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Con los estudios realizados por Metchnikoff (Lourens-Hattingh, 2001), desde
principios del siglo XX ha llamado la atencion de la comunidad cientifica el papel
del equilibrio de la flora gastrointestinal, como un requisito para mantener la salud
y prevenir algunas enfermedades.
Muchos estudios se han enfocado a la flora intestinal, debido a que influye directa
e indirectamente en el estado de salud tanto del ser humano como de animales, a
través de las siguientes funciones:

s Produccion de vitaminas y acidos grasos de cadena corta.

+ Degradacion de sustancias alimenticias no digeridas.

» Proteccion de la integridad del epitelio intestinal.

e Estimulo de la respuesta inmunitaria.

e Proteccion frente a los microorganismos enteropatégenos.

En condiciones especificas, tanto los seres humanos como los. animales

presentan determinada flora gastrointestinal.

Factores exogenos tales como: cambios en la alimentacion, infecciones y
parasitismo, tratamientos con antibidticos, estrés etc, provocan la ruptura del
equilibrio intestinal y todo el sistema digestivo se ve afectado en mayor o menor
grado.

El primer sintoma de esta ruptura es la diarrea, expresiéon de la debilidad de las
defensas intestinales que permite a los gérmenes patégenos implantarse,
adherirse y proliferar en las células epiteliales del intestino. La diarrea no sélo
representa un déficit en la absorcién del agua sino también de numerosas
sustancias nutritivas. En el campo de la produccién animal, estas alteraciones
representan grandes pérdidas econémicas debido a que con frecuencia pueden

conducir a la muerte del animal.
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Durante muchos afios se han utilizado antibiéticos como tratamiento contra la
invasion de bacterias patégenas, sin embargo, el uso indiscriminado de éstos en
los humanos y en medicina veterinaria, ha causado que la resistencia a
antibiéticos sea una caracteristica cada ves mas comin en los microorganismos;
esto a su vez, hace que el tratamiento de las infecciones sea actualmente un

problema muy serio.

La prescripcion ilimitada de antibiéticos no sélo ha permitido un incremento de
cepas bacterianas resistentes a antibidticos, sino también esta asociada con el
dafio a la flora protectora, conduciendo a la predisposicién hacia las infecciones.
El abuso generalizado en el uso de antibiéticos, se ha sefialado como una de las
principales causas de estos desérdenes. Por esa razdn el control de infecciones a
través de un enfoque no-antibiético es urgentemente necesario, y las terapias de
reposicion bacterial usando bacterias de la flora natural representa una alternativa
prometedora. (Forestier, 2001)

Puesto que los factores determinantes de la ruptura del equilibrio de la flora
intestinal son multiples, y la prevencién de este desequilibrio en la produccion
animal adquiere un gran significado econémico, es facil comprender las razones
por las cuales han sido numerosas las investigaciones dirigidas a la obtencion de
productos quimicos o bioldgicos, capaces de evitar o prevenir las alteraciones en
el ecosistema digestivo. Fruto de estas investigaciones ha sido el descubrimiento
de microorganismos especificos que, administrados regularmente, son capaces de

mantener la normalidad de la flora intestinal de los animales.

Sobra decir en lo que se refiere a los seres humanos también hay un gran interés
por asegurar su bienestar y evitar tanto los dafios causados por infecciones
intestinales, como por el uso indiscriminado de antibiéticos. Ademas, cabe
recordar que el uso de antibiéticos para animales dedicados a la produccion de
alimentos, afecta también, a través de éstos a los seres humanos.
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El uso de bacterias probidticas es una alternativa al uso de antibiéticos, propuesta

para mantener el equilibrio en la microflora intestinal.

Los probiéticos son definidos como: suplementos alimenticios microbiales vivos
los cuales afectan benéficamente al hospedero, dandole un balance microbiano
intestinal (Fuller, 1989) que se espera que prevenga desérdenes digestivos y/o
incremente el desempefio del animal. (Bernardeau, 2002).

Durante mucho tiempo algunos médicos han sido escépticos respecto a la
prescripcién de productos probidticos como coadyuvantes en la terapia de
alteraciones gastrointestinales, debido en parte, a afirmaciones exageradas e
injustificadas, usadas en la publicidad y mercadeo de esos productos. Muchos
reportes de sus beneficios para la salud han sido publicados con poco apoyo
cientifico. Lo que es mas, muchos de los microorganismos incluidos en esos
productos no estan viables y no han sido elegidos por sus propiedades benéficas
especificas o por su habilidad para sobrevivir en el tracto gastrointestinal. (Collins,
1998).

Los consumidores modernos estan cada vez mas interesados en su salud
personal, y esperan que los alimentos que comen, ademas de agradables y
nutritivos, sean seguros y saludables, y capaces de prevenir enfermedades. Los
consumidores estan mejor informados que nunca y son entusiastas para tomar
decisiones proactivas con respecto a su salud. Los consumidores se han vuelto
cada vez mas concientes de los efectos benéficos para la salud de algunos

alimentos, por ejemplo los fermentados.

Con la conciencia tomada por los consumidores sobre el consumo de alimentos
que aporten “mas” que nutrientes, surgen los llamados alimentos funcionales.

Este creciente interés por las dietas saludables esta estimulando el desarrollo de

nuevos productos en la industria de alimentos, en su blusqueda por satisfacer las
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exigencias de los consumidores. En el campo de los probidticos se tienen
particularmente enfocados los lactobacilos de origen intestinal. (Kullisaar, 2002).
Hay gran demanda de productos con estas cepas y se estan requiriendo nuevos
procesos y formulaciones para utilizar cepas especialmente seleccionadas por su
efectos para la salud. (Puupponem-Pimi&, 2002).

La industria alimentaria ha reconocido esta situacién y ha comercializado
alimentos que contienen probiéticos, casi siempre con leche como vehiculo. Asi
mismo, ha mejorado los microorganismos presentes en sus productos. La
cantidad es mas o menos estable y mayor si se compara con los productos
fermentados en forma natural. También ha mejorado la calidad de los
microorganismos de alimentos comercializados con agentes probidticos. No
obstante, las cepas de probiéticos en los alimentos comerciales no garantizan su
eficacia médica. Hoy en dia, las bacterias probiéticas son ampliamente usadas en

quesos Yy leches fermentadas. (Vinderola, 2002)

El mercado de los microorganismos probidticos se encuentra en aumento, ya sea
como alimentos funcionales o como suplementos alimenticios. Por ello, surge la
necesidad de reunir la informacién generada durante las investigaciones mas
recientes; y en particular, el interés por desarrollar este trabajo, buscando
especificamente los avances que explican los mecanismos de accion de los
probiéticos, ya que hasta la década de los 90°s prevalecieron los estudios sobre
sus efectos.
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OBJETIVO:

Presentar los avances cientificos mas recientes en el campo de los
probiéticos, especificamente de los microorganismos y cepas mas
utilizadas y los mecanismos de accion que explican los efectos

benéficos reportados.
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A través de la historia, el hombre ha aprendido diferentes formas de utilizar las
bacterias lacticas. Tradicionalmente las ha empleado para elaborar algunos
productos alimenticios fermentados, heredando por generaciones la tecnologia de
la fermentacion. Las aplicaciones de los microorganismos datan de tiempos
inmemoriales. El hombre hizo uso de ellos sin saber que éstos existian, desde que

invent6 o descubri6 al azar la manera de hacer cerveza, vinagre, vino y pan.

Las Sagradas Escrituras relatan la manera como Noé descubri6 el vino a partir de
la fermentacion del jugo de uva. Los griegos y los romanos aprendieron de los
egipcios su elaboracion y se preocuparon por mejorar el sabor y los sistemas de
conservacion. (De Flores, 1995). La cerveza era conocida antes del afio 6,000 a.
C. por sumerios y babilonios, y en el antiguo Egipto existia ya verdadera
producciéon en 1,700 a. C.; el vinagre se producia desde antes de esa fecha y
finalmente el pan se conoce desde 4,000 a. C. aproximadamente. El yogur tiene
su origen en Mesopotamia desde 5,000 afios a. C; la palabra es de origen turco y
su correcta escritura es YOGUR, que es el resultado de la fermentacion de la
leche. Los némadas que después se instalarian en lo que el dia de hoy es
Bulgaria, lo introdujeron en Europa, ya en nuestra era. (Holzapfel, 2002). Pero esta
parte del mundo es también el origen de otro producto lacteo fermentado llamado
kefir. La historia del kefir es muy antigua, es mencionado en el Coran y es muy
bien conocido en Europa oriental. Como el yogur, el kefir es una leche fermentada
(Adawi, 2001).

Histéricamente se han reconocido las propiedades benéficas de suplementos
alimenticios microbianos “vivos”, tales como leches fermentadas, desde hace
muchos siglos. Su uso en el tratamiento de molestias del cuerpo ha sido
mencionado en textos biblicos; de hecho, la habilidad de las bacterias benéficas
de transformar leche en productos de mayor atractivo alimenticio fue grabada hace
6,000 afos, en tablas sumerias describiendo la fabricacién del queso. Cientificos
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conocidos en épocas tempranas, como Hipécrates y otros, consideraron la leche
fermentada no sélo como un producto alimenticio sino también como una
medicina. Ellos prescribieron leche acida para curar desérdenes estomacales e
intestinales (Lourenss-Hattingh, 2001).

En 1857, las bacterias lacticas fueron descubiertas por Louis Pasteur; en 1878
Lister reportd el aislamiento de bacterias a partir de leche acida; en 1889 Henry
Tissier descubrié especies de Bifidobacterium (Adawi, 2001).

En 1908, el bidlogo ruso, investigador del Instituto Pasteur, Elie Metchnikoff,
(1845-1916), ganador del premio Nobel en 1903 por su teoria de los fagocitos, fue
el primero en dar una explicacion cientifica de los efectos benéficos de las
bacterias acidolacticas presentes en la leche fermentada, al observar que Bulgaria
tenia un nimero increible de personas que vivian mas de 100 afios.

Este pais balcanico no era uno de los paises avanzados de Europa y simplemente
habia surgido de ser una regién mal administrada del Imperio Turco. Intuyendo
que la medicina moderna no era motivo de la longevidad avanzada, Metchnikoff
encontré que los bullgaros se alimentaban de grandes cantidades de verduras
cultivadas en forma casera y mucho yogur. Las verduras no parecian ser un factor
probable de longevidad, asi que atribuy6é la buena salud y longevidad de los
bulgaros al consumo de una gran cantidad de leche fermentada, llamada yogur.
Sugiri6 que el proceso de envejecimiento es el resultado de la intoxicaciéon
putrefactiva crénica ocasionada por la flora intestinal, esto, basado en sus
observaciones de habitantes en algunas regiones de Bulgaria quienes
consumieron yogur como parte de su dieta normal y que tuvieron una longevidad

notoria (Hansen, 2002).

Metchnikoff propuso que la vida se prolongaba como consecuencia del consumo
-de las bacterias lacticas del yogur (Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus) sugiriendo asi la teoria de que las bacterias nocivas en el intestino
pueden ser eliminadas por la accién de estas bacterias (Hansen, 2002).

10
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El principio de esta idea es que las bacterias acidolacticas ocasionan el
desplazamiento de bacterias productoras de toxinas, normalmente presentes en el
intestino, gracias a lo cual se prolonga la vida. Metchnikoff explicé que debido al
acido lactico y otros productos metabdlicos de las bacterias acidolacticas en la
leche acida, se inhibe el crecimiento y la toxicidad de bacterias anaerdbicas

formadoras de esporas en el intestino.

Metchnikoff observé que entre los microorganismos intestinales los hay
perjudiciales y benéficos para la salud humana; él consider6 la sustitucion de los
microbios intestinales por bacterias de yogur, que son benéficas. Esta teoria llamé
la atencién en aquellos dias y popularizd el consumo diario de yogur entre los

europeos de esa época.

Metchnikoff demostré la habilidad de los lactobacillos para transformar lactosa en
acido lactico, y también comprobé que dicha acidez constituye un ambiente hostil
para las bacterias patdgenas; muchos organismos peligrosos, causantes de

enfermedades no se desarrollan o mueren en leche que contiene lactobacilos.

