidticos en el recién nacido prematuro?

A) Disminucion de la incidencia de sepsis
B) Disminucion de la mortalidad y de los dias de
hospitalizacién

C) Mejor ganancia ponderal
D) No tiene mads efectos beneficiosos

RESPUESTA CORRECTA: B

Segun los udltimos metaandlisis de ensayos clinicos
controlados y aleatorizados, el tratamiento profildctico
con probidticos en el recién nacido prematuro de menos
de 37 semanas y menos de 2500 g de peso al nacimien-
to, disminuye de forma significativa la mortalidad, los
dfas de hospitalizacidn y los dfas tras los que se alcanza
la nutricién enteral exclusival-2. Sin embargo, en la revi-
sién Cochrane del afio 2014, los autores concluyen que
no es posible extrapolar estos resultados a los recién na-
cidos de menos de 1000 g, al no existir datos suficien-
tes con respecto a los beneficios y los efectos adversos
potenciales en este grupo de neonatos. Esta conclusién
no parece clara, ya que el 25% de los recién nacidos
incluidos en el metadnalisis eran menores de 1000 g y
s6lo un 3% de la poblacion tenfa un peso al nacimiento
mayor de 1500 g. El Grupo de Nutricién y Metabolis-
mo Neonatal de la Sociedad Espafiola de Neonatologia
considera que el uso de probidticos deberfa tenerse en
cuenta en el prematuro < 32 semanas de gestacion y/o <
1500 g, incluidos los menores de 1000 g, si bien su uso,
en especial en los recién nacidos con menos de 1000 g,
debe someterse a una estrecha monitorizacion’.

6. ;Cudl de las siguientes seria una limitacion de las
actuales revisiones sistemdticas sobre el uso de los
probidticos en el recién nacido prematuro?

A) Los tipos de probidticos utilizados son diferen-
tes en cada uno de los ensayos clinicos

B) Se evalda el tipo de alimentacion del recién na-
cido

C) No hay limitaciones

D) Todas las anteriores son correctas

RESPUESTA CORRECTA: A

La principal limitacién de los trabajos publicados
sobre el uso de probidticos es que el tratamiento no es
una intervencion homogénea, ya que en cada ensayo
clinico se utiliza un tipo diferente de probiético>’. En
algunos se utilizan especies de lactobacilos solos, en
otros bifidobacterias solas y en otros combinaciones
de varios probidticos. Se sabe que existe un efecto de-
pendiente del tipo de género, especie y cepa, por lo
que los resultados beneficiosos atribuidos a un tipo
de probidtico no son extrapolables a otro probidtico.
Ademads, tampoco hay uniformidad en la dosis, inicio
y duracién del tratamiento con probidticos.

Por otro lado, no existe un control del tipo de ali-
mentacion del prematuro y dado que la lactancia ma-
terna tiene un efecto protector frente al desarrollo de
las enterocolitis, esto podria ser un factor de confusion
en los resultados’.
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Los datos actuales deberian ser confirmados con un
nuevo ensayo clinico aleatorizado multicéntrico con
disefio adecuado para un tipo concreto de probidtico,
dosis, intervalo y duracion del tratamiento, en el que
ademds se tenga en cuenta el tipo de alimentacién del
recién nacido’.

7. En caso de utilizar un probiético para la preven-
cion de la enterocolitis necrotizante, ;Cudl seria el
mds adecuado?

A) Lactobacillus spp

B) Bifidobacterium spp

C) Lactobacillus + Bifidobacterium
D) Saccharomyces boulardii

RESPUESTA CORRECTA: C

El tratamiento profildctico con Lactobacillus +
Bifidobacterium en el recién nacido prematuro ha
demostrado provocar un descenso significativo de la
mortalidad y de la incidencia de enterocolitis necroti-
zante severa. Sin embargo, la administracion de Lac-
tobacillus spp, Bifidobacterium spp o Saccharomyces
boulardii solos no reducen la mortalidad en este grupo
de neonatos. Por tanto, a dia de hoy, la pauta mds ade-
cuada serfa la administracion de una mezcla de Lac-
tobacillus spp y Bifidobacterium spp'. En general, se

recomienda un inicio del tratamiento precoz, cuando
se inicia la nutricion enteral, a ser posible antes de los
7 dias de vida y mantenerlo hasta el alta o hasta las 35
semanas de edad postconcepcional’.
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Resumen

Actualmente no hay datos suficientes para recomen-
dar la suplementacion rutinaria de las formulas infan-
tiles con probiéticos y/o prebiéticos. Sin embargo, la
administracion de cualquiera de ambos componentes
alimentarios de forma aislada o en combinacién en los
preparados de inicio o de continuacion se ha asociado
a efectos clinicos beneficiosos mas alla de los primeros
meses de vida. Entre ellos se incluyen la reduccion en el
riesgo de infecciones gastrointestinales y su tratamiento,
el control de las manifestaciones de atopia, disminucion
del uso de antibioticos y una menor frecuencia de célicos
o irritabilidad. Ademas, los diferentes estudios realizados
no han mostrado consecuencias nocivas de su consumo.
Desde una revision de las publicaciones mas significati-
vas, el presente texto quiere ofrecer una rapida panora-
mica sobre los principales aspectos asistenciales que hoy
nos plantea este tema.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):72-77)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8711

Palabras clave: Formulas infantiles. Probioticos. Preven-
cion de diarrea. Prevencion de cdlicos infantiles.

La leche humana favorece la proliferacion y mante-
nimiento de flora bifidégena en el tubo digestivo del
lactante, con las importantes consecuencias que ello
pueda tener sobre su salud. Para lograr ese mismo efec-
to con las férmulas infantiles (FIs) en los ultimos afios
se han disefiado dos estrategias, con tres posibilidades:
el uso de las bacterias vivas (probidticos), la adminis-
tracién de sustancias favorecedoras del crecimiento de
esas bacterias (prebidticos) o la combinacién de ambas
(simbidticos)'. La informacién hoy disponible permi-
te afirmar: que la microbiota gastrointestinal influye
sobre el estado de salud del nifio, pudiendo el desa-
rrollo de algunas enfermedades verse modificado por
cambios en la colonizacién temprana del intestino*?;
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USE OF PROBIOTICS AND PREBIOTICS IN
INFANT FORMULAS

Abstract

Currently there are insufficient data to recommend
routine supplementation of infant formula with probio-
tics and/or prebiotics. However, administration of either
food components in isolation or in combination early or
follow-on or toddler infant formulas has been associated
with clinical benefit beyond the first months of life. Thus,
among them, a reduced risk of gastrointestinal infections
and their treatment, control of atopy manifestations,
decreased antibiotic use and a lower frequency of colic
or irritability can be included. Furthermore, different
studies have shown no harmful consequences of its con-
sumption. From a review of the most relevant studies,
this paper aims to provide a quick overview of the main
clinical issues this topic brings up today.

(Nutr Hosp 2015:31(Supl. 1):72-77)
DOI:10.3305/nh.2015.31.sup1.8711

Key words: Infant formula. Probiotics. Diarrhea preven-
tion. Infant colic prevention.

que dicha microbiota puede ser modificada con el con-
sumo de probidticos y prebidticos'®'?; y que estos son
productos seguros, aunque no hay datos suficientes
sobre sus efectos como para recomendar su adicién
sistemdtica a las férmulas®. Hay que subrayar que esta
actual falta de pruebas suficientes de eficacia no signi-
fica que en el futuro la investigacion clinica no llegue
a establecer beneficios significativos para la salud de
los probidticos y prebidticos.

Desarrollo de la microbiota intestinal

El tracto gastro-intestinal del feto es aséptico, exis-
tiendo una cronologia hasta alcanzar la microbiota
madura®®. La primera inoculacién del tubo digesti-
vo fetal se produce en el momento del nacimiento a
partir de la microbiota intestinal y vaginal materna,
cambiando luego rdpidamente desde una fase tem-
prana en la que los anaerobios facultativos (bacterias
entéricas, enterococos y estafilococos) se constituyen
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en gérmenes dominantes. En los nifios alimentados
exclusivamente con leche materna, sigue una segunda
fase en la que los anaerobios estrictos (bifidobacte-
rium y lactobacilos) constituyen 60-90% del total de
la microbiota; en los alimentados con férmula ésta es
menos diversa y no existe un predominio de esas es-
pecies. Y, por tltimo, la fase de ablactacién o de intro-
duccidn de la alimentacion complementaria lleva a la
instauracion de la microbiota madura tipo adulto con
una disminucidn de las bifidobacterias. El caso es que
al afio de vida la microbiota intestinal del nifio que
recibe lactancia maternal y del que recibe férmula son
bdsicamente iguales, tanto en nimero como en com-
posicién. De hecho, a partir de esta edad y mds alld
de la infancia las concentraciones de bacterias en el
colon alcanzan 10'?unidades formadoras de colonias
por mililitro de contenido intestinal (10 veces el nu-
mero total de células en el cuerpo humano), con 500
especies diferentes y 30 a 40 constituyendo el 99% de
esa microbiota en el adulto'®.

Hoy se acepta que la aparicion de muchas enferme-
dades puede estar relacionada con la interferencia de
algunos factores sobre el desarrollo temprano del siste-
ma de defensa de la mucosa intestinal'”-'®. Ciertamen-
te, el principal factor determinante de la actividad del
sistema inmune es la predisposicién genética'®, aunque
se ha comprobado que una colonizacién rdpida y ex-
tensa es dependiente de la edad gestacional al nacer,
del tipo de nacimiento y de la alimentacion recibida
inicialmente. Asi, los recién nacidos por cesdrea, pre-
maturos y/o expuestos a antibidticos en el periodo per-
inatal o postnatal tienen un retraso en la colonizacién
probidtica comensal del intestino.

Formulas suplementadas con probioticos

Los probidticos son microorganismos vivos que ad-
ministrados en cantidades adecuadas confieren benefi-
cios de salud en el huésped®?!, tipicamente bacterias
anaerobias cuyas caracteristicas bioldgicas les permi-
ten prevalecer sobre algunos microorganismos patdge-
nos del tracto digestivo humano. Sintetizan y liberan
productos metabdlicos —denominados posbidticos—
que ejercen cierta influencia reguladora beneficiosa
sobre el huésped y pueden actuar como moduladores
inmunolégicos* >, Las bacterias probidticas mds
estudiadas son Lactobacillus rhamnosus GG (LGG),
Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus.
También algunas levaduras como Saccharomyces bou-
lardii se han considerado como agentes probidticos.
Los efectos de todos estos organismos pueden variar
en funcién de la cepa utilizada, de la formulacién de
un tipo o mds de bacterias ldcticas, de su interaccion,
del sustrato sobre el que fermentan y de la genética del
individuo, del tipo de enfermedad que padezca y de la
dosis administrada, con lo que la ventaja esperable en
su uso debe de ser analizada conociendo y especifican-
do estas caracteristicas (Figs. 1 y 2).

;Cudl es la dosis ideal?

(Como interactian cepas diferentes entre si?

(Es mejor un mayor nimero de cepas?

(Modifican el valor nutricional de la férmula?

(Cambia su metabolismo al incorporarse al ambiente alimentario?
(Como es la interaccion con dcidos grasos esenciales?

¢ Transferencia de resistencia a antibidticos?

(Riesgo infeccion en prematuros, inmunodeprimidos y cardio-
patias congénitas?

(Efectos a largo plazo en la respuesta inmune?

Fig. 1.—Probidticos: cuestiones por resolver

No todos los probidticos son iguales.
Su accion es especifica de cada cepa y para cada patologia.

Los resultados obtenidos en estudios para una determinada cepa
no son extrapolables a otras cepas de probiéticos.

Es necesario utilizar probidticos de calidad reconocida y con
un sélido aval cientifico que garantice su eficacia y seguridad.

Fig. 2.— Principales consideraciones sobre el uso de probidti-
cos en las formulas infantiles

Los probioéticos en la prevencion y tratamiento de
algunas enfermedades

Diarrea infecciosa

Los resultados de los ensayos controlados aleatorios
(ECAs) han probado un claro beneficio de los probis-
ticos en la prevencidén de infecciones gastrointestina-
les agudas en lactantes y nifios sanos* ?*, Las cepas
de probidticos utilizados incluyeron LGG, S thermo-
philus, Lactobacillus casei y B. lactis, o Lactobacillus
reuteri mezclado con leche o férmula infantil o admi-
nistrado como un suplemento oral. Un meta-andlisis
ha mostrado que se necesita que 7 nifios reciban LGG
para prevenir una GEA nosocomial por rotavirus®, y
aunque los datos disponibles no apoyan suficiente-
mente el uso rutinario de los probidticos para prevenir
la diarrea por rotavirus se acepta que puede haber cir-
cunstancias en las que resulten beneficiosos.

En cuanto al tratamiento, ECAs en nifios previa-
mente sanos han proporcionado resultados sobre el
beneficio terapéutico de los probidticos en la diarrea
infecciosa aguda. En un ensayo aleatorizado doble
ciego controlado con placebo® la administracién de
LGG disminuyd la duracion de la diarrea por rotavirus
en una media de 40 horas, aunque la duracién de la
diarrea de cualquier otra etiologfa no se vio afectada,
acortando también el tiempo necesario para la rehi-
dratacion intravenosa en una media de 18 horas. Los
resultados de otros meta-andlisis?’”?’ y de una revisién
Cochrane®* han mostrado su beneficio en el tratamien-
to de la diarrea infecciosa aguda en nifios, reduciendo
el nimero de deposiciones diarreicas y la duracién de
la diarrea en aproximadamente un dfa. Segun los estu-

Uso de probidticos y prebidticos en las férmulas infantiles

73



dios disponibles, LGG es el probidtico mds eficaz y su
efecto es dosis-dependiente. Los probidticos también
parecen ser mds eficaces cuando se administran pre-
cozmente en el curso de la diarrea.

Diarrea asociada al uso de antibioticos

Varios meta-andlisis de los ECAs sobre el uso de
probidticos en la prevencion de la diarrea asociada a
antibidticos en nifios indican su efecto beneficioso®" .
En la mayoria de los estudios el tratamiento con un
probidtico se inicid simultdneamente a la terapia de
una infeccidén respiratoria aguda (otitis media), redu-
ciéndose el riesgo de desarrollar la diarrea asociada a
antibidticos respecto al placebo del 28,5% al 11,9%°'.
LGG, B. lactis, S. thermophilus y S. boulardii han sido
los agentes utilizados, y aproximadamente 1 de cada 7
casos de diarrea asociada a antibidticos fue impedido
por el uso de un probidtico®. Segtin un meta-andlisis¥,
el tratamiento probidtico redujo significativamente
las probabilidades de diarrea asociada a antibiéticos
en comparacion con placebo, tanto con la levadura S.
boulardii como con LGG, y sin diferencias significa-
tivas entre ambos. Por lo tanto, los probiéticos pueden
considerarse de utilidad para reducir la incidencia de la
diarrea asociada a antibidticos.

Por el contrario, en nifios no se han realizado ECAs
para valorar el efecto de los probidticos en el trata-
miento de la diarrea asociada a antibiéticos, por lo que
su uso generalizado no puede ser recomendado. Sin
embargo, el pediatra que atiende a un nifio con diarrea
secundaria al uso de antibidticos debe sopesar los posi-
bles beneficios de su asociacion o, alternativamente, el
suspender o modificar el tratamiento antibidtico cuan-
do sea posible.

Colico del lactante

Hasta la fecha ningtin ECA se ha realizado con la
prevencion del célico como un criterio de valoracion
principal. Un solo ECA no ciego examing el efecto de
la administracion de L. reuteri frente simeticona en el
tratamiento de los célicos en lactantes amamantados®,
mejorando los sintomas de célico (minutos de llanto
por dia) dentro de la primera semana de tratamiento en
comparacién con la terapia de simeticona, aunque se ne-
cesitan mds estudios para recomendar el uso rutinario.

Otras enfermedades digestivas

En una revisién Cochrane de 2008%* sobre la base de
9 ECAs** la suplementacion enteral con probidticos
redujo significativamente tanto la incidencia de ente-
rocolitis como su mortalidad, aunque la sepsis noso-
comial secundaria no disminuyd significativamente®.
Estos ECAs apoyarian el complementar con probi6ti-

cos las férmulas de uso en recién nacidos prematuros
de mds de 1.000 g al nacer, aunque en prematuros ex-
tremos (de menos de 1.000 g) los datos no permiten es-
timar con fiabilidad su eficacia y seguridad. La misma
Cochrane insta a la precaucion en la interpretacion y
aplicacion de estos resultados debido a la gran hetero-
geneidad de los estudios incluidos en la revision.

Se ha constatado un modesto beneficio en el uso de
probidticos como terapia adyuvante para la infeccion
sintomdtica por H. pylori en adultos*. En nifios solo se
ha publicado un ECA®* en el que se observé una mayor
tasa de erradicacion en el grupo de tratamiento con su-
plemento de probidticos, sin que los efectos adversos
difirieran significativamente. Por lo tanto, los probid-
ticos podrian ser considerados beneficiosos en nifios,
aunque para valorar algunos aspectos serdn necesarios
mds estudios.

Respecto a la enfermedad inflamatoria intestinal,
los resultados de los ECAs en adultos con probidticos
para el tratamiento de la colitis ulcerosa han mostrado
una eficacia comparable al tratamiento con farmacos
antiinflamatorios en casos leves y moderados***. Se-
gun una reciente revisién Cochrane® en nifios no se
puede recomendar su uso general sin otras investiga-
ciones. Y para la enfermedad de Crohn no se ha proba-
do eficacia alguna.

Ha habido un dnico ECA sobre el tratamiento del
sindrome del intestino irritable en nifios®', en el que
LGG mostré reducir la distension abdominal y el ma-
lestar en un grupo de 50 pacientes pedidtricos en un
periodo de estudio de 6 semanas.

Un ECA abord¢ el uso de probidticos (LGG) frente
a placebo como terapia adyuvante de la lactulosa en el
tratamiento del estrefiimiento funcional®?, no pudién-
dose a la luz de sus resultados recomendar administra-
cién en el tratamiento del estreflimiento.

Enfermedad atopica

Los nifios atépicos tienen una microbiota intestinal
diferente de la de otros nifios, con una concentracion
mayor de Clostridium y menor cantidad de Bifidobac-
terium* *2, lo que ha servido de fundamento para la
administracién de probidticos a lactantes con riesgo de
enfermedades atdpicas, especialmente a los alimenta-
dos con férmula.

En un estudio doble ciego ECA enfrentando a LGG
con placebo durante las udltimas 4 semanas de emba-
razo y que se continuaba durante 6 meses después del
nacimiento en casos de alto riesgo de alergia®?, la fre-
cuencia del eccema atépico a los dos afios fue signifi-
cativamente menor en el grupo LGG. El niimero de pa-
rejas madre-hijo LGG necesario para prevenir 1 caso
de eccema atépico cronica recurrente fue de 4,5. A los
4 afios de edad, el eczema se produjo en el 26% de los
recién nacidos en el grupo con LGG, en comparacion
con 46% en el grupo placebo. Estos resultados apoyan
un efecto preventivo para dar un probidtico a las ma-

74 TALLERES: EMPLEO DE PROBIOTICOS Y PREBIOTICOS EN ATENCION PRIMARIA



dres al final del embarazo y para las madres y los lac-
tantes durante los primeros 6 meses de lactancia para
la prevencién del eccema atépico en nifios con riesgo
de enfermedad atépica. Sin embargo, estos resultados
no han sido confirmados por Kopp y Salfeld*, lo que
dio lugar a que Prescott y Bjorksten™ y una revisién
Cochrane de 2007°¢ a concluir que no hay pruebas su-
ficientes para justificar la administracion rutinaria de
suplementos de probidticos a mujeres embarazadas o
nifios pequefios para prevenir las enfermedades alérgi-
cas en la infancia.

Al considerar su efecto como tratamiento de la
alergia, en un ECA la administracion a lactantes con
dermatitis atopica moderada a severa de Lactobacillus
fermentum durante 8 semanas mejord la extensién y
severidad de los eccemas respecto a los que recibieron
placebo’”-%. Estos resultados son alentadores, aunque
la revisién Cochrane de 2008% indica que segun los
estudios disponibles los probidticos no han demostra-
do suficientemente su eficacia en el tratamiento del
eccema atdpico.

Infecciones respiratorias

A pesar de los estudios realizados, no disponemos de
evidencia de que algtin probidtico afiadido a la férmula
disminuya el nimero de episodios infecciosos respira-
torios ni descienda el uso de antibidticos en lactantes
menores de 6 meses. También es débil la evidencia de
que se asocie a un menor consumo de antibiéticos en
nifios por encima del medio afio de vida.

Prevencion y tratamiento del cdncer

Si bien los resultados de estudios en modelos ani-
males han demostrado ciertos beneficios de algunos
alimentos funcionales como el yogur y de la adminis-
tracion de los probidticos en la prevencion de procesos
cancerigenos®', no se justifica la recomendacién de su
administracion rutinaria para tratar o prevenir el can-
cer ni en humanos adultos ni en nifios.

Foérmulas con prebioticos

Un prebidtico es un ingrediente alimentario no dige-
rible que afecta beneficiosamente al huésped mediante
la estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad
de una o un nimero limitado de bacterias en el colon
(Fig. 3). Los prebidticos son casi siempre oligosa-
cdridos y entre ellos los fructo-oligosacdridos (FOS),
galactooligosacdridos (GOS) y la inulina son los mds
importantes. Se ha seflalado que en concentraciones
suficientes y con una relacion FOS/GOS adecuada (de
1/9) pudieran tener cierto efecto protector frente a al-
gunas enfermedades®. Los polisacdridos complejos que
constituyen la fibra dietética también pueden ser consi-

No es absorbido ni hidrolizado en tramos superiores del tracto
digestivo.

Debe ser un sustrato selectivo para una o un nimero limitado
de bacterias del colon.

Debe ser capaz de modificar la microbiota colénica de una for-
ma beneficiosa para la salud.

Puede inducir efectos luminales o sistémicos beneficiosos.

Fig. 3.—Caracteristica principales de los prebidticos

derados como agentes prebidticos. Y a pesar de que los
nucleétidos de la dieta no se ajustan a una definicién
estricta, se consideran agentes prebidticos y han demos-
trado una funcién inmunomoduladora local especifica®.

Pocos ECAs han examinado los efectos de la adicion
de oligosacdridos prebidticos a las férmulas infantiles
(63-65), aunque Boehm et al® estudiaron el efecto de
la adicion de oligosacdridos a una concentracién de 1 g/
dL a los preparados para lactantes prematuros durante
1 mes (90% GOS y 10% FOS) encontrando recuentos
de bifidobacterias en heces significativamente aumen-
tados respecto al grupo no suplementado. Ademds, los
recuentos alcanzaron el rango de un grupo de referen-
cia amamantado. En otro estudio, Moro et al® hallaron
altas concentraciones de bifidobacterias y lactobaci-
los en las heces de nifios con férmula suplementada,
habiéndose probado también®’ buena tolerancia y sin
efectos adversos durante el periodo de suplementacidn.
Sin embargo, es preciso disponer de mds informacion
antes de que la utilidad de la adicién de prebidticos a
las féormulas para lactantes se pueda determinar.

Seguridad de los probiéticos y prebiéticos
anadidos a las féormulas infantiles

La seguridad de la adicién de probidticos y prebid-
ticos a las FIs se ha evaluado en varios ECAs (66-68).
Debido a que estos productos se utilizan a menudo
como unica fuente de nutricion en los lactantes durante
un perfodo critico del crecimiento y desarrollo, todos
los ingredientes utilizados en su preparacion deben
haber probado la ausencia de cualquier tipo de ries-
go. El Comité de Nutricién de la Sociedad Europea de
Gastroenterologia Pedidtrica, Hepatologia y Nutricion
(ESPGHAN) ha manifestado que se necesitan mds es-
tudios para confirmar la total seguridad y eficacia en el
uso de probidticos y prebidticos en nifios’, si bien hasta
la fecha estos productos se han mostrado inocuos en
los lactantes. Segun declaré este Comité seria desea-
ble tener un procedimiento centralizado de supervision
para garantizar su seguridad, reconocer su identidad
y garantizar su estabilidad genética”?*%. La Organi-
zacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
la Alimentacién ha apoyado la adicién de productos
prebidticos a las férmulas infantiles de continuacién®,
que en EEUU no requieren revision y aprobacién pre-
via a la comercializacién de la Food and Drug Admi-
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nistration (FDA), aunque todos los preparados para
lactantes deben cumplir lo que se consideran buenas
practicas de fabricacion, embasado y distribucion,
controladas por la Ley de férmulas infantiles de 1980
bajo sus auspicios y control directos.
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Disponible en: www.who.int/foodsafety/publications/fs_ma-
nagement/en/probiotics.pdf.
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Resumen

El cdlico del lactante es un evento fisiologico prevalen-
te en nifios sanos menores de 3 meses capaz de perturbar
el entorno familiar. A pesar de su naturaleza benigna y
autorresolutiva, en algunas ocasiones, requiere un abor-
daje terapéutico.

Se han propuesto numerosas lineas terapéuticas aun-
que su etiopatogenia sigue siendo desconocida y multifac-
torial. La microbiota intestinal tiene un papel importante
en el célico. Varios estudios muestran que los lactantes
con colicos tienen menos bifidobacterias y lactobacilos
y mas Escherichia, Klebsiella, Serratia, Vibrio, Yersinia y
Pseudomonas en el colon. La cepa probiotica L. reuteri
DSM 17938 administrada una vez al dia a 10® ufc/dia es
la que mas evidencia cientifica tiene hasta el momento
en el tratamiento del cdlico del lactante, sin observarse
efectos secundarios.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):78-82)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8712

Palabras clave: Cdlico del lactante. Probioticoterapia.

Caso clinico

Varén de 1 mes de vida que presenta, desde hace
10 dias, episodios de 4 horas de duracidn consistentes
en llanto de inicio brusco, de predominio vespertino.
Ocurren casi a diario y no parecen relacionarse con el
suefio ni con el hambre. No se asocian vomitos, ni re-
chazo del alimento. Habitualmente realiza una deposi-
cién grumosa y una diuresis por toma. Estd alimentado
con lactancia materna exclusiva a demanda con buena
técnica alimentaria y buena ganancia ponderal.

Antecedentes personales: embarazo controlado y
normal. Parto eutdcico a término (40 semanas de edad

Correspondencia: Jimena Pérez-Moreno.
E-mail: jimenapermor@gmail.com

PROBIOTICS FOR THE TREATMENT OF
INFANT COLIC: A CLINICAL CASE

Abstract

Infant colic is a prevalent physiological event of heal-
thy children under 3 months of age which can disrupt
the child’s home environment. Despite its benign natural
history, sometimes requires a therapeutic approach.

Numerous therapeutical lines have been proposed al-
though its pathogenesis remains unknown and multifac-
torial. The gut microbiota plays an important role in the
infant colic. Several studies have shown less bifidobacte-
ria and lactobacilli in infant colic meanwhile Escherichia,
Klebsiella, Serratia, Vibrio, Yersinia and Pseudomonas are
more prominent in colon. The probiotic strain L. reuteri
DSM 17938, when administered once daily to 10% cfu /
day, seems to have the most scientific evidence up to date
in the treatment of infant colic, without significant side
effects.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):78-82)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8712
Key words: Infant colic. Probiotic-therapy.

gestacional con un peso al nacimiento de 2.800 gr. Pe-
riodo neonatal inmediato sin complicaciones. Pruebas
metabdlicas normales

Exploracion fisica: Peso: 4,45 kg (p88, 1,18DE);
Talla:54 cm (p69, 0,51 DE); Perimetro cefédlico: 38 cm
(p80, 0,85 DE). Buen estado general, bien hidratado y
perfundido. No exantemas en piel. Auscultacién car-
diaca ritmica y sin soplos. Auscultacién pulmonar con
buena entrada de aire bilateral sin ruidos afiadidos ni
dificultad respiratoria. Abdomen blando y depresible
sin masas ni visceromegalias, sin signos de irritacion
peritoneal. Faringe y otoscopia bilateral normal. Fon-
tanela anterior normotensa. Reactivo y vital, neuro-
conducta normal.

1. ;Cudil es tu impresion diagndstica?

A) Alergia a proteinas de leche de vaca no mediada
por IgE
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B) Enfermedad por reflujo gastroesofagico
C) Cdlico del lactante

D) Estreflimiento

E) Invaginacién intestinal

RESPUESTA CORRECTA: C

Las caracteristicas clinicas del llanto que presenta el
paciente cumplen los criterios de Wessel y los criterios
Roma III de la definicién del célico del lactante. Son
episodios de irritabilidad o llanto sin causa aparente,
de 3 o0 mds horas de duracion al dia, al menos 3 dias
por semana y durante al menos 1 semana. Ademds
cursan en un lactante sano y sin afectacion del cre-
cimiento. De manera caracteristica, dichos episodios
tienen predominio vespertino, son paroxisticos y aso-
cian hipertonia. Es un frecuente motivo de consulta en
Atencion Primaria y Urgencias con una prevalencia de
10-40%".

Con una anamnesis detallada y una exploracién
clinica completa se puede realizar el diagndstico de
cdlico del lactante. Es importante descartar otras po-
sibles causas orgdnicas de llanto a estas edades, con
una prevalencia menor del 5% que serian: hematoma
subdural o traumatismo, lesion corneal, infecciones
(orina, respiratoria, otitis media, meningitis), estreii-
miento, alergia a proteinas de leche de vaca (APLV),
enfermedad por reflujo gastroesofdgico, hernia ingui-
nal, invaginacion intestinal, etc.

2. ;Cudl seria el manejo terapéutico del paciente?

A) Debemos tratarlo siempre por la angustia que
puede llegar a producir

B) Nunca precisa tratamiento farmacoldgico al tra-
tarse de un proceso autolimitado

C) Hay que explicar a los padres la naturaleza be-
nigna y autolimitada del proceso y ofrecer trata-
miento si lo creemos necesario

D) Antes de iniciar cualquier medida terapéutica
es importante realizar pruebas complementarias
para descartar patologia orgdnica

E) Es muy conveniente derivarlo a la consulta del
especialista (digestivo infantil) por su frecuente
asociacion con la APLV

RESPUESTA CORRECTA: C

El célico del lactante es un proceso benigno y auto-
limitado que tiende a la autorresolucién en un 60% de
los casos a los 3 meses y en 80-90% a los 4 meses. Por
tanto el objetivo del tratamiento es ayudar a los padres
a hacer frente el llanto del nifio y prevenir las posibles
secuelas de mala relacion padre-hijo. Se han propuesto
muchas lineas terapéuticas para el manejo del cdlico
del lactante en parte porque su etiopatogenia, a pesar
de numerosos estudios, sigue siendo desconocida® y
probablemente multifactorial.

Existen diversas teorias gastrointestinales que in-
tentan explicar la fisiopatologia de esta entidad. Se ha
propuesto una posible inmadurez intestinal (los estu-
dios son contradictorios); intolerancias a carbohidra-
tos como lactosa, sorbitol o fructosa; ambas teorias
sin clara correlacion estadisticamente significativa. En
otros estudios se muestra una posible hipermotilidad
intestinal® por alteracién del sistema nervioso auténo-
mo. Otras teorfas proponen unos factores bioldgicos
(mala técnica alimentaria, elevacion de niveles de se-
rotonina en nifios con cdlicos, exposicién a nicotina)
y psicosociales (alteraciones del temperamento, hi-
persensibilidad o variables parentales como el estrés
familiar) para explicar esta entidad.

3. ;Qué tratamientos se han propuesto para el trata-
miento del colico del lactante?

A) Cambios en la alimentacion del lactante con fér-
mulas parcialmente hidrolizadas

B) Fitoterapia y Homeopatia

C) Farmacoterapia: sacarosa, simeticona, anties-
pasmoliticos, lactasa

D) Probioticoterapia

E) Todos los anteriores

RESPUESTA CORRECTA: E

Numerosos tratamientos se han utilizado para el tra-
tamiento del cdlico del lactante, no todos con la misma
evidencia cientifica. Entre ellos se han propuesto los
siguientes: técnicas de apoyo psicolégico a los padres;
cambios en la alimentacion con férmulas hipoalergé-
nicas (parcialmente hidrolizadas), de soja, enriqueci-
das en fibra o extensamente hidrolizadas, dieta ma-
terna exenta de lacteos, modificacion en las técnicas
de alimentacion, etc.; medidas posturales; fitoterapia;
remedios homeopdticos; terapias farmacoldicas diver-
sas (sacarosa, simeticona, antiespasmoliticos, lactasa,
etc.); empleo de probidticos; masajes (manipulacion
espinal y osteopdtica craneal); acupuntura.

En las ultimas revisiones del cdlico del lactante>*,
muestran un probable efecto beneficioso las férmulas
lacteas extensamente hidrolizadas (HePLV), por la po-
sibilidad de que exista una APLV como causa de la
irritabilidad, en cuyo caso deberd realizarse una prue-
ba empirica inicial con HePLV durante 2 semanas de-
biendo reintroducirse una férmula adaptada si no hay
mejoria clinica. No estdn recomendadas las férmulas
parcialmente hidrolizadas como tratamiento sistema-
tico, si bien hay estudios indicando que estas formu-
las con prebidticos (fructooligosacdridos y galactoo-
ligosacdridos) y dcido Bpalmitico parecen reducir de
forma significativa el nimero de episodios de llanto
comparado con otros tratamientos®. Son las llamadas
férmulas anticdlicos. Otra propuesta es la de las for-
mulas adaptadas enriquecidas en fibra, sin evidencia
para su uso® y férmulas de soja, cuyo uso no estd reco-
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mendado por debajo de los seis meses de vida por los
fitoestrégenos de la soja y su riesgo alergénico?.

Los anticolinérgicos (dicyclomine y bromuro de ci-
metropio) podrian tener un posible beneficio pero su
uso implica un riesgo inaceptable para el paciente (dis-
trés respiratorio o crisis convulsivas hasta en un 8%)
por lo que estdn contraindicados. Actualmente, a pesar
de haber estudios publicados al respecto, el beneficio
de otros tratamientos como las férmulas bajas en lac-
tosa, la sacarosa, la fitoterapia, la lactasa o simeticona,
es desconocido®’.

4. ;Hay evidencia de alteracion de la microbiota in-
testinal en nifios con colicos?

A) No se ha conseguido demostrar en estudios ran-
domizados una alteracion de la microbiota intes-
tinal en estos nifios.

B) Si parece que existe una disminucién de bifido-
bacterias y lactobacilos pero solo en nifios con
lactancia artificial.

C) Si que parece que hay un aumento de los géne-
ros Escherichia, Klebsiella,Serratia, Vibrio, Yer-
sinia y Pseudomonas pero s6lo en los nifios con
lactancia artificial.

D) Si que existe una disminucién de bifidobacterias
y lactobacilos con aumento de los géneros Es-
cherichia, Klebsiella,Serratia, Vibrio, Yersinia y
Pseudomonas tanto en nifios con lactancia artifi-
cial como lactancia materna.

E) Sélo se han observado cambios en la microbio-
ta de estos nifios si se les administraba lactancia
materna exclusiva.

RESPUESTA CORRECTA: D

Varios estudios clinicos muestran una microbiota in-
testinal diferente en los nifios con c6licos respecto a los
nifios sin cdlicos, de forma independiente a la alimen-
tacion. En el estudio de Weerth’ et al, se muestra como
los nifios sin cdlicos tienen una microbiota mds estable
y diversa respecto a los lactantes que si presentan esta
dolencia. Ademads estos tltimos tienen menores nive-
les de lactobacilos y bifidobacterias asi como niveles
mayores de proteobacterias como E.coli, Enterobacter,
Pseudomonas y Yersinia. Este estudio ademds muestra
como el llanto de los nifios con célicos estd directamen-
te relacionado con el nimero de proteobacterias de la
microbiota intestinal. El estudio de Savino et al, refle-
ja resultados parecidos obteniendo mayor cantidad de
cepas de L. brevis y L. lactis en lactantes alimentados
con lactancia materna con coélicos que probablemente
explicaran el meteorismo y la distensién abdominal.

5. ;Qué cepa de las siguientes ha mostrado mds evi-
dencia cientifica en el tratamiento del colico del
lactante?

A) Saccharomyces boulardii

B) Lactobacillus bulgaricus

C) Lactobacillus reuteri DSM 17938

D) Streptococcus thermophilus

E) Los mayores beneficios se observan con el em-
pleo de prebidticos

RESPUESTA CORRECTA: C

Actualmente la cepa probidtica que ha mostrado
mds evidencia cientifica en el tratamiento del célico
del lactante es el Lactobacillus reuteri DSM 17938.
Son varios los estudios”®® que muestran cémo esta
cepa, administrada en cantidades de Ix 10® ucf/dia,
reduce el tiempo de llanto sin afectar a la ganancia
ponderal ni el ritmo deposicional y mejorando con ello
la calidad de vida de los pacientes y sus familias. Se
ha visto ademads en estos estudios como el tratamien-
to con esta cepa disminuye la cantidad de E.coli de la
microbiota de nifios con cdlicos, aumentando la canti-
dad de lactobacilos fecales. En este contexto, se ha pu-
blicado recientemente una revisién sobre la evidencia
cientifica del Lactobacillus reuteri DSM 17938 para el
tratamiento, entre otras patologias, del célico del lac-
tante en lactantes con lactancia materna, demostrando
su seguridad, incluso en nifios inmunocomprometidos
y prematuros'’.

En un estudio piloto, se ha observado cdmo el em-
pleo de esta cepa no sélo mejora la sintomatologia del
colico sino que paralelamente también disminuye los
valores de los marcadores inflamatorios intestinales
(niveles de calprotectina en heces) !'. Por el contrario,
en otro ensayo randomizado, doble ciego y frente a
placebo, no se han hallado diferencias en los niveles
de este marcador ni en la colonizacion de E. coli en
ambos grupos. Los autores tampoco encontraron bene-
ficios clinicos con el uso de esta cepa en relacion al
tiempo de llanto y/o irritabilidad tanto en los lactantes
alimentados al pecho como en los que tomaban férmula
artificial '2. Sin embargo, sugieren que son necesarios
mads estudios para definir qué subgrupos de pacientes
podrian beneficiarse del empleo de probidticos.

Recientemente, se ha demostrado cémo la suple-
mentacion precoz en prematuros con prebidticos (GOS
y polidextrosa) asociado a probidticos (L.rhamnosus
GQG) podria aliviar los sintomas de llanto de forma sig-
nificativa (p<0,05) comparado con placebo, sin efectos
secundarios'®. En otro estudio, también ha demostrado
su eficacia un simbidtico (mezcla de 7 cepas con FOS)
para disminuir los sintomas en lactantes menores de
3 meses con c6licos en comparacién con el placebo'.
Todos estos estudios vienen reflejados en la tabla 1.

6. ;Cudl es el mecanismo de accion del L. reuteri
DSM 17938 en el colico del lactante?

A) Inhibe el crecimiento de bacterias coliformes
productoras de gas en nifios con c6licos.
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Tabla I
Estudios sobre el empleo de probidticos en el colico del lactante

Estudio Caracteristicas Conclusiones
Savino F et al, 2007’ RCT N=90 nifios con LM Reduccidn del tiempo de llanto >50% durante el periodo del
L. reuteri vs simeticona estudio (28 dias)

Savino F et al, 2010% RCT ciego N=50 nifios con LM Disminuye llanto
L. reuteri vs placebo Aumenta Lactobacilli fecal y disminuye E.coli
No afecta a ganancia peso, deposiciones, reflujos.
NNT=4 (IC 95%: 2-21)

Szajewska H et al, 2013° RCT N=80 Reduce el tiempo de llanto y mejora la calidad de vida pacientes.
L. reuteri vs placebo NNT=2 (IC 95%: 2-3)

Varea V et al, 20141 EP=17 Mejora la sintomatologia
L. reuteri Disminuye los marcadores inflamatorios

Sung V et al, 201412 RCT N=167 No beneficios clinicos
L. reuteri vs placebo No diferencias microbiota fecal

Pirtty A et al, 2014 RCT N=94 prematuros Reduce el tiempo de llanto en prematuros.

