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RESUMEN

Bifidobacterium y Lactobacillus son dos géneros bacterianos, presentes en la
microbiota intestinal, ampliamente utilizados en la industria alimentaria y farmacéutica
por su carécter probidtico o beneficioso para la salud humana. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que permiten a estas bacterias tener dicho efecto en el
organismo todavia no se conocen en profundidad. Por este motivo, estos
microorganismos constituyen actualmente una de las dianas de estudio en el campo de
la gendmica, biologia molecular y de la genética.

El desarrollo de estas ciencias, en los ultimos afios, ha permitido la secuenciacion
de un gran numero de cepas de ambos géneros, dandose a conocer la informacién
genética completa de varios miembros representativos de estos grupos de bacterias.

Surge asi una nueva disciplina, la probiogendmica, con el objeto de profundizar
en los mecanismos moleculares que regulan los efectos probidticos de dichas cepas.

En este trabajo se recogen diferentes analisis gendmicos realizados en ambos
géneros, que ayudan a comprender mejor los mecanismos de adaptacion de estas
bacterias al tracto gastrointestinal, asi como la funcién de determinados genes en el
fendmeno de la probiosis.

Palabras clave: probiogendmica, Bifidobacterium, Lactobacillus, probidticos,

gendmica, probiosis.
1. INTRODUCCION

El intestino humano representa un ecosistema complejo, colonizado por una
amplia y dinamica coleccion de bacterias que parece exceder en nimero al de células
humanas y que en conjunto representa una mayor variedad genética que los genomas
de sus huéspedes®.

La colonizacién bacteriana del intestino comienza con el nacimiento y continla
durante toda la vida, con cambios importantes en funcion de la edad, la dieta, los
tratamientos y patologias sufridas. La diversidad y las caracteristicas de la microbiota
difieren notablemente dependiendo de la region del intestino (Fig. 1) y pueden variar en
funcién de diversos factores asociados al huésped (pH, acidos biliares o mucus),
factores ambientales (nutrientes y medicamentos) y factores microbianos (capacidad de

adhesion, metabolismo, produccion de bacteriocinas)®. Alteraciones en la composicion
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de la microbiota intestinal han sido recientemente vinculadas a varios procesos, tales

como la enfermedad inflamatoria intestinal, alergias y obesidad, entre otros®+°%7),
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Figura 1. (a) Esquema del tracto gastrointestinal en el que quedan reflejados los
distintos compartimentos asi como la cantidad relativa de bacterias presentes en
ellos. (b) Representacion de la proporcion de las principales familias bacterianas
encontradas en muestras fecales de adultos ©.

La microbiota intestinal estd constituida principalmente por especies de cinco
Phyla bacterianos: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria vy
Verrucomicrobia, y se ha demostrado que algunas de ellas son necesarias para mantener
el bienestar del huésped.

El concepto de probidtico se remonta al afio 1908 cuando Metchnikoff declara
que el consumo de ciertos alimentos fermentados tiene efectos positivos en la salud
humana'®. En esa misma época, el pediatra francés Henry Tissier observo que los nifios
con diarrea tenian en sus heces un escaso numero de bacterias que, por el contrario, eran
abundantes en nifios sanos. Sugiridé la posibilidad de administrar estas bacterias a
pacientes con diarrea para facilitar el restablecimiento de una flora intestinal sana.

La definicion actualmente aceptada de probiético fue aprobada por la FAO y la
OMS en el 2001 y ha sido revisada recientemente en el 2014 por la Asociacion
Cientifica Internacional de Probidticos y Prebioticos: “Los probidticos son
microorganismos vivos que al ser administrados en la cantidad adecuada confieren un
beneficio para la salud del huésped”.

Esta definicion implica que la seguridad y la eficacia deben demostrarse para
cada cepa probiotica. Hasta la fecha no se han propuesto criterios especificos para la
seleccion de nuevos probioticos, pero existen requisitos generales que deben cumplirse
como son la capacidad de adhesion a la mucosa intestinal y la tolerancia a acidos y

bilis“>*Y), Ademas, existen resultados cientificos que sugieren que los probidticos tienen



S
S
=
[e)
=
~
Y]
I
Y]
=~
S
~
S
I
)
—
~
S
)
Q
<
=
S
o~

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf

otra serie de funciones, como son: actividad antiinflamatoria, prevencion de infecciones
gastrointestinales, reduccion de intolerancias a la lactosa, reduccion de la inflamacion
intestinal, alivio del estrefimiento, etc*?*3%)  Sin embargo, los mecanismos
moleculares implicados en todas ellas permanecen adn sin desvelar. La elucidacion del
genoma microbiano ofrece, en este sentido, la posibilidad de acelerar la investigacion en
materia de probidticos*>*6:17),

Durante la ultima década, la investigacién en microbiologia ha dado un cambio
importante gracias al empleo de nuevas técnicas de secuenciacion, que han permitido la
secuenciacion del genoma de méas de 1.000 bacterias, recogidos en la base de datos
NCBI, lo que ayuda a comprender mejor la biologia bacteriana.