En la misma época, el microbidlogo francés, Tissier (Instituto Pasteur de Francia)
observo que la microbiota fecal de recién nacidos alimentados con leche materna
presentaba mas Bifidobacterium que la microbiota fecal de nifios que habian
recibido leche no-materna, y reconocié el papel benéfico de esa bacteria; aislé
Bifidobacterium de heces de infantes alimentados con leche materna y encontré
que esta bacteria era un componente predominante de la flora intestinal en
humanos. Tisser recomendé la administracion de bifidobacterias para infantes que
sufrian de diarrea, creyendo que las bifidobacterias podrian desplazar a las
bacterias de putrefaccion, responsables de los trastornos gastricos, y establecerse

finalmente como microorganismos intestinales dominantes (Hansen, 2002).

11
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En 1921 Rettger y sus colaboradores (Adawi, 2001), demostraron que las
bacterias lacticas del yogur, en las cuales Metchnikoff basé su hipétesis, no son
capaces de sobrevivir en el aparato digestivo.

Afos después, en 1930 el Doctor Minoru Shirota (Adawi, 2001) aislé lactobacilos
a partir del intestino humano, y tras varias investigaciones y selecciones logrd
fortalecerlos y obtener cepas resistentes a los jugos gastricos y a las sales biliares.
El trabajo de Metchnikoff fue la primera prueba de la capacidad de los lactobacilos
para transformar lactosa en acido lactico, y probé también que dicha acidez
mantiene un ambiente hostil para las bacterias patogenas. Esta teoria se ha
comprobado frente a muchos organismos peligrosos generadores de
enfermedades, que no se desarrollan o mueren en leche que contiene

lactobacilos.

Metchnikoff se volvié un firme defensor del concepto de que la dieta puede
proteger el cuerpo de la invasion de patdégenos y, en consecuencia, mejorar y
prolongar la calidad de vida. Fue la primera persona en desarrollar un preparado
terapéutico utilizando lactobacilos en forma de capsulas para ingerir oralmente
denominado Lactobacillin (Rastall, 2002).

Auque fue probablemente Vergio hacia 1954, quien introdujo primero el término
“probidtico”, cuando comparé en su manuscrito “Anti-und Probiotika" el efecto
perjudicial de los antibiéticos y otras sustancias antimicrobiales, sobre la poblacion
microbial intestinal, con factores favorables a la microflora intestinal (“Probiotika”)
(Cummings, 2001; Kaur, 2002). Fueron Lilly y Stillwell en 1965, quienes utilizaron
por primera vez el término “probidtico” para describir sustancias producidas por un
microorganismo, que estimularon el crecimiento de otros microorganismos
(Holzapfel, 2002). Esta palabra se deriva de dos vocablos, del latin —pro- que
significa por o a favor de, y del griego —bios- que quiere decir vida, a favor de la
vida. La idea, cuya etimologia parecia adecuada, no era, sin embargo totaimente
correcta: estrictamente hablando, todas las sustancias de caracter nutritivo, por

ejemplo, son probiéticos, y no sélo determinados microorganismos (Fuller, 1991).

12
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La definicion de probioticos ha cambiado gradualmente con el entendimiento de
los mecanismos por los cuales influyen en la salud humana. Ha tenido muchas
definiciones en el pasado; algunas generales como: “sustancias producidas por
protozoarios que estimulan el crecimiento de ofros” o “sustancias y organismos
que tienen un efecto benéfico en el hospedero animal por contribuir al balance
microbial intestinal” han sido usadas en el pasado, pero no fueron satisfactorias
(Kaur;l, 2002).

La definicion mas comun actualmente usada es la de Fuller (1989): Los probiéticos
son suplementos alimenticios microbiales vivos, que afectan benéficamente al
animal hospedero mejorando su balance microbial intestinal. La definicion de
probiéticos ha sido desde entonces difundida, con énfasis en la importancia de
células vivas como un factor esencial para el efecto probidtico. Havenaar y Huis
in't Veld (1992) han ampliado la definicion para incluir el uso de alimentos y no
alimentos, y el uso de mezclas de cultivos.

Esta definicion fue modificada y se redefinié el término de probiéticos como:
microorganismos y compuestos que participan en el balance y desarrollo
microbiano intestinal.

Recientemente, un grupo de expertos europeos propuso una definiciobn que
también incluyé mecanismos no mediados por cambios de la microflora.

Actualmente hay un acuerdo general que indica que un “probiético” se refiere a
microorganismos viables que promueven o apoyan un balance benéfico de la
poblacién microbial nativa del tracto gastrointestinal. Tales microorganismos no
pueden necesariamente ser habitantes constantes del tracto gastrointestinal, pero
deben tener un efecto benéfico en el estado general y de salud de hombres y
animales, de acuerdo con la definicién dada por el organismo competente de la
Unién , Europea (ILSI, International Life Science Institute, Bruselas 1998).

13
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Los probidticos son microorganismos vivos que cuando son ingeridos en
cantidades suficientes, estimulan funciones protectoras en el tracto digestivo.
Afectan benéficamente a una o varias funciones del organismo: Proporcionan un
mejor estado de salud y bienestar y / o reducen el riesgo de enfermedad; pueden
ser funcionales para la poblacién en general o para grupos particulares de la
misma. También son conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o
bioprofilacticos, en el sentido de que se utilizan para prevenir las infecciones

entéricas y gastrointestinales (Aso, 1995).

En los ultimos afios, los esfuerzos han sido enfocados a entender la compleja
interaccion entre el hospedero y su microbiota nativa. Sin embargo, es sélo hasta
afios recientes que la interrelacion entre microorganismos intestinales y los
beneficios a la salud derivados de éstos se estan entendiendo. En la actualidad,
se reconoce generalmente que un 6ptimo balance en la poblacién microbiana del

tracto digestivo esta asociado con buena nutricién y salud.

Durante las pasadas dos décadas, los microorganismos probiéticos (promotores
de la salud) han sido incluidos con mayor frecuencia cada vez, en varios tipos de
productos alimenticios, especialmente en leches fermentadas.

En el proceso de seleccion de microorganismos probiodticos, deben considerarse
varios aspectos, incluyendo seguridad, caracteristicas tecnoldgicas y funcionales.
Deben ser seleccionados para sobrevivir al transito gastrointestinal y llegar
viables y capaces de contribuir positivamente a la actividad de la microbiota
intestinal, y por lo tanto a la salud del hospedero (Saarela, 2002).

14
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EL TRACTO GASTRO-INTESTINAL

Para entender la funcién y contribucién de los microorganismos probiéticos en la
salud y bienestar del hospedero, se requiere conocer la ecologia de su tracto

gastrointestinal.

El tracto gastrointestinal empieza en la boca y finaliza en el ano, es la gran entrada

tanto para la salud como para la enfermedad.

1. LA MICROFLORA INTESTINAL ANTES DEL NACIMIENTO
Durante todo su desarrollo, hasta antes del nacimiento, el tracto gastrointestinal
del feto permanece estéril. A partir del nacimiento, se inicia la colonizacién
microbiana del tracto gastrointestinal con extremada rapidez desde las primeras
horas de vida, alcanzando cifras préximas a los 10'® microorganismos por gramo
de heces a partir de las 48 horas del nacimiento (Collins, 1998; Kaur, 2002),
creandose un ecosistema complejo (Adawi, 2001; Saarela, 2002).

Efectivamente, el sistema gastrointestinal de los mamiferos, incluyendo al hombre,
esta libre de microorganismos al nacer, y el desarrollo de flora bacteriana intestinal
caracteristica, es adquirida en un proceso gradual (Kirjavainen, 2001), que es

determinado por diversos factores.

2. FACTORES QUE DETERMINAN LA INSTALACION DE LA ECOLOGIA
MICROBIANA INTESTINAL
Desde luego, el tipo de nacimiento y el tipo de alimentacién son los primeros
factores que influyen en la composicién de la flora microbiana:

2.1EFECTO DEL TIPO DE NACIMIENTO

a) En los mamiferos nacidos por parto natural, la colonizacién se inicia en el

proceso del nacimiento, con la exposicion al entorno del sistema
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reproductor materno, cuyo trayecto de salida esta densamente poblado por
bacilos y cocos lacticos, principalmente.

b) Cuando el nacimiento es mediante cirugia, la colonizacion se inicia de
manera diferente, ya que no hay exposicion a la flora del sistema
reproductor matemo; en este caso, los primeros microorganismos que se
establecen son los del ambiente del lugar del nacimiento.

c) La evolucién de la colonizacién bacterial en el intestino del neonato
prematuro es diferente a la del intestino saludable del neonato maduro. En
el caso de los humanos, los infantes prematuros requieren cuidados
intensivos y adquieren lentamente organismos intestinales, por lo que la
colonizacién se retrasa y tiene un nimero limitado de especies bacteriales,
lo que los hace mas susceptible a los virus. Se ha observado que la
colonizacion aberrante de los infantes prematuros puede contribuir al

desarrollo de enterocolitis necrética (Kaur, 2002) .

2.2EFECTO DE LA DIETA
La dieta tiene un mayor efecto en la composicion de la microflora intestinal, tanto
por la flora presente en el alimento como por los nutrientes que aporta también
para la flora. Se ha encontrado que hay diferencia significativa entre la microflora
intestinal de mamiferos alimentados con leche materna y la que desarrollan

aquellos alimentados con férmula.

a) En el intestino de mamiferos alimentados con leche materna, existe un
predominio natural de Bifidobacterium y Lactobacillus y una disminucioén en
la proporcién de coliformes. Es comin que el contenido de Bifidobactrium
sea de 10" a 10" ufc/g de heces, en infantes alimentados con leche
matema, cantidad que representa el 25% de las bacterias intestinales.
Lactococcos, enterococcos y coliformes representan menos del 1% de la
poblacién intestinal y normalmente estan ausentes Bacteroides, Clostridia y
otros organismos (Lourenss-Hattingh, 2001).
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b) Durante la alimentaciéon con leche de férmula, en los mamiferos hay un
aumento en la colonizacion por anaerobios; se desarrolla una microbiota
que es mas compleja y similar a la de los adultos, conteniendo
Bifidobacterium, enterobacterias, Lactobacillus, Bacteroides, Clostridia y
Enterococcus. Los Lactobacillus aparecen ante la desaparicion de
Bifidobacterium (Saarela, 2002).

Es bien conocido que los infantes alimentados con leche materna tienden a sufrir
de menos infecciones bacterianas que los infantes alimentados con foérmula
(Rastall, 2002).

Los infantes alimentados con leche de férmula tienen normalmente un contenido
de un logaritmo menos de bifidobacterias (10° a10'%g) presentes en muestras
fecales que los infantes alimentados con leche materna (Lourenss-Hattingh, 2001)
y hay una tendencia para los bebés alimentados con férmula, a tener altos niveles
de enterobacterias, Streptococcus y otras bacterias saprofiticas.

No es sorprendente encontrar que la poblacion bacterial en el intestino de los
vegetarianos es muy diferente a la de aquellos que integran productos carnicos a
su dieta.

3. LAFLORA INTESTINAL DESPUES DEL NACIMIENTO

Como ya se menciond, el desarrollo de la flora intestinal se inicia en el momento
del nacimiento y después continua un proceso lento y gradual que se completa en
varios afios.

Los primeros gérmenes que inician la colonizacion son las enterobacterias y los
enterococos; después de 12 horas del nacimiento estos microorganismos llegan a
sus niveles maximos, al igual que los lactobacilos.

Hasta el segundo dia de vida aparecen las bifidobacterias. Aun cuando se
presentan tardiamente, alcanzan niveles altos que concuerdan con un descenso
de los enterococos y de los coliformes, que son bacterias potencialmente

patégenas.
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En la etapa de la infancia, las cepas bacteriales mas comunes son anaerobios
facultativos tales como enterobacterias, coliformes y lactobacilos.

Las bifidobacteria estan entre las bacterias anaerobicas predominantes en la
microbiota intestinal desde la temprana infancia hasta la edad adulta. Sin
embargo, el numero de bifidobacterias decrece a través de la edad y la
composicién de especies y cepas cambia de la infancia a la madurez y a la vejez
(Saarela, 2002). Los lactobacilos se mantienen estables durante toda la vida del

individuo e incluso incrementan su nimero durante la edad senil.