L. rhamnosus GG vs placebo NNT=2 (IC 95%: 2-5)

Kianifar H et al, 2014*  N=50 Simbidtico (7 cepas +FOS) Reduce el tiempo de llanto
vs placebo

RCT= ensayos clinicos controlados. EP=estudio piloto. LM=lactancia materna. FA=férmula adaptada. NNT=nimero necesario a tratar.

B) Facilita el vaciamiento gdstrico. canismos de accion. En primer lugar, el estudio de
C) Modifica percepcién de dolor intestinal por inhi- Savino et al® demuestra cémo inhibe el crecimiento
bicion de la contractilidad intestinal. de las bacterias coliformes productoras de gas en lac-
D) Disminuye la inflamacidn intestinal. tantes con colicos. Este autor, sefiala, ademads, en este
E) Todos los anteriores son mecanismos de accion estudio, cémo el L. reuteri DSM 17938 disminuye
demostrados en estudios cientificos. la inflamacion intestinal, suprimiendo la produccién
de citoquinas proinflamatorias y promoviendo el de-
RESPUESTA CORRECTA: E sarrollo de las células reguladoras T-reg (Fig. 1). In-
drio et al.'> ha observado cémo la suplementacion a
El L. reuteri DSM 17938 puede mostrar beneficio nifios prematuros con férmulas con prebidticos (FOS
en el tratamiento del célico a través de diferentes me- y GOS) y la cepa probidtica (a dosis de 1x10® ufc/
TNF-u JTNF-u
O *’ IL-12
ceg LPS de-dun
o —
i 4 AP-1
T N
.f{ — a, \, e i =1
4 - ¥ & oyl ] my "
- (/) = | ) IL-10
"\-./ Naiva Md Activated M % ‘ P Colitis
'.-.’-u'—- "
— .
L. reuteri DC-SIGN %2:1' =
%3 & L
TGF-8 W
Naive ok !
§ 4
ibc mbc oy CDa+ W/
= Teell i s
No colitis
TNF-a  BI-2 ”
IL-12 MHC class ||
IL-8 IL-10

Fig 1.—Mecanismo de accion de L. reuteri DSM 17938 en el cdlico del lactante. Tomado de Savino F, Curr Opin Pediatr 2010".
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dfa) estimula el vaciamiento gdstrico favoreciendo
la maduracién de la actividad electrogastrografica en
estos pacientes. Por iltimo, en el estudio de Wang
B'S, realizado en ratas, se ha demostrado cémo el L.
reuteri DSM 17938 (a 1x10° ufc/d) puede modificar
la percepcidén del dolor intestinal por la inhibicién de
la contractilidad intestinal.

Conclusion

La microbiota intestinal parece tener un papel im-
portante en la etiopatogenia del célico del lactante. La
predominancia de proteobacterias en los bebés con c6-
lico, independientemente de la forma de alimentacidn,
podria explicar el aumento de los episodios de llanto y
meteorismo. La disminucion de estas bacterias, alcan-
zando una microbiota mds estable y diversa, es el ob-
jetivo del tratamiento con probidticos en esta entidad.
De momento, L. reuteri DSM 17938 parece ser la cepa
que muestra mayor beneficio en su tratamiento. Su ad-
ministracién a dosis de 1x10%dia, parece disminuir el
nimero de episodios de llanto, siendo segura incluso
en niflos prematuros. No obstante, empiezan a realizar-
se nuevos ensayos clinicos controlados con otras cepas
con resultados esperanzadores'"'2.
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Resumen

El Sindrome de intestino irritable (SII) se define por
sintomas de dolor abdominal, y alteracion del habito
intestinal. Cuenta con diversos tratamientos disponi-
bles, sin que hasta el momento haya destacado ninguna
estrategia terapéutica en especial. La fisiopatologia del
SII permanece inexplicada, aunque diversas lineas de
evidencia sugieren un papel de la microbiota intestinal.
A pesar de que existe controversia, es probable que la
microbiota contribuya a la generacion de sintomas, al
menos en algunos pacientes, a través de un proceso de
fermentacion alterado, de la modificacion de la funcion
de barrera intestinal, de la modulacion inadecuada de la
funcion sesorio-motora entérica y del eje cerebro-enteral.

La probidtico-terapia produce un modesto alivio sinto-
matico en SII, aunque la evidencia actual no es suficiente
para la recomendacion general de uso. Los mejores resul-
tados se obtienen, en ninos, con Lactobacillus rhamnosus
GG, que mejora discretamente el dolor abdominal, mien-
tras que en adultos el beneficio parece mayor empleando
especies de Bifidobacterium.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):83-88)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8713

Palabras clave: Sindrome del intestino irritable. Probioti-
coterapia. Microbiota digestiva.

Introduccion

Desde el momento en que la microbiota juega un
papel en la homeostasis del huésped, especialmente
en la salud digestiva, diversas patologfas se asocian
a alteraciones, o desequilibrios, en su composicion'.
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Abstract

Irritable bowel syndrome (IBS) is characterized by
symptoms of abdominal pain and altered bowel habits.
This common disorder is managed by varying clinical
styles as no dominant therapeutic strategy has emerged.
The pathophysiology of IBS remains unknown, but se-
veral lines of evidence link this disorder with the gut mi-
crobiota. Although controversy exists, gut microbiota is
likely contributing to symptoms of IBS, at least in some
patients, through an altered fermentation process, an im-
paired intestinal barrier function, a harmful modulation
of enteric sensorimotor function, a promotion of low-gra-
de inflammation without tissue damage, and a harmful
modulation of the brain-gut axis.

Probiotic therapy has a modest effect on IBS sympto-
matic relief, but the actual evidence is not strong enough
to support a general recommendation of use. The best re-
sults are achieved, in children, with Lactobacillus rham-
nusus GG, which moderately improves abdominal pain,
while in adults the benefit appears to be greatest emplo-
ying Bifidobacterium species.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):83-88)
DOI:10.3305/nh.2015.31.sup1.8713

Key words: Irritable bowel syndrome. Probiotictherapy.
Digestive microbiota.

Las alteraciones en la microbiota relacionadas con
enfermedad ocurren por cambios en su composicion
(disbiosis), funcién, e interrelacién con el huésped,
con un papel fundamental de las alteraciones en la
inmunidad innata y el eje cerebro-enteral’>. No obs-
tante, la mejor definicion del papel fisiopatoldgico de
la microbiota representa un reto de futuro. Para ello
los mecanismos implicados en el papel patogénico en
enfermedades digestivas han de ser explorados desde
un punto de vista mecanistico, y no meramente des-
criptivo, en busca de la relevancia clinica, y de dianas
terapéuticas®. El andlisis funcional, mediante técnicas
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de protedmica y metaboldmica, aportard informacion
sobre las funciones inmunoldgica y metabdlica de la
microbiota, y sus interrelaciones con el huésped, en
forma de identidad, o firma, metabdlica de la enfer-
medad estudiada®.

Los trastornos funcionales gastrointestinales se de-
finen, y categorizan, en base a grupos de sintomas, cré-
nicos o recurrentes, que pueden ser atribuidos al tracto
digestivo. La microbiota intestinal puede tener un pa-
pel patogénico en dichos trastornos, especialmente en
trastornos funcionales intestinales, lo que constituye
un importante campo de investigacion, existiendo una
evidencia creciente que apoya este nuevo concepto mi-
crobiano’.

El Sindrome de intestino irritable (SII) se caracteri-
za por dolor o molestias abdominales, asociado a la de-
fecacidn, o a alteracion del hdbito intestinal. Se subcla-
sifica en SII con predominio de estrefiimiento (SII-E),
diarrea (SII-D), o mixto (SII-M), con un subtipo de
SII inclasificable®. El SII con frecuencia se asocia a
otros sintomas gastrointestinales, as{ como trastornos
funcionales digestivos, y no digestivos’.

La prevalencia de SII en paises industrializados
ronda el 10 a 20% de la poblacién general, mads fre-
cuente en mujeres, lo que hace al SII el trastorno gas-
trointestinal mds extendido. Ademads, los individuos
que padecen SII presentan unos indices de calidad de
vida reducidos, y mds comorbilidades que la pobla-
cién general®.

Papel de la microbiota en el sindrome de intestino
irritable

Muchos de los mecanismos fisiopatoldgicos de SII
ain no estdn totalmente claros, sin embargo, exis-
ten diversos factores con implicacion demostrada,
en mayor o menor medida, en la generacién de sin-
tomas, como son los factores genéticos, la motilidad
gastrointestinal alterada, hipersensibilidad visceral,
alteraciones en el eje cerebro-enteral, inflamacion de
bajo grado, alteraciones psicosociales, y el papel de la
microbiota’.

La microbiota puede estar implicada en la fisiopato-
logfa del SII a través de dos vias, los mecanismos me-
tabolicos a nivel local, y la interaccién inmunoldgica
con el huésped, basdndose en la presencia de cambios
en la composicion taxonémica y funcional de la mi-
crobiota, y la descripcién de alteraciones en la interco-
municacién microbiota-huésped®. La relevancia clini-
ca de algunos de estos hallazgos es poco clara, siendo
la cuestidn clave si las alteraciones descritas se tratan
de causa, o bien consecuencia, del trastorno digestivo,
pues no existe una correlacion entre las mismas y la
evolucidn del cuadro clinico a lo largo del tiempo. Por
dltimo, estd por determinar la importancia relativa de
cada una de las vias fisiopatoldgicas que implican a la
microbiota, en una mejor definicion de su papel fisio-
patoldgico en el SII'.

Papel fisiopatologico de la microbiota intestinal.
Lineas de evidencia

Hay estudios de diversa indole que aportan eviden-
cia sobre el papel de la microbiota intestinal en el SII.
Estudios sobre modelos experimentales muestran que
alteraciones en la microbiota intestinal pueden condu-
cir a cambios en la funcién sensorio-motora, con alte-
racion en la motilidad e hipersensivilidad". Diversos
estudios observacionales también apoyan el concepto
microbiano. Hay un subgrupo de SII, hasta el 20%,
cuyo debut sigue a una infeccién entérica, ocurriendo
hasta en el 10% de las gastroenteritis agudas. Una in-
feccion entérica resulta en una profunda alteracion en
la diversidad microbiana del huésped, con deplecion
de Eubacterium, Bacteroides, Prevotella, Bifidobacte-
rium, Lactobacillus, y Faecalibacterium prausnitzii, y
un cambio en el ratio anaerobios/aerobios'?. El meca-
nismo exacto a través del que dicha alteracién deter-
mina la persistencia de sintomas de SII tras el episodio
infeccioso agudo no estd totalmente claro, pero se ha
descrito susceptibilidad genética, un descenso en la
produccién microbiana de dcidos grasos de cadena
corta, y un aumento de las células enteroendocrinas a
nivel de la mucosa’®. El sobrecrecimiento bacteriano
intestinal (SBI) estd presente entre el 4%, y hasta en
el 54%, de los casos de SIT'. Sin embargo, las grandes
diferencias entre estudios, carencias metodoldgicas,
como la falta de estandarizacion, la pobre sensibilidad
y especificidad del test de aliento, y el cuestionado va-
lor de corte aplicado a cultivos de aspirado duodenal/
yeyunal (>10A5 UFC/ml), y la presencia de factores
de confusion, como intervenciones dietéticas, uso de
mediaciones concomitantes, y el hecho de que la ma-
yoria de la microbiota no puede ser cultivada, hacen
que la importancia del SBI en SII permanezca poco
clara, cuestionando as{ la conveniencia de buscar SBI
de forma sistematica'’. Disminuyendo el punto de cor-
te hasta (>1073 UFC/ml), la tasa de SBI en SII se des-
cribe entre el 30 y 40%, y mds alta que en controles
sanos. Este hallazgo apoya la hipétesis de que dicho
mecanismo puede jugar un papel en SII, al menos en
algunos pacientes'®,

Recientes estudios microbioldgicos, mediante técni-
cas moleculares, han demostrado alteraciones cuanti-
tativas en grupos bacterianos especificos, aunque con
resultados inconsistentes, y en ocasiones contradicto-
rios. No hay un patrén de cambio uniforme, sino una
variedad de grupos microbianos descritos, y algunos
coincidentes con el grupo de controles sanos®. A pesar
de lo anterior, en SII se describe, de forma consistente,
una diversidad filogenética reducida'’, inestabilidad
temporal'®, y diferencias en la microbiota asociada a
mucosa respecto a controles sanos, con incremento en
Bacteroides y Clostridia, y reduccién en Bifidobacte-
rias'’.

Estudios de intervencion apoyan el concepto mi-
crobiano de SII, al mostrar los efectos beneficiosos de
tratamientos dirigidos a la microbiota intestinal, como
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antibidticos especificos?, prebioticos?!, probioticos?,
e intervenciones dietéticas?.

Papel fisiopatolégico de la microbiota intestinal.
Mecanismos

En el SII se describen diversas alteraciones en la
composicidn taxondmica de la microbiota, en su com-
posicién funcional, y en las interacciones microbio-
ta-huésped (Tabla I). Uno de los principales hallazgos
es la alteracidn en el proceso de fermentacion coldnica.
Los oligosacdridos, disacdridos, monosacdridos y po-
lioles (FODMAPSs) son carbohidratos de cadena corta,
que incluyen fructosa, lactosa, polioles, fructanos, y
galacto-oligosacaridos, de pobre absorcién, que consti-
tuyen el sustrato para la fermentacion por la microbio-
ta coldnica, generando 4cidos grasos de cadena corta
(AGCQ), principalmente acido acético, butirico, y pro-
pidnico. En modelos experimentales, los AGCC desen-
cadenan contracciones motoras ileales y coldnicas de
gran amplitud, y promueven la hipersensibilidad visce-
ral**. En el SII, las poblaciones bacterianas productoras
de AGCC se encuentran aumentadas, al igual que los
niveles fecales de AGCC, que ademds se correlacionan
con sintomas de intensidad severa en sus niveles mds
altos®. La dieta pobre en FODMAPs reduce los sinto-
mas atribuidos al tracto digestivo, proporcionando una
nueva y prometedora estrategia terapéutica en SII%.

La microbiota intestinal es un componente esencial
en la promocidén, mantenimiento, y funcién de la barre-
ra intestinal. Diferentes estudios muestran una funcion
de barrera alterada en el SII, con el subsiguiente au-
mento de la permeabilidad intestinal, a través de diver-
sos mecanismos. Sin embargo, auin no estd totalmente
definida la relacion entre los cambios en la microbiota
y la alteracién de la funcién de barrera intestinal®.

La funcién sensorio-motora intestinal también se
encuentra modulada, entre otros factores, por la mi-
crobiota, a través de dos mecanismos, el efecto direc-
to de productos bacterianos'?, y de forma indirecta, a
través de la deficiente transformacién de dcidos bilia-
res primarios en secundarios, provocando un exceso
de 4cidos biliares primarios en colon, que estimulan
la motilidad y secrecién. En SII-D se observa un in-
cremento de 4cidos biliares primarios en heces, cuyos

Tabla I
Papel fisiopatologico de la microbiota intestinal en el SII.
Mecanismos

Proceso de fermentacién alterado
Deterioro en la funcién de barrera intestinal
Modulacién de la funcién sensorio-motora enteral
Inflamacién de bajo grado sin dafio tisular

Modulacién del eje cerebro-enteral

niveles se correlacionan con su consistencia, asociado
a un descenso del grupo Clostridium leptum, que con-
tiene muchas de las bacterias que transforman dcidos
grasos primarios en secundarios?’.

Hay una creciente aceptacién de la hipétesis que en-
tiende el SII como una condicién de inflamacién de bajo
grado sin dafio tisular. La microbiota, y la comunicacion
bidireccional microbiota-huésped, influyen de forma
importante en el sistema inmune mucoso. Diversas li-
neas de investigacion apoyan esta hipétesis, aunque hay
escasa evidencia del vinculo directo entre alteraciones
en la microbiota y activacién inmunoldgica intestinal
con inflamacién de bajo grado®. La comunicacién bidi-
reccional microbiota-huésped alterada puede aumentar
la permeabilidad intestinal, y la exposicién antigénica
a nivel mucoso, determinando la presencia de inflama-
cién de bajo grado, subclinica, pero suficiente para pro-
vocar disfuncién sensorio-motora y generar sintomas>.

Los datos proporcionados por estudios en modelos
experimentales, y en humanos, demuestran el efecto
modulador de la microbiota sobre el eje cerebro-ente-
ral, a nivel periférico y central. La microbiota puede
afectar directamente el sistema nervioso enteral (SNE)
a través de la liberacion de productos de sintesis y me-
tabolitos bacterianos, e indirectamente a través de la
induccidn a la liberacién de mediadores inmunoldgi-
cos del huésped con impacto en el SNE. Ademds, la
microbiota puede actuar directamente a nivel central,
a través de mecanismos inmunolégicos, humorales, y
neurales, incluso afectando la bioquimica cerebral y el
comportamiento, en modelos experimentales®.

Probioticos en el sindrome de intestino irritable

Existen diversas aproximaciones en el abordaje te-
rapéutico del SII, sin que se defina a dfa de hoy una
clara estrategia dominante®. El potencial terapéutico
de los probidticos se ha explorado a través de diferen-
tes ensayos clinicos —expuestos en las tablas I y I,
habiendo al menos algunos resultados positivos, que
muestran mejoria en la sintomatologia global, hincha-
z0n, y flatulencia®. Toda una serie de meta-analisis y
revisiones sistemdticas muestran que, tomados como
grupo, los probidticos son efectivos en el control sin-
tomatico del SII, con una modesta reduccion de sin-
tomas®. Por otro lado, con la evidencia disponible
actualmente, es dificil obtener conclusiones sistema-
ticas sobre probidtico-terapia en SII, debido al uso de
diferentes cepas y especies, preparaciones (tinicas o en
combinacidn), dosificacién, y disefio de los ensayos
clinicos. Ademads, faltan datos acerca de la eficacia a
largo plazo. Por tanto, la evidencia disponible no es lo
bastante robusta para determinar la recomendacion de
empleo sistemdtico en SII, siendo necesarios mds estu-
dios. Sin embargo, dado que la eficacia de las diversas
opciones terapéuticas es limitada, es razonable la reali-
zacion de un intento terapéutico en aquellos pacientes
interesados en este abordaje (Tabla IV)3!32,

Sindrome de Intestino Irritable; papel de la microbiota y probidtico-terapia 85



Tabla IT
Ensayos clinicos con probioticos (cepa unica ) en SII

Probidtico n Duracion Resultado
Bifidobacterium animalis DM173 010% 274 6 sem. Mejora las molespas, cahdad.de vida, hinchazn,
frecuencia defecatoria en SII-E.

Bifidobacterium bifidum MIMBb75% 122 4 sem. Mejora sintomas y calidad de vida.

77 8 sem. Mejora sintomas.
Bifidobacterium infantis 356243 3%

362 4 sem. Mejora sintomas (mujeres).
Lactobacillus acidophilus SDC 2012% 40 4 sem. Reduce dolor/molestias abdominales.
Enterococcus faecium® 54 4 sem. Mejoria general.

60 4 sem. Disminuye dolor abdominal y flatulencia.
Lactobacillus plantarum 299V3*4

20 4 sem. Mejora dolor abdominal y frecuencia defecatoria.

50 6 sem. Mejora la distension abdominal percibida (nifios).
Lactobacillus rhamnosus GG*# 104 4 sem. Mejora el dolor abdominal (nifios).

141 12 sem. Mejora el dolor abdominal (nifios).

Tabla ITI
Ensayos clinicos con mezclas de probidticos en SII
Mezcla probidticos n  Duracion Resultado
B. bifidum BGN4, B. lactis ADO11, L. acidophilus . . .
ADO31, L. casei IBSO41%. 70 8 sem. Reduce dolor abdominal y molestia defecatoria.
ifégﬁtamm LPOL, B. breve BRO3, L. acidophilus 70 4 sem. Reduce dolor abdominal y severidad de otros sintomas.
L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705, 103 6 meses Mejora el indice sintomdtico.
Propionibacterium freudenreichii spp. shermanii JS,
B. animalis spp. lactis Bb124-47, 86 5 meses Mejora el indice sintomdtico.
25 8 sem. Reduce la hinchazén en SII-D.

VSL#3 (B. longum, B. infantis, B. breve,
L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L. plantarum, 48 4 sem. Reduce flatulencia y mejora trdnsito colénico.
Streptococcus thermophilus)*>.

59 6 sem. Mejora sintomas y calidad de vida (nifios).
L. acidophilus CUL60, L. acidophilus CUL21, . L ..
B. lactis CUL34, B. bifidum CUL20°". 52 8 sem. Mejora el indice sintomadtico.
Tabla I'V

Consideraciones prdcticas relevantes en probidtico-terapia

Los efectos adversos mds frecuentes son transitorios, e incluyen hinchazén.
No hay un probidtico que sea titil para toda la patologia digestiva.
Los beneficios desaparecen poco después de finalizar la administracidn.
Los beneficios sintomdticos probablemente serdn modestos.
Cada cepa tiene propiedades beneficiosas para el huésped unicas.

Las indicaciones, cepas, y dosis empleadas en los ensayos clinicos deben ser tenidas en cuenta para guiar el tratamiento
con probidticos.

La probiotico-terapia debe emplearse como suplemento, mds que sustituto, de otros tratamientos.

Se debe evitar su empleo en pacientes criticos o con inmunodeficiencia severa.
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A pesar de que no estd clara la estrategia de trata-
miento 6ptima, los mejores resultados se han obtenido,
en nifios, empleando la cepa Lactobacillus rhamnosus
GG, con una mejoria moderada del dolor abdominal*-#,
mientras que en adultos, en vista de la evidencia actual,
el beneficio parece mayor con el género Bifidobacterium
(Grado de evidencia 2C), mds que Lactubacillus, ya sea
en formulacién dnica o en combinacién de cepas®2. Den-
tro de las bifidobacterias, la especie Bifidobacterium in-
fantis es la mds efectiva hasta la fecha, evaluada en dos
ensayos clinicos bien disefiados* *¢. Hay una serie de
consideraciones adicionales pendientes de ser evaluadas
y definidas, como la mejor dosificacién y duracién de
tratamiento, guiando la eleccidn entre tratamiento con-
tinuo de mantenimiento, o a demanda, el coste-efectivi-
dad y los perfiles de seguridad. La investigacion actual,
y en un futuro préximo, se centra en encontrar la mejor
cepa(s) de probidtico(s), sobre pacientes subtipados se-
gun los criterios Roma III, e incluso para sintomas in-
dividuales?. Ademds, el uso de probidticos modificados
mediante ingenieria genética como sistema de liberacion
de otros agentes terapéuticos es un drea de investigacion
activa y de horizontes prometedores®.
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Resumen

La mastitis es la inflamacion de uno o varios l6bulos
de la glandula mamaria acompaiiada o no de infeccion'.
La etiologia mas frecuente es la infecciosa y el periodo de
mayor prevalencia es durante la lactancia. La incidencia
varia del 2 al 33% segiin los diferentes autores, siendo
mas frecuente en primiparas y durante las primeras se-
manas postparto.

Existen otros procesos inflamatorios mamarios rela-
cionados con etiologias que no guardan relacién con la
lactancia, como pueden ser neoplasias o traumatismos a
los cuales no vamos a hacer referencia, dado que el obje-
tivo primordial de este trabajo esta orientado a la etio-
logia infecciosa y casi exclusivamente en relacion con el
puerperio y lactancia.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):89-95)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8714

Palabras clave: Mastitis infecciosa. Lactancia. Probioti-
coterapia.

Etiologia

El Staphylococcus aureus es 1a bacteria responsable de
la mayorfa de las mastitis lactacionales (65-90%) (Trata-
do de Obstetria y Ginecologia. SEGO) y, principalmente,
de aquellas que presentan una clinica evidente que orien-
tan tanto al diagnéstico microbioldgico como a la terapia
antibidtica empirica que precozmente se instaura a la mu-
jer, dado que existen muy pocos servicios hospitalarios
que realicen andlisis microbioldgico de la leche materna
con anterioridad a instaurar el tratamiento.

El Staphylococcus epidermidis es responsable, princi-
palmente, de las mastitis subagudas y subclinicas. Este
microorganismo estd muy frecuentemente asociado al
uso de catéteres y sistemas de drenaje®. Por otro lado la
mama durante el tercer trimestre de gestacidn y la lactan-
cia constituye un complejo sistema de drenaje.

Correspondencia: David A. Beltrdn Vaquero.
E-mail: beltrangine@gmail.com

INFECTIOUS MASTITIS: ANEW SOLUTION
FOR AN OLD PROBLEM

Abstract

Mastitis is an inflammation of one or several mammal
lobes accompanied or not by a mammary gland infection
(WHO 2000). The most frequent etiology is infectious, and
the highest prevalence period in women is breast-feeding
time. The incidence varies from 2 to 33% according to diffe-
rent authors, being more frequent in primiparous women
and during the early postpartum weeks. There are other
breast inflammatory processes related etiologies, unrelated
to breastfeeding, such as neoplasms or trauma to which no
reference is made at this time, since the primary objective of
this work is focused on infectious etiology which is caused
almost exclusively in relation to postpartum and lactation
factors.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):89-95)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8714

Key words: Infectious mastitis. Breastfeeding. Probio-
tic-therapy.

Los estreptococos son el segundo grupo bacteriano
responsable de estos procesos infecciosos. Entre ellos
destacan: S. agalactie, S. viridans, S. mitis, S. salivarius
y S. pneumoniae®. Se han relacionado con cuadros suba-
gudos y subclinicos.

Las corynebacterias representan el tercer grupo mayo-
ritario como agentes causales de estos procesos, habién-
dose relacionado principalmente con cuadros subagudos
y granulomatosos. Hasta hace unos eran considerados de
etiologia desconocida*. Los cuadros clinicos provocados
por estos microorganismos presentan una clara tendencia
a la recurrencia, cronificacién y supuracion. Este tipo de
microorganismos, frecuentemente, son causantes de in-
fecciones en el tracto urinario.

Patogenia

Cldsicamente se admitfa, por la mayoria de los au-
tores, que la principal via de llegada de microorganis-
mos, en la mastitis puerperal, era directamente a través
de las grietas, rdgades o fisuras, que se producen en
areola y pezon frecuentemente durante el inicio de la
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lactancia (2°-3° dia), para posteriormente alcanzar la
via linfética, representado un 15% de la incidencia. El
estancamiento de secreciones facilita la llegada de mi-
croorganismos por via canalicular, afectando al parén-
quima glandular mamario y tejido intersticial.

En los ultimos estudios ha tomado especial relevan-
cia como puerta de entrada la via hematdgena, siendo
considerada desde este punto de vista la mastitis puer-
peral como consecuencia de una infeccion metastdsica.

Factores predisponentes

Son muiltiples los factores que pueden que pueden
alterar la microbiota mamaria y favorecer la aparicién
de infeccion. Entre ellos merecen especial mencion el
estrés, tabaquismo, enfermedades autoinmunes, défi-
cits inmunitarios (congénitos ¢ adquiridos), iatrogenia.
De hecho, la administracion de antibidticos durante el
ultimo trimestre de embarazo, parto y/o lactancia au-
menta la frecuencia. En definitiva todas aquellas cir-
cunstancias que facilitan una situacion de disbiosis en
las mucosas humanas, provocan un aumento de las
mastitis infecciosas’.

Factores protectores

La composicion cualitativa de la leche materna es
muy particular, de modo que difiere de una persona
a otra en cuanto a contenido de sustancias con accién
protectora: oligosacdridos libres, interacciones pro-
tefna-carbohidrato, contenido de selectinas (proteinas
que intervienen en la adhesién de células del sistema
inmune) etc®.

La microbiota de las mucosas humanas no es homo-
génea, existiendo grandes diferencias interindividuales,
de las cuales depende un claro papel predisponente o de-
fensor frente a muchas enfermedades’. Estos hallazgos
pueden determinar, a medio o largo plazo, un enfoque
individualizado de la medicina preventiva. Resulta evi-
dente, por lo anteriormente expuesto, que la utilizacién
de alternativas a los antibidticos (polifenoles, probioti-
cos, etc.) podria ser determinante para el tratamiento de
cuadros leves y moderados de este tipo de mastitis.

Clinica

La sintomatologia que aparece depende del tipo de
mastitis puerperal como veremos a continuacion:

Mastitis aguda: la mayoria de las veces estdn pro-
ducidas por S. aureus. Esta entidad estd decreciendo en
los paises desarrollados. Clinicamente, hallaremos una
extension variable de la superficie del érgano afecta-
do que comienza a tornarse dura, edematosa (recuer-
da la piel de naranja), caliente, enrojecida y dolorosa.
En ocasiones, el cuadro puede acompafiarse de fiebre
elevada, linfangitis mamaria y sintomatologfa vegeta-

tiva como nauseas y vomitos. El tratamiento precoz y
preciso puede abortar el proceso. De lo contrario y, en
dependencia de otros factores asociados, puede evolu-
cionar al absceso mamario.

Absceso mamario: producido por S. aureus y, muy
frecuentemente, por S. epidermidis y otros estafiloco-
cos coagulasa negativos®. Curiosamente, mds del 50%
de las cepas de S. aureus causantes de abscesos son re-
sistentes a meticilina. La incidencia, como complica-
cion de una mastitis aguda, se estima en 11%?°. Segin
su localizacién se diferencian tres tipos: superficial,
intramamario y retromamario. En ocasiones se locali-
za a nivel de las gldndulas de Montgomery.

Mastitis subaguda: representa el tipo mds frecuen-
te de mastitis puerperal. Aparece como un dolor en for-
ma de pinchazo o sensacién de quemazon, no presen-
tando a la inspeccion signos inflamatorios locales ni
sintomatologfa a nivel sistémico. Todo condiciona un
infradidgnostico y un incorrecto abordaje terapéutico,
que determinan destetes no deseados.

Mastitis granulomatosa: existen pruebas suficien-
tes para pensar que el microorganismo responsable es
Corynebacterium kroppenstedtii, aislado en el esputo
de una mujer con infeccion respiratoria'®. El desarrollo
de los granulomas es lento y progresivo. Este hecho ex-
plica que, en ocasiones, el cuadro clinico puede presen-
tarse meses después de haber suspendido la lactancia.

Diagnéstico

El diagnéstico debe ser clinico, analitico, ecografi-
co y anatomopatolégico mediante puncién-aspiracion
(PAAF). Los hallazgos analiticos mds habituales son
leucocitosis, neutrofilia con desviacién izquierda y
una aceleracion en la velocidad de sedimentacién glo-
bular. El cultivo de leche materna es crucial para el co-
rrecto diagndstico microbioldgico y poder garantizar
un abordaje terapéutico correcto, aunque en la practica
clinica, en la mayoria de los casos, se pauta tratamien-
to de forma empirica.

La ecografia diferencia claramente la mastitis difusa
y el absceso. En la primera se visualizan zonas hipoe-
cogénicas y disminucion en la definicidn de las estruc-
turas y, en el absceso, observamos una coleccion bien
delimitada, irregular y de predominio hipoecdgenico.
El PAAF aporta doble informacion diagndstica: por un
lado, permite el estudio citoldgico del material obteni-
do y, en segundo lugar, facilita la realizacion de cultivo
microbioldgico y el correspondiente antibiograma.

Formas histolégicas de mastitis puerperal

* Subareolar: afectacion dermis subyacente.

* Glandular o galactoforitis supurada: afectacion
de uno o varios lobulillos, importante destruc-
cidn tisular, el pus drena por los ductos y el pe-
zon.
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e Intersticial: afectacién del tejido conjuntivo
adiposo interlobular.

* Abscesificada (5%): hay una coleccién purulen-
ta rodeada por una membrana pidgena que dard
lugar a un absceso. Los abscesos podrdn ser su-
perficiales, intramamarios o retromamarios.

* Flemonosa: El agente causal es el estreptococo.
La mama estd muy edematosa.

Diagnostico diferencial

El mayor problema que nos podemos encontrar resi-
de en diferenciar una mastitis aguda puerperal y un car-
cinoma inflamatorio agudo, dado que la inspeccion y la
palpacion son muy similares. Solamente la presencia de
ganglios supraclaviculares nos orientard a la presencia
de un carcinoma. Tampoco el estudio mamogréfico, ni
la ecografia, ni la termografia (actualmente en desuso)
nos resuelven el problema. Quizd la unica solucion es
el estudio citolégico mediante PAAF. En definitiva, el
andlisis histoldgico resolverd toda duda, pero de todas
maneras, clinicamente, hay dos datos muy orientativos:
en la mastitis hay aumento de temperatura local y fiebre
que encontraremos en raras ocasiones en el carcinoma.

Tratamiento

Se debe pautar medicacion sintomadtica: antitér-
micos, antiflogisticos locales y analgésicos. Puede
ayudar la aplicacion de calor local seco. En cuanto a
la antibioticoterapia, teniendo en consideracién que
la mayorfa de las veces el tratamiento se instaura de
forma empirica, los mds utilizados son: cloxacilina,
amoxicilina, amoxicilina/clavuldnico, mupirocina, eri-
tromicina y cefazolina.

Ante la presencia de absceso es preciso el tratamiento
quirdrgico realizando incisiones arqueadas en la zona de
maxima fluctuacion, con desbridamiento de todos los
posibles tabiques y lavados con abundante suero fisio-
16gico. Es mandatorio durante la intervencion tomar una
muestra de pus para su estudio microbiolégico. Poste-
riormente se seguird el tratamiento antibidtico y curas
locales diarias'.

La leche materna:
una fuente inagotable de sorpresas

Hasta hace muy poco existia la creencia generalizada
de que la leche materna era un fluido estéril aunque, en
realidad, nadie la habia estudiado desde el punto de vis-
ta microbiolégico. Los estudios microbioldgicos reali-
zados en la tltima década han revelado que, en realidad,
la leche materna contiene una microbiota que no sélo es
diversa, sino también muy compleja.

Los primeros estudios realizados utilizando métodos
de cultivo clésicos, revelaron la presencia de microorga-

nismos de los géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Lactococcus y Enterococcus en mues-
tras de leche humana obtenidas de distintos paises'®!4,
(Fig. 1). Estudios posteriores confirmaron estos resul-
tados y revelaron que, aunque en menor nimero, tam-
bién contiene otros géneros de bacterias Gram positivas
(Leuconostoc, Actinomyces, Corynebacterium, Geme-
lla, Rothia) e incluso Gram negativas (Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella) cultivables>!¢ (Fig. 1).

Ademds, se han podido aislar bacterias anaerobias
estrictas pertenecientes a los géneros Bifidobacterium
y, mas recientemente, Veillonella'3?'. Sin embargo, las
bacterias cultivables presentes en comunidades micro-
bianas complejas representan tan solo un pequefio por-
centaje del total. En el caso de la microbiota intestinal,
por ejemplo, se ha estimado que sélo el 30% de las
bacterias puede cultivarse con la tecnologia disponible
actualmente.

El empleo de métodos moleculares (desde los prime-
ros estudios basados en la técnica de electroforesis en
gel con un gradiente de desnaturalizacién hasta los mds
recientes de secuenciacion masiva) ha revelado la exis-
tencia de una mayor diversidad de filotipos bacterianos
en la leche materna®?*. Estos estudios han corroborado
que las secuencias de DNA bacteriano mds abundantes
en este fluido pertenecen a los géneros Staphylococcus,
Streptococcus 'y Corynebacterium y la presencia de to-
dos los géneros bacterianos que habian sido descritos
con técnicas de cultivo.

De hecho, el analisis de 47 muestras de leche obte-
nidas de 16 mujeres revel la existencia en todas las
muestras analizadas, aunque en proporcion variable, de
9 unidades taxondmicas operacionales: Staphylococcus,
Streptococcus, Serratia, Pseudomonas, Corynebacte-
rium, Rolstonia, Propionibacterium, Sphingomonas,
Bradyrhizobiaceae (Fig. 2).

Por otra parte, un estudio reciente de la diversidad
microbiana en la leche materna, basado en la pirose-
cuenciacion, ha puesto de manifiesto la existencia en
leche materna de una pequefia proporcién de DNA de
varios anaerobios estrictos, distintos de Bifidobacterium
y Veillonella, que se encuentran habitualmente en la mi-
crobiota intestinal, como Bacteroides y distintos miem-
bros de 1a clase Clostridia. Dentro de la clase Clostridia,
se identificé DNA de Blautia, Dorea y Ruminococcus,
asi como de varios productores de butirato como Fae-
calibacterium, Roseburia, Coprococcus 'y Subdoligra-
nulum, que tienen una estrecha relacién con la salud
intestinal. Aunque en otro sentido estas técnicas anali-
ticas, independientes de cultivo, también pueden intro-
ducir sesgos debido a diferencias en la facilidad para el
aislamiento y la amplificacion del DNA de las distintas
especies bacterianas.

El origen de las bacterias que se encuentran en la le-
che materna es muy polémico. Tradicionalmente se ha
considerado que procedian de la piel circundante (pe-
z6n, areola mamaria). De hecho, los géneros mayorita-
rios en la leche materna (Staphylococcus, Corynebacte-
rium'y Propionibacterium) también se encuentran en la
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piel de los individuos adultos®. Por otra parte, se ha su-
gerido que el flujo retrégrado de leche desde la boca del
nifio a la gldndula mamaria durante la succién podria
introducir bacterias presentes en la boca del lactante en
la glandula mamaria.

Sin embargo, a pesar de que las bacterias del géne-
ro Streptococcus son las mds frecuentes en la cavidad
oral de los lactantes®, en estos momentos es imposible
discernir la direccién de la transmision, en caso de que
exista. Ademds, es posible aislar bacterias del calostro
obtenido antes del nacimiento del nifio. Este hecho,
junto con la existencia en la leche materna de bacterias
con un caracter anaerobio estricto, indica la existencia
de otra via alternativa, posiblemente endégena. Algu-
nos autores han propuesto un modelo que explicaria
como algunas bacterias pueden atravesar el epitelio in-
testinal de la madre y llegar a la glandula mamaria por
medio de la circulacién enteromamaria*-%.

Una de las principales funciones de esta microbiota
mamaria es contribuir a la colonizacion del intestino del
lactante. Esto no debe extrafiar ya que cada vez existen
mds pruebas de que la transmisién microbiana de la ma-
dre a su descendencia es un hecho universal en el reino
animal®. En el caso de los mamiferos empezaria duran-
te la gestacién y se completaria durante el nacimiento y
la lactancia a través de la leche materna. De esta forma,
no se deja al azar la transmision de una ingente cantidad
de informacidén genética asociada al microbioma, sino
que se asegura una correcta colonizacién microbiana de
la descendencia, que tantas repercusiones va a tener en
su estado de salud tanto a corto como a largo plazo.

Propionibocterium
Enterococcus
Lactobacillus
+ Loctococcus
E Leuconostoc
5 o Enterococcus
o 'ﬂ 1 Actinomyces
é Rothia
= Bifidobacterium
= Arthrobacter
Corynebacterium
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=
o
Fig. 1.—Diversidad
de la microbiota de la
leche materna segiin
. Levaduras las técnicas de cultivo
tradicionales.
Fuente: Heikkila y
Saris (2003);
Jiménez et al. (2008);
Marin et al. (2009)".