Los esfuerzos iniciales fueron dirigidos principalmente a la secuenciacion del
genoma de bacterias patdgenas*® debido a su mayor impacto en la salud humana. Los
datos gendmicos obtenidos han abierto nuevas vias de investigacion e incluso, han
permitido el nacimiento de nuevas disciplinas enfocadas al estudio del genoma de
bacterias utilizadas en alimentacién, comensales intestinales y bacterias probidticas. Fue
en 2009 cuando surge la disciplina a la que hace referencia este trabajo, la
probiogendmica, que tiene por objetivo revelar las bases moleculares que confieren a
las bacterias probioticas la capacidad de promover la salud.

Integrar la informacion de la expresion génica en el intestino humano con los
datos que aporta la probiogenémica y la gendémica funcional permitiria ampliar el
conocimiento sobre las funciones de la microbiota probidtica en las interacciones con
otras bacterias presentes en el intestino y con el propio huésped®.

Con este trabajo se pretende hacer una revision de los ultimos estudios del
genoma de la microbiota probidtica. En todos ellos se emplea la gendmica como
herramienta, asi como otras ciencias dmicas que facilitan el analisis simultaneo de gran
nimero de genes y de proteinas“?, con el objeto de lograr una vision global sobre
diversos aspectos de la evolucion y la adaptacion al intestino humano de estas bacterias.

En concreto, se han elegido dos modelos probioticos: Bifidobacterium spp. y
Lactobacillus spp., pertenecientes a los Phyla Actinobacterias y Firmicutes,
respectivamente. Ambos son microorganismos Gram positivos utilizados en la industria
como bacterias probidticas y suelen clasificarse dentro de un mismo grupo debido a que
comparten ciertas caracteristicas metabolicas, como es la produccion de &cido lactico;
aunque desde el punto de vista filogenético existe cierta distancia entre ambos

géneros®),
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son:

1. Profundizar en el conocimiento de las bacterias probioticas.

2. Revisar las nuevas exigencias de los organismos internacionales (OMS y FAOQO) en
materia de probidticos.

3. Analizar la probiogenémica como nueva disciplina y definir sus dianas de estudio.

4. Considerar los beneficios que aporta en el desarrollo de una nueva generaciéon de

probidticos.

3. METODOLOGIA

Revision bibliogréfica en la que se han empleado diferentes fuentes: revistas de
divulgacion cientifica, como Nature, Elsevier, Bioengineered bugs y Annual Reviews of
Microbiology, Nutrition and Food Science and Technology, asi como articulos de
investigacion publicados en diferentes bases de datos como Pubmed y Google
académico.

PubMed (http://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/)

Med Line (https://www.nlm.nih.gov/bsd/pmresources.html)

Web of Science (https://login.webofknowledge.com)

Bucea (http://biblioteca.ucm.es) Cisne (http://cisne.sim.ucm.es)

Google Scholar (https://scholar.google.co.in/schhp?hl=en)

Elsevier (www.elsevier.com); Science Direct (http://www.sciencedirect.com)

Las palabras clave de busqueda fueron: microbiome, human microbiome, human
microbiota, probiotics, probiogenomics, probiotics reviews disease microbiome,
intestinal microbiome.

Web de Probiogenomics Lab (http://probiogenomics.unipr.it/photos_lab.html) de

la Universidad de Parma, que recoge las publicaciones més relevantes de los grupos de
investigacion que actualmente trabajan en esta nueva disciplina.

Se consultaron documentos publicados por organismos oficiales tales como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y Agricultura (FAO), la Sociedad Espafiola de Probidticos y
Prebidticos, la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion
(AECOSAN), la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
https://www.nlm.nih.gov/bsd/pmresources.html
https://login.webofknowledge.com/
http://cisne.sim.ucm.es/
https://scholar.google.co.in/schhp?hl=en
http://www.sciencedirect.com/
http://probiogenomics.unipr.it/photos_lab.html

S
S
=
S
=
=
I
=
~
Y]
=
a
)
S
~=
S
=
a
Q
~
AN
Q
QS

ia no se hace responsable de la in

i
)
~
S
~
]
xR
S
=
~
Q
xR
S
=~
S
~N
)
=
S
N
Q
=
S
~
S
~
S
~
S
=
=
S
~
=
N
S
N
3
v
N
)
=
=
-
Q
=
S
~
=
N
<
&
)
=
9
SN

Asi mismo, se ha utilizado la herramienta BUCEA que mediante una unica
consulta, busca simultaneamente en las multiples bases de datos y colecciones

electronicas de la Biblioteca Complutense.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Nacimiento de la probiogenémica

La Consulta Mixta de Expertos FAO/OMS sobre Evaluacion de las Propiedades
Saludables y Nutricionales de los Probidticos en los Alimentos, que tuvo lugar en
Argentina en el 2001, reconocio la necesidad de establecer un criterio sistematico para
la evaluacion de probidticos en los alimentos con la finalidad de justificar las
declaraciones de propiedades saludables. Concretamente se propuso que se llevaran a
cabo experimentos moleculares claros (in vitro y/o in vivo) para determinar los
mecanismos de probiosis, como el andlisis genético de estas bacterias.