4. FACTORES QUE MODIFICAN LA FLORA GASTROINTESTINAL
La composicion de la microflora después del nacimiento y a lo largo de toda la
vida, esta determinada por factores como (Kaur, 2002; Saarela, 2003):

a) Ambiente

b) Higiene

c) Consumo de antibiéticos, que disminuyen la incidencia de enfermedad y la
muerte debido a infecciones, pero alteran el balance de la flora intestinal, (o
de otros medicamentos).

d) Cambios fisioldgicos en la secrecion biliar

e) Enfermedades que alteran los movimientos peristalticos

f) Estrés

g) Colonizacion por patégenos

h) Consumo de comidas contaminadas con sustancias quimicas como
conservadores, plaguicidas, etc.

i) Contaminacion bacteriologica

j) Cambios en la dieta

k) El proceso normal de envejecimiento, que altera drasticamente el ambiente
intestinal produciendo una pérdida de bacterias benéficas y causando
graves problemas digestivos que se manifiestan en diarrea, constipacion,
flatulencias e indigestion (Collins, 1998).
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Otros factores que modifican la flora intestinal son (Elmer, 2001):
I) Presencia de neoplasias intestinales
m) Condiciones posquirtrgicas
n) Enfermedades hepaticas y renales
o) Radioterapia
p) Inmunopatias
q) Anemia perniciosa

5. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA GASTROINTESTINAL

El sistema gastrointestinal, cuyo largo es de aproximadamente 8 metros, es la
puerta de ingreso para nuestra provision de energia y de otros nutrientes que
requerimos, es la zona de transformacién inicial de dichos compuestos y es
también la ruta de salida de los desechos.

En términos de microflora, es un érgano importante del hospedero, que constituye
el habitat de dicha microflora. Aunque histolégica y fisiolégicamente es bastante
conocido, como ecosistema, el tracto gastrointestinal es relativamente inexplorado.
Constituye un micro ecosistema dinamico, de una alta complejidad (Adawi, 2001).
En el adulto humano promedio, la mucosa del tracto gastrointestinal tiene una
superficie superior a los 300m?, debido a los dobleces y pliegues del epitelio, a las
vellosidades intestinales y a la formacion de microvellosidades en los enterocitos
receptores de la membrana luminal, lo cual hace de esta mucosa la mayor area
del cuerpo humano que interactda con el ambiente (Apostolow, 2001).

La superficie mucosal provee una gran area para la adhesion de microorganismos
y., por lo tanto, para la colonizacién del intestino, con lo cual la microflora
establecida participa de manera importante en el contacto entre el hospedero y el
medio, y constituye una barrera contra componentes perjudiciales de la dieta y

contra bacterias patégenas.

El &cido gastrico y el flujo peristaltico normal del intestino delgado limitan la
poblacién bacteriana de la parte alta del tracto gastrointestinal ayudando a
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controlar la colonizacién. El intestino delgado es una zona de transicién entre el
estébmago y el colon, en el se produce una transicién gradual de la flora de Gram +
a una poblacién de Gram —. Esta flora varia segin el segmento intestinal, por si
misma no produce alteraciones.

Aun cuando las bacterias estan distribuidas a lo largo del intestino, la mayor
concentracion de microorganismos y actividad metabdlica se da en el intestino
grueso. La primera seccion del tracto (estémago, duodeno y yeyuno) tiene una
microbiota superior a 10° UFC/ml de contenido. Del ileon en adelante, la
concentracion bacterial incrementa gradualmente hasta alcanzar 10" a 10"
UFC/g en el colon. La gran area superficial sugiere una gran capacidad de area de
absorcion efectiva.

Se estima que hay aproximadamente 10" células productoras de
inmunoglobulinas por metro cuadrado de intestino delgado lo que representa
aproximadamente el 80 % de todas las células productoras de inmunoglobulinas
en el cuerpo humano (Collin, 1998).

En promedio, el tracto gastrointestinal de un humano adulto esté colonizado por
aproximadamente 10" células microbianas (aproximadamente diez veces mas
que el total de células que cubren el cuerpo humano), (Puupponem-Pimi&, 2002).

En condiciones normales, en un adulto promedio existe una gran variedad de
microorganismos que colonizan la Gltima parte del intestino delgado y el grueso,
constituyendo la flora intestinal del ser humano. Aunque los microorganismos
estan presentes a lo largo de todo el tracto gastrointestinal, la poblacion del
intestino grueso es mayor (Puupponem, 2002).

Entre mas de 400 cepas de distintas bacterias pertenecientes a mas de 200
especies diferentes con un peso aproximado de 1,600 gramos, presentes en el
intestino del ser humano adulto, se tiene una actividad metabdlica global similar a
la de un higado. Dentro de esta flora se incluyen diversos géneros de bacterias, de
los cuales, los Gram- positivos, anaerébicos de los géneros Bacteroides,

21



EL TRACTO GASTRO-INTESTINAL

Eubacterium, y Bifidobacterium predominan en el densamente poblado intestino
grueso (Silvi, 2002).

Aunqgue la flora fecal parece un buen indicador cualitativo de la microflora del
colon, no refleja la flora intestinal total, y ciertamente tampoco la flora del intestino
delgado, ya que la diversidad de la poblacion es muy notable entre uno y otro lo
segmentos del intestino, seguramente en funcién de las diferentes condiciones

ambientales.

6. EFECTOS DE LA FLORA INTESTINAL EN EL HOSPEDERO
Las bacterias que llegan al tracto digestivo prosperan porque son capaces de
adherirse a la pared intestinal y de usar los alimentos semi-digeridos que estan

pasando a través del intestino.

Las reacciones microbianas en el intestino tienen un papel esencial no sélo en la
salud del intestino, sino en la salud del hospedero en general.

La microflora, como primera medida, incorpora un componente competitivo en al
ambiente gastrointestinal del hospedero, con posibilidad de defensa a través de
exclusion competitiva. Es también esencial para la educacién inmune de la

mucosa intestinal.

El potencial metabdlico, debido al nimero de microorganismos existentes, sugiere
fuertes efectos regulatorios en las funciones del cuerpo, especialmente en el
colon, donde existe la mas grande concentracion de microorganismos
(Puupponem-Pimia, 2002).

De entre los centenares de especies que habitan el tracto gastrointestinal, son tres
la de mayor interés por sus efectos en el hospedero:

e [Lactobacillus acidophilus que fermenta los azlcares hasta acido lactico,

acidificando el medio; son capaces de vivir en pH's relativamente bajos,

pueden colonizar transitoriamente el intestino y sobrevivir durante el transito
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intestinal. Ademas, por su adhesion al epitelio, modifican la respuesta
inmune local del hospedero. Serian los eficaces guardianes de nuestro
intestino delgado.

e Las bifidobacterias, bacilos que ocupan el tercer lugar dentro de las
bacterias mas numerosas en el tracto gastrointestinal de mamiferos; de
modo aun mas eficaz que las anteriores, producen diversas vitaminas del
complejo B y son unas magnificas protectoras de nuestro intestino grueso.
Son responsables de la producciéon de acidos grasos de cadena corta y de
acido lactico, a partir de la fermentacién de los carbohidratos, por lo que
disminuyen el pH en el colon y crean un medio donde las bacterias
potencialmente patogenas no pueden crecer ni desarrollarse. También
producen las llamadas bacteriocinas, que actian como antibidticos e
inhiben a las bacterias patdégenas. Ademas estimulan el sistema inmune,
especialmente el intestinal.

o Lactobacillus bulgaricus suelen ser bacterias viajeras, transitorias que
ayudan a la< anteriores durante su paso por el tracto gastrointestinal.

Un epitelio intestinal sano en asociacion con una flora intestinal éptima, provee de
una barrera vital contra la invasién de microorganismos patoégenos, antigenos y
componentes dafiinos para el lumen intestinal. La flora intestinal es esencial para

la estimulacién inmune de la mucosa intestinal.

Existen evidencias cientificas que apoyan el concepto de que el mantenimiento de
una microflora intestinal sana, da proteccion contra desérdenes gastrointestinales
incluyendo infecciones, diarreas, enfermedades inflamatorias estomacales y
también cancer. La flora intestinal saludable puede también dar beneficios
funcionales inmunolégicos o prevenir enfermedades atépicas (Puupponem-Pimia,
2002).
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La mayor parte de los autores aceptan que la flora intestinal influye directa e
indirectamente en el estado de salud del hombre y de los animales a través de las
siguientes funciones (Gopal, 2001; Silvi, 2002).

a) Funciones de barrera/ restauracion

b) Estimulacion del sistema inmune

c) Mantenimiento de la nutricién y circulacién de la mucosa

d) Absorcién de nutrientes /incremento de biodisponiblilidad
e) Reabsorcion de metabolitos bacterianos

f) Estimulacién de la motilidad del estémago

g) Produccién de vitaminas y acidos grasos de cadena corta
h) Degradacion de sustancias alimenticias no digeridas

i) Proteccion a la integridad del epitelio intestinal

j) Proteccion frente a microorganismos enteropatégenos.

El aumento de la poblacién bacteriana incrementa la produccién de vitamina Bg
potenciando y fortaleciendo el sistema inmunolégico. Al mismo tiempo minimizan
la proliferacion de agentes patégenos peligrosos responsables de graves
enfermedades que pueden llegar a la muerte, compitiendo por alojamiento y

espacio fisico en las paredes intestinales.

La presencia de lactobacilos y bifidobacterias, genera la formacién de acido lactico
que da lugar a un ambiente hostil y desfavorable para el crecimiento de

anaerobios y coliformes.
El desarrollo de una flora intestinal equilibrada es de primordial importancia, ya
que determina parcial, pero significativamente, el bienestar general y la salud del

huésped.

Muchos de los microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal son

benéficos para nuestro organismo y aunque otros podrian ser perjudiciales,
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conviven en la luz intestinal en equilibrio entre ellos. Si por algin motivo este
equilibrio se rompe, se pueden producir diversos trastornos intestinales. Por este
motivo, es importante mantener las funciones de las bacterias benéficas del
intestino (Chiva, 2002; Sullivan, 2001).

La atencién hacia la flora natural nativa y la atenciéon especial para mantener la
flora intestinal, son parte de las recientes tendencias enfocadas al bienestar
general y las condiciones saludables de vida, en las que la alimentacién sana y

bien equilibrada ocupa un lugar central.
La comprension de la importancia de la microbiota intestinal humana en la

restauraciéon y mantenimiento de la salud ha despertado el interés en el uso de los
probioticos (Kaur, 2002).
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CARACTERISTICAS DE LOS MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

Con el creciente interés comercial por el uso de alimentos funcionales conteniendo
microorganismos probiéticos, tanto en el campo de alimentos para animales, como
en el de alimentos humanos, se observa un crecimiento paralelo en el estudio del

papel de estos microorganismos en el tracto digestivo.

Se han establecido algunas caracteristicas para seleccionar a los
microorganismos con actividad probiética, que no representen dafios al que los
ingiere.

Muchas especies diferentes han sido propuestas como candidatos a probiéticos,
de los cuales se han reportado una gran variedad de beneficios a la salud (Mac
Farland, 2000). Las especies microbianas candidatas son apreciadas por ejercer
efectos benéficos a la salud del hospedero, cambiando la composicion de la
microbiota intestinal, sin embargo, es importante que las bacterias administradas,

lleguen viables y se establezcan en el intestino grueso (Kaur, 2002).

Se requiere un estricto criterio de seleccion para la identificacion de cepas
probidticas potenciales. Esencialmente, se sugiere que las cepas seleccionadas
deben ser seguras, viables y metabdlicamente activas dentro del tracto
gastrointestinal para ejercer un efecto benéfico en el hospedero (Prasad, 1999).

Las caracteristicas de los probiéticos en alimentos fueron descritas por primera
vez en 1999 por un grupo de trabajo de expertos en Berlin. De acuerdo a las
conclusiones y definiciones del grupo de trabajo, los cultivos probiéticos para uso

en alimentos deben ser :

a) Bien definidos y correctamente nombrados de acuerdo al sistema

taxonomico validado.
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b) Permanecer disponibles y en estado viable en suficiente cantidad en el
producto alimenticio durante todo el periodo de vida de anaquel.

c) Ser capaces de alcanzar el sitio de accién en el intestino del hospedero,
en un estado viable y en suficiente cantidad para multiplicarse por algin
tiempo (dias).

d) Ser capaces de inducir efectos benéficos en el mantenimiento de la salud
del hospedero.