Una correcta colonizacion intestinal del lactante con-
tribuye a protegerle de infecciones, programar su siste-
ma inmune innato, participar en la digestion de nutrien-
tes, producir distintas sustancias bioactivas y potenciar
un correcto desarrollo cognitivo. Recientemente se ha
propuesto que esta microbiota mamaria también podria
tener repercusion a largo plazo en la salud de la madre,
dada la estrecha relacion que existe entre una disbiosis
en el tejido mamario y el cdncer de mama®".

A pesar de que la composicién de la microbiota ma-
maria parece ser especifica de cada individuo, existen
diversos factores que pueden modificarla, entre los que
cabe destacar el uso de antibidticos. Asi se constata en
un estudio en el que se observé que la frecuencia de
deteccion de lactobacilos y bifidobacterias en la leche
materna se reducia significativamente (alrededor de un
50%) en las mujeres que habian recibido antibioterapia
durante el embarazo y la lactancia?!. Por otra parte, la
alteracion de ese equilibrio, con la pérdida de la diver-
sidad microbiana caracteristica y el predominio de un
pequefio nimero de especies, determina la aparicién
de mastitis que son relativamente comunes y de espe-
cial relevancia durante la lactancia (Fig. 2).

Probioticos: una prometedora alternativa para las
mastitis lactacionales

Puesto que la mastitis lactacional se trata de una dis-
biosis o cambio andmalo de la microbiota mamaria,
el tratamiento con probidticos se considera una buena
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Fig. 2.—Diversidad y complejidad bacteriana (segin pirose-
cuenciacion del gen de RNA ribosomico 16S) en muestras de le-
che obtenidas de cuatro mujeres en tres momentos distintos. En
la leyenda se han marcado con un asterisco las 9 unidades ta-
xonomicas operacionales presentes en todas las muestras anali-
zadas en el estudio (realizado con un total de 16 mujeres). En la
primera muestra obtenida de la mujer 13 (S13), y marcada con
un rombo (#), el 95% de las secuencias obtenidas pertenecian
al género Streptococcus y el recuento de células somdticas fue
unas 5 veces superior al obtenido en las dos muestras restantes;
estos resultados con compatibles con una mastitis lactacional.
Fuente: Hunt et al. (2011).

opcidn para restablecer el equilibrio de esta microbio-
ta®. La bacterioterapia o empleo de ciertos microorga-
nismos beneficiosos o probidticos para desplazar a los
agentes patégenos implicados en un proceso infeccioso
se propuso hace ya mds de 25 afios, demostrando ser
efectiva en varios tipos de infecciones recurrentes®. El
aumento alarmante de la resistencia bacteriana a anti-
bidticos como consecuencia del uso poco controlado de
antimicrobianos y la poca efectividad del tratamiento
antibidtico en algunas ocasiones, ha hecho que vuelva a
aumentar el interés por la probioterapia. Los probidticos
se definen como microorganismos vivos que cuando se
ingieren en cantidades adecuadas ejercen un efecto be-
neficioso en la salud del hospedador®*. Es importante
resaltar que las propiedades probidticas dependen de
cada cepa y deben ser ensayadas individualmente.

Precisamente, de entre las bacterias cultivables de
la leche materna de mujeres sanas se han aislado algu-
nas cepas pertenecientes al género Lactobacillus que
tienen propiedades probidticas demostradas no solo in
vitro, sino incluso en ensayos clinicos**. Es especial-
mente relevante la capacidad de ciertas cepas (Lacto-
bacillus coryniformis CECT5711, Lactobacillus fer-
mentum CECT5716, Lactobacillus gasseri CECES714
y Lactobacillus salivarius CECT5713) para inhibir a
los principales agentes etioldgicos de las mastitis lac-
tacionales (bacterias de los géneros Staphylococcus y
Streptococcus), adherirse a epitelios, sobrevivir a las
condiciones del tracto gastrointestinal y tener activi-
dad anti-inflamatoria e inmunomoduladora®”-384041,

La reciente secuenciacion del genoma completo de
dos de estas cepas, L. salivarius CECT5713 y L. fer-
mentum CECTS5716, y el estudio detallado de la rela-

cion existente entre los rasgos genéticos y fenotipicos
de L. salivarius CECT5713, entre los que cabe desta-
car la existencia de protefnas con posible mimetismo
molecular con proteinas humanas, permite explicar, al
menos en parte, sus propiedades probidticas*>**. La se-
guridad de estas dos cepas también ha sido probada*,

La eficacia de determinadas cepas de lactobacilos
aislados de leche materna para el tratamiento de la
mastitis ha sido demostrada en dos ensayos clinicos.
En el primero participaron 20 mujeres con mastitis
causada por estafilococos que se asignaron al azar a
uno de dos grupos: el grupo probidtico ingirié diaria-
mente durante 4 semanas 10'° unidades formadoras de
colonias (ufc) de L. salivarius CECT5713 y la mis-
ma cantidad de L. gasseri CECT5714, mientras que
el grupo control solo recibid el excipiente. El recuento
medio de estafilococos en leche se redujo en el grupo
probidtico de 4,74 log 0 ufc/mL, antes de iniciar el tra-
tamiento probidtico, a 2,96 log , ufc/mL al finalizar el
estudio, siendo este ultimo valor similar al que se en-
cuentra normalmente en muestras de leche de mujeres
sanas. Ademads, las manifestaciones clinicas de masti-
tis desaparecieron ya al cabo de 2 semanas de iniciarse
la ingestién del probidtico. Cabe resaltar que las cepas
probidticas administradas por via oral pudieron aislar-
se al final del estudio de muestras de leche en un poco
mds de la mitad de las mujeres del grupo probidtico.
En cambio, no se observaron cambios ni en el recuen-
to de estafilococos ni en la evolucién de los sintomas
clinicos en el caso de las mujeres asignadas al grupo
control, poniendo de manifiesto la eficacia de las dos
cepas ensayadas*.

En un segundo ensayo clinico, en el que partici-
paron 352 mujeres afectadas de mastitis durante un
periodo de tres semanas, se compard la eficacia indi-
vidual de dos cepas de lactobacilos aisladas previa-
mente de leche de mujeres sanas frente a la terapia
antibidtica cldsica. En esta ocasion, las participantes
se repartieron al azar en tres grupos: las mujeres de dos
grupos tomaron un probiético (grupo A, 10° ufc/dia de
L. fermentum CECT5716; grupo B, 10° ufc/dfa de L.
salivarius CECT5713) mientras que las asignadas al
tercero (grupo C) recibieron la terapia antibitica que
prescribieron los facultativos de su centro de salud.
De nuevo, se comprobd la efectividad de ambas cepas
para restaurar el equilibrio de la microbiota mamaria
y eliminar los sintomas clinicos de la mastitis*. Pero
ademds, los probidticos presentaron una gran ventaja
frente al tratamiento con antibidticos, ya que la evolu-
cion de los sintomas clinicos fue mds favorable y las
recurrencias y los efectos adversos fueron menos fre-
cuentes (Tabla I).

La existencia de la circulacién enteromamaria, que
se intensifica al final del embarazo y durante la lac-
tancia, y la comprobacion de que las dos cepas de lac-
tobacilos probidticos administrados oralmente en los
dos estudios anteriores llegan a la gldndula mamaria,
abre la interesante posibilidad de modular la microbio-
ta mamaria mediante la ingestion de probidticos. Esto
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Tabla I
Comparacion de los principales cambios microbiologicos y clinicos observados tras la administracion diaria durante
3 semanas de un probidtico (10° ufc de Lactobacillus fermentum CECT5716 o de Lactobacillus salivarius CECT5713)
o un antibidtico a mujeres con mastitis

Lactobacillus Lactobacillus
fermentum salivarius Antibidtico
CECTS5716 CECT5713 (n=101)
(n=124) (n=127)
Recuentos bacterianos: Disminucién (en log,, ufc/mL)
Totales 2,14 1,11 P<0,01
Staph. epidermidis 1,78 0,90 P<0,01
Staph. aureus 1,80 0,98 P<0,01
Strep. mitis 1,81 0,98 P<0,01
Dolor en el pecho Disminucion (escala 1-10)
6,45 3,80 P <001
Deteccion del probidtico en leche materna 68% -
Recurrencia de mastitis 7.1% 30,7%
Candidiasis vaginal - 8,9%
Flatulencia - -
Abandono de lactancia - 8,9%

[El antibidtico prescrito fue amoxicilina+dcido clavuldnico (39%), amoxicilina (23%), cotrimoxazol (19%), cloxacilina (18%)o eritromicina (2%)]
Fuente: Arroyo et al. (2010).

puede tener un impacto favorable no sélo para la salud
de la madre sino también para la de su hijo lactante. Es
de esperar que esta estrategia, junto con un uso contro-
lado y racional de los antibidticos, permita reducir en
un futuro la incidencia de esta patologfa en las mujeres
lactantes.
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Resumen

Los prebidticos son ingredientes alimentarios no di-
geribles (oligosacaridos) que llegan al colon y sirven de
sustrato a los microorganismos, originando energia, me-
tabolitos y micronutrientes utilizados por el hospedador
y estimulando el crecimiento selectivo de determinadas
especies beneficiosas (principalmente, bifidobacterias y
lactobacilos) de la microbiota intestinal. En este articulo
se realiza una revision sobre los carbohidratos prebio-
ticos desde diferentes perspectivas, comenzando por las
definiciones de prebioticos formuladas a lo largo de los
tltimos treinta afios por cientificos y diferentes organis-
mos internacionales. Se realiza una descripcion detallada
de los prebiéticos aceptados, como tales, que presentan
propiedades beneficiosas fundamentadas en estudios
llevados a cabo en humanos (fructanos tipo inulina y
FOS; GOS, lactulosa y oligosacaridos de leche humana),
los que se consideran prebidticos emergentes y aquellos
que se encuentran en fases iniciales de estudio. Ademas
y teniendo en cuenta que la estructura quimica de los
carbohidratos influye notablemente en sus propiedades
prebidticas, se describen las técnicas mas utilizadas para
su analisis y caracterizacion. Asimismo, se detallan los
modelos in vitro e in vivo mas utilizados para estudiar la
resistencia de los prebidticos a la digestion y la absorcion
gastrointestinal, la fermentacion de los prebiéticos en el
colon asi como los criterios a tener en cuenta para llevar
a cabo ensayos de intervencion en humanos. Por ultimo
se realiza una amplia descripcion de los efectos benefi-
ciosos de los prebioticos para la salud a nivel intestinal y
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PREBIOTICS: CONCEPT, PROPERTIES AND
BENEFICIAL EFFECTS

Abstract

Prebiotics are non-digestible food ingredients (oligo-
saccharides) that reach the colon and are used as subs-
trate by microorganisms producing energy, metabolites
and micronutrients used for the host; in addition they
also stimulate the selective growth of certain beneficial
species (mainly bifidobacteria and lactobacilli) in the
intestinal microbiota. In this article, a multidiscipli-
nary approach to understand the concept of prebiotic
carbohydrates, their properties and beneficial effects in
humans has been carried out. Definitions of prebiotics,
reported by relevant international organizations and re-
searchers, are described. A comprehensive description of
accepted prebiotics having strong scientific evidence of
their beneficial properties in humans (inulin-type fruc-
tans, FOS, GOS, lactulose and human milk oligosaccha-
rides) is reported. Emerging prebiotics and those which
are in the early stages of study have also included in this
study. Taken into account that the chemical structure
greatly influences carbohydrates prebiotic properties,
the analytical techniques used for their analysis and cha-
racterization are discussed. In vitro and in vivo models
used to evaluate the gastrointestinal digestion, absorp-
tion resistance and fermentability in the colon of prebio-
tics as well as major criteria to design robust intervention
trials in humans are described. Finally, a comprehensive

99



sistémico. Como conclusion, podria decirse que la inves-
tigacion existente hasta el momento, sobre prebiéticos, es
extensa y pone de manifiesto que es necesario considerar
un gran nimero de factores para poder atribuir alegacio-
nes de salud a un prebidtico.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):99-118)
DOI:10.3305/nh.2015.31.sup1.8715

Palabras clave: Prebidticos. Definiciones. Andlisis. Mode-
los. Efectos beneficiosos.

Introduccion

Actualmente los consumidores estdn cada vez mds
concienciados de la relacion que existe entre dieta y
salud, hecho que ha impulsado el desarrollo y la co-
mercializacién de alimentos funcionales con propie-
dades beneficiosas. El nuevo estilo de vida ha provo-
cado el abandono de determinados hdbitos saludables
de alimentacién que durante afios han formado parte
de nuestra historia y tradicion. Existe una gran va-
riedad de compuestos con una determinada actividad
funcional y que se podrian utilizar como ingredientes
alimentarios o suplementos dietéticos. De todos ellos,
los prebidticos son los que han provocado un mayor
interés en los tltimos afos, probablemente debido a
la gran incidencia de patologias relacionadas con la
funcién gastrointestinal. El mercado de los alimentos
funcionales es muy variado y concretamente el de los
prebidticos ha ido creciendo de tal forma que en 2007
se contabilizaron unos 400 productos alimenticios pre-
bidticos'. Por otra parte, el mercado global de alimen-
tos y bebidas que contienen prebidticos y probidticos
continué subiendo de forma que las ventas en el afio
2008 se incrementaron un 12,5% con respecto a las
estimadas en el afio 20072,

De entre todos los ingredientes alimentarios, los
carbohidratos no digeribles (oligo- y polisacdridos)
son los candidatos mds importantes para ser consi-
derados como prebidticos. Estos carbohidratos pue-
den estar presentes de forma natural en alimentos ta-
les como la leche y la miel, asi como en hortalizas,
verduras, frutas, cereales, legumbres y frutos secos,
pudiéndose obtener, de estos ultimos, por extraccién
directa mediante solubilizacién en agua o soluciones
acuosas (p.ej. inulinas, oligosacdridos de achicoria o
soja) y por tratamientos quimicos (utilizando 4lcalis o
dcidos) o enzimdticos [por ejemplo, la hidrélisis enzi-
mdtica de inulina para obtener los fructooligosacdridos
(FOS)]. La hidrdlisis enzimdtica suele ser la elegida
ya que se utilizan condiciones de tratamiento mds sua-
ves. En la figura 1 se indican las diferentes fuentes y
procedimientos de obtencién de los carbohidratos no
digeribles considerados prebidticos, asi como de los
potencialmente prebidticos y de los que estdn actual-
mente en estudio’.

Los carbohidratos prebidticos pueden también ob-
tenerse mediante sintesis, ya sea quimica o enzimdtica

summary of the beneficial effects of prebiotics for health
at systemic and intestinal levels is reported. The research
effort on prebiotics has been intensive in last decades and
has demonstrated that a multidisciplinary approach is
necessary in order to claim their health benefits.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):99-118)
DOI1:10.3305/nh.2015.31.sup1.8715

Key words: Prebiotics. Definitions. Analysis. Models. Be-
neficial effects.

(reacciones de transglicosilacién). En esta udltima se
utilizan diferentes tipos de enzimas, como las B-fruc-
tofuranosidasas para obtener FOS, las [-galactosi-
dasas para obtener galactooligosacdridos (GOS), las
transglucosidasas para obtener isomaltooligosacdridos
(IMOS), etc. Estas enzimas pueden proceder de dife-
rentes microorganismos (hongos, levaduras y bacte-
rias) y, en las reacciones pueden dar lugar a mezclas de
oligosacdridos prebidticos de composicién y estructu-
ra (longitud de cadena, tipos de monosacdridos, grado
de ramificacién) variadas. Mediante sintesis quimica
pueden obtenerse oligosacdridos prebidticos, como la
lactulosa, disacdrido que se obtiene por isomerizacion
de la lactosa utilizando catalizadores bdsicos.

Definicion de prebidtico

Durante los ltimos 30 afios los prebiéticos han sus-
citado un gran interés entre investigadores de dmbi-
tos tan variados como la nutricion, la biomedicina, la
industria de alimentos y la administracién. A lo largo
de todos estos afios, se han propuesto diferentes defi-
niciones, persistiendo todavia hoy el debate de si éstas
reflejan todas las propiedades que pueden presentar los
prebidticos.

Los primeros estudios sobre prebidticos se remon-
tan a los afios 80 cuando investigadores japoneses de-
mostraron, en cultivos in vitro utilizando como indculo
heces humanas, que ciertos oligosacdridos no digeri-
bles (fundamentalmente FOS) eran fermentados selec-
tivamente por bifidobacterias y que ademds tenfan la
capacidad de estimular su crecimiento. Los resultados
de estas investigaciones fueron confirmados por Gib-
son y Roberfroid* investigadores que propusieron la
primera definicién de prebidtico en la que indicaron
que: “es un ingrediente alimentario no digerible que
afecta beneficiosamente al hospedador al estimular
selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno
o un limitado nimero de especies bacterianas en el
colon, y que por lo tanto mejora la salud”. En 2004,
Gibson y col.’, revisaron este concepto y definieron
de nuevo los prebidticos como: “ingredientes que al
ser fermentados selectivamente dan lugar a cambios
especificos en la composicion y/o actividad de la mi-
crobiota intestinal confiriendo beneficios tanto para la
salud como para el bienestar del individuo”.
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Fig. 1.—Representacion esquemdtica de los procesos de produccion de los oligosacdridos no digeribles. (Sako y col?, modificado.

Reproduccion con permiso de Elsevier).

Posteriormente, Roberfroid y col.5, validaron y am-
pliaron el concepto de prebidtico indicando que “son
ingredientes que producen una estimulacion selectiva
del crecimiento ylo actividad(es) de uno o de un li-
mitado niimero de géneros/especies de microorganis-
mos en la microbiota intestinal confiriendo beneficios
para la salud del hospedador”. Estos investigadores
consideran que el efecto prebidtico debe usarse para
identificar o indicar cambios selectivos en la micro-
biota intestinal ademds de efectos fisioldgicos cuando
se realizan estudios de intervencion en humanos o en
animales de experimentacion.

Diferentes organismos internacionales tales como la
Food and Agriculture Organization (FAO)’ de Nacio-
nes Unidas y la International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics (ISAPP)® también definieron
a los prebidticos como: “ingredientes alimentarios que
al ser fermentados selectivamente producen cambios
especificos en la composicion y/o actividad de la mi-
crobiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la
salud del individuo” . Por ultimo, la World Gastroente-
rology Organisation (WGO)® definié a los prebidticos
como: “sustancias de la dieta (fundamentalmente poli-
sacdridos no amildceos y oligosacdridos no digeribles
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por enzimas humanas) que nutren a grupos seleccio-
nados de microorganismos que habitan en el intestino
favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas
sobre las nocivas”.

Utilizacion de prebiéticos por la microbiota
intestinal

El intestino grueso es, en comparacién con otras
zonas del tracto gastrointestinal, un ecosistema muy
complejo que contiene un gran nimero de microor-
ganismos que se denominan microbiota intestinal. El
medio es favorable para el crecimiento de bacterias
(beneficiosas y perjudiciales) debido al pH cercano a
la neutralidad, a la alta disponibilidad de nutrientes,
asi como al trdnsito lento de los mismos. Dado que la
microbiota puede dar lugar a compuestos beneficiosos
para la salud, actualmente existe un gran interés en
usar dietas que promuevan el crecimiento de estos gru-
pos bacterianos'’. En la figura 2 pueden apreciarse los
principales metabolitos generados a partir de la utiliza-
cion de los carbohidratos prebidticos por los microor-
ganismos (fermentacién sacarolitica), en el intestino
grueso®. Tras la ingestién de un alimento se origina una
serie de gases tales como hidrégeno (H,), anhidrido
carbénico (CO,) y metano (CH,) que no tienen efec-
tos negativos, con la excepcion de producir flatulencia
e hinchazon; y 4cidos grasos de cadena corta (SCFA)
(acetato, butirato y propionato, principalmente), ade-
mds de lactato, que son beneficiosos tanto para la mi-

crobiota intestinal (disminuyendo ligeramente el pH),
como para las células intestinales (que necesitan estos
SCFA para obtener energia). Ciertos componentes de
la microbiota producen etanol que es metabolizado rd-
pidamente por otras bacterias intestinales y no ejerce
ningin efecto en el hospedador. En la figura 2, tam-
bién pueden apreciarse los productos originados por la
microbiota intestinal, como resultado del metabolismo
de las proteinas. Asi, se genera sulfuro de hidrégeno
(SH,), que puede reaccionar facilmente y tener efectos
negativos en el intestino, dcidos grasos de cadena ra-
mificada (BCFA) tales como isobutirato, isovalerato.
Se produce amoniaco (NH,), tioles, aminas, y fenoles
e indoles que son irritantes para las células intestinales,
posiblemente mutagénicos o pueden tener un efecto
negativo en el sistema inmune en altas concentracio-
nes. Una excesiva fermentacion de las proteinas, espe-
cialmente en el colon distal (el mds cercano al ano), se
ha relacionado con enfermedades tales como el cdncer
de colon o enfermedades inflamatorias del intestino.
Por todo lo expuesto, es muy importante favorecer la
fermentacidn sacarolitica en el intestino grueso.

Oligosacaridos como prebiéticos

Para que un ingrediente o alimento pueda conside-
rarse como prebidtico debe cumplir una serie de re-
quisitos tales como: 1) no ser hidrolizado o absorbido
en el tracto gastrointestinal (GIT) superior (eséfago,
estémago y duodeno) y, por lo tanto, ser resistente a
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SUSTRATOS DE LA DIETA'Y PRODUCIDOS POR EL
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!
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+ Fig. 2.—Esquema general de la fer-
i mentacion por la microbiota coldnica
humana de proteinas y carbohidratos.
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ficados (Gibson y Roberfroid*. Re-
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i
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produccion con permiso de American
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prebidticos por los microorganismos,

en el intestino grueso).
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la acidez gdstrica, a la hidrdlisis por enzimas diges-
tivas y no absorberse en el intestino delgado; ii) ser
fermentado selectivamente por bacterias beneficiosas
de la microbiota intestinal y; iii) ser capaz de inducir
efectos fisioldgicos beneficiosos para la salud*.

Los carbohidratos no digeribles pueden clasificarse
en dos tipos, colonicos (fibra alimentaria) y prebicticos.
Los ingredientes colonicos son carbohidratos que llegan
al colon, sirven como sustrato para los microorganis-
mos que lo habitan originando energia, sustratos meta-
bdlicos y micronutrientes para el hospedador. Dentro de
este grupo se incluyen los polisacdridos estructurales de
plantas, tales como pectinas, hemicelulosas o celulosa,
gomas o algunos oligosacdridos derivados de la soja,
glucooligosacdridos, arabinooligosacaridos, etc.

Los prebidticos realizan todas las actividades men-
cionadas anteriormente, pero ademds, estimulan el
crecimiento selectivo de determinadas especies be-
neficiosas (bifidobacterias, lactobacilos, etc.), de la
microbiota intestinal. Aunque en el mercado mundial
se estdn comercializando, como prebidticos, un gran
nimero de carbohidratos, solamente existe evidencia
cientifica de sus propiedades en humanos, en los fruc-
tanos tipo inulina y los FOS, los GOS, la lactulosa y
los oligosacdridos de leche humana (HMO)>!!12,

Inulina y Fructooligosacdridos (FOS)

Su férmula general puede ser GF, indicando la pre-
sencia de varias unidades de fructosa unidas a una glu-
cosa terminal mediante enlaces glicosidicos B-(2—1)
oFF, conteniendo unidades de fructosa unidas entre si,
también, por enlaces B-(2—1).

La inulina estd formada por oligosacdridos y poli-
sacdridos en los que el grado de polimerizacién (DP)
varfa de 2 a 65 unidades con un valor medio de 10
y con una estructura mayoritaria GF . También puede
contener una cantidad menor de estructuras FF .

Los FOS son oligosacdridos que se obtienen por hi-
drolisis de la inulina presente en productos vegetales,
o mediante transfructosilacién enzimdtica, a partir de
sacarosa, utilizando fructosiltransferasas. Por hidrolisis
parcial utilizando endo-inulinasas, se obtiene oligofruc-
tosa (FOS) que es una mezcla de fructanos, con una es-
tructura GF_o FF que pueden presentar un DPde 2 a7
con un promedio de 4. Los FOS, obtenidos por sintesis
enzimatica utilizando sacarosa, son una mezcla de fruc-
tanos, con una estructura GF_y en este caso los enlaces
glicosidicos pueden ser B-(2—1) o del tipo B-(2—6)".

Actualmente estd aceptado que la inulina y los
FOS no se degradan ni se absorben en el tracto gas-
trointestinal superior de tal forma que llegan intactos
al colon donde son metabolizados por la microbiota
intestinal. La configuracién B en posicién 2—1, del
carbono anomérico de la fructosa, les hace resistentes
a la hidrdlisis por las enzimas digestivas humanas'?.
Diferentes ensayos de fermentacion in vitro utilizando
cultivos puros de microorganismos o cultivos de heces

humanas, asi como ensayos en humanos, han puesto
de manifiesto que la inulina y los FOS favorecen el
crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos disminu-
yendo el de bacteroides y clostridios'®.

El reconocimiento de la inulina y los FOS como in-
gredientes GRAS (Generally Recognized as Safe) en
USA'y como FOSHU (Foods of Specified Health Use)
en Japon ha permitido que actualmente, la inulina y la
oligofructosa se utilicen sin restricciones en un gran
nimero de alimentos como yogures, bebidas, barritas
de cereales, galletas, cereales y productos de bolleria o
formando parte de alimentos simbi6ticos.

Existe una amplia variedad de productos comercia-
les, que se utilizan actualmente en la industria de ali-
mentos tal como queda reflejado en la tabla I.

Lactulosa

El prebidtico mds sencillo es la lactulosa, disacdri-
do sintético que se obtiene industrialmente mediante
isomerizacidn, en medio bdsico, de la lactosa presente
en el permeado del suero de queseria. También puede
obtenerse por sintesis enzimdtica utilizando lactosa y
fructosa y B-galactosidasas de diferentes origenes'”.

La lactulosa es resistente a las enzimas digestivas
de tal forma que no es hidrolizada, a diferencia de la
lactosa, alcanzando el colon inalterada donde es meta-
bolizada selectivamente por las bifidobacterias y lacto-
bacilos. Esta propiedad bifidogénica, se conoce desde
hace muchos afios, siendo Petuely'® el primero en usar
este carbohidrato como ingrediente en la elaboracién
de leches infantiles, para favorecer el crecimiento de
las bifidobacterias en lactantes. En los afios siguientes,
diversos autores desarrollaron nuevos productos basdn-
dose en el mismo principio y en 1961 Adachi y Patton'
recapitularon en un extenso trabajo los conocimientos
adquiridos sobre la lactulosa, poniendo de manifiesto
sus propiedades singulares como factor de crecimiento
de lactobacilos y bifidobacterias intestinales. En dife-
rentes ensayos de fermentacion in vitro y en ensayos en
humanos se demostré la baja absorcion de la lactulosa
en el intestino delgado y su metabolismo en el colon fa-
voreciendo el crecimiento de la microbiota beneficiosa
y produciendo una significativa disminucién de bacte-
roides clostridios, estreptococos y enterobacterias!’. Las
propiedades prebidticas de la lactulosa se han puesto
de manifiesto cuando se ha afiadido a alimentos como
yogures, férmulas infantiles, leche de soja, etc*?%. Sin
embargo, para utilizar la lactulosa como prebiético hay
que establecer la dosis adecuada ya que una cantidad
excesiva puede producir flatulencias y diarrea.

Recientemente se han descrito nuevos oligosacaridos
derivados de la lactulosa (OsLu)®? que al presentar
mayor peso molecular que este disacdrido pueden llegar
intactos a zonas mas distales del colon (donde es mayor
la incidencia de determinadas patologias). Diferentes
ensayos de fermentacidn in vitro utilizando cultivos pu-
ros y heces humanas, asf como ensayos in vivo utilizan-
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Tabla I
Inulina y FOS comerciales y empresas elaboradoras para la industria de alimentos

Prebiotico Obtencion Nombre comercial Empresas Referencias
elaboradoras
Inulina Extraccién a partir de Orafti® Inulin Beneo Orafti (Bélgica) WGO°
achicoria Frutafit Sensus (Holanda) Rodriguez Colinas *
Fibruline Cosucra (Bélgica)
FOS Sintesis enzimadtica a Actilight Beghin-Meiji (Japdn) Gibson y col. 1
(Fructo-oligosacdridos partir de sacarosa Tereos (Francia) Rodriguez Colinas *
de cadena corta; scFOS)
FOS Extraccion de cafia de Nutraflora GTC Nutrition Birkett y Francis '
(Fructo-oligosacdridos azucar o remolacha Company, Westminster, WGO°
de cadena corta; scFOS) CcO

FOS Hidrdlisis parcial de  Orafti® Oligofructose Beneo Orafti Gibson y col. 1
(Oligofructosa) inulina Frutalose Sensus Rodriguez Colinas '°
Fibrulose Cosucra
FOS Oligo-sugar Cheil Foods and Gibson y col. 1
(Oligofructosa) (jarabe/polvo) Chemicals (Corea)

Meioligo (jarabe/

Meiji Seika Kaisha,
(Japén)

Gibson y col. 1

do animales, han puesto de manifiesto las propiedades
bifidogénicas que presentan estos oligosacdridos® .

Ademads, por todas las propiedades que presenta, la
lactulosa se utiliza no solo en nutricién, como prebi6-
tico, sino también como medicamento para el trata-
miento del estrefiimiento crénico o de la encefalopatia
portal hepdtica?.

La lactulosa también estd considerada en Japon
como un ingrediente FOSHU?!. Por otra parte la EFSA
(European Food Safety Agency)® ha reconocido que
reduce el tiempo de transito intestinal y recomienda
una ingesta de al menos 10 g, en una sola toma, para
obtener dicho efecto. Existe una gran variedad de pro-
ductos comerciales que contienen lactulosa®, que se
utilizan actualmente en la industria farmacéutica y ali-
mentaria tal como queda reflejado en la tabla II.

Galactooligosacdridos (GOS)

Los GOS son compuestos obtenidos industrial-
mente a partir de la lactosa del permeado de suero de
queseria, mediante transglicosilacién catalizada por
B-galactosidasas (lactasas). Estas enzimas, en deter-
minadas condiciones, son capaces de catalizar tanto la
hidrolisis de la lactosa como la formacién de un enlace
B-glicosidico entre la galactosa liberada en la hidr6li-
sis y la lactosa u otros carbohidratos presentes en el
medio de reaccién. Los GOS también se encuentran de
forma natural en la leche humana y animal.

Estos oligosacdridos contienen de 2-10 moléculas
de galactosa unidas a una glucosa terminal y se dife-
rencian entre si en la longitud de la cadena y en el tipo
de enlace’’. En los primeros trabajos de elaboracién
y evaluacién de los GOS se usaba la terminologia de

TOS (oligosacdridos obtenidos por transgalactosila-
cién). La composicién de la mezcla de GOS resultante
depende del tipo de enzima utilizado, de la concen-
tracion y naturaleza del sustrato y de las condiciones
de reaccién (pH, temperatura y tiempo)*>-**. Estos azu-
cares presentan un reconocido cardcter prebidtico, ya
que estimulan el crecimiento de bacterias ldcticas y
bifidobacterias en el intestino humano®.

Los GOS también han sido reconocidos, en todos
los paises de la Unién Europea, como ingredientes ali-

Tabla IT
Lactulosa comercial y empresas elaboradoras para
la industria farmaceiitica y de alimentos (Playne y
Crittenden’)

Nombre comercial Empresas elaboradoras

Duphalac (jarabe)
Bifiteral (jarabe)
Chromulac (jarabe)
Cephulac (jarabe)
Lactulose (en polvo)

Solvay Pharmaceuticals GmH,
Hannover Germany

MLS-50 (jarabe)
MLP-40 (en polvo)
MLC-A (en polvo)
MLC-H (en polvo)

Milei lactulose (jarabe)

Morinaga Milk Industry Co.
Higashihara. Kanagawa, Japon

Lactulose MIP (jarabe) Chephasar Chem-Pharm

Ingbert, Germany

Danilax (jarabe) Danipharm A/S Denmark

Fresenius Pharma Austria
GMBH, Austria

Laevolac (jarabe)

Regulact Laboratorios Server, México
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mentarios y no como aditivos debido a su presencia de
forma natural en la leche materna y estdn considerados
en USA, por la FDA, como GRAS y en Japén como
FOSHU?*. Se utilizan en la elaboracién de leches mater-
nizadas (junto con FOS) con objeto de imitar los efectos
de la leche humana sobre la microbiota de los lactantes.

Debido a las posibles propiedades beneficiosas para
la salud asociadas al consumo de estos prebidticos, la
demanda de alimentos que los contienen se ha incre-
mentado enormemente, particularmente en Japon y
Europa®. Por ello, se han realizado numerosos estu-
dios encaminados a optimizar su produccién especial-
mente mediante transgalactosilacion via enzimdtica,
ya que la sintesis quimica es muy tediosa**-*. En la ta-
bla III puede observarse la gran variedad existente, en
cuanto a productos comerciales se refiere, de los GOS

Oligosacdridos de leche humana (HMO)

La leche humana contiene hasta un 10% de carbohi-
dratos de los cuales la lactosa es el mayoritario (55-70
g/L) mientras que los HMO se encuentran en concentra-
ciones comprendidas entre 12-14 g/L, siendo el calostro
el que posee los mayores niveles de oligosacdridos (22-
24 g/L). La fraccién que constituye los HMO es muy
compleja ya que estd formada por al menos 1000 compo-
nentes, estando la, gran mayoria de ellos, en cantidades
muy bajas. A estos oligosacdridos se les ha considerado
como los primeros prebidticos, ya que se ha comprobado
que son los responsables del alto nimero de bifidobac-
terias presentes en heces de lactantes y también se les
conoce como “factor bifidogénico”. Hasta el momento
se han identificado mas de 200 HMO, de los cuales solo

que se usan actualmente en la industria de alimentos.

Tabla ITT

80 han podido ser totalmente caracterizados**.

GOS comerciales y empresas elaboradoras para la industria de alimentos

Nombre comercial del Empresas Procedencia de .
L . Referencias
prebidtico elaboradoras B-galactosidasas
Bimuno Clasado Ltd Milton Keynes, Bifidobacterium bifidum Lamsal 2
(en jarabe y en polvo) UK Torres y col. ¥

Sangwan y col. ¥

Cup-oligo H-70 (jarabe)
Cup-oligo P (en polvo)

Nissin Sugar Manufacturing Cryptococus laurentii

Compny Tokio Japén

Lamsal *
Playne y Crittenden *
Torres y col. ¥
Sangwan y col. ¥

Dairygold GOS

Dairygold Food Ingredients
(Irlanda)

Sangwan y col. ¥

Garakutoorigo (jarabe)
(origomeito 55 N)

San-ei Sucrochemical Co., Ltd

Playne y Crittenden *

Oligomate 50

Oligomate 55 (jarabe)
Oligomate 55 P ( polvo)
TOS-100

Aspergillus oryzae y
Streptococcus thermophiles

Yakult Honsha(Tokyo, Japén)  Sporobolomyces singularis y
Kluyveromyces lactis

Ito y col. #

Lamsal 2
Torres y col. ¥
Sangwan y col. ¥
Otieno

Promovita GOS

Fayrefield Food, Crece, UK
First milk ingredients,

Aspergillus oryzae

Lamsal 2
Torres y col. ¥

Paisley UK Sangwan y col. ¥
Purimune GTC Nutrition Bacillus circulans Lamsal 2
(United States) Torres y col. ¥
Sangwan y col. ¥
P7L Snow Brabdt Milk Products Sangwan y col. ¥
(Japon)
Transgalactosylated:
- oligosacdridos Aspergillus oryzae Torres y col. ¥
-disacdridos Streptococcus thermophilus
Vivinal-GOS; Borculo Domo Ingredients Bacillus circulans Lamsal >
TOS syrup (Friesland Foods Domo) Playne y Crittenden *

(Zwolle, The Netherlands)

Torres y col. ¥
Sangwan y col. ¥
Otieno *
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Los HMO estdn constituidos, principalmente, por
una molécula de lactosa en su extremo reductor a la
que, mediante la accion de diferentes glicosil-transfe-
rasas, se unen distintos carbohidratos. Al igual que los
GOS, los HMO neutros estdn compuestos de glucosa
y galactosa pero también contienen varias unidades
de N-acetil-glucosamina y fucosa. Los HMO 4cidos
contienen, ademads de los carbohidratos mencionados
anteriormente, unidades de acido N-acetil-neuraminico
(también conocido como dcido sidlico)*>S. La presen-
cia del 4cido sidlico y de la fucosa en posicion terminal
convierte a estos oligosacdridos en no digeribles por las
enzimas digestivas y, por tanto, llegan intactos al colon
donde son metabolizados por la microbiota intestinal.
Ademds, los HMO que contienen fucosa y dcido sidlico
comparten estructuras con glicanos (mucina) del epite-
lio intestinal de lactantes. Estos glicanos son receptores
de patdgenos por lo que, la presencia de estos oligosa-
céridos en la leche materna supone un mecanismo de
defensa?’. Aunque los beneficios que aporta el consu-
mo de dichos oligosacdridos son considerados unicos,
su utilizacion en la elaboracién de alimentos a gran es-
cala es practicamente imposible dado su escaso conte-
nido en las leches de origen animal (vaca, oveja, cabra,
biifala). Por ello existe un gran interés en el desarrollo
de procedimientos de sintesis de oligosacaridos deriva-
dos de lactosa que presenten propiedades prebidticas.

Carbohidratos prebidticos emergentes

En la actualidad hay un creciente interés en la bus-
queda y comercializacién de nuevos oligosacdridos

prebidticos con propiedades funcionales mejoradas.
Algunos de ellos estdn disponibles comercialmente
(Tabla IV) y ya se consideran, en cierta medida, pre-
bidticos a pesar de no haber suficientes evidencias
cientificas, mientras que otros estdn todavia en una
fase inicial de estudio.

Xilooligosacdridos (XOS)

Los XOS son oligosacdridos formados por cadenas
de D-xilosa unidas por enlaces 3-(1—4) que se obtie-
nen por hidrdlisis de xilano presente en la hemicelulo-
sa. En algunos casos presentan sustituyentes como 4ci-
dos urénicos, grupos acetilo y residuos de arabinosa.
En este ultimo caso, reciben el nombre de arabinoxi-
looligosacdridos (AXOS). Los estudios in vitro®4 e
in vivo tanto en animales™ como de intervencién en
humanos>'-* han puesto de manifiesto que los XOS
tienen efecto bifidogénico. Ademads, se les atribuyen
otras propiedades beneficiosas tales como disminuir
los niveles de glucosa, colesterol total y LDL en pa-
cientes con diabetes mellitus tipo 2%; actividad antimi-
crobiana® o actividad inmunomoduladora®.

Lactosacarosa (LS)

La LS es un trisacdrido no reductor que se usa como
edulcorante artificial. Es resistente a la digestion en el
estdmago e intestino delgado y, en estudios realizados
in vivo con animales (pollos, perros y gatos), se ha de-
mostrado que su ingesta aumenta el nimero de bifi-

Tabla IV
Otros productos prebidticos comerciales y empresas elaboradoras para la industria de alimentos

Prebidtico

Almidon resistente

Nombre comercial

Hi-Maize resistant starch

Empresas Elaboradoras

National Starch*

a-Glucooligosacdridos

BioEcolians

Solabia

Gentio-oligosacdridos

Gentose 45 (L), 80 (L) y 80 (P)

Nihon Shokuhin Co., (Jap6n)

Isomaltooligosacaridos

Isomalto: 500 (L), 900 (L) y 900 (P)

Showa Sangyo Co. (Jap6n)

“

Panorup (L)

Hayashibara Shoji Inc. (Japén)

“ Panorich (L); Biotose 50 (L)

Nihon Shokuhin Co., (Japén)

Lactosacarosa

Nyuka-Origo LS 40, 55 (L)

Ensuiko Sugar Refining Co.,

Nyuka-Origo LS 55 (P)

Pet Oligo L55 (L y P)

Newka-Oligo LS : 35y 55 (L)
Newka-Oligo LS 55 (P)

Oligosacdridos de soja

Soya-oligo (L)

The Calpis Food Industry Co., (Jap6n)

Xilooligosacdridos

Xylo-oligo 20, 35,95 (P)

Suntory Ltd, Japon

Xylo-oligo 70 (L)

*Tomado de WGO 9. El resto de informacién tomado de Gibson y col."”