Como respuesta a estos nuevos requerimientos por parte de los organismos
internacionales, y gracias al importante avance en las técnicas de secuenciacion
genodmica en los ultimos afos, surge la probiogenémica como una disciplina que se basa
en la gendmica funcional y la bioinformatica para caracterizar molecular y
funcionalmente a las bacterias probidticas.

Esta nueva especialidad aporta informacién relevante en cuanto a la capacidad
metabdlica de los probidticos, la interaccidn con el huésped, la adaptacion genética para
la supervivencia y la colonizacién del intestino humano, asi como aspectos relacionados
con la bioseguridad.

Ademas, permite obtener la huella genética completa de los microorganismos
facilitando su identificacion taxonomica, y rastrear su presencia y estabilidad genética
en ecosistemas complejos y productos comerciales. Por lo tanto, la probiogenémica es
esencial en el proceso de desarrollo de nuevas generaciones de cepas probioticas.

No obstante, serd necesario estudiar experimentalmente las caracteristicas
predichas a partir del genoma mediante técnicas genomicas funcionales in vivo (por
ejemplo, durante la colonizacion del intestino). Los experimentos funcionales
probiogendémicos determinaran los genes cuya expresién se ve modificada en el
microorganismo probiotico durante la colonizacién del intestino humano. De esta
forma, se conseguiria revelar los mecanismos genéticos y moleculares que regulan los

efectos probidticos de las bacterias.
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4.2 Mecanismos de evolucion de las bacterias probidticas

Desde una perspectiva evolutiva, las bifidobacterias y lactobacilos utilizados
como probidticos han evolucionado aumentando su arsenal genético con el fin de
colonizar con éxito el intestino humano y competir con otros miembros de la microbiota
autéctona. La disponibilidad de las secuencias completas del genoma de bacterias
presenta una gran oportunidad para reconstruir eventos de la evolucion del genoma.

En la era pre-gendmica se pensaba que los genomas bacterianos se habian
originado a partir de un ancestro con el genoma mas pequefio a través de numerosos
eventos de duplicacion de genes®. Sin embargo, un reciente analisis basado en los
datos disponibles del genoma bacteriano no apoya esta teoria; demuestra que la
duplicacion de genes es un fendmeno que contribuye sélo en parte a la evolucion del
genoma®?. Se ha comprobado que existen otros eventos genéticos que contribuyen al
genoma final.

Los principales motores de la evolucion incluyen la duplicacion de genes, la
transferencia horizontal de genes, la pérdida de genes y el reordenamiento
cromosoémico.

Los eventos de transferencia horizontal son responsables de la introduccion de
una variedad de funciones en los genomas bacterianos y, en consecuencia, han mejorado
la competitividad de las bacterias en sus entornos naturales. Los genes que codifican
transportadores de azucares e hidrolasas de hidratos de carbono pueden ser un ejemplo
de genes adquiridos por este mecanismo, al igual que los genes implicados en la
produccion de exopolisacaridos en la especie B. longum biotipo longum NCC2705, que
participan en la adaptacion de este organismo a un nicho ecologico especifico. Por todo
ello, el concepto actual de evolucion incluye tanto las variaciones genéticas generadas

verticalmente como las adquiridas horizontalmente®®),

4.3 Gendmica de las bacterias probidticas

Disponer de la secuencia del genoma completo de los microorganismos utilizados
como probioticos ha ampliado considerablemente el conocimiento de su biologia v,
ademas, ha generado una gran cantidad de informacion acerca de la filogenia, de la
genética y de las capacidades metabolicas de estas bacterias.

Actualmente, de 37 especies conocidas del genero Bifidobacterium, solo 11

genomas de bifidobacterias han sido totalmente secuenciados y se encuentran en la base



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

de datos NCBI. Sin embargo, hasta el momento, el estudio genémico se ha dirigido
principalmente al género Lactobacillus, decodificindose méas de 26 genomas, ya que
dichas bacterias se incluyen como activos en diferentes alimentos funcionales. Asi,
diversas cepas probioticas han sido secuenciadas (Lactobacillus acidophilus, L. casei,
L. rhamnosus, L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii, L. plantarum, L. salivarius y
L. reuteri) y la informacion genética obtenida ha mejorado considerablemente el
conocimiento acerca de la funcionalidad de estas especies, asi como de sus mecanismos

de adaptacion al entorno del tracto gastrointestinal y de interaccion con el huésped.