En general, deben ser genéticamente estables y no dafiar la salud del consumidor

ni al ambiente en ninguna forma (Reuter, 2002).

En reportes posteriores realizados por Puupponem-Pimia y colaboradores (2002),
se incluyen ademas aspectos como: seguridad, caracteristicas funcionales y

tecnoldgicas.

a) Los aspectos de seguridad se enfocan a especificaciones tales como

origen (tracto gastrointestinal humano) y no patogenicidad.

b) Los aspectos funcionales incluyen viabilidad y persistencia en el tracto
gastrointestinal, inmuno-modulacién, propiedades anti-mutagénicas y

antagonicas.

c) Los aspectos tecnolégicos incluyen propiedades de crecimiento in vitro y
durante el procesado, sobrevivencia y viabilidad durante el transporte y

almacenamiento.

1. ASPECTOS DE SEGURIDAD
La principal caracteristica con la que deben cumplir los microorganismos
considerados para usarse como probidticos es la seguridad. Los microorganismos

probioticos no deben representar ningun riesgo para el consumidor.
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1.1ORIGEN.
Se ha sugerido que los microorganismos con mejores caracteristicas probiéticas,
son los tomados directamente de la flora nativa comensal del consumidor. Lo
anterior debido al hecho de que un microorganismo tomado de este ambiente, ya
se encuentra adaptado a las condiciones que encontrard en el sitio donde se

espera que actie.

Collin y colaboradores (1998) refieren que las bacterias probidticas destinadas a
uso humano, preferiblemente, deben ser cepas de origen humano. Lo anterior se
basa en la observacién de que sélo las cepas humanas pueden ser adhesivas y
colonizar el tracto gastrointestinal humano, lo cual es el primer paso de la
promocion de la “colonizacion resistente”. Concluyen ademas con la propuesta de
la especificidad de las especies, indicando que para ser benéficas a un hospedero
particular, debe ser aislado de esa especie. Se argumenta lo mencionado
previamente, que una cepa probiética puede funcionar mejor en un ambiente
similar -por ejemplo tracto intestinal humano- a aquel del cual fue aislada

originalmente.

La importancia de microorganismos probiéticos originarios de la especie en la cual
son usados ha sido debatida recientemente, considerando que no todos las cepas
actualmente exitosas forman parte de la flora comensal del consumidor (Ahola,
2002).

1.2NO PATOGENICIDAD.
Una de las mas importantes caracteristicas para un probi6tico es que no sea
patégeno y, por lo tanto, debe poseer estatus GRAS (Generally Regarded As
Safe) (Bemardeau, 2002). Las cepas probidticas deben ser toleradas por el
sistema inmune y no deben provocar la formacién de anticuerpos.

El establecer el titulo de “microorganismo probiético”, sin una previa historia de

uso seguro, ha sido un punto controversial en afios recientes. Para garantizar la
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seguridad de cepas probiéticas, Salminen y colaboradores (1999), recomiendan lo
siguiente:

a) Caracterizacion del género, especie y cepa, y el origen de ésta ya que
permite presumir seguridad en relacion a otras cepas probidticas
conocidas.

b) Estudios de las propiedades intrinsecas de cada cepa especifica y sus
potenciales factores de virulencia.

c) Estudios en adherencia, potencial de invasion y la farmacocinética de la
cepa, y

d) Estudios de interacciones entre la cepa, microflora intestinal y mucosal, y

el hospedero.
Aspectos de seguridad incluyen las siguientes especificaciones:

a) Tener una historia de no patogenicidad

b) No tener historia de asociacion con enfermedades tales como endocarditis
infectiva o desérdenes gastrointestinales

c) No acarrear genes transmisibles de resistencia a antibioticos.

2 ASPECTOS FUNCIONALES.
Se espera que los productos probiéticos tengan determinadas caracteristicas que
les permitan actuar en favor del hospedero; deben considerarse las siguientes:

a) Tolerancia al jugo gastrico.

b) Tolerancia a sales biliares (una importante propiedad para sobrevivir en
el estémago)

c) Adherencia a la superficie epitelial y persistencia en el tracto
gastrointestinal.

d) Inmuno-estimulacién, pero sin efecto pro-inflamatorio.
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e) Actividad antagénica contra patégenos tales como Helicobacter pylori,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes y Clostridium difficile.
f) Propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas.

2.1VIABILIDAD Y PERSISTENCIA EN EL TRACTO INTESTINAL.
Un importante criterio para seleccionar una cepa probiética es su habilidad para
alcanzar el sitio de accién en el tracto gastrointestinal del consumidor,
sobreviviendo a las condiciones de acidez del estdmago y a las concentraciones
de sales biliares que encuentran a su paso; establecerse y ser capaces de

funcionar en el ambiente intestinal (Puupponen-Pimi&, 2002).

2.1.1 TOLERANCIA A ACIDOS GASTRICOS.
Puesto que la administracién oral es la mas usual para introducir a los
microorganismos probidticos, ya que se adicionan a alimentos, sobrevivir durante
el transito gastrointestinal a través de las condiciones acidas estomacales es muy

importante.

El pH del estbmago puede alcanzar valores tan bajos como 1.5, debido a la alta
concentracién de acido clorhidrico secretado; representa la barrera primaria para
los microorganismos que llegan al aparato digestivo. La sobrevivencia de las
cepas probidticas durante el transito gastrico es también influenciado por las
propiedades fisicoquimicas del alimento usado como vehiculo. La capacidad
amortiguadora 'y el pH del vehiculo son factores significantes, desde la
formulacién del alimento con rangos de pH de 3.5 a 4.5 y una alta capacidad
amortiguadora como las encontradas en productos como yogurt, quesos, y leche
descremada, podrian incrementar el pH del tracto gastrico y por lo tanto aumentar
la estabilidad de las cepas probiéticas (Charalampopoulos, 2003).

2.1.2 TOLERANCIA A SALES BILIARES

La estabilidad a las sales biliares es una propiedad obligada para cualquier cepa

que se espere que colonice el tracto intestinal. Dichas sales se encuentran en
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concentraciones no menores al 0.5 % (p/v), lo cual representa una segunda
barrera para los microorganismos en su camino hacia el tracto intestinal, en el
caso de los probidticos, hacia el sitio de accién en el hospedero (Collin, 1998).

La sobrevivencia de los microorganismos en las diferentes partes del tracto
gastrointestinal, varia entre cepas. Algunas son rapidamente inactivadas en el
estbmago, mientras otras, tales como cepas de Bifidobacterium o L. acidophilus,
pueden pasar a través del tracto intestinal completo en altas concentraciones; esto
es indispensable para que se consideren probidticos (Ahola, 2002).

2.2ADHESION A LA SUPERFICIE EPITELIAL Y PERSISTENCIA EN EL
TRACTO GASTROINTESTINAL.
Entre los criterios funcionales descritos para la seleccion de probidticos, algunos
autores incluyen la adhesién en el colon, desde luego después de haber
sobrevivido al transito por el tracto intestinal (Bodil, 2002).

La mucosa intestinal es un importante sitio para la adhesién y colonizacién
bacterial. Existen distintas opiniones respecto a la necesidad de la adhesién de los
microorganismos probioticos a las células, como requisito para ejercer funciones

benéficas en el hospedero.

Apostolou y colaboradores (2001) consideran que la habilidad para adherirse a la
mucosa intestinal es uno de los principales criterios de seleccién para probiéticos
potenciales, ya que permite al probidtico ejercer sus efectos para la salud. Aunque
la adhesion es un factor potencial de virulencia en bacterias patégenas, este autor
considera que los probioticos sélo pueden tener impacto en el hospedero cuando
pueden adherirse a la mucosa intestinal y asi mantener su presencia en el
intestino.

Algunos autores, al considerar que la adherencia es un factor de virulencia en
patégenos suponen que puede ser un potencial factor de riesgo. Alguna bacteria
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viva que puede crecer bajo las condiciones encontradas en un hospedero puede,

en principio, causar una infeccién (Ouwehand, 1999).

También se ha sugerido que los microorganismos probidticos que tienen la
habilidad para agregarse con patégenos pueden ser mas capaces de matar a
estos organismos porque pueden producir sustancias antimicrobiales en una
proximidad muy estrecha con ellos. Los probiéticos no adhesivos, pueden aun
afectar la adhesion de patégenos, y la composicion y adhesion de la microflora
intestinal, por ejemplo a través de la produccion de metabolitos in situ,
congregacion, etc, por lo que influyen en la salud del hospedero (Ouwehand,
1999).

Desde el punto de vista la seguridad, la colonizacion del hospedero no debe
persistir por periodos prolongados después de la ingesta. Sin embargo, los
probiéticos no parecen colonizar permanentemente al hospedero. En muchos
casos, los probiéticos administrados pueden ser detectados en las heces por dias
o pocas semanas después de interrumpir la ingesta, y desaparecen gradualmente,
indicando la colonizacién pasajera (Ouwehand, 1999).

2.3INMUNOESTIMULACION.
La adhesién de cepas probidticas a las células epiteliales del intestino es un
importante factor en el efecto inmunoestimulatorio, ya que se requiere de estrecho
contacto con las células inmunolégicamente activas del epitelio intestinal. Las
habilidades de adherencia y colonizacién estan estrechamente relacionadas con

los efectos inmunoldgicos potenciales (Forestier, 2001).

2.4ACTIVIDADES ANTAGONICAS CONTRA PATOGENOS.
El tracto gastrointestinal constituye un ambiente complicado. La presencia o
ausencia de determinados componentes de la flora nativa da especificidad a las
condiciones que ahi se generan. El empleo de microorganismos probiéticos esta

enfocado a establecer condiciones dificiles para los microorganismos patégenos.
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Los microorganismos probidticos actian de diferentes formas, generando
condiciones no gratas a los patégenos (Lourenss-Hattingh, 2001):
a) Su accion como antagonista competitivo por nutrientes y espacio, con los
microorganismos patdgenos.
b) Produccion de metabolitos como é&cidos organicos (acido lactico y acido
butirico), peréxido de hidrogeno, biéxido de carbono y bacteriocinas

antagonicas al crecimiento de patégenos.

2.5PROPIEDADES ANTIMUTAGENICAS/ANTICARCINOGENICAS.
El cancer es una de las mas importantes causas de morbilidad y mortalidad en los
paises occidentales. Aunque no hay evidencia experimental directa para la
supresién del cancer en humanos, como resultado del consumo de cultivos acido
lacticos en productos lacteos fermentados y no fermentados, hay muchas
evidencias indirectas, basadas en estudios de laboratorio generales. La actividad
antimutagénica de células vivas o no vivas de diferentes cepas de Lacfobacillus
acidophilus y Bifidobacteria, asi como de los &cidos organicos usualmente
producidos por estas bacterias probiéticas, ha sido demostrado usando potentes
quimicos mutagenos y promutagenos en animales de laboratorio .Las bacterias
vivas mostraron una alta actividad antimutagénica y su eficiencia en la inhibicion
de mutagenos fue mayor que la observada en células bacteriana muertas (Kaur,
2002). También se ha reportado la inhibicién del cancer de colon (Temmerman;
2002). El mecanismo preciso de accion, aun no es bien conocido, sin embargo,
pueden presentarse una variedad de mecanismos, entre ellos: aumento de la
respuesta inmune del hospedero, uniébn a y degradacion de carcinégenos
potenciales, alteraciones cuantitativas y/o cualitativas en la microflora intestinal.
Otros efectos pueden incluir la alteraciéon de actividades metabdlicas de la
microflora intestinal y la alteracion de condiciones fisicoquimicas en el colon.
Reddy reporta (en Kaurl, 2002). que la administracion en la dieta de cultivos
liofilizados de Bifidobacterium longum suprimié fuertemente el desarrollo de

tumores de colon y de mama.
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En resumen, las propiedades anticarcinogénicas bacteriales pueden corresponder
a uno o mas de los siguientes tipos:

e union y degradacioén de (pro)carcindgenos,

¢ produccién de compuestos antimutagénicos,

* modulacién de enzimas procarcinogénicas en el intestino, y

e supresion de tumores por un mecanismo de respuesta inmune.