L: en jarabe; P: en polvo.
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dobacterias (y en algunos casos lactobacilos) y hace
descender algunos clostridios incluido el Clostridium
perfringens y estafilococos® . En los escasos estu-
dios clinicos publicados>*®, también se ha observado
el efecto bifidogénico.

Aunque se usa en Japdn para elaborar alimentos fun-
cionales y los resultados sobre su selectividad pueden
ser prometedores, todavia no hay suficiente evidencia
cientifica (hay pocos estudios y con poblaciones muy
reducidas) como para ser considerado un prebiGtico®'.

Isomaltoooligosacdridos (IMOS)

Los IMOS se obtienen a partir del almidén en
un proceso que consta de dos etapas. En una pri-
mera, las enzimas o-amilasa y pululanasa generan
a-(1—4)-maltooligosacdridos a partir de almidén vy,
en una segunda, una transglucosidasa transforma estos
oligémeros en ¢-(1—6)-isomaltooligosacdridos, obte-
niéndose como producto una mezcla heterogénea de
o-(1-4) y a-(1—6)-oligosacdridos®.

Estos oligosacdridos se digieren lentamente, por lo
que pueden alcanzar el colon donde son parcialmente
fermentados®. Mediante la realizacién de estudios in
vitro®% e in vivo, con animales®”’, y humanos’7? se
han puesto de manifiesto sus propiedades bifidogénicas.

Por otra parte, también se les atribuyen otras pro-
piedades tales como disminuir los niveles de colesterol
total y triglicéridos en pacientes tratados con hemodid-
lisis™ y la estimulacion del sistema inmune en ratones™.

Oligosacdridos de soja

Las semillas de soja son una fuente importante de
oligosacdridos como rafinosa y estaquiosa. Estos oli-
gosacdridos se denominan también o-galactdsidos,
a-galactooligosacdridos u oligosacdridos de la familia
de la rafinosa. Estudios in vitro han demostrado que
las enzimas digestivas humanas no pueden hidrolizar
este tipo de oligosacdridos, por carecer de o-galacto-
sidasa, por lo que pueden alcanzar el colon intactos
donde son fermentados por las bifidobacterias™7¢. Los
trabajos realizados con humanos indican que estos oli-
gosacdridos presentan actividad prebidtica” 7 y, en un
estudio in vivo llevado a cabo con animales, Chen y
col.” sugirieron que estos oligosacdridos pueden redu-
cir significativamente los niveles de glucosa y lipidos
en sangre y el estrés oxidativo.

Glucooligosacdridos

Los glucooligosacdridos son carbohidratos lineales
de unidades de glucosa unidas con enlaces o-(1—6)
que presentan ademds ramificaciones en o-(1—2) y
0o-(1—3). Se pueden obtener a partir de sacarosa en
presencia de maltosa por sintesis enzimdtica (usando

dextranosacarasas) o por sintesis bioldgica mediante
el microorganismo Leuconostoc mesenteroides. En
ensayos con humanos y con animales, se ha puesto de
manifiesto que estos enlaces glucosidicos son resisten-
tes a la hidrolisis por las enzimas digestivas®. Ademds,
en estudios de fermentacion in vitro, se ha demostrado
que presentan propiedades bifidogénicas, ya que fa-
vorecen el crecimiento de bifidobacterias frente al de
bacterias perjudiciales>8!-%,

Candidatos a prebidticos en fase de estudio
Pectooligosacdridos (POS)

Los POS se obtienen por despolimerizacién par-
cial de la pectina, heteropolisacdrido ramificado de
elevada complejidad estructural. Dada su estructura
y composicién (con distintos tipos de enlaces o y J3,
y hasta 14 monosacdridos diferentes), a partir de la
pectina se pueden obtener distintos tipos de productos,
incluyendo oligogalacturénidos (OGalA), GOS, arabi-
nooligosacdridos (AraOS), ramnogalacturonoligosa-
cdridos (RhaGalAOS) y arabinogalactooligosacdridos
(AraGalOS). Ademds, pueden estar esterificados con
grupos metilo y/o acetilo e incluso con 4cido fertlico.

Hasta el momento son muy escasos los estudios
realizados sobre las propiedades prebidticas de estos
oligosacdridos, realizandose, en la mayoria de los tra-
bajos, ensayos in vitro utilizando mezclas complejas de
oligémeros, por lo que no existen evidencias suficien-
tes sobre todo su potencial. Sin embargo, se ha podido
comprobar que los POS tienen propiedades prebidticas
y que éstas dependen de sus caracteristicas fisico-qui-
micas®®. Estudios in vitro, usando tanto cepas puras
representativas de los principales géneros de la micro-
biota intestinal®-* como cultivos con heces®, permitie-
ron comprobar que los oligdmeros neutros (AraOS y
GOS) presentan un fuerte efecto bifidogénico (incluso
similar a la inulina). Actualmente, no hay publicados
resultados de ensayos con animales y, en los pocos es-
tudios de intervencién humana que se han realizado, se
utilizaron mezclas de POS 4cidos, GOS y FOS. Se ha
podido comprobar que la adicion de POS a férmulas
infantiles potencia el efecto bifidogénico de los dos tl-
timos prebidticos mencionados®; produce un aumento
del niimero de bacterias totales y de bifidobacterias, en
nifios pretérmino®'; y un incremento de las bifidobacte-
rias y un descenso de patdgenos pertenecientes al grupo
Clostridium lituseburense/Clostridium histolyticum®>.
Ademds de su potencial prebidtico, se ha publicado que
algunos tipos de POS tienen propiedades inmunoldgi-
cas, anti-adherentes e incluso anticancerigenas.

Polidextrosa (PDX)

La PDX es un polimero de glucosa altamente rami-
ficado con un DP medio de 12 y un amplio espectro de
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enlaces y se emplea como ingrediente alimentario, con-
siderdndose seguro y bien tolerado. Se han realizado
estudios in vitro e in vivo en los que se ha demostrado
que la PDX es poco digerible y poco absorbible en el
tracto gastrointestinal humano® 5. Existe también un
nimero importante de estudios de intervencién en hu-
manos, aunque son muy pocos los que evalian el efec-
to del consumo de PDX sobre microbiota. En general,
parece claro que la adicién de mezclas de PDX/GOS a
formulas infantiles mejora la consistencia de las heces
y tiene un efecto bifidogénico similar al de la leche
materna®“, pero no estd suficientemente demostrado
que el efecto bifidogénico se deba a la PDX y no a los
GOS, ya que, por ejemplo, también se ha observado
un pobre crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos
en PDX en comparacién con el producido por GOS
o lactulosa. Serd necesario llevar a cabo mds estudios
orientados a valorar los efectos en la microbiota in-
testinal. La EFSA® rechazd las alegaciones relativas a
la mejora de la salud intestinal y al efecto prebidtico/
bifidogénico de la PDX por no encontrar lo suficiente-
mente consistentes las relaciones causa-efecto entre el
consumo de PDX y los beneficios producidos.

Exopolisacdridos bacterianos (EPS)

Los polimeros de carbohidratos de origen bacteria-
no, denominados exopolisacdridos por su acumulacién
en la superficie celular o en el medio de cultivo, son
sustratos resistentes a la digestion gdstrica y fermenta-
bles por la microbiota intestinal, por lo que podrian ser
buenos candidatos prebidticos. En el caso de bacterias
Gram-positivas, se han descrito dos tipos de polime-
ros seguin su composicién quimica y modo de sintesis:
homopolisacdridos (HoPS: o- y B-glucanos y B-fruc-
tanos) y heteropolisacdridos (HePS). Entre los HoPS,
existe una clasificacion secundaria en funcién del tipo
y posicion del enlace entre monosacdridos. A modo de
ejemplo en el contexto de prebidticos, el dextrano es
un o-glucano (D-glucosa (1—6) producido por Leu-
conostoc mesenteroides), y entre los B-fructanos estdn
el tipo inulina [D-fructosa (2—1), de Lactobacillus
reuteri] o tipo levano [D-fructosa (2—6), de Lactoba-
cillus sanfranciscensis] que pueden asemejarse en su
composicion a FOS, aunque de mayor tamafio.

A excepcion de algunos HoPS, la aplicacion de es-
tos EPS, como ingredientes prebidticos en alimenta-
cion, no es viable actualmente debido a la limitacion
que supone su escasa produccion, pero son polimeros
con un alto potencial debido a otras propiedades fun-
cionales adicionales, por ejemplo, como moduladores
de la respuesta inmune'®,

Polisacdridos de macroalgas

Dentro de los nuevos carbohidratos de interés por su
potencial efecto prebidtico in vitro e in vivo se encuen-

tran los polisacdridos de macroalgas marinas'®-'%, Su
estructura quimica es muy variada. Las algas verdes
(Chlorophyta) contienen heteropolisacaridos sulfatados
denominados ulvanos'®. Los principales polisacdridos
de las algas pardas (Heterokontophyta, Pheophyceae)
son laminarina, alginatos y fucoidanos/fucanos. Las
algas rojas (Rhodophyta) poseen galactanos-sulfatados
como agar o carragenanos, dependiendo de la especie.

Desde el punto de vista nutricional todos ellos son
polisacdridos no digeribles, resistentes a las enzimas
digestivas, y forman parte del complejo fibra, pudien-
do ser fermentados por la microbiota coldnica!®. El
potencial prebidtico de los polisacdridos de algas se
ha estudiado in vivo en animales de laboratorio ali-
mentados con algas enteras'®1% o con polisacdridos
purificados!'®?,

Tradicionalmente, las algas y sus polisacdridos se
consumen en Oriente como parte de la dieta, mientras
que en occidente se usan principalmente como ingre-
dientes alimentarios por su capacidad espesante y ge-
lificante. Para poder hacer alegaciones en salud hacen
falta mds estudios en humanos.

Andlisis y caracterizacion de
carbohidratos prebiéticos

En general, cuando se lleva a cabo la sintesis enzi-
madtica o la extraccion de fuentes naturales de los pre-
bidticos, se obtienen mezclas complejas que pueden
presentar carbohidratos con diferentes grados de poli-
merizacion e incluso isomeros que dificultan enorme-
mente la caracterizacion de los mismos.

La estructura de los carbohidratos prebidticos, es
decir la composicién en monosacdridos, el tipo de en-
lace glicosidico y el peso molecular, ejerce una gran in-
fluencia en las propiedades que estos pueden presentar.
En la hoja de ruta que establece la FAO’ para evaluar
y comprobar las propiedades de los prebidticos, para
su utilizacion en alimentos, indica que deben de carac-
terizarse adecuadamente, ademds de considerar otros
factores tales como la procedencia (origen y fuente
de obtencion), la pureza y la composicion quimica del
prebidtico. Por ello, es necesario disponer de técnicas
analiticas adecuadas que permitan aislar, identificar y
caracterizar los carbohidratos prebidticos facilitando de
esta forma el estudio que permita relacionar la influen-
cia de la estructura en la funcion de los mismos.

En primer lugar, es importante disponer de metodo-
logfas para realizar la preparacion de la muestra (puri-
ficacidn, fraccionamiento, etc.) asi como optimizarlas.
En ocasiones, se emplean diversas técnicas de fraccio-
namiento, tales como cromatografia de exclusiéon mo-
lecular (SEC) o de intercambio idnico, tratamientos
con carbon activo o con microorganismos (p.ej. leva-
duras) para el fraccionamiento de carbohidratos previo
a su andlisis'"”’, facilitando as{ su caracterizacion.

Actualmente, para la determinacidn de aziicares tota-
les en los oligosacdridos, se utilizan métodos enzimati-
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cos o colorimétricos como el del fenol-sulfurico, antro-
na-sulfurico, dinitro-salicilico, etc'®. Sin embargo, las
técnicas cromatogrdficas (incluidas la cromatografia
de gases y de liquidos), electroforéticas, espectromé-
tricas o espectroscdpicas son las mds empleadas para
la caracterizacion de carbohidratos prebidticos, tanto a
nivel cualitativo (determinacion de su estructura) como
cuantitativo (determinacion de su concentracion).

La cromatografia de gases (GC) es una técnica con
un alto poder de resolucidn, sensibilidad y selectividad
y ademds, junto con el acoplamiento a espectrome-
tros de masas, hace que sea una técnica muy versatil
para la caracterizacién de carbohidratos prebidticos'®.
La cromatografia de gases se emplea principalmente
para el andlisis de carbohidratos de bajo peso mole-
cular (generalmente hasta tetrasacdridos) mediante
columnas basadas en metilpolisiloxano'®!"!. Sin em-
bargo, el empleo de columnas con grupos carborano
presentes en la estructura principal del polisiloxano,
resistentes a temperaturas elevadas, permite extender
su aplicacion a oligosacdridos con DP de hasta 8. Esta
técnica también se emplea para determinar la compo-
sicién monomérica de oligo- y polisacdridos mediante
procesos de hidrdlisis, tanto dcida como enzimdtica,
seguidos por la derivatizacién de los monosacdridos
liberados''?. Es necesario también destacar el uso de
la cromatografia de gases para el andlisis estructural
de carbohidratos prebidticos de alto peso molecular!'?’.

La cromatograffa de liquidos (HPLC) es la técnica
mds utilizada para el andlisis de oligosacdridos pre-
bidticos por su alta versatilidad y multiples modos de
operacién. Aunque la derivatizacion de los carbohidra-
tos no es imprescindible para su andlisis por HPLC,
puede realizarse tanto antes (pre-columna) como des-
pués de la separacion (post-columna) para facilitar su
deteccion (inclusién de grupos croméforos o fluors-
foros que permiten la deteccion mediante ultravioleta
o fluorescencia) e incluso la separacion (aumento de
la retencidn y la resolucion). Se han utilizado muchos
modos de operacién para el andlisis de carbohidratos
prebidticos, sin embargo los mds comunes son la cro-
matograffa de intercambio anidnico de alta eficacia
(HPAEC)»!13114 ]a cromatografia de intercambio i6-
nico-exclusion molecular'®, y la cromatografia de in-
teraccidn hidrofilica (HILIC)'%"1¢, Los detectores mds
usados para el andlisis de oligosacdridos prebidticos
son el de indice de refraccion (RID), el evaporativo de
dispersion de luz (ELSD) y el detector amperométrico
de pulsos (PAD), este dltimo empleado para HPAEC.
Los acoplamientos de HPLC con espectrometria de
masas permiten ademds determinar el grado de poli-
merizacién de los oligosacdridos y en algunos casos
obtener informacidn sobre sus enlaces glicosidicos'®.

La espectrometria de masas (MS) se puede emplear
mediante su acoplamiento a GC o HPLC o como técni-
ca independiente para la caracterizacion de prebidticos.
La fuente de ionizacion mds comun para acoplamien-
tos con GC es el impacto electrénico (EI) que propor-
ciona fragmentos m/z apropiados para la identificacion

de las estructuras, mientras que la ionizacion por elec-
trospray (ESI) o la ionizacién quimica a presién atmos-
férica (APCI) son los mds empleados en acoplamientos
con HPLC, dando lugar dnicamente a la formacion del
ion cuasi-molecular. En estos dltimos casos, los anali-
zadores de cuadrupolo (Q) unicamente proporcionan
informacion del grado de polimerizacién de los oli-
gosacdridos. Sin embargo, el empleo de analizadores
hibridos o en tdindem (QTOF, QqQ, etc.) da lugar a la
obtencién de datos de MS? y facilita la caracterizacion
estructural de disacdridos'"”. Los analizadores de tram-
pa ionica permiten ademds la obtencion de datos de
MS" de oligosacdridos de mayor DP'®. La disociacién
inducida por colisién (CID) es el método de fragmen-
tacion mds comun para la caracterizaciéon de prebio-
ticos'"®1° aunque otros métodos como la disociacién
por transferencia de electrones (ETD), la disociacién
por captura de electrones (ECD) y la disociacién por
infrarrojo multifotén (IRMPD) pueden también apli-
carse. La desorcion/ionizacion ldser asistida por matriz
(MALDI) con el analizador de tiempo de vuelo (TOF)
permite la determinacion del grado de polimerizacion
de oligosacdridos de alto peso molecular'?.

La resonancia magnética nuclear (NMR) es otra de
las técnicas mds empleadas para la caracterizacion es-
tructural de carbohidratos prebidticos. Existen varios
tipos de NMR basadas en relajacion de spin nuclear,
constantes de acoplamiento escalares o dipolares y si-
mulaciones de dindmica molecular que permiten la ca-
racterizacidn fiable y eficaz de carbohidratos prebidti-
cos'?!. Sin embargo, esta técnica es especialmente dtil
para la caracterizacion de carbohidratos puros, aunque
ocasionalmente se ha aplicado a mezclas de oligosa-
cdridos'”. Por tanto, resulta altamente recomendable
un proceso previo de fraccionamiento de dichos car-
bohidratos, que puede ser llevado a cabo mediante
procedimientos tales como cromatografia de exclusion
molecular, empleo de carbdn activo, técnicas de mem-
brana, etc'??> (Herndndez y col., 2009).

Evaluacion del efecto prebiético

Se ha desarrollado un gran nimero de modelos para
evaluar la fermentacién (o biodegradabilidad) intesti-
nal de los prebidticos previamente caracterizados (ori-
gen, fuente, pureza composicion quimica y estructura).
En la figura 3 se reflejan las diferentes fases a seguir
para evaluar y validar el cardcter prebiético de un com-
puesto. En primer lugar, se realizan estudios in vitro,
para el escrutinio y seleccion de sustratos con poten-
cial prebidtico, que posteriormente serdn validados en
modelos animales. Para finalizar, el sustrato seleccio-
nado con los modelos anteriores, serfa candidato para
llevar a cabo los estudios de intervencién en humanos
que permitan evaluar su eficacia en el sitio de accién
y demostrar cientificamente su capacidad prebidtica.
La FAO’ en su hoja de ruta para la evaluacién de las
propiedades de prebidticos también indica que debe de
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realizarse una caracterizacion funcional del prebiético
mediante la utilizacién de diferentes modelos.

Resistencia de los prebidticos a la
digestion gastro-intestinal

Se han desarrollado una serie de modelos para estu-
diar la resistencia de los candidatos a prebidticos a la
digestion y absorcién, al menos parcial, en el tracto gas-
trointestinal superior'?. Los modelos in vitro siguen un
diagrama comuin que consiste en simular las condiciones
de acidez (pH < 2,0) y alto contenido en enzimas gds-
tricas (incluyendo la saliva) y pancredticas, empleando
condiciones de temperatura (37 °C), motilidad y tiem-
po de transito que mimeticen las condiciones fisiol6gi-
cas humanas. En los estudios in vivo los candidatos a
prebidticos son administrados por via oral a animales
(generalmente roedores) libres de microorganismos, o a
animales que han sido previamente tratados con un an-
tibidtico para suprimir la microbiota intestinal. Se usan
marcadores indigeribles para valorar, por un lado, la di-
gestibilidad ileal de los oligosacdridos (para cuantificar
lo que llega sin digerir al comienzo del intestino grueso)
y, por otro lado, para evaluar su fermentabilidad (en el
intestino grueso) al cuantificar la presencia/ausencia de
los oligosacdridos en las muestras fecales.

Fermentacion de prebidticos en el colon
El estudio de la capacidad de prebidticos para mo-

dular la composicion de la microbiota intestinal y/o la
produccion de compuestos que pudieran ser beneficio-

sos para la salud, como los SCFA, requiere el estudio
de muestras de origen fecal y de tejidos o contenidos
intestinales asi como el manejo de una serie de técni-
cas analiticas que van desde las cldsicas mds simples a
las nuevas “Omicas”.

Tradicionalmente se han empleado técnicas mi-
crobiolégicas dependientes de cultivo (medios selec-
tivos y/o diferenciales) para el recuento de bacterias
cultivables de la microbiota como Bifidobacterium
y Lactobacillus, y mds recienttemente Bacteroides y
Clostridium. Desde hace mds de una década el empleo
de técnicas moleculares, generalmente basadas en la
secuencia del gen que codifica el 16S rRNA, ha permi-
tido ampliar el conocimiento relativo a la composicion
de la microbiota intestinal cultivable y no cultivable!,
Los métodos mds utilizados para cuantificar (enume-
rar) distintos grupos y especies bacterianas son la PCR
cuantitativa (qQPCR) y FISH (hibridacién fluorescente
in situ), lo que requiere marcadores genéticos especi-
ficos (primers y sondas fluorescentes, respectivamen-
te). En el caso de FISH, el recuento celular se puede
realizar por microscopia de fluorescencia o mediante
citometria de flujo.

El andlisis funcional del metaboloma proporciona
informacidn relevante sobre la formacion de metabo-
litos derivados de la actividad de la microbiota intes-
tinal. Este andlisis puede ser especifico (centrado en
un grupo de compuestos) o no selectivo, pudiéndose
determinar y cuantificar un nimero elevado de com-
puestos de diversa naturaleza (SCFA, dcidos orgdni-
cos, carbohidratos, péptidos, aminodcidos, vitaminas,
etc.)!. Por otro lado, si hay disponibles sustratos
prebidticos marcados (por ejemplo con *C) se pue-
den emplear en cultivos inoculados con homogenei-

Sustratos con potencial prebidtico

Escrutinio: modelos in vitro

» Fermentacion por cepa tinica (probidticos)

® Cultivo discontinuo (pH no controlado)
® Cultivo continuo (pH controlado)
+ Simple (condicion unica)
+ Muiltiple (“gut model”)

Validacién: modelos in vivo/

Demostracion:
humanos

Sustrato prebidtico

l

Comercializacion

* Fermentacion por homogeneizados fecales (microbiota)

Fig. 3.—Hoja de ruta para la evaluacion del
potencial prebidtico de nuevos sustratos.
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zados fecales para determinar las especies bacterianas
que los estdn utilizando y cuantificar la generacion de
SCFA marcados. Ademds, este sistema se puede em-
plear en animales de experimentacidn y, dado que par-
te de los SCFA se absorben en el intestino y pasan a
sangre, se podrian cuantificar los niveles de marcaje
radioactivo circulantes.

Modelos de fermentacion in vitro

Para estudiar la biodegradacién de compuestos con
potencial prebidtico es muy util el empleo de sistemas
de fermentacion in vitro que pueden alcanzar diver-
sos grados de complejidad. El modelo mds simple, y
ampliamente utilizado en el contexto de los primeros
estudios con prebidticos, consiste en evaluar el com-
portamiento, como indculo, de cultivos simples defi-
nidos (de cepa unica) generalmente pertenecientes a
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium en pre-
sencia del sustrato. Actualmente, se tiende a analizar
la evolucién de la microbiota intestinal en su conjunto
empleando, principalmente, homogenizados de origen
fecal de individuos donantes sanos que han dado su
consentimiento informado para suministrar la muestra.
Estos homogenizados fecales se utilizan para inocular
un medio de cultivo basal que, después de un proce-
so de estabilizacién en condiciones anaerdbicas a 37
°C, es suplementado con el prebidtico a estudiar para
seguir, en tiempos definidos, la dindmica (diversidad
y/o nimero) de las poblaciones microbianas asi como
su actividad metabdlica (perfil de SCFA) por las téc-
nicas descritas anteriormente. La tecnologfa empleada
para llevar a cabo las fermentaciones in vitro implica
la utilizacién de biorreactores, generalmente vasijas de
volumen pequefio (< 250 mL), para realizar cultivos
en discontinuo (batch) a pH no controlado, o para cul-
tivos en continuo a pH controlado que pueden ser sim-
ples (para estudiar una condicién tnica) o multiples.
Entre los sistemas muiltiples, es frecuente la utilizacion
de modelos de fermentacidn continuos o dindmicos
(gut model) que constan de diversas vasijas para si-
mular las condiciones de las distintas partes del colon
en funcién de los valores de pH: colon ascendente (o
proximal) pH ~5,6-5,9, colon transverso pH ~6,1-6,4
y colon descendente (o distal) pH ~6,6-6,9. Algunas
versiones mds complejas incluyen otros biorreacto-
res que simulan las condiciones del estémago (pH <
2 y presencia de oxigeno) y las del intestino delgado
(adicion de jugo intestinal y subida progresiva del pH)
previas a las condiciones del colon!?**!%, Finalmente,
los nuevos modelos que se estdn desarrollando inten-
tan incluir componentes del hospedador, como mucus
o mucinas asi como lineas celulares de colon (Caco2,
HT?29, etc.), para estudiar la posible interaccion pre-
bidtico, microbiota y hospedador'®-"*!. Sin embargo,
este dltimo desarrollo metodoldgico para simular las
condiciones in vivo es complejo y, por el momento, el
siguiente paso seria el uso de modelos animales una

vez seleccionado in vitro un candidato con potencial
prebidtico.

Modelos de fermentacion in vivo (animales)

Los ensayos in vivo con animales de experimenta-
cion son ttiles para confirmar el efecto de los prebidti-
cos sobre la dindmica y actividad de la microbiota in-
testinal y también para estudiar posibles mecanismos
de accion'®. Con estos objetivos, el modelo animal
mds empleado es el de roedor (ratén y rata), aunque
también hay estudios con animales domésticos y de
granja para validar potenciales prebidticos para su uti-
lizacién en alimentacién animal. En un estudio tipico
con roedores estdndar “sanos”, el candidato prebidtico
se suministra por via oral, en agua o en comida, o por
sonda gdstrica y durante el periodo de intervencién
se pueden recoger muestras de heces para analizar la
dindmica de la microbiota intestinal. Tras sacrificar
los animales al final del ensayo, se procede al andlisis
completo del contenido intestinal, contenido cecal y
tejidos, pudiendo emplear estudios histolégicos com-
plementarios, ademds de las técnicas descritas ante-
riormente. Estos estudios también permiten descartar
posibles efectos adversos debidos al consumo del
prebidtico, por ejemplo, visualizando al microscopio
el estado del tejido intestinal del grupo de animales
alimentados con el prebidtico respecto al control.

Por otro lado, se han empleado animales libres de
microorganismos (germ-free animals) que se colo-
nizan con microbiota humana (gnotobiotic animals),
permitiendo de este modo estudiar in vivo el efecto
de potenciales prebidticos, considerando, ademads, las
consecuentes diferencias debidas al organismo ani-
mal. Finalmente, para demostrar los efectos relaciona-
dos con la ingesta de determinados prebidticos, sobre
ciertas disfunciones fisioldgicas o enfermedades, se
emplean modelos animales especificos modificados
genéticamente o inducidos para simular, por ejemplo,
cancer de coldn, enfermedades inflamatorias intesti-
nales, sindrome metabdlico, diabetes, u osteoporosis,
entre otros'¥.

Estudios de intervencion en humanos

Para finalizar con la hoja de ruta que permite de-
mostrar cientificamente la eficacia de los prebidticos,
serfa necesario llevar a cabo estudios estdndar de eva-
luacién clinica de fase 2 (demostracion de eficacia) en
humanos. En primer lugar, hay que definir el resultado
principal (y secundarios, si hubiera) que se espera con-
seguir con el estudio de intervencion con el prebidtico.
También hay que definir el tamafio de muestra (pobla-
cién) necesario para demostrar con significacion es-
tadistica el resultado(s) que se espera obtener y hay
que proponer los pardmetros fisioldgicos a medir para
demostrar el efecto. El disefio experimental del estudio
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de intervencién debe ser doble-ciego, aleatorizado y
controlado con placebo’.

A modo de ejemplo, en el caso de que el estudio de
intervencion estuviera disefiado para evaluar la efica-
cia de un prebidtico sobre la funcién gastrointestinal,
se pueden realizar estudios mecanisticos, que miden
respuestas especificas a estimulos de prueba. Actual-
mente, existe la metodologia para evaluar distintos ti-
pos de respuestas digestivas: intraluminales (volumen
de gas o heces, productos metabdlicos, composicion
- actividad metabdlica de la microbiota), sensitivas
(cognitiva - hedonista), motoras (motilidad - trdnsi-
to) y de la funcién de membrana (secrecion - absor-
Ccién) 13134,

Efectos beneficiosos de los prebidticos

Algunos estudios sugieren que los prebidticos po-
drian ejercer efectos fisiolégicos beneficiosos para la
salud y el bienestar del organismo, en relacién con su
capacidad para modular la microbiota intestinal. Estos
efectos pueden ser ejercidos no sélo en el colon, sino
también en todo el organismo contribuyendo, de esta
forma, a reducir el riesgo de padecer ciertas enferme-
dades intestinales o sistémicas.

Entre los efectos producidos en el colon, cabe men-
cionar, que los prebidticos estimulan el crecimiento de
bacterias fermentativas (bifidobacterias y lactobacilos)
con efectos beneficiosos; generan SCFA que producen
un descenso de pH, controlando el desarrollo de ciertas
comunidades que pueden generar efectos perjudicia-
les (p. ej. algunas especies de Bacteroides, Fusobac-
terium y Clostridium spp.'*13%). Las bifidobacterias
no producen butirato pero estimulan el crecimiento de
bacterias productoras de este SCFA en el colon, como
son las eubacterias'*’. Ademds, los prebidticos actian
sobre determinadas funciones intestinales reduciendo
el tiempo de transito intestinal, al producir un aumen-
to del volumen del bolo fecal y del nimero de depo-
siciones. Esto es debido a que los SCFA se absorben
eficazmente y son utilizados por las células epiteliales
del colon estimulando la secrecion de agua y de sales.

Ademds, existen datos que apoyan el hecho de que
la ingesta de prebidticos podria reducir el riesgo de pa-
decer ciertas enfermedades intestinales tales como el
sindrome de intestino irritable (Irritable bowel syndro-
me IBS) y de enfermedades inflamatorias intestinales
(Inflammatory bowel disease IBD) como la colitis ul-
cerosa, la enfermedad de Crohn y la pouchitis. El sin-
drome de intestino irritable es un desorden funcional
del colon que se manifiesta por dolor abdominal, ma-
lestar, distension, sensacion de hinchazon, flatulencia
y cambios variables en la frecuencia y en la forma de
las deposiciones. Estudios recientes han descrito dife-
rencias en la composicion de la microbiota intestinal
entre pacientes con sintomas digestivos funcionales
y sujetos sanos, pero los resultados no son totalmente
concordantes. Se ha observado, en estos pacientes, una

reduccion de la microbiota beneficiosa (lactobacilos
y bifidobacterias) combinada con un incremento del
nimero de enterobacterias, coliformes, bacteroides, y
diferentes especies de firmicutes'*. Por otra parte, no
estd muy claro que los prebidticos sean adecuados para
el tratamiento o la mejoria de la sintomatologia en esta
enfermedad ya que, ademds de los SCFA originados
por la microbiota durante la fermentacion de los mis-
mos, también se producen gases (diéxido de carbono,
metano e hidrégeno), que pueden exacerbarla'”’. Por
tanto, son necesarios mds estudios para determinar el
papel de los prebidticos en la fisiopatologia y mejoria
de los sintomas en la IBS.

Por otro lado, en la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa existe una inflamacion de la pared intestinal
que se manifiesta por sintomas tales como diarrea (fre-
cuentemente con sangre y moco en las heces), dolor
abdominal, fiebre, pérdida de peso y formacion de fis-
tulas. Y si bien, factores genéticos y ambientales pa-
recen estar implicados, en el desarrollo de estas dos
enfermedades inflamatorias, el papel de la microbiota
intestinal en su génesis atin estd por dilucidar. As{, al-
gunos estudios han descrito niveles reducidos de bifi-
dobacterias y un incremento de microorganismos con
efectos potencialmente perjudiciales asi como altera-
ciones de la respuesta inmune en estos pacientes. Ade-
mds, en animales de experimentacién se ha observa-
do que la ingesta de prebidticos (inulina, GOS, FOS)
produce un descenso en los niveles de marcadores in-
flamatorios, traduciéndose este hecho, en una mejora
de la inflamacién de la mucosa intestinal. En algunos
ensayos en humanos se ha observado que la ingesta de
inulina, FOS o la combinacidon de ambos se asocia con
mejoria tanto en la exploracion endoscdpica como en
la histologfa de las lesiones'*!¥".

Los prebidticos podrian también tener un efecto
protector frente a infecciones intestinales. Se han des-
crito varios mecanismos, uno de ellos se basa en la li-
beracion, por parte de muchas especies de lactobacilos
y bifidobacterias, de agentes antimicrobianos (SCFA
y péptidos) de amplio espectro de accién. También se
han utilizado prebidticos conjuntamente con probidti-
cos, en estudios in vitro, obteniendo muy buenos re-
sultados de inhibicién de microorganismos patégenos.
Otro mecanismo de accion se puede atribuir a las pro-
piedades antiadherentes que presentan los prebidticos
bloqueando los lugares donde se adhieren los microor-
ganismos patégenos o sus toxinas en las células epite-
liales, actuando por lo tanto, como andlogos de los re-
ceptores?. Por ejemplo, los GOS contienen estructuras
similares a las encontradas en las microvellosidades
que intervienen en la unién con la adhesina bacteria-
na; asi las bacterias se unen a los GOS evitando que
se adhieran al epitelio colénico®. Los prebidticos po-
drian ejercer un efecto protector frente a la diarrea del
viajero o la diarrea post tratamiento antibiético. En el
primer caso, se ha observado, en un grupo de personas
que viajaban a destinos con alto o medio riesgo, que la
ingestion de prebidticos dos semanas antes del viaje,
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disminuye la duracién de la diarrea asi como la severi-
dad de la sintomatologia frente a un grupo al que se le
administré placebo!'. Los antibidticos pueden producir
un desequilibrio en la microbiota intestinal (disbiosis
intestinal). Diferentes estudios muestran que las dietas
con prebidticos favorecen el crecimiento de las bac-
terias intestinales con efectos potencialmente benefi-
ciosos'?.

También se ha especulado sobre la influencia que
ejercen los carbohidratos prebidticos en la carcinogé-
nesis. Diferentes estudios han puesto en evidencia la
disminucion del riesgo de padecer cdncer de colon, sin
embargo son necesarios mds ensayos para confirmar
estos datos. La secuencia de las fases involucradas en
el desarrollo de este tipo de cdncer es muy compleja y
en su génesis estdn involucrados factores genéticos y
ambientales. De los factores ambientales, la dieta pa-
rece jugar un papel fundamental, asi varios estudios
relacionan el consumo de dietas ricas en carne proce-
sada o ingestas elevadas de alcohol con un incremento
del riesgo, mientras que dietas ricas en fibra y leche lo
reducen'?.

Por otra parte, se ha descrito que la microbiota
puede interaccionar en la secuencia del desarrollo de
un tumor, ya que puede producir, por si misma, com-
puestos carcinogénicos y/o enzimas capaces de liberar
sustancias carcinégénicas. Asi, las B-glucuronidasas
utilizan conjugados del dcido glucurdnico; las azo- y
nitrorreductasas reducen sustratos nitrogenados a ami-
nas, que son generalmente mas téxicos que los produc-
tos de origen, y la nitrato reductasa genera el anion ni-
trito. También la produccién de metabolitos en heces,
tales como el amoniaco originado a partir de proteinas
y de la urea, se relaciona con la formacién de tumores.
Otros como fenoles y cresoles son también potenciales
promotores de enfermedades del colon. Las bifidobac-
terias y los lactobacilos no producen cantidades signi-
ficativas de dichas enzimas'®.

A la vista de las investigaciones, la posible protec-
cion que ejercen los prebidticos frente al cdncer de
colon puede deberse a la produccién de metabolitos
como los SCFA, especialmente butirato, en la fermen-
tacion por de la microbiota intestinal. El butirato estd
implicado en los mecanismos que controlan la apopto-
sis, la divisidn y la proliferacién celular. El propionato
es otro metabolito originado en la fermentacion de los
carbohidratos prebidticos y se ha descrito que tiene
propiedades anti-inflamatorias que pueden jugar un
papel en la génesis del cancer de colon'#%140,

También se ha estudiado ampliamente la capacidad
inmunomoduladora de los prebidticos. Sin embargo no
se ha establecido el mecanismo por el cual tiene lugar
este efecto, ya que los marcadores a utilizar deben se-
leccionarse con mucho cuidado debido a su variacién
y a que dependen, en gran medida, de las condiciones
del estudio. La respuesta inmune involucra a un nu-
mero variable de células con diferente funcionalidad
que dan lugar a, por ejemplo, eliminar al patégeno
implicado en una infeccion. Por ello en esta respuesta

no hay un tnico marcador inmunoldgico que refleje o
permita predecir una resistencia individual a la infec-
cion. Existen varias hipdtesis y una de ellas propone
que las bacterias dcido ldcticas, o bien la pared celular
o los componentes citoplasmadticos de las mismas pe-
netran en las células epiteliales intestinales activando
el tejido linfético asociado al mismo'*!. Otras hipétesis
estdn relacionadas con la propiedad que tienen los pre-
bidticos de favorecer el crecimiento de determinados
géneros o especies de microorganismos con efectos
potencialmente beneficiosos frente a la disminucién
de otros, ya que este hecho podria cambiar el perfil
colectivo inmuno-interactivo de la microbiota. Varios
estudios que han utilizado animales libres de gérmenes
y gnotobidticos han puesto de manifiesto que la micro-
biota es esencial para un éptimo desarrollo estructural
y funcional del sistema inmune®. También, los SCFA
originados a partir de la fermentacion de los prebidti-
cos pueden interactuar con las células relacionadas con
la respuesta inmune. Se ha comprobado que el 4cido
butirico puede suprimir la proliferacion de linfocitos
e inhibir la produccién de citoquinas*. Otra hipéGtesis
indica que la modulacién de la respuesta inmune, por
parte de los prebidticos, podria ser debida a que éstos
se unen a unos posibles receptores en las células rela-
cionadas, sin embargo no hay evidencia suficiente de
la presencia de estos receptores.

Por otra parte, en paises desarrollados se ha obser-
vado un aumento de la prevalencia de las enfermeda-
des alérgicas, en probable relacién con un incremento
de la proteccidn de los nifios frente a microorganismos
(hipotesis de higiene excesiva) dando lugar a cambios
en su microbiota, asi como al aumento del uso y abuso
de antibidticos. Diferentes estudios han puesto de ma-
nifiesto la relacion existente entre microbiota coldnica
y desarrollo de alergias, especialmente en el eczema
y la alergia a alimentos'*. Se ha comprobado que ni-
fios alérgicos presentan una microbiota con menores
niveles de lactobacilos y bifidobacterias. Por ello la
ingesta de prebidticos podria disminuir el desarrollo
de estas patologias favoreciendo el crecimiento de es-
tos microorganismos. Recientemente se ha estudiado
el efecto de una mezcla de prebidticos (Vivinal-GOS:
inulina; 90:10) en la incidencia de la dermatitis atopica
en lactantes demostrdndose una reduccion de la inci-
dencia y un aumento significativo de bifidobacterias
en la microbiota fecal, no observdndose ningin cam-
bio significativo en el nimero de lactobacilos*.

