\

9}
<
o
<
=4
o
o
p4
Q
>

12

PROBIOTICOS EN NUTRICION INFANTIL

Flora bacteriana intestinal

J.M. Moreno Villares

Unidad de Nutricion Clinica. Pediatria. Hospital Universitario 12 de Octubre.

Madrid. Espana.

La microflora intestinal coloniza el intesti-
no al nacimiento y permanece alli durante
toda la vida del individuo. Aproximadamente
el illeon distal y el colon estin colonizados
por 10 bacterias. Tienen un papel relevante
en el desarrollo del sistema inmunitario del
huésped. Sus principales funciones incluyen
actividades metabélicas como la produccion
de acidos grasos de cadena corta y la absor-
cion de nutrientes, efectos tréficos en el epi-
telio intestinal y en la estructura y la funcion
del sistema inmunitario, y protegen al hués-
ped frente a la invasion de microorganismos
patogenos. Una de las caracteristicas mas
sorprendentes del sistema inmunitario in-
testinal es su capacidad para distinguir entre
los antigenos de la microflora y los de los
patogenos. La microflora intestinal influye
también en la expresion genética de las cé-
lulas presentadoras de los antigenos en el in-
testino. Por lo tanto, las bacterias intestina-
les pueden ser iitiles en la promocién de la
salud en el ser humano. Los prebiéticos y los
probidticos suponen un campo de creciente
interés desde esta perspectiva.

Palabras clave:

Flora intestinal. Barrera intestinal. Bifi-
dobacterias. Colonizacion. Atopia. Prebioti-
co. Lactancia materna.

ECOLOGIA INTESTINAL
Introduccion

El ser humano vive rodeado de un me-
dio con elevado contenido bacteriano.
Una relacion cordial, simbidtica, con estos
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microorganismos parece, pues, clave para
la supervivencia. El intestino humano es
el habitat natural de un gran nimero de
estas bacterias que constituyen la flora
intestinal o microbiota (colectividad de
comunidades microbianas que pueblan
superficies mucosas). Esta flora intestinal
estd compuesta por alrededor de 10 bac-
terias de 400 especies distintas y que lle-
gan a alcanzar un peso de entre 300 y 600
gl. Mientras que el estémago y el intestino
delgado contienen s6lo un escaso nimero
de bacterias adheridas al epitelio o en
transito, mas del 95% vive en la luz del
colon.

La presencia de bacterias vivas en la luz
del colon tiene un impacto importante en
la fisiologia del individuo: intervienen en
el mantenimiento del epitelio colénico, en
la integridad de la mucosa y en la absor-
cion de vitaminas y minerales entre otras
funciones. El hombre no podria vivir sin
su flora. Animales de experimentacion
criados en condiciones de asepsia total,
es decir, que no han adquirido su flora na-
tural, no se desarrollan normalmente. La
flora normal es un elemento clave en el
desarrollo y el mantenimiento de la in-
munidad sistémica y de las mucosas.

En algunas ocasiones, algunos elemen-
tos de la flora intestinal pueden ser fuen-
te de infeccion y producir enfermedades,
sobre todo cuando hay una alteracion fisi-
ca o funcional de la barrera mucosa in-
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testinal. Pero ademds, cambios cuantitati-
vos en la flora intestinal pueden tener
efectos importantes en las citocinas de la
pared intestinal que, a su vez, influirdn
en el tipo de respuesta de células T que
se generan ante los antigenos orales. Lla-
ma poderosamente la atencion la explo-
sion de enfermedades alérgicas y atopi-
cas presente en los paises desarrollados
con alto nivel de higiene doméstica. Los re-
cién nacidos nacen con un sistema inmuni-
tario de predominio de células T helper
(Th) 2. En edades muy tempranas, ante la
exposicion a las bacterias intestinales y a
otros patdégenos, la respuesta cambia a
Th1, por la induccién de la interleucina
(IL) 2. Se especula que, en ausencia de in-
fecciones de la infancia, este cambio no
se produce y se mantiene el tipo de res-
puesta Th2 con consecuencias clinicas
manifiestas?.

Desarrollo de la flora intestinal normal

En la vida intrauterina, el intestino es un
medio estéril, pero al nacer el recién na-
cido adquiere bacterias como bifidobac-
terias y lactobacilos del canal del parto.
Los nifios nacidos mediante cesdrea se co-
lonizan inicialmente por bacterias proce-
dentes del medio ambiente hospitalario.
En recién nacidos por via vaginal, encon-
tramos bacterias en sus heces en el primer
dia de vida, generalmente Escherichia coli
y Enterococcus spp. inicialmente, segui-
dos de Bifidobacterium spp. en los pri-
meros 5 dias?.

La composicion de la flora intestinal del
lactante es la siguiente: los nifios que reci-
ben lactancia materna tienen una flora en
la que predominan bifidobacterias y bac-
terias productoras de acido lactico, con
pocos bacteroides, coliformes y clostri-
dios. Por el contrario, los que reciben for-
mulas infantiles tienen un mayor nimero
de bacteroides, clostridios y otras bacte-

rias entéricas. No obstante, el tamano de
estas poblaciones es muy variable>.

El conocimiento de la composicion de
la flora intestinal del recién nacido pretér-
mino es muy pobre, si lo comparamos
con el recién nacido a término. Sus carac-
teristicas principales son: un nimero bajo
de especies bacterianas, tipicamente tres
especies en los primeros 10 dfas de vida®;
las especies que se encuentran con ma-
yor frecuencia son enterobacterias como
E. coli y Klebsiella spp., enterococos como
E. faecalis y estafilococos como Staphylo-
coccus epidermidis, S. aureus y S. hae-
molyticus, y que persisten por largos pe-
riodos en la floral fecal de estos ninos,
mientras que el establecimiento de la flora
anaerobia, en especial las bifidobacterias,
es mas tardio. Ademas el tipo de parto, a
diferencia de lo que ocurre en el término,
influye poco en el tipo de colonizacion,
mientras que la alimentacién con leche
materna si favorece el desarrollo de una
flora bifidogena’.

Hay un balance dinamico entre la co-
munidad bacteriana, la fisiologia del hués-
ped v la dieta: todos influyen en la colo-
nizacion inicial, el desarrollo posterior y la
estabilidad del ecosistema intestinal®. Los
mecanismos que determinan el perfil de
bacterias presentes en el intestino son
poco conocidos. Algunos factores presen-
tes en la leche materna, como la N-acetil-
glucosamina, la glucosa, la lactoferrina, la
galactosa, la fructosa y otros factores bifi-
dogénicos pueden favorecer el crecimien-
to de bifidobacterias. El bajo contenido
proteico parece ayudar en esta relacion’.
Estas diferencias tienden a desaparecer
con la introduccién de la alimentacion
complementaria, momento en el que co-
mienza a aparecer la flora intestinal del
adulto, mas compleja. Los bacteroides y
otras bacterias gramnegativas comienzan
a predominar. A los 2 anos de edad la flo-
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ra establecida es ya practicamente definiti-
va y permanece estable durante la vida
del individuo (tabla 1). Existen, sin em-
bargo, grandes variaciones cualitativas y
cuantitativas entre individuos. Se conoce
muy poco sobre los factores que contro-
lan esta heterogenicidad. El uso de anti-
bidticos o algunos cambios dietéticos pro-
ducen cambios transitorios en esta
composicion.

Las técnicas habituales de cultivo sélo
permiten conocer entre el 15y el 50% de
las bacterias presentes en el colon. Las
nuevas técnicas de biologia molecular
(sondas de acido ribonucleico, hibrida-
cién in situ, citometria de flujo o reacciéon
en cadena de la polimerasa) proporcio-
nan herramientas fiables para la identifica-
cién y la cuantificacion de especies, lo
que esta contribuyendo a conocer con
mayor profundidad las caracteristicas indi-
viduales de la flora y su modificacion por
factores externos'.

