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Resumen

La microbiota intestinal constituye un complejo ecosistema
que desempefia una importante funcién en el estado de salud
del ser humano. Como consecuencia de ello, se ha producido
una rapida incorporacién de cepas bacterianas con funciones
beneficiosas definidas (probidticos) al mercado. El efecto pro-
tector de las bacterias probidticas frente a patdégenos gastro-
intestinales y sus mecanismos de accién ha sido una de las
areas que ha despertado mayor interés. Las cepas del género
Bifidobacterium son integrantes mayoritarios de la microbiota
intestinal de los nifios y uno de los principales grupos de pro-
biéticos. Este género se considera esencial para el manteni-
miento del equilibrio intestinal. Ciertas bifidobacterias son
capaces de ejercer in vitro efectos antagénicos frente a impor-
tantes patégenos gastrointestinales pertenecientes a los gé-
neros Listeria, Clostridium, Salmonella, Shigella, Proteus, Es-
cherichia y Candida. Datos clinicos también permiten atribuir
una funcién protectora a ciertas bifidobacterias probidticas
frente a las diarreas infecciosas agudas y la diarrea asociada
a antibidticos en nifios. Existe un ndmero cada vez mayor de
estudios que indican que algunas bifidobacterias pueden con-
tribuir a fortalecer las defensas todavia inmaduras en edades
tempranas de la vida mediante diversos mecanismos (exclu-
sién competitiva, inmunomodulacion, sintesis de compuestos
antimicrobainos, etc.). No obstante, serd necesario realizar un
mayor nimero de ensayos clinicos rigurosos con cepas probio-
ticas bien definidas para poder establecer recomendaciones
consensuadas sobre el consumo de productos probiéticos con
fines especificos para la poblacion infantil.
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Abstract

Title: Contribution of the intestinal microbiota and the genus
Bifidobacterium to the host defense mechanisms against gas-
trointestinal pathogens

The human intestinal microbiota constitutes a complex ecosys-
tem that plays an important role in human health. This has led to
a rapid incorporation of bacterial strains that exhibited specific
beneficial properties (probiotics) into the market. The protective
role of probiotic bacteria against gastrointestinal pathogens and
the underlying mechanisms has received special attention. Bifido-
bacterium strains are predominant inhabitants of the intestinal
tract of infants and one of the main sources of probiotic strains.
This genus is considered to be essential for maintaining the bal-
ance of the intestinal ecosystem. Bifidobacterium strains exert in
vitro antagonistic activity against important gastrointestinal pa-
thogens belonging to the genera Listeria, Clostridium, Salmonella,
Shigella, Proteus, Escherichiaand Candida. Clinical evidences also
support a protective role of some probiotic bifidobacteria in acute
infectious diarrhea and antibiotic-associated diarrhea in children.
There is an increasing body of evidence about the multiple mech-
anisms (competitive exclusion, immunomodulation, synthesis of
antimicrobials, etc.) by which bifidobacteria could promote the
immature infant defenses. Moreover, a large number of rigorous
clinical trials on well-identified probiotic strains will be required to
find general recommendations of probiotic-containing products for
specific purposes in the infant population.
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Ecologia intestinal

La microbiota intestinal constituye un complejo ecosistema
integrado por mas de 400 especies bacterianas. La microbiota
comienza a adquirirse después del nacimiento, y tanto la velo-
cidad de colonizacién como el tipo de microrganismos tienen
gran repercusion en el desarrollo del sistema inmune, la regu-