Los prebidticos también favorecen la absorcién de
minerales tales como el calcio, magnesio, zinc y el
hierro debido a la capacidad de unirse a ellos impi-
diendo, de este modo, su absorcion en el intestino del-
gado alcanzando el colon donde son liberados y pos-
teriormente absorbidos'*'. La deficiencia de calcio estd
asociada a una deficiente mineralizacion ésea y la de
hierro a anemia microcitica e hipocrémica. Asimismo,
el zinc es necesario para el desarrollo y maduracién del
esqueleto. Una mejor absorcion del calcio estd asocia-
da a que la fermentacién de los prebidticos, por parte

Prebidticos; concepto, propiedades y efectos beneficiosos

113



de la microbiota intestinal, produce SCFA y baja el
pH luminal aumentando la biodisponibilidad y la ab-
sorcidn pasiva del calcio a través de los colonocitos!'2
También se ha comprobado que la biodisponibilidad
del calcio mejora cuando se libera por hidrdlisis del
complejo “fitato de calcio” por la accion de las fita-
sas bacterianas presentes en la microbiota beneficio-
sa y cuando el calcio se vuelve mds soluble gracias al
aumento de agua en el colon, producido por el efecto
osmdtico que tienen los prebidticos'*®. El aumento de
la absorcidn del calcio repercute favorablemente en la
salud del hueso fortaleciendo la masa dsea y retardan-
do la osteoporosis siendo este hecho de especial in-
terés en periodos de crecimiento, donde se alcanza el
pico de masa dsea, en mujeres postmenopdusicas y en
personas mayores.

El hierro se encuentra unido al 4cido fitico y existe
una relacion inversa entre cantidad de este dcido en la
dieta y su absorcion. Se necesitan muy pequeifias can-
tidades de este dcido (0,7%) en la dieta para reducir a
la mitad la absorcién de este mineral. Los prebidticos
estimulan la absorcion de hierro en el colon, por el au-
mento de la fraccion soluble en las células. En el caso
del zinc, también estd unido al 4cido fitico que inhibe
su absorcion. En estudios en humanos se ha comproba-
do que los fitatos estdn altamente relacionados con una
disminucion de la absorcidn de zinc en jévenes sanos y
personas mayores. Los prebidticos estimulan la biodis-
ponibilidad del zinc. Por ello su administracién en la
dieta restablece la absorcién de este mineral'?’.

Ademds, se atribuyen a los prebidticos, otra serie
de propiedades relacionadas con determinadas enfer-
medades sistémicas. Los carbohidratos prebidticos
(GOS, FOS, inulina) reducen la presién arterial, asi
como los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos
y fosfolipidos en sangre; ademds de la sintesis de tri-
glicéridos y 4cidos grasos en el higado minimizando el
riesgo de desarrollar diabetes, obesidad y ateroescle-
rosis**!4, Por otra parte, los cambios producidos en el
metabolismo lipidico pueden ser una consecuencia de
la produccién de SCFA, que pueden inducir cambios
metabdlicos en el higado.

Los prebidticos y concretamente la lactulosa, tam-
bién se utilizan en el tratamiento de la encefalopatia
portal sistémica, enfermedad que afecta al sistema
nervioso central, por la elevacién del contenido de
amonfaco en sangre. Estd provocada por el amonfaco
y otras neurotoxinas generadas por ciertas bacterias
gastrointestinales y puede deberse a una ingesta alta
de protefnas en la dieta. Los prebidticos restablecen
la microbiota beneficiosa e inhiben el crecimiento de
bacterias productoras de amoniaco. En el caso de pa-
cientes con cirrosis se han utilizado XOS'* y lactulo-
sa'* para controlar los niveles de amonifaco y fenoles
libres en sangre.

A pesar de los numerosos efectos beneficiosos que
pueden ejercer los oligosacdridos prebidticos, hay que
considerar la importancia que tiene el establecimiento
de la ingesta adecuada para evitar efectos adversos ya

que, si ésta es excesiva, podria provocar molestias in-
testinales, diarrea y flatulencia. Se ha demostrado que
una ingesta por encima de 20 g/dia de GOS podria pro-
vocar diarrea’. Para establecer la ingesta adecuada, hay
que tener en cuenta el tipo de oligosacdrido, aunque en
la mayoria de los casos una ingesta de 15 g/dia puede
incrementar la poblacidn de bifidobacterias'*. Por otra
parte, también habria que tener en cuenta la microbio-
ta de cada individuo, Roberfroid!'* establecié que una
ingesta diaria de prebidticos no es tan determinante en
el efecto bifidogénico, sino que estd directamente rela-
cionada con el nimero de bifidobacterias/g presentes
en el organismo antes de empezar la suplementacion
con el prebidtico en la dieta. Hay estudios que han
demostrado que una ingesta de 10 g/dia de GOS, en
individuos sanos de edad media, seria suficiente para
ejercer el efecto bifidogénico. Sin embargo, si el ni-
mero de bifidobacterias de partida es bajo, como po-
dria ser el caso de personas mayores, la ingesta de 2,5
g/dfa serfa suficiente para producir un aumento en la
poblacidn de las bifidobacterias.

Perspectivas futuras de investigacion

En este articulo se pone de manifiesto que la inves-
tigacidn existente sobre prebidticos, hasta el momento,
es extensa y variada. De hecho se ha mostrado que ha
de tenerse en cuenta un gran nimero de factores para
asignar y demostrar las alegaciones de salud que se
formulan en cada uno de los estudios realizados y para
cada carbohidrato considerado. Sin embargo, a nuestro
entender, todavia queda un importante trabajo multi-
disciplinar que realizar, orientado a profundizar en los
aspectos siguientes:

i) Mejora de los métodos de andlisis y de deteccidn
para caracterizar correctamente los carbohidratos pre-
bidticos facilitando, de esta forma, la asignacion de pro-
piedades bioactivas y posible disefio de prebidticos de
segunda generacidn con beneficios concretos de salud;

ii) Definicién de biomarcadores para seleccionar
los grupos microbianos, beneficiosos para la salud, en
funcion de la fermentacidn del prebidtico;

iii) Ensayos de intervencién en humanos bien dise-
fados, robustos y de buena calidad que permitan va-
lorar el efecto del consumo de los prebidticos en la
selectividad, incluyendo para ello un mayor nimero
de grupos bacterianos. Los estudios mecanisticos uti-
lizando biomarcadores objetivos podrian ser de gran
utilidad;

iv) Establecimiento de la ingesta diaria del prebio-
tico para desarrollar la actividad o las actividades atri-
buidas al mismo, asi como la monitorizacién de los
posibles efectos adversos o secundarios a largo plazo
del prebidtico ingerido;

v) Estudio de nuevas aplicaciones de los prebidticos
en la prevencidn y tratamiento de enfermedades como
la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2, las alteraciones
inmunitarias (alergias, etc.), entre otras.
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Aprovechamiento de subproductos de la
industria lactea y de soja para la obtencién de
oligosacaridos prebiéticos

Marta Corzo-Martinez, Gema Garcia-Campos, Alice Luscher, Blanca
de las Rivas, Rosario Murioz, Antonia Montilla y F Javier Moreno
Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacién CIAL (CSIC-
UAM). C/Nicolas Cabrera 9, Universidad Auténoma de Madrid, 28049
Madrid, Espafa.

Resumen

El aprovechamiento de subproductos de la industria agro-
alimentaria se ha convertido en los Ultimos afos en una
actividad de gran importancia econémica. Dos de los sub-
productos mas abundantes son el suero de queseria (SQ)
y el suero de tofu (ST). El SQ, rico en lactosa, ha sido pre-
viamente utilizado para la sintesis enzimatica de galacto- y
glucooligosacéridos potencialmente prebioticos'? Sin em-
bargo, el ST, fuente de sacarosa y a-galactésidos, no se ha
empleado hasta ahora para este fin. Por ello, podria resultar
interesante el desarrollo de una nueva via de revalorizaciéon
del ST, consistente en su utilizacién como sustrato Unico o
en presencia de SQ, para la sintesis de derivados fructo-
silados (DF) potencialmente prebidticos, incluyendo FOS,
o lactosacarosa, con efecto prebidtico cientificamente re-
conocido®“. Asi, el objetivo del presente trabajo ha sido la
obtencion eficiente de lactosacarosa, a partir de SQ:ST, y
DF, a partir de ST, mediante transfructosilacion enzimatica.
La sintesis de lactosacarosa se llevo a cabo en presencia de
la levansacarasa SacB de Bacillus subtilis CECT 39 a 37 °C
y pH 6, durante 180 min. Para la sintesis de DF se empled
el preparado enzimatico Pectinex Ultra SP-L de Aspergillus
aculeatus (60 °C, pH 5,5 y 24 h). Ambas reacciones, monito-
rizadas por LC-RID, dieron lugar a altos rendimientos y una
elevada produccion de DF y lactosacarosa, tras un tiempo
reducido. En conclusion, se ha desarrollado una alternativa
novedosa, sostenible y eficaz de revalorizacién del ST y SQ
mediante la sintesis enzimatica de lactosacarosa y DF, con
alto valor anadido.

Analisis proteémico de las interacciones de
exopolisacaridos aislados de bifidobacterias con
bacteroides fragilis

David Rios-Covién, Borja Sanchez, Noelia Martinez, Nuria Salazar, Mi-
guel Gueimonde y Clara G de los Reyes Gavildan

Departamento de microbiologia y bioquimica de productos lacteos.
Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC), Villaviciosa,
Asturias, Espafa.

Resumen

El género Bacteroides representa hasta un 25% de la micro-
biota intestinal de adultos, mientras que el género Bifidobac-
terium constituye un 3% de ésta. Algunos microorganismos

son capaces de producir carbohidratos complejos, exopoli-
sacaridos (EPS), cuya funcién no esta completamente elu-
cidada. En estudios previos observamos que algunos EPS
producidos por bifidobacterias tienen la capacidad de mo-
dular la microbiota intestinal humana en cultivos fecales. Sa-
bemos también que el patrén de comportamiento de Bacte-
roides durante la fermentacion de estos EPS es dependiente
del EPS utilizado y diferente a lo que ocurre con glucosa. El
objetivo de este trabajo fue profundizar en las interacciones
moleculares de la cepa Bacteroides fragilis DSMZ2151 con
EPS aislados de las cepas B. longum IPLA E44 y Bifidobac-
terium animalis IPLA R1 mediante una aproximacion proted-
mica. Para ello, se realizaron geles de proteinas mediante la
técnica 2D-DIGE comparando los proteomas de Ba. fragilis
obtenidos en presencia de EPS o glucosa como fuentes de
carbono. Las proteinas que mostraron diferencias significati-
vas de produccion fueron identificadas por huella peptidica
mediante MALDI-TOF. Se observé una sobreproduccion en
el enzima metilmalonil-CoA mutasa, implicado en la sintesis
de 4cido propidénico en presencia de EPS. Ademas se ob-
tuvo una mayor produccién de proteinas de membrana, del
enzima o-glucosidasa y una inhibicién en la produccion de
enzimas relacionados con el metabolismo y la biosintesis de
aminodcidos. Algunos de los resultados obtenidos fueron
corroborados mediante gPCR y cromatografia e indican que
la presencia de EPS producidos por bifidobacterias causa
modificaciones en el metabolismo energético y proteico de
Bacteroides fragilis.

Internalizacion de vesiculas de membrana externa
de cepas probidticas y comensales en células de
epitelio intestinal

MA Canas, J Badia, R Giménez y L Baldoma
Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de Farma-
cia, Universitat de Barcelona, Institut de Biomedicina de la UB (IBUB).

Resumen

Las vesiculas de membrana externa (OMVs) son producidas
por todas las bacterias Gram negativas como mecanismos
de transporte y liberaciéon de moléculas, permitiendo interac-
cién a distancia de la bacteria con el entorno y con las células
huésped evitando el riesgo del contacto intercelular directo.
Se han propuesto varios mecanismos para la interaccion y
entrada de las OMVs a la células huésped: (i) fusién con la
membrana plasmatica de la célula huésped, (ii) internaliza-
cién mediada por endocitosis.

En este estudio se han realizado ensayos de internalizacién
de OMVs de la cepa probiética Escherichia coli Nissle 1917
(EcN) y la cepa comensal EcoR12 marcadas con la sonda
fluorescente Rhodamine-18 en células de epitelio intestinal
HT-29 incubadas hasta 3 h a 37°C o 4°C. Los ensayos se
realizaron también en presencia de inhibidores de las vias
de internalizacion, filipina (via lipid rafts) y clorpromazina (via
clatrina). Tras la incubacién, las células fueron marcadas con
WGA (marcador de membrana) y DAPI (marcador de nucleo)
Usando microscopia confocal de fluorescencia observamos
que las vesiculas de EcN y EcoR12 son internalizadas por la
célula huésped y se acumulan a nivel citoplasmatico, sien-
do este un proceso dependiente de temperatura y sensible a
clorpromazina pero no a filipina. Esto sugiere que la internali-
zacion de las OMVs a células epiteliales tiene lugar mediante
endocitosis mediada por clatrina. Estos resultados fueron
confirmados por cuantificacién de la fluorescencia emitida
en células HT-29 o en células HT-29-Mtx (productoras de
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mucina) incubadas con OMVs marcadas con R-18 usando el
equipo Modulus™ Microplate Fluorometer.

Estudio de los efectos inmunomoduladores del
(1-3)-p-D-glucano sustituido en posicién O-2 en
modelos in vitro y ex vivo

Sara Notararigo’, Maria Antolin?, Encarnacidn Varela?, Angel Corbf",
Francisco Guarner? y Paloma Ldpez’

'Centro de Investigaciones Bioldgicas-CSIC, Departamento de Micro-
biologia molecular y biologia de las infecciones, c/Ramiro de Maeztu,
9 28040 Madrid Espafia. 2Vall d’hebron Institut de Recerca, Departa-
mento de Fisiologia i Fisiopatologia Digestiva, Ed. Recerca Mediterra-
nia, Passeig de la Vall d’Hebron 1, 08035 Barcelona, Espafia.

Resumen

Los B-glucanos son polisacaridos aislados de cereales, de hon-
gos y de bacterias y tienen un creciente interés en el desarrollo
de alimentos funcionales ya que se ha demostrado su eficacia
en la reduccién de los niveles del colesterol sérico, su efecto
como anticancerigenos, antioxidantes e inmunomoduladores.
Hemos demostrado previamente que el (1-3)-p-D-glucano sus-
tituido en posicién O-2 producido por bacterias lacticas, es
capaz de inmunomodular macréfagos humanos in vitro. Para
caracterizar la funcionalidad de dicho B-D-glucano se ha estu-
diado su efecto en macréfagos, y en modelos in vitro y ex vivo
de mucosa intestinal inflamada. Se ha valorado, el nivel de 43
proteinas fosforiladas en macréfagos tratados con el polisaca-
rido o con lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli como con-
trol de activacion positivo. El primero activo la via PI3K/mTOR
y la fosforilacién de proteinas Src, mientras que LPS activo las
vias de la MAPK y p38. Se han evaluado 84 genes, involucra-
dos en las vias de sefalizacion del NFkB utilizado el kit NFkB
Signaling Pathway PCR Array Qiagen, en modelo ex vivo, y se
detectd regulacion diferencial de la expresion de 14 genes por
el B-D-glucano Finalmente, la valoracién en el modelo in vitro de
los niveles de citoquinas pro- y anti-inflamatorias (TNF-o,, IL-8, e
IL-10) y los niveles de expresion de sus genes, reveld un efecto
anti-inflamatorio del -D-glucano tras 6 horas de tratamiento.
Estos resultados sugieren que el (1-3)-B-D-glucano sustitui-
do en posicién O-2, podria tener un efecto beneficioso en
individuos inmunodeprimidos y en pacientes afectados por
la Enfermedad de Crohn.

Papel de los exopolisacaridos producidos por
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis en las
interacciones bacteria-hospedador

C Hidalgo-Cantabrana'®?, P Ldpez?, E Varela®, F Algieri*, A Rodri-
guez-Nogales*, A Sudrez?, M Antolin®, F Guarner®, J Géalvez*, A Mar-
golles’ y P Ruas-Madiedo’

'Departamento de Microbiologia y Bioquimica de Productos Lacteos,
Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC), Asturias,
Espafa. 2Area de Inmunologia, Departamento de Biologia funcional,
Universidad de Oviedo, Asturias, Espafia. *Departamento de Gas-
troenterologia, Instituto de Recerca Vall d’Hebron, Barcelona, Espafia.
‘Departamento de Farmacologia, Universidad de Granada, Granada,
Espafa.

Resumen

Los exopolisacaridos (EPS) bacterianos son polimeros de na-
turaleza glicosidica que se encuentran rodeando la bacteria o
unidos débilmente formando una matriz en el exterior. Estos
polimeros confieren una ventaja adaptativa a la bacteria en el
tracto gastrointestinal (TGI). En bifidobacterias, se ha demostra-
do que las cepas productoras de EPS pueden modificar el perfil

de la microbiota, ejercer un papel protector frente a patégenos
y sustancias téxicas y modular la respuesta del sistema inmune.
En nuestro grupo hemos obtenido un modelo de cepas isogé-
nicas de B. animalis subsp. lactis productoras de distinto EPS
(mucoide y ropy), que nos ha permitido estudiar la relevancia
fisiolégica que tienen estos polimeros. Hemos demostrado que
la cepa productora de un EPS de alto peso molecular (HMW-
EPS, 106 Da), responsable del fenotipo ropy, tiene mayor ad-
hesion a la linea celular intestinal HT29 y sobrevive mejor a las
condiciones del TGl simulado que la cepa mucoide. Ademas,
los co-cultivos in vitro de las cepas con PBMCs humanos y los
co-cultivos ex vivo con tejido de colon humano mostraron un
efecto anti-inflamatorio, para la cepa ropy productora del HMW-
EPS. En vista de estos esperanzadores resultados, hemos lleva-
do a cabo una intervencion in vivo empleando un modelo mu-
rino con colitis inducida. Los resultados preliminares muestran
que nuestras cepas de B. animalis subsp. lactis son capaces de
sobrevivir a las condiciones del TGl y la cepa ropy es capaz de
producir una disminucion del indice de actividad de la enferme-
dad. Actualmente estamos analizando los parametros inmunes
y la expresion génica para estudiar la posible relacion de la cepa
ropy con la disminucién en la severidad de la enfermedad.

Sintomas y cambios en la colonizacion microbiana
intestinal en pacientes con sindrome del intestino
irritable

Marta Pozuelo’, Suchita Panda’, Alba Santiago’, Sara Mendez?, Anna
Accarino?, Francisco Guarner’??, Fernando Azpiroz'?° y Chaysavanh
Manichanh'?

Digestive System Research Unit, Vall d’Hebron Research Institute,
Passeig Vall d’Hebron 119-129, Barcelona 08035, Spain. 2Digestive
Unit, University Hospital Vall d’Hebron, Passeig Vall d’Hebron 119-
129, Barcelona 08035, Spain. *Centro de Investigacion Biomedica en
Red en el Area tematica de Enfermedades Heptaticas y Digestivas,
CIBERehd, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Spain.

Resumen

Antecedentes y objetivos: Dada la gran heterogeneidad cli-
nica del sindrome de intestino irritable (IBS) y los multiples
factores que afectan el microbioma intestinal, aunque se han
identificado cambios en el perfil microbiano de estos pacien-
tes, no existe un patrén consistente entre los distintos estu-
dios. Nuestro objetivo ha sido abordar una cohorte amplia de
pacientes y controles para detectar marcadores microbianos
asociados a la expresion sintomatica y subtipo de IBS.
Métodos: Se han analizado mas de 20 millones de secuen-
cias de 16S rRNA, generadas de un total de 290 muestras de
heces, que fueron obtenidas de 113 pacientes con IBS y 66
controles sanos.

Resultados: La caida de diversidad microbiana caracteristi-
ca de los pacientes con IBS incluye la pérdida de algunos
grupos poco abundantes del filo Firmicutes y del dominio Ar-
chaebacteria. Cuatro grupos microbianos discriminan IBS-A
e IBS-D de IBS-C y sujetos sanos. La produccién excesiva
de gas y el dolor abdominal se correlaciona con varias es-
pecies bacterianas. Los niveles de Barnesiellaceae, que es
mas abundante en mujeres sanas que en hombres sanos,
se correlacionan significativamente con los indices de dolor
abdominal. Por ultimo, los pacientes con IBS tratados con
inhibidores de la bomba de protones presentan una mayor
abundancia relativa de Haemophilus.

Conclusiones: La caracterizacion espectral del microbioma
intestinal de pacientes con IBS ha identificado posibles fir-
mas microbianas asociadas a género, sintomas, subtipos de
IBS, y uso de medicamentos.
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Aplicacion de gradientes de densidad en el
aislamiento de microbiota fecal

Arancha Hevia', Abelardo Margolles’ y Borja Sénchez?

"Instituto de Productos Lacteos de Asturias - Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas (IPLA-CSIC). Departamento de Microbiolo-
gia y Bioquimica de Productos Lacteos, Paseo Rio Linares s/n, 33300
Villaviciosa, Asturias, Espafia. 2Grupo de Nutricién y Bromatologia,
Departamento de Quimica Analitica y Alimentaria; Facultad de Cien-
cia y Tecnologia de la Alimentacion, Universidad de Vigo - Campus
Ourense, E-32004 Ourense, Espaia.

Resumen

En este trabajo se muestra que la separacién de microor-
ganismos del resto de matriz fecal presente en las heces,
mediante el uso de gradientes de densidad con resina Nyco-
denz®, no afecta globalmente al perfil de microbiota del do-
nante comparado con la muestra sin tratar. Para ello se obtu-
vieron muestras fecales de pacientes con Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) y donantes sanos. La microbiota se separé
del resto del material fecal en un solo paso de centrifugacion
a través del gradiente de densidad, se extrajo el ADN, y se
utilizé un método optimizado de analisis basado en la ampli-
ficacion parcial del gen del 16S rRNA para determinar el perfil
microbiano. La comparacién de estos perfiles evidencié una
ausencia de efecto de la extraccién en gradiente sobre los
grupos bacterianos mayoritarios.

Complementariamente, los perfiles microbianos se agrupa-
ron usando diferentes métodos de ordenacién y reduccion
dimensional y se calcularon las matrices de similitud entre
muestras. Como regla general, se observé un agrupamien-
to entre si de las muestras aisladas/no aisladas, lo que su-
giere que las comunidades microbianas aisladas utilizando
gradientes de Nycodenz® son representativas de aquellas
presentes en las heces de origen. En resumen, este trabajo
proporciona un protocolo sencillo para la separaciéon de mi-
crobiota fecal del resto de materia fecal.

Estudio de la evolucion de la microbiota fecal
durante la ingesta de isoflavonas de soja
mediante metagendmica filogenética

Lucia Guadamuro’, M Andrea Azcarate-Peril?, Pedro Belda-Ferre®,
Ana Belén Fldrez', Baltasar Mayo' y Susana Delgado’

"Departamento de Microbiologia y Bioquimica, Instituto de Productos
Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC), Paseo Rio Linares, s/n, 33300-Villa-
viciosa, Asturias, Spain. 2Department of Cell Biology and Physiology
and Microbiome Core Facility, School of Medicine, University of North
Carolina (UNC), Chapel Hill, NC 27599-7545, North Carolina, USA.
3Laboratorio del Microbioma Oral, Centro Superior en Salud Publi-
ca (FISABIO-CSISP), Avenida de Cataluiia, n° 21, 46020-Valencia,
Spain.

Resumen

Las isoflavonas de la soja se emplean en el tratamiento de los
sintomas de la menopausia debido a su actividad estrogéni-
ca. Sin embargo, la ingesta de estos compuestos produce
efectos poco caracterizados en las poblaciones microbianas
intestinales. Algunos microorganismos intestinales estan re-
lacionados con el metabolismo de estas sustancias y podrian
mediar en sus efectos beneficiosos.

En este trabajo se han estudiado los cambios en la microbiota
fecal de una mujer menopausica productora de equol en tra-
tamiento con isoflavonas durante seis meses mediante piro-
secuenciacién de amplicones del ADNr 16S bacteriano. Para
distinguir las poblaciones viables de las muertas, las mues-

tras fecales se trataron o no con monoazida de etidio (EMA).
Se obtuvieron alrededor de 3.700 secuencias de calidad
por muestra, que tras su agrupamiento al 95% de identidad
correspondieron con alrededor de 500 unidades taxonémi-
cas operacionales (OTUs). Tras la asignaciéon taxondémica se
comprobd que mientras que el género Bifidobacterium dismi-
nuy6 drasticamente, otros géneros bacterianos se incremen-
taron significativamente durante el tratamiento ya desde el
primer mes como Ruminococcus, Blautia, Faecalibacterium
y Coprococcus. Entre ellos destacan los pertenecientes a la
familia Coriobacteriaceae (Eggerthella, Collinsella), relaciona-
da con el metabolismo de las isoflavonas. Con el empleo de
EMA la diversidad bacteriana, determinada mediante estima-
dores no paramétricos (ACE, Chao1), se redujo hasta unas
200 OTUs por muestra, y los cambios en algunos de estos
grupos microbianos no fueron tan notables. Esto sugiere que
muy posiblemente estos tipos bacterianos se encuentran en
estados poco viables, lo que dificultara su aislamiento en cul-
tivo y su propagacion in vitro.

Transposon mutagenesis in Bifidobacterium
breve: construction and characterization of a
tn5 transposon mutant library in Bifidobacterium
breve UCC2003

Lorena Ruiz, Mary O Connell-Motherway, Noreen Lanigan and Douwe
van Sinderen

Alimentary Pharmabiotic Centre and Department of Microbiology, Na-
tional University of Ireland, Cork, Western Road, Cork, Ireland.

Abstract

Bifidobacteria are claimed to contribute positively to human
health through a range of beneficial or probiotic activities,
including amelioration of gastrointestinal and metabolic
disorders, and therefore this particular group of gastroin-
testinal commensals has enjoyed increasing industrial and
scientific attention in recent years. However, the molecular
mechanisms underlying these probiotic mechanisms are still
largely unknown, mainly due to the fact that molecular tools
for bifidobacteria are rather poorly developed, with many
strains lacking genetic accessibility. Indeed transformation
efficiencies in bifidobacteria are generally too low and only
targeted mutations based on homologous recombination had
been successfully achieved in some strains. In this work, we
describe the generation of transposon insertion mutants in
two bifidobacterial strains, B. breve UCC2003 and B. breve
NCFB2258. We also report the creation of the first transposon
mutant library in a bifidobacterial strain, employing B. bre-
ve UCC2003 and a Tn5-based transposome strategy. This
collection of mutants was found to be composed of clones
containing single transposon insertions which appear to be
randomly distributed along the genome. The usefulness of
the library to perform phenotypic screenings was confirmed
through identification and analysis of mutants displaying de-
fects in carbohydrate metabolism features. Further applica-
tions of this kind of mutants’ collection will be discussed.

Participacion de proteinas bacterianas
multifuncionales en la regulacion de la inflamacién
de las células epiteliales

Christine Bauerl, José Maria Coll, M Carmen Collado, Jesus Rodriguez
Diaz, Vicente Monedero and Gaspar Pérez Martinez*

*Laboratorio de Bacterias Lacticas y Probioticos, Instituto de Agroqui-
mica y Tecnologia de Alimentos (CSIC), Valencia.
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Resumen

En la microbiota intestinal existen especies bacterianas que
interaccionan de forma beneficiosa con el intestino huma-
no, desarrollando mecanismos de comunicacion molecular
con la mucosa intestinal. Hemos clonado y purificado varias
proteinas de Lactobacillus casei BL23. Las autolisinas p40 y
p75, responsables de la actividad antiapoptética de Lacto-
bacillus rhamnosus y Lactobacillus casei, y que poseen gran
capacidad de adhesién a cultivos de células epiteliales. Am-
bas proteinas poseen diferente patrén antiinflamatorio cuan-
do se ensay®d la expresion de quimioquinas proinflamatorias
(I-TAC, IP10, IL-8, CCL20, CXCLS6) en células HT29. Por otro
lado, se comprob6 la capacidad de unién a fibronectina, fi-
brinégeno, colageno y mucina de p40, p75, y de diversas
proteinas seleccionadas por su capacidad de adhesiéon a
colageno y fibronectina, como la proteina de unién a fibro-
nectina (FbpA), gliceraldehido-3P deshidrogenasa (GAPDH)
y enolasa (Eno), mediante un biosensor de plasmon de su-
perficie (Biacore T100). Sélo la FopA mostrd gran capacidad
de unién a fibronectina y las otras matrices, no obstante, el
resto de las proteinas seleccionadas mostraron valores altos
del componente de resolucion del complejo (K ), lo que hace
la unién muy estable en el tiempo. Finalmente, se analizé la
actividad antiinflamatoria de todas las proteinas purificadas
en un sistema de células transfectadas con el vector pNIFTY,
que aporta a los cultivos un gen trazador que se expresa a
partir de un promotor regulado por NF-xB. Se observé efec-
to proinflamatorio de p40 y p75, y antiinflamatorio para Eno
y GADPH.

VETERINARIA

Actividad probiética de la bacteria
acido lactica Lactobacillus pentosus LB-31 en
pollos de ceba

Yaneisy Garcia-Hernandez!, Tania Pérez-Sanchez?, Mayriulis Pérez’,
Yanelys Garcia-Curbelo’, Barbara Rodriguez', Ramdn Boucourt', Ve-
rena Torres', Nereyda Albelo’, Odalys Nufiez'!, Juan A Guzman', Mila-
gro Febles’ y Aida C Noda’

'Instituto de Ciencia Animal (ICA). Carretera Central km 47 2, 32700,
San José de las Lajas, Mayabeque, Cuba. e-mail: yaneisyg@ica.co.
cu. 2Departamento de Patologia Animal, Facultad de Veterinaria, Uni-
versidad de Zaragoza, Espafia.

Resumen

Para evaluar la actividad probiética de la bacteria acido lactica
Lactobacillus pentosus LB-31 en algunos indicadores fisiolo-
gicos y productivos de pollos de ceba, se utilizé un disefio
completamente aleatorizado y se establecieron dos grupos de
animales, cada uno con cien pollos. El primer grupo consumié
una dieta basal de maiz y soya, y el segundo la dieta basal
con la adicién de L. pentosus LB-31, a una concentraciéon de
108 ufc/g™" de alimento. Con la inclusién de este lactobacilo se
observaron variaciones en los indicadores morfolégicos como
incremento del peso relativo (g/kg™ de peso vivo) del intestino
grueso e intestino delgado a los 21 d, disminucién de este ul-

timo 6rgano a los 42 d (38,71 vs 34,26; P<0,01) e incremento
de los ciegos a los 35 d (5,27 vs 6,00; P<0,05). Al final de la
experimentacion, incrementé el rendimiento de la canal (53,81
vs 55,25 %; P<0,01) y la pechuga (24,86 vs 27,05 %; P<0,01)
con respecto al control, asi como se observé buen estado de
salud de los animales y mejora de la respuesta vacunal de los
animales tratados (P<0,05). No se encontraron diferencias
para el peso relativo de los 6rganos anexos al tubo digestivo ni
para la concentracion de acidos grasos volatiles totales y el pH
del contenido cecal. Se concluye que la adicién de L. pentosus
LB-31 en la dieta de los pollos produce una respuesta de tipo
probiética en el comportamiento de algunos indicadores fisio-
l6gicos y productivos de estos animales.

Impact of fishmeal replacement in diets

for gilthead seabream (Sparus aurata) on
gastrointestinal microbiota by pyrosequencing the
16S rRNA gene

G Estruch?, MC Collado’, DS Periaranda?, A Tomas Vidal’, M Jover
Cerdd?, S Martinez-Llorens? y G Pérez Martinez’

"Institute of Agrochemistry and Food Technology, Spanish National
Research Council (IATA-CSIC), Department of Biotechnology. Av.
Agustin Escardino 7, 46980 Valencia, Spain. 2Grupo de Acuicultura
y Biodiversidad del Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal (ICTA).
Universitat Politecnica de Valéncia. Camino de Vera, s/n 46022. Va-
lencia, Spain.

Abstract

Huge research efforts are invested to replace fishmeal in
aquafeeds to keep fish production profitable. Gastrointestinal
microbiota has been studied in the seabream (Sparus aurata)
to understand the effect of total fishmeal replacement in feed
by vegetable meal. Growth, survival and nutrient utilisation
indices were considered and microbial composition from sto-
mach, foregut, midgut and hindgut was analysed by using
high-throughput 16S rDNA sequencing, as well as the micro-
bial profiles of the recirculating water. We found that in the
stomach the dominant phylum was Proteobacteria, followed
by Firmicutes, and Actinobacteria, while Actinobacteria, Pro-
tebacteria and Firmicutes were predominant in the gut. The
microbial composition of the recirculating water system was
totally different to the seabream gastrointestinal tract. Total
fishmeal replacement had an important impact on the micro-
biota profile: (i) the microbiota of fish fed fishmeal diet was
more homogeneous throughout gut; (ii) fish fed with the ve-
getable meal mixture diet had a high proportion of chloro-
plasts and mitochondria from vegetable dietary ingredients
in the stomach; and (i) Streptococcus (p-value: 0,006) and
Photobacterium (p-value: 0,032) dominated in the fishmeal
and vegetable-meal diets, respectively. Both diets were very
different in the hindgut, as shown by Principal Component
Analysis, supporting the association of specific bacterial con-
sortia to diet. Differences in growth and nutritive parameters
were not observed, however there was a negative effect of
vegetable feed on the survival rate. Further studies will try
to modulate the microbiota associated to the gastrointestinal
tract of the seabream fed plant-based diets with pro or pre-
biotics in order to reduce mortality.
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Association between lipid peroxidation marker,
C-reactive protein, serum trace elements and
fecal microbiota in lupus

Adriana Cuervo’, Arancha Hevia?, Claudia GémeZz', Patricia Lépez', Ana
Sudrez', Borja Sanchez?, Abelardo Margolles? and Sonia Gonzalez'*
"Department of Functional Biology, University of Oviedo, Oviedo, Astu-
rias, Spain. 2Department of Microbiology and Biochemistry of Dairy Pro-
ducts, Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA), Consejo Supe-
rior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Villaviciosa, Asturias, Spain.

Abstract

Our group has recently reported an intestinal dysbiosis, with a
lower Firmicutes/Bacteroidetes ratio, in systemic lupus erythe-
matosus (SLE), autoimmune disease in which inflammation and
oxidative stress could be involved. The aim of this study was
to compare the serum levels of antioxidants, malondialdehyde
(MDA) and C-reactive protein (CRP), and to evaluate their as-
sociation with intestinal microbiota, in 26 women suffering from
SLE and 27 age-matched controls. Serum concentration of CRP
was determined by enzymatic methods, folic acid and vitamin
B,, by chemiluminescence; copper, zinc and selenium by induc-
tively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and MDA
and total antioxidant capacity (TAC) by spectrophotometric me-
thods. Intestinal microbiota profile was evaluated by lon Torrent
16S rRNA gene-based analysis. Results did not reveal increased
levels of lipoperoxidation and CRP in SLE subjects compared
to controls. Higher concentration of serum copper and lower of
zinc was found in these patients in comparison with controls.
Also, CRP was found directly associated with serum copper and
Verrucomicrobia levels, whereas zinc was indirectly associated
with Fimicutes. These results could be useful in the future to go
deeper into the understanding of this complex disease.

Intestinal effects after the consumption of
Lactobacillus coryniformis CECT5711 strain by
healthy adults

Noemi Redondo’, Alina Georghe’, Ruth Serrano’, M Paz Diaz-Rope-
ro?, Mdnica Olivares?, Esther Nova' y Ascensién Marcos’
"Immunonutrition Group (Metabolism and Nutrition Department) - Ins-
titute of Food Science, Technology and Nutrition, Spanish National
Research Council (ICTAN-CSIC). José Antonio Novais st, 10 - 28040
- Madrid. 2Biosearch S.A. Purchil st, 66 - 18004 - Granada. Spain.

Abstract

A good functionality of the gastrointestinal tract is essential to
the individual wellbeing, highlighting the biological importan-
ce of the bacteria that colonize our intestine. Research stu-
dies have shown a positive effect on the intestinal transit, the
microbial composition and the resistance against pathogens
after probiotics intake. These beneficial bacteria are also able
to produce short chain fatty acids (SCFA), which promote in-
testinal health. For this purpose, we performed this study in
one hundred twenty three healthy adults to analyze the gas-

trointestinal (Gl) effects after the oral intake of a probiotic stra-
in, Lactobacillus coryniformis CECT5711 during six weeks.
Volunteers were randomized into 3 groups: placebo, probiotic
or mixed (consuming probiotic during two weeks and placebo
during the last four weeks). Stool samples were taken at the
beginning, after two weeks and at six weeks of treatment. Mi-
crobiota composition was analyzed by quantitative PCR, SCFA
production by gas chromatography and frequency and inten-
sity of Gl symptoms (borborigms, flatulence, bloating, nausea
and abdominal pain) by a specific questionnaire.

There were no differences between groups regarding microbio-
ta composition and SCFA production. This could be due to the
fact that microbial composition remains stable throughout life
in healthy individuals, and SCFA production depends on the
type of strain ingested. However, probiotic and mixed groups
showed a high trend to reduce the frequency of symptoms at
the end of the study (P=0.054) compared to the placebo group,
suggesting that probiotic intake could exert a positive effect
on intestinal wellness even in a healthy state on which these
symptoms are normally absent.

El consumo de una leche fermentada con la
presencia de bacterias probiéticas por un corto
periodo de tiempo mejora la funcién conductual e
inmunitaria de ratones viejos

C Hunsche, J Cruces, A Garrido, O Hernandez y M De La Fuente
Departamento de Fisiologia Animal Il. Facultad de Ciencias Biol6gi-
cas. Universidad Complutense de Madrid.

Resumen

El envejecimiento supone un deterioro progresivo de los siste-
mas homeostaticos como el nervioso e inmunolégico. Dado que
el mantenimiento de la homeostasis es la base de la salud, los
cambios funcionales en esos sistemas con la edad explican el
aumento de la morbilidad y mortalidad al envejecer. Los probio-
ticos parecen ser una buena estrategia nutricional en el proceso
de envejecimiento, principalmente en las funciones neurol6gi-
ca e inmunoldégica. El objetivo del presente trabajo fue investi-
gar en ratones viejos los efectos del consumo de un alimento
con probidtico, por un periodo corto de tiempo, en parametros
conductuales e inmunoldgicos. Se usaron 3 grupos de ratones
hembras viejas ICR-CD1: 1) Bebieron leche fermentada con L.
casei DN114001 y vitaminas B6 y D; 2) leche desnatada con
esas vitaminas; 3) s6lo agua (controles) y un grupo de ratonas
adultas (control de edad). Tras 1 y 4 semanas se evaluaron una
serie de parametros conductuales y de funcionalidad de las cé-
lulas inmunitarias peritoneales. Ademas, también fue estudiado
el efecto in vitro de esas leches en la funcionalidad de los linfoci-
tos. Los resultados mostraron una mejor conducta (disminucién
de la ansiedad) y funcién inmunitaria (fagocitosis, actividad NK,
linfoproliferacion,..) tras una semana de consumo de leche con
probiético, en muchos parametros y en todos tras 4 semanas.
Los valores de estos parametros, que estaban deteriorados en
los controles viejos, se acercaron a los de los adultos. Se podria
concluir que el consumo de probidticos es una buena estrategia
para promover una longevidad saludable.

A pea (Pisum sativum L.) Seed extract exhibits
intestinal anti-inflammatory effect in the DSS
model of mouse colitis

Teresa Vezza!, Francesca Algieri', Alba Rodriguez-Nogales’, Pilar Utri-
lla, Luis A Rubio? M Jesus Peinado? Raquel Ruiz?, Alfonso Clemen-
te?, Maria Elena Rodriguez-Cabezas’ y Julio Galvez'
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'Department of Pharmacology, CIBER-EHD, CIBM, ibs. GRANADA,
University of Granada, Spain. 2Physiology and Biochemistry of Animal
Nutrition (EEZ, CSIC), Granada, Spain.