Funciones de la microflora intestinal
Las bacterias del colon generan una
gran accion metabdlica, de tal manera
que en su conjunto se constituyen en un
organo metabélico similar al higado. Son
diversas las acciones derivadas de la pre-

sencia de bacterias en el intestino grue-
soll1z

La interaccién de la microflora con el
intestino tiene un impacto considerable
tanto en los sistemas del huésped como
en otras poblaciones bacterianas. Se ha
podido estudiar estas complejas relacio-
nes mediante el uso de animales libres de
gérmenes, que han permitido comparar
el efecto de las bacterias en estructuras o
funciones fisiologicas, bioquimicas, ana-
tomicas o inmunoldgicas (concepto
MAC/GAC [Microflora-associated charac-
teristics/germ-free animals characteris-
tics'3.

Resistencia a la colonizacién

La microflora normal del intestino tie-
ne la capacidad de impedir la implanta-
cion de patdgenos. Esta funcion se cono-
ce como efecto barrera intestinal. Esta
resistencia a la colonizacién es un meca-
nismo inespecifico de defensa, mediado
por mecanismos indirectos como el reco-
nocimiento de los microbios a los que se
ve expuesto tras el parto, y por mecanis-
mos directos: competicién por el mismo
sustrato o por el mismo nicho ecolégico,
produccién de sustancias toxicas (bacte-
riocinas) o consumo de un microbio mas
pequeno (predacion) o de mayor tama-
fo (parasitismo)!4. El funcionamiento in-
timo de estos mecanismos es poco cono-
cido.

TABLA 1. Composicion de la flora del colon

Géneros bacterianos predominantes Géneros bacterianos menos frecuentes

(10%°-1012 UFC/g) (108-10° UFC/g)

Bacteroides Bacilo Gram — Escherichia Bacilo Gram —
Eubacterias Bacilo Gram + Klebsiella Bacilo Gram —
Bifidobacterias Bacilo Gram + Proteus Bacilo Gram —
Peptoestreptococo Coco Gram + Enterococos Bacilo Gram —
Clostridio Bacilo Gram + Villonella Coco Gram +
Fusobacterias Bacilo Gram — Micrococos Coco Gram +
Enterobacterias Bacilo Gram — Bacterias productoras de metano

Lactobacilos Bacilo Gram + Anaerobios

UFC: unidades formadoras de colonias

14 An Pediatr, Monogr. 2006;4(1):12-9
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Factores que influyen
en la colonizacion

El ecositema intestinal esta formado por
tres componentes principales en contacto
permanente y con interacciones comple-
jas: células del huésped, las bacterias in-
testinales y los nutrientes. La mayoria de
la microflora no se adhiere directamente a
la pared, sino que vive en biofilms aso-
ciada a particulas de comida, a moco o a
células exfoliadas.

El moco lubrica y protege al epitelio in-
testinal de las bacterias y de la accién de
la digestion. Estd compuesto de mucinas
capaces de atrapar a las bacterias de for-
ma selectiva o indiscriminada. Los polime-
ros de mucina que constituyen el moco
contienen glucoproteinas, cuya parte hi-
drocarbonada esta formada por restos de
diferentes aztcares: fucosa, galactosa, N-
acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina
y 4acido sidlico. Esta porcién de hidratos
de carbono sirve como nutriente para la
microflora, pero también como receptor
para toxinas microbianas y como protei-
na de superficie. Hay un control genéti-
co individual de este repertorio de hidra-
tos de carbono y es uno de los modos
por los que los genes del huésped pue-
den utilizar la conducta de los microbios
intestinales.