Un gran nimero de bacterias y levaduras son capaces de unirse, in vitro, a
mutagenos; ademads, células bacteriales no viables son capas de unirse a
mutagenos y carcinégenos. En humanos, pruebas con cepas probiéticas han sido
asociadas con la reduccion de mutagenos fecales o actividad enzimatica fecal

involucrada en activacion mutagénica o carcinogénica (Saarela, 2000).

3 ASPECTOS TECNOLOGICOS.

Como ya se ha mencionado, se requiere de la presencia de los microorganismos
probiéticos en estado viable en el sitio de accién, para que éstos ejerzar los
efectos benéficos en el hospedero, por lo que es indispensable que sobrevivan a
una serie de procesos tanto en el alimento como en el tracto digestivo.

Primero, el probiético debe resistir a los procesos industriales de manufactura del
producto. Ademas, deben sobrevivir y conservar su funcionalidad durante el
almacenamiento, y también dentro de los alimentos a los cuales estan
incorporados, sin alterarlos, por lo que deben tener buenas propiedades
tecnolégicas para que puedan incluirse en los productos alimenticios sin perder
viabilidad o funcionalidad, y sin generar sabores o texturas desagradables
(Puupponen, 2002).

3.1RESISTENCIA AL PROCESO.
En la industria alimentaria actual, algunos alimentos son vehiculos para la
administracion de probidticos, por lo que se debe cuidar mucho la conservacion y
estabilidad de éstos a lo largo del proceso de produccién. Los probidticos son
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incorporados a los alimentos en distintas fases del proceso, dependiendo de cada
producto.

En estudios con alimentos sometidos a temperaturas altas, en los que se habia
detectado una disminucién en el nimero de bacterias viables durante el estrés
térmico y el secado por aspersién, se ha reportado un aumento en la viabilidad de
los probidticos usados, cuando éstos son preadaptados a las temperaturas de

proceso, comparado con un control no preadaptado (Colette, 2002).

La sobrevivencia de las cepas dependera de factores tales como el pH del
producto final, la presencia de otros microorganismos, la temperatura de
almacenamiento y la presencia o ausencia de inhibidores microbianos en el
sustrato (Collins, 1998). Por ello, retener la viabilidad y funcionalidad del probiético
a lo largo de todo el proceso y almacenamiento es uno de los mayores retos
tecnologicos en la industria alimentaria actual, e incluye la conservacion de estos
atributos desde el manejo de los probidticos como materias primas, antes de la
elaboracién del producto, hasta el tiempo de vida de anaquel en el hogar del

consumidor final.

En el manejo de las cepas probiéticas como materias primas, la congelacién y
liofilizacion son las formas mas comunes, pero también es muy importante la

reproduccion de las mismas en el producto final, por ejemplo en el yogur.

La sobrevivencia y contenido celular de bacterias probidticas varian dependiendo
de la cepa y la manufactura. Para mantener la confianza en los productos
probiéticos es importante demostrar que se conserva la viabilidad y funcionalidad
de las cepas durante la vida de anaquel. Lo que es mas, un agradable sabor y
textura son esenciales para todos los productos. Algunas cepas son mas sensibles
al estrés ambiental por ejemplo bajo pH o concentracién de oxigeno. Finalmente,
también deben considerarse la estabilidad de las cepas y de sus caracteristicas
probidticas a lo largo de los afios, para seguir ofreciendo un producto de calidad;
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como seres vivos tienen el potencial de modificarse al cabo de varias
generaciones, lo que debe evitarse (Saxelin, 1999). En este sentido el trabajo de
los microbidlogos para conservar las cepas y verificar periédicamente sus

caracteristicas, es fundamental.

3.2 SOBREVIVENCIA Y VIABILIDAD DURANTE EL TRANSPORTE Y
ALMACENAMIENTO.

Después de haber sobrevivido a las condiciones de proceso, es importante que la
formulacién mantenga la actividad y viabilidad de los probiéticos por periodos
prolongados durante la vida de anaquel del producto. No deben multiplicarse pues
ello generaria la demanda de nutrientes, afectando la estabilidad probiética y las
caracteristicas sensoriales del producto. Factores tales como actividad acuosa,
tension de oxigeno, temperatura y presencia de microorganismos competitivos e
inhibidores llegan a ser cada vez méas importantes cuando interactiian con los
probiéticos en este tipo de productos (Sandholm, 2002).

El almacenamiento a temperatura ambiente es comin para diversos tipos de
productos no lacteos tales como cereales, bebidas, chocolates, etc. (Puupponen-
Pimia, 2002) y puede producir un cambio abrumador en la estabilidad de los
probidticos. Este problema puede resolverse mediante la tecnologia de
encapsulacion probiética, para asegurar la viabilidad y estabilidad de los cultivos
probiéticos (Martensson, 2002).

Los materiales de empaque usados y las condiciones bajo las cuales los
productos son almacenados, también son importantes para la calidad de los

productos (Puupponen-Pimia, 2002).

Introducir un producto probiético al mercado involucra el conocimiento y
compromiso de que necesitan ser cuidadosamente controlados para obtener un
producto correctamente etiquetado, funcional y seguro (Saarela, 2000). Si los
productos no son correctamente etiquetados, la seguridad y funcionalidad no
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puede ser garantizada debido a la falta de documentacién de los componentes del
producto.

Hamilton-Miller y colaboradores (1999), en un analisis microbiolégico de producto
lacteos probidticos, encontraron que la identidad y el nimero de especies
recuperadas no siempre corresponde a la informacién declarada en la etiqueta del
producto.

4 CRITERIOS DE SELECCION PARA MICROORGANISMOS PROBIOTICOS
Un probiético potencial no necesita cumplir todos estos criterios de seleccién, pero
se consideran en funcién del efecto esperado, la zona de accién y el producto en
el que se utilizara. Ademas es necesario que exista evidencia en la literatura
cientifica, de las siguientes cualidades (Ouwehand, 1999):

a) Pruebas suficientes de sus propiedades benéficas para la salud

b) La cepa debe ser capaz de “colonizar” el tracto gastrointestinal, de
modo que desempefie un papel dominante en el mantenimiento del
equilibrio microbiano

c) Actividad de antibidtico “natural”, de modo que inhiba el crecimiento
de los agentes patdgenos que causan una enfermedad.

d) Su consumo no debe entrafiar riesgos para la salud

e) Debe ser facil de producir, de cara a su comercializacién

f) No debe tener efectos negativos sobre otros microorganismos

benéficos del intestino.

Hasta la fecha solo unas cuantas bacterias han cumplido todos los criterios citados
y la mayor parte de ellos pertenece a la familia Lactobacillus (Worldfoodscience,
2001)

Las cepas de Lactobacillus son consideradas como seguras (GRAS) debido a su
larga historia de uso seguro en alimentos fermentados y a su presencia en la
microflora intestinal normal de humanos. Cuando nuevos probiéticos potenciales
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son usados, siempre deben ser considerados los aspectos de seguridad, por su
importancia para determinar si las cepas tienen algin factor indicativo de
virulencia (Apostolou, 2001).

En el mercado mundial de los alimentos funcionales, los componentes activos mas
tipicos de los productos probiéticos son las bacterias acidolacticas, de los géneros
Lactobacillus, y Enterococcus, asi como Bifidobacterium. Los reportes que
relacionan a los probiéticos con la salud son numerosos e incluyen mantenimiento
de la flora intestinal sana y proteccion contra infecciones, alivio de intolerancia a la
lactosa y estimulacion del sistema inmune.

Bifidobacterium y Lactobacillus, tipicamente habitantes del tracto gastrointestinal
humano, son considerados benéficos y pueden ser estimulados por ingredientes
alimenticios no digeribles, tales como oligosacaridos, colectivamente llamados
prebiéticos (Wilhelm, 2002).

Ademas de que resistan el proceso del alimento y el transito por el tracto
gastrointestinal, de que se instalen en éste y sigan funcionando, los probitticos
deben incorporarse en los alimentos sin producir sabores o texturas
desagradables y mantenerse viables pero no en crecimiento. Los materiales de
empaque usados y las condiciones bajo las cuales los productos son almacenados
también son importantes en la calidad final (Bielecka, 2002).

Por el momento, las bacterias acido lacticas (LAB) siguen siendo el grupo mas
interesante para seleccionar probiéticos. Cabe recordar que habitan dos
principales nichos ecoldgicos: la mucosa intestinal de hombres y animales, y los
productos alimenticios fermentados. Varias especies de LAB son usadas
comercialmente para la produccion de lacteos y carnicos fermentados y otros
alimentos.

Lactobacillus spp son miembros prominentes de la flora comensal intestinal de la
mayoria de los adultos sanos y son las bacterias probidticas mas comunmente
estudiadas. Sus beneficios probables o tedricos han sido descritos en muchas

revisiones recientes e incluyen la disminucion de la intolerancia a la lactosa, alivio
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de algunas diarreas, reduccién de los niveles de colesterol, incremento de la

respuesta inmune y prevencién de cancer.

Las cepas de LAB son los mejores representantes de probidticos, tanto en el

mercado de alimentos como en el farmacéutico.

5 Microorganismos usados como probiéticos

Solo se conoce un agente bioterapéutico no bacteriano: la levadura,
Saccharomyces boulardii, antes denominada Saccharomyces cerevisiae Hansen
CBS 5926.

Cepas probidticas prometedoras incluyen los miembros del género Lactobacillus,
Bifidobacterium y Enterococcus. Las especies representativas incluyen
Lactobacillus acidofilus, L. johnsonii, L casei. L. gasseri, L. plantarum, L
rhamnosus, L. reuteri, y especies de L. lactis En los Gltimos afios han adquirido
importancia como probiéticos: Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Enterococcus faecalis vy
Enterococcus faecium. Ellos tienen considerable potencial para inclusiones futuras
en alimentos funcionales y productos relacionados con la salud. Aunque esas
afirmaciones son generalmente aceptadas por cientificos y consumidores, el
mecanismo molecular subyacente permanece controversial (D.
Charalampopoulos, 2002; Laine, 2002; Sindhu, 2001).

Para el aumento de la eficacia de los probioticos, es necesario obtener

conocimiento adicional en su modo de accién.
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MECANISMOS DE ACCION

Se han propuesto muchos modelos que pretenden explicar la manera en que
actian los microorganismos probidticos ejerciendo efectos benéficos en los
consumidores.

Después de la ingestion, los probiéticos son confrontados por un nimero de
barreras fisicas y quimicas tales como acidos gastricos y biliares, como se explico
en el capitulo anterior. Como resultado, s6lo una pequeiia porcion de esos
microorganismos probidticos son capaces de pasar viables la parte alta del

sistema gastrointestinal y de establecerse en el intestino.

Una vez que los probidticos se han establecido en el epitelio intestinal, deberan
competir por nutrientes y sitios ecolégicos de colonizacion (o nichos) con la
microflora ya establecida y permanecer en este sitio, al menos temporalmente,

produciendo metabolitos.

Los efectos reportados que se asocian con el mejoramiento de la salud durante la
ingesta de probiéticos son:
a) Efectos antagénicos competitivos, por ejemplo competencia por sitios
para adhesion y por nutrientes (Gibson, 1998; Penner, 2005).
b) Produccion de sustancias antimicrobianas inhibitorias tales como: acidos
orgéanicos, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas (Salminen, 1998;
Penner, 2005).
c) Estimulacién del sistema inmune (Collins, 1998; Gill, 2001; Temmerman,
2002; Bomba, 2002; Penner, 2005; Commance, 2005).
d) Efectos nutricionales (Temmerman, 2002).
e) Efectos de disminucion de niveles de colesterol (Betoret, 2003; EI-
Gawad, 2005).

42



MECANISMOS DE ACCION

f) Prevencién de cancer de colon y coadyuvante en la terapia del de
cancer (Temmerman, 2002; Matsumoto, 2004; Burns, 2004; Commance,
2005) .

g) Promotores del crecimiento (Fuller, 1991; Salminen, 1998; Gibson, 1998;
Collins & Gibson, 1999).