Abstract

Introduction: Nutritional management of IBD patients is key
for the amelioration of the disease together with drug the-
rapy. Pea (Pisum sativum L.) seed extracts have revealed to
possess anti-inflammatory and immunomodulatory activities.
The present study evaluates the preventative effects of a pea
seed extract (PSE) in the mouse model of DSS-induced co-
litis, and the contribution of its purified albumin fraction (AF-
PSE), which contains a serine protease inhibitor (pea BBI), in
its beneficial activity.

Material and Methods: Male C57BL/6J mice were assigned to
four groups: Non colitic and DSS controls, and three treated
groups which received PSE (300 mg/animal/day), AF-PSE (30
mg/animal/day) or soybean BBI (1 mg/animal/day) starting 14
days before DSS (3.5% in drinking water for 5 days) colitis
induction. Colonic damage was evaluated measuring the ex-
pression by gPCR of pro-inflammatory cytokines (TNFa, IL-6
and IL-12), the enzymes iINOS and COX-2, metalloproteina-
ses MMP-2, MMP-9 and MMP-14, the adhesion molecule
ICAM-1, and markers of intestine epithelial integrity (mucin
MUC-3 and occludin).

Results: The administration of PSE, AF-PSE or soybean BBI
showed intestine anti-inflammatory effects as evidenced
by an improvement in DAI values. Biochemically, PSE, AF-
PSE and soybean BBI were able to reduce the expression
of different proinflammatory markers, including cytokines,
iNOS, COX-2, metalloproteinases and the adhesion molecu-
le ICAM-1; however, only PSE increased the expression of
MUC-3 and occludin.

Discussion: PSE and AF-PSE showed beneficial effects in
the DSS model of mouse colitis by down-regulating the im-
mune response and improving the intestine barrier function.
The protease inhibitor (pea BBI) present in the seed albumin
fraction is likely to be mainly responsible for this immunomo-
dulatory activity.

Optimizacion del andlisis de carbohidratos
prebiéticos por cromatografia liquida y detector
evaporativo de luz difusa

Elena Pérez-Ldpez, Luis Condezo-Hoyos y Pilar Rupérez
Departamento de Metabolismo y Nutricién, Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos y Nutricién (ICTAN), Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), José Antonio Novais 10, Ciudad
Universitaria, ES 28040-Madrid, Spain.

Resumen

Los carbohidratos indigeribles tienen capacidades prebioti-
cas al ser fermentados selectivamente por las bacterias del
colon y los solubles son mas efectivos que los insolubles. En
este trabajo, se propone un método de andlisis de carbohi-
dratos solubles de un amplio rango de masas moleculares
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
y un detector evaporativo de luz difusa (ELD). Este detector,
de creciente uso en el andlisis individual de carbohidratos, no
ha sido aplicado en el andlisis simultaneo de carbohidratos,
como los presentes en muestras reales. EIl método HPLC-
ELD fue optimizado utilizando un modelo de respuesta-su-
perficie (MRS) y patrones de monosacaridos, disacaridos, oli-
gosacaridos (incluyendo fructo- o o-galacto-oligosacaridos)
y polisacéridos. El método HPLC-ELD muestra linealidad en

un amplio rango de concentraciones, una alta sensibilidad
y repetitividad para el analisis cuantitativo (concentracion) y
cualitativo (masa molecular) en muestras que incluyen pecti-
na de manzana, inulina, verbascosa, estaquiosa y rafinosa, El
método propuesto puede ser de utilidad para el andlisis si-
multaneo de carbohidratos solubles con potencial prebiético
presentes en alimentos y suplementos dietéticos.

Modulacién de la produccion de citokinas in vivo
por Lactobacillus plantarum C4

S De Montijo’, T Bergillos-Meca?, E Moreno', A Lasserrot’, MD Ruiz-
Ldépez?4, A Ruiz-Bravo' y M Jiménez-Valera’

'Departamento de Microbiologia, Universidad de Granada. 2Departa-
mento de Nutricién y Bromatologia, Universidad de Granada. ®Biotmi-
crogen S.L., Parque Tecnolégico de Ciencias de la Salud, Granada.
‘Instituto de Nutricion y Tecnologia de los alimentos. Universidad de
Granada. Espafa.

Resumen

La cepa C4 de Lactobacillus plantarum se ha caracterizado
como microorganismo probiético, capaz de sobrevivir en el
tracto gastrointestinal y de ejercer efectos beneficiosos en ani-
males de experimentacion. En este trabajo se ha investigado
la modulacién por C4 de los niveles de citokinas en plasma
y contenido cecal de ratones. La cepa C4, incorporada a un
vehiculo lacteo fermentado, se administrd por via intragastrica
durante 15 dias. Como controles, se utilizaron grupos de rato-
nes a los que se administrd, durante el mismo periodo, agua
o el vehiculo lacteo fermentado. Al finalizar el tratamiento, una
fraccion de los animales de cada grupo se sometié a desafio
con una cepa virulenta de Yersinia enterocolitica O9 por via
intragastrica. Los niveles plasmaticos de TNF-o. no experimen-
taron modificaciones significativas en ninguno de los grupos.
Los valores mas altos de IFN-y en plasma correspondieron a
los grupos que recibieron probidtico. Tanto el probidtico como
Y. enterocolitica tendieron a aumentar los niveles plasmaticos
de IL-10, pero los incrementos solo fueron significativos en el
grupo que recibié ambas bacterias. En cuanto a las medidas
en contenido cecal, la infeccion con Y. enterocolitica incremen-
16 el nivel de TNF-a;; el probidtico solo no lo modificé, pero po-
tenci6 el incremento debido a Y. enterocolitica. Tanto el probio-
tico como Y. enterocolitica disminuyeron los niveles cecales de
IL-10. En conclusién, en este modelo experimental la cepa C4
tiene efecto antiinflamatorio a nivel sistémico pero no intesti-
nal, y potencia la respuesta defensiva frente a Y. enterocolitica.

La suplementacién con proteinas de plasma animal
reduce la respuesta inflamatoria en un modelo
murino de inflamacién pulmonar e intestinal

Lluisa Mird"?, Monica Maijé’, Javier Polo? Miquel Moretd’ y Anna Pé-
rez-Bosque'

"Departament de Fisiologia, Facultat de Farmacia; Institut de Nutricié
i Seguretat Alimentaria, Universitat de Barcelona. 2APC Europe, Gra-
nollers, Barcelona.

Resumen

Estudios previos demostraron que la suplementacion dieté-
tica con proteinas plasmaticas reduce la respuesta inmunitaria
intestinal inducida por la enterotoxina B de S. aureus (SEB),
asi como la inflamacién pulmonar aguda inducida por lipopo-
lisacéarido (LPS). En este trabajo nos hemos planteado si las
dietas suplementadas con plasma porcino atomizado (spray-
dried plasma, SDP, al 8%) o con un concentrado de inmuno-
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globulinas (IC al 2%) pueden modular la respuesta inflamatoria
frente a una inflamacién pulmonar e intestinal. Se han utilizado
ratones que recibieron las dietas experimentales (Control, SDP
0 IC) durante 14 dias después del destete. La inflamacion pul-
monar se indujo mediante la administracion intranasal de LPS
(12,5 pg) el dia 32 y transcurridas 6 h se les administré SEB (25
Hg) por via intraperitoneal. La respuesta inflamatoria se carac-
terizé por un aumento del reclutamiento de leucocitos en el la-
vado broncoalveolar y en los ganglios linfaticos mesentéricos
(GLM), del porcentaje de monocitos y neutréfilos activados
(P<0,05) y de la expresion de TNF-o e IFN-y en ambas muco-
sas. Los dos suplementos atenuaron los efectos de la estimu-
lacién con SEB y LPS sobre los GLM (P<0,05) y la expresion
de citoquinas pro-inflamatorias en la mucosa pulmonar, pero
sélo el SDP redujo la activacién de neutréfilos y monocitos
pulmonares (P<0,05). Estos efectos se acompafaron de un
incremento de la IL-10 en ambas mucosas (P<0,05), aunque
so6lo el SDP incrementd la expresion de TGF-f (P<0,05). La su-
plementacién con proteinas plasmaticas atenta la inflamacion
intestinal y pulmonar mediante el incremento de la expresion
de citoquinas anti-inflamatorias.

La suplementacion dietética con proteinas
plasmaticas modula la respuesta inmunitaria
intestinal frente a la enterotoxina B de
Staphyloccus aureus en un modelo murino

Lluisa Mird'2, Monica Maijé', Javier Polo?, Miquel Moretd’ y Anna Pé-
rez-Bosque’

'Departament de Fisiologia, Facultat de Farmacia; Institut de Nutricid
i Seguretat Alimentaria, Universitat de Barcelona. 2APC Europe, Gra-
nollers, Barcelona.

Resumen

En animales de granja, la suplementacién dietética con protei-
nas plasmaticas de origen animal se utiliza como alternativa
al uso de antibiéticos como promotores del crecimiento. Esta
suplementacion reduce la respuesta inflamatoria del tejido lin-
foide asociado al intestino (GALT) inducida por la enterotoxina
B de S. aureus (SEB). El objetivo es estudiar como la suplemen-
tacion con plasma atomizado (spray-dried plasma, SDP, al 8%)
modula los efectos del SEB. Se emplearon ratones C57BL/6,
alimentados con la dieta durante 14 dias a partir del destete
(dia 19). El dia 32 se les administrd 25 pg de SEB por via intra-
peritoneal para inducir una inflamacion intestinal aguda. Trans-
curridas 24 h de la administraciéon de la toxina, los animales
presentaron un mayor reclutamiento de leucocitos en los gan-
glios linfaticos mesentéricos, y un incremento en la activacion
de linfocitos Th, asi como un mayor porcentaje de poblaciones
pro-inflamatorias (Th1, Th2 y Th17, P<0,05) sin alterar el por-
centaje de linfocitos Th reguladores (Treg). La suplementacién
con SDP previno estos efectos e incremento el porcentaje de
Treg. En los animales tratados con SEB, aumento la expresion
de TNF-o y de IFN-y (P<0,05) mientras que no se modifico la
expresion de la citoquina anti-inflamatoria IL-10. Los animales
que recibieron el SDP presentaron una menor expresion de
estas citoquinas pro-inflamatorias y mostraron una mayor ex-
presion de IL-10. La suplementacion con el SDP atenua la res-
puesta inflamatoria intestinal del GALT mediante el incremento
de los mediadores anti-inflamatorios como la IL-10 y los Treg.

Eficacia de Bifidobacterium longum subsp. infantis
CECT 7210 frente a una inoculacion oral con
Salmonella typhimurium o ETEC K88 en lechones

E Barba-Vidal', L Castillejos’, A Busquets', M Rivero?, JA Moreno? y
SM Martin-Orte’

'Servicio de Nutricién y Bienestar Animal, Departament de Ciencia
Animal i dels Aliments, Universitat Autonoma de Barcelona, 08193 Be-
llaterra, Spain: Emili.Barba@uab.cat. 2Laboratorios Ordesa S. L., Parc
Cientific de Barcelona, C/Baldiri Reixac 15-21, 08028 Barcelona, Spain.

Resumen

Se evalué un nuevo probiético, Bifidobacterium longum
subsp. infantis CECT 7210 (Laboratorios Ordesa S.L.) frente a
patégenos digestivos utilizando dos modelos experimentales
en lechdn de salmonelosis o colibacilosis.

En cada ensayo se utilizaron 72 animales de 21 y 24 (+2)
dias respectivamente, distribuidos en 24 corrales y 4 gru-
pos experimentales en un disefio 2x2: con o sin probiético,
e inoculados o no oralmente con el patégeno. El probidtico
fue administrado diariamente via oral (10°ufc/d) y tras una se-
mana de adaptacion, se realizé una doble-inoculaciéon con
Salmonella typhimurium (2x10° y 6x10° ufc/d) (ensayo 1) o
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) K88 (5x10° y 6x101°
ufc/d) (ensayo 2).

Durante 8 dias post-inoculacién (Pl) se controlé la evoluciéon
clinica (consumos, peso y consistencia fecal) y se tomaron
muestras fecales para microbiologia. Los dias 4 y 8 Pl se re-
cogi6 sangre para el andlisis de TNF-o y muestras de raspa-
dos de mucosa ileal para analizar enterobacterias y colifor-
mes adheridos.

La inoculacion produjo en ambos casos un cuadro clinico leve
con un empeoramiento de la consistencia fecal (P<0,001) y
un incremento en los niveles plasmaticos de TNF-a (P<0,05).
El probiotico no consiguié contrarrestar estos signos clinicos
aunque si redujo la excrecion fecal de Salmonella (especial-
mente el dia 3PI; P=0,04) y disminuyd el porcentaje de ani-
males con contajes >10°ufc/gr de coliformes en mucosa ileal
a dia 4 PI (58 vs 91%; P=0,07).

Los resultados demuestran que Bifidobacterium longum
subsp. infantis CECT 7210 puede reducir la colonizacion intes-
tinal por Salmonella y ETEC durante procesos entéricos leves.
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Microbiota, microbioma y proteoma de origen
bacteriano de la bilis y vesicula biliar porcina

Esther Jiménez', Borja Sanchez? Annarita Farina®, Abelardo Margo-
lles* y Juan M Rodriguez’

"Departamento de Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Ali-
mentos, Universidad Complutense de Madrid, 28040 Madrid. 2De-
partamento de Quimica Analitica y Alimentaria. Universidad de Vigo
— Campus de Ourense, 32004 Ourense. *Department of Human Pro-
tein Sciences, University of Geneva, CH-1211 Geneva, Switzerland.
‘Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC), Paseo Rio
Linares s/n. 3330 Villaviciosa.

Resumen

En los ultimos afos, se han realizado numerosos estudios so-
bre la microbiota y el microbioma de las heces y de diferentes
partes del tracto gastrointestinal de los mamiferos (estéma-
go, intestino delgado y grueso); sin embargo, la microbiota
de la bilis y de la vesicula biliar de hospedadores sanos no
habia sido caracterizada hasta el momento. La bilis es un
fluido bioldgico sintetizado en el higado, que se almacena y
concentra en la vesicula biliar durante la digestion y que se
libera en el duodeno tras la ingesta de los alimentos. Los ob-
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jetivos de este trabajo han sido: (1) determinar la diversidad
bacteriana presente en la bilis y en la mucosa de la vesicula
biliar de cerdas sanas mediante técnicas dependientes e in-
dependientes de cultivo; y (2) conocer si existen proteinas de
origen bacteriano en la bilis porcina. Los datos obtenidos re-
velaron que el ecosistema biliar porcino esta poblado princi-
palmente por miembros de los Filos Proteobacteria, Firmicu-
tes y Bacteroidetes. Las técnicas de hibridacion fluorescente
in situ (FISH) y de microscopia electronica de transmisién
(TEM) permitieron la visualizacién de bacterias de diferentes
morfologias en estrecha asociacién con células del epitelio
biliar y eritrocitos. De entre las 214 proteinas identificadas en
las muestras de bilis, 22 eran de origen bacteriano. En con-
clusion, la bilis y la vesicular biliar de hospedadores sanos
parece contener su propia microbiota. Este trabajo podria
servir de base para futuros estudios sobre la relacién entre la
microbiota biliar, la microbiota intestinal y la salud.

Evaluacién de propiedades probiéticas de
Lactobacillus paraplantarum LC29, una cepa
aislada a partir de leche humana, para su
aplicacion en el tratamiento de mastitis

Nivia Cardenas, Rebeca Arroyo, Virginia Martin y Juan M Rodriguez
Dpto. de Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos, Uni-
versidad Complutense de Madrid, 28040 Madrid.

Resumen

Las mujeres lactantes constituyen una poblacién en la que la
administraciéon de probidticos es particularmente interesan-
te dado que la modulacién de su microbiota puede tener un
impacto relevante sobre su salud y la de sus hijos. En este
sentido, la leche humana parece una fuente ideal de bac-
terias para su aplicacién como probidticos en el tratamien-
to de las mastitis. El objetivo del trabajo fue la evaluacion
de diversas propiedades probiéticas de Lactobacillus para-
plantarum LC29, una cepa previamente aislada a partir de
leche humana. La cepa se identificé al nivel de cepa y se
secuencié su genoma. Lb. paraplantarum LC29 mostré una
amplia actividad antimicrobiana frente a bacterias patégenas
relevantes en al ambito materno-infantil (Listeria monocyto-
genes, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp.) y fue
especialmente activa frente a diversas bacterias frecuente-
mente asociadas con mastitis, incluyendo Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis o Enterococcus faecalis.
Paralelamente, mostré una gran capacidad de coagregacion
con diversas cepas de estas mismas especies. La viabilidad
de la cepa durante su transito gastrointestinal y su capacidad
para adherirse a células Caco-2, HT-29 y mucinas fueron ele-
vadas. Por otra parte, no fue capaz de degradar mucinas, no
produjo aminas bidgenas y no mostro actividades enzimati-
cas potencialmente nocivas. El genoma de la cepa carece de
genes transmisibles asociados con resistencia a antibiéticos.
Los ensayos de toxicidad mostraron que la cepa es segura
en modelos animales. Globalmente, los resultados obtenidos
sugieren que la cepa puede ser Util para su aplicacion como
probidtico en el tratamiento de las mastitis.

In vitro evaluation of the effect of glycosyl
inositols on human gut microbiota

L Ruiz-Aceituno’, ML Sanz', L Ramos’, M Blaut?and A Braune A?

‘Institute of Organic Chemistry - Spanish Research Council (CSIC).
Department of Instrumental Analysis and Environmental Chemistry,
Madrid (Spain). 2German Institute of Human Nutrition Potsdam-Reh-

bruecke, Department of Gastrointestinal Microbiology, Nuthetal (Ger-
many).

Abstract

In recent years, there is much interest in dietary approaches
that modulate the gut microbiota composition towards impro-
ving health. Prebiotics are mainly oligosaccharides that are
not digested by the human host and reach the large intestine
where they are selectively fermented by beneficial bacteria
(lactobacilli and bifidobacteria) and not by those that appa-
rently can be harmful (Bacteroides and Clostridium species)
(1)-

Several studies have revealed the presence of different gly-
cosyl inositols in legumes (2). However, to the best of our
knowledge, there have been no studies investigating the pre-
biotic activity of these compounds. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the effects of glycosyl inositols on the
composition and activity of the human intestinal microbiota.
Galactinol commercial standard and ciceritol isolated by se-
mipreparative HPLC from an inositol-enriched chickpea ex-
tract (2) were submitted to in vitro fermentation using batch
culture systems at 37 °C under strict anoxic conditions with
human fecal suspensions for 6 and 24 h. Galactooligosac-
charides (GOS) were used as positive controls.

Quantitative changes in the bacterial community were eva-
luated by qRT-PCR. The bifidobacteria population experien-
ced a significant increase during incubation when galactinol
or ciceritol were used as carbon source and similar to that
found for GOS. In addition, an increase of acetic, propionic
and butyric acid concentrations, measured by GC, was ob-
served during fermentation of the glycosyl inositols.

This is the first time that bifidogenic properties are attributed
to glycosyl inositols, suggesting their possible application as
prebiotics.

Estudio de la resistencia gastrointestinal in vitro
de un Simbidético y su capacidad de modulacién
de la microbiota Intestinal

B Viadel', S Porta’ y A Monsell?
'AINIA Centro Tecnoldgico. C/ Benjamin Franklin, 5-11 Paterna (Va-
lencia). 2LABINDERB C/Alfauir s/n P.l. Les Mases Rétova (Valencia).

Resumen

Los simbiéticos constituyen una mezcla de probiéticos y pre-
biéticos destinada a aumentar la supervivencia de las bac-
terias que promueven la salud. Para lograr los efectos be-
neficiosos que aportan se requiere que los microorganismos
lleguen viables al intestino. El objetivo del presente trabajo es
el estudio de la capacidad de modulacién de la microbiota
intestinal de un simbidtico mediante la aplicacion de un sis-
tema dinamico in vitro.

Metodologia: Los ensayos de fermentacién colénica se llevan
a cabo mediante la utilizacion del Digestor in vitro de Fermen-
tacion Coldnica, constituido por 5 reactores: estémago, intes-
tino y colon ascendente, trasversal y descendente. Durante el
periodo basal se inocula flora fecal humana en los 3 reactores
del colon y se simula el ambiente colénico. Una vez estabiliza-
da la microbiota, durante el periodo de tratamiento se alimenta
el primer reactor (estbmago) tres veces al dia con el simbidtico
objeto de estudio. Se lleva a cabo la toma de muestras a dife-
rentes tiempos y se cuantifica la poblacion bacteriana median-
te la siembra en medios de cultivos generales y selectivos para
los siguientes grupos microbianos: Lactobacillus, Bifidobacte-
rium, Enterobacteriaceae, Anaerobios totales y Clostridium.
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Resultados: tras el periodo de tratamiento se observa un in-
cremento en los niveles de bifidobacterias y lactobacilos, su-
perando los dos y tres ciclos logaritmicos, respectivamente
respecto a los niveles basales.

Conclusiones: la incorporacién diaria del simbidtico tiene una
influencia notable en la flora fecal humana, ya que produce un
incremento de aquellos grupos microbianos con efecto be-
neficioso para la salud, respecto al resto de microbiota fecal.

Changes in fecal microbiota composition and
prebiotic effect of cocoa fiber in wistar rats

Malén Massot-Cladera’, Angels Franch', Margarida Castell' y Francis-
co J Pérez-Cano’

"Department of Physiology, Faculty of Pharmacy, University of Bar-
celona, Spain. Institut de Recerca en Nutricié i Seguretat Alimentaria
(INSA), Barcelona, Spain.

Abstract

Cocoa contains fiber and polyphenols that can directly in-
fluence the intestinal ecosystem. In this sense, previous stu-
dies performed in our laboratory showed that a diet containing
distinct doses and profile of cocoa polyphenols were able to
affect the growth of certain species of rat’s gut microbiota'?2.
As cocoa is also considered a rich source of fiber, the aim
of the present study was to ascertain whether cocoa fiber
could also contribute to this microbiota modulatory effect.
For this purpose, Wistar rats were fed, for three weeks, ei-
ther a standard diet, a diet containing 10% cocoa (with 0.4%
polyphenols, 5.5% soluble fiber and 16.5% insoluble fiber),
or two other diets with same proportion of insoluble fiber:
one based on cocoa fiber and other containing inulin. Fecal
samples were collected the last day of the intervention to
characterize the microbiota composition by FISH-coupled
to flow cytometry analysis using specific probes directed to
16S rRNA of main bacteria groups. Both diets containing co-
coa compounds produced differential changes in microbiota
composition at the end of the study. The intake of the cocoa
fiber-based diet without polyphenols, similarly to that happens
in the inulin group, significantly reduced the proportion of Bac-
teroides whereas increased the percentage of Bifidobacterium
and Lactobacillus groups compared to those in reference ani-
mals. However, these effects were not found with the inter-
vention with cocoa diet. These results demonstrate that the
fiber present in cocoa exerts a prebiotic effect by promoting
the growth of the beneficial bacteria present in rat intestine.

Referencias:

1. M. Massot-Cladera, et al. (2012) Cocoa modulatory effect
on rat faecal microbiota and colonic crosstalk, Arch Bio-
chem Biophys 15, 105-112.

2. M. Massot-Cladera et al. (2014) Impact of cocoa polyphe-
nol extracts on the immune system and microbiota in two
strains of young rats. Br J Nutr. (in press).

Andlisis de los genes implicados en la utilizacién
de L-fucosa en Lactobacillus rhamnosus GG

JE Becerra, MJ Yebra y V Monedero
Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos. IATA-CSIC. Av.
Agustin Escardino 7, 46980 Paterna, Valencia, Spain.

Resumen

La L-fucosa es un azlcar presente en secreciones humanas
formando parte de los oligosacaridos de la leche materna, mu-
cinas y otros glicoconjugados de la superficie del epitelio intes-

tinal. Asi, su concentracion es relativamente alta en el intestino
y su utilizacion como fuente de carbono proporciona a algunas
especies de bacterias una ventaja para su desarrollo en este
nicho. Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) es un importante
probidtico que posee en su genoma una agrupacion de genes
que codifican una permeasa (fucP) y una ruta catabdlica para
L-fucosa (fucl, fucK, fucU y fucA) putativas, junto a un regula-
dor transcripcional (fucR). Mutantes en fucl, fucP 'y fucR en la
cepa LGG confirman el papel de estos genes en el metabolis-
mo de este carbohidrato. Un analisis transcripcional mostré
que los genes fuc se inducen por la presencia de L-fucosa y
estan sujetos a una fuerte regulacién por represién por catabo-
lito. La inducciéon por L-fucosa estd mediada por el regulador
transcripcional FucR, que funciona como un activador trans-
cripcional y es necesario para el crecimiento con este aztcar.
LGG también es capaz de utilizar fucosil-disacaridos, proba-
blemente debido a la presencia de genes de a-L-fucosidasas
en su genoma. El crecimiento sobre fucosil-(a-1,3)-N-acetil-
glucosamina induce los genes fuc y, contrariamente a otros
lactobacilos capaces de utilizar este disacarido, LGG es capaz
de metabolizar la porcién de L-fucosa generada. Esta es la
primera vez que un operén para la utilizacion de L-fucosa se
caracteriza en lactobacilos y constituye un nuevo ejemplo de
las multiples caracteristicas presentes en LGG que permiten a
esta cepa adaptarse al tracto gastrointestinal.

Influencia del prebiético FOS G como aditivo en
crias porcinas

Yanelys Garcia', Lazara Ayala’, Nereyda Alvelo’, Ramén Bocourt Sa-
labarria’, Manuel J Castro’, Lazaro Herndndez? Luis E Trujillo?, Juan
Arrieta? y Luis E Hernandez'

'Instituto de Ciencia Animal. Carretera Central, km 4772, apartado 24,
San José de las Lajas, Mayabeque. Email: ygarcia@ica.co.cu. 2Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia, playa. La Habana.

Resumen

El trabajo tuvo como objetivo evaluar el prebidtico FOS-G
en crias porcinas. Para ello se emplearon cerdos en la etapa
de cria, mestizos provenientes del cruzamiento entre hem-
bras York-Land con machos CC,, y Duroc, 4 tratamientos
y 5 camadas por tratamientos (140 animales), en la unidad
porcina del ICA. Se empleo un disefio de bloques al azar y se
determinaron los siguientes indicadores productivos: peso al
nacer, peso al inicio del experimento, peso al destete, GMD
desde el inicio hasta el final del experimento, consumo y con-
version. En los indicadores de salud se determind hemog-
lobina y hematocrito, mortalidad y presencia de diarreas. El
empleo del prebidtico FOS G, logré incrementos en los indi-
cadores productivos: el peso final y la GMD fue superior en
el grupo tratado con FOS G 0,25%, con respecto al resto de
los tratamientos (P<0,001). Los grupos tratados con prebid-
tico lograron un menor consumo de alimento con una mejor
conversioén con respecto al grupo control (P<0,001). También
en los tratamientos con prebidticos disminuyeron las inciden-
cias de diarreas con respecto al control. Por lo que, el empleo
de aditivos prebidticos como el FOS G en cria porcinas mejo-
ra el estado de salud y productivo en esta categoria animal y
constituye una alternativa promisoria en porcicultura.

Intestinal epithelial barrier function disrupted by
Salmonella dublin is protected by salmosan

M Teresa Brufau', Sergi Carné? Josep Mascarell?, Ruth Ferrer’ and
Raquel Martin-Venegas'
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Abstract

Salmonellosis is the second most commonly reported food-
borne disease in the European Union. Although Salmonella
Enteritidis and Typhimurium are the serovars most frequently
associated with human iliness, Salmonella Dublin is more in-
vasive in humans and the clinical course more severe (EFSA,
2009, EFSA J, 1036:36-68). Mannan oligosaccharides (MOS)
are mannose rich substrates with beneficial effects on intesti-
nal function by enhancing the mucosal immune system (Gag-
gia et al., 2010, Int J Food Microbiol, 141:S15-S28). Recently,
we have observed that Salmosan®, a leguminous gum rich
in MOS (ITPSA, Barcelona), is able to reduce the expression
of proinflammatory cytokines induced by Salmonella Typhi-
murium infection in ileal pig cells in vitro (Badia et al., 2012,
Clin Vaccine Immunol 19:368-376). The aim of this study was
to investigate the role of Salmosan® in the prevention of the
disruption of epithelial barrier function induced by Salmo-
nella Dublin (CReSA, Bellaterra). Epithelial barrier function
was assessed from transepithelial electrical resistance and
D-mannitol and FD-4 fluxes in an in vitro model of intestinal
Caco-2 cell cultures. The localization of tight junction proteins
was studied by immunofluorescence. The results show that
Salmosan® was able to prevent the increase in paracellular
permeability induced by Salmonella Dublin avoiding tight
junction protein delocalization. In conclusion, the data indica-
ting that Salmosan® protects epithelial barrier function, thus
reducing paracellular passage of potentially harmful agents,
would give an additional value to the use of this MOS as a
prebiotic.

Intestinal infection by Salmonella enteritidis is
prevented by salmosan

M Teresa Brufau’, Sergi Carné? Josep Mascarell?, Ruth Ferrer' and
Raquel Martin-Venegas'

'Departament de Fisiologia, Facultat de Farmacia, Universitat de Bar-
celona. 2Industrial Técnica Pecuaria S.A. (ITPSA), Barcelona. raquel-
martin@ub.edu.

Abstract

Mannan oligosaccharides (MOS) are mannose rich substra-
tes derived from yeast Saccharomyces cerevisiae cell walls
which are described to agglutinate Gram negative bacteria
thus exerting beneficial effects in the prevention of intestinal
infections. Salmonella can adhere to mannan oligosaccha-
rides (MOS) by mannose-specific lectins in type-1 fimbriae,
thus competing for adhesion to glycoproteins of the intesti-
nal epithelium, which are also rich in mannose (Spring et al.,
2000, Poult Sci, 79:205-211). The aim of this study was to in-
vestigate the potential role of Salmosan®, a leguminous gum
rich in MOS (ITPSA, Barcelona), to prevent intestinal infection
by Salmonella Enteritidis in an in vitro model of Caco-2 cells
in culture. Caco-2 cells inoculated with Salmonella Enteritidis
(CReSA, Bellaterra) were processed to be observed by scan-
ning electron microscopy (SEM). To investigate monolayer in-
fection, the homogenates of inoculated cultures were plated
in tryptone soy agar to count the number of colony former
units. SEM images reveal the spherical structure Salmosan®
with salmonellae attached to the surface and thus reducing
the density in surrounding bacteria adhered to the epithelium.
Salmosan® is also able to significantly reduce the number
of bacteria inside the epithelium. These results indicate that

feed supplementation with this product could be a nutritional
strategy to reduce the intestinal prevalence of Salmonella En-
teritidis which is one of the leading causes of salmonellosis.

¢Puede convertirse la aceituna de mesa en un
alimento simbiético?

Francisco Noé Arroyo Lopez, Francisco Rodriguez Gomez, Verdnica
Romero Gil, Antonio Benitez Cabello, Beatriz Calero, Antonio Garrido
Ferndndez y Rufino Jiménez Diaz

Departamento de Biotecnologia de Alimentos. Instituto de la Grasa.
Agencia Estatal Consejo Superior de Investigaciones Cientificas. Sevilla.

Resumen

La aceituna de mesa posee todas las caracteristicas salu-
dables del aceite de oliva asi como otros componentes de
alto valor biolégico. De este modo, las aceitunas de mesa
aportan lipidos cardiosaludables, vitaminas A y E, antioxi-
dantes naturales, fibra dietética, acido maslinico, etc., por lo
que puede considerarse como un alimento funcional. Pero a
este alimento fermentado se le podria dotar de un mayor va-
lor afiadido, demostrando ademas que los microorganismos
asociados a la epidermis de los frutos durante la fermenta-
cién presentan caracteristicas saludables para el consumidor
final (probidticos), y que ciertos componentes de la aceituna
(fibra dietética, exopolisacaridos del biofilm, etc.) pueden fa-
vorecer el desarrollo de la flora intestinal humana o de los
mismos microorganismos que transporta (prebiéticos). De
este modo, la aceituna de mesa, como vegetal fermentando,
podria convertirse en vehiculo de entrada de microorganis-
mos probidticos al cuerpo humano, especialmente interesan-
te para personas intolerantes a la lactosa o que necesitan de
una dieta baja en colesterol.

En este sentido, el estudio de las principales caracteristicas
tecnologicas, funcionales y potencialmente probidticas de
aislamientos autéctonos de la aceituna de mesa es de espe-
cial interés y puede conducir al desarrollo de cultivos mixtos
multifuncionales (levaduras-bacterias lacticas) capaces de
dirigir la fermentacion. Los trabajos también deben ir enca-
minados al desarrollo de ensayos clinicos que demuestren
las caracteristicas saludables de aceitunas portadoras de
microorganismos seleccionados en base a sus caracteristi-
cas probidticas. Estos trabajos requieren de equipos multi-
disciplinares, ya que se emplean técnicas de metagendmica,
microbiologia, bioestadistica, biomedicina, microscopia elec-
trénica y quimica analitica.

El modelo in vivo pez cebra para evaluar
las propiedades probioticas de bacterias en
acuicultura

IAaki Iturria’, Montserrat Nacher-Vazquez?, David G-Valcarce®, Vanesa
Robles®, Sandra Rainieri’, Paloma Lépez? y Miguel Angel Pardo’
'Unidad de Investigacion Alimentaria. AZTI-Tecnalia, Parque Tecnolo-
gico de Bizkaia, Astondo Bidea, Edificio 609 E-48160 Derio, Bizkaia,
Spain. E-mail: mpardo@azti.es 2Departamento de Microbiologia Mo-
lecular Centro de Investigaciones Biolégicas CSIC-CIB, C/ Ramiro de
Maeztu 9 28040 Madrid Spain. *Departamento de Biologia Molecular,
Area de Biologia Celular, Universidad de Leon, 24071, Le6n, Spain.

Resumen

La acuicultura es uno de los sectores de produccién de ali-
mentos de mas rapido crecimiento con un maximo histo-
rico de produccion en 2012, proporcionando casi la mitad
del pescado destinado a la alimentacion humana. Una de
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las mayores limitaciones a la expansién de este sector son
las pérdidas causadas por brotes infecciosos, generalmen-
te oportunistas, provocados primordialmente por la presién
medioambiental, el hacinamiento, etc. Durante las Ultimas
décadas, se han utilizado sobretodo antibiéticos para mini-
mizar las pérdidas econdémicas causadas por enfermedades.
Sin embargo, su uso no es aconsejable debido al riesgo po-
tencial de transferir resistencias bacterianas desde el medio
ambiente acuatico al ser humano. Una alternativa es suple-
mentar la dieta con probidticos que mejoren el bienestar
general de los peces, aunque en la actualidad solo hay una
cepa probidtica (Pediococcus acidilactici MA 18/5M; BAC-
TOCELL®) autorizada en la Unién Europea para su uso en
acuicultura. El uso del modelo de pez cebra (Danio rerio) es
una potente herramienta que puede ayudar a dilucidar las
propiedades probidticas de un microrganismo in vivo. Duran-
te los ultimos afios, hemos establecido varias colaboraciones
con el objetivo de optimizar modelos in vivo, en larvas y adul-
tos de pez cebra, para estudiar la capacidad colonizadora de
bacterias en sistemas “germ-free”, su efecto inmunomodula-
dor, mejora en la reproduccién, capacidad anti-inflamatoria
y capacidad protectora frente a una infeccién oportunista
producida por el patégeno Vibrio anguillarum. En esta pre-
sentacién se expondran los principales resultados y logros
alcanzados en el uso del modelo pez cebra para evaluar la
capacidad probiotica de microorganismos.

Evaluacion del efecto probiético de un cultivo
concentrado de Lactobacillus casei CECT 4043
en lechones destetados, durante los periodos de
administracion y postadministracion

Paula Fajardo Berndrdez!, Jests Méndez Batan? Lorenzo Pastrana
Castro® y Nelson Pérez Guerra®

TANFACO-CECOPESCA, Campus Universitario de Vigo, 36310 Vigo,
Espafia. 2Cooperativas Orensanas Sociedad Cooperativa Ltda (CO-
REN), Poligono San Ciprian de Vifias, 32901 Ourense, Espafia. *De-
partamento de Quimica Analitica y Alimentaria, Facultad de Ciencias
de Ourense, Universidad de Vigo. As Lagoas s/n, 32004, Ourense.
Espafa.

Resumen

En el presente trabajo se estudia el potencial de un prepara-
do probidtico de Lactobacillus casei subsp. casei CECT 4043
(conteniendo tanto las células como los productos de la fer-
mentacioén), para ser utilizado como aditivo en piensos para
lechones destetados.

Para estudiar el efecto del preparado sobre la ganancia de
peso corporal (GPC), el consumo de pienso (CP), la eficiencia
de conversién de alimento (ECP) y en los conteos de colifor-
mes fecales (CCF), los animales se dividieron en tres grupos
que recibieron respectivamente, pienso suplementado con el
preparado probiético, avilamicina o pienso no suplementado
(control), durante un periodo de 28 dias. Al final del periodo
de administracién, los grupos que recibieron probiético y avi-
lamicina exhibieron los valores de GPC mas elevados, aun-
que no se observaron diferencias significativas en los valores
de CP y ECP entre los tres grupos (P < 0,05).

Al final de todo periodo experimental (42 dias), el grupo con-
trol presento6 el valor de CP maés bajo, el grupo probiotico
presentd la mayor ECP, mientras que el grupo antibiético pre-
senté la GPC mas alta (P < 0,05). Adicionalmente, los cerdos
alimentados con pienso probidtico presentaron valores de
GPC similares a los del grupo control (P < 0,05).

Durante el periodo de administracion, los conteos de colifor-

mes fecales disminuyeron (aunque no significativamente) en
los tres grupos. Sin embargo, durante el periodo de postad-
ministraciéon (29-42 dias) los CCF se incrementaron nueva-
mente hasta valores muy similares a los obtenidos antes del
inicio del experimento.

Efecto de las vesiculas de membrana externa de
Escherichia coli comensal y probiétic sobre la
regulacién de la respuesta inmunitaria en PBMCs

Laura Aguilera’, Maria José Fabrega’, Josefa Badia, Laura Baldoma y
Rosa Giménez?

'Estos autores han contribuido por igual. 2Departamento de Bioquimia
y Biologia Molecular, Facultad de Farmacia, Universidad de Barcelo-
na, Instituto de Biomedicina de la UB (IBUB).

Resumen

Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) es un excelente coloniza-
dor del intestino humano y un probiético ampliamente utiliza-
do en el tratamiento de patologias inflamatorias intestinales.
Diversos estudios han demostrado que no existe un contacto
directo entre la microbiota y el epitelio intestinal. En este sen-
tido, las vesiculas de membrana externa (OMVs) liberadas
por bacterias gram-negativas constituyen un mecanismo de
interaccion a distancia entre la microbiota y el epitelio. El ob-
jetivo de este trabajo es determinar si el transporte de media-
dores a través de OMVs es uno de los mecanismos mediante
los cuales la cepa EcN, asi como la cepa comensal EcoR12,
ejercen sus efectos sobre la respuesta inmunitaria. Con este
fin se han incubado OMVs y lisados obtenidos de estas ce-
pas con células mononucleares aisladas de sangre periférica
(PBMCs) como modelo de barrera intestinal dafiada. Tras 24h
de incubacion, se ha analizado la liberacion de diversas cito-
quinas mediante ELISA y/o citometria de flujo. Los resultados
muestran un aumento estadisticamente significativo para la
liberacion de TNFo, MIP1a e IL-6 tanto en las estimulacio-
nes con OMVs como con lisados de ambas cepas. No se
observaron diferencias en la secrecion de IL-2, IL-8, IL-10 e
IL-12. Como modelo de barrera intestinal integra, actualmen-
te se estan realizando estimulaciones con co-cultivos de cé-
lulas Caco-2 polarizadas en filtros de policarbonato transwell
(apical) sobre PBMCs (basolateral). Este estudio demuestra
que las OMVs de cepas comensales y probioticas contienen
factores capaces de estimular la respuesta inmunitaria del
huésped a nivel intestinal.