lacion de la permeabilidad y el mantenimiento del equilibrio
intestinal. Dicho proceso se considera determinante de la sus-
ceptibilidad a las infecciones microbianas y de la sensibilidad
a los antigenos o alergenos de la dieta, especialmente durante
los primeros afios de vida. Inicialmente, existe un predominio
de microrganismos aerobios o anaerobios facultativos (Entero-
bacteriaceae y Lactobacillus) que son desplazados posterior-
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mente por bacterias anaerobias estrictas (Bifidobacterium,
Bacteroides, Eubacterium, etc.) hasta que se establece una
flora practicamente definitiva. La compasicién de la microbiota
fecal depende, no obstante, de diversos factores y, entre ellos,
especialmente del tipo de lactancia. La menor incidencia de
infecciones gastrointestinales asi como de otras enfermeda-
des en nifios alimentados con lactancia materna se ha rela-
cionado con su influencia en la composicién de la microbiota
intestinal, dominada (hasta en un 91%) por el género Bifido-
bacterium. Por el contrario, el intestino de nifios alimentados
con férmulas infantiles esta colonizado por una microbiota mas
heterogénea (Enterobacteriaceae, Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, etc.). La microbiota intestinal contribuye al es-
tado de salud del huésped, por sus funciones en nutricién, pro-
teccion, desarrollo y proliferacion celular e inmunomodula-
cion'-2. Como consecuencia de ello, existe un creciente interés
en el disefio de alimentos o suplementos funcionales que favo-
rezcan su predominio bien mediante la administracion de ce-
pas seleccionadas (probiéticos) o de polisacaridos complejos
(prebidticos) que favorezcan de forma selectiva el desarrollo de
los grupos bacterianos deseables® *.

Contribucion de la microbiota
intestinal a los mecanismos
de defensa del huésped

El tracto gastrointestinal constituye una de las principales zo-
nas de contacto con agentes ambientales potencialmente no-
civos (bacterias, virus, toxinas y alergenos) y desempefia una
funcién primordial en la defensa del organismo frente a éstos.
Su funcién protectora depende de los componentes estructura-
les y funcionales de la mucosa intestinal, del sistema inmune
asociado y de sus interacciones con la microbiota intestinal
residente y en transito.

Las células del epitelio intestinal, el moco que cubre la mu-
cosa, el flujo sanguineo que la irriga y las secreciones (fosfoli-
pidos, bilis, péptidos antimicrobianos, etc.) constituyen de
forma conjunta una barrera fisica y quimica que contribuye a la
defensa del huésped®. EI moco esta integrado por mucinas (glu-
coproteinas), que son potenciales sitios de adhesién para las
bacterias. La sintesis y la composicion de las mucinas estan
reguladas genéticamente en cada individuo; ademas, las bac-
terias intestinales pueden contribuir a la regulacion del reper-
torio de mucinas mediante la modificacién de la expresion
génica de glucosiltransferasas del huésped y por accién de sus
propias enzimas glucoliticas®. Los patdgenos normalmente al-
teran la permeabilidad intestinal, mientras que las bacterias
comensales beneficiosas y los probiéticos pueden contribuir al
restablecimiento de ésta y de las uniones intercelulares, y fa-
vorecer la proliferacion celular’. La sintesis de péptidos antimi-
crobianos (defensinas) y proteasas implicadas en su activacion
en las células Paneth constituye un mecanismo adicional de
defensa del huésped frente a agentes patégenos. Tanto la pro-
duccién de las defensinas como de las enzimas que las activan
puede ser modulada por la microbiota comensal y por bacterias

probidticas. Por el contrario, algunos patégenos estan desarro-
llando mecanismos de resistencia a esta barrera mediante la
reduccion de la expresion de dichos péptidos®.