EL SISTEMA
INMUNOLOGICO INTESTINAL

El sistema inmunolégico intestinal, co-
nocido también como tejido linfoide aso-
ciado a intestino (GALT), se encarga de
procesar los antigenos que interaccionan
con la mucosa intestinal y de diseminar la
respuesta inmunitaria. Existen dos com-
partimentos separados en el GALT: los si-
tios inductivos, donde se inicia la respues-
ta inmunitaria tras la estimulaciéon por
parte de un antigeno y los sitios efecti-
vos, que se ocupan de ejecutar y finalizar

la respuesta inmunolégica. Las placas de
Peyer serian sitios inductivos, mientras
que el epitelio intestinal se comportaria
como un sitio efectivo. Ademas de los lin-
focitos de las placas de Peyer (células B-2)
hay otros linfocitos peritoneales (células
B-1) que tienen accién inductiva. En la
mucosa intestinal se distinguen dos tipos
de poblaciones linfocitarias: a) los linfoci-
tos de la lamina propia, y &) los linfocitos
intraepiteliales, situados entre los entero-
citos a lo largo de la vellosidad.

La sintesis de anticuerpos requiere la
cooperacion de tres estirpes celulares. Las
células presentadoras de antigeno (células
dendriticas, células B y macrofagos) son
capaces de capturar el antigeno, digerirlo
y presentarlo a las células Th. Las células
Th activadas actian sobre los linfocitos B
por medio de las citocinas excretadas. De-
pendiendo del tipo de senal, la célula B
produce un tipo de anticuerpo (inmuno-
globulina [Ig] G, IgA o IgE).

Hay varios tipos de células Th que se
diferencian seguin el perfil de citocinas ex-
cretado. Las células Th1l producen funda-
mentalmente interferon alfa JFN-ov) y lle-
van a una produccion inefectiva de
anticuerpos por la célula B (IgG2). Las cé-
lulas Th1 estan involucradas sobre todo
en la inmunidad celular. Por el contrario,
las células Th2 secretan un tipo diferente
de citocinas que influyen directamente en
la producciéon de anticuerpos por la célu-
la B (IgG1). Ambas poblaciones son ex-
cluyentes.

La diferenciacion de linfocitos T a Th1 o
Th2 depende de senales especificas. Asi,
los macrofagos y las células dendriticas
estan involucrados en la diferenciacién de
ThO a Th1 mediante la IL-12 y los linfoci-
tos citoliticos realizan su papel producien-
do IFN-a.

Para evitar el rechazo del feto durante
el embarazo, el feto se mantiene en un

An Pediatr, Monogr. 2006;4(1):12-9
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TABLA 2. Principales caracteristicas del sistema inmunitario intestinal

b

estado de activacion cronica

= §9

intestinal

1. Sometido a una estimulacion constante y masiva tanto de antigenos presentes en la superficie
de microorganismos como de antigenos alimentarios
Los linfocitos intestinales tienen un alto grado de maduracion y diferenciacion y se mantienen en

Origen de los linfocitos distinto de los linfocitos sistémicos
El mecanismo principal de defensa en el intestino es la secrecion de inmunoglobulina A a la luz

contexto Th2 y debe desarrollar Th1 tras
el nacimiento. Se desconoce el mecanis-
mo que desencadena este cambio, aun-
que las bacterias intestinales pueden ser
un factor importante. Si no se produce
este cambio a Th1 en el periodo neonatal
pueden presentarse problemas de alergia.

A diferencia de otras mucosas, el siste-
ma inmunolégico intestinal tiene que dis-
tinguir no sélo entre lo propio y lo no
propio, sino también entre antigenos ex-
trafios peligrosos y antigenos alimentarios
y responder en consecuencia. Se desco-
noce con exactitud cémo se desarrolla
este mecanismo, pero en parte involucra
la seleccion cuidadosa de poblaciones lin-
focitarias apropiadas y la expresion de ci-
tocinas. Hay que considerar ademas el pa-
pel relevante que desempena la IgA
secretora en la exclusion de antigenos de
la luz intestinal. Estas caracteristicas indi-
can que el desarrollo y la expresion del
sistema inmunolégico intestinal difieren
en gran medida de la inmunidad sistémica
(tabla 2)15.

Junto con una respuesta celular, la fun-
cién inmunitaria en el intestino se centra
en dos respuestas especificas importantes:

— Un papel protector, previniendo las
respuestas inmunitarias a las proteinas de
la dieta y evitando sensibilizaciones, en
especial alergias y enfermedad inflamato-
ria intestinal (EID).

An Pediatr, Monogr. 2006;4(1):12-9

— Induccion de respuestas inmunitarias
especificas mediante la IgA secretora, ex-
cretada a la luz y con un papel relevante
en la proteccion frente a la colonizacion
por patdégenos.

INTERACCIONES ENTRE EL HUESPED
Y LA MICROFLORA INTESTINAL

La flora indigena y el intestino interac-
cionan de dos modos. Por una parte, la
microflora es la principal carga antigénica
que recibe el intestino, con la activacion
de las células By T y la estimulacién de
su produccioén y, por otra, el estableci-
miento de un “didlogo” con receptores es-
pecificos de membrana en el enterocito,
con una funcién inmunomoduladora.

Induccion del sistema inmunitario
de la mucosa

El sistema inmunitario de individuos sa-
nos estd muy activado en respuesta a los
antigenos alimentarios, a los patégenos y
a la flora normal. Esto resulta en unos lin-
focitos de las placas de Peyer muy activa-
dos, una abundancia de células T CD8+
en el epitelio y de T CD4+ y células plas-
maticas IgA en la lamina propia. Los datos
procedentes de estudios en animales de-
jan claro que es la flora normal la que
desencadena esta respuesta, y no los pa-
tégenos o los antigenos alimentarios'e.

Los estudios sobre el sistema inmunita-
rio de la mucosa de los recién nacidos per-
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miten llegar a conclusiones semejantes a
las obtenidas a partir de estudios con ani-
males libres de gérmenes!”!8. Al naci-
miento ya hay placas de Peyer, pero s6lo
tienen foliculos primarios de células B.
Los centros germinales aparecen después
de unas pocas semanas. El nimero de lin-
focitos intraepiteliales es bajo al nacimien-
to, pero alcanza los valores normales en
pocos meses, especialmente los de las
subclases af. Las células plasmaticas IgA
no existen al nacimiento, pero aumentan
en el primer afo de vida; ademas en in-
dividuos normales las bacterias de las he-
ces estan recubiertas con IgA.

Interacciones entre la flora normal
y el sistema inmunitario de la mucosa

El huésped esta aislado y protegido del
contenido intestinal potencialmente toxi-
co por una capa Unica de células epitelia-
les intestinales. La colaboracién entre las
bacterias comensales y el epitelio intesti-
nal ayuda a crear un ecosistema complejo,
con la modificacién de la biologia celular
del epitelio del huésped!. Una caracteris-
tica de esta relacion es que se produce
una respuesta frente a organismos ente-
ropatégenos, mientras que no ocurre fren-
te a los microorganismos de la flora indi-
gena. El mecanismo dltimo no se conoce.
En circunstancias de inflamacion intestinal
crénica, como ocurre en la EII, esta ho-
meostasis puede romperse y los agentes
de la flora microbiana habitual pueden
convertirse en patogenos?.

Se precisa de la accién combinada de
una serie de receptores presentes en la
membrana extracelular conocidos como
toll-like receptors (TLR) y de una familia
de sensores proteicos intracelulares (72u4-
cleotide-binding oligomerization domain/
caspase recruitment domain [NOD/ CARD]
para detectar las sefiales moleculares mi-
crobianas y para la induccién de la res-

puesta inmunitaria encaminada a mante-
ner o restaurar la homeostasis en el hués-
ped. Hay mas de 10 TLR y mis de 20 NOD,
de las cuales solo se conoce el ligando es-
pecifico en unas cuantas. En los dltimos
anos se ha descubierto que también las
bacterias comensales actiian activando es-
tos TLR, y que esta interaccion es necesa-
ria para mantener la integridad estructural
de la mucosa intestinal. Quedan muchas
preguntas por responder. ;Cudl es el im-
pacto fisiologico de la activacién de los
TLR por las bacterias no patégenas? ;Qué
vias de activacion dependientes de TLR y
qué genes participan en la homeostasis
intestinal y, por el contrario, cuiles pro-
mueven la inflamacién intestinal?

TOLERANCIA ORAL Y ALERGIA.
LA TEORIA DE LA HIGIENE

La incidencia de enfermedades alérgicas
se ha incrementado de forma importante
en los ultimos anos. El desarrollo de estas
enfermedades depende de factores here-
ditarios y de factores ambientales, como
la exposicion temprana a determinados
alérgenos.

La induccion de tolerancia oral (hipo-
rrespuesta inmunologica antigeno-especi-
fica) es la reaccion normal tras la exposi-
cién a un antigeno alimentario y tiene un
papel importante en la prevencion de la
alergia alimentaria. Tanto las placas de Pe-
yer como el epitelio intestinal actdan
como el sitio de induccién de la tolerancia
oral. El antigeno va a interactuar con una
célula presentadora del antigeno que, a su
vez, los presenta a una célula Th (CD4+)
nativa. Cuando se trata de un organismo
patogeno, se induce una inflamacion local
debido a los efectos de productos deriva-
dos de los patégenos mediados por re-
ceptores especificos de membrana (los
TLR) que se expresan en células mesen-
quimales, macréfagos y células epiteliales.

An Pediatr, Monogr. 2006;4(1):12-9
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El resultado es que las células dendriti-
cas, tras capturar al antigeno, experi-
mentan una maduracién y producen IL-
12, que favorece la diferenciacion de las
células CD4+ nativas hacia células Thl
que producen IFN-y, mas inflamacién vy,
en menor medida, diferenciacién tam-
bién hacia células Th2 que producen IL-
4 e IL-5, promotores de la respuesta lo-
cal de IgA. Cuando, por el contrario, lo
que capturan las células dendriticas son
antigenos alimentarios o productos de
la microflora intestinal, en ausencia de
inflamacion, se liberan PGE, (células
mesenquimales y macrofagos) y TGF-
(células epiteliales) que promueven la
maduracion parcial de células dendriti-
cas. Estas presentan el antigeno a células
T CD4+ que se diferencian a células T
reguladoras productoras de IL-10 y célu-
las Th3 que producen TGF-f. El resulta-
do final es la produccion local de IgA,
la tolerancia sistémica y la homeostasis
inmunolégica local.

Cuando se produce un desequilibrio en
este proceso, especialmente en recién na-
cidos o en lactantes pequenos con elevado
riesgo alérgico, la exposicion a una con-
centracion elevada de proteinas extranas
puede aumentar el riesgo de sensibiliza-
cion y desencadenar la respuesta alérgica.

Los cambios en las condiciones higiéni-
cas y en los habitos nutricionales son dos
factores ambientales estrechamente rela-
cionados con el estilo de vida occidental.
Asistimos a un descenso en la incidencia
de estimulacion microbiana por enferme-
dades infecciosas como resultado de la
mejora de las condiciones higiénicas, las
campanas de vacunacion y la medicacion
antimicrobiana. La dieta humana actual
contiene una carga bacteriana considera-
blemente inferior a la que tradicionalmen-
te tenia, fruto de la mejora del procesado
industrial y de la conservacion de los ali-

An Pediatr, Monogr. 2006;4(1):12-9

mentos. Como resultado de estos cam-
bios, los componentes de nuestro medio
ambiente bacteriano no patogénico han
cambiado de forma considerable. Este
cambio podria ser la base del incremento
notable de las enfermedades de causa in-
munitaria, en especial las alergias, que ve-
nimos experimentando en los dltimos
anos (teoria de la higiene).

La utilizacién de los probiéticos en la
prevencion de alguna de estas enferme-
dades, en especial la atopia, cobra rele-
vante interés?!. La microbiota intestinal
puede contribuir al procesado de antige-
nos alimentarios en el intestino y los pre-
biéticos podrian modificar la estructura de
antigenos potenciales y disminuir su capa-
cidad inmunogénica. Ademas, la microflo-
ra intestinal contribuiria a la generacion
de una poblacién de células Th capaces
de inducir tolerancia oral®2.
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