Figura 2. Relaciones evolutivas entre las principales especies comensales del tracto
gastrointestinal de los géneros (a) Bifidobacterium y (b) Lactobacillus, mostradas en el
modelo “neighbour-joining tree” utilizando las secuencias de 16Sr RNA. El genoma
de las especies marcadas en rosa se ha secuenciado en su totalidad. La escala de las
barras indicadas corresponde a sustituciones de 0.1 nucledtidos y para valores
superiores de 600 se indican con nimero®).

Las diferencias entre los genomas de bifidobacterias y lactobacilos ponen de
manifiesto su distinta filogenia (Fig. 2), pero ademas reflejan los diferentes nichos que
ocupan y las actividades metabolicas que desempefian. EI genoma de Bifidobacterium
refleja su prototrofia y, por tanto, su buena adaptacion en medios con bajas

concentraciones de nutrientes como aminoacidos, nucledtidos o vitaminas®®. Un
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ejemplo de ello es la especie B. breve UCC2003, cuyo genoma codifica para homologos
que participan en la sintesis de nucleétidos a partir de glutamina. Al contrario ocurre en
el género Lactobacillus, cuyo genoma muestra auxotrofia por estos mismos

compuestos.

43.1 Bifidobacterium y adaptacion al medio intestinal

Estudios comparativos del genoma de bifidobacterias revelan que el pangenoma
de este género consta de mas de 5.000 genes®”. La funcion de muchos de éstos es
todavia desconocida, pero se puede predecir que son de verdadera importancia para la
colonizacion y la supervivencia en el intestino.

Se observé que todas las cepas secuenciadas compartian un grupo de 967 genes, la
mayoria implicados en tareas de replicacion, transcripcion, translacion o traduccion de
sefiales””. Este estudio también permitié la identificacion de genes Unicamente
presentes en una de las cepas (TUG, truly unique genes), que posiblemente aporten a
estas bacterias funciones determinadas. A pesar de ello, el genoma de Bifidobacterium
esta bastante conservado™® (Fig. 3), lo contrario ocurre en el género Lactobacillus, en el
que existe gran heterogeneidad desde el punto de vista filogenético, fenotipico y
ecologico®®.

El ejemplo mas caracteristico de adaptacion de las bacterias probiéticas al
intestino humano, es la capacidad de éstas de metabolizar diferentes tipos de
carbohidratos que el sistema enzimatico del huésped no consigue degradar.

Asi, el género Lactobacillus aparece especialmente en la parte superior del
intestino donde fermenta mono-, di- y trisacaridos, mientras que en la region del colon
se encuentran principalmente bacterias del género Bifidobacterium, capaces de
metabolizar carbohidratos complejos. En concreto, el 10% del genoma de
bifidobacterias codifica proteinas de transporte y metabolismo de carbohidratos, un 30%
mas que otra serie de microorganismos que pueden colonizar el intestino.

Como ejemplo se puede mencionar el cluster “life-style adaptation” de B. longum
biotipo longum NCC2705, que incluye genes que codifican enzimas de degradacion de
azlcares complejos; alfa-manosidasas y endo-beta-NAcetil-glucosaminidasas, entre
otras®”,

Un miembro importante de la poblacion de bifidobacterias, que se encuentra con
frecuencia en la microbiota intestinal del lactante es B. longum biotipo infantis ATCC

15697, cuyo genoma contiene caracteristicas que explican la capacidad de esta cepa
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para consumir carbohidratos especificos de la leche humana conocidos como
oligosacéaridos humanos de la leche (HMO). En concreto, esta subespecie alberga un
grupo de genes que codifica varias glucosil hidrolasas y transportadores de

carbohidratos necesarios para el transporte y el metabolismo de estos HMO.