El sistema inmune asociado a la mucosa intestinal se consi-
dera el principal 6rgano inmunoldgico del organismo. Esta
constituido por tejido linfoide organizado, como los nédulos
linfaticos mesentéricos y las placas de Peyer, y por linfocitos
difusamente distribuidos a través de la lamina propia y el epi-
telio. El sistema inmune asociado al intestino es capaz de re-
conocer determinados agentes exdgenos (p. ej., componentes
estructurales o toxinas microbianas) y secretar mediadores ce-
lulares (p. ej., inmunoglobulinas, citocinas, etc.) responsables
del desencadenamiento de la respuesta inmune. La secrecion
de inmunoglobulina A (IgA) es una de las primeras defensas de
la mucosa frente a microrganismos patégenos y su induccion
en las placas de Peyer y la lamina propia depende de su inte-
raccion con la microbiota comensal. Asimismo, el tejido lin-
foide asociado al intestino y las células epiteliales poseen
receptores (toll-like receptors) capaces de reconocer ciertas
moléculas bacterianas, entre las que se encuentran los polisa-
caridos, los 4cidos teicoicos y secuencias de ADN CpG no
metiladas. El mecanismo por el cual el huésped es capaz de
discriminar entre la microbiota comensal y la patdgena se
desconoce, pero se supone que existen distintas secuencias
sefial en los dos grupos de microrganismos cuyo reconocimien-
to por el huésped desencadena, a su vez, diversas respuestas
(proinflamatorias o no). La microbiota comensal se considera
implicada en el desarrollo de la estructura y la funcionalidad
del epitelio intestinal y, especialmente, de la inmunidad celular
y humoral durante el periodo neonatal. Los ensayos de coloni-
zacion intestinal realizados con animales libres de gérmenes
han demostrado la correlacion entre dicho proceso y el desa-
rrollo del sistema inmune. Ademas, recientes estudios han
demostrado que la colonizacion intestinal esta asociada a la
maduracion de la inmunidad humoral, particularmente a la pro-
duccién de células secretoras de inmunoglobuina A y M en
recién nacidos®.

Mecanismos de accion
del género «Bifidobacterium»
frente a patdgenos gastrointestinales

Al género Bifidobacterium se le atribuye una importante fun-
cién en el mantenimiento del equilibrio del ecosistema intesti-
nal y el desplazamiento de microrganismos patégenos. Las
cepas de este género constituyen el grupo predominante de la
microbiota fecal de nifios alimentados con leche materna y
unos de los probidticos mas importantes. El conocimiento de la
contribucién de este grupo bacteriano a la funcion barrera in-
testinal a través de las interacciones con el huésped es todavia
muy limitado. Los mecanismas de accién de las bifidobacterias
frente a los patégenos gastrointestinales mejor caracterizados
incluyen actualmente la competicién por los sitios de adhesién,
la inmunomodulacién y la sintesis de compuestos antimicro-
bianos.
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Adhesion

La capacidad de adhesién de las bacterias probiéticas esta re-
lacionada con su potencial para desplazar o inhibir patgenos
mediante competicion por los sitios de adhesion. Ademas, esta
propiedad se relaciona con la capacidad para colonizar, al me-
nos transitoriamente, el tracto intestinal e interaccionar con el
sistema inmune del huésped. Por ello, constituye uno de los
criterios de seleccion de bacterias probidticas. La capacidad de
adhesion se ha determinado fundamentalmente mediante el
uso de diversos modelos in vitro basados en lineas celulares
(Caco-2 y HT29-MTX) y moco intestinal. En general, las bifido-
bacterias parecen presentar menor capacidad de adhesién al
moco de personas de edad avanzada que al de los nifios, lo que
podria explicar su menor grado de colonizacién en el primer
grupo de poblacion™. Ademas, las cepas de especies tipicas de
la microbiota fecal de nifios (B. brevey B. infantis) poseen nor-
malmente mayor capacidad de adhesion que las de adultos (B.
longum y B. adolescentis)"'. Estos modelos se han utilizado
también para demostrar la capacidad de diversas bifidobacte-
rias para inhibir la adhesién y desplazar patégenos previamen-
te adheridos, como Salmonella enterica serovar Typhimurium,
Salmonella arizonae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Enterobacter sakazakii, Clostridium difficiley C. perfringens'?®.
Estudios similares han permitido demostrar la capacidad de
algunas bifidobacterias para inhibir también la invasién de en-
terocitos por patégenos como E. coli 0157:H7 y S. enterica
serovar Typhimurium'® " La capacidad de adhesion varia entre
especies y entre cepas de la misma especie. En general, se
considera un fenémeno complejo en el que pueden estar impli-
cadas fuerzas pasivas, electrostaticas e hidrofébicas, acidos
teicoicos y estructuras mas especializadas como las lectinas y
los polisacaridos de superficie. Las moléculas que median la
adhesién de bifidobacterias incluyen componentes celulares y
productos metabdlicos, al menos, de naturaleza proteica y glu-
cidica'™ 18,