Prevalencia del gen Sat en aislados naturales de
Escherichia coli de origen intestinal

Carina Alvarez, Lorena Toloza, Rosa Giménez, Laura Baldoma y Josefa
Badia

Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de Farma-
cia, Universitat de Barcelona, Institut de Biomedicina de la UB (IBUB).

Resumen

E. coli Nissle 1917 (EcN) es un probiético utilizado en pato-
logias intestinales por sus efectos positivos sobre la barrera
y el sistema inmune intestinal. ECN es un excelente coloni-
zador del intestino, si bien esta evolutivamente relacionada
con cepas uropatdgenas y mantiene en su genoma genes
considerados de virulencia, como el gen que codifica a la
serin-proteasa Sat.

Estudios previos de nuestro grupo mostraron sin embargo
que la expresion de sat en la cepa probidtica no produce ci-
totoxidad ni comporta alteraciones en la permeabilidad pa-
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racelular de células Caco-2. En este trabajo analizamos la
prevalencia del gen sat en 35 cepas de E. coli de la coleccion
de referencia EcoR aisladas de heces de individuos sanos. El
andlisis por PCR, utilizando oligonucleétidos que amplifican
la regién interna del gen que codifica el dominio secretado de
la proteasa, mostro 10 aislados positivos (28,6%). Estos per-
tenecen mayoritariamente a grupos filogenéticos asociados
a cepas que causan infecciones extraintestinales (7 del grupo
Dy 2 del grupo B2); el otro pertenece al grupo filogenético A.
La expresion de sat fue evaluada mediante inmunodetencién
de la proteina secretada al medio de cultivo con anticuerpos
anti-Sat. De los 10 aislados, 9 dieron positivos en el analisis
por Western blot. El andlisis de 4 cepas aisladas de orina
de pacientes con infeccidén urinaria mostré la presencia y
expresion de sat en todas ellas. Aunque Sat contribuye a la
patogenicidad en el tracto urinario, la elevada prevalencia de
sat en cepas de la microbiota intestinal de individuos sanos
sugiere que esta proteina no actuaria como factor de virulen-
cia en el entorno intestinal.

Prueba de campo de nuevo producto probiético
experimental para lechones lactantes

Lorena Alvarez, Marta Garcia, Rubén Miranda, Sara Costillas, Ana Car-
vajal y Pedro Rubio

Aquilén CyL S.L. y Departamento de Sanidad Animal (Enfermedades
Infecciosas), Facultad de Veterinaria, Universidad de Leén.

Resumen

La presion regulatoria en el uso de antibiéticos en produccién
animal hace imprescindible encontrar alternativas. En lecho-
nes recién nacidos son comunes los problemas de diarrea
con deshidratacion de los animales, retraso del crecimiento
y aumento de la mortalidad, que puede ser elevado y que
suelen estar causadas por bacterias habituales en la flora
intestinal del lechén, principalmente Escherichia coli y Clos-
trium difficile que pueden actuar solos o asociados a otros
microorganismos. En condiciones de disbiosis intestinal, los
tratamientos antibiéticos generalmente contribuyen a alterar
la microbiota intestinal agravando el cuadro clinico.

Aquilén CyL, una spin-off de la Universidad de Leén, ha de-
sarrollado un probiético especifico para el control de este
tipo de diarreas. Se realiz6 un estudio en una granja situada
en la CA de Aragon con un problema generalizado de dia-
rreas en lechones de menos de 3 dias de vida para probar en
condiciones de campo la eficacia del probiético. Se utilizaron
lechones recién nacidos de 20 camadas. La mitad (10 cama-
das) recibieron el tratamiento probidtico y la otra mitad se
dejé como control. En ambos grupos se registraron los para-
metros principales: peso inicial y final, mortalidad, porcentaje
de diarreas e indice de tratamientos antibiéticos. Se obtuvie-
ron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
tratado y el control en los parametros citados. En conclusion,
un producto probidtico adecuadamente disefiado y aplicado
es una herramienta Util para el control de las diarreas neona-
tales en lechones y contribuye significativamente a un menor
empleo de antibiéticos en la produccién porcina.

Cambios en la expresion génica de Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis productoras de EPS
inducidos por la presencia de células epiteliales
humanas

Noelia Martinez!, Borja Sanchez?, Abelardo Margolles’ y Patricia
Ruas-Madiedo’

"Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC). Paseo Rio
Linares s/n. 33300 Villaviciosa (Asturias). 2Grupo de Nutricién y Bro-
matologia, Departamento de Quimica Analitica y Alimentaria, Facul-
tad de Ciencias, Universidad de Vigo. Campus de Ourense, 32004
(Ourense).

Resumen

En los ultimos aflos han aumentado las evidencias sobre la
relacién existente entre la microbiota intestinal y la salud. No
se conoce con certeza en qué consiste esta microbiota sa-
ludable pero se sabe que un desbalance de la misma esta
relacionado con ciertas enfermedades. Esto, junto con el
aumento de evidencias cientificas sobre su eficacia, ha in-
crementado el uso de probidticos para intentar equilibrar la
microbiota. Las bacterias probioticas de mayor uso pertene-
cen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Entre las
bifidobacterias destaca la utilizacién comercial de la especie
Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

Resulta de gran importancia profundizar en el conocimiento
del efecto de la interaccion hospedador — probidtico para lo
que se pueden utilizar modelos de lineas celulares intestina-
les. En el caso del probiodtico es recomendable trabajar con
aquella fraccién bacteriana que ha estado intimamente uni-
da a la célula eucariota, que sera la que, en teoria, ejerza el
mayor efecto. El porcentaje de adhesion a la célula eucariota
asi como la facilidad para separar la poblacién adherida, tan-
to de la bacteria no adherida como de la linea celular, son
claves para abordar estudios transcriptomicos. Por ello, el
objetivo del presente trabajo fue optimizar un protocolo de
extraccion del RNA de la poblacién de cepas de B. anima-
lis subsp. lactis, productoras de distintos exopolisacaridos
(EPS), adherida a la linea celular de colon HT29. Este hecho
nos permitié estudiar la expresién génica diferencial entre
dos cepas isogénicas que Unicamente difieren en el tipo de
EPS que producen, los cuales inducen respuestas inmunes
diferentes.

Obtencion de cepas recombinantes de B. animalis
subsp. Lactis productoras de exopolisacaridos

Nuria Castro-Bravo*, Claudio Hidalgo-Cantabrana'’?, Pablo Alva-
rez-Martin?, Michele Delley?, Bernard Berger?, Patricia Ruas-Madiedo’
y Abelardo Margolles’

"Departamento de Microbiologia y Bioquimica, Instituto de Productos
Lacteos de Asturias — Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(IPLA-CSIC. 2Department of Food and Health Microbiology, Nestlé
Research Center, Ver-chez-les-Blanc, Lausanne, Switzerland nuria.
castro@ipla.csic.es.

Resumen

Los exopolisacaridos (EPS) son carbohidratos sintetizados
por algunas bacterias, que pueden permanecer anclados a
la pared o formar una matriz extracelular. Suponen cambio
adaptativo para la cepa productora ya que modifican su su-
pervivencia y colonizacion del tracto gastrointestinal.

En nuestro grupo hemos comprobado que la cepa de Bifido-
bacterium animalis subsp. lactis A1dOxR, productora de EPS
y con fenotipo ropy, presenta una mutacion puntual en el gen
wzz, que genera la sintesis de un EPS de alto peso molecular
con elevado porcentaje en ramnosa, el cual tiene un efecto
activador del sistema inmune 1. Hemos desarrollado un mo-
delo de trabajo basado en el uso de cepas recombinantes
de B. animalis subsp. lactis, que nos permitira comparar in
vitro los efectos de diferentes EPS, tanto desde el punto de
vista de la bacteria productora como de las lineas celulares
humanas con las que puede interaccionar. Para ello, a partir

134

PRESENTACION POSTERS



de la cepa tipo DSM10140, y mediante reemplazamiento gé-
nico, hemos generado un mutante en el que se ha sustituido
en el cromosoma bacteriano el gen wzz por el gen wzzS89L
(proveniente de la cepa A1dOxR). De esta manera hemos ob-
tenido una cepa ropy isogénica, que difiere genéticamente de
la parental en un so6lo nucleétido. Este modelo servira para
evaluar el potencial probiético de las cepas productoras de
distintos EPS, asi como la funcion bioldgica de éstos.

Pectins and pectic oligosaccharides derived
from Lemon peel wastes and sugar beet pulp:
comparative in vitro evaluation of the prebiotic
effects

B Gémez'3, B Gullon?, R Yarezas, J C Parajé’? and J L Alonso’*
"Department of Chemical Engineering. Faculty of Science. University
of Vigo (Campus Ourense). As Lagoas, 32004 Ourense, Spain, 2CBQF,
Escola Superior de Biotecnologia, Universidade Catodlica Portugue-
sa. Rua Dr. Anténio Bernardino de Aimeida 4200-072 Porto, Portugal,
3CITI-Tecnopole. San Ciprian de Vifas, 32901 Ourense, Spain. *Au-
thor for correspondence (phone: +34988387233, fax: +34988387001,
email: xluis@uvigo.es).

Abstract

Prebiotics are non-digestible dietary compounds that sti-
mulate the growth or activity of the indigenous microbiota,
resulting in health benefits. Recently, pectin derived oligosac-
charides (POS) have been proposed as promising prebiotic
candidates as they can have improved and additional biolo-
gical properties.

Several studies have been carried out for obtaining POS mixtu-
res from multiple sources (citrus peels, apple pomace or sugar
beet pulp) using a variety of techniques including enzymatic
hydrolysis or hydrothermal processing followed by a sequence
of purification steps such as membrane filtration. As a result,
mixtures of oligomers are obtained with a variable purity de-
gree, sugar composition, molecular weight and degree of es-
terification, and, as it was reported, the physic-chemical pro-
perties can play an important role on their biological properties.
This work deals with: a) the chemical characterization of POS
obtained from lemon peel wastes and sugar beet pulp and,
b) the in vitro evaluation of their prebiotic potential using fecal
inocula from healthy adult volunteers. Commercial FOS and
pectins were also used for comparisons.

In vitro evaluation of the effects of pectic
oligosaccharides obtained from orange peel
wastes on the human microbiota

B Gémez'3*, B Gullén?, R Yaneza'® J C Parajo™® and J L Alonso’?

"Department of Chemical Engineering. Faculty of Science. University
of Vigo (Campus Ourense). As Lagoas, 32004 Ourense, Spain. 2CBQF,
Escola Superior de Biotecnologia, Universidade Catélica Portuguesa.
Rua Dr. Anténio Bernardino de Almeida 4200-072 Porto, Portugal. *Cl-
Tl-Tecnopole. San Ciprian de Vifias, 32901 Ourense, Spain. *Author
for correspondence (phone: +34988387075, email: bgomez@uvigo.es).

Abstract

The increasing interest for accessing to healthy and quality
food has boosted the research in the field of prebiotics, in-
gredients that beneficially stimulate the intestinal microbiota
of the consumer.

Nowadays, there are many types of prebiotics under study
and a variety of new processes and raw materials are being
employed in their production.

Huge amounts of citrus peels are generated as a byproduct
every year in juice industries and used as animal feed and as
a source of pectin (a heteropolysaccharide of highly complex
structure that is used as food additive). However, it can also
be used as starting material for producing mixtures of non-di-
gestible pectic-oligosaccharides (POS), a type of oligosac-
charides considered as new prebiotic candidates but whose
study is still in an early stage.

This work is a contribution to the development of production
processes of new prebiotics derived from agroindustrial bypro-
ducts rich in pectin. The specific targets were: a) the chemical
and structural characterization of POS mixtures obtained from
orange peel wastes (OPW) by hydrothermal treatment and pu-
rified by membrane technology, and b) the comparative eva-
luation (against commercial pectin and FOS) of their prebiotic
potential by in vitro fermentation assays using human fecal
inocula in which the generation of short-chain fatty acids was
determined by HPLC and a large number of bacterial groups
(Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides, Clostridium, Ato-
pobium, Eubacterium, Faecalibacterium and Roseburia) were
quantified by fluorescent in situ hybridization (FISH).

Protective effects of Lactococci strains delivering
either IL-10 protein or cDNA in a TNBS-induced
chronic colitis model

Rebeca Martin?>>+, Silvina del Carmen’*, Tessalia Saraiva®, Meritxell
Zurita-Turk?, Anderson Miyoshi*, Vasco Azevedo? Alejandra de Mo-
reno de LeBlanc’, Philippe Langella®®, Luis G Bermtdez-Humardn?%"
and Jean Guy LeBlanc’

'Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA-CONICET). Cha-
cabuco 145, San Miguel de Tucuman, Argentina (T4000ILC). 2INRA,
UMR1319 Micalis, F-78350 Jouy-en-Josas, France. *AgroParisTech,
UMR Micalis, F-78350 Jouy-en-Josas, France. “Institute of Biological
Sciences, Federal University of Minas Gerais (UFMG-ICB), Belo Hori-
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Abstract

Oral treatment with Lactococcus (L.) lactis strains secreting the
anti-inflammatory cytokine IL-10 has previously shown suc-
cess as a therapy for inflammatory bowel diseases (IBD). Our
aim was to compare the protective effects of IL-10, delivered
by recombinant lactoccoci using two novel expression sys-
tems, in a murine colitis model mimicking the relapsing nature
of IBD. The first system is based on a Stress-Inducible Contro-
lled Expression (SICE) system for the production and delivery
of heterologous proteins at mucosal surfaces and the second
allows the delivery to the host cells of an il-10 cDNA cassette,
harbored in a eukaryotic DNA expression vector (pValac). Coli-
tis was induced in female BALB/c mice by intrarectal injection
of 2,4,6-trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS). Mice that reco-
vered received one of the bacteria treatments or saline solution
orally during 14 days. Colitis was reactivated 25 days after the
first TNBS injection with a second TNBS challenge. Three days
after colitis reactivation, cytokine profiles and inflammation in
colon samples were evaluated. Animals (N=9) receiving L. lac-
tis strains secreting IL-10 using SICE system or delivering pVa-
lac:il-10 plasmid showed lower weight loss (p<0.005), lower
damage scores (p<0.005) and immune activation in their large
intestines compared to inflamed non-treated mice. Our results
confirm the protective effect of IL-10 delivered either as a pro-
tein or as a cDNA in a colitis model mimicking the relapsing
nature of IBD and provides a step further in the “proof-of-con-
cept” of genetically engineered bacteria as a valid system to
deliver therapeutic molecules at mucosal level.
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Purificacion a escala semi-preparativa de lacto/
galacto-N-biosa y su evaluacién in vitro como
potenciales prebiéticos

Autores: Gonzalo N Bidart', Jestus Rodriguez-Diaz', Francisca Galle-
go?, Alberto Marina? y Maria Jesus Yebra’

"Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos, CSIC, Av. Agus-
tin Escardino 7, 46980 Paterna. 2Unidad de Cristalografia de Molécu-
las, Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC, Jaime Roig 11, 46010
Valencia

Resumen

La lacto-N-biosa (LNB) y galacto-N-biosa (GNB) forman par-
te de la estructura de oligosacaridos presentes en la leche
humana, de glicoconjugados presentes en mucosas, de los
antigenos sanguineos Lewis, y del antigeno T. Como conse-
cuencia de ello estan implicados en diversos procesos bio-
l6gicos, como adhesioén celular y la colonizacion del tracto
gastrointestinal por la microbiota simbidtica, proceso que
depende en gran medida de la habilidad de competir por los
substratos alli disponibles.

En Lactobacillus casei BL23 se ha caracterizado previamente
el cluster gnbREFGBCDA implicado en el metabolismo de
LNB y GNB. El gen GnbG codifica para una fosfo-beta-ga-
lactosidasa de la familia GH35 y con el objeto de caracterizar
esta enzima, ese gen fue clonado y la proteina purificada a
homogeneidad. Entre los oligosacaridos naturales ensaya-
dos, GnbG es capaz de hidrolizar LNB y GNB, y de liberar
galactosa de la lacto-N-tetraosa. GnbG se ha cristalizado y
determinado su estructura.

La sintesis in vitro de GNB y LNB fue ensayada exitosamen-
te utilizando para ello la capacidad de transglicosilaciéon de
GnbG. A fin de obtener cantidades adecuadas de éstos para
ensayar su actividad biolégica, las reacciones de transglico-
silacién se escalaron y los productos resultantes se purifica-
ron por HPLC semipreparativa. Se obtuvieron rendimientos
de 12.4 mg/ml de GNB y 12.3 mg/ml de LNB. Ambos disa-
caridos fueron utilizados in vitro para determinar sus propie-
dades prebidticas potenciales con 27 cepas de Lactobacillus
correspondientes a 10 especies diferentes. Se determind que
19 de las cepas correspondientes a 5 especies diferentes
fueron capaces de metabolizar tanto GNB como LNB.

The use of multiple restriction enzymes in T-RFLP
analysis and identification of performance-related
cecal bacterial groups in growing broiler chickens

R Ruiz', A Barroso-delJesus?, L Lara’ and L A Rubio’

"Fisiologia y Bioquimica de la Nutricién Animal (EEZ, CSIC), Profesor
Albareda 1, 18008 Granada, Spain. 2Unidad de Genémica, Instituto de
Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra, IPBLN-CSIC, PTS Grana-
da, Avda. del Conocimiento s/n, Armilla, 18016 Granada, Spain.

Abstract

The cell density of the gastrointestinal microbiota in poultry
ranges from 107 to 1011 bacteria per g of gut content, and
plays key roles in the normal physiological functions including
nutritional, immunological and protective functions of the host
animals. Accordingly, the understanding of the mechanisms
implicated and how changes in the gut microbiota composi-
tion may influence the host’s nutrient and energy utilization
efficiency and health is currently an important issue for in-
tensive animal production industries. In the present work,
four restriction enzymes (Alul, Hhal, Mspl and Rsal), either
individually or in combination, were used in T-RFLP analysis
to: i) characterize the chicken intestinal bacterial community;

and ii) tentatively identify intestinal bacterial groups related
to increased performance parameters in broiler chickens.
Balanced commercial diets free of any feed antibiotics were
offered to broilers randomly assigned to 1 of 5 dietary treat-
ments: control (C) (commercial diet with no additive), Inulin (1),
fructose caramel (FC), PTS-O (propyl propane thiosulfonate)
-45 and PTS-O (propyl propane thiosulfonate) -90. Except for
the Inulin supplemented diet, multivariate statistical analysis
of T-RFLP profiles based on individual enzymes or their com-
binations showed that the cecal bacterial community com-
position was significantly different among diets. Individual
Rsal and the combination Alul + Rsal proved to be the most
useful to discriminate between dietary treatments. Clostri-
diaceae 1, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae and Micro-
coccaceae were tentatively identified as those families most
likely implicated in defining the cecal microbiota composition
of growing broiler chickens, and also as those most closely
related to differences in productive parameters.

The fecal and sputum microbiota of cystic fibrosis
patients

Arancha Hevia', Christian Milani?, Marta G Clemente®, Sabrina Du-
ranti?, Francesca Turroni?, Miguel Gueimonde’, Marco Ventura?, Borja
Sanchez* and Abelardo Margolles’
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Abstract

Cystic fibrosis (CF) is characterized by the lack of a proper
functionality of the cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator (CFTR), a membrane transport protein, cau-
sing a decreased secretion of chloride and dense mucus
production. As a result, an aberrant mucosa and chronic
inflammation are generated in the respiratory and digestive
systems. In this work we have analyzed sputum and fecal
samples of CF patients using a 16S rRNA gene-based proto-
col. We have compared the fecal microbiota of healthy sub-
jects vs the fecal microbiota of CF patients, and we have tried
to establish correlations between the fecal microbiota of CF
patients and the microbial populations found in the sputum
of the same individuals. Our preliminary data suggest that
there are quantitative differences in the families Bacteroida-
ceae, Ruminococcaeae and Lachnospiraceae in the feces of
CF patients. The dysbiosis detected in this study suggests
that the intestinal microbiota of CF patients is a potential tar-
get in which we can act in order to modify its energy harvest
capacity or its mucus hydrolysing capabilities, with the aim of
improving the symptomatology associated with CF.

Comparative proteomic analysis of Lactobacillus
pentosus MP-10 for the identification of key
proteins involved in antibiotic resistance

Maria del Carmen Casado Muroz', Said Ennahar?, Nabil Benomar’,
Leyre Lavilla Lerma’, Magdalena Martinez Cafiamero’, Antonio Galvez'
and Hikmate Abriouel’

Area de Microbiologia, Departamento de Ciencias de la Salud, Facul-
tad de Ciencias Experimentales, Universidad de Jaén, 23071-Jaén,
Espafia. 2Equipe de Chimie Analytique des Molécules Bio-Actives,
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UMR 7178, IPHC-DSA, Université de Strasbourg, CNRS, 67400 IIl-
kirch-Graffenstaden, France.

Abstract

Lactobacillus pentosus MP-10 isolated from brines of natu-
rally fermented Alorefia green table olives has potential pro-
biotic traits including inhibition of human pathogenic bacteria,
survival at low pH (1.5) and bile salt tolerance (3%). Lacto-
bacillus pentosus MP-10 showed intrinsic resistance to some
antibiotics such as cefuroxime, ciprofloxacin, teicoplanin,
trimethoprim, sulfamethoxazol and vancomycin. However,
Lb. pentosus MP-10 was sensitive to ampicillin, amoxicillin,
chloramphenicol, clindamycin, erythromycin, gentamycin,
kanamycin, streptomycin and tetracycline. In this study, the
proteome response of Lb. pentosus MP-10 induced or not
by amoxicillin, tetracycline and chloramphenicol has been
analyzed with the aim to identify the key proteins involved in
antibiotic resistance. Qualitative and quantitative differences in
proteomes were analyzed using two-dimensional electropho-
resis (2-DE), tryptic digestion, liquid chromatography-mass
spectrometry analysis and database search for protein iden-
tification. The results obtained showed that at least four diffe-
rent proteins were differentially expressed in the induced cells
comparing with controls without induction such as acetalde-
hyde dehydrogenase, linoleic acid isomerase, phosphocarrier
protein Hpr and PTS system which were down-regulated af-
ter induction with antibiotics. However, proteomic analysis of
induced cells showed an over-expression of glyceraldehyde
3 phosphate dehydrogenase and 6-Phosphogluconate dehy-
drogenase. These results suggest that sustaining energy su-
pply by carbohydrate metabolism is a major way of leading to
antibiotic resistance in Lb. pentosus MP-10.
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Resumen

La ingesta excesiva de energia en la dieta, junto a un redu-
cido gasto caldrico, contribuye al desarrollo del sobrepeso y
la obesidad. El empleo de prebiodticos puede constituir una
alternativa para modular la homeostasis energética, asi como
favorecer cambios microbiolégicos y/o metabdlicos benefi-
ciosos para la salud. En este estudio se ha empleado el simu-
lador dinamico gastrointestinal SIMGI desarrollado en el CIAL
para evaluar el efecto microbiolégico causado por la sustitu-
cién de carbohidratos facilmente digeribles de una dieta hi-
percaldrica por oligosacaridos derivados de lactulosa (OsLu).
La estabilizacién de una microbiota asociada a obesidad en
el SIMGI se alcanz6 después de la alimentacion del sistema
durante dos semanas con una dieta rica en fructosa y almi-
don digestible, simulando un elevado consumo de refrescos
azucarados y carbohidratos sencillos. Se observé que los
OsLu anadidos a la dieta con reducido contenido energético
no eran hidrolizados por las enzimas del intestino delgado y

se fermentaban completamente en la regién del colon ascen-
dente del SIMGI. Los resultados microbiolégicos mostraron
incrementos en la proporcion de algunos grupos como Lac-
tobacillus y microorganismos butirato-productores en la die-
ta suplementada con OslLu. Esta dieta mantuvo unos niveles
altos de &cido butirico y redujo la formacién de amoniaco
en comparacién con la dieta de bajo contenido energético.
Los resultados indican que la sustitucién de carbohidratos
facilmente digeribles por OsLu permite el desarrollo de una
comunidad bacteriana intestinal fermentativa con potencial
efecto beneficioso sobre la salud., evitando una transicién
completa a perfiles metabdlicos proteoliticos.

Aislamiento de lactobacilos de nasofaringe
humana y caracterizacién preliminar de su
potencial probiético

A Casado’, A Lasserrot?, M Hormigo?, A Ruiz-Bravo' y M Jiménez-Valera’
"Departamento de Microbiologia, Facultad de Farmacia, Universidad
de Granada. ?2BIOT Microbiology and Biotechnology, Granada.

Resumen

El tracto respiratorio es una importante via de entrada de
microorganismos patdgenos, llegando a representar las in-
fecciones respiratorias una de las causas mas frecuente de
consulta médica. Aunque el término probidtico se refiere Uni-
camente a microorganismos que actuan en el tracto gastroin-
testinal, en los ultimos tiempos se han encontrado evidencias
cientificas del empleo de bacterias probioticas para mejorar
la defensa del hospedador frente a desafios en otras zonas
del cuerpo, como en el tracto respiratorio. Ensayos clinicos
previos han demostrado que la administracién de probidti-
cos, ya sea por la tradicional via oral o intranasalmente, pue-
den ser utilizados como agentes preventivos y terapéuticos
en infecciones respiratorias. Esto abre la posibilidad de utili-
zar microorganismos con efectos beneficiosos aislados de la
propia microbiota nasofaringea. Los reportes sobre presen-
cia de lactobacilos en la nasofaringe son muy escasos y no
aportan identificacion de especies. En el presente trabajo, se
han aislado tres cepas de Lactobacillus a partir de muestras
nasofaringeas de personas sanas. Para ello fue necesario
disefiar un medio de aislamiento que evitase la interferen-
cia de otras bacterias indigenas de nasofaringe, capaces de
crecer en Agar MRS. Dos de las cepas se clasificaron como
Lactobacillus plantarum vy la tercera como Lactobacillus fer-
mentum. Se realizd un estudio preliminar sobre el potencial
probidtico de las cepas aisladas.

Distribucion de la adhesina OppA en cepas de
Lactobacillus de origen humano

Carla Martin, Susana Escobedo, Luis M Quirds y Evaristo Suarez
Area de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Oviedo.

Resumen

Previamente habiamos descrito que la adherencia de Lac-
tobacillus salivarius Lv72 a células de la mucosa digestiva
(HT29) y urogenital (HeLa) ocurria a través del reconocimiento
especifico entre la proteina OppA de la superficie bacteriana
y los glicosaminoglicanos(GAGs) del glicocaliz eucariotico.
El papel de OppA como adhesina podria ser una caracteris-
tica peculiar de L. salivarius Lv72, ser extensible a la especie
o incluso todo el género Lactobacillus. Para dilucidar esta
cuestion, se tomaron 12 cepas (L. salivarius CELA2, L. reuteri
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PYD7, H9 y RC14, L. rhamnosus GR1, L. vaginalis ZL69-22,
L. jensenii Lv62, Lv63 y Lv64, L. crispatus Lv25 'y Lv54 y L.
gasseri Lv21) que se incubaron con cultivos de células HelLay
concentraciones crecientes de mezcla de heparan y condroi-
tin sulfato. En ocho casos, la presencia de GAGs provoco la
disminucion de la adherencia, siendo L crispatus Lv25 la que
se vio mas afectada. En las otras cuatro aumentaba la ad-
herencia. Curiosamente, cepas de la misma especie podian
manifestar efectos opuestos.Para determinar si la inhibicion
de la adherencia era debida a la unién deOppA a los GAGs, se
tomaron cultivos de L. crispatus Lv25y L. reuteri RC14 (forma
parte de un probiotico vaginal comercializado), se obtuvieron
protoplastos y las proteinas de pared liberadas se pasaron
por una columna del GAG heparina. Las proteinas que eluye-
ron a concentraciones superiores a 0,5 M NaCl, se separaron
por SDS-PAGE y se sometieron a MALDI-TOF-TOF. Ambas
cepas expresaban OppA en su superficie, lo que se compro-
bé por unién a anticuerpos policlonales anti-OppA (Western).
En L. reuteri RC14 se detectd otra proteina, que habia sido
previamente descrita como adhesina, que presenta homolo-
gia con proteinas de unién a colageno (Hsueh et al. 2010).
Hsueh HY?", Yueh PY, Yu B, Zhao X, Liu JR. 2010. Expression
of Lactobacillus reuteri Pg4 Collagen-Binding Protein Gene in
Lactobacillus casei ATCC 393 Increases ltsAdhesion Ability to
Caco-2 Cells.J Agric Food Chem. 58:12182-12191.

Estudio de la interaccién virus-probiético. Uso de
particulas p como modelo de norovirus

Rubio-del Campo A, Coll-Marqués JM', Yebra MJ', Buesa J?, Pé-
rez-Martinez G', Monedero V' y Rodriguez-Diaz J'

"Laboratorio de Bacterias Lacticas y Probidticos, Departamento de
Biotecnologia, Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos
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Resumen

Los norovirus (NoV) son unos de los principales agentes cau-
sales de gastroenteritis. El efecto beneficioso que algunos
probidticos han mostrado sobre esta patologia nos ha lleva-
do a estudiar su interaccion con los NoV humanos, para los
cuales no existe un sistema de cultivo in vitro. Los dominios
P de la proteina VP1 de la capside de NoV de los genotipos
Gl.1 y Gll.4 se purificaron, mostrando que son capaces de
organizarse en estructuras subvirales denominadas particu-
las-P, que retienen la capacidad de reconocer los receptores
viricos en las células epiteliales de igual manera que los virus
completos. Se comprobd que varias cepas de bacterias pro-
bidticas y no probiéticas son capaces de unir particulas-P de
ambos genotipos en su superficie. La unién de particulas-P
del genotipo Gll.4 a cultivos de la linea epitelial intestinal HT-
29 se llevé a cabo en experimentos de competicion, bloqueo
y desplazamiento en presencia de cepas de probidticos.
Los resultados mostraron que los probiéticos son capaces
de disminuir la unién de particulas P a sus receptores en las
células diana en experimentos de competicién. Sin embargo,
la incubacién de las bacterias con las células HT-29 antes o
después de la exposicion a las particulas-P aumenté la re-
tencion de las particulas viricas en la superficie celular. Estos
resultados muestran que la hipétesis del bloqueo de los re-
ceptores virales por parte de los probiéticos como un meca-
nismo de inhibicién viral debe de evaluarse cuidadosamente.
Por otro lado, las particulas-P se perfilan como una buena
herramienta para el estudio de la interaccion NoV-probidtico.

Akkermansia muciniphila y Faecalibacterium
prausnitzii como bacterias reguladoras. En el
contenido intestinal de pacientes con Enfermedad
Inflamatoria Intestinal

S Saldana’, E Varela', M Llopis’, M Gallart’, E Espin?, M Marti?, F Guar-
ner' y M Antolin’

'Unidad de Investigacion de Aparato Digestivo. Institut de Recerca
Vall d’Hebron. 2Servicio de Cirurgia. Hospital Universitario Vall d’He-
brén.UAB. CIBERehd. ISC Il (PI12/00263).

Resumen

La microbiota intestinal juega un papel esencial en la ho-
meostasis intestinal. Akkermansia muciniphila (Akm) y Faeca-
libacterium prausnitzii (Fp) son bacterias que se encuentra en
elevada proporcién en el intestino humano y cuya presencia
parece estar disminuida en las heces de pacientes con enfer-
medad inflamatoria intestinal (Ell).

Objetivo: Estudiar si Akkermansia muciniphila y Faecalibac-
terium prausnitzii se encuentran disminuidos en el contenido
intestinal de pacientes con Ell sometidos a reseccién quirar-
gica del segmento afectado.

Material y métodos: Se obtuvieron 36 muestras de contenido
intestinal de pacientes con enfermedad de Crohn (EC, n=25
contenido ileal, n=11 contenido colénico), 10 de pacientes con
Colitis Ulcerosa (CU) y 19 de pacientes control intervenidos de
cancer colorectal (n= 5 contenido ileal, n= 14 contenido co-
I6nico). En todas las muestras se extrajo el DNA bacteriano
mediante el método de Godon y se determinaron niveles de
Akm, Fp y Bacterias totales mediante gPCR con Syber Green.
Resultados: Akm esta disminuida en contenido colénico de
pacientes intervenidos de CU respecto a pacientes control
(4,0x10* copias/g vs. 3,9x10° copias/g, medianas, p=0,0017)
pero no alcanza la significacion estadistica en pacientes con
EC (4,6x10* copias/g vs. 6,4x10° copias/g; p=0,06). Fp se en-
cuentra claramente disminuido tanto en contenido intestinal
de pacientes con CU (6,0 x10® copias/g vs 3,2x107 copias/g,
p=0,019) como en pacientes con EC (7,2x10° copias/g vs
2,6x107 copias/g, p=0,0008).

Conclusion: La pérdida de Akkermansia muciniphila y Faeca-
libacterium prausnitzii en el contenido intestinal de pacientes
con Ell puede estar asociada a una falta de modulacién de la
respuesta del sistema inmune intestinal.

Colonizacion del tracto gastrointestinal de
lechones por Megasphaera elsdenii: evaluacion
temporal

Sara Costillas-Alonso, Rubén Miranda-Hevia, Ana Carvajal-Uruefia y
Pedro Rubio-Nistal

scosa@unileon.es Grupo Digesporc, Enf. Infecciosas, Dpto. Sanidad
Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Le6n. Campus de Ve-
gazana s/n 24071 Leon.

Resumen

Megasphaera elsdenii es una bacteria anaerobia estricta que
coloniza el tracto gastrointestinal de una amplia variedad de
especies domésticas, incluido el ser humano. En los cerdos,
M. elsdenii coloniza el intestino grueso y es una de las prin-
cipales bacterias responsables de la produccién de &cidos
grasos volatiles de cadena corta, siendo esta produccion de
acidos grasos, fundamentalmente de &acido butirico, donde
radica el potencial probiodtico de esta bacteria. El objetivo del
presente estudio fue determinar el momento en el que tiene
lugar la colonizacion del tracto gastrointestinal de los lecho-
nes por parte de esta bacteria.
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Se emplearon lechones recién nacidos a los que se les realizé
un seguimiento en el tiempo, recogiendo muestras de heces,
directamente del recto, cada 24 h. Asi mismo, se tomaron
muestras de meconio, de calostro y de leche de las madres.
Mediante la utilizacién de un método selectivo con pre-enri-
quecimiento previo para favorecer el crecimiento e identifica-
cién de Megasphaera pudimos detectar su presencia en las
heces de los lechones a partir del primer dia de vida del ani-
mal. Este resultado se contrapone al reportado en estudios
previos que concluian que M. elsdenii colonizaba el tracto
digestivo de los lechones en momentos mas avanzados, por
encima de la semana 1 o 2 de vida.

Caracterizacion de moléculas inhibidoras
producidas por Streptoccocus dentisani sp. Nov,
como potencial probiético

Anny Camelo-Castillo’, Rubén Cebridn Castillo?, Manuel Martinez
Bueno? y Alex Mira’

Fundacién FISABIO, Centro Superior de Investigacién en Salud Pu-
blica (CSISP). Area de Genémica y Salud- Grupo Microbioma Oral.
Universidad de Granada. Facultad de Ciencias. Departamento de Mi-
crobiologia.

Resumen

Una nueva especie aislada en nuestro laboratorio prove-
niente de muestras de pacientes sin antecedentes de caries
dental, denominada como Streptococcus dentisani sp. nov,
ha demostrado que tiene una potencial actividad probiética,
ya que inhibe el crecimiento de bacterias cariogénicas como
Streptoccocus mutans. Andlisis bioquimicos, genémicos y
filogenéticos demuestran claramente que es una especie
diferente a otras de estreptococos anteriormente descritas.
Es importante para el desarrollo del probiético identificar los
mecanismos por los cuales S. dentisani inhibe a bacterias
acidogénicas. Por ello, a partir de la informacién genémica
disponible de S. dentisani hemos podido delimitar una re-
gion de unas 20 kb en las que se han identificado posibles
ORFs que por similitud aminoacidica y contexto genémico,
podrian corresponderse con diferentes bacteriocinas. Me-
diante técnicas cromatograficas de fase reversa y el uso de
resinas de intercambio iénico e hidrofobicidad, se purifica-
ron dichos compuestos inhibitorios a partir de los sobre-
nadantes del probiético. El analisis de masa molecular de
estas posibles bacteriocinas fue determinado por MALDI-
TOF-MS vy la identificacion de las proteinas se realizé me-
diante huella peptidica, incluyendo espectros de fragmen-
tacion para cada una de las huellas. Utilizando como motor
de busqueda MASCOT frente a bases de datos publicas de
secuencias de proteinas y frente al genoma de S. dentisa-
ni hemos logrado identificar al menos cinco péptidos que
coinciden con las secuencias de bacteriocinas de la region
de 20 Kb indicada anteriormente, que hemos denominado
“Anti-Caries Defense Island” (ACDI). Consideramos que
ACDI es determinante para el efecto positivo del probiético
en la salud bucodental.

Dieta alta en mantequilla y modificaciones en la
microbiota intestinal. Papel en el desarrollo del
sindrome metabdlico

Isabel Prieto’, Marina Hidalgo? Antonio Cobo? Ana Belén Segarra’,
Manuel Ramirez’, Antonio Galvez? y Magdalena Martinez Cafiamero?®*
'Area de Fisiologia, Departamento de Ciencias de la Salud, Universi-
dad de Jaén. Paraje de las Lagunillas s/n, 23071 Jaén. Area de Mi-

crobiologia, Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad de
Jaén. Paraje de las Lagunillas s/n, 23071 Jaén. *canamero@ujaen.es

Resumen

Ratones swiss western se alimentaron durante tres meses
con dos dietas altas en grasa (aceite de oliva virgen extra y
mantequilla) y con dieta estandar. A lo largo del periodo ex-
perimental se monitorizaron diferentes variables fisiologicas
relacionadas con el control de la glucosa en plasma, metabo-
lismo de lipidos, balance energético, peso corporal, presion
arterial y funcion endotelial. Al final del experimento se extra-
jo ADN de las heces, se llevé a cabo secuenciacién masiva
de las regiones V3-V5 del gen del ARNr 16S y se tomaron
muestras de intestino grueso para su estudio mediante mi-
croscopio confocal.

La dieta enriquecida en mantequilla produjo un mayor acu-
mulo de grasa visceral, peso corporal y presion arterial,
correlacionando significativamente con el porcentaje de se-
cuencias de diferentes taxones en heces. Uno de estos taxo-
nes, una cepa de Enterococcus faecalis, pudo ser aislada de
las heces y utilizada en un estudio de intervencién realizado
durante seis semanas sobre diez ratones inoculados, frente a
otros diez tratados con placebo. El resultado fue un aumento
de la presién arterial en los ratones inoculados que correla-
cionaba con la presencia en heces de la cepa utilizada.