EPS

- ;., =
A <L
| 1. h”.‘t;,

&,
Collagen

> Restriction
adhesin. :

medification
system

1977 kb4 659 kb

B. adolescentis ATCCI5703

— T T T
. 0 500 1000 1500 2,000 2,500
Prophages B. dentium Bdl

Figura 3. a) Diagrama circular de la diversidad del genoma en bifidobacterias. Los colores blanco y
verde en los tres anillos externos indica las regiones del genoma presentes y ausentes,
respectivamente, en los genomas de las bifidobacterias, en relacion con el mapa del genoma de
Bifidobacterium dentium Bd1. Desde fuera hacia dentro: el anillo 1 muestra la comparacién con la
secuencia del genoma de B. longum subsp. longum NCC2705; el anillo 2 con la de B. longum subsp.
longum DJO10A; el anillo 3 con la de B. adolescentis ATCC15703; el anillo 4 muestra el contenido
de GC; el anillo 5 muestra la desviacion de GC. Las desviaciones del contenido promedio de GC se
muestran en verde (pico de GC alto) o violeta (pico de GC bajo). b) Comparacidén de la conservacion
del orden de los genes entre dos pares de genomas, B. dentium Bd1 y B. adolescentis ATCC15703,
que ilustra diferentes formas de evolucion del genoma de Bifidobacterium. Los puntos azules indican
pares de genes homologos que estan en la misma orientacién en ambos genomas, mientras que los
puntos rojos indican pares que estan en una orientacion invertida en uno relativo al otro®®).

Ademas, el genoma de este microorganismo contiene loci adicionales que
codifican fucosidasas y sialidasas, asi como una ureasa, implicada en la utilizacién de
urea, la cual representa una importante fuente de nitrégeno en la leche®®,

Otro ejemplo de adaptacién al ambiente intestinal puede observarse en la especie
B. bifidum®. Dentro de este género, se trata de la especie que cuenta con mayor
capacidad para metabolizar los glicanos derivados del huésped, como la mucina del
epitelio intestinal®”, consiguiendo asi un aporte de carbono en un ambiente pobre en
nutrientes como es el del colon. La degradacion de la mucina por parte de estas
bacterias puede estimular su secrecion por las celulas epiteliales, siendo de gran
importancia en pacientes que sufren la enfermedad de colon irritable®.

Alguno de los mediadores importantes de la interaccion con el huésped son los
inhibidores de proteasas de tipo serpina, codificados por B. longum biotipo longum
NCC2705 y B. breve UCC2003Y, La serpina codificada por B. longum biotipo longum

NCC2705 es un inhibidor eficiente de neutr6filos humanos y elastasas pancreaticas,

10
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cuya liberacion por neutrofilos activados en los sitios de inflamacion intestinal
representa un mecanismo de control de la inmunidad innata. Esta propiedad hace que
estos microorganismos puedan emplearse como terapia probidtica en la colitis
ulcerosa®. Un ensayo reciente indica la presencia de este gen en siete especies
diferentes de bifidobacterias, tres de los cuales, B. longum biotipo longum, B. longum
biotipo infantis y B. breve, se encuentran comunmente dentro de la microbiota intestinal
humana®®. La presencia de dicho inhibidor de proteasa puede proporcionar una ventaja
ecologica a bifidobacterias ya que la actividad de la serpina puede protegerlos contra las
proteasas del huésped©?.

Ademas, el estudio del genoma de bifidobacterias también ha permitido la
identificacion de genes implicados en la resistencia a altas temperaturas, a la acidez del
estomago, la presencia de sales biliares en el intestino o cambios de presion osmdtica.
Las bifidobacterias entéricas cuentan con un arsenal de chaperonas, bombas de eflujo de
bilis, hidrolasas de sales y ATPasas para hacer frente a estas condiciones de estrés.

Por ejemplo, la F1-FO ATPasa codificada en el oper6n atp de Bifidobacterium
spp, es una enzima esencial para el crecimiento de estas bacterias en medio &cido®”.
Conocer esta serie de genes ha permitido desarrollar probidticos con propiedades

tecnoldgicas adecuadas y que ademas sobrevivan al paso por el tracto gastrointestinal.

4.3.2  Lactobacillus y adaptacion al medio intestinal

La duplicacién génica en el género Lactobacillus se da principalmente en genes
que codifican peptidasas y proteinas transportadoras de aminoacidos, asi como genes
implicados en el metabolismo y transporte de carbohidratos©®),

Ademas, analisis comparativos entre las diferentes especies que colonizan el
tracto gastrointestinal, como L. acidophilus, L. gasseri y L. johnsonii y las presentes en
la leche, como L. helveticus y L. bulgaricus, revelan cambios genéticos que parecen
haber sido el resultado de la presion selectiva en determinados nichos, permitiendo la
evolucion de la especie®®> 53", Un ejemplo de ello son los genes que codifican enzimas
metabolizadoras de azUcares en la leche, que se encuentran en el genoma de las especies
L. helveticus y L. bulgaricus.

Un signo claro de adaptacion al intestino humano son una serie de hidrolasas y
transglicosilasas codificadas en el genoma de L. plantarum WCFS1 implicadas en la

unién a colageno o mucina®), las adhesinas de unién al epitelio identificadas en el
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genoma de L.acidophilus NCFM©? o las hidrolasas de sales biliares (BSH) codificadas
por todos los lactobacilos intestinales secuenciados“?.