Inmunomodulacion

Los probidticos, asi como otras bacterias intestinales, pue-
den interaccionar con el sistema inmune asociado a la muco-
sa intestinal induciendo respuestas humorales y celulares
proinflamatorias o antinflamatorias. Las respuestas genera-
das por bacterias seleccionadas varfan mucho dependiendo
de la especie y la cepa, por lo que se debe llevar a cabo una
evaluacion individualizada. No obstante, actualmente existen
evidencias sélidas sobre la capacidad de algunas cepas pro-
biéticas para estimular respuestas inmunes protectoras fren-
te a patogenos microbianos'. Se ha realizado un amplio ni-
mero de estudios preclinicos utilizando animales libres de
gérmenes y modelos de infeccién de determinados patégenos
(E. coli, S. enterica serovar Typhimurium, Candida albicansy
rotavirus) con el objetivo de demostrar el efecto protector de
algunas bacterias probidticas mediante mecanismos de in-
munomodulacién. Tamhién se han efectuado ensayos clinicos
en humanos en los que se demuestra que los probiéticos pue-
den actuar estimulando la sintesis de IgA frente a patégenos,
la capacidad fagocitica de las células polimorfonucleares y la

produccién de distintas subpoblaciones linfocitarias. El cono-
cimiento de las moléculas de las bacterias probidticas res-
ponsables de estas interacciones es todavia limitado. Hasta
ahora se ha atribuido actividad inmunomoduladora tanto a
bacterias viables como no viables y se ha demostrado que el
ADN de cepas probiéticas de las especies B. brevey B. infan-
tis posee capacidad para estimular la produccion de citocinas
antinflamatorias?.

Produccion de compuestos antimicrobianos
Los metabolitos antimicrobianos producidos por bacterias lac-
ticas se pueden dividir en dos grandes grupos: 1. compuestos
de baja masa molecular (<1.000 Da), entre los que se incluyen
los 4cidos organicos que poseen amplio espectro de accion,
y 2. las proteinas antimicrobianas, llamadas bacteriocinas
(>1.000 Da), con espectro de accién restringido a bacterias
grampositivas.

Los acidos organicos mayoritarios generados como conse-
cuencia del metabolismo fermentativo de las hexosas (lactico
y acético) se han considerado los principales responsables del
efecto inhibidor de cepas del género Bifidobacterium frente a
patbgenos gastrointestinales, como Helicobacter pyloriy S.
enterica serovar Typhimurium?'-?2. Los &cidos grasos de cade-
na corta (acético, propiénico y butirico) generados a partir del
metabolismo de polisacaridos no digeribles en la parte alta
del tracto gastrointestinal (prebidticos) por este grupo bacte-
riano también contribuyen a la reduccién del pH en el colon,
inhibiendo asi su colonizacién por bacterias patégenas?.
Ademas, el acido butirico contribuye al efecto barrera, ya que
supone un importante aporte de energia para los enterocitos
(60-70%), estimula el flujo sanguineo y modula la proliferacion
y diferenciacion celular.

La produccién de bacteriocinas se detectd en B. bifidum
NCFB 1454y, posteriormente, en otras cepas aisladas de heces
de nifios, aunque éstas resultaron ser activas exclusivamente
frente a bacterias grampositivas?* %, Los Gltimos estudios in-
dican, no obstante, que ciertas cepas aisladas de heces de
adultos y nifios son capaces de sintetizar proteinas antimicro-
bianas de amplio espectro activas frente a bacterias gramposi-
tivas, gramnegativas y levaduras. Entre éstas se incluyen im-
portantes patégenos gastrointestinales, como C. difficile,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, S. enterica
serovar Typhimurium, H. pylori, Campylobacter coliy Arcobac-
ter butzleri®s. 7.