1. EFECTOS ANTAGONICOS COMPETITIVOS

Para tener un impacto en la flora del colon es importante que los microorganismos
probiéticos muestren actividad antagénica contra bacterias patogénicas (Saarela,
2000).

Los microorganismos probidticos pueden prevenir colonizacion intestinal de
bacterias perjudiciales ejerciendo efectos de competencia por nutrientes
esenciales o por sitios de adhesion (Saarela, 2000). La adhesién de los
probidticos a la mucosa intestinal se considera un prerrequisito para ejercer
efectos saludables, tales como la exclusion de patégenos (Laine, 2002). Las
bacterias probiéticas se unen a los enterocitos, inhibiendo la unién de patégenos
entéricos a la mucosa intestinal. Esta competencia por los receptores especificos
intestinales, es una forma de prevenir infecciones del hospedero (Albillos, 2002).

Algunas cepas probiéticas se adhieren pobremente in vitro ylo in vivo y aln
pueden mostrar efectos positivos en el hospedero. Al mismo tiempo minimizan la
proliferacién de agentes patégenos compitiendo por alojamiento o espacio fisico

en las paredes intestinales.
Los microorganismos probidticos ya presentes dentro del tracto intestinal,

comienzan a competir por los nutrientes del medio, ejerciendo presion y
limitaciones en el resto de los microorganismos presentes.
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2. PRODUCCION DE SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS.

La presencia de microorganismos probiéticos adheridos en el intestino, involucra
la constante generacién de sus metabolitos en este sitio, dentro de los que
destacan los metabolitos secundarios que son téxicos para los microorganismos
competidores, entre los que se encuentran los patégenos intestinales. La
secrecion de estas sustancias es uno de los constituyentes del “nicho ecolégico”
de los probidticos y actian impidiendo la multiplicacion de los competidores;
cuando dichos competidores son patégenos intestinales, al limitar su reproduccién
se limita también la produccion de toxinas y su accion patogénica mediante un

ambiente hostil.

Dentro de los metabolitos generados por microorganismos probiéticos se pueden
encontrar:

a) Acidos organicos.

b) Perdxido de hidrégeno.

c) Bacteriocinas.

Este tipo de sustancias, que son metabolitos secundarios, tienen gran importancia
ya que muestran inhibicion de amplio espectro contra muchos organismos
perjudiciales tales como Salmonella, Escherichia coli, Clostridium, y Helicobacter
(Ouwehand, 1999; Saarela, 2000).

2.1 ACIDOS ORGANICOS.
La produccién de acidos grasos de cadena corta y de &acido lactico como
productos de la fermentacién de los carbohidratos por los microorganismos
probioticos, disminuyen el pH en el colon, creando un medio donde las bacterias
potencialmente patégenas no pueden crecer y desarrollarse.

La produccion de acidos organicos, ademas de disminuir el pH, altera el potencial

de oOxido-reduccién en el intestino, resultando en la accion antimicrobial.

Combinado con el contenido limitado de oxigeno en el intestino, los acidos
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organicos inhiben especialmente bacterias Gram negativas patégenas por
ejemplo, bacterias coliformes.

Los acidos grasos de cadena corta poseen una mayor actividad bactericida que
los acidos no organicos tales como el acido clorhidrico, y la actividad bactericida
de los acidos organicos depende principalmente de su forma disociada. Los acidos
organicos no disociados pueden permear a una membrana celular por difusion y
liberar protones en la célula. La entrada de protones induce la acidificacion del
citoplasma y disipa el potencial proténico de la membrana (ApH). Esto permite
alterar la fuerza protén motiva, e inhibe el mecanismo de transporte de los
sustratos, interviniendo en los procesos de sintesis de energia y sintesis de
macromoléculas por lo que la acumulacién aniénica resulta en una toxicidad
bacterial (Ogawa, 2001).

Los probiéticos, incluyendo Lactobacillus y Bifidobacterium han mostrado tener un
efecto inhibitorio contra el crecimiento de un amplio rango de patégenos
intestinales. Bifidobacterium produce acido lactico y acido acético. El acido acético
ejerce un mayor efecto antagénico contra bacterias Gram-negativas que el acido
lactico. Ambos acidos grasos de cadena corta (acético y lactico), metabolitos de
bacterias acidolacticas, se reportan como responsables de la actividad
antimicrobial contra E. coli en el intestino (Ogawa, 2001).

Cuando los microorganismos probiéticos transforman lactosa en acido lactico, éste
funciona como un antiséptico del sistema digestivo y a su vez facilita la absorcion

del calcio y fésforo contenido en la leche (Bomba, 2002).

2.2 PEROXIDO DE HIDROGENO
Dentro de las sustancias inhibidoras generadas por microorganismos probioticos
también se encuentran los metabolitos oxigeno-toxicos. De éstos, la produccion de
peroxido de hidrogeno es de primera importancia ya que tiene un efecto

bactericida en muchos patégenos (Kaur, 2002)
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La presion oxidativa ocurre cuando altos niveles anormales de especies oxigeno
reactivas (ROS por sus siglas en inglés) son generadas, resultando en el dafio de
DNA, proteinas y lipidos. En alguna microbiota humana, Lactobacillus,
Streptococcus spp, originan un incremento del contenido de aniones stper 6xido y
peréxido de hidrégeno los cuales son altamente tdxicos para diversos
microorganismos por lo que ejercen un impacto antagbnico en la ecologia
intestinal (Kullisaar, 2002).

El efecto antimicrobial de Lactobacillus spp, estd bien expresado via ROS
(peréxido de hidrégeno, superéxido y radicales hidroxilo), los cuales pueden tener
una influencia selectiva en la microbiota intestinal. Se ha demostrado que algunos
Lactobacilli poseen actividad antioxidativa y son capaz de disminuir el riesgo de
acumulacion de ROS durante la ingestion de alimentos. Las bacterias
acidolacticas son capaces de degradar el anion superdxido y el peroxido de
hidrégeno (Kullisaar, 2002).

2.3 BACTERIOCINAS

Se sabe, desde hace tiempo, que muchos microorganismos probiéticos producen
bacteriocinas, las cuales actian como antibidticos e inhiben a las bacterias
patégenas. Su papel en la inhibicién de patégenos in vivo puede ser limitado. Esto
se atribuye a su naturaleza proteica, que hace que sean degradados por la
digestion humana (Forestier, 2001), y a que las bacteriocinas presentan un efecto
inhibidor sblo contra especies relacionadas estrechamente, tales como otros
Lactobacillus, o contra esporulados como Bacillus o Clostridium (Saarela, 2000;
Fooks, 2002). Algunas bacteriocinas tales como colicinas producidas por
Escherichia coli, inhiben la sintesis de proteinas, actuando en el RNA.

Las bacteriocinas producidas por bacterias acido-lacticas (LAB) han sido

ampliamente estudiadas debido a que muchas de éstas inhiben a bacterias

patogenas. Las bacteriocinas producidas por LAB son un grupo relativamente
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heterogéneo de pequefias proteinas. Normalmente comparten un modo comun de
accion en su habilidad para formar poros en la membrana de la bacteria blanco,
alterando asi su contenido citoplasmatico (Stanton, 2001; Hansen, 2002). Entre
estas bacteriocinas destacan la reuterina, producida por Lactobacillus reuteri que
tiene accion contra Grampositivos, Gramnegativos y algunos protozoarios; la
lactocina y la acidolina, producidas por Lactobacillus acidophilus que tienen una

moderada accién antibacteriana.

La habilidad de los microorganismos probi6ticos para producir diferentes
compuestos antimicrobiales tales como bacteriocinas, es una de las
caracteristicas de exclusion competitiva, efectiva contra patégenos, muy util para
sobrevivir en el intestino y, por lo tanto, para expresar el efecto probidtico al

hospedero (Forestier, 2001).

3. ESTIMULACION DEL SISTEMA INMUNE

El consumo regular de bacterias probidticas puede inducir una respuesta
inmunoldgica en el hospedero. Mediante la inmunomodulacién estos organismos
protegen al huésped de las infecciones induciendo a un aumento de la produccién
de inmunoglobulinas, aumento de la activacién de las células mononucleares y de
los linfocitos que integran el sistema de defensa del organismo, encargado de
poner en marcha una serie de mecanismos para hacer frente a la invasién masiva
de sustancias extrafias 6 antigenos (Gonzalez, 2001).

Las bacterias probidticas interactian con las células de la mucosa incluyendo
células epiteliales y células inmunes. Las células dendriticas pertenecen al grupo
de células que presentan antigenos que inician la respuesta inmune local en la
mucosa intestinal y juegan un papel inmunorregulatorio central en el balance de
células auxiliares T: Th1, Th2 y Th3. Diferentes especies de Lactobacillus aportan
diferentes estructuras a las células dendriticas (Marteau, 2002).
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Se ha demostrado que Lactobacillus asociado a la mucosa puede ser potente
estimulador de IL-12, y por lo tanto potencializa la inmunidad mediada por células,
si logran pasar a través de la barrera epitelial del intestino e interactuar con las

células del sistema inmune del intestino (Kullisaar, 2002).

Se ha observado también un incremento en la fagocitosis por leucocitos después
del consumo de L. rhamnosus HNOO1, indicando que esta cepa de LAB es capaz
de aumentar especificamente la funcién inmuno celular natural en humanos. (Gill,
2001). El hecho de que la estimulacion inmune por L. rhamnosus HNOO1 sea
restringida al periodo de consumo del probiético, y de que la inmunidad retorne a
los valores base cuando se suspende, indica que la immunorregulacion puede ser
cuidadosamente controlada mediante el control de la ingesta dietaria (Gill, 2001;
Kitazawa, 2002).

Recientes investigaciones han indicado que las LAB pueden potencialmente
inducir la secrecién de citocinas, incluyendo interferones y pro-interferones tales
como interleucina-12 e IL.18; esas citocinas inmunorregulatorias estimulan la
inmunidad mediada por células preferencialmente, y por lo tanto es posible

aumentar la capacidad para la fagocitosis por dos distintos tipos de leucocitos.

Marteau (1996) demostré que la leche fermentada con L. acidophilus no alteraba
las secreciones de inmunoglobulinas en el yeyuno, pero conducia a un incremento
de las IgA séricas. Desde entonces, Schiffrin y colaboradores (1995) observaron
un incremento en la actividad fagocitica de los leucocitos sanguineos, en sujetos
que habian ingerido una leche fermentada con L. acidophilus durante 3 semanas.

El consumo de cepas adhesivas L. johnsonii Lj1 y B. lactis Bb12 ha mostrado
incrementar la fagocitosis de E coli “in vitro”. Una combinacién de ambas cepas
con S. thermophilus, también ha mostrado actividad adyuvante cuando son

consumidos en combinacién con un atenuador de Salmonella typhimurium. La
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preparacion causd un incremento significativo en IgA sérica especifica a la
Salmonella (Collins et al 1998).

Experimental y clinicamente se ha demostrado que es posible la recolonizacion
del ftracto gastrointestinal con cepas apropiadas de microorganismos
suministrados oralmente, y que dicha recolonizaciéon puede reestablecer la
tolerancia y el subsecuente desarrollo de un fenotipo inmune balanceado. Esas
observaciones indican dos importantes principios:

« Primero: que mientras la microflora intestinal es sin duda importante en
soportar un funcional aun sistema inmune balanceado, el proceso que
permite este balance puede ser estimulado por la colonizacién pasajera del
tracto gastrointestinal con apropiadas cepas de microorganismos- mas
cominmente bacterias acido lacticas Gram positivas (Lactobacillus), o bien
con Bifidobacterium, ingeridos oralmente como probiéticos.

+ Segundo: que la funcién del sistema inmune, tanto a nivel sistémico como
local del tracto gastrointestinal, puede ser influenciada por sefiales
provenientes de esos nuevos colonizadores (Collins, 1998; Adawi, 2001;
Albillos, 2002; Temmerman, 2002; Ali, 2005).

La adherencia de cepas probioticas que pasajeramente colonizan el tracto
intestinal, causa un incremento en los niveles de IgA, generando una mayor
respuesta de IgA sérica frente a patoégenos tales como Salmonelia typhi Ty21a
(Collins, 1998; Holzapfel, 2002).