Por su parte, muestras de mucosas de intestino grueso fue-
ron estudiadas mediante microscopio confocal de fluores-
cencia, con objeto de localizar posibles bacterias metanége-
nas. El recuento de formas bacilares con fluorescencia tipica
de este grupo microbiano fue mayor de manera significativa
en mucosas de ratones alimentados con mantequilla frente a
las otras dietas, correlacionando positivamente con el peso
corporal, colesterol total, ingesta e insulina en plasma.
Agradecimientos: Este trabajo ha sido realizado utilizando las
instalaciones del CPEA y CICT de la Universidad de Jaén y
ha sido subvencionado por la Consejeria de Economia, Inno-
vacion y Ciencia de la Junta de Andalucia (Proyecto de Ex-
celencia Ref. AGR 6340) y por el Programa Operativo FEDER
Andalucia (UJA2014/02_FT49).

Efecto del aceite de oliva virgen extra sobre

el desarrollo de la hipertension en ratas SHR.
Implicaciones de los cambios en la microbiota
intestinal
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Resumen

La hipertension arterial es una de las principales patologias
responsable de la apariciéon de eventos cardiovasculares. Las
dietas altas en grasa se han vinculado con los aumentos de
presion arterial, aunque parece que el tipo de acidos grasos
es determinante. El aceite de oliva virgen ha demostrado te-
ner un papel protector, aunque los mecanismos subyacen-
tes aun no estan aclarados. Por otro lado, las dietas altas en
grasa tienen un marcado efecto sobre la microbiota intesti-
nal, y dichos cambios condicionan la aparicién de obesidad
y alteraciones metabdlicas. Ademas, resultados obtenidos
por nuestro grupo indican que cambios en determinadas
poblaciones podrian estar asociados a modificaciones en la
presion arterial. En el presente estudio, ratas SHR pre-hiper-
tensas fueron alimentadas con una dieta estandar, o con una
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dieta suplementada con aceite de oliva virgen, durante un
periodo de 12 semanas. En el grupo de recibié el aceite de
oliva el desarrollo de la hipertensién se retrasé hasta la 6°
semana (la 42 en el control) y los valores de presion arterial
fueron siempre inferiores a los de los animales que recibieron
la dieta estandar. El estudio de las poblaciones microbianas
intestinales mediante PCR cuantitativo demostré un aumen-
to en el grupo taxonémico Clostridia Xl/Va, correlacionando
negativamente con los valores de presién arterial. Estos re-
sultados apoyan la hipotesis de que el efecto protector del
aceite de oliva virgen frente al desarrollo de la hipertensién
estaria relacionado, al menos en parte, con cambios en la
microbiota intestinal.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido realizado utilizando las
instalaciones del CPEA y CICT de la Universidad de Jaén y
ha sido subvencionado por la Consejeria de Economia, Inno-
vacion y Ciencia de la Junta de Andalucia (Proyecto de Ex-
celencia Ref. AGR 6340) y por el Programa Operativo FEDER
Andalucia (UJA2014/02_FT49).
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Abstract

Recent research has shown that microbiota has an important
role in metabolic disorders, such as obesity and metabolic sy-
ndrome (MS). Menopause substantially increases MS inciden-
ce; further, obesity is a relevant cardiovascular risk factor in
both. So, we aimed to characterize the effects of natural mine-
ral-rich water ingestion in an animal model of menopause with
fructose-induced MS [considering one sham-operated and
four ovariectomized rat groups: tap-water treated (TW), natu-
ral mineral-rich water treated (MW), 10% fructose in tap-water
treated (TWF) and 10% fructose in natural mineral-rich water
treated (MWF)]. Microbial composition was analysed using
high-throughput 16S rDNA sequencing, in parallel to evalua-
tion of feces short chain fatty acids levels, plasma metabolic
profile and body weight. The dominant phyla were Bacteroi-
detes and Firmicutes, followed by Proteobacteria and Actino-
bacteria. Natural mineral-rich water consumption substantially
reduced Firmicutes to Bacteroidetes ratio in fructose-treated
rats. Unweighted UNIFRAC analysis grouped samples being
clear a subcluster with TW and TWF in comparison with MW
and MWF groups. Natural mineral-rich water consumption was
able to reduce acetate to butyrate ratio in MW groups com-
pared to the corresponding TW groups. MW groups showed
a tendency for lower body weight increase than the corres-
ponding TW groups, more evidently in fructose-treated rats, as
well as a tendency for lower plasma lipid profile modification.
Total-cholesterol levels were significantly increased in the TW
group versus sham-operated rats. Natural mineral-rich water
consumption modulates microbiota composition in simulta-
neous menopause and MS rat model towards control rats.

USOS CLINICOS

Estudio clinico piloto tipo prueba de concepto en
la fortificacion con un probiético y su eficiencia en
la modificacion del perfil lipidico

R Guerrero, F Rodriguez y E Hernandez Garcia
Universidad de Extremadura. Centro Universitario de Mérida.

Resumen

Introduccion: Los alimentos funcionales son productos ali-
menticios que proveen beneficios a la salud mas alla de la
nutricién, una forma de incrementar dichos beneficios es la
fortificacion. La fortificacion con probiodticos es una estrate-
gia de mejor costo-efectividad, y a diferencia de la dieta, no
afecta los habitos alimentarios de la poblacion.

Objetivo: En la literatura encontramos algun estudio de efi-
cacia de cepas de Lactobacillus (LBP) y la disminucion de
colesterol en adultos con hipercolesterolemia (Fuentes M., et
al BJN 2012). Como complemento nutricional el monascus
purpureus (MP) ejerce un efecto normalizador en la C-LDL.
Objetivo: analizar la eficiencia de (LBP+MP) en hipercoles-
terolemia.

Material y Métodos: Se seleccionaron 14 sujetos, colesterol
entre 200 y 300 mg/ml, sin tratamiento hipocolesterolemiante
o dieta y sin antecedentes de enfermedades cardiovascula-
res Tras aprobacién comité ético y consentimiento de partici-
pacion, inician la toma de un comprimido (LBP+MP)/ dia, du-
rante 6 semanas, valorandose basal vs. Periodo exposicion.
Se valord antropometria, bioquimica hematica, perfil coles-
terol y fracciones, TA, composicién corporal y tolerabilidad.
Resultados: Se obtuvieron resultados significativos estadisti-
ca y clinicamente en la disminucién de parametros lipidicos,
salvo HDL, con dicha asociacién y superiores a los obtenidos
con solo LBP, llama la atencién la disminucion en los valores
de trigliceridemia.

Conclusiones: Si bien seria necesario estudios con una ma-
yor poblacién, la fortificacién con un probiotico se muestra
eficaz en la reduccién de los perfiles lipidicos incrementados.

Bifidobacterium pseudocatenulatum CECT7765
induce la repolarizacion de macréfagos de
pacientes con cirrosis y un descenso de su
actividad proinflamatoria

Oriol Juanola’, Alba Moratalla’, Esther Caparrés’?, Angela Moya-Pé-
rez®, Pablo Bellot!, Pedro Zapater'? Paula Giménez', José M Gonza-
lez-Navajas’, José Such’?, Yolanda Sanz® y Rubén Francés'?
'CIBERehd, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Espaia. 2Dpto. Me-
dicina Clinica, Universidad Miguel Hernandez, Alicante. 3Grupo de
Ecofisiologia Bacteriana, IATA-CSIC, Valencia.

Resumen

Introduccion: Los pacientes con cirrosis muestran un estado
inflamatorio sistémico asociado con complicaciones que em-
peoran su pronéstico. Bifidobacterium pseudocatenulatum
CECT7765 es un probidtico que reduce la inflamacién en la
cirrosis experimental.

Hipdtesis: Bifidobacterium pseudocatenulatum CECT7765
induce la repolarizacién de macréfagos de pacientes con ci-
rrosis hacia un perfil anti-inflamatorio.

Disefio y Métodos: Estudio in vitro sobre macroéfagos diferen-
ciados a partir de sangre periférica de pacientes cirréticos.
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Las células se inmunofenotiparon por citometria de flujo y se
cuantificé la produccion de citocinas en los sobrenadantes
de cultivo mediante ELISA.

Resultados: Los macréfagos de estos pacientes diferencia-
dos con GM-CSF y expuestos a LPS mostraron un aumento
significativo en el porcentaje de células que expresan CD14
y CD86, asi como una disminucion significativa en la expre-
sion de HLA-DR y CD206 en comparaciéon con macréfagos
no estimulados o en presencia de M-CSF. La exposiciéon
de estos macréfagos a Bifidobacterium pseudocatenulatum
CECT7765 indujo la expresiéon de estos marcadores en un
porcentaje de células similar al de macréfagos no estimula-
dos o estimulados con medio M-CSF, y significativamente
distintos a los inducidos por el LPS.

Estos cambios inducidos por Bifidobacterium pseudocate-
nulatum CECT7765 coincidieron con una reduccién signifi-
cativa de los niveles de citocinas pro-inflamatorias TNF-c,
IL-6 e IL-13 comparados con los valores tras estimulo con
LPS, alcanzando valores similares a los observados en los
sobrenadantes de macréfagos no estimulados o estimulados
con M-CSFE.

Conclusiones: Bifidobacterium pseudocatenulatum
CECT7765 induce una repolarizacion de los macrofagos que
puede contribuir a reducir la inflamacién sistémica en los pa-
cientes con cirrosis.

Seleccion de probiodticos para contrarestar el
efecto de las toxinas de Clostridium difficile

L Valdés-Varela, M Gueimonde y P Ruas-Madiedo

Departamento de Microbiologia y Bioquimica de Productos Lacteos,
Instituto de Productos Lacteos de Asturias-Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas (IPLA-CSIC), Villaviciosa, Asturias, Espafia
(lvaldes@ipla.csic.es).

Abstract

Durante los Ultimos afios se ha producido un incremento
en la incidencia y mortalidad de las infecciones asociadas
a Clostridium difficile (CDAI), afectando especialmente a la
tercera edad. El tratamiento antibiético de la CDAI puede
ser insatisfactorio ya que ademas de eliminar miembros de
la microbiota intestinal puede no prevenir la recurrencia de
la enfermedad. Los probioticos se han propuesto como una
alternativa para restaurar la microbiota intestinal alterada
por el consumo de antibidticos, sin embargo, es dificil ele-
gir una cepa correcta o un consorcio bacteriano que pueda
ser eficiente. Por lo tanto, es necesaria la seleccion racional
de candidatos a probidticos para ser usados en pacientes
con CDAI. El objetivo de este estudio fue seleccionar cepas
potencialmente probidticas capaces de contrarrestar el efec-
to de las toxinas producidas por C. difficile sobre el epitelio
intestinal. Con esta finalidad se usé el equipo Real Time Cell
Analyzer (RTCA xCELLigence) que nos permiti6 monitorizar,
en tiempo real, el comportamiento de monocapas confluen-
tes de la linea celular HT29 ante la presencia de sobrenadan-
tes toxicos de C. difficile incubados en presencia o ausen-
cia de distintas cepas de bifidobacterias y lactobacilos. Los
resultados obtenidos nos permitieron identificar, entre otras,
la cepa Bifidobacterium longum IPLA20022 (CECT8699) con
gran capacidad para contrarrestar el efecto de las toxinas
de C. difficile sobre la linea celular HT29. Hasta el momento,
sabemos que esta cepa es capaz de disminuir la cantidad de
toxinas A y B, cuantificadas mediante ELISAs, de los sobre-
nadantes toxicos, reduciendo asi de un modo muy significa-
tivo la toxicidad de los mismos.

Cardiovascular protective effects of probiotics in
spontaneoulsy hypertensive rats

Manuel Gémez-Guzman', Rosario Jiménez', Pilar Galindo’, Oscar Ba-
fAiuelos?, Manuel Sanchez’, Maria José Zarzuelo', Ana Isabel Safiudo?,
Miguel Romero’, Marta Toral’, Mdnica Olivares?, Julio Galvez' y Juan
Duarte’

'Departamento de Farmacologia. Facultad de Farmacia. Universidad
de Granada. 18071. Granada. 2Laboratorio de Descubrimiento y Pre-
clinica. Departamento de Investigacion. BIOSEARCH S.A. Granada.

Abstract

Hypertension is characterized by elevated blood pressure,
endothelial dysfunction, vascular inflammation, and dysregula-
tion of the immune system. In the present study we evaluated
the cardiovascular effects of probiotics with inmunomodula-
tory properties, Lactobacillus fermentum CECT5716 (LC40),
or L. coryniformis CECT5711 (K8) plus L. gasseri CECT5714
(LC9) (1:1) in spontaneously hypertensive rats (SHR). Ten Wis-
tar Kyoto rats (WKY) and thirty SHR were randomly assigned
to four groups (n=10): a control WKY group and a control SHR
groups, a treated SHR-LC40 group, and a treated SHR-K8/
LC9 group (the probiotics suspended in drinking water at the
final concentration of 109 colony-forming units/ml). The pro-
biotic treatment was given for 5 weeks. Long-term administra-
tion of probiotics induced a progressive reduction in systolic
blood pressure (SBP) without significant change in heart rate.
Only treatment with the probiotics K8/LC9 significantly redu-
ced the cardiac hypertrophy. Both groups of probiotics treat-
ment reversed the reduced aortic endothelium-dependent re-
laxation by acetylcholine observed in SHR. They also restored
the increased vessel superoxide levels observed in SHR, by
reducing NADPH oxidase activity. Probiotics treatments indu-
ced a significant change in the caecum microbiota of the SHR,
with higher counts of the Lactobacillus spp. cluster, and lower
counts of Bacteriodes spp. and Clostridium spp. The modifica-
tions in the intestinal microbiota were significantly more inten-
se in the group SHR-K8/LC9 than in SHR-LC40. The current
study demonstrates a cardiovascular protective effect of pro-
biotics in SHR by increasing nitric oxide bioavailability, sugges-
ting the therapeutic potential of this gut microbiota manipu-
lation to reduce high blood pressure in genetic hypertension.

Lactobacillus salivarius CECT5713 inhibe
la adhesién de Streptococcus mutans a
hidroxiapatita

Ana Isabel Safudo y Oscar Bariuelos
Biosearch Life, S.A.

Resumen

Objetivo: La adhesion de Streptococcus mutans a la super-
ficie dental es uno de los hechos que facilita la persistencia
de este microorganismo en la cavidad bucal y facilita su par-
ticipacion en el desarrollo de caries. En este estudio, analiza-
mos la capacidad de Lactobacillus salivarius CECT 5713, una
cepa originaria de leche materna, de inhibir este proceso de
adhesion en un modelo in vitro.

Meétodos: Se emplearon discos de hidroxiapatita para si-
mular la superficie dental, sobre los cuales se co-incubaron
suspensiones de S. mutans CECT 479 (5x108 ufc/mL) y L.
salivarius CECT 5713 (10°, 10® y 107 bacterias/mL) inactiva-
do térmicamente. Tras un periodo de incubacién de 3 h'y
lavados exhaustivos; la poblacién de S. mutans adherida a
la superficie de los discos de hidroxiapatita se cuantificé me-
diante gPCR.
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Resultados: La adhesién de S. mutans a hidroxiapatita se
ve reducida en mas de un 70 % cuando se co-incuba este
microorganismo con L. salivarius CECT 5713 en proporcion
1:2. Este efecto inhibitorio también es perceptible, en menor
magnitud (25 % de inhibicién) con concentraciones inferiores
de L. salivarius CECT 5713 (proporcién entre S. mutans y L.
salivarius de 5:1).

Conclusiones: L. salivarius CECT 5713 inactivado térmica-
mente es capaz de inhibir la adhesién de S. mutans CECT
479 a una superficie dental artificial en un modelo in vitro de
caries.

Effect of phenolic compounds-enriched olive
oils on human gut microbial populations and
metabolites. Possible influence on lipid profile

Sandra Martin-Peldez', Juana Mosele?, Neus Pizarro®, Marta Farras’,
Rafael de la Torre®, Isaac Subirana®, Francisco Pérez-Cano®, Olga Cas-
tafer’, Rosa Sola®, Sara Fernandez-Castillejo’, Saray Heredia', Magi
Farré®, Maria José Motilva®? and Montserrat Fitd'

'Cardiovascular Risk and Nutrition Research Group, REGICOR
Study Group. Hospital del Mar Research Institute (IMIM). Doctor Ai-
guader 88, Barcelona 08003, Spain. 2Food Technology Department,
UTPV-XaRTA, University of Lleida. Av. Alcalde Rovira Roure 191, Llei-
da 25198, Spain. *Human Pharmacology and Clinical Neurosciences
Research Group. IMIM. Doctor Aiguader 88, Barcelona 08003, Spain.
“Cardiovascular and Genetic Epidemiology Research Group, RE-
GICOR Study Group. IMIM. Doctor Aiguader 88 , Barcelona 08003,
Spain. *Department of Physiology, Faculty of Pharmacy. B building,
Joan XXIIl, 27-30, Barcelona 08028, Spain. °Unit of Farmacobiology.
Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut, Universitat Rovira | Virgili,
Sant Lloreng 21, Reus 43201, Spain.

Abstract

Recent insights indicate that gut microbiota plays an im-
portant role on cardiovascular disease risk. The aim of this
work was to investigate whether phenolic compounds (PCs)
enriched olive oils (OOs) influence gut microbiota, leading to
cardio-protective changes in lipid metabolism. A randomized,
double-blind, crossover, human trial with 12 hypercholeste-
rolemic volunteers was carried out. They ingested 25 mL/day
of (1) low PC raw virgin OO (80 mg/kg; VOO), (2) virgin OO
enriched with its own PC (500 mg/kg; FVOO), and (3) virgin
OO enriched with its own PC and thyme PC (1:1) (500 mg/
kg; FVOQT), for 3 weeks with 2-week washout periods. Fecal
microbial populations, PCs, short chain fatty acids, choles-
terol microbial metabolites, bile acids, and blood lipid pa-
rameters were analyzed. FVOOT increased Bifidobacterium
spp. (P=0.04) and tended to increase Roseburia-Eubacterium
rectale groups (P=0.08) compared with VOO and FVOO res-
pectively. FVOO tended to decrease Clostridium cluster IX
compared to VOO (P=0.07). Fecal hydroxytyrosol increased
compared with pre-intervention values (P=0.038 and P=0.064
for FVOO and FVOOT respectively). Dihydroxyphenilacetic
acid and protocatechuic acid increased with FVOO (P=0.014)
and FVOOT (P=0.003) respectively compared with VOO.
FVOO increased the percentage of coprostanone (P=0.031)
compared to FVOOT. FVOOT decreased oxidized LDL com-
pared with pre-FVOOT (P=0.05). PCs present in FVOO and
FVOOT are able to beneficially modulate the growth of gut
microbiota. Gut microbial PC metabolites from FVOOT could
exert cardio-protective effects through decreases in oxLDL
and should be further investigated.

Lactobacillus salivarius CECT5713 reduce la carga
de Streptococcus mutans en saliva

Maria Paz Diaz-Ropero’, Ana Isabel Safiudo’, Oscar Bariuelos’ y Ju-
risto Fonollg’
Biosearch S.A., Granada (Espafia).

Abstract

Objetivo: Streptococcus mutans es considerado como uno
de los principales patégenos involucrados en el desarrollo de
la caries. El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto
de una cepa originaria de leche materna, Lactobacillus sali-
varius CECT5713, sobre la carga de Streptococcus mutans
en la cavidad oral.

Métodos: Se reclutaron 11 voluntarios adultos sanos. Durante
una semana los voluntarios se hicieron dos enjuagues buca-
les diarios de 30 segundos con 10 mL de un placebo después
del cepillado. Tras una semana el placebo fue sustituido por
un enjuague bucal que contenia 108 cfu/mL de L. salivarius
CECT5713 inactivadas por tratamiento térmico. Durante 2 se-
manas los voluntarios realizaron 2 enjuagues bucales diarios de
30 segundos con 10 mL del producto probiético. Los dias 0, 3,
7 y 14 del tratamiento se tomaron muestras de saliva 3 horas
después del enjuague. El analisis de la carga de Streptococcus
mutans en saliva se llevo a cabo mediante PCR cuantitativa.
Resultados: La carga de Streptococcus mutans en saliva se
redujo significativamente tras el tratamiento probiodtico en
una media estimada de 0,33 log (p=0,001). Dicho efecto es
ya observado desde los 3 dias del tratamiento y se mantuvo
a lo largo de las 2 semanas de tratamiento.

Conclusiones: Lactobacilllus salivarius CECT5713 inactivado
por tratamiento térmico reduce la carga de Streptococcus
mutans en saliva pudiendo ser una alternativa natural para la
prevencion de caries.

Establecimiento del microbioma intestinal durante
los primeros meses de vida e impacto de la
vacunacion frente a rotavirus

Li Ang’, Silvia Arboleya?, Guo Lihua’, Yuan Chuihui’, Qin Nan’, Marta
Sudrez®, Gonzalo Solis®, Clara G de los Reyes-Gavilan? y Miguel Guei-
monde®

'State Key Laboratory for Diagnosis and Treatment of Infectious Di-
sease, The First Affiliated Hospital, Zheijang Univeristy, Hangzhou,
China. ?Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA), Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Villaviciosa, Asturias,
Spain. Pediatrics Service, Hospital Universitario Central de Asturias,
SESPA, Oviedo, Asturias, Spain.

Resumen

La colonizacién microbiana del intestino del nifio resulta esen-
cial para la posterior salud del individuo. Sin embargo, ain se
desconoce el efecto que diversos factores, con potencial para
afectar este proceso, tienen sobre el establecimiento de la
microbiota intestinal. En este sentido, el impacto de practicas
habituales, como la administraciéon de la vacuna oral frente a
rotavirus, sobre el desarrollo del microbioma apenas ha sido es-
tudiado. El objetivo de este estudio fue caracterizar el estableci-
miento del microbioma intestinal durante los primeros meses de
vida y evaluar el efecto de la vacunacion frente a rotavirus. Para
ello se tomaron muestras fecales de tres nifios sanos, antes y
después de la administracion de cada una de las tres dosis de la
vacuna Rotateq. Se realizaron analisis, mediante PCR-DGGE y
metagenomica, para caracterizar la microbiota fecal y se deter-
minaron los niveles de acidos grasos de cadena corta. Los re-
sultados mostraron una elevada variabilidad en la composicién
de los microbiomas de los diferentes nifios durante los primeros
meses de vida, sin embargo se observé una elevada similitud
entre los mismos a nivel funcional. Asi mismo, no se observo
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ningun efecto significativo de la vacuna sobre el establecimien-
to del microbioma intestinal. Los resultados obtenidos ponen
de manifiesto que el proceso de establecimiento y desarrollo
del microbioma intestinal es especifico para cada individuo a
nivel de composiciéon microbiana pero similar entre individuos a
nivel funcional. Ademas, este proceso no se ve afectado por la
administracion de la vacuna oral frente a rotavirus.

Creacion de una plataforma online para la difusién
de conocimiento acerca del uso de probioticos y
prebioticos en la practica clinica (el probiético.com)

Carlos Masdeu' y Xavier Tapounet’
'Dpto. Médico., Profarmaco-2 S.L., Barcelona.

Resumen

Introduccion: El Probiético (www.elprobiotico.com) es una
web creada con la finalidad de difundir informacién cientifica
para profesionales sanitarios sobre la evidencia y practica cli-
nica de probiéticos y prebidticos.

Material y métodos: Para la generaciéon de contenidos ori-
ginales se constituyé un comité cientifico, coordinado por
los Dres. Francisco Guarner y Guillermo Alvarez Calatayud.
El portal se actualizaria semanalmente con contenidos que
alternarian entre articulos breves, temas de revision y casos
clinicos (estos dos ultimos acreditados por la Comision de
Formacion Continuada del SNS y el CCFCPS). La formacién
acreditada se completaria con la adiciéon de un Curso de Pro-
bioticoterapia en Gastroenterologia de 5 médulos. Todos los
contenidos serian de acceso libre, a excepciéon de aquellos
acreditados, que requeririan un registro (libre y gratuito). La
difusién de contenidos se veria reforzada mediante diversas
redes sociales (principalmente Facebook y Twitter).
Resultados: 40 semanas después del lanzamiento de la web
se han publicado 32 articulos breves, 4 temas de revision y
4 casos clinicos. Se han registrado 3.567 usuarios en la pla-
taforma y unas 890 personas diferentes la visitan cada mes,
con una audiencia compuesta principalmente por médicos
(51%). Los contenidos mas consultados son los del area for-
mativa: 2.051 personas han realizado el examen de evalua-
cién del curso acreditado, con una tasa de aprobados del
89,6% (1.838 aprobados en total).

Conclusiones: La creaciéon de una plataforma online permite
aumentar la inmediatez y frecuencia con la que se divulga el
conocimiento cientifico sobre probidticos y prebidticos entre
los profesionales sanitarios, especialmente de aquellos con-
tenidos con caracter formativo.

Comprimidos matriciales de liberacion modificada
con microorganismos probioticos

M? Teresa Sanchez Rodriguez, M? Adolfina Ruiz Martinez y M? Encar-
nacién Morales Hernéndez

Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Facultad de
Farmacia. Universidad de Granada.

Abstract

Uno de los mayores problemas asociados al uso clinico de
microorganismos probioticos es la falta de control sobre la
viabilidad de estas bacterias durante el proceso tecnolégi-
co, almacenaje y transito del producto a lo largo del apa-
rato digestivo puesto que la principal via de administracion
es la oral. Es por ello, que se debe resaltar la importancia
de desarrollar nuevas formas farmacéuticas que aseguren
la proteccién de estos microorganismos en todo momento

permitiendo su liberacién a nivel intestinal, donde ejerceran
efectos tanto intestinales como extraintestinales, siendo este
nuestro principal objetivo.

Desde hace ya algunos afos, la investigacion en el disefio de
formas farmacéuticas se ha centrado en la blusqueda de sis-
temas que prolonguen la liberacién del principio activo tras su
administracién. Las razones, entre otras, se derivan del deseo
de alcanzar la liberacion prolongada de los compuestos alta-
mente solubles en agua, alcanzar velocidades de liberacion
que responden a un objetivo dado, disminuir el numero de ad-
ministraciones diarias y reducir al minimo efectos secundarios.
De acuerdo con todo lo anterior, consideramos los comprimi-
dos matriciales de liberacion prolongada como la alternativa
que mejor se ajusta a los objetivos planteados. La gran difu-
sion alcanzada por los comprimidos como forma farmacéutica
de administracién oral es debida al gran nimero de ventajas
que presenta, entre ellas el permitir alcanzar esta liberacion
controlada del contenido mediante el empleo de polimeros
matriciales como Eudragit®, alginato sédico y Metothel®.

Microencapsulacion de microorganismos
probiéticos

M? Teresa Sanchez Rodriguez, M? Adolfina Ruiz Martinez y M? Encar-
nacion Morales Hernandez

Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Facultad de
Farmacia. Universidad de Granada.

Resumen

Son muchos los estudios que avalan los diferentes efectos
beneficiosos sobre la salud que aportan los microorganismos
probidticos. Sin embargo, para ejercer dichos efectos es re-
querida su llegada en cantidad suficiente al lugar de accién.
El problema que se presenta a la hora de utilizar los probio-
ticos en el tratamiento o prevencién de cualquier patologia
es la falta de formas farmacéuticas capaces de garantizar
su viabilidad durante el almacenamiento y administracion.
El hecho de incorporar probiéticos a cualquier formulaciéon
supone un reto en el ambito de la Tecnologia Farmacéutica,
dada la escasa resistencia de estos microorganismos a los
procesos tecnoldgicos y a diferentes condiciones ambienta-
les como el pH, humedad o temperatura.

Por todo esto, nos planteamos la necesidad de proteger estos
microorganismos probioticos con una barrera fisica que evite
su exposicion a las condiciones adversas del entorno. Para
ello, recurrimos a técnicas de microencapsulacion, conside-
rando que la seleccién del método de microencapsulacion
estara en funciéon del tamano medio de la particula requeri-
da, de las propiedades fisicas del agente encapsulante, del
contenido a encapsular, de las aplicaciones del material en-
capsulado, del mecanismo de liberacién deseado y del coste.
En concreto, hemos seleccionado un método de emulsifica-
cion-gelificacién ionica interna con alginato sédico, basan-
donos igualmente en los datos positivos obtenidos por nues-
tro grupo de investigacion.

Asimismo, esto abriria un amplio abanico de posibilidades en
el ambito farmacéutico ya que permitiria la inclusion de tales
microparticulas con microorganismos probiéticos en formas
farmacéuticas seguras y eficaces para la prevencion y trata-
miento de diferentes afecciones.

Actividad diamino-oxidasa (DAO) en probiéticos

Mariluz Latorre, Oriol Comas, Teresa Veciana, Natalia Toro, Joan
Bosch y M Carmen Vidal
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Departamento de Nutricion y Bromatologia. Campus de la Alimenta-
cion de Torribera (Facultad de Farmacia). Universidad de Barcelona,
Barcelona. Espafia-INSA-XaRTA.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue poner a punto una metodologia
in vitro para la determinacién de la capacidad diamino-oxida-
sa (DAO) o histaminasa en bacterias probidticas. Hasta don-
de llega nuestro conocimiento, a dia de hoy, todavia no se ha
descrito esta actividad en ningiin microorganismo probiético.
El interés de este estudio radica en la posibilidad de poder
utilizar estos probiéticos para el tratamiento preventivo de la
intolerancia a la histamina.

La actividad DAO se ha descrito en diferentes microorganis-
mos, principalmente en bacterias utilizadas como cultivos
iniciadores'. Los microorganismos pueden oxidar la histami-
na como fuente de carbono y nitrégeno, generando aldehi-
do, peréxido de hidrogeno y amonio. El procedimiento por
resting cells, que mantiene a las células microbianas en un
medio fosfatado simple con histamina como Unico sustrato
disponible, parece el méas idéneo para detectar y cuantificar
esta posible actividad enzimatica?.

Para la determinacién de la capacidad DAQO in vitro por res-
ting cells se expuso a los microorganismos, tras su creci-
miento en medio de cultivo nutritivo, a un medio fosfatado
(0,05M, pH 7) suplementado con histamina (0,5 mM) durante
48 horas a 37°C y agitacion constante a 200 rpm. La de-
terminacion de la histamina se realizé6 mediante UHPLC-FLS,
utilizando enzima DAO puro de origen porcino como control
positivo. La actividad DAO se mide en funcién del porcentaje
de reduccién de los contenidos de histamina en comparacion
con el mismo medio sin crecimiento microbiano.

Para comprobar la validez de la metodologia propuesta se
determinoé la actividad histaminasa de cepas de Lactobaci-
llus sakei, previamente identificadas como histaminasa po-
sitivas*. Estas cepas redujeron la histamina del medio, con
un porcentaje de eficacia que oscilé entre el 8 y el 50%, de-
pendiendo de la cepa (Tabla I). Posteriormente, se realiz6é un
estudio preliminar en el que se determiné la actividad DAO
de 4 complementos probidticos comes (Tabla Il). De todos
ellos sélo el complemento probidtico A mostré actividad his-
taminasa in vitro con un porcentaje de reduccién del 15%,
atribuible exclusivamente a las cepas de Lactobacillus.

Se observd una pérdida de la actividad histaminasa en las
cepas de L. sakei tras sucesivos cultivos en medio nutritivo,
hecho que puede sugerir que el gen que codifica el enzima
histamina-oxidasa no se encuentra localizado en el ADN cro-
mosoémico sino en un plasmido. Para confirmar esta hipote-

Tabla I
Capacidad de reduccion de la histamina de diferentes
cepas de Lactobacillus sakei

Capacidad DAO
(% reduccion de histamina)*

Positivo (50% + 9,1)

Positivo (23 % = 12,7)
Positivo (40% = 10,7)
Positivo (8 % + 1,1)

Cepas bacterianas

Lactobacillus sakei LU 1010
Lactobacillus sakei LU 1011
Lactobacillus sakei LU 1015
Lactobacillus sakei LU 1016

*Reduccion de histamina determinada por UHPLC-FL en relacién a
los 0,5mM de histamina presentes en el medio de ensayo después de
48 horas de incubacion a 37°C y 200 rpm.

Tabla IT
Capacidad de reduccion de la histamina de diferentes
complementos probidticos comerciales

Capacidad DAO
(% reduccion
de histamina)*

Complementos probidticos

MARCA A

(Streptococcus thermophilus DSM24731,
Bifidobacteria breve DSM24732,

B. longum DSM24736, B. Infantis
DSM24737, Lactobacillus acidophilus
DSM?24735, L. plantarum DSM 24730,
L. paracasei DSM24733, L. delbrueckii
subsp. Bulgaricus DSM24734)

Positivo
(15 % = 3,1)

MARCAB
(Bifidobacterium lactis BL-04,
Lactobacillus acidophilus NCFM)

Negativo

MARCAC

(Sacharomices boulardii) Negativo

MARCAD
(Lactobaciluus gasseri, Bifidobacterium
bifidum, B. longum)

Negativo

*Reduccion de histamina determinada por UHPLC-FL en relacién a
los 0,5mM de histamina presentes en el medio de ensayo después de
48 horas de incubacién a 37°C y 200rpm

sis, se ha estudiado la localizacién e identificacion del gen
que codifica el enzima responsable de la actividad histami-
nasa en estas cepas.

El aporte de actividad DAO mediante probidticos puede ayu-
dar a metabolizar a nivel intestinal la histamina exdgena, y
podria ampliar el espectro de efectos beneficiosos asociados
a los probiéticos.
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The Human Milk Strain Bifidobacterium breve
CECT7263 is safe in infants from 1 to 12 months
and might improve symptoms of infant colic
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Abstract

Objective: To evaluate the safety and tolerance of the con-
sumption of an infant formula supplemented with the pro-
biotic strain B. breve CECT7263 in neonates from 1 to 12
months of life.

Methods: A randomized double blinded controlled study in-
cluding 154 infants at the age of 1 month was conducted.
Infants were assigned randomly to either infant formula su-
pplemented with B. breve (Probiotic group), or the same for-
mula without the probiotic strain (Control group). The primary
outcome of the study was the growth of infants. Secondary
outcomes were flatulence, regurgitation and bouts of crying.
This study was carried out according to the Helsinki declara-
tion, and the protocol was approved by the Regional Ethics
Committee of the Sistema Andaluz de Salud based in Seville
(Spain).

Results: No significant differences were observed in weight,
length or head circumference between groups. The z-sco-
res of weight, length and head circumference for age were
calculated based on the WHO Child Growth Standards. The
population of the study did not differ from the standard and
no significant differences were detected between the groups
of the study. No significant differences were observed in the
odds to suffering flatulence or regurgitation however infants
receiving the probiotic strain had lower risk of bouts of crying
(infant colic) (p<0.001).

Conclusion: The consumption from 1 to 12 months of life of
an infant formula enriched with the human milk probiotic stra-
in Bifidobacterium breve CECT7263 is safe. Furthermore, the
consumption of this probiotic strain might improve symptoms
of infant colic.

Probiéticos como nuevos adyuvantes en el
tratamiento de la dermatitis atépica

Giuseppina Manzotti', Enrico Heffler? y Filippo Fassio®

"Allergy Outpatients Service, General Hospital, Treviglio, Italy. 2Ambu-
latorio di Allergologia - ASL TO3 Ospedale Civile “Edoardo Agnelli”,
Pinerolo, Turin, Italy. *®UO Medicina, ASL3 Ospedale San Jacopo, Pis-
toia, Italy.

Resumen

Objetivo: El objetivo de este estudio observacional es anali-
zar el efecto de Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium
lactis en la dermatitis atopica (DA) en el contexto de la prac-
tica clinica habitual.

Materiales y métodos: Se documentaron 107 pacientes
adultos, con DA clinicamente diagnosticada y que consu-
mieron una combinacion simbidtica de Lactobacillus rham-
nosus LRO5, Bifidobacterium lactis BSO1 y fructo-oligosa-
caridos (FOS). Se evalud la gravedad de la DA utilizando
el método SCORAD y una Escala de Visualizacién analo-
gica (EVA), relativa a la expresion clinica de la enfermedad
(DA), en la situacién basal y después de 2 y 4 meses de
tratamiento. Las evaluaciones secundarias han comportado

variaciones en el uso concomitante de corticosteroides, an-
tihistaminicos e inhibidores de calcineurina.

Resultados: El tratamiento con Lactobacillus rhamnosus
LRO5 y Bifidobacterium lactis BSO1 reduce de forma signifi-
cativa la gravedad de la dermatitis atépica después de 2y 4
meses de tratamiento. La puntuacion EVA no registré ningin
efecto. Se registré también una reduccién en el uso de cor-
ticosteroides, antihistaminicos e inhibidores de calcineurina.
Conclusiones: La integracion de Lactobacillus rhamnosus
LRO05, Bifidobacterium lactis BSO1 y FOS tuvo un efecto po-
sitivo con una disminucion significativa del indice SCORAD
y una reduccion concomitante en el uso de corticosteroides,
anthistaminicos (después de 2 y 4 meses de tratamiento) e
inhibidores de calcineurina (después de 4 meses de trata-
miento). Estos datos apoyan la exigencia de ulteriores estu-
dios con el fin de analizar de forma mas detallada el efecto
positivo de esta combinacién simbidtica en la DA, en particu-
lar con los efectos de la cepa especifica.

Palabras clave: Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium
lactis, Dermatitis Atdpica, Practica Clinica, Probicticos, Sim-
bidticos, Multicepas.

Simbiéticos multicepas como nuevos adyuvantes
en el tratamiento de la rinitis alérgica

Giuseppina Manzotti', Enrico Heffler? y Filippo Fassio®

"Allergy Outpatients Service, General Hospital, Treviglio, Italy. 2Ambu-
latorio di Allergologia - ASL TO3 Ospedale Civile “Edoardo Agnelli”,
Pinerolo, Turin, Italy. *3UO Medicina, ASL3 Ospedale San Jacopo, Pis-
toia, Italy.

Resumen

Objetivo: Analizar los efectos de 2 simbi6ticos multi-cepas en
la gestion clinica habitual de la rinitis alérgica (RA) estacional
y RA perenne.

Materiales y métodos: Se documentaron 76 y 51 pacientes
ambulatorios con RA clinicamente documentada en 36 clini-
cas en ltalia. Se trataron con una combinacién de simbiéticos
Lactobacillus acidophilus NCFM / Bifidobacterium lactis BL-
04/ FOS y Lactobacillus plantarum LP01/ Lactobacillus para-
casei LPCO0 / FOS durante un periodo de 4 meses.
Después de 2 y 4 meses de tratamiento (respectivamente T1
y T2) se recogieron datos sobre clasificaciéon de la RA e im-
pacto sobre Asma (ARIA), sobre la intensidad de los sintomas
nasales a través de la Escala Visual Analégica (EVA) y sobre
el uso concomitante de corticosteroides y antihistaminicos.
Resultados: Después del tratamiento con 2 simbiéticos mul-
ti-cepas se han observado reducciones significativas de los
sintomas totales y de la clasificacion ARIA en T1y T2 respec-
to a la situacion inicial (T0).

Respecto al indice EVA, se detecté una disminucion signi-
ficativa en todos los intervalos de tratamiento con respecto
al pre-tratamiento a través de la combinacién simbiética L.
plantarum / L. paracasei; se observé una disminucion sig-
nificativa con la combinacién simbiética L. acidophilus / B.
lactis entre TO y T1, mientras la ulterior reduccién en T2 no
alcanzo un resultado estadisticamente significativo. Ademas
se encontrd una disminucion del uso de corticosteroides y
antihistaminicos.

Conclusiones:

Estos datos sobre el efecto de los 2 simbidticos multi-cepas
apoyan el efecto positivo en la gestion clinica habitual de su-
jetos afectados por RA estacional y RA perenne. Estudios fu-
turos permitiran confirmar este potencial efecto beneficioso.

Usos clinicos
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