Evidencias clinicas de la efectividad
de bifidobacterias probiodticas

en el tratamiento de infecciones
gastrointestinales

El efecto protector de los probiéticos frente a patégenos
gastrointestinales detectado mediante ensayos in vitro de-
be demostrarse posteriormente mediante ensayos preclini-
cos y clinicos. El desarrollo de ensayos preclinicos requiere,
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tratamiento con de colonizacion
antibiéticos
Diarrea asociada
al consumo

de antibidticos

Reduccién de la incidencia

no obstante, el uso de modelos animales de infeccion ade-
cuados, lo que no siempre es posible debido a que una par-
te importante de virus y bacterias patdgenas son especifi-
cas de cada especie. El nimero de ensayos clinicos realizados
hasta ahora para validar el uso de bifidobacterias probi6ti-
cas en la prevencién y el tratamiento de infecciones gastro-
intestinales es todavia muy limitado y, especialmente, los
llevados a cabo en poblacion infantil?®2°, Hasta ahora, se
han efectuado estudios de intervencién en humanos con el
objetivo de validar la efectividad de ciertas cepas del género
Bifidobacterium para reducir el riesgo de diarrea aguda en
nifios, diarrea del viajero y la asociada al consumo de antibi6-
ticos. Los efectos concretos de la administracién de bifido-
bacterias y otros probidticos en la prevencion y el trata-
miento de infecciones gastrointestinales en la poblacion
infantil se resumen en la tabla 1. De todos ellos, los esta-
blecidos con mayor rigurosidad son los relacionados con las
gastroenteritis agudas (diarreas acuosas y causadas por
rotavirus y otros tipos de virus). Sin embargo, no se ha de-
mostrado la efectividad de los probidticos en gastroenteri-
tis causadas por bacterias invasivas. Los efectos dependen
de la dosis y de la cepa, lo que demuestra la necesidad de
realizar evaluaciones exhaustivas e individualizadas de ca-
da una de ellas previamente a su comercializacién. La admi-
nistracion de los probidticos en fases previas o tempranas
de la infeccion incrementa su eficacia frente a estas enfer-
medades, destacando el caracter preventivo de estos mi-
crorganismos asi como el de los alimentos funcionales que
los contienen. Finalmente, considerando las evidencias
existentes sobre los efectos beneficiosos que los probi6ti-
cos pueden ejercer sobre la salud y, especialmente, sobre el
fortalecimiento de las defensas de la poblacién infantil, se
deberian intensificar los esfuerzos orientados a la valida-
cién de su potencial terapéutico mediante un mayor ndmero
de ensayos cliicos rigurosos. [l

(Infloran)

B. lactisy S. thermophilus

Evidencias clinicas de los efectos beneficiosos de la administracion de cepas del género «Bifidobacterium»
frente a infecciones gastrointestinales en poblacidn infantil

Condicion Efecto Especie/cepa probidtica Vehiculo Referencia
Diarrea por Reduccion de la incidencia B. lactisy S. thermophilus Leche Saavedra, et al.®
rotavirus y de la excrecion en heces

Reduccién de la incidencia B. breve YIT4064 (Yakult) No se indica Araki, et al.!

y aumento de sintesis de IgA

Reduccién de la incidencia B. bifidum Leche Phuapradit, et al.*2
Diarrea infecciosa Reduccién de la frecuencia B. infantisy L. acidophilus Cépsulas Lee, et al.®
aguda y la duracién

Reduccién de la incidencia B. lactis Bb 12 Leche Chouraqui, et al.3*
Colonizacion tras Mejora de la velocidad B. bifidumyy L. acidophilus Capsulas Black, et al %

Formula infantil Correa, et al. %
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