Los andlisis comparativos del genoma de la especie L. plantarum (Fig. 4)
revelaron la existencia de una region de DNA, llamado life-style cassette, que engloba
los genes que parecen intervenir en el metabolismo de carbohidratos (representados por

los sistemas PEP-PTS y las glicosil hidrolasas)“".

Figura 4. Atlas circular del genoma de
Lactobacillus plantarum WCFS1
comparado con el genoma de otros 13
genomas  ortdlogos de Lactobacillus
disponibles. El circulo exterior muestra L.
plantarum WCFS1 seguido por L.
salivarius, L. brevis, L. reuteri F275, L.
reuteri F275 (japonés), L. fermentum, L.
acidophilus, L. helveticus, L. johnsonii,
L. gasseri, L .bulgaricus ATCC 11842,
L. bulgaricus ATCC BAA-365, L. caseli,
L. sakei, porcentaje GC y GC oblicuo (el
color verde muestra picos altos de GC
mientras que el violeta muestra picos bajos

3000001 g
s
& e Y

N

o ‘;@&& de GC). Los COG (cluster orthologous

e TR T L . .

"”mfmmm‘.ﬂﬁ. groups) relacionados con el metabolismo se
st muestran en rojo, en verde los del

almacenamiento y  procesamiento  de
informacion, los procesos celulares y la sefializacion se muestran en azul, y los COG no
clasificados se muestran en gris. Los anillos con fondo amarillo indican genomas de especies
gue se consideran residentes en el tracto gastrointestinal. EPS, exopolisacaridos; NpsA, péptido
sintetasa no ribosomal“®).

Ademas de la duplicacion génica, la adquisicion de genes en el género
Lactobacillus ha sido a través de transmision horizontal (HGT) de los mismos. Los
genes que codifican receptores de superficie en L.johnsonii y el cluster de
exopolisacaridos en el complejo L. acidophilus son claros ejemplos de HGT en
lactobacilos probioticos®”.

También se ha descrito en el géenero Lactobacillus la transferencia de material
extracromosomico, como el megaplasmido UCC118 encontrado en L. salivarius, que
representa alrededor del 11% de la capacidad codificante del genoma de esta especie.
Este megaplasmido contiene la informacion necesaria para la produccion de
bacteriocinas, hidrolasas de sales biliares y dos genes implicados en la ruta de la

fosfocetolasa, enzima que interviene en la fermentacion heterolactica de la glucosa?.
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4.4 Mecanismos de probiosis

Los mecanismos moleculares de las bacterias probioticas en el huésped pueden
resumirse en los siguientes (Fig. 5):

1. Modulacion de la composicion y de la funcion de la microbiota. La mayoria de
probioticos son productores de &cido l&ctico y tienen actividad antimicrobiana. Otros
mecanismos mas especificos incluyen la inhibicion de patégenos por produccion de
bacteriocinas, competicion por nutrientes y alteracion del metaboloma intestinal.

2. Regulacion de la funcién de la barrera epitelial por disminucién de la permeabilidad
favorecer la proliferacion e inhibir la apoptosis de células epiteliales.

3. Modulacion de la respuesta inmunitaria. Todos los probioticos presentan PAMPS
(patrones moleculares asociados a patdgenos), pequefias secuencias de moléculas
encontradas en patdgenos que son reconocidos por receptores especificos, tales como
TLR, NLR y RLR en el huésped y que tienen efecto en la respuesta inmunitaria
innata y adaptativa, principalmente a través de interacciones con monocitos,
macrofagos y células dendriticas, modulando la respuesta de T-helpers, células T
reguladoras o la produccion de anticuerpos por las células B.

4. Modulacion de procesos metabdlicos por produccion de hidrolasas de sales biliares,
efecto en hormonas de la saciedad o regulaciones endocrinas.

5. Sefializacion a través del sistema nervioso a traves de la via del triptéfano, del GABA
o la produccion de oxitocina®®).,

A continuacion, se exponen algunos ejemplos de estos mecanismos que han sido
estudiados en bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium.

Lactobacillus rhamnosus GG es uno de los microorganismos probioticos
clinicamente mas documentados y comercializados, con beneficios para el huésped que
van desde la salud gastrointestinal®® hasta efectos inmunomoduladores, como la
prevencion de enfermedades del tracto respiratorio superior® o el eczema atopico en
nifios“).