Las células intestinales productoras de IgA estan principalmente en los parches de
Peyer. Para ejercer un efecto en el sistema inmune, un microorganismo probiético
debe activar las células linfoides del intestino, las cuales estan distribuidas entre
las células epiteliales y la submucosa. Los probiéticos pueden afectar esas células
a través de la interaccion entre el tejido linfoide y los probidticos completos, sus
fragmentos o metabolitos producidos in situ (Ouwehand, 1999).
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La mayor parte del secuestro de los antigenos por el intestino se realiza en los
foliculos asociado al epitelio y presentes en los parche de Peyer. Los foliculo
asociados al epitelio estan formado por una monocapa de celulas epiteliales
alternadas con células M. Aunque las células M son poco frecuentes, son
adecuadas para jugar el papel principal en la inmunomodulacién probiética cuando
la respuesta inmune es inducida por los propios microorganismos. Esto aplica
principalmente cuando el hospedero tiene un intestino sano (Ouwehand, 1999).

Parece que muchos efectos probitticos son mediados a través de regulacion
inmune, y especialmente a través de control de balance de citocinas pro
inflamatorias y antiinflamatorias, por lo que se sugiere el uso de probiéticos como
herramientas innovadoras para aliviar la inflamacion intestinal, normalizar
disfunciones mucosales intestinales, y regular hipersensibilidad. Todo parece
indicar que la estimulacidon inmune por cepas probidticas estd basada en
colonizacién pasajera o a largo plazo, a través de la adhesién o agregacion sin
invasion (Wilhelm, 2002).

En un innovador estudio de investigacion llevado a cabo “in vitro” (Prasad, 1998)
se comparan los efectos inmunolégicos de LAB vy distintas enterobacterias sobre
enterocitos humanos. Mientras que las enterobacterias son capaces de activar las
células epiteliales del intestino por si mismas, las LAB lo hacen mediante la
induccién de la expresién de ciertos marcadores superficiales en las células
epiteliales intestinales, haciéndolas méas sensibles a la exposiciéon simultanea de
IFN-gama. Por otra parte, el mecanismo disparado por las enterobacterias da
lugar a una respuesta inflamatoria local (con produccion de IL-8, MCP-1, TNF-alfa
y GM-CSF) que no ocurre con las LAB, caracteristica interesante en relacién con
su papel protector de la mucosa intestinal. El efecto de las bifidobacterias en su
paso por el intestino y los mecanismos por los que estimulan el sistema inmune
también han sido estudiados, (Prasad, 1998) y se ha comprobado que el consumo
regular de leche fermentada puede prevenir la infeccion, gracias a la accion de la

IgA secretora que impide la absorcién de antigenos por el epitelio de las mucosas,
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asi como su entrada al interior del organismo, y de ese modo se evita el anclaje de

microbios patégenos al epitelio intestinal.

4. EFECTOS NUTRICIONALES

La presencia de microorganismos probidticos en el tracto gastrointestinal del
hospedero, permite a éste la asimilacién de micronutrientes de excrecién por los
probidticos, que durante su metabolismo los transforman, mejorando su
biodisponibilidad para el hospedero (Prasad, 1999).

Algunos microorganismos tienen la habilidad de unirse a iones metélicos
presentes en el ambiente externo; pueden unirlos a la superficie celular o
acumularios en la célula. Estas propiedades han sido explotadas también en
preparaciones probidticas: las levaduras y lactobacilos son capaces de captar
selenio del medio de crecimiento y concentrarlo al interior de la célula y ambos
producen una forma orgéanica, a partir de selenio inorganico. Recientemente,
levaduras y lactobacilos con selenio han sido comercializados como un

suplemento de selenio el cual es mucho mas biodisponible (Bomba, 2002).

El cromo trivalente es el constituyente activo del factor tolerancia de glucosa
(GTF), el cual es necesario para potencializar la insulina. La levadura es capaz de
producir GTP y por lo tanto sirve como un suplemento alimenticio de la forma no
téxica y bioactiva del cromo (Bomba, 2002).

Ciertas especies de Lactobacillus son capaces de concentrar altos niveles de
manganeso, lo que permite que se utilicen como vehiculos para suplementar este
nutriente (Prasad, 1999).

En la elaboracion de productos lacteos fermentados con microorganismos
probiéticos, se producen cambios en los macro y micronutrientes de la leche, se
modifican su sabor y textura, asi como la digestibilidad de los nutrientes. Por
ejemplo, mejora la biodisponibilidad de la proteina y de la grasa de la leche. Por
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esta razon, los lacteos fermentados constituyen una importante fuente de
proteinas de alta calidad ademas de ser una excelente fuente de calcio,
riboflavina, vitaminas A y D, magnesio y zinc, nutrientes que son de gran bio-
utilidad. Por otro lado, el acido lactico producido en la fermentacion funciona como
un antiséptico del sistema digestivo y facilita la absorcién del calcio y fésforo de la
leche (Prasad, 1999).

Los microorganismos probiéticos incrementan la produccion de vitaminas del
complejo B lo cual también aporta al fortalecimiento del sistema inmunolégico. Por
ejemplo, el acido folico (o folato) no es abundante en la leche, pero se sintetizan
cantidades significativas durante la fermentacion. Ademas, en humanos el acido
folico es producido por la microbiota en el intestino grueso y asimilado por el
hospedero. Crittenden (2002) reporta un mecanismo de absorcién luminar de
acido félico por células del colon humano, lo cual sugiere que el folato producido in

situ por la microbiota puede ser utilizado por células en el epitelio del colon.

5. EFECTOS DE DISMINUCION DE NIVELES DE COLESTEROL

Hay evidencias de que el consumo de leche fermentada reduce significativamente
el colesterol sérico. Por ejemplo, Bomba y colaboradores (2002) han reportado la
influencia de los probiéticos en los niveles de colesterol de la sangre por inhibicion
de la sintesis, o directamente porque lo asimilan. En individuos
hipercolesterolémicos, la reduccién significativa de niveles de colesterol en plasma
esta asociada con una reduccion significativa en el riesgo de ataques cardiacos
(Lourens-Hattingh, 2001).

El sitio principal del metabolismo del colesterol es el higado, aunque se forman
cantidades apreciables en el intestino. Se ha observado que ciertas cepas de L.
acidophilus y algunas especies de Bifidobacterium son capaz de bajar los niveles
de colesterol dentro del intestino. El colesterol coprecipita con sales biliares en
pH'’s bajos, provocados por las bacterias acidolacticas (Lourenss-Hattingh, 2001).

52



MECANISMOS DE ACCION

Los cultivos de Bifidobacterium y L. acidophilus juegan un importante papel en la
disminucion del colesterol sérico, aunque el mecanismo no esta claramente
entendido. Una teoria es que L. acidophilus reconjuga los acidos biliares en acidos
libres, los cuales son excretados mas rapidamente del tracto intestinal que los
acidos biliares conjugados. Al ser excretadas sales biliares libres, la sintesis de
nuevos acidos biliares puede reducir la concentracion de colesterol total en el
cuerpo (Lourenss-Hattingh, 2001).

Kaur y colaboradores (2002) reportan un trabajo en el cual la administracién de
Lactobacillus reuteri CRL 1098 por 7 dias a ratones hipercolesterolémicos,
disminuyo el colesterol total a 38.7%.

6. SUPRESION DE CANCER

El cancer es una de las causas mas importantes de mortalidad en paises
occidentales. Aunque no hay evidencia experimental directa de supresion de
cancer en humanos como un resultado del consumo de microorganismos
probiéticos, hay una gran cantidad de evidencias basadas en estudios de
laboratorio. Se han demostrado actividades antimutagénicas de células vivas y
muertas de diferentes cepas de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium y de
acidos organicos usualmente producidos por esas bacterias probiéticas, usando

potentes quimicos mutagenos y pro-mutagenos.

El mecanismo preciso de accion no esta definico ain, sin embargo, pueden tener
lugar una amplia variedad de mecanismos, entre los que destacan:

a) aumento de la respuesta inmune del hospedero,

b) union y degradacion potencial de carcindgenos, tales como
nitrosaminas, y disminucién de la actividad de nitroreductasa, en la
sintesis de nitrosaminas.

c) alteraciones cuantitativas y/o cualitativas de la microflora intestinal,

d) alteracién de las actividades metabdlicas de la microflora intestinal y
alteracion de condiciones fisicoquimicas en el colon.
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e) produccion de compuestos antimutagénicos,

f) supresion de tumores por un mecanismo de respuesta inmune

g) modulacién de enzimas procarcinogénicas en el intestino

h) la supresiéon de bacterias generadoras de [-glucosidasa, B-
glucoronidasa y azoreductasa, que catalizan la conversion de

procarcinégenos a carcinégenos (Bomba, 2002).

La habilidad que tienen los miembros de la microflora gastrointestinal, de convertir
precursores naturalmente presentes en las dietas a formas carcinogénicas por
procesos enzimaticos, estd ampliamente documentada (Bielecka. 2002). y es muy
probable que contribuya a la etiologia del cancer de colon. Las LAB presentan
niveles muy bajos de tales conversiones, en comparacion con otras bacterias
intestinales. (Bomba et al 2002). Diversos estudios en animales y humanos han
demostrado la habilidad de las LAB para reducir la toxicidad del contenido
intestinal suprimiendo los niveles de enzimas bacteriales tales como B-
glucoronidasa, nitroreductasa, azo-reductasa y ureasa, todas ellas implicadas en
la actividad procarcindgena (Salminen, 1998; Gopal, 2001; Lourens-Hattingh,
2001).

Ademas, algunos productos metabdlicos finales de las LAB, tales como butirato y
acido butirico, tienen actividad antitumoral in vitro. Hay también un nimero de
estudios animales in vitro e in vivo que demuestran la inhibicién de tumores por
LAB mas directamente (Gill, 2001). En humanos, la evidencia para tales
actividades es aun circunstancial. Sin embargo, Aso y colaboradores (1995)
reportaron el primer caso clinico en el cual la administraciéon oral de la cepa L
casei Shirota mostré reducir la recurrencia de carcinoma superficial de vejiga en
humanos. (Matsumoto, 2004; Philpott, 2004).

Una amplia variedad de bacterias (y también de levaduras) son capaces de unirse

in vitro a mutagenos. Incluso se ha observado que células bacteriales no viables
son capas de unirse a mutagenos y carcinégenos. En humanos, pruebas con
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cepas probidticas han sido asociadas con la reduccion de mutagenos fecales o
actividad enzimatica fecal involucrada en activacion mutagénica o carcinogénica.
Las enzimas fecales tales como nitroreductasa y B—glucuronidasa tienen la
habilidad de convertir pro-carcindgenos a carcindégenos en el colon. En estudios
en humanos, el consumo de L. acidophilus NCFB 1748 mostré decrecimiento de
mutagenicidad fecal y urinaria. La supresion de la mutagenicidad urinaria también
ha sido mostrada después del consumo de cepas de L. casei Shirota. La
suplementacion con L rhamnosus GG mostro la reduccién de actividad de  de B-
glucuronidasa fecal, nitroreductasa y acido glicocélico hidrolasa en hembras
sanas. La reduccién de actividad enzimatica fecal también se ha mostrado
después del consumo de L. gasseri ADH (Adawi, 2001).

En Japén han llevado a cabo una serie de pruebas de alimentacién animal que
han mostrado que el kefir y los granos de kefir disminuyen o previenen el
crecimiento de una amplia variedad de canceres (Adawi, 2001).

La administracién oral de la cepa de L. casei Shirota ha mostrado tener
propiedades inhibitorias en tumores en ratas inducidos quimicamente. El efecto
benéfico de los probiéticos en la terapia de cancer ha sido asociado con sus
propiedades antimutagénicas y la habilidad para modular pardmetros inmunes,
incluyendo células T, células killer (NK) y actividad macréfaga, los cuales son
importantes para impedir el desarrollo del tumor (Matsumoto, 2004, Philpott,
2004).

Los estudios in vivo han mostrado una disminucion en la actividad mutagénica de
las aminas heterociclicas (procarcinégenos) en presencia del L. acidophilus. El
enlace directo de los procarcinégenos puede ser el responsable de este efecto
(Lee, 1995; Orrhage, 1994; Matsumoto, 2004; Philpott, 2004).
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7. PROMOTORES DE CRECIMIENTO

Los efectos encontrados en la promocion del crecimiento mediante la
suplementacion de microorganismos probidticos han sido asociados al optimo
mantenimiento de la superficie epitelial del intestino, lo cual se traduce en una

adecuada asimilacién de nutrientes por parte del hospedero.

Un exitoso promotor del crecimiento, no solo favorecer el crecimiento, también
debe estar desprovisto de efectos adversos. Las LAB han sido consumidas en
alimentos fermentados por varios siglos, sin algin efecto adverso obvio
(Bernardeau, 2002).

El uso de cultivos de bacterias probidticas estimula el crecimiento de
microorganismos preferentes, disminuyendo la poblacion de bacterias
potencialmente dadinas y reforzando el mecanismo de defensa natural del cuerpo
(Puupponen, 2002).

Los acidos orgéanicos, junto con probidticos y carbohidratos especificos en
particular los presentes en las paredes celulares de las levaduras, se han
reportado frecuentemente como alternativa al uso de promotores de crecimiento
de tipo antibiético (Bomba, 2002).

Propiedades y mecanismos de accion propuestos.

» Fermentan alimentos que serian indigeribles de otro modo, obteniendo
metabolitos benéficos a partir de ellos.

* Mejoran el proceso normal de la digestion, incrementando la absorcion
de minerales (entre ellos el calcio, lo que es interesante para evitar la
osteoporosis), la produccién de vitaminas (sobre todo las del tipo B,
como niacina, acido folico, biotina y vitamina B6), y la recuperacion de
componentes valiosos (como los acidos grasos de cadena corta).
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e Protegen ecolégicamente contra bacterias, hongos y virus patdgenos,
impidiendo que colonicen el tracto gastrointestinal, como sucede con la
bacteria Helicobacter pylori causante de Ulceras y cancer gastrico.

e Regularizan del sistema digestivo, reduciendo procesos inflamatorios,
produccién de gases intestinales, etc.

e Tienen un papel inmunomodulador que les permite mejorar el

desempefio del sistema inmunolégico.

Las bacterias acido lacticas y bifidobacterias han mostrado diversos efectos
fisioldgicos benéficos, como actividad antimicrobial, aumentando de potencia
inmune y actividad antitumorigénica (Kullizaar, 2002).

Desde luego, la identificacién y esclarecimiento de los mecanismos de accién de
los probiéticos, sigue siendo una de las areas mas interesantes e importantes en
la investigacion sobre probiéticos, ya que de este conocimiento pueden obtenerse

enormes beneficios.
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APLICACIONES

APLICACIONES

Las aplicaciones dadas a los microorganismos probi6ticos han sido variadas;
desde su incorporacion en alimentos humanos, en alimentos para ganado, en la
conservacion de alimentos, en la estabilizacion de la microflora intestinal, como
coadyuvante en el tratamiento de diversas enfermedades por su efectos

favorables en el sistema inmunolégico, etc.

El mayor interés por las dietas saludables esta estimulando el desarrollo de
nuevos productos dentro de la industria de alimentos (Kullisaar, 2002).

Actualmente, siguen predominando los productos probidticos lacteos, pero la
intolerancia a la lactosa y el contenido de colesterol son dos desventajas
relacionadas con su consumo en humanos. Betoret y colaboradores (2003)
proponen la utilizacion de matrices de frutas y vegetales como vehiculos. Ellos han
aplicado tecnologias tales como impregnacién por aspersion para incorporar
componentes fisiolégicamente activos en la estructura de frutas y vegetales,
logrando introducir células microbiales en la matriz estructural de tejidos de

manzana fresca por esta técnica.

Charalampopoulos y colaboradores (2002) por su parte, se han enfocado a la
inclusion de microorganismos probidticos en productos de cereales para ofrecer a
los consumidores alternativas tales como bebidas, papillas de avena, etc, en su
busqueda de productos probiéticos no lacteos.

El uso de cultivos probidticos en los alimentos, también es frecuentemente
restringido por su limitada estabilidad. Puupponen y colaboradores (2002)
recomiendan una tecnologia de encapsulacion a la medida para probiéticos, en la
cual grandes granulos de almidén de papa son tratados enzimaticamente y
llenados simultaneamente con bacterias probidticas. A continuacién, se precipita
amilosa solubilizada para recubrir los granulos de almidén llenos de bacterias.
Finalmente, el producto es deshidratado. El material seco resultante, es un polvo
suave conteniendo por lo menos 10° bacterias vivas por gramo y sus propiedades
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fisicas pueden conservarse alin a humedad ambiental alta, por casi seis meses de
almacenamiento. El grupo de trabajo ha logrado aumentar la viabilidad y
estabilidad en las matrices de almidon incorporadas a los alimentos con el uso de
esta tecnologia, ademas de obtener una liberacién controlada durante la digestion

del consumidor.

El uso de probitticos como coadyuvantes en el tratamiento de algunas
enfermedades en humanos es cada vez mas frecuente, debido a los resultados de
investigaciones cientificas que apoyan su utilizacion. Algunas de sus aplicaciones

son:

e Proteccion contra desérdenes gastrointestinales, incluyendo infecciones y

enfermedades estomacales inflamatorias (Cross, 2002).

e Coadyuvante en el tratamiento oncolégico para hacer frente a la

agresividad de los agentes quimioterapéuticos (Ouwehand,1999).
* Prevencién y tratamiento de desérdenes alérgicos (Kankaanpaa, 2002).

» Mejoramiento de la asimilacion de nutrientes (Collins, 1998).

Otra aplicacion de gran interés es la utilizacion de microorganismos probiéticos en
la formulacién de alimentos para ganado, reportandose resultados como:

* Promotores de crecimiento en el ganado porcino (Cabrera, 1989).

e Aumento en la resistencia a enfermedades en animales acuaticos
(Tsunoda, 2002).

e Mejoramiento en la asimilacién de nutrientes. Control del sindrome de la
diarrea pos-destete de cerdos (Bomba, 2002).

+ Estabilizacion de la flora intestinal, elaborando vitaminas, necesarias para

aves de corral (Salminen, 1998).
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e Sintesis de enzimas que ayudan a la digestién (Chiva, 2002).

Chiva y colaboradores (2002) presentan una interesante propuesta con la llamada
“terapia de interferencia microbial” (MIT por sus siglas en inglés), la cual consiste
en mantener o restaurar la salud introduciendo microorganismos vivos
(probiéticos) al hospedero, para estabilizar el balance de la flora intestinal. Ellos
sugieren que los probidticos pueden ser usados en la prevencion de infecciones

bacterianas de origen intestinal en diferentes escenarios.

Las bacterias probiéticas son frecuentemente usadas como el ingrediente activo
de alimentos funcionales tales como bio-yogurts, dietéticos, y productos
reguladores de la salud.

La utilizacion de bacterias probiéticas como conservadores en productos
alimenticios no es nuevo, sin embargo, ha sido retomado con la observacion de
que las bacterias acido lacticas pueden actuar como cultivos probioticos y como
conservadores en diversos productos camicos y lacteos (Stanton, 2001; Ogawa,
2001).

Ahola y colaboradores (2002) mostraron que el consumo de leche conteniendo
Lactobacillus GG por periodos prolongados, causa una reduccién significativa en
el riesgo de caries en nifios. LGG puede colonizar la cavidad oral.

Gardiner y colaboradores (2002) han probado la eficacia de Lactobacillus
rhamnosus GR-1 y L. fermentum RC-14 en el tratamiento y prevencion de

infecciones urogenitales en mujeres.

Kaur y colaboradores (2002) reportan la obtencion de una nueva clase de
probidticos basados en cepas recombinantes de bacterias para producir
determinadas proteinas terapéuticas. Las propiedades biolégicas de Bacillus
subtilis 2335 fueron transformadas por el plasmido codificante para la sintesis del
interferon humano a-2. La cepa recombinante mostr6 una alta actividad
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antagonica contra patégenos y adquirid propiedades antivirales marcadas debido
a la sintesis del interferén; usando esta cepa se ha disefiado un nuevo probiético
que posee una combinacion de propiedades antibacteriales y antivirales.
Investigaciones clinicas y bacteriolégicas durante y después de la administracion
oral en ratones, mostraron inocuidad y la ausencia de efectos colaterales. Se ha
probado su habilidad para incrementar la efectividad de terapia antitumoral. El
tratamiento combinado resulté en una inhibicion significativamente alta del
crecimiento de tumores primarios, en comparaciéon con el grupo control que sélo

recibié el medicamento.

Los estudios recientes se enfocan principalmente a la bisqueda y seleccion de
més especies de bacterias probiéticas. La aplicacion de métodos de ingenieria
genética puede ayudar a disefiar una nueva generacién de probidticos con

propiedades biologicas predisefiadas.
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DISCUSION

DISCUSION

El uso de alimentos probiéticos se ha dado desde épocas antiguas, sin que sus
mecanismos de accion en el efecto de brindar beneficios a la salud del consumidor

hayan sido completamente entendidos.

La primera propuesta dada por Metchnikoff a principios del siglo XX atribuyendo
los efectos de la longevidad de los pueblos caucasicos al consumo de leche
fermentada, no fue ampliamente aceptada, en principio, debido a la falta de
conocimiento de los mecanismos de accion.

Desde la sugerencia hecha por Metchnikoff a la fecha, se ha generado una gran
cantidad de resultados cientificos que respaldan el uso de microorganismos
probioticos, lo cual, a su vez, ha generado que el publico considere esta otra
alternativa en la prevencion de enfermedades y el mejoramiento de la salud.

Las aplicaciones se han extendido no sélo al consumo en humanos, sino también
se han generado productos para distintos animales de granja, e incluso se han

incluido en las formulaciones de alimento para peces.

Se han realizado una gran cantidad de experimentos in vitro los cuales han
permitido establecer las rutas mediante las cuales se ejercen los efectos positivos.
Estas se han comprobado en animales de laboratorio, y es necesario que se
compruebe su absoluta inocuidad en seres humanos, antes de su aplicacion en

éstos.

Con la generacion de una conciencia de la salud, observada cada vez mas en la
sociedad, donde hay una demanda continua por alimentos promotores de ésta, se
ha visto estimulada la innovacién y desarrollo de nuevos productos en la industria
de alimentos. La industria de los alimentos estd orientando el desarrolio de
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nuevos productos al area de alimentos funcionales e ingredientes funcionales,

debido a la demanda de los consumidores por estos “alimentos saludables”.

En el campo de la terapéutica y la atencion especial a pacientes con problemas
serios o de larga duracién, se han empleado diversas combinaciones de terapias
especificas con probiéticos; desde luego los estudios incluyen controles de
pacientes a los cuales (nicamente se dio el medicamento. Los resultados de
muchos de estos estudios, han permitido respaldar el efecto probidtico como

coadyuvante en la terapia.

También destacan, en los ultimos afos, estudios clinicos y experimentales que
respaldan los efectos benéficos de las cepas probiéticas en la salud humana y
bienestar, ofreciendo a los consumidores tres principales efectos en la salud: el
mejoramiento de la salud intestinal, la disminucién de colesterol en la sangre, y el
fortalecimiento de los mecanismos naturales de defensa del cuerpo.

El uso de microorganismos probitticos se presenta como una valiosa opcién
alternativa al tratamiento antibiético. El mercado para los alimentos funcionales
esta creciendo a una velocidad muy rapida y los productos probioticos representan

un area potencialmente creciente.

Aun con la gran cantidad de evidencia cientifica que respalda los efectos
benéficos de los microorganismos probiéticos en la salud de los consumidores,
todavia falta mucho por conocer, se requiere saber mas acerca de los
mecanismos de accion, la seleccion de nuevas cepas y su aplicacion en alimentos

funcionales especificos.
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CONCLUSIONES

» Enla actualidad se cuenta con una gran cantidad de estudios cientificos

que respaldan el uso de microorganismos probiéticos

» Es de primordial importancia continuar en la busqueda de los mecanismos
por los cuales los microorganismos probidticos ejercen beneficios al

consumidor.

» Se requieren métodos moleculares para examinar la microbiota intestinal y
para mapear la ubicacion y actividad de las cepas probidticas en el tