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RESUMEN

RESuMEN

Lactobac/.//us /.ohnson/./.  Lal   (Lal)  es  lln  probi6tico  capaz  de  adherir  a  c6lulas

epiteliales    intestinales,    interferir   con    pat6genos    gastrointestinales    y   estimular   la

respuesta  inmune  local  y  sistemica  del  huesped., Dado  que  uno  de  los  mecanismos

importantes   impljcados   en   las   propiedades   beneficiosas   de   los   probi6ticos   es   su

capacidad  de  regular  la  microbiota  intestinal,  el  objetivo  de  este  estudio  fue  evaluar

c6mo  la  ingesti6n  de  distintas  cantidades  de  Lal  modula  las  principales  poblaciones

bacterianas  de  la  microbiota  intestinal  en  voluntarios sanos.  Ocho sujetos  participaron

en  este estudio.  Despues  de  un  periodo  basal,  cada voluntario ingiri6 diariamente  100

ml  de  un  producto  que  contenia  108  CFU/ml  de  Lal   durante  una  semana,  200  ml

diarios  la  segunda  semana  y  500  ml  diarios  del  producto  durante  la  tercera.  En  este

t]ltimo      periodo      los      voluntarios      ingirieron      ademas      esporas      de      Baa/.//us

stearofAermaphi./us como  marcador de tfansito intestinal.  Se recolectaron  muestras de

deposici6n  durante el  periodo  basal,  al  final  de  cada  periodo  de  ingestion,  y  hasta 49

dias del periodo post-ingesti6n.  Los niveles de Lacfobac/.//us totales y de esporas de a.

stearothemapfr//us    fueron     determinados     por    cultivo     en     MRS     y     en     PCA,

respectivamente.    Las    colonias    morfol6gicamente   identificadas    como    Lal    fueron

confirmadas         mediante         ERIC-PCR.         Las         poblaciones         intestinales         de

Bacteroides/Prevotella,   Bifidobacterium,    Faecalibacterium   prausnitzii,    Eubacterium.

craster  de  Clostridium  histolyticum,   Atopobium  y   Lactobacillus  fueron  ouaritiif.Icadas

mediante FISH y citometria de flujo.  Los cambios en el perfil de la microbiota fecal y de

la poblaci6n de Lac!obac/.//us se evaluaron a  lo largo del estudio mediante PCR-TTGE.

Se  confirm6  que  Lal  fue  capaz de  sobrevivjr al  tfansito  a  lo  largo  del  tubo  digestivo,
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observandose  un  aumento  de  su  excreci6n  fecal  durante  el  periodo  de  ingesti6n.  La

excreci6n del probi6tico no fue detectada en ninguno de los voluntarios siete semanas

despu6s de haber terminado la ingesti6n del producto.  Se observaron, tanto por cultivo

como   por  FISH,   niveles   relativamente   altos   de   lactobacilli   (>108/g   deposici6n).   La

ingesti6n  de  Lal   indujo  una  disminuci6n  significativa  de  los  niveles  de  F.  Prausn/.fz/./.

rfuier\tras   que   los   hiIveles   de   Bifidobacterium,   Lactobacillus  y   de      C.   histolyticum

aumentaron.  Durante el  periodo post-ingesti6n  las poblaciones tendieron a volver a su

estado  basal.  El  analisis  por lTGE  detect6  la  aparici6n  de  Lal  durante el  periodo  de

ingesti6n; sin embargo Lal  no modific6 significativamente la diversidad de la microbiota

fecal total ni aquella de las distintas especies de Lacfobac/.//us.  Este estudio indica que

Lal  es  capaz  de  sobrevivir su  tfansito  intestinal  a  concentraciones  suficientes  que  le

permiten modular la microbiota intestinal,



ABSTRACT

ABSTRACT

Lactobac/.//us /.ohmson/./.  Lal   (Lal)  is  a  probiotic  strain  capable  of  adhering  to

epithelial  intestinal  cells,  interfering with  gastrointestinal  pathogens,  and  stimulating the

local  and systemic immune response.  One of the most important mechanisms involved

in  the  beneficial  effects  upon  host  health  of  probiotics  is  their ability  to  modulate  the

homeostasis  of intestinal  microbiota.  The  objective  of this  study was  to  evaluate  how

the    ingestion    of   different    concentrations    of   Lal    modulates    the    main    bacterial

populations  of  the  intestinal  microbiota  in  healthy  human  volunteers.   Eight  subjects

were enrolled in this study. After a basal period,  each volunteer ingested  100 ml daily of

a  product containing  108 CFU/ml of Lal  during  a week;  200 ml daily during the second

week,  and  500  ml  during  the  third  week.  Besides,  in  the  latter  period  the  ingestion  of

Lal  was accompanied by the ingestion of 8. sfearothem7aph/./us spores used as transit

marker.   Fecal  samples  were  obtained  during  the  basal  period,  at  the  end  of  every

ingestion  period,   and  until  49  days  in  the  post-ingestion   period.  The  levels  of  total

iacfobao/.//us and a. sfearothermapA/./us spores were determined by culture in MRS and

PCA,  respectively.  The  colonies  morphologically  identified  as  Lal  were  confirmed  by

ERIC-PCR.    The   intestinal   populations   of   Baofero/.des/Prevofe//a,    a/.fidobacterfum,

Faecalibacterium  prausnitzii,  Eubacterium,  Clostridium  histolyticum  cluster,  Atopobium

and  Lacfobac/.//us/Enferococcus were  quantified  by  FISH  and  flow citometry.  Changes

in  the  profiles  Of  total  fecal  microbiota  and  Laofobac/.//us  population  were  evaluated

along  the  study  by  PCR-TTGE.  It  was  confirmed  that  Lal  was  capable  of  surviving

along the gastrointestinal tract,  and its concentration was augmented in the five bottles

ingestion  period.  The  excretion  of the  probiotic was  not detected  seven  weeks  ended
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the ingestion  of the product.  It was observed,  by anaerobic culture and  FISH,  relatively

high   levels  of  lactobacilli   (>108/g  stool).  The  ingestion  of  Lal   induced  a  significant

decrease .in the levels Of F.  Prausnitzii, whHe the levels oi Bifidobacterium,  Lactobacillus

and  C.  A/.sfo/„/.cwm increased. These  populations tended to return to their basal  levels

during  the  post-ingestion  period.  PCR-lTGE. analysis detected  the  appearance  of Lal

during the latter ingestion  period;  however Lal  did not modify significatively the diversity

of  the  total  intestinal  microbiota  nor  the  Lactobacillus  population  diversity.  This  study

indicates   that   Lal   is   able   of   surviving   its   transit   along   the   intestine   at   sufficient

concentrations that allow it modulate in a positive way the intestinal microbiota.
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1.       EstrLictura y funci6n del tracto gastrointestinal

El  tubo  digestivo  constituye  la  mayor  superficie  de  contacto  e  interacci6n  del

organismo   con   el   medio   externo.   Una  vez   ingeridos,   los   alimentos   pasan   por  el

est6mago  y  luego  recorren  los  distintos  segmentos  del  intestino  delgado,  duodeno,

yeyuno e ile6n,  donde son sucesivamente procesados para ser finalmente absorbidos.

La fracci6n  no  digerida  llega  al  colon donde  parte de ella es fermentada,  produciendo

gases y acidos grasos volatiles los que a su vez son absorbidos,  contribuyendo de esta

forma  al  rescate  de  energia.  Durante  este  transito,  los  alimentos  se  mezclan  con  las

secreciones biliares y las secreciones enzimaticas e hidroelectroliticas liberadas por las

glandulas  salivarias,  gastricas  e  intestinales,  las  cuales  permiten  la  realizaci6n  de  los

procesos digestivos y de absorci6n.

El  epitelio  intestinal  constituye  una  estructura  altamente  especializada  para  la

digestion terminal de nutrientes y su transporte.  Forma evaginaciones e invaginaciones

denominadas   respectivamente   vellosidades   y   criptas   que   le   dan   su   aspecto   de

terciopelo.  Las  vellosidades  miden  entre  0.5  y  1.5  mm  y  estan  constituidas  por  una

extensi6n   de   la   lamina   propria   recubierta   por  un   epitelio   columnar  unicelular  que

incluye  varios  tipos  celulares  (Figura  1).  Alrededor de  cada  vellosidad  se  abren  cinco
I

criptas  de  Lieberkuhn,  estructuras  tubulares  al  fondo  de  las  cuales  se  encuentran  las

c6lulas  troncales  que  estan   implicadas  en   la  renovaci6n  del  epitelio.   Estas  celulas
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Figura    1:    Esquema   del   epitelio   intestinal   y   algunos   tipos   celulares.    La   figura
corresponde  a  la  distribuci6n  encontrada  en  el  intestino  delgado.  Se  muestran  los
enterocitos, goblet cells,  asi come tambien c6lulas endocrinas y de Paneth en  la base
de la cripta que poseen una funci6n secretora. Cada vellosidad esta irrigada por vasos
sanguineos,  y soportada par la lamina propria que alberga ademas placas de Peyer y
otros componentes inmunol6gicos.

6
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+

dan   lugar  a  cuatro  linajes   celulares  principales,   de  las  cuales  tres,   (enterociticas,

enteroendocrinas  y  caliciformes)  completan  su  diferenciaci6n  durante  su  migraci6n,

mientras   la   cuarta,   Ias   c6lulas   de   Paneth,   se  diferencia   en   la   base   de   la   cripta

(Stappenbeck  y  col,  2002).  El  sistema  cripta/vellosidad  constituye  la  unidad  funcional

primaria  del  epitelio  intestinal;   en  t6rminos  generales,   los  fen6menos  de  absorci6n

ocurren  en  la  vellosidad  mientras  que  aquellos  de  secreci6n  ocurren  a  nivel  de  las

criptas.

El  tipo  celular  predominante  del  epitelio  corresponde  a  los  enterocitos.   Son

c6Iulas   columnares   con   un   nucleo   basal   y   que   poseen   en   su   superricie   apical

microvellosidades  que  constituyen  el  ribete  estriado  cuyo  objetivo  es  incrementar atln

mas la superficie luminal de absorci6n de nutrientes.

Las  celulas  caliciformes  (goblet  cells),  productoras  de  mucus,  son  el  segundo

tipo  celular mas  abundante  en  el  epitelio  intestinal,  encontrandose  dispersas  entre  los

otros tipos celulares.  Su abundancia se incrementa desde el duodeno hacia el recto.  El

mucus recubre el epitelio y ejerce un papel de protecci6n y de lubrjcaci6n del contenido

luminal   participando   en   la   funci6n   gastrointestinal   de   barrera.   Esta   constituido   de

glicoproteinas de alto peso molecular,  las mucinas, asociadas con  p6ptidos en hoja de

tfebol  (trefoil  factor family,  TFF3)  con  los  cuales forman  complejos  macromoleculares

que  aumentan  su  visco-elasticidad.  Estos  peptidos  ademas  promueven  la  restituci6n

del epitelio cuando 6ste esta  dafiado  (Vandenbroucke y col,  2004; Taupin  &  Podolsky,

2003).

Las  c6lulas  de  Paneth  estan  ubicadas  en  el  fondo  de  las  criptas  y  secretan

lisozima,  defensinas  y  son  ricas  en  metalotioneina,  por  lo  cual  se  relacionan  con  la

defensa del epitelio. Como ademas son capaces de fagocitar bacterias y protozoos, se
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ha sugerido que  las c6lulas de Paneth  poseen  un  rol en  la  regulaci6n de la  microbiota

intestinal  (Stappenbeck y col,  2002).

El    epitelio    intestinal    contiene    ademas    c6lulas    enteroendocrina§    que    se

encuentran   preferencialmente   en   las   criptas.   Poseen   gfanulos   de   secreci6n   con

mediadores    hormonales    como    la    colecistoquinina,    que    estimula    la    secreci6n

pancreatica y la contracci6n de [a vesicula biliar,  la secretina que estimula  la secreci6n

de  bicarbonato  biliar y  pancreatico  y el  Peptido  Gastrico  [nhibitorio  (GIP),  que  inhibe  la

secreci6n de acido gastrico (Solcia y col,1987).

Las  celulas  M  (Microfold  cells)  corresponden  a  otro  tipo  celular  presente  en  el

epitelio  a  nivel  de  los  foliculos  linfoides  y  de  las  placas  de  Peyer.  Tienen  un  papel

importante  en  el  muestreo de  antigenos dietarios  o  de  microorganismos  presentes  en

el  lumen  y en  el  desarrollo de  la  respuesta  inmune secretora  local,  en  asociaci6n  con

linfocitos  8  y  T  y  c6lulas  presentadoras  de  antigeno  (APC)  del  GALT  (tejido  linfoide

asociado al intestino) (Man y col, 2004)
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2.       La mjcrobiota intestinal

La microbiota del tracto gastrointestinal es cualitativa y cuantitativamente la mss

importante   del   organismo.   Se   estima   que   mas   de   10"   microorganismos   estan

presentes  en  el  tubo  digestivo,  un  ndmero  diez  veces  mayor  que  el  de  celulas  que

componen  nuestro  cuerpo.  En  t6rmino  de  genes,  el  microbioma  intestinal  posee  mss

de  cien  veces  el  ntimero  de  genes  de  nuestro  genoma  (Backhed  y  col,  2005).  La

microbiota  intestinal   puede  ser  considerada  como  iln  6rgano  que  convive  en   una

estrecha relaci6n con el organismo que la hospeda.  La interacci6n microbiota-huesped

ha sido descrita  como  simbi6tica,  mutualista  a  comensalista  por diversos  reportes,  los

que coinciden en que el limitado conocimiento actual de esta interacci6n no permite dar

una  definici6n  clara  (Tannock,  2005;  Backhed  y  col,  2005).  Las  distintas  poblaciones

bacterianas que  componen  la  microbiota  intestinal  son  capaces  de comunicarse entre

ellas  y  con  el  hu6sped  (Isolauri  &  Salminen,  2005);  pueden  consumir,  almacenar  y

redistribuir    energia,     realizar    importantes    transformaciones    quimicas    y    pueden       +

replicarse y mantenerse en el tiempo   (Backhed y col, 2005).

Mas  de  mil  microorganismos  distintos  han  sido  aislados  a  partir  del  tracto  Gl

humano,  que  pertenecen  a  los  dominios  Bacteria,  Archaea  y  Eukarya  (Eckburg  y  col,

2005).   Las  bacterias  de  la  microbiota  intestinal  alcanzan  la  mayor  densidad  celular

registrada en cualquier otro ecosistema  (Backhed y col,  2005).  Estos microorganismos

se  distribuyen  a  lo  largo  del  tubo  digestivo  segtin  una  gradiente  de  concentraci6n

pr6ximo-distal   (lsolauri   y  col,   2004).   La   microbiota  del   est6mago   es  escasa   (<103

CFU/ml),   siendo   limitada   por  las  fuertes   condiciones  de  acidez,   mientras  que  las

concentraciones   bacterianas   aumentan   gradualmente   en   los   segmentos   duodeno-

yeyuna|   (105   CFU/g)   e   ileal   (106   CFU/g).    La   presencia   de   sales   biliares   y   las
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secreciones   enzimaticas   asi   como   los   movimientos   peristalticos   son  factores  que

controlan  la  proliferaci6n  bacteriana.  En  estos  segmentos  generalmente  predominan

microorganismos  anaer6bicos  facultativos  tales  como  Lacfobac/.//I/s  y  Sirepfococous.

Finalmente  en  el  colon  las  concentraciones  logran  los   1012  CFU/g,  y  se  destaca  el

predominio    de    anaerobios    estrictos    pertenecientes    a    los   generos    Bactero/.des,

Prevotella,   Eubacterium,   Fusobacterium   (renombrado  como   Faecalibacterium  gen.

r\ov.),  Atopobium,  Clostridium. y  Bifidobacterium  (F.igura 2:),  los  que  son  errfue  ctiiez y

cien  veces  mss  abundantes  que  los  aerobios  o  anaerobios facultativos.  Normalmente

este gran ndmero de microorganismos convive en un estado de homeostasis y pueden

ejercer actividades  ben6ficas  o  perjudiciales  para  el  hu6sped  (Figura  2).  El  contenido

bacteriano puede representar entre un 30 y un 55 % del peso total de las deposiciones,

segi]n la dieta del individuo  (lsolauri y col, 2004).

Ademas de la existencia de un gradiente de concentraci6n bacteriana a lo largo

del  tubo  digestivo,  es  posible  que  las  poblaciones  presentes  en  el  compartimiento

intraluminal  difieran  de  aquellas  en  la  superricie  de  la  mucosa.  Mientras  el  potencial

redox  luminal  contribuye  a  crear un  ambiente  anaer6bico,  se estima  que  la  difusi6n  a

trav6s  de  la  mucosa  del  oxigeno  aportado  por  la  circulaci6n  favoreceria  un  ambiente

microaerofilico.   Tanto  la   liberaci6n   de  sustancias   antimicrobianas   por  parte  de   las

celulas  de  Paneth  como la de  lgAs  por los enterocitos  contribuyen  tambi6n  a  modular

la microbiota asociada a la mucosa,  haci6ndola distinta en su composici6n a la luminal

(Zoetendal  y  col,  2002).  Se  ha  sugerido  que  las  bacterias  que  habitan  la  capa  de

muciis rica en polisacaridos que cubre el epitelio intestinal constituyen  un biofilm y que

su   retenci6n   beneficia   al   hu6sped   al   promover  funciones   como   la   digesti6n   de

nutrientes luminares y estimulaci6n del sistema inmune (Sonnenburg y col, 2004).
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Figura  2:  Principales  poblaciones  encontradas  en  la  microbiota  intestinal,  ordenadas
de   acuerdo   a   su   concentraci6n.   Se   muestran   en   la   figura   distintas   actividades
beneficiosas o perjudiciales para la salud del hu6sped que ellas ejercen.
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La   mayoria de los estudios sobre microbiota  intestinal se han  realizado a  partir

de muestras de deposici6n,  cuya  composici6n es  similar a  la del  colon  distal  (Moore y

col,   1978).  Sin  embargo,  estudios  recientes  sugieren  que  la  microbiota  fecal  no  es

totalmente similar a aquella presente a nivel col6nico y que ademas, existen diferencias

cualitativas  y  cuantitativas  entre  la  microbiota  del  colon  proximal  y  la  del  colon  distal,

debido  a  las  distintas  cantidades  de  nutrientes  que  llegan  a  estos  distintos  niveles

(Marteau y col,  2001).

La  microbiota intestinal es capaz de ejercer mdltiples actividades que afectan al

organismo tanto a nivel local como general,  y que piieden variar durante el curso de la

vida del  individuo,  como de  un  sujeto a  otro.  La  microbiota  posee  un  importante  papel

metab6lico,  nutricional y de defensa (Gotteland,1999;  lsolauri y col, 2004).

Se   considera   que   la   microbiota   intestinal   ejerce   una   actividad   metab6lica

equivalente  a  la  del  higado.   Participa  en  la  regulaci6n  del  pH  y  del  potencial  redox

intraluminal y sobretodo,  la gran diversidad de actividades enzimaticas presentes en la

microbiota   permite   la   degradaci6n   de   casi   todos    los   compuestos   ex6genos   y

end6genos que ingresan al colon.  Por ejemplo, juega un papel en la desconjugaci6n y

deshidroxilaci6n  de  los  acidos  biliares,  en  la  degradaci6n  del  colesterol,  en  la  sintesis

de  amoniaco  a  partir de  tlrea,  asi  como  en  el  metabolismo  de  xenobi6ticos.  Por  otra

parte,  enzimas expresadas  por algunas poblaciones bacterianas tambi6n  participan en

la producci6n de metabolitos mutag6nicos o procancerigenos para las c6lulas del tracto

Gl  (MCBain & MacFarlane,1998).

A   nivel   nutricional,   cabe   destacar   que   varios   miembros   de   la   microbiota

producen vitaminas,  principalmente 812 y K,  las que son absorbidas por el organismo.

Tambi6n  la  microbiota  participa de  manera  activa  en  la  degradaci6n  de  las  proteinas,

lipidos y sobretodo de los hidra{os de carbono (fibras) que no han sido hidrolizados por

12
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las  enzimas  pancreaticas  e  intestinales  ni  absorbidos  por  la  mucosa  intestinal  y  que

llegan  al  colon  proximal.  Este  fen6meno  llamado  rescate  col6nico,  libera  gases  (H2,

CH4,  C02)  y  acidos  organicos  (acetato,  propionato,   butirato,  lactato,  etc.),  que  son

absorbidos y  metabolizados  por el  organismo,  limitando  asi  la  perdida  energ6tica que

representa  su  eliminaci6n  en  las  deposiciones  (Simon  &  Gorbach,   1984;   Leclerc  &

Moriamez,1980).  La  importancia de este fen6meno esta ilustrado en  ratones ax6nicos

(conce'bidos  y  criados  en  condiciones  de  esterilidad,  de  forma  tal  que  no  albergan

microorganismos),   los   que   requieren   un   30%   mas   de   energia   en   su   dieta,   y

suplementaci6n  de vitaminas  a y  K,  para  mantener una  curva de  peso similar a  la  de

los animales convencionales (Hooper y col, 2002).

La  microbiota  intestinal  tiene  un  papel  importante  en  la  defensa  de  la  mucosa

intestinal:    las    poblaciones   dominantes   ejercen   un   "efecto   de   barrera"   frente   a

potenciales  pat6genos presentes en el  lumen,  mediante competencia  por los sustratos

disponibles   y   por   los   sitios   de   adhesi6n   en   la   mucosa;   acidificaci6n   del   medio

intraluminal   por  la   producci6n   de   acidos   organicos;   y   la   liberaci6n   de   actividades

bactericidas,  y  estimulaci6n  del  sistema  inmune  (Gronlund  y  col,  2000;  Cebra,  1999).

La  ruptura  de  esta  barrera,  por  ejemplo  mediante  la  administraci6n  de  antibi6ticos,

puede  resultar  en  la  proliferaci6n  de  poblaciones  oportunistas,  tal  como  C/osrn.d/.I/in

d/.ffic/./e,  lo que representa un riesgo para la salud del hu6sped (Adlerberth y col,  2000).

Finalmente,  la  microbiota  intestinal  constituye  un  importante  estimulo  para  la

maduraci6n del sistema  inmune local y el desarrollo de la respuesta  inmune secretora.

Al   nacimiento,   el  sistema   inmune  asociado  a   la  mucosa  del  tracto  Gl   (GALT)  es

inmaduro  y  se  desarrolla  principalmente  gracias  al  contacto  con  microorganismos;  el

ndmero  y tamafio de las  placas de  Peyer y el  ntlmero de celulas  productoras de  lgAs

se   incrementa   en   su   presencia,   promoviendo   el   componente   inmunol6gico   de   la

13



IumoDuccloN

barrera  intestinal  (Moreau,  2000).  Los  animales  axenicos  tienen  un  ndmero  menor de

foliculos linfoides y placas de Peyer, y menores niveles de lgAs.

La   microbiota   esta   tambi6n   implicada   en   la   regulaci6n   de   la   angiogene§is

intestinal y en  la  modulaci6n de la  proliferaci6n y diferenciaci6n de los distintos  lineajes

epiteljales  (Stappenbeck  y  col,  2002),  y  en  el  almacenaj.e  de  grasa  y  su  distribuci6n

(Backhed  y col,  2004).  La  ausencia  de microbiota en  los  animales  axenicos  se  asocia

con   un  aumento  notable  en  el  tamafio  del  ciego,   en   cambios  morfol6gicos  de   la

mucosa, en la disminuci6n del recambio celular y del indice mit6tico del epitelio, en una

menor   vascularizaci6n   de   las   vellosidades,    y   en   la   reducci6n   del   peristaltismo

(Gotteland,1999).
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3.       Establecimiento y alteraciones de la microbiota intestinal

El  recien  nacido  nace  con  un  tracto  Gl  esteril.   Inmediatamente  despues  del

parto  empieza  la  colonizaci6n  microbiana  del tubo digestivo.  En  caso  de  parto  natural

el  neonato  esta  expuesto  a  la  microbiota  vaginal  y  sobretodo  fecal  de  la  madre.  Los

primeros  microorganismos  que  colonizan  el  intestino  del  recien  nacido  en  este  caso

son  en  general  anaerobios  facultativos,  los  cuales  consumen  el  oxigeno  presente  y

reducen el  potencial  redox intraluminal.  Estos contribuyen  a generar un ambiente  mss

favorable para los anaerobios estrictos de tal manera que despues de dos o tres dias,

6stos se convierten en la microbiota dominante del reci6n nacido (Favier y col, 2002).

En   el   caso   de   parto   por  cesarea,   la   colonizaci6n   es   mss   aleatoria   y   los

microorganismos   que   colonizan    provienen    en    general   del    personal    hospitalario

presente.  Se estima que la colonizaci6n es menos intensa y mss lenta que en  caso de

parto  vaginal.   La  asepsia  del  lugar  de  parto  y/o  la  intensidad  de  la  contaminaci6n

microbiol6gica  del  ambiente  es  tambi6n  un  factor  importante:  se  ha  observado,  por

ejemplo que la colonizaci6n de nifios nacidos en Pakistan es mss fapida e intensa que

aquella  de  nifios  nacidos  en  Suecia  (Adlerberth  y  col,1991).  El  establecimiento  de  la

microbiota  esta,  ademas,  profundamente  influenciado  por  la  dieta  a  la  cual  el  reci6n

nacido  esta  sometido.  La  presencia  de  altas  concentraciones  de  oligosacaridos  en  la

leche materna  (>  10 g/I) hace que los nifios amamantados posean una microbiota mas

homogenea  y  dominada  por  bacterias  del  g6nero  B/.ry.dobacfen.urn,   mientras  que  la

colonizaci6n  de  los  nifios  alimentados  por  f6rmula  es  mss  heterog6nea  e  involucra

\afro  a  Bifidobacterium  c;omo  a  ctras  espectes,  como  Streptococcus,  Bacteroides  y

C/osfr/.d/.urn (Favier y col, 2002). La microbiota de los nifios adquiere mayor complejidad

cuando  se  empieza  a  diversificar su  alimentaci6n  al  momento  del  destete.  Se  estima
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que  la  microbiota  del  nifio  se  estabiliza  alrededor de  los  3  afios  (Favier y  col,  2002).

Durante la vida adulta,  la microbiota intestinal es extremadamente estable y dnica para

cada    individuo    en    el    tiempo.    Sin    embargo.    Ios    niveles    de    [aofobac/.//us    y

B/.r/.dobacfen.urn tienden a disminuir durante el envejecimiento,  probablemente debido a

cambios   en   las   propiedades   de   adhesi6n   de   la   mucosa   (Saunier  &   Dor6,   2002;

Ouwehand y col,1999).  EI  hecho de que la  composici6n de esta  microbiota sea  tlnica

para  cada  individuo  puede  sugerir  que  factores  idiosincrasicos,  relacionados  con  la

constituci6n gen6tica del huesped modulan la microbiota intestinal ITannock, 2005).

Por  otra  parte,  es  importante  destacar  que  las  alteraciones  de  la  microbiota

intestinal estan asociadas con varias situaciones patol6gicas:  lo mas comtln es el caso

de  los  individuos  con  constipaci6n  o  con  diarrea  aguda,   persistente  o  asociada  a

antibi6ticos   (Sullivan  y  col,   2001).   Mss   complejo  es  el  caso  de  los  pacientes  que

padecen  patologias  inflamatorias  cr6nicas  del  intestino,  colitis  ulcerosa  o  enfermedad

de  Crohn.   En  dichas  patologias,   miembros  de  la   microbiota  como  Fusobaofen.urn,

Eubacfer/.urn o  levaduras  han  sido  implicados  directamente/como  agentes  etiol6gicos

(Marteau y col, 2004; Ohkusa y col, 2003). Alteraciones del sistema inmune tales como

aquellas observadas en nifios al6rgicos se asocian a menores niveles de bifidobacteria

y  mayores  niveles  de  clostridiales  comparados  con  nifios  no-al6rgicos.  (Kirjavainen  y

col,  2002).  Personas  que  padecen  de  ciertas  patologias  auto-inmunes  como  artritis

reumatoide tambien  presentan desequilibrios de su  microbiota (Mercenier y col,  2002).

Cabe destacar que las alteraciones de la microbiota presentes en  aquellas  patologias,

frecuentemente se asocian con alteraciones de la funci6n gastrointestinal de barrera.  Io

que  se  refleja  en  un  aumento  de  la  permeabilidad  intestinal.  La  microbiota  intestinal

tambien    puede    ser    alterada    por    el    consumo    de    farmacos    como    laxantes,

antiinflamatorios y sobre todo antibi6ticos (Brunser y col, en prensa).
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En   la   actualidad   se   ha   propuesto   el   consumo   de   compuestos   dietarios

especificos  como  una  manera  de  regular  la  homeostasis  de  la  microbiota  intestinal.

Entre    ellos    estan    los    prebi6ticos,    carbohidratos    no    digestibles    que    estimulan

selectivamente  el  crecimiento  de  bifidobacteria  y  lactobacilli  a  nivel  col6nico  (Manning

&  Gibson,  2004;  Gibson,1999),  y los  probi6ticos,  microorganismos  seleccionados  por

sus propiedades especificas beneficiosas para la salud.
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4.       Probi6ticos

Muchos   de   los   alimentos   que   se   han   ingerido   desde   la   antigi]edad   son

fermentados y contienen  microorganismos  que  probablemente  afectan  a  la  microbiota

del  huesped.  La  generalizaci6n  de  las  tecnicas  de  esterilizaci6n  de  los  alimentos,  sin

embargo,   ha   resultado   en   una   disminuci6n   progresiva   de   la   ingesti6n   de   estos

microorganismos de la  dieta.  Es interesante notar que,  paralelamente a la disminuci6n

del  consumo  de  alimentos  fermentados  con  microorganismos  vivos  ocurrida  en  fas

dltimas  d6cadas,  se  ha  observado  un  alimento  de  la  prevalencia  de  las  patologias

inflamatorias   cr6nicas   del   intestino,   autoinmunes   y   al6rgicas.   Fue   Metchnjkoff,   a

principios    del    siglo    pasado,    quien    primero    propuso   que   la    longevidad    de   los

campesinos  bdlgaros  se  debia  a  su  consumo  de  importantes  cantidades  de  yogurt

fermentado   con   Lactobac/.//us   (Metchnikoff,    1907).    El   desarrollo   de   las   tecnicas

moleculares ha permitido  un mejor conocimiento de los ecosistemas  bacterianos, tanto

de   los   alimentos   fermentados   como   del   tubo   digestivo,   lo   cual   ha   favorecido   la

emergencia del concepto de probi6tico.

Un  probi6tico  se  ha  definido  actualmente  como  un  in/.croorgan/.smo  vivo  que,

administrado   en   cantidades   adecuadas,   confiere   un   beneficio   para   la   salud   del

hu6spec}.   (Reid y col, 2003).

Varios tipo§ de microorganismos son actualmente usados como probi6ticos. Los

mas  comunes  pertenecen  al  grupo  de  las  bacterias  lacticas  (LABs)  que  incluyen  a

rhiioroorgahiismos  dct  genero  Lactobacillus  (L.  rhamnosus,   L.  johnsonii,   L.   casei,   L.

plantarum, L. reuterf), Bifidgbacteria (8. breve,  8. Iactisly y  Enterococcus. Ios que en su
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mayoria  son  tambi6n  miembros  de  la  microbiota  intestinal  humana.   Otros  g6neros

•inaluyen a cepas de Escherichia coli. Streptococcus, y a Saccharomyces boulardii.

Varios   criterios   son   tornados   en   cllenta   para   la   selecci6n   de   probi6ticos

(Mercenier  y  col,  2002;  Gotteland,  1999).  Las  cepas  deben  ser  inocuas  para  el  ser

humano,  geneticamente  estables  y  poseer  propiedades  tecnol6gicas  compatibles  con

los  procesos de producci6n.  Deben ser preferencialmente de origen  humano lo cual  le

asegura un mayor tropismo con el  hu6sped y una mayor probabilidad   de sobrevivir en

el tubo digestivo,  es decir,  de resistir al pH gastrico y a las sales biliares.  La capacidac]

de adhesion a la mucosa intestinal,  considerado como criterio de selecci6n por un largo

tiempo,  es  actualmente debatido  ya  que  podria favorecer la traslocaci6n  microbiana  a

traves  de   la   mucosa.   Finalmente   las  cepas  seleccionadas   deben   ejercer  efectos

fisiol6gicos especificos y que resulten beneficiosos para la salud del huesped.

Entre los principales efectos de los probi6ticos estan la estimulaci6n del sistema

inmune     local     y    sistemico,     la    defensa     e     interferencia    frente    a     pat6genos

gastrointestinales,   la   regulaci6n   de   los   procesos   jnflamatorios   y   la   disminuci6n   de

actividades   enzimaticas   procarcinog6nicas,   entre   otras.   Dichos   efectos   han   sido

evaluados  utilizando  como  modelos  distintas  patologias  en  las  cuales  la  microbiota

intestinal  esta  alterada  tales  como  la  enfermedad  de  Crohn,  colitis  ulcerativa,  cancer

colorectal,  constipaci6n, colon irritable,  diarrea asociada a antibi6ticos,  infecciosa o por

Clostridium  difficile.  o  la  colohiizac]i6n  gastT.ica  pclr  Helicobacter  pylori.  Tamb.len  se

utilizan  en  caso  de  intolerancia  a  la  lactosa  y  en  otras  patologias  como  alergia  o  la

artritis  (lsolauri  y  col,  2004;  Mercenier  y  col,  2002;  Ouwehand  y  col,  2002).  El  hecho

que   los   probi6ticos   ejerzan   ciertos   efectos   protectores   en   situaciones   patol6gicas

sugiere que podrian cumplir un rol preventivo en los individuos sanos.
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5.      LactobacillusjohnsoniiLal

Lacfobac/.//us/.ohnson/./. Lal  (NCC 533) es una bacteria originalmen{e aislada de

heces  humanas,  cuyas  propiedades  probi6ticas  han  sido  ampliamente  descrita§ tanto

en  modelos  /.r}  v/.fro  y  animales  como  en  ensayos  clinicos.  Actualmente  entra  en  la

composici6n  de  productos  probi6ticos  comercializados  en  varjos  paises  incluyendo

Chile;  se estima que durante el afio  1997 se han consumido mss de  1018 celulas vivas

de Lal  en el mundo   (Lapierre y col,1999).

Taxon6rriicamerite, L. johnsonii pertenece al grupo de Lactobacillus acidophilus.

que comprende ademas 5 otros subgrupos al nivel de especies (homologla DNA-DNA):

L.  acidophilus,  L.  gallinarum,  L.  crispatus,  L.  amylovorus y  L.  gasseri  (Frtyisowa y  col,

1992).   El   contenido   de   G+C   del   DNA  en   i.  /.ohnson/./.  varia   entre   32.7   y   34.8%.

Morfol6gicamente  aparecen  en el  microscopio como bastones largos  (0.5 a  1.5  Hm  de

ancho  y  1.5  a  10  Hm  de  largo)  e  individualizados,  en  pares  o  en  cadenas  cortas.

Fujisawa  y  col.  (1992)  describe  a  i.  /.oAmson/./.  como  un  bacilo  anaerobio  facultativo,

Gram-positivo,  no formador de esporas,  catalasa negativo,  tolerante a 4%  Nacl,  y que

produce,   sin   liberaci6n   de   gas,   acido   D   y   L-lactico   como   principal   producto   de

fermentaci6n   a   partir  de  glucosa,   manosa,   maltosa,   galactosa,   sacarosa,  fructosa,

celobiosa,   dextrina,   escualina,   salicina   y   amigdalina.    El   principal   nicho   ecol6gico

conocido para i. /.ohmson/./. es el tracto GI de humanos y animales.

i. /.ohnsor)/./. Lal  fermenta la glucosa produciendo una mezcla rac6mica de acido

D(-)  y  L(-)  lactico,  en  una  relaci6n  60:40%,  y  la  no  aparici6n  de  otros  subproductos

revela que Lal  es un homofermentativo estricto (Lapierre y col,1999).  Lal  es capaz de

adherir a  celulas  epiteliales  intestinales  /.n  v/.frcJ,  mediante  el  acido  lipoteicoico,  uno  de
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los   principales  constituyentes  de su  pared celular (Granato y col,1999)  y el factor de

elongaci6n  EF-TU  (Granato  y  col,  2004).  Lal  sobrevive  a  pH  gastrico  y  expresa  tres

actividades hidrolasas de sales bmares  (BSH) que le permiten desconjugar estas sales

y resistir a su acci6n bactericida  (Elkins y col, 2001).  Lal  estimula la respuesta immune

local y sist6mica,  aumentando los niveles de  lgAs y las actividades fagociticas y de las

c6lulas  Natural  Killer  (NK)  (Haller y  col,  2000).  Ademas,  es  capaz  de  antagonizar  la

respuesta proinflamatoria  inducida por LPS  (mediada por el sCD14)  (Vidal y col,  2002)

y  ejercer  actividades  inhibitorias  frente  a  un  amplio  espectro  de  pat6genos  (Bernet-

Camard y col,  1997),  como ha sido mostrado,  por ejemplo,  H. py/or/. en adultos y nifios

(Cruchet y col, 2003; Gotteland & Cruchet, 2003).

La   reciente   secuenciaci6n   del   genoma   de   Lactobac/.//us  /.ohnson/./.   Lal    ha

aportado  valiosa  informaci6n  acerca  de  este  microorganismo  (Pridmore  y  col,  2004).

Su  genoma  mide  1.99Mb,  con  un  contenido  de G+C  de  un  34.6%,  posee  seis  copias

del oper6n m7 ubicados en cuatro loci, 79 tRNAs, y dos profagos completos   (Ventura y

col,  2003a).  Su  analisis  muestra  que  Lal  es  incapaz  de  llevar  a  cabo  la  sintesis  de

novo  de   la   mayoria   de   los   aminoacidos,   dada   su   carencia   en   las   distintas   vias

metab6licas requeridas para este proceso. Tambi6n carece de genes relacionados con

la asimilaci6n de amonio y la sintesis c/e novo de purinas,  asi como genes relacionados

con  el  metabolismo de oligo y polisacaridos,  a diferencia de,  por ejemplo  i.  p/anfart/in

(Klaenhammer y col, 2005).  Par otra parte el 15% de los ORFs del genoma de Lal  esta

involucrado en funciones de transporte de cofactores,  aminoacidos y otros precursores

esenciales; se observa ademas una sobreabundancia de ciertos tipos menos comunes

de transportadores.  Lal  posee  un  ntlmero inusual de transportadores de  peptidos,  asi

como  peptidasas y proteinasas,  las cuales estan  presentes en  la  pared celular o en el
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citoplasma.  Se destaca tambi6n la presencia de varias disacaridasas citoplasmaticas y

transportadores de mono, di y trisacaridos.

Tambien  se destaca  en  Lal  la  presencia de varios  ORFs  relacionados  con  los

procesos    de    adhesi6n    y    de    inmunomodulaci6n    a    nivel    de    mucosa    intestinal:

lipoproteinas de superficie,  proteinas de uni6n a mucosa  (MUBs),  proteinas fimbriales,

lgA   proteasas   asi   como   enzimas   que   catalizan   la   producci6n   de   polisacaridos.

Finalmente,  Lal   posee  en  su  genoma  los  genes  necesarios  para  la  sintesis  de  una

bacteriocina,  la lactacina F (Abee y col,1994),  la que parece no expresarse debido a la

presencia de un elemento de inserci6n en uno de estos genes.

La  informaci6n  aportada  por  el  analisis  del  genoma  de  Lal   revela  que  este

microorganismo    posee    una    marcada    adaptaci6n   fisiol6gica   y    metab6lica    a    las

condiciones   que   prevalecen   en   el   intestino   delgado,    pero   sugiere   que   no   es

particularmente competitivo en el medio col6nico.
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6.       IV16todos  moleculares  aplicadas  al  estudio  de  la  microbiota  intestinal  y

bacterias lacticas

La   microbiota   fecal   se   ha   estudiado   tradicionalmente   mediante   cultivo   en

medios   selectivos,   en   condiciones   de   aerobio5is   o   anaerobiosis.   Se   estima,   sin

embargo, que mss del 60% de las bacterias pertenecientes a la microbiota intestinal no

es cultivable con los medios clasicos (Kimura y col,1997).  El desarrollo de las tecnicas

moleculares   basadas   en   acidos   nucleicos   bacterianos   ha   permitido   superar   las

limitaciones  asociadas  al  uso  de  medios  selectivos  y  ha  reactivado  el  estudio  de  los

ecosistemas   bacterianos   complejos   como   la   microbiota   intestinal,   permitiendo   una

evaluaci6n rapida y completa de su biodiversidad.

Estas   t6cnicas   utilizan   principalmente   el   DNA   ribosomal   o   el   rRNA   de   la

subunidad  16S  o  23S,  presente  en  un  alto  ntlmero  de  copias  en  todas  las  celulas,

donde   ejerce   la   misma   funci6n.   Esta   mol6cula   con§tituye   un   buen   marcador  de

evoluci6n,  ya  que  los  cambios  debidos  a  mutaciones  del  RNA  16S  permiten  definir

regiones  conservadas  y  regiones  variables,  convirti6ndolo  en  una  mol6cula  mosaico.

Ademas,  la  mol6cula  es  lo  suficientemente  larga  para  ser  informativa.  Los  dominios

conservados son  dtiles  para comparar especies o g6neros distantes mientras que las

regiones variables permiten comparar especies pr6ximas taxon6micamente.

A   partir  del   rDNA   16S   extraido   de   una   comunidad   bacteriana   se   pueden

construir   inventarios   moleculares   mediante   amplificaci6n   por   PCR   con   partidores

universales  y  la  posterior  clo.naci6n  y  secuenciaci6n  de  los  amplicones  obtenidos.  La

secuenciaci6n  de algunos de estos clones  ha  puesto en  evidencia  diferentes especies

bacterianas jamas  encontradas,  donde  cerca del  80%  de  los clones  obtenidos desde
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una  muestra  fecal  corresponde  a  microorgani§mos  no  conocidos  (Suau  y  col,  1999;

Vaughan y col, 2005).

El  uso  del  rDNA  16S  en  ecologia  microbiana  presenta  algunas  limitaciones:  el

ntlmero  de  copias  del  oper6n  rm  en  el  DNA  en  procariontes  es  variable,  de  uno  a

quince  por  celula.  Ademas,  existen  reportes  de  casos  de  transferencia  horizontal  de

esta  mol6cula,  y  en  algunos  casos  el  rDNA  16S  no  es  capaz  de  discriminar  ciertas

especies  bacterianas.  En  este  caso,  una  alta  homologia  a  nivel  del  rDNA  16S  no  se

refleja en  la homologia  DNAVDNA (Forney y col, 2004).

Una   de   las   tecnicas   independientes   de   cultivo   y   basada   en   las   regiones

conservadas y variables del  rRNA es la Hibridaci6n /.n s/.fu Fluorescente (FISH).  El  uso

de   sondas   oligonucleotidicas   especificas,    marcadas   en   su   extremo   5'   con   un

fluorocromo,  y cuya  secuencia  blanco es el  rRNA  16S,  permite la  detecci6n de c6Iulas

individuales   en   ecosistemas   complejos  gracias   al   gran   ndmero   de  esta   molecula

presente   en   las   bacterias   (unas   20   a   30.000   copias)   lo   cual   permite   una   gran

amplificaci6n  de  la serial.  La  cuantificaci6n  puede  realizarse  mediante  microscopi'a  de

fluorescencia,   asi   como  tambien   mediante   citometria  de  flujo   (Rigottier-Gois  y  col,

2003;  Rochet y col, 2001;  Daims y col,1999;  Franks y col,1998;   Harmsen y col,1999;

Harmsen y col, 2002;  Harmsen y col, 2003; Suau y col, 2001).

Otros m6todos de tipificaci6n o identificaci6n Son independientes del rRNA 16S,

como   por   ejemplo   la   Amplificaci6n    al   Azar   de   DNA   Polim6rfico   (RAPD)    o   la

Electroforesis  en  Campo  Pulsado  (PFGE),  entre  otras.  Una  reciente  aplicaci6n  a  este

campo  consiste  en  el  uso  de  secuencias  repetitivas  conservadas  dispersas  en  el

genoma     de     enterobacterias     (Enterobacterial     Repetitive     lntergenic     Consensus

Sequences,   ERIC-PCR),   Ia   cual   genera   patrones   de   amplificaci6n   que   permiten
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diferenciar las bacterias incluso al nivel de cepa oventura y col,  2003b; Ventura & Zink,

2002; Wei y col,  2004; Jersek y col,1999;  de Bruijn,1992).

Otra   forma   semicuantitativa   de   estimar   la   biodiversidad   de   comunidades

microbianas  complejas  a  partir de  su  DNA  es  el  PCR  asociado  con  electroforesis  en

gradiente   de   temperatura    o    de   denaturaci6n    (PCR-lTGE    o    DGGE,    Temporal

Temperature   Gradient   Electrophoresis   o   Penaturant   Gradient   Gel   Electrophoresis

respectivamente).   En   ambos   m6todos,   el   DNA   bacteriano   total   presente   en   la

comunidad  es  extraido  y  una  regi6n  variable  del  16S  rDNA  es  amplificada  iisando

partidores  especificos  donde  uno  de  ellos  posee  una  extensi6n  (clamp)  de  GC.  Este

proceso   genera   una   mezcla   de   fragmentos   del   mismo   tamafio   pero   de   distinta

secuencia  y  composici6n  en  guanina  y  citosina,  los  que  luego  son  sometidos  a  una

electroforesis en gradiente de denaturaci6n o en un gradiente temporal de temperatura.

La TTGE en  particular separa dichos fragmentos segt]n su  movilidad electrofofetica,  la

cual es funci6n de la temperatura a la cual ocurre su denaturaci6n.  Cuando la gradiente

de temperatura  alcanza  la temperatura  de  melting  (Tin)  de los fragmentos de  DNA en

migraci6n,  estos se denaturan  parcialmente  y detienen  su  migraci6n.  La  presencia  de

la  extensi6n   GC  impide  qlie  los  fragmentos  denaturados  sean  eliminados  del  gel

(Kimura  y  col,1997;  Ogier y col,  2002;  Mccartney y col,1996;  Tannock y  col,  2004b;

Simpson y col,1999).
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HIPOTESIS

Se  plantea  que  el  consumo  regular  de  un .producto  que  contiene  i. /.ofrnson/.i.

Lal  modula la microbiota intestinal en adultos sanos.
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OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS

Evaluar el impacto de la ingesti6n de distintas cantidades de un producto con i.

/.ohnsor)/./. Lal  sobre la microbiota intestinal en adultos sanos.

OBJETIVOS ESPEciFICOS

1.    Evaluar cuantitativamente  la  excreci6n fecal de  Lal  en funci6n  de  las  distintas

cantidades  de  probi6tico  ingerido  y  comparar la  eliminaci6n  del  probi6tico  con

aquella de un marcador de transito intestinal.

2.    Cuantificar los generos dominantes y subdominantes de  la  microbiota intestinal

y  analizar  su   variaci6n   segun   la   ingesti6n   de   distintas   cantidades   cle   Lal,

mediante Hibridaci6n Fluorescente /.n s/.fu acoplada con citometria de flujo.

3.    Evaluar los  cambios  en  las  especies  moleculares  dominantes  de  la  microbiota

intestinal,  asi  como  en  las  poblaciones  de  Lactobac/.//us,  debido  a  la  ingesti6n

de Lal , mediante PCR-TTGE.
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IVIATERIALES Y METODOS

1.       Reclufamiento de volL]ntarios

Ocho  voluntarios  asintomaticos,  cuatro  hombres  y  cuatro  mujeres  (27.3  ±  7.6

afios;   rango  [1940  afios]),  sin  diagn6stico  previo  de  patologias  gastrointestinales  o

historial  de  administraci6n   de  antibi6ticos,   antiacidos,   laxativos  o   prokineticos,   a   lo

menos  tres  meses  antes  del  inicio  del  estudio,  fueron  reclutados  en  el  estudio.   EI

protocolo fue  aprobado  por el  Comit6  de  Etica  del  INTA,  y  cada  voluntario  firm6  una

carta  de  consentimiento  informado  para  ser aceptado  en  el  protocolo.  Los  voluntarios

no  modificaron  su  dieta  durante  el  estudio,  salvo  la  limitaci6n  en  el  consumo  de  otros

productos   lacteos   fermentados   y   probi6ticos   durante   la   duraci6n   del   estudio.   EI

producto  lacteo  que  contenia  Lal  fue  ofrecido  como  una  botella  de  100  ml,  Ia  cual

contenia 14.7 g de carbohidratos, 0.9 g de proteinas y 0.03 g de lipidos, y aportando 63

Kcal  (Chamyto,  Nestle  Chile  SA,  Santiago,  Chile).  Lactobac/.//us /.ohnson/./. Lal  estaba

presente en el producto a una concentraci6n de  lxl08 CFU/ml;  ademas,  una cepa no-

probi6tica requerida para la elaboraci6n del producto (i. he/vet/'ous) estaba presente en

el producto a una concentraci6n de 2xl 07 CFU/ml.
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2.       Disefiodel protocolo

Un esquema del protocolo del estudio se muestra en la Tabla  1.  Despu6s de un

periodo   basal  de   cinco  dias,   los   voluntarios   ingirieron   diariamente   una   unidad  del

producto  que  contenfa  Lal   (100  ml)  durante  una  semana,  dos  unidades  diarias  la

segunda semana (200 ml) y cinco unidades diarias (500 ml) durante la tercera semana.

Durante  el   dltimo   periodo  de  ingesti6n,   simultaneamente  con   [a   ingesti6n  de  cada

botella los voluntarios ingirieron una alicuota de  100 ul de una suspensi6n que contenia

7xl07    CFU/ml    de    esporas    de    Baci.//us    sfearofhermapht./us    (Merck,    Dairmstadt,

Alemania)   iisadas  como   marcador     de  transito   intestinal   (Bouhnik  y  col,   1992).   El

estudio contempl6  ademas  un  periodo  post-ingesti6n  donde los voluntarios dejaron de

ingerir el producto y mantuvieron  la  limitaci6n del consumo de otros  productos  lacteos

fermentados (Tabla 1). Se recolectaron muestras fecales frescas en los dias -5 y 0 (i.e.

antes del tratamiento), en los dias 7,14,18 y 21  del periodo de tratamiento y a los 3, 7,

10,14  y 49  dias despues  de  haber terminado  la  ingesti6n  del  producto  (Tabla  1).  Las

muestras  fueron  colocadas  en  recipientes  est6riles  y  guardadas  en  condiciones  de

anaerobiosis  (Anaerocult,  Merck,  Darmstadt,  Germany) a 4° C hasta §u procesamiento

en el laboratorio, par no mss de cuatro horas.  La eventual aparici6n de sintomatologias

gastrointestinales fue registrada durante el estudio.
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Tabla   1:   Protocolo   del   estudio.   Se   muestran   los   tres   periodos   de   ingesti6n   del
producto,  los dias en los cuales se realizaron la toma de muestras fecales,  los dias en
los  cuales  los  voluntarios  ingirieron  el  marcador de  tfansito  intestinal,  y  las  muestras
(marcadas con una X) sobre las cuales se hizo el analisis por recuento en MRS o PCA,
FISH o PCR-TTGE.

•Ja=,I.I,I, BASAL I\\[C1111I,1L, H.Li1iL`[eriii(.Ill

Dfas(Muestreo) -5-0 7               14              18              21 3              7             10            14            49

Esporas XX

MRS-PCA XX XXXX XXXXX

FISH XX XXX X          `           X         Y\

PCR-TTGE X X X
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3.      Cuantiifiicac.i6n de Lactobacillus tofales, Lal y B. stearothermophilus

Para este analisis se consideraron  las  muestras fecales correspondientes a  los

dias  -5  y  0  del  periodo  basal,  los  dias  7,14,  17  y  21  del  periodo  de  ingesti6n,  y  las

correspondientes a  los dias 3,  7,10,14,  y 49  del  periodo  post-ingesti6n  (Tabla  1).  Un

gramo de cada muestra fecal fue diluido  10 veces en PBS esteril y homogeneizada por

v6rtex con seis perlas de vidrio de seis mm de diametro.  Una centrifugaci6n de 2 min a

300g  a  4°  C  permiti6  eliminar  las  particulas  de  mayor  tamafio.  El  sobrenadante  fue

diluido  serialmente  y  las  diluciones   adecuadas  fueron   plaqueadas  en   agar  Mann-

Rogosa-Sharp   (MRS).   o  en   Plate   Counting  Agar  (PCA)   para   la   cuantificaci6n   de

lactobacilli  total  y  a.  sfearothermaph/./us,  respectivamente.  Las  placas  de  MRS  agar

fueron  incubadas  48h  a  37°  C  en  condiciones  anaer6bicas,  usando  generadores  de

anaerobiosis  (Anaerokult,  Biomerieux),  y las  placas  PCA fueron  incubadas  por 24  h  a

650 C en aerobiosis. Los niveles de [aclobac/.//us totales y 8.  stearothermaph/./us fueron

evaluados  mediante  recuento  de  las  unidades  formadoras  de  colonia,  en  las  placas

que contenian entre 30 y 300  colonias.  La  detecci6n  de  Lal  fue realizada en  principio

mediante  el  aspecto  morfol6gico  de  las  colonias,  luego  diez  colonias  en  cada  placa

fueron  recultivadas  en   1   ml  de  caldo  MRS  por  24  h  a  37°  C,   y  una  alicuota  fue

conservada en MRS-glicerol 30% a -80° C.
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4.       Confirmaci6n molecular de la identidad de Lal  por ERIC-PCR

Las colonias almacenadas  fueron recultivadas en caldo MRS,  rayadas en MRS

agar y cultivadas por 48 h.  a 37° C;  una colonia fue suspendida en 50 HL de Tris-EDTA

y esta suspensi6n fue puesta por 10 min a 95° C.   Un microlitro de esta suspensi6n fue

agregada a una mezcla de reacci6n de PCR, Ia que contenia 2.5 U de Taq Polimerasa,

200     uM     dNTPs,      3mM      Mgc12     y     1      uM     de     los     partidores     ERIC-1      (5'-

ATGTAAGCTCCTGGGGAITCAC-3') y ERIC-ll  (5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-

3')   oventura   &  Zink,   2002)   en   un   volumen  final  de   25   ul.   EI   DNA  bacteriano  fue

amplificado   usando   un  termociclador  M.J.   Research.   El   programa  de   amplificaci6n

incluy6  un  paso  de  denaturaci6n  inicial  (10  min  a  95°  C),   seguido  de  40  ciclos  de

denaturaci6n  (1  min.  a  95° C),  apareamiento  (1  min  a 48° C)  y extensi6n  (5  min  a 72°

C),   y  una  extensi6n  final   (7   min   a  72°  C).   Los   productos  de   amplificaci6n  fueron

separados  mediante  electroforesis  en  agarosa  al  2%,  tefiidos  en  una  soluci6n  de  0.5

ng/ml bromuro de etidio, y visualizados en un transiluminador a 254 nm.
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5.       Analisis  de  las   poblaciones  predominantes  de  la  microbiota   intestinal

mediante F[SH y citometria de flujo

El analisis por FISH fue hecho en las muestras correspondientes a los dias -5 y

0  del  periodo  basal,  los  dfas  7,  14  y  21  del  periodo  basal,  y  los  dias  7,  14  y  49  del

periodo    post-ingesti6n    (Tabla    1).    Doscientos   microlitros   de   cada    muestra   fecal

previamente    diluida    y    homogeneizada    fueron    fijados    por    16    h    a    4°    C    en

paraformaldehido  4%.   Este  proceso  tiene  como  fin  la  inactivaci6n  del  metabolismo

celular   y   nucleasas,    sin   destruir   la   arquitectura   celular   de   las    bacterias.    Esta

suspensi6n  fue  posteriormente  conservada  a  -80°  C  hasta  su  procesamiento.   Las

muestras  fij.adas  fueron  lavadas  con  PBS,   centrifugadas  a  8000  rpm  por  3  min,   y

nuevamente  lavadas  en  buffer TE  (10  mM  Tris-Hcl,1  mM  EDTA),  y  permeabilizadas

10 min  con  lisozima  (1  mg/ml en  buffer TE).  La  presencia de bacterias Gram  positivas

en   la   microbiota   intestinal  vuelve   necesario   el   uso   de   lisozima   para   permeabilizar

dichas   c6lulas   y   permitir   el   ingreso   de   las   sondas   oligonucleotidicas.    El   pellet

bacteriano  fue  nuevamente  lavado  en  PBS,  centrifugado  y  resuspendido  en  buffer de

hibridaci6n  (0,9 M  Nacl,  20 mM Tris  Hcl,  0,01% SDS,  30% formamida).  La formamida

es  una agente denaturante que disminuye la estrictez del  medio, y dada la variabilidad

en la composici6n nucleotidica de las sondas y en su temperatura de hibridaci6n con el

rRNA  16S,  permite el  uso de  una temperatura de hibridaci6n  uniforme.  La suspensi6n

fijada  en  el  buffer  de  hibridaci6n  (450  HI)  fue  alicuotada  en  ocho  tubos  (50  ul/tubo).  A

cada tubo  se  le  adicion6  4  Lil  de  una  soluci6n  de  la  sonda  oligonucleotidica  universal

EU8338-FITC  (50  ng/ul)  para  la  determinaci6n  del  nivel  total  de  bacterias,  y  4  ul  de
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Sondas Secuencia 5'- 3' C6digo OPD Referencia

Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT S-D-Bact-03 38-a-A-18 Amann y col,1995

NonEub338 ACATCCTACGGGAGGC NA Wallner y col,1993

Bac303 CCMTGTGGGGACCTT S-*-Bacto-0303-a-A-17 Manz y col.1996

Bifl64 CATCCGGCATTACCACCC S-G-Bif-0164-a-A-18 Langendijk y col,1995

Labl 58 GGTAITAGCAvcTGTTrccA S-*-Lab-0158-a-A-20 Harmsen y col,1999

Chisl50 lTATGCGGTAITAATCTYCcllT S-.-Chis-0150-a-A-23 Franks y col,1998

Erec482 GCTTCTTAGTCARGTACCG S-.-Erec-0482-a-A-19 Franks y col,1998

Fprau645 CCTCTGCACTACTCAAGAAAAAC S-.-Fprau-0645-a-A-23 Suau y col, 2001

Ato291 GGTCGGTCTCTCAACCC S-`-Ato-0291-a-A-17 Hamsen y col, 2000
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otra  sonda  g6nero-especifica  oligonucleotidica  (50  ng/LIl)  marcada  en  su  extremo  5'

con Cy5  (Tabla 2).  Un tubo control,  que contiene las sondas  Eub338-FITC y NONEub-

Cy5,   fue   usado   en   cada   caso   para   evaluar  el   nivel   de   autofluorescencia   de   las

muestras.  Despu6s de una incubaci6n de  16h a 35° C,  las bacterias fueron lavadas en

200 ul de la soluci6n  de lavado  (0.065  M  Nacl,  20  mM Tris  Hcl  [pH  8.0],  5  mM  EDTA

[pH 8.0], 0,01% SDS), y resuspendidas en 200 ul de PBS esteril.

Una   alicuota   de   la   suspensi6n   hibridada   (50   ijl)  fue   adicionada   a   1   ml   de

FacsFlow  (Becton  Dickinson)  en  un  tubo  de  poliestireno.  Adicionalmente  a  los  tubos

correspondientes a la sonda Labl58 se les agreg6 2 ul de una suspensi6n previamente

sonicada  de  microesferas  fluorescentes  de  poliestireno  de  6  Hm  (Molecular  Probes)

con el fin de hacer un recuento absoluto de este g6nero.

Las   muestras  fueron   analizadas   por  citometria  de  flujo,   usando   un  equipo

Facscalibur   (Becton-Dickinson,   Franklin   Lakes,   USA).   Se  `registraron   las   seFiales

correspondientes   a  forward   scatter  (FSC),   side  scatter  (SSC),   y  dos   sefiales  de

fluorescencia.  Un filtro de 530 nm fue usado para detectar la fluorescencia verde (FL1,

FITC),    y  un  filtro  de  661  nm  para  detectar  la  fluorescencia  roja  (FL4,  Cy5).  En  cada

muestra   se   analizaron   100.000   eventos   fluorescentes.    La   cuantificaci6n   de   las

microesferas  presentes  en  los  tubos  correspondientes  a  la  sonda  Labl58 fue  hecha

mediante un gfafico Dot Plot de FSC versus SSC.  El valor obtenido permiti6 determinar

el volumen leido por el cit6metro,  a partir del cual se pudo calcular la concentraci6n de

la poblaci6n en cuesti6n (ntlmero de eventos por gramo de deposici6n).
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6.       Extracci6n de DNA desde muestras fecales

Se  extrajo  el  DNA  de  las  muestras  correspondientes  a  los  dias  0  del  periodo

basal,  21  del  periodo de  ingesti6n  y  14  dias  del  periodo  de  post-ingesti6n  (Tabla  1).  EI

protocolo fue adaptado de  Godon  (Godon  y col,1997).  Alrededor de  125  mg  de cada

muestra congelada a i}0° C, fueron mezclados con 38 HI una soluci6n de SDS al  100/o

y  250  Hl  de  isotiacianato  de  guanidinio  4M  en  Tris-Cl  0.1M  pH  7.5.  Esta  ultima  tiene

como  funci6n  inhibir  la  presencia  de  nucleasas.  Esta  mezcla  fue  homogeneizada  en

v6rtex, e inmediatamente se le adicion6 500 prL de SDS 5% en tamp6n fosfato 0.1M pH

8.0.  Despues  de  una  incubaci6n  a  70°  C  por una  hora  para  prelisar las  celulas,  se  le

adicion6  a  cada  tubo  un  volumen  de  esferas  est6riles  de  zirconio  de  0.1   mm  de

diametro.  Los  tubos  fueron  puestos  en  un  Mini  Bead  Beater.(Biospec  products)  y  se

agitaron  dos  veces  cinco  min  a  velocidad  media  (3000  rpm).  Este  paso  tiene  por fin

romper las celulas mecanicamente y liberar el DNA.  Posteriormente, a cada muestra se

le   adicion6   15   mg   de   polivinilpirrolidona   (PVPP),   compuesto   que   acttla   como   un

quelante de  anillos  aromaticos  que  pueden  actuar como  inhibidores de  la  reacci6n  de

PCR.  Despu6s de una centrifugaci6n de 3 min a  15.000 g,  el sobrenadante fue puesto

en  otro  tubo  y  el  precipitado  que  contenia  las  esferas  y  el  material  s6lido  fue  lavado

tres  veces  con  500  prL  de  buffer TENP  (50  mM  Tris-Cl  pH  8.0,  20  mM  EDTA  pH  8.0,

100 mM  Nacl,1%  PVPP),  reuniendo cada sobrenadante obtenido con el primero.  Una

centrifugaci6n  de  1   min  a  15.000g  permiti6  que  precipiten  las  suspensiones.  A  cada

sobrenadante se  le adicion6  1  ml de isopropanol,  luego el contenido fue mezclado por
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inversion  y  puesto  10  min  a  temperatura  ambiente.  Despu6s  de  una  centrifugaci6n  a

15000  g  por  15  min,   el  DNA  presente  en  el  pellet  fue  resuspendido  en  450  prL  de

tamp6n  fosfato  0.1M  pH  8.0  y  50  LiL  de  KAc  5M,  y  puesto  90  min  en  hielo  a  fin  de

eliminar  impurezas  y  DNA  plasmidial.   Estas  impurezas  fueron  eliminadas  mediante

centrifugaci6n a 15.000g por 30 min.  Posteriormente, cada sobrenadante  fue incubado

con  20  HL  de  RNAsa  A  (1   mg/ml),  30  min  a  37°  y  el  DNA  fue  precipitado  mediante

adici6n  de  1  ml de  etanol  al  100%  y  NaAc 3M.  En  este  punto  el  DNA fue  recuperado

por centrifugaci6n: despu6s de incubar el precipitado 10 min a temperatura ambiente la

soluci6n  fue  centrifugada  15  min  a  15000g  y  el  pellet  se  resuspendi6  en  500  prL  de

buffer TE,  luego  de  que  se  le  adicionaron  500  HL  de  isopropanol.  Estos  tres  dltimos

pasos fueron  repetidos tres veces.  Finalmente,  el  precipitado se  lav6  con  etanol  70%,

fue centrifugado 5 min a 15000g, secado y resuspendido en buffer TE.
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7.       PC R-TTG E

Para  este  analisis  se  consideraron  las  muestras  fecales  a  las  cuales  se  les

extrajo DNA (Tabla  1).  Estos  DNA fueron usados en dos reacciones de PCR,  mediante

amplificaci6n   usando  partidores  iiniversales  y  otra  con  partidores  especificos  para

Lacfobac/.//us,  Pet//.ococcus,  Leuconosfoc y  lve/.se//a.  Para el  primer analisis,  1  ul de  la

diluci6n  1  en  10 de cada  DNA fue adicionada  a  una  mezcla  de  reacci6n  que contiene

en  Lln  volumen  final  de  25  Lil,  Buffer Taq,  200  uM  de  cada  dNTP,1.5  mM  de  Mgc12,

2.5U  de  Taq  polimerasa,  y  0.5  uM  de  los  partidores  HDAIGC  (5'  -CGC  CCG  GGG

CGC  Gce  CCG  GGC  GGG  GCG  GGG  GCA CGG  GGG  GAC TCC TAG  GGG AGG

CAG GAG T-3'),  y HDA2  (5' GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA C 3').  En negrita se

muestra  la  extension  GC  (Tannock y col.  2000).  La  amplificaci6n  consisti6 en  un  paso

inicial de denaturaci6n (940 C, 2 min),  denaturaci6n (94° C,  30 seg),  apareamiento (58°

C, 30 seg), y extensi6n (72° C,  1  min),  por 25 ciclos, y finalmente un paso de extensi6n

final  de 72° C  por cinco  min.  Estos  partidores  universales  amplifican  un fragmento de

180 bp,  entre las posiciones 350 y 530 del oper6n in de E.  co//.,  lo que corresponde a

las regiones V2 y V3.

Para  la  reacci6n  de  PCR  con  los  partidores  lacto-especificos,  un  microlitro  de

cada  DNA  sin  diluir  fue  adicionado  a  una  mezcla  de  reacci6n  que  contiene  en  un

volumen final  de  25  ul,  Buffer Taq,  200  LIM  de  cada  dNTP.1.5  mM  de  Mgc12,  2.5U  de

Taq  Polimerasa,  y 0.5  uM de  los  partidores  Lacl  (5' -AGC AGT AGG  GAA TCT TCC

A-  3'),  y  Lac2GC  (5'-CGC  CCG  GGG  CGC  Gce  CCG  GGC  GGC  CCG  GGG  GCA

CCG  GGG  GAT TYC ACC  GCT ACA CAT G- 3').  En  negrita se  muestra  la  extensi6n
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GC.  (Vvalter y col,  2001)  Este set de primers amplifica la zona V3 del  16S  rRNA,  entre

las posiciones 352 y 700 del  rDNA de E.  co//.,  produciendo un fragmento de 340 bp.  La

amplificaci6n  consisti6 en  un  paso  inicial de denaturaci6n  (94° C,  2 min),  denaturaci6n

(940 C,  30 seg),  apareamiento (56° C,  30 seg),  extensi6n (720 C,  1  min) por 35 ciclos y

finalmente un paso de extensi6n final (72° C, 5 min)

Los  productos  de  ambas  reacciones fueron  verificados  en  electroforesis  en  un

gel de agarosa al 1.5% y visualizados en un transiluminador a 254 nm.

Para la electroforesis en gradiente de temperatura (TTGE), se usaron vidrios de

16xl6xl  cm.  La composici6n fue la siguiente:  tlrea 7M,1.25X de buffer TAE,  y 10% de

acrilamida/bisacrilamida   para   el   gel   con    los   productos   de    PCR   con    partidores

universales,  y 8%  en el  caso del  PCR con partidores  para Lactobac/.//us.  La adici6n de

550   Lil   de   persulfato   de   amonio   (APS),   al   10%,   y   55   Lil   de   Temed   permiti6`  la

polimerizaci6n  del  gel.   La  electroforesis  fue  hecha  en  un  equipo   Decode  Universal

Detection System (Biorad,  Hercules,  California) en presencia de buffer TAE  1.25X.  Una

vez  que  la  cubeta  alcanz6  una  temperatura  de  60°  C,  una  alicuota  de  8  ul  de  cada

producto  de  PCR  fue  mezclada  con  10  LIl  de  un  tamp6n  de  carga  (0.05%  azul  de

bromofenol, y 70% de glicerol) y cargada en cada pocillo.  Como condiciones de corrida

para la lTGE con  partidores universales se usaron un  rango de temperatura de entre

66 y 70.5° C,  con  una  rampa de 0.4° C/h a 55 V,  y para  la TTGE con  partidores  lacto-

especificos un rango de temperatura de entre 64 y 70° C, con una rampa de 0.20 C/h a

63V.  Una vez terminada la migraci6n y estabilizado el equipo,  el gel fue lavado en agua

destilada  por  20  min  y  tefiido  con  SYBRGreen  lx  (SYBRGreen   I   Nucleic  Acid  Gel

Stain,  Invitrogene).
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8.      Analisis estadisticos

Las  concentraciones  de  Lacfobac/.//us  totales  y  Lal   fueron  expresadas  como

logio   (UFC)   por   gramo   de   deposici6n   (promedio   ±   error   estandar   medio).    Los

resultados de la FISH fueron expresados como logio (conteos celulares)/g deposici6n o

como  el  porcentaje  con  respecto  al  total  de  eventos fluorescentes  detectados  con  la

sonda universal EU8338 (promedio ± error estandar del promedio).  Los cambios en los

niveles  de  lactobacilli  y  Lal   por  cultivo  anaer6bico,  asf  como  los  de  lactobacilli  por

FISH,   fueron   evaluados   por   analisis   de   varianza   (Friedman   test)   para   muestras

repetidas  y,  en  caso  de  diferencia  significativa,  estas  diferencias  fueron  analizadas

mediante  el  test  de  Wjlcoxon.   Los  cambios  en  los  porcentajes  de  las  poblaciones

bacterianas estudiadas por FISH fueron tambi6n determinados por el test de Friedman

de  varianzas  para  muestras  repetidas,  previa  transformaci6n  angular  de  los  datos,  y

tambi6n analizadas por el test de Wilcoxon en caso de diferencia significativa.

Los   perfiles   obtenidos   en    la   TTGE    usando   partidores   especlficos   para

[actobac/.//us  fueron   analizados   mediante   el   software   Gel-Pro  Analizer  3.1   (Media

Cybernetics,  Silver Spring,  Georgia).  Para el  analisis de cada carril  se tom6 en  cuenta

el ntlmero de bandas,  su migraci6n  relativa y §u  respectiva intensidad  medida como el

area  de  su  peak.   La  matriz  generada  fue  analizada  con  los   indices  de  Simpson,

Shannon,                y                Sorenson                (Simpson                y                col,                 1999;

http://www.tiem.utk.edu/~gross/bioed/bealsmodules/shannonDl.html  - SimpsonDl.html).

El  lndice de Shannon  (D)  es  una estimaci6n  matematica que  caracteriza  la diversidad

de  especies  en   una   comunidad.   La   proporci6n  de  cada  especie  /.,   relacionada  al

ntlmero total de especies,  es calculada y elevada al cuadrado.  La  proporci6n  de todas
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las especies es sumada, y el reciproco corresponde al valor de D, segtln la f6rmula     D

-- 1 , I (p'h2

La   equitatibilidad   (E,,)   puede   ser  calculada   tomando   el   valor  del   indice  de

Simpson obtenido, y expresandolo como una proporci6n del maximo valor de D (Dmax =

S,  ntlmero  total  de  especies  en  la  comunidad).  La  equitatibilidad  toma  un  valor de  1

cuando cada especie esta representada en la misma cantidad en la muestra.

El indice de Shannon (fry es otro indice usado para caracterizar la diversidad de

especies en  una  comunidad.  Como el  indice anterior, toma cuenta de la abundancia y

la uniformidad de  una  muestra.  La  proporci6n de una especie i  relacionada  al  nt]mero

total  de  especies  es  calculada  y  luego  multiplicada  por  el  logaritmo  natural  de  esta

proporci6n.  El producto resultante es sumado entre las especies, y multiplicado por -1:

H=    -Ztoixlnp,h.

La equitatib"dad del  indice de Shannon  (EH),  puede ser calculada dividiendo H

por  el  valor de  Hmax,  donde  Hrriax  =  ln  S  (ntlmero  total  de  especies  en  la  muestra).  EI

valor  de    EH   asume  valores  entre  0  y  1,  siendo  1   completa  uniformidad  entre  las

especies.

El  indice  de  Sorenson  (C)  s6lo  toma  en  cuenta  el  nt]mero  de  especies  sin

importar   su   abundancia   y   mide   la   similitud   de   especies   en   una   muestra   s6]o

considerando la  presencia  o ausencia de especies.  El  indice toma  un valor de 0 si  las

muestras  no tienen  especies  en  comdn  y  1  si  son  completamente similares.  El  indice

corresponde a la siguiente formula:  C = 2j / (a +  b),  donde j  es el  ndmero de especies

en comun en ambas muestras,  a es el nt]mero de especies en la muestra A y b es el

ntlmero de especies en la muestra 8.

En el  caso  de  los  indices  de  Simpson  y Shannon,  cada valor de equitatibilidad

obtenido    para    cada    muestra    y    en    cada    voluntario   fue    recalculado    mediante
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transformaci6n angular, y estos valores sometidos a  un test de  Friedman de varianzas

para  muestras  repetidas.  El  analisis  de  los  valores  de  Sorenson  obtenidos  para  cada

comparaci6n  (basal-ingesti6n-post-ingesti6n), fue sometido  a transformaci6n  angular y

al  test  de  Friedman  de  varianzas  para  muestras  repetidas.  En  los  tres  indices  los

resultados se expresaron como el promedio i error estandar medio.
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RESULTADOS

1.       Sujetos

Todos   los   voluntarios   completaron   el   estudio   y   demostraron   una   buena

tolerancia  al  producto,  reportando  solo  un  leve  incremento  en  la  presencia  de  ruidos

intestinales en la tercera semana de ingesti6n de cinco unidades diarias.

2.       Determinaci6n      de      los      niveles      fecales      de      Lactobac/.//us,      a.

stearothermophilus y Lad

A   nivel   basal,   el   nivel   promedio   de   Lactobac/.//I/s   determinado   por   cultivo

anaer6bico   en   MRS,   fue   de   8.44   ±   0.33   log   UFC/g.   Este   valor  fue   modificado

levemente     por    la     ingesti6n     de     Lal     (Friedman    ANOVA:     x2=18.4;     p=0.049),

encontrandose   que   los   niveles   detectados   de   lactobacilli   eran   significativamente

menores en los dias  13,17 y 20 del  periodo  postingesti6n,  comparado con  los niveles

registrados durante la primera semana de ingesti6n (Figura 3).

Lal   no  fue  detectado  en   ninguno  de   los  voluntarios   antes   del   periodo  de

ingestion.   La   administraci6n   de   Lal   result6   en   la   aparici6n   del   probi6tico   en   las

deposiciones  de  los  ocho voluntarios  durante el  periodo de  ingesti6n.  La  identidad  de

las  colonias  preidentificadas  como  Lal  fue  confirmada  por  ERIC-PCR  (Figura  4)  de
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Figura 3:  Recuento microbiol6gico de los nivele§ fecales de Lactobac/.//us totales (0),
L.  johnsonii  Lal  (Ti).  y  esporas  de  8.  stearothermophilus  (LL).  en  voluutar.ios  sanos
durante  el  periodo  basal,  periodo  de  ingestion,  y  periodo  post-ingestion.  Cada  punto
corresponde  al  promedio  mss  error  estandar  medic  del  valor  obtenido  para  cada
voluntario en cada muestra
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420 bp                     >

280 bp                  i

Figura   4:   ldentificaci6n   por   ERIC-PCR  de   colonias   de   lactobacilli   de   origen  fecal
crecidas  en  agar MRS.  Carril  1:  Marcador de  peso  molecular  100  bp;  carril  2:  control
positivo  Lal;  carriles  3 y 6:  aislados  iden{ificados  como  Lal;  carriles 4  y 5:  aislados  no
identificados como Lal.
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acuerdo a la aparici6n de por lo menos dos bandas especificas de i. /.ohnson/./.,  una de

420 bp y otra de 280 bp (Ventura & Zink, 2002).

La    concentraci6n    promedio    de    Lal    en    las    muestras    fecales    aument6

paralelamente  con  la  cantidad  de  producto  ingerida  (Figura  3),  resultando  en  niveles

superiores  a   106  UFC/g  de  deposici6n  (Friedman  ANOVA:  %2=25.8;   p=0.0025).   Sin

embargo,  esta concentraci6n de Lal  represent6 s6lo el  0.63°/o de la poblaci6n total de

Lacfobao/.//us.   Una  vez  finalizada   la   ingesti6n  del   producto,   la  excreci6n  fecal   del

probi6tico  decay6  en forma  constante,  siguiendo  la  misma  cinetica  de  eliminaci6n  del

marcador de tfansito ilsado, esporas de 8. sfearothem]ap4/./us,  las que son eliminadas

pasivamente por el peristaltismo intestinal (Figura 3).

Despues  de  siete  dias  de  haber terminado  la  ingestion  del  producto,  Lal  fue

detectado en  7 de los 8 voluntarios;  en el  octavo voluntario  Lal  desapareci6 al dia  17

post-ingesti6n.    Siete   semanas   despu6s   de   haber   terminado   la   ingestion   ningt]n

voluntario present6 niveles detectables del probi6tico en sus deposiciones (Figura 3).
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3.       Evaluaci6n  de  los  cambios  en  las  poblaciones  intestinales  por  FISH  y

Citometria de Flujo.

Usando un  panel de sondas oligonucleotidicas fluorescentes cuyo blanco era el

rRNA  16S  bacteriano  se  evaluaron  las  proporciones  de  las  principales  poblaciones

intestinales  y  c6mo  estas  poblaciones fueron  afectadas  por la  ingesti6n  del  producto.

Las  tres  principales   poblaciones  observadas  a   nivel   basal  fueron   el  cluster  de  E.

rectale/C.  coccoides,  F.  prausnitzii y  Bacteroides/Prevctella, las ouales represer\+aTon

respectivamente  el  37.7%,18.3%  y el  13.2%  del  total  de  bacterias  detectadas  con  la

sonda  universal  Eub338  (Figura  5A).  El  cluster  de  Afopob/.urn  represent6  un  8.6%,

rhiientras que Bifidobacterium, Lactobacillus/Enterococcus y el c;faster c]e C.  histolyticum

estuvieron  presentes como poblaciones subdominantes,  representando s6lo un 2.05%,

0.95% y 2.30%  respectivamente del total de bacterias marcadas con  la  sonda  Eub338

(Figura  58).  El  panel  de  sondas  oligonucleotidicas  usado  abarc6  un  80°/o  del  total  de

bacterias detectadas con la sonda universal.

El   uso   de   microesferas   fluorescentes   en   los   tubos   con   la   sonda   Labl58,

especifica  para  las  especies  de  Lacfobac/.//us/Enferococcus,   permitieron  realizar  un

recuento absoluto  de  esta  poblaci6n.  Los  niveles  basales  observados  con  esta  sonda

(8.0 log c6l/g) fueron similares para los observados mediante cultivo anaer6bico.

La  ingesti6n  de  Lal  result6  en  la  alteraci6n de las  concentraciones  de  algunas

poblaciones   bacterianas   evaluadas   en   este   estudio.   Se   observ6   una   disminuci6n

significativa  en  los  niveles  del  cluster  de  F.  prausn/.fz/./.  (Friedman  ANOVA:  %2=20.1,

p=0.005)  a  los  dias  21  del  periodo  de  ingestion  y  al  dia  7  del  periodo  post-ingestion,
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Figura 5: Cambios en los porcentajes (promedio ± SEM) de las principales poblaciones
de  la  microbiota  intestinal  en  respuesta  a  la  ingestion  de  Lal,  medidos  par  FISH  y
Citometria de Flujo, durante el periodo basal en  los dias no (I ) y 0 (  I  ),  durante el
periodo  de  ingesti6n  a  los  dias  7( E),14  (I)  y  21  (I),  y durante  el  periodo  post-
ingesti6n en los dias 7 (I),14 I) y 49 I ). A: Poblaciones de Bactero/.des/Prevote//a
(Bac303),  cluster de  E.  recta/e/C.  cocco/.des  (Erec482),  y  el  cluster de  F.  prausn/.fz/./.
(Fprau645).   8:   Poblaciones  de  Bi.fidobacten.urn  (Bifl 64),   Lactobaci.//dsffnferococcus
(Labl 58), cluster de C.  A/.sfolyf/.cwm (Chisl 50), y cluster de Afapobt.urn (Ato291 ).
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comparado   con   el   nivel   basal   (14.9   ±   2.4%,   p=0.049   y   12.7   ±   1.8%,   p=0.036,

respectivamente).  Posteriormente los niveles de este cluster volvieron a su  nivel  basal.

No se  registraron  cambios  significativos  en  las  poblaciones  de  Bacfero/.des/Prevofe//a,

ni  en  el  cluster  de  E.   recta/e/C.   cocco/.des  (Friedman  ANOVA:  %2=8.17,     p=0.32  y

x2=7.08,  p=0.42,  respectivamente).

Como  se  muestra  en  la  figura  58,   la  ingesti6n  de  Lal   produjo  un  aumento

significativo  en  los  niveles  del  cluster  de  C.  A/.stolyf/.cL/in  (Friedman  ANOVA:  %2=14.2,

p=0.049).  Una  tendencia  similar se  observ6  con  las  poblaciones  de  B/Tr.dobacferi.urn y

las  poblaciones  de  [acfobac/.//us/Enferococous (Friedman ANOVA:  x2=13.2,  p=0.067  y

x2=13.7,  p=0.056,  respectivamente),  mientras  que  no  se  registraron  cambios  en  los

niveles del cluster de Afopob/.urn (Friedman ANOVA: %2=7.08,  p=0.42).
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4.       Evaluaci6n de los cambios en la microbiota intestinal par PCR-TTGE

Los   perfiles   obtenidos   por   lTGE   usando   partidores   universales   para   las

muestras fecales de cada individuo en el periodo ba§al,  al final del periodo de ingesti6n

de   cinco  unidades  del   producto  y  dos   semanas  despu6s  de  haber  terminado   la

ingesti6n se muestran en la Figura 6.  La tecnica fue capaz de detectar un gran nt]mero

de    poblaciones    distintas    o   especies   moleculares,    por   cada    individuo,    las   que

corresponden  al  componente  predominante  de  la  microbiota  intestinal  (Walter  y  col,

2001).

Tambi6n se observ6 que la composici6n de la microbiota encontrada por TTGE

es  t]nica  para  cada  individuo,  de  acuerdo  al  peffil  de  bandas  obtenido.  Sin  embargo,

algunas bandas fueron comunes en uno o mas sujetos.

La  ingesti6n  de  Lal   modific6  parcialmente  el  perril  de  bandas  obtenido  para

cada voluntario,  lo cual se tradujo en la aparici6n y/o desaparici6n de algunas  bandas,

asi  como  tambi6n  9n  cambios  en  la  intensidad  de  algunas  (Figuras  6A  y  68).  Sin

embargo,  estos  cambios  fueron  menores,  y  en  general  el  perfil  de  bandas  fue  muy

similar  en   las   tres   muestras   analizadas,   lo   que   revela   la   gran   estabilidad   de   la

microbiota  intestinal.  Dado  que  ninguna  de  las  bandas  pudo  ser secuenciada,  no  se

pudo comparar los efectos de la ingesti6n de Lal  sobre ciertas poblaciones evaluadas

por FISH, con los cambios observados por TTGE en la microbiota intestinal.

La  evaluaci6n  por  PCR-lTGE  fue  realizada  en  las  mismas  muestras  usando

tambi6n  partidores  especificos  para  lacfobac/.//us  y  g6neros  relacionados.  El  uso  de

estos  partidores  especificos  permiti6  la  detecci6n  de  un  g6nero que  es subdominante
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Figura  6:  PCR-lTGE  con  partidores  universales  para  el  dominio  Eubacteria  de  las
poblaciones fecales en el periodo basal (1), durante la ingesti6n de 500 ml diarios (2), y
dos  semanas  del  periodo  postingesti6n  (3),  para  los  ocho voluntarios  enrolados  en  el
estudio. A: Voluntarios A al D;  8: Voluntarios E al H. Se incluyen tambi6n los controles
de  migraci6n  de  V.  parahemo//.i/.oum  ovp),  y  Aeromonas  sp.  (Ae).Se  encuadran  en
plomo algunas diferencias entre los perfiles de cada voluntario.
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en  la  microbiota  intestinal,   y  que  no  es  detectable  mediante  el   uso  de  partidores

universales  (Walter y  col,  2001).  En  esta  evaluaci6n  se detectaron  varias  poblaciones

de  Lacfobac/.//us  en  todos  los  voluntarios,  las  cuales  en  ntlmero  variaron  entre  una  y

seis  en  el  periodo  basal  (Figuras 7A y 78).  Asi como  en  el  analisis  por lTGE  usando

partidores   universales,   algunas   poblaciones   de   iacfobao/.//us   fueron   comunes   en

algunos voluntarios.

El  uso  de  un  amplic6n  de  Lal  como  control  positivo  en  la  lTGE  evidenci6  la

ausencia  del  probi6tico  en  el  periodo  basal  en  todos  los  voluntarios.    La  aparici6n  de

una  banda  con  la  misma  migraci6n  relativa  que  Lal   se  observ6  en  el  periodo  de

ingesti6n  en  siete  de  los  ocho  voluntarios,   confirmando  lo  encontrado  en  el  cultivo

anaer6bico.  Dicha  banda  se  detect6  tambien  en  el  mismo  voluntario  que  presentaba

niveles  detectables  de  Lal   por  cultivo  dos  semanas  despues  de  haber  terminado  la

ingesti6n del producto (Figuras 7A y 78).

El perril de bandas obtenido para cada voluntario con los partidores especificos

para lacfobac/.//us fue  analizado mediante  los  indices de Simpson  (D),  Shannon  (H),  y

los valores de equitatibilidad  E  correspondientes,  asi coma el  indice de Sorenson  (C),

los cuales determinan  la diversidad de especies en cada  muestra.  En  este caso,  estos

indices   fueron   usados   para   evaluar  el   impacto   de   la   ingesti6n   de   Lal   sobre   la

biodiversidad  de  laofobac/.//us  en  las  muestras  fecales  de  los  voluntarios.  El  analisis

estadistico de estos tres indices no revel6 cambios estadisticamente significativos en la

diversidad de especies de lactobacilli debida a la ingesti6n del probi6tico (Tabla 3).
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Tabla  3:  Valores  de  diversidad  (promedio  ±  error  estandar  del   promedio)   para  el
96nero  Lacfobac/.//us  en  [os  periodos  basal  (dra  0),   ingesti6n  de  500  ml  diarios,   y
postingesti6n  (dia  14).

lL`I,Ill I.1=11,'111,i Basal 500  m'
PostliTiTiE1[,]1

F

Simpson
D=1/Z®/)2               ED=D/S 0.§9 ± 0.07 0.S8 + a.08 0.53 ± 0.cO 0.38 0.69

Sllannon
H = -I to/. * ln p/)           EH= H/lns 0.75 + 0.04 0.80 + 0.05 0.75 + 0.05 0.75 0.49

Sorenson
C = 2j / (a + b)

a.51  +0.cO(m=M2) 0.48 ± 0.03(M1-M3) 0.47 + 0.07(M2TM3)
0.28 0.76
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DISCUSION

1.       Adhesi6nypersistencia

Uno de los  principales criterios de selecci6n de los probi6ticos es su  capacidad

de  atravesar  el  tracto  gastrointestinal  y  persistir en  niveles  suficientes  que  aseguren

sus  efectos  beneficiosos  sabre  la  salud  del   hu6sped.  Varios  son   los   mecanismos

involucrados   en   la   sobrevivencia   y  adhesi6n   de  cepas   probi6ticas,   que   ham   sido

descritos  principalmente para  el g6nero  Laofobac/.//us,  incluyendo a  Lal  (de Champs y

col,   2003;  Alander  y  col,   1999;   Granato  y  col,   2004;   Roos  &  Johnson,   2002).   Sin

embargo,   no   existen   actualmente   estudios   que   hayan   mostrado   que   Lal    puede

adherirse /.n v/.vo a la mucosa col6nica.

En  este  estudio,  mediante  metodos de  cultivo  se  confirm6  la  sobrevida  de  Lal

en  el  tracto  GI.  Antes  de  la  ingesti6n  del  producto,  ninguno  de  los  voluntarios  poseia

niveles detectables de Lal ,  lo cual fue demostrado por cultivo anaer6bico y ERIC-PCR,

asi  tambi6n  como  por  PCR-TTGE.  Sin  embargo,  el  probi6tico  pudo  ser detectado  en

las muestras fecales de los ocho voluntarios y en una concentraci6n promedio superior

a  106 CFU/g dep.  durante el periodo de ingestion de cinco unidades del producto.  Una

vez   terminada   la   ingesti6n   del   probi6tico,   Lal    fue   eliminado   del   tracto   Gl   por

perista[tismo, siguiendo la cinetica de eliminaci6n del marcador de transito intestinal.

Este  mecanismo  de  eliminaci6n  del  tracto  GI  es  comtln  a  todas  las  cepas

probi6ticas e§tudiadas. Esto indica que a pesar de sus propiedades de adhesi6n, estos

microorganismos  son  gradualmente  eliminados del  colon  y no  permanecen  en  el  tubo

digestivo  si  no  existe  una  ingestion  continua  que  asegure  la  presencia  y actividad  del

probi6tico   en    el   tracto   gastrointestinal.    Esto   se    relaciona    con   el   concepto   de
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colonizaci6n  transitoria  donde  las  bacterias  probi6ticas,  si  bien  son  capaces  de

atravesar el tracto  Gl,  son eliminadas  progresivamente cuando termina su  aporte y  no

pueden colonizarlo permanentemente (Vesa y col, 2000).

Estos  hechos  confirman  que  un  probi6tico  como  Lal,  aunque  posee  un  origen

humano,  actda  en  la  mayoria de  las  personas  como  un  microorganismo  al6ctono que

transita a lo largo del tracto gastrointestinal del  hu6sped  pero sin  colonizarlo,  debido a

la eficiente funci6n de barrera ejercida, entre otros, por la microbiota aut6ctona.
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2.       T6cnicas  moleculares  aplicadas  al  estudio  del  tracto  GI  y  de  bacterias

acido licticas

La presencia del g6nero [ac!obac/.//us en muestras fecales o intestinales ha sido

tradicionalmente  evaluada  mediante  medios  de  cultivo  selectivo§.   Sin  embargo,   los

recuentos microbiol6gicos de celulas vivas cultivables pueden diferir significativamente

de   las  determinaciones  moleculares  basadas  en   acidos   nucleicos,   debido  al   DNA

proveniente  de  c6lulas  muertas  o  de  c6lulas  vivas  que  se  encuentran  en  un  estado

incultivable  (Vaughan  y col,  2005;  Walter y col,  2001).  En  general las  bacterias  acido-

lacticas en el tracto Gl son dificiles de detectar mediante t6cnicas moleculares debido a

que  estas  bacterias  constituyen  s6lo  una  parte  menor de  la  microbiota  intestinal.  Sin

embargo,   la   sensibilidad   de   [a   Hibridaci6n   Fluorescente   /n   s/.fu  debida   a   [a   gran

amplificaci6n  de  la  serial  proveniente  del  gran  ndmero de  moleculas  de rRNA  16S  en

las   c6lulas   permite   la   detecci6n   de   bacterias   acido-lacticas   tanto   en   productos

fermentados  como  en  la  microbiota  intestinal.    Por  otro  lado  en' la  TTGE,  el  uso  de

partidores g6nero-especificos  para  Lacfobac/.//us y g6neros  relacionados  baj.a  el  limite

de  detecci6n  de  este  g6nero  en   la  reacci6n  de  PCR  permitiendo  la  detecci6n  de

especies que se encuentran  en  un  nivel  superior a  100 CFU/g de deposici6n,  con  una

cantidad de DNA bacteriano total equivalente a  10" CFU/g de deposiei6n.

Es  importante tambien  destacar en  este  punto  los  fundamentos  en  los  que  se

basan estas tecnicas y su limitaci6n.  Si bien la TTGE es un m6todo muy sensible en la

identificaci6n   de   distintas   especies   moleculares,   varios   sesgos   pueden   aparecer

durante  el  proceso  de  extracci6n  de  DNA  asi  como  durante  la  posterior  etapa  de

amplificaci6n  por  PCR.   Por  ejemplo  diferencias  en  la  composici6n  de  las  paredes

celulares  de  los  distintos  miembros  de  la  microbiota  intestinal  pueden  favorecer  la

extracci6n  de  DNA  y  la  amplificaci6n  preferencial  de  ciertas  especies;  por  otro  lado,
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distintos    sets    de    partidores    universales    o    g6nero-especificos    pueden    producir

diferencias  en  las  estimaciones  de  diversidad.  Ademas,  el  hecho  que  estas  tecnicas

est6n  basadas  en  el  rRNA  16S  puede  permitir  la  sobreestimaci6n  de  una  especie,  o

tambien  que  especies  o  tal  vez  g6neros  relacionados  compartan  la  misma  migraci6n

relativa  (Forney y col,  2004).  Es interesante considerar que los estudios basados en el

rDNA 16S s6lo pueden ofrecer un cuadro filogenetico de la comunidad en cuesti6n.  For

otro  lado,  el  analisis  mediante  extracci6n  de  RNA,  que  corresponde  principalmente  a

RNA    ribosomal,    permite    estimar    la    actividad    metab6lica    ya    que    la    relaci6n

ribosoma/celula   e§   proporcional   a   la   tasa   de   crecimiento   (Tannock   y   col,   2004;

Tannock, 2005).

En   el   caso   de   la   FISH,   se   debe   considerar   como   factor   importante   de

variabilidad   la  permeabilidad  de  la  pared  celular  de  los  distintos  g6neros  debido  a

diferencias  en  §u  composici6n.  Es  importante  considerar que  en  este  estudio,  con  el

panel de sondas usadas se cubri6 sobre el 80% del total de bacterias detectadas con

la  sonda  universal  EU8338.  Sin  embargo,  esta  sonda  es  capaz  de  detectar  s6lo

alrededor  del   90%   del  total   de   bacterias  en   muestras   intestinales.   Pese   a   estas

limitaciones,   ambas   tecnicas   han   sido   utilizadas   exitosamente   en   estudios   de   la

microbiota intestinal.
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3.       Presencia del g6nero [acfobac/.//usen el tracto Gl

Varios   reportes   aluden   a   la   inestabilidad   del   g6nero   Lacfobac/.//us   en   la

microbiota   intestinal   (Tannock   y   col,   2000).   Esto   se   traduce   en   la   aparici6n   y

desaparici6n de especies dentro del perfil de especies en un mismo individuo,  ademas

del hecho de que en algunos sujetos los recuentos flucttian entre 104 y 109 CFU/g clep.

De la misma forma,  en varios sujetos este g6nero no es detectado.  Sin embargo en  el

presente   estudio   se   encontfo   que   el   100%   de   los   voluntarios   poseian   niveles

detectables de Lacfobac/.//us superando las  108 CFU/g dep,  de acuerdo a lo observado

por cultivo en  MRS. Valores similares fueron encontrados por FISH y citometria de flujo

y ademas,  la  presencia de este g6nero se hizo  patente en el analisis por TTGE donde

cada  uno  de  los  voluntarios  poseia  a  lo  menos  una  especie  del  g6nero  en  el  periodo

basal.    Es    posible    que    esta    poblaci6n    relativamente    importante    de    lactobacilli

aut6ctonos  actde  como  un  fuerte  competidor frente  a  Lal  y  que  esto  puede  explicar

porqu6    los    niveles   de    Lal    no   fueron    mayores   que    107CFU/g    de   deposici6n,

considerando un consumo diario de 5xl0'° CFU diarios de Lal.

Los valores de Lacfobac/.//us encontrados fueron relativamente estables en cada

una  de  las  muestras  analizadas,  lo  cual  se  aleja  de  lo  observado  por otros  estudios

(Tannock  y  col,  2000),  lo  que  puede  sugerir  la  existencia  de  factores  individuales,

raciales  y/a  dietarios  asociados  a  la  composici6n  de  la  poblaci6n  de  lacfobac/.//us.

Pese a que no se determin6 la identidad de las especies de lactobacilli encontradas en

el recuento microbiol6gico ni en la TTGE, el hecho de que la ingestion de Lal  no altere

significativamente la diversidad de especies encontradas en la lTGE confirma que esta

poblaci6n  es  estable.  La  ingesti6n  de  Lal  entonces  puede  incrementar los  niveles  de

Lactobacillus sin modificar la diversidad de especies.
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4.       modulaci6n de la microbiota intestinal

La modulaci6n de la  microbiota  intestinal  es  un  punto basico en el  concepto de

probi6tico.  El efecto de los probi6ticos en este sentido se relaciona en general con una

reducci6n  del  ntlmero  de  coliformes  y  clostridiales,  y  un  aumento  correlativo  de  los

ndmeros   de   lactobacilli   y   bifidobacteria   debido   al   aporte   de   bacterias   ex6genas

(Ouwehand  y  col.  2002).   Los  probi6ticos  que  sobreviven  el  transito  gastrointestinal

probablemente   producen   un   incremento   en   los   niveles   fecales   de   su   g6nero   en

particular,    especialmente    cuando    los    niveles    iniciales    son    bajos.    Debido    a    la

competencia por sitios de adhesi6n y nutrientes, y en algunos casos a la producci6n de

sustancias   antimicrobianas,   los   niveles   de   ciertos   g6neros   pueden   disminuir.   Un

incremento   concomitante   en   los   niveles   fecales   de   g6neros   distintos   al   probi6tico

consumido  tambi6n  se  ha  observado  en  ciertos  casos.  Por ejemplo,  se  ha  mostrado

que  el  consumo  de  i.  whamr}osus  GG  se  asocia  con  un  incremento  en  los  niveles

fecales de bifidobacteria  (Benno y col,1996); tambi6n  se ha  reportado un  aumento en

los  niveles  de  Enferococcus  concomitante  con  la  ingesti6n  de  i.  sa//.varus  UCC118

(Mattila-Sandholm y col,1999),  asi como la ingesti6n de i.  whamnosus DR20 se asocia

con   un   aumento  en   la  frecuencia   de   detecci6n   de   Lacfobao/.//us  y  En!erococcus

(Tannock y col,  2000).  Sin  embargo,  se  observa  que  las  alteraciones  en  la  microbiota

intestinal    producidas    por    la   .ingesti6n    de    probi6ticos    durante    el    periodo    de

administraci6n   son   s6lo   transitorias.   Ademas,    se   cree   que   el   efecto   de   esta

administraci6n  sea  mss  notorio  en  el  intestino  delgado,  donde  pocos  generos  pueden

establecerse  y  se  favorece  el  desarrollo  de  microorganismos  microaerofilicos  como

.    Lactobacillus.
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Aunque Lal  es un probi6tico cuyos efectos beneficiosos sobre la salud han sido

bien  descritos,  es  escasa  la  informaci6n  acerca  de  sus  efectos  sabre  la  microbiota

intestinal.  Los resultados del presente estudio mostraron que la ingesti6n regular de un

producto  que  contiene  Lal   afecta  algunas  poblaciones  bacterianas  intestinales.  Las

poblaofones  de  Bifidobacterium`  Lactobacillus y  al  cfusteT  de  Clostridium  histolyticum

aumentaron   sus   niveles  significativamente,   medidos   como   porcentai.e   del  total   de

bacterias  detectadas  por  la  sonda  universal  Eub338,  mientras  que  el  cluster  de  F.

prausnitzii disminuy6 sus niveles. Los g6neros de Bacteroides` Atopobium y E.  rectale

no  fueron   afectados   por  la  ingesti6n  de  Lal.   Despu6s  de  terminar  el   periodo  de

administraci6n  del  producto,   la  eliminaci6n  gradual  de  Lal   del  lumen  intestinal  fue

acompafiada tambi6n  de  una  recuperaci6n  de  los  niveles  basales  de  las  poblaciones

intestinales afectadas.

Tal   efecto  modulador  es   probablemente  debido   a   la   capacidad   de  Lal   de

sobrevivir el tfansito a lo largo del tracto gastrointestinal y a su presencia en el liimen o

mucosa  intestinal  a  concentraciones  que  le  permiten  ejercer  actividades  que  afectan

directa  o  indirectamente  el  ecosistema  intestinal,  interactuando  probablemente  con  la

mucosa   intestinal,   con   el   sistema   inmunol6gico   subyacente,   y   con   las   distintas

poblaciones de la  microbiota  (Haller y col,  2000;  Bernet-Camard y col,1997;  Kalliomaki

& Isolauri, 2003;  Cruchet y col,  2003).

El  incremento  en  los  niveles  del  cluster  de  C.  A/.sfo/wl/.cwm,  B/.r/.dobacten.urn  y

Lactobac/.//us puede ser favorecido, entre otros factores,  por el descenso de los niveles

de  poblaciones  dominantes  como  F.  prausni.fz/./.  asi  como  tambien  otras  especies  a

96neros no detectados por las sondas usadas en este estudio. En otros estudios se ha

observado  que  la  ingestion  de  probi6ticos  conlleva  un  aumento  significativo  en  los

niveles  de  este  genero;  Sin  embargo,  en  este  estudio  el  aumento  de  los  niveles  de
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Lacfobac/.//us no puede relacionarse directamente a la ingesti6n de Lal , dado que en el

periodo de ingesti6n  de cinco  unidades del  producto que  contiene  Lal  esta  cepa  s6lo

constituy6  el  0.63%  del  total  de  Lacfobac/.//us.   Esto  sugiere  la  existencia  de  otros

mecanismos,   como   por   ejemplo   la   liberaci6n   de   sustancias   que   favorezcan   el

crecimiento de otras cepas de lactobacilli.

El   incremento   en   los   niveles   de   B/.ffdobacfen.urn   durante   los   periodos   de

ingesti6n y post-ingestion es interesante y confirma recientes observaciones llevadas a

cabo  hechas  en  un  estudio  en  nifios  que  recibieron  una f6rmula  lactea  suplementada

con  Lal  por siete semanas  (Brunser et al.,  2005).  En  estos  nifios,  la  ingesti6n  de  Lal

produce  un  aumento  en  la  poblaci6n  de  B/.r/.dobacten.urn desde  menos  de  un  5%  del

total de bacterias a sobre un 20% despues de siete semanas: sin embargo, esto no se

asoci6 con cambios en las poblaciones de C/osfn.di.urn, Bacterot.des o Enferococcus. En

relaci6n con estos hechos, es interesante notar que la reciente descripci6n del genoma

de   Lal    (Pridmore   y   col,   2004)   indica   que   este   microorganismct   posee   las   vias

metab6licas   necesarias   para   sintetizar  y   liberar   mol6cillas   de   fructanos   al   lumen

intestinal.  Tales  mol6culas  son  conocidas  como  prebi6ticos  (Gibson,1999;  Manning  y

col,   2004),   es   decir  carbohidratos   no   digestibles  que   estimulan   selectivamente   el

crecimiento y/o actividad  metab6lica de las poblaciones end6genas de B/.#dobacfer/.urn

y [ac!obac/.//us en el  colon,  tal como fue observado en este estudio.  Es probable que

esta  propiedad  "prebi6tica"  no  sea  general  a  todas  las  especies  de  Lacfobac/.//I/s,  ya

que, por ejemplo la ingesti6n regular de i.  whamnosus DR20. no se asoci6 con cambios

en  las  concentraciones  fecales  de  bifidobacteria  en  humanos  (Tannock  y  col,  2000);

estos autores no observan alteraciones de las poblaciones de Bacfero/.des,  C/asfr/.d/.urn,

Eubacfe/r.urn o Afapobt.urn asociadas con la ingesti6n de DR20.  Esto puede sugerir que
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cada   probi6tico   posee   propiedades   o   actividades   especificas   que   influencian   su

relaci6n con otras poblacione§ aut6ctonas presentes en el ecosistema intestinal.

Se  observ6  que  la  ingesti6n  de  Lal   produce  un  descenso  significativo  del
'

cluster de  F.  prausnitzii.  La  regulacti6n de los n'iveles de  Faecalibacterium  prausnitzii

puede ser interesante para la salud del hu6sped ya que por ejemplo, se ha observado
I

que   especies   de   Fusobacfen.urn  aisladas   de   pacientes   con   colitis   ulcerativa   son

capaces   de   inducir   colitis   cuando   son   administradas   a   ratas,   implicando   estos

microorganismos   como   un   posible  factor  etiol6gico  de  enfermedades  inflamaton.as

cr6nicas del tubo digestivo  (lBD)  (Ohkusa y col, 2003).  El g6nero Eubacfer/.urn tambi6n

ha  sido  relacionado  con  las  lBD  pero  en  este  estudio  no  se  observ6  ningt]n  efecto

significativo de Lal  sobre la poblaci6n del cluster de E.  reofa/e, quizas debido a la alta

variabilidad encontrada en los niveles basales de este genero en los voluntarios.
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CONCLUSION

E§te estudio  muestra que el consumo de un  producto  lacteo que contiene Lal

modula  la  microbiota intestinal en  voluntarios sanos,  incrementando  los  niveles de  los

96r\eros Lactobacillus,  Bifidobacterium y  C.  Histolyticum, y a la vez diisrhiinnyendo los

hiIveles de F. prausnitzii. EI aumer\to de los niveles de Lactobacillus y  Bifidobacterium,

asl como la disminuci6n de los niveles de F. prausn/.fz/./., se relacionan directamente con

un estado de homeostasis de la microbibta intestinal.

T6cnicas   como   la   Hibridaci6n   Fluorescente   ln   Situ   y   la   Electroforesis   en

Gradiente de Temperatura aportaron una amplia y clara de§cripci6n de la composici6n

de la  microbiota intestinal,  permitiendo en el primer caso obtener una estimaci6n de la

abundancia de distintas poblaciones pertenecientes a esta microbiota, y en el segundo

un  perfil  completo  y  especifico  que  permite  ademas  analizar  las  van.aciones  en  la

microbiota  intestinal.  El  uso  de  partidores  g6nero-especlficos  permiti6  la  identificaci6n

de   especies   que   se   encuentran   sub-representadas   en   la   microbiota   por  TTGE.

Ademas,  el  uso  de  sondas  oligonucleotidicas  permiti6  detectar sobre  el  80%  del total

de bacterias reconocidas por la sonda universal Eub338.

Los  resultados  confirman  tambi6n  que  Lal   no  coloniza  permanentemente  el

tracto gastrointestinal del  huesped,  si  no que es eliminado por peristaltismo cuando su

ingestl6n cesa,  resultando tambi6n en una recuperaci6n de los niveles basales de las

poblaciones bacterianas afectadas.

Estas  observaciones  siigieren  que  la  regulaci6n  de  la  homeostasis  intestinal

puede ser un factor importante dentro de los efectos beneficiosos de Lal  sobre la salud

del consumidor.
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/w/t`/w/wn`/.///t.\../.i//M,wi/./.  lm I   (I.;I I )  j#  :I  iirtil7i(7tic  ``lHiin  cili7illilc  t)I. stiiiiuli`Iing  Llic  immune  #ysLcm  or (hc  Ilo.it  iind  in(crrer;ng  wi.h

gastrointcstinal pi`thogens. This study evaluates how the ingestion of different amounts of Lal  influences the main bacterial popu-

:t£°:;a°fptrhoed:ec?:omn'tcar;°n%ta,.oE:8hFt€S£Pt,°omfa£'QC]V::ur:;:e:£ep%:ts!tc!£::g;%6h:itudduyrinAgf`tehreas:a;:'dp;ri°kd'atnhdey5;nog:SLedd::j!::I,;:
thirdweek.Fecalsampleswereobtainedattheendofeachperiodandsubsequentlyduring7wecks.Lactobacilliweredeterminedby
cullure on  MRS  agar and  Liil  colonies  were confirmed  by  ERIC-PCR.  The main  populations  or fecal  bacteria  were  identified  by
FISH  and  flow cytometry.  At baseline,  37.7% of the toml fluorescent  bacteria were EwhacJcri.Ii"i r.ic/"/cJ,  18.3%  Fwi'tjb4c/cri.Itm pr&-
usnilzij.\3`rifeBa.cteroides.8.C1°ifoAlopobiilm`2.3Ouo,Clostridiumhistolyticilm,2`09°WoBifidobacleriurr.ando.95°/oLaciobacillus.ieca)
excretion of Lal  increased during the intake period and decreased during the post-ingestion  period. so  that no  Lal  was observed in
the  stools  of  the  volunteers  seven  weeks  al`ter  the  intake  product  has  been  finished.   Lal   intake  increased  the  popul.itions  of

F= _hlkst^O!Z:i?.u.T,_ty.=..0..049).  _Lec«Tbacillll5 . ul --_0.056).  find.  Blif idopacleriuln  ly = 0.067),  i\nd  decreased   those  oi  -i. -;;-;t-u=iii;i
07 = 0.005) while  it did  not aITect BacJarol.deJ, I?.  rec./a/c and  zl/apobJ.wJro population8. These  bacterial populations returned  to their
bnselinc levels during the  post-ingestion itcriod. The rcguli`r ilitiikc of a Lill-containing product beneficiii]ly affects the homcostiisis
or tl`c  h`Imun fcc2`l  microhittl:i,  prt)biibly contributing  to  the  hciilth-|]romoting cffccts  of this probjotic.
©  2005  Federation  of European  Microbiological  Societies.  Published  by  Elscvier  B.V.  All  rights  reserved.

Ke}Jwor/s..   Probioties:  Lac./obflci.//us /.a/in5oni'i.:  Intestinal  microbiota;  FIS[l

1.  Introduction [1]. In the last decades it has been shown that lactic acid
bzictcria are associated with a wide range of hcalth ben-

Fi`rmcntation  proccssc`s of food  by  lactic acid  bactc-           cfits for the consumer, including immune stimulation [2],
ria  have  been  used  since  antiquity  as  a  way  to  avoid           defense  against  pathogens  [3],  and  stabilization  of the
pathogen  contamination  and  increase  food  palatability           gastrointestinal barrier function [4].  In consequence, re-

search  focused  on  the  devclopmcnt  of probiotic strains
of lactic acid bacteria and on the demonstration of their

C`t)rri``ipondii`g  i.`itlior.  'l`i.I.:  +56  2  (t7814(i8:  I.i`x:  +56  2  2214030.

JJ-rna/./ ac/de£T..  mg(jttcl:i®in(:I.cl  (M.  Go(telund).

health-promoting effects  is rcccivjiig considerable zittcn-
tion  from  the scientific  and clinical  communities  [5].

0378-1097/$22.o0  ©  2oo5  Federation  or European  Microbiologici`l  Societies.  Published by Elsevier  B.V.  All  rigtits  reserved.
tltii:I().I()16/j.rcmsli`.2005.()5.()4S
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An   important   mcclianism   thiit   may   explain   the
licalth-promoting  crfects  of probiotics  is  their  capacity
to  modulilte  the  intestinal  microbiota  and  to  maintain
an   equilibrium  between   the  intestinal   populations   of
beneficial  and  potentially  harmful  bacteria.  Disruption
of  the  homeostasis  of  the  intestinal  mjcrobiota  is  ob-
served in several disorders such as the inflammatory bo-
wcl  diseases  (IBD),  allergies  and  rheumatoid  arthritis,
and probiotics have been proposed as an altcrnativc ap-

proach for the dietary management of these pathologies
[6-8].  However,  although modulation  of. intestinal mic-
robiota  homeostasis  constitutes  a  basic  aspect  of  the

probiotic concept, few studies have evaluated this prop-
erty jn humans. Tannock ct .il.. for example, h:`vc shown
that  the  administration  of  a  milk  product  containiiig
fflc/ob¢ci.//I/s r/!¢m#or!/a DR20 to human voluntccrs rc-
sulted   in   a   significant   increase   of  fac/obaci.//I/I   and
E#/crococc!/.g  species  in   feces,  without  aITccting   other
bacterial populations such as  Bi/;dobac/cr/.win, I?ac/croi.-
des.  Clostridium,  Eiibucleriiiln  or  Alopobiiiln V9\.

Zflc/obaci./ha /.a/Inso#i.i.  Lal  (Lal)  is  another well  de-
scribed  strain currently used  for the clz`boration  of pro-
biotic-containing     products.     Interestingly,     the     Lal

gcnomc  has   been   rcccntly  published   and   its   analysis
indicates  that  it  is  well  i`d{iptcd  to  survive and  compctc
in  the  human  smtill  intcstinc,  where  it  is  living  in  close
symbiosis  with  the  host  Llo].  Lal   has  been  shown  to
stimulate the local and  systemic immune systems in hu-
mans  [2,I I,12]  and  various  studies  indicate  that  it  may
{ilso  exert  anti-bacterial  activities  against  gastrointcsti-
nal  pathogcns  [3,13,14].  For  example,  we  have  recently
shown  that  regular  ingestion  of a  dietary product  con-
taining  Lal   may  interfere  with  H.  p)Jhori.  colonization
in  children   [15],  iind  thiil  more  frcqucnt  ingestion  of
the  product  throughout  the  day  resulted  in  a  more  in-
tense  effect  against   tliis  patliogen  [l(i].   In   the  case  of
La.I, it is not known whether this probiotic strain affects
the commens,il bacterial florfl of liuman hosts.

In  consequence.  the iiim  of the  prcscnt  study was  to
cvaluiitc  in  l"man  volunteers  how  tile  fldministration
of different  amounts  of a  product containing  Lal  may
afrec[  the  composition  or  the  domimint  fec€il  b.icterial

I)opula:rilous..   Bacleroides,   Fu.sobacleriurn,   Eubacterium
reclale,  Clostritlilllrl.   Aloiioliitlm  .a:nd   Laclobacillus,  try
using fluorescent in situ  hybridization  (FISH)  and  flow
cytomctry.

2.  Sulijccts  and  mct[iods

2.I.  Siibject  recrullment

Eight asymptomatic voluntccrs, 4 men  zind 4 women
(27.3 ± 7.6  years;  range   [1940  years])  without  prcvi-
o`tsly  di:ignos€d  giistrointcstinal  p.ithologics  or  history
ol` antibiotic,  antacid,  laxative  or prokinetic drug  treat-

mcnts,  were  recruited  for  the  study.  The  protocol  was
approved by the Ethics Committee of INTA, and an in-
fomied consent form was signed by all the subjects who
agreed  to  participate  in  the  protocol.  Volunteers  were
asked  to  avoid  consumption  of  other  commercial  for-
mcntcd  dairy  and  probiotic  products  throughout  the
duration of the study.  The product used was  offered  as
a  loo mL bottle containing  14.7  g of carbohydrate,  0.9

g of protein and 0.03 g of lipids, and providing 63  kcal
(Chamyto,  Nestle  Chile  SA,  Santiago,  Chile).  Lal  was

!rfsjniLn-,t;h:npardodd,:icotn:taan::-npcreonji::,i:nstroain,:f|28

{',Co':e;`.f¥xW,aos7a8:Ere:eLn_t,i,na:sh:e#cudctfi:::hce°:,:bn::::
tion of the product.

2.2.  Protocol design

After a  five-day  baseline period,  volunteers  ingested
one bottle (loo mL) of the product containing Lal daily
during  the  first  week,  two  bottles  (200 mL)  during trie
second week  and five bottles  (500 mL)  during the tliird
week.  During  tlie  last  period  of Lal  ingestion,  simulta-
ncously with  the  intake  of cvcry  bottle  of the  product,
volunteers  hiid  to  ingest,   loo  prL  of  a  suspension  of
7 x \O]  CFU  in:I:\   Bacilltls  slcarolliermopirilus  spores
(Merck,  Darmstadt,  Germany)  as  marker  of intestinal
transit [17].  Fresh  fecal samples were  obtain?d  on days
5  and  0  (i.c.,  before  treatment),  on  days  7,  14,  17  and
21  of the treatment period  and  on  days 3,  7,  13,  17, 20
and  49  post-ingestion.  Fecal  samples  were  collected  in
sterile flasks and stored under conditions of anaerobiosis
(Anaerocult, Merck, Darrnstadt, Gemany) at 4 °C until
processing in the kiboratory, for no more than 4 h. Gas-
trointestinal symptomatology was recorded  throughout'
tlic duration of the study.

2.3.  Qllanlifcaliorl  Of lol{ll  Laclobacilllis  poiitilillion.

i"/ w#d 8.  stearothcrmophilus

About one gram of feces was diluted  lo-times in ster-
ilo  PBS  and  homogcnizcd  by  mixing  with  a  vortex  in

presence of six glass beads. Gross particles were pclleted
by  2-min  centrifugation  at  300g  at  4  °C;  afterwards,
serial   dilutions   of   the   suspension   were   spread   on
Mann-Rogosa-Sharp (MRS) agar or on Plate Counting
^gar (PCA) (Biokar Diagnostics, I}eauvais,  France) for
quantification  of total  lactobacilli  and  I?.  a/cclro//iermo-
//I/./I/.T,  respectively.  MRS  plates  wcrc  incubatcd  for  48
h  at  37  °C  under  anaerobic  conditions,  and  the  PCA

pl:`tcs were incubated  for 24 h  at 65  °C. Total  lactoba-
cilli  wcrc  quiintificd  by  counting  colony-l`orming  units
on  the  MRS  plates  corresponding  to  the  last  readable
dilution.  The  colonies  suspected  to  be  Lal   based  on
their  morphological  aspect  were  grown  in  MRS  and
stored in MRS-glycerol  at  -80 °C until the subscqucnt
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confirmiition    of   tlicir    identity    through    ERIC-PCR

(Enterobacterial   Repetitive   lntergenic   Consensus   se-
quences-PCR)  [18].

2.4.  I,al  confirmation I)y  ERIC-PCR

•      E.ich stored colony wa.s grown in MRs broth, spread

on  MRS  agar for 48  h  at  37  °C  and a colony was sus-
pended in  50 I.L of This-EDTA  and  heated  for  10 min
at  95  °C.  One  microliter  of this  suspension  containing
the bacterial DNA was immediately added to a reaction
mixture  containing  2.5  U  raq  Polymerase  (Fermentas
AB,  Vilnius,  Lithuania), 200  HM dNTPs,  3 mM  Mgc12
and  I  HM  of the primers  ERIC-I  (5'-ATGTAAGCTC-
CTGGGG^ITCAC-3')   iind   ERIC-II   (5`-^^GTA^-
GTGACTGGGGTGAGCG-3')   in   zi   rimil   volume   or
25  LiL.  Bacterial  DNA  was  amplified  by  PCR  using  a
M.J.   Research   (Waltham,   MA,   USA)   thermocycler:
the  amplification  program  iricludcd  an   initial  step  of
dcnaturation  (10  min  at  95  ac)  followed  by  40  cycles
of denaturation  (I  min  at  95  °C),  annealing  (1  min  at
48  °C)  and  extension  (5  min  at  72  °C),  and  a  final  step
of extension (7 min at 72 °C). Amplified DNA I)roducts
wcrc   separated   by   2%   agarosc   gc]    c]ectrophorcsis,
.`tiiinc{I  with  ().5  ng  mL~'  ctliidium  bi.omi(lc  :tn(I  visLiitl-

ized on a  UV-transilluminator at 254 nm.

2.5.  Fecal microbiota analysis by  FISH and flow
cylo'ne[ry

FISI-I    analysis   was   carried    out   as   described   by
Rigotticr-Gois  et  al.  [19].  Eight  fecal  samples  were  ob-
t{iincd  from  cacli  subject  correspond;ng  to  days  5  and
0  before  treatment,  days  7,  14 and  21  of the  trcatmel`t

period,  and  days  7,  13  and  49  post-ingestion.  The  fol-
lowing  probes  were  used  to  detect  bacterial  groups  in
tlic   fccill   sflmplcs   (Till)li`   I):   Eub338   (total   bactcritl),
Bac303    (Bac/€roi.dos    and    Prcuofc//a    sp.),    Ercc482

(Eiil)aclerillm     reclale-Clo.strialiiiln     coccoiilcis     ctus\er),
Labl58      (Lgc/obwc/.//I/a      and       Ew/erococci/I      spp.),
A\\oH9l     (Atopobium,     Eggerlhella,     .zlnd     Colliusella
spp.).    Fprau645    (Fwsobacreri.win   pr"I/s#i./z!.i.   cluster),
Bi[164    (Biifidobacterium    spp.),    Chis\50    (Closlridiiim

Table  I
oligtin`iclc`i(itlic  rir.il.i`s  `isi``I  ili  (lii`  Flsl[  sllltly

/I/.a/a/)J/i.cl//„  cluster).   OIigonucleotidic  probes  were  5'-
labelled  with  indodicarbocyanine  (Cy5)  or  fluorescein
isothiocyanate   (FITC)   and   purified   by   I-IPLC   (Inte-
grated    DNA    Tcclmologies,    Coralville,    IA,    USA).
Two-hundred  microliters  of  the   fecal   sample   diluted
and  homogenized  in  PBS  were  fixed  overnight  in  4%

paraformaldchyde  and  stored  at  -80  °C until  process-
ing.  The  fixed  samples  were  washed  in  TE  buffer  (10
mM  Tris~Hcl,  I  mM  EDTA),  and  pcrmcabiljzed  with
lysozyme  (I  mg mL-'  jn  TE  buffer)  for  10  min.  After
ccntrifugation,   the   pellet   was   washed   in   PBS   and
resuspended  in  hybridization  buffer  (0.9  M  Nacl,  20
mM  Tris-Hcl,  pH  8.0,  0.01%  SDS,  and  30% formam-

i£:).F5|°T8:a::,tchdjsESESE;g§;°pnro¥%S(*X::#i;#nLd°4f
uL   of  another,   genus-specific,   Cy5-kibclcd   probe   as
described  in  Ttlble   I.   After  a   ]6  h  incubation  at  35
°C  in  the  dark,  the  bacteria  were  washed  for  20  min

at   37   ac  with   200   uL   or  washing  buffer   (0.065   M
Nacl,  20  mM  Tris-Hcl,  pH  8.0,  5  mM  EDTA,  pH
8.0,   and  0.01%  SDS)  and  resuspended  in  200   uL  of
sterile  PBS.  One  mL  of  stcrilc  PBS  wfls  added  to  50

LtL  of the  hybridized  samples;  2  pL  of  a  solution  of
microspliere  standard  beads  6  Hm  in  diamctcr  (Bactc-
ri:I  Counting  Kit,  Molecular  Probes,  Eugcnc,  USA)  ut
known  concentrations  and  according  to  the  manufac-
turcr`s  instructions  wcrc  added  in  the  tube  containing
the  Lacl58  probe.  These  served  as  an  internal  stan-
dard   to   calibrate  sample  volumes   and   to   determine
z\bsolute    counts    o[    lflclobacillilslEnterococcils.    For
comparison  with  MRS  counts.  Samples  were  analyzed
by  flow  cytometry.  using  a  Facscalibur  flow  cytome-
tcr   (Becton-Dickjnson,    Franklin    Lakes,    USA).   An
air-cooled  argon  ion  laser  (488  nm)  and  a  red  diode
laser  (635  nm)  were  used  for  excitation.  and  the  green
and   red   signals    of   the   bacteria    and    beads   were
collcctcd   in   the   FLl    (515~545   nm)   iind   FL4   (653-
669     nm)     detectors,     respectively.     The     acquisition
tl`rcshold   was   set   on   forward   sci`ttcr   sigm`ls   (FSC)
and    100,000   fluorescent   events   were   stored    in    list
mode   files.   Subsequent   analysis   was   performed   by
using    WinMDI    software    (version    2.8;    http//:f€`cs.
Scripps.cdu/software.html).  Cell  numbers corresponding

Probes                                                       Sequences from 5' to 3'                                                                            OPD code

u''b338
NonEub338
l'ac303
Birl 64

IJ:'bl.i8

Chisl50
Erec482
Fprnu645

^'o29 I

GCI`GCC'l.CCCG'l`^GG^G.I.
^C^TCCI`^CGGG^GGC
CC^^TGTGGGG^CCIT
C^TCCGGCATI`ACCACCC
GG.r^'ii`^gc^ycl`GTli`cc^
1l`^TGCGGT^1|`^ATCTYCC-Ill
GcmcTTAGTCARGTAcCG
ccTci`Gc^c`r^cTc^^G^^^^^c
GGTCGGTcrc.rcAAccc

S-D-l}act-0338-a-A-18

NA
S-.-Bacto-0303-ii-A-17

S-G-l}il`-0164-a-A-18

S-.-Lub-0158-u-A-20
S-.-Chis-0150-a-A-23

S-.-Erec-0482-a-A-19
S-.-Fprau-0645-a-A-23
S-.-Ato-029l-a-A-]7
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to  every  bacterial  group  were  dctemined  by  combin-
ing   in   one   hybridization   tube   the   EUB   338-FITC

probe  with  one  the  group-specific  probe  lilbeled  with
Cy5.  An  FLl  histogram  was  built  to  dc(crminc  tlic  to-
tal   number   of  bacteria   present   in   the   sample   and
hybridizing   with   EUB   338.   A   gate   was   created   in
the  FLl   histogram  and  a  F14  histogram  was  subse-
qt`cntly   used    to   dctcrminL`   the   proportion   of   cells
hybridizing   with   the   group-specific   Cy5-probe.   This
proportion   was   corrected   by   elimimting   the   back-
ground  of  red   fluorescence,  dctcrmined  by  using   the
NON  EUB  338-Cy5  probe  as  a  negative  control.  Rc-
sults  were expressed  as  the  proportion  of cells  hybrid-
izing  with  the  specific-group-Cy5  probe  in  rclation  to
the  total  bacteria  hybridizing  with  the  EUB  338-FITC
probe.

2.6.  Sl(ilislical  ilnalysi.s

Concentrations  of totiil  L#c./obcic/.//I/,T  and  Lal   were
cxprcsscd  as   logi„  (CFU  or  cells)   per  gram   of  stool

(means ± SEM).   Statistical   analysis   was   carried   out
by  using  Statistica  packagc  software  (Statsoft,  Tulsii,
OK,    USA).    FISI-I    results    wcrc    cxprc.sscd    i`s    the

percentage  of the  total  fluorescent  cvcnts  labeled  with
the   E`ib338   probe   (mei`ns   ±   SEM).   Ch,1nges   in   the

pcrcentagcs  of the  biictcri@l  I)opulfltions  were  unalyzcd
by    F`riedman    analysis    of   variances    for    repeated
measurements   after   angular   transform!`tion   and,   in
case   of  signiricant   results,   diITerences   were   analyzed
by  the  Wj]coxon  test.

3.  Results

3.1 `  Stlbjects'  response

All  the voluntccrs  complctcd  the  study  protocol  iind
showed  good  tolcrance  for  the  product,  reporting  only
n`ild   increases   of  borborygmi   during   the   third   wcck
when  they  ingcsted  500 mL pL'r ddy  of it.

3.2.  Fecal determination Of total L.zictobt\ct\Ihas population
and  IJal

High counts of Lac/obc]c/.//I/a were observed  in all the
volui`tccrs.  As  shown  in   l``ig.I,  about  8.44± 0.33  log
CFU  g~'  of stool  were  observed  in  the  biistll  period;

Lhaeiscj:!gkcc:::cndt:`:i°n£NW6r%:n'xy2S±ji'::|¥;m=C;:od49)?
with  lower levels  of £¢c/obcci.//!/a  observed  at  days  13,
17 and 20 postingestion, compared with the lcvels seen
during the first week  of Lal  intake.

Quantification  by  FISH  and flow cytometry  of total
I:ictob.ici]li  witl`  the  L:`bl 58  probe  specific for  L7c/obti-
t.I.//I/.`./Ji'/i/(Ir/?ct)cc.I/.`. spccics,  was carried  out with  the use

- ---I    I-     --_i.T-

I- I r.._1    -.!

BrsAL loo rfu
'-5iFTrfu+fu+         F6sTIN-GE==

•10                             0                   7                   ,`                  2'                                            4o

Tlmo  (days)

Fig.I.   Fecal excretion ol`tolal lactobiicilli (0),  Liil  (H) and  si]orcs or
8.   s/care/Acrmap/Ii./u£  (A)   in   healthy   volunteers   during   the   basal,
ingestion   and   post-ingestion   periods.    Each   point   rcpresei`ts   the
mean ± SEM  of lhc concentration  mei`siircmcnts of eiglit  volunteers.

:ef,,g'gaji)b::::::Smi,easrcrt':etdrio::as::e've;Vocj:,;a:3:;r%':;
culture  in  MRS  !igar,  and  no  changes  wcrc  obscrvcd
during  ingestion  and  post-ingestion  periods  (Fricdman
ANOVA:  %2 = 4.50; p = 0.72)  (data  not  Shown).

Fccnl    concentrations    or   Lzil    wcrc   cv€`luatcd    by
ERIC-PCR.  a  recently  described  typing  technique  first
used   with   entcrobactcria.   The   profiles   generated   by
PCR have been shown to bc resolutive for strains within
a single species and this method allowed iclentification of
Lal  within  the  i  jo/I/iso#i.I.  Species  [18].  In  Fig.  2,  the

profiles by ERIC-PCR of isolated colonies  of fecal  lac-
tobacilli grown in  MRS agar are compared with a posi-
tive  control  strain  of  Lal.  No  Lal  was  found  in  any
volunteer  at  baseline  and  the  intake  of this  probiotic
during  the  ingestion  period  resulted  in  its  ai)pearancc

J20bp-

280 br,            >

Fig.  2.  Identirication by ERIC-PCR or fecal lactobacilli from isolated
colonies  grown  in  MRS  agar.  Irdne  I:  molecular weigtit  ruler;  lane 2:

I.ositive control strain  of Liil; lancs  3  and  6:  stmins identified  as  Lal;
lmcs 4 and  5:  other strains.
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in  t]`c stools of {`ll  the subjects, :is sl`own  by ERIC-PCR

(I.`ig.  2).  Fecal concentrations of Lal  increased with  the

:xmc::dnjtn:f]Por6°dg|C,t;:g:,::Cdc'n:es:[tjtnh%£rn::snt:::tr;fl:i?on:
(Friedman   ANOVA:    %2= 25.8;   p= 0.0025).    At   this
point,  however,  Lal  represented  only the  0.63% of the
toti`l  lactobacilli.  Once  the  int!ike  of tlic  product  with
Lal  ended, the fecal excretion of the probiotic regularly
decreased,  following the same decline pattern as that of
the  8.   s/cc!rofAcrmap/ii.ha  spores,   which  are  passively
cleared   by   the   intestinal   pcristaltism   (Fig.    I).   Fecal
excretion  of  Lal   was  observed  in  7/8  volunteers  on
day  7  post-ingestion  and  in   I/8  volunteers  on  day  17

post-ingestion.  On  day  49,  i.e.,  7  weeks  after  the  end
of the  ingestion  period,  no  Lal  cxcrction  was  dctcctcd.

3.3.   EI)lllllalion  Of f uccll  I)o|)lII{iliolls  b.v  1.`ISII

Fig.  3 shows how the different fecal bacterial popula-
tions  were  amectcd  by  tlie  ingestion  or the Lal-contiiin-
ing  product.  The  three  main  populations  observed  at
basdine were  E`  reclale,  F.  pralisnitzii  End  Bacteroides
which  rcprescnted  37.7%,18.3`yo and  13.2%  of tl`e total
bacteria  detected,  respectively  (Fig.  3(a)).  The  <4/apo-
bium  cinste[  represented  8.6°Wo  while   Biifdobaclerium,
lnclobacillus zmd the  C.  hislolyticum chaster were pres-
ent   as   subdominant   populations    reprcscnting    only
2.05%,  0.95% and  2.30%,  respectively,  of the  EU8338-

positive    bacteria   (Fig.    3(b)).    All   these   populations
represented  80%  of the  total  bacteria  detected  by  the
universal EU8338 probe.

8
pdi.4ZI

I,<0..118
I  1'<0.005

T
H,l!-,i

TT

|Th IIEI
ii

i
`

'J
IZ

\+ ¢ #i

Bi'164 Lnbl50 Chisl 50                              ^to291

Fig.3.Changcsin.hcpercenkigcs(mcans±SEM)oftliemiiinfeeiilpopululionsinrcspoiisctoLalintakcasmcasuredbyFIsl1andllowcylomctry
duringlhebasalperiod.ntdays5(D)and0®).tl`eingestionpe[iod.utdays70.M(Dnnd21(Dandthci.o§t-ingestionperiod.atd.iys7(E).13
(I)i`nd49(E).(i`)Popul:ilionsofn(it./{.ri)I.t/it../J'rc'un/tww(I}ac303).E.r.'c/d/c/C'.coccol.dcfclusler(Erec482),andFpmusni./zi.I.clue.er(Fprau645).(b)
1'.ii.`ikilionsorBi/I.t/tj/jti../t.ri.Iiiti(l}irl64).Jj7t./ttbtifi.//it.VFnit.rococfus(Labl58).C./Ii.f/a/y/i.cwmcluster(Chis150),and/ro/o6I.wmclustcr(^to29I).
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L{\ I  ingestion  rcs`illcd  in  the i`ltcri`tion  of soliic  of tl`c
L)tlctcriiil  popul:`tioiis  cvalui`tcd  i»  this  study.  A  sigi]ifi-

cant  decrease  was  observed  in  the  F.  pr¢i/£wi./zi.I. cluster
(Friedman  ANOVA:   %2= 20.I,  p = 0.005)   at  days  2]
of the  |tcTiod  of ingestion  and  at  diiy  7  post-ingestion,
compared   with   baseline   (14.9±2.4%,  p= 0.049   and
12.7±  1.8%,    p=0.036,    rcspectivcly)    afterwards    the
levels   of   this   population   returned   to    baselinc.    No
changes were observed for the B¢crcroi.des and E.  rcc/a/c

:::u%12tio7n.%8:En:edoT42?re!pNc3%;).%2=8.17,p=o.32
As   shown   in   Fig.   3(b),   Lal   intake   increased   the

proportion   of  the   C.   /ii.a/a/y/I.c!/»i   cluster   (Fricdman
ANOVA: %2 =  14.2,p = 0.049), as well as the Bi/idoboc/c-

{g':,redamnadn;hio#£`:a:gc±"1"3J./2?n;e=°oC.°oC6C;`SanE°:2u±at,i.:.n7:
p = 0.056,  respectively),  whilc no changes wcrc obscrvcd
in the .4/a/7obi.win cluster (Friedman ANOVA:  x2 = 7.08,

p = 0.42).

4.  Discussion

Modulation of the intestinal microbiota is basic in the
concept  of probiotic utiliziition.  Although  Liil  is u  pro-
biotic whose liealth-promoting effects fire well described,
daLa  abollt  ils  cITccL  on  l`u]iiitn  jn(cs(inal  microbiota  iirc
scarce.  Access  to colonic lumen  requires  invasive metli-
ods and  in consequence,  most  of the studies evaluating
the  eITect  or  dietary  manipulations  or  tl`e  microbiota
l`{`vc  to  bc  ct`rricd  out  on  fcciil  samples;  howcvcr  it  is
important to take into account that the fecal microbiota
is  not  i`n  cx:ict  rcflcction  of the  cccal  microbiota  [28].
The  results  of the  present  study  show  that  the  regular
ingestion  of a  Lal-containing  product  affects  the  fecal
bactcrial populations of healthy human volunteers. B//i-
(Iilliilcleriilin,   Lactoliucilhls   and   C.   IIislolvlictlm   clustc;I

populations  were  increased  ,1s  percentages  of the  total
bi`ctcrii`  dctcctcd  by the  Eiib.338 probe, while the cluster
corresponding  to  /i  pnii/.7"/./zi./. was dccrcascd  iind  those
o[  13acleroides,  Alopobiuin  and  E.  reclale  were  not  .8.[-
recked  by  Lal  ingestion.  Such  an  effect  is  probably  re-
l:itcd  to  the  ability  of  Li`l   to  survive  its  trflnsi[  iilong
the gastrointestinal tract, as shown by the fecal excretion
of living Lal , and to its presence in the intestinal lumen
at   concentrations   allowing   health-promoting   effects

[2,3.6,15].    Howcvcr,   fll`tcr   completing   the   period    ol`
iidliiinistrii(ion  or  tlic  prodiic(,   Lilt   w:is  rapidly  climi-
I`iitcd   l`ro"   tl`c  iiitcsLiiiii[   lumcn,   l`ollowiiig   Lhc  pal(L}rn

of  I).   a/a"ro//!cr/#ap/Ii./I/s  spores  clearance  and  the  af-
fected  bacterial  populations  generally  tended  to  return
to  their  basclinc  lcvc]s.  Thcsc  findings  confirm  that  fl

probiotic  such  as  Lal,  although  of human  origin,  acts
in   most   people   as   an   allochthonous   microorganism
which transits along the gastrointestinal trilct of the host
h`iL witl`o`iL colt)ni?ing it.  This is d`te  Lo  the cITtcicnt b{`r-

ricr  ftlnction  cxcrtcd,  i`mong  others,  by  the  iuitochtho-
nous  microbiota.  Compiircd  with  other  l`umiln  studies

:9::9!'fg:g:,)C:necr:nircattc:cot:i:nf::tra'sj:;et:tta:';`jcj=|::
methods  as  well  as  by  FISII  and  flow cytomctry.  It  is

possible   that   this  relatively  important  population   of
.iutochthonous  lactobacilli  acts  iis  a  strong  competitor

:°ortE]ag[hearntdh:t:a]tot7h:S_,moafysteoxoi:a:inns;j'tt:oLfat,[]e]edYae:I,Sy:oe::
sumption  of 5 x 10'° Lal.

The  increase  Of  C.  hislolyliciim  chaster,  Biifidobacie-
ri.w„i  and  Zj7c/obac!.//!/s  is  probably  favored  by  the  de-
crease   of  the  dominant  populations  of  F.  pra!/sni./zi.f.
and  perhaps  other  species  not  detected  by  the  probes
used  in  this  study.  The increase  in  Bgiv.dobcrc/cri.win pop-
ulation during the ingcstjon  and post-ingestion  periods
is  interesting  and  confirms  rcccnt  observations  wc  car-
ried  out  in  infants  who  received  a  Lal-supplemented
milk-formula for 7 weeks (Brunscr ct al.,  submitted for

publication).  In  these infants,  Lal  intake  increased  the
B/ifc/obac/cri.I/in population from less than 5% of the to-
tal  bacteria  at  baseline  to  a  level  of about  20%  after 7
weeks;  however  this  was  not  associated  with  changes
'm Closlridium, Bacleroides or Enterococcils papulrdions.

In  relation  with  these  r]itdings,  it  is  intcrcsting  to  note
that the recent description of the La]  gcnome [] 0] indi-
ciitcs  thiit  this  microorganism  posscsscs  the  metabolic

pathways  necessary  to  synthesize  and  release  fructan
molecules in the gut lumen.  Such molecules are known
to   act   as   prebiotics   [29],   selectively   stimulating   the

growth  of  endogcnous  J}/}5dob&c/eri.I/in  populations  in
the colon, as it was observed in this study. It is probable
that this ``prcbiotic" property is not gcncral to all i"c/a-
baci.//ws sp.  but is specific of Lal  as the I.egular ingestion
of I,.  r/ia/morws DR20, for example, was not associated
with  changes  in  fecal  bifidobacteria  concentrations  in
humans  [9];  these  authors  did  not  obscrvc  alterations
o[ the poqulz\tlons o[ Bacteroides, Closlridiiim. Eubacle-
r/.i///i   or   A/a/ob/.I//#   €`ssociiitcd   with   DR20   intflkc.   In
opposition  with  these  findings,  wc  obscrvcd  that  Liil
ingestion  resulted  in  a  lower  J7.  pr4"sni./z/I. population.
Regulation  of FWTobac/cri.win  levels  may  be  interesting
for  the  host's  health  as  Fwsohac/cri.!fm  spccics  isolated
from  patients  with  ulcerative  colitis  have  been  shown
to be capable of inducing colitis in rnts. implicating these
microorganisms  as  a  possible  etiologic  factor  in  IBD

[30].  I?I/bac/cr/.I/in  has  fllso  been  implicated  in  IBD  [31]
but in this study we do not observe any signific,int eITects
or Ln I  on the Ji`.  rcJc/cr/c' clust..r populfltion, perhaps due
to the high variability in their basal levels. When our re-
sults are compared with those of Tannock et al. [9], it is
interesting to  notice  that Lal  and  DR20 cxcrt  different
eITects on the human fecal microbiota. This suggests that
every  probiotic  strain  possesses  specific  properties  or
activities  that  influence  their  interrelationships  with  the
iiutochthonous  b:ictcrial  populntions  in  the  l`um{in  gut
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ecosystem.  More  studies  are  necessary  to  clarify  this

point.
In conclusion, our results show that consumption of a

La I ¢ontaining product by human volunteers modulates
their fecal ndcrobiota,  as  shown  by the higher levels  of
lnctobacillus. Bif idobacteritlm z\nd C. histo lylioum poqu-
Izitions and lower levels of F praurHi./zl.I.. They also con-
firm   that   Lal   does   not   colonize   permanently   the
gastrointestinal  tract  of the  host.  but  that  it  is  rapidly
cleared when its intake is stopped. This results in the re-
turn of the affected bacterial populations to their base-
line  levels.  These  observations  suggest  that  regulation
of intestinal  homeostasis  may  be  an  important  factor
in the health-promoting effects attributed to Lal.
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