El estudio del mecanismo de accion de esta bacteria ha sido dificil debido a la
presencia de pili SpaCBA en su superficie. Los analisis comparativos de estos pili
aislados y L. rhamnosus GG han demostrado que estos son clave para la adhesion al
mucus humano Yy al epitelio intestinal, modulan las interacciones inmunoreguladoras
con monocitos y células dendriticas, e incluso promueven la exclusion de patdégenos

como Enterococcus faecium?),
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Se ha comprobado que L. rhamnosus GG disminuye la produccion de citoquinas
inflamatorias en respuesta a Salmonella, al menos parcialmente, a través de la
subunidad SpaC de los pili“®. Ademas del pili, otras moléculas con una funcion
esencial han sido identificadas en L. rhamnosus GG como promotoras de la salud, es el
caso de las proteinas p40 y p75 (enzimas que degradan el peptidoglicano) que evitan la
apoptosis y la colitis inducidas por citoquinas y protegen frente al dafio epitelial
inducido por TNF 9, el 4cido lipoteicoico que modula negativamente la colitis®” y el
ADN rico en CpG que suprime la IgE especifica de alérgeno®").

Dentro de la especie L. acidophilus existen varias cepas que se emplean como
probidticos, siendo L. acidophilus NCFM la cepa modelo. Una de las caracteristicas
mas importantes de la superficie celular de L. acidophilus NCFM son sus proteinas de
superficie (S-Layer) codificadas por tres genes: slpA (LBA0169), slpB (LBAO0175) y
slpX (LBAO0512). Se ha demostrado que estas proteinas protegen frente a la infeccidn
viral, sirven de anclaje para enzimas asociadas a la superficie y facilitan la adhesion
celular a través de receptores inmunes. Concretamente, SIpA se une a la lectina de tipo
C -el receptor inmunitario del huésped SIGNR3- y actGa mitigando la colitis y
protegiendo la mucosa intestinal en ratones®?. Del mismo modo, un mutante knock-out
de L. acidophilus NCFM para el éacido lipoteicoico, también es capaz de mitigar la
colitis a través de un mecanismo que involucraba IL-10 y CD4(+) FoxP3(+) T
reguladoras para reducir la inflamacion de la mucosa®?.

Otras moléculas con efecto probidtico también se han identificado en otras cepas.
Por ejemplo, usando mutantes knock-out de Lactobacillus salivarius UCC118 para la
bacteriocina Abp118, se ha demostrado que Abpl118 limita la infeccion por Listeria
monocytogenes en ratones. L. salivarius UCC118 también es capaz de proteger frente a
Salmonella, pero sin participacion de la bacteriocina Abp118. Se cree que el mecanismo
de probiosis en este caso es menos especifico, pudiendo ser por inmunomodulacion, por
exclusion competitiva o0 por la presencia de acido lactico, a la que Salmonella es
bastante sensible in vitro®%. El peptidoglicano de Lactobacillus casei también es
importante en la inhibicion de la sintesis de 1L12p40, lo que conduce a una reduccion en
la secrecion de I1L12 e 1L23, dos citoquinas implicadas en enfermedades autoinmunes y
en enfermedades inflamatorias intestinales®®.

En comparacion con la mayoria de los lactobacilos, las bifidobacterias son méas
refractarias a la ingenieria genética, pero también se han logrado avances importantes en

este género. El anélisis del genoma de Bifidobacterium breve UCC2003 reveld
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informacidn respecto a su adaptacion genética a la colonizacion y persistencia en el
intestino humano a través de la produccion de pili tipo IVb o Tad-pili. En
Bifidobacterium longum 35624, se mostrd que los exopolisacéridos de la superficie son
esenciales en el control de las respuestas pro-inflamatorias y en las mediadas por
Th17®%),

Se sabe que los metabolitos producidos en las rutas fermentativas de
Bifidobacterium como los &cidos grasos (AG) de cadena corta, derivados de acidos
grasos poliinsaturados, peroxidos de hidrogeno, diacetilos y dioxidos de carbono
inhiben el crecimiento de los patdgenos. Entre los AG de cadena corta se incluyen
lactatos, formatos, acetatos, propionatos y butiratos. Estos y otros acidos organicos son
fundamentales en la reduccion del pH intestinal, evitando el crecimiento y la
colonizacion por patogenos®”. Varios experimentos in vivo han demostrado la funcion
protectora del acetato de bifidobacterias contra Escherichia coli 0157: H7
enterohemorragica.

Los efectos antimutagénicos de las bifidobacterias han fomentado el uso de cepas
de este género para reducir los niveles de enzimas cancerigenas y el cancer colorrectal.
Se sabe que los metabolitos tales como propionatos y butiratos ejercen un efecto
antagonico especialmente sobre la proliferacion celular del carcinoma de colon. Otras
vias biosintéticas de las bifidobacterias como la sintesis de vitamina B12 y folatos,
confieren proteccion contra el cancer. Los AG poliinsaturados son particularmente
interesantes debido a las propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antiaterogénicas y antidiabéticas®®. Por tanto, la fermentacion de componentes de
carbohidratos en la dieta por especies probioticas confiere una amplia gama de efectos
beneficiosos para la salud.

Uno de los mecanismos sugeridos para el efecto probiético de las bifidobacterias
es a través de la liberacién de bacteriocinas. Estos compuestos generalmente tienen una
amplia actividad contra algunas especies de los géneros Bacillus, Enterococcus, E. coli,
Salmonella, Clostridium, Shigella, Staphylococcus y Streptococcus. La bifidocina A
aislada de B. animalis BB04 muestra actividad bactericida frente a bacterias Gram
positivas y negativas y algunas levaduras, a través de la lisis celular de patégenos;
mientras que la acidocina B aislada de Bifidobacterium spp. inhibe Clostridium spp. en
productos alimenticios fermentados®.

Las bifidobacterias probioticas estimulan la secrecion de mucus en el epitelio

intestinal, una capa que se reemplaza constantemente, evitando asi la fuerte adhesion de
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patogenos. El dafio producido por el factor de necrosis tumoral (TNF-alfa) sobre la

barrera epitelial también se vio frenado gracias a algunas especies de bifidobacterias®).,

—

-

Adheslon followed by celonisation

owerlng of pH: relcase of erganic aclds

=

Comptitive exclusion of pathogen Release of blfidocins

Figura 5. Principales mecanismos probidticos de las bifidobacterias frente a patdgenos y
de inmunomodulacién del epitelio intestinal Y.

Las bifidobacterias probiéticas estimulan la secrecion de mucus en el epitelio
intestinal, una capa que se reemplaza constantemente, evitando asi la fuerte adhesion de
patogenos. El dafio producido por el factor de necrosis tumoral (TNF-alfa) sobre la
barrera epitelial también se vio frenado gracias a algunas especies de bifidobacterias®?.

Un ejemplo de la funcién inmunomoduladora especifica de bifidobacterias se ha
comprabado en las cepa. B. adolescentis DB-2458 y B. longum subsp. infantis GB-1496
aisladas de la leche materna humana, ambas regulan los niveles de citocinas asociadas a
la respuesta Th1 / Th2(2),

Con ejemplos como los anteriores, se comprende que la eficacia probiotica
depende de un conjunto de interacciones de caracter multifactorial entre la microbiota
humana y el huésped. Varias de las moléculas descritas no son especificas de una cepa,
sino que también tienen homologos en otras cepas y especies o incluso en todo el
género, como ocurre con el Tad pili de Bifidobacterium.

Por otro lado, la presencia o ausencia de un mecanismo especifico en un
probiotico puede no traducirse en un beneficio neto en la salud. Cada especie probiotica
tiene unas caracteristicas especificas de pared celular, DNA/RNA, proteinas,
metabolitos primarios y secundarios, y enzimas como lactasas e hidrolasas de sales
biliares. Todas estas moléculas, junto con el contexto ambiental al que se exponen,

seran determinantes en el efecto final del producto probiotico en el individuo. Para
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obtener una nueva generacion de probidticos cuyo beneficio quede justificado
cientificamente, es preciso tener en cuenta factores no sélo dependientes de la cepa en
si, sino también otros como la dosis, la viabilidad, la respuesta especifica en el huésped,
la diana de accion, el tiempo de duracion de la actividad probidtica y posibles efectos

sumatorios con otras cepas, entre otros*),

5. CONCLUSIONES

1. Précticamente la totalidad de los probidticos basados en Lactobacillus vy

Bifidobacterium, actualmente en el mercado, fueron seleccionados segun su
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estabilidad y resistencia durante el procesamiento de alimentos y el

almacenamiento, o atendiendo a algun fenotipo facilmente medible como la
capacidad de tolerar las sales biliares o sobrevivir al paso GIT, pero no
necesariamente por aportar beneficios probados en la salud del huésped.

2. Actualmente las exigencias regulatorias en materia de probi6ticos, se orientan hacia
la necesidad de comprender los mecanismos moleculares concretos por los cuales
las bacterias probidticas influyen beneficiosamente en la salud humana. La
caracterizacion de estas bacterias, empleando la gendémica y la metabolémica, puede
ser una de las vias més adecuadas para alcanzar este objetivo.

3. La probiogendmica pretende demostrar, en este sentido, que las caracteristicas
gendémicas de estas bacterias reflejan su adaptacion al intestino humano y que
ademas aportan informacion en cuanto a sus mecanismos de probiosis.

4. Un estudio més exhaustivo de la composicion y funcionalidad de la microbiota en el
tracto gastrointestinal podria proporcionar la informacion necesaria para predecir la
susceptibilidad de las personas con un genotipo concreto a determinados cepas
probidticas, con el objetivo final de lograr una mayor eficacia en el individuo.

5. Estos estudios también podrian avalar terapias probidticas de prevencion o
tratamiento de patologias en las que se ha visto que la participacion de estas

bacterias es clave.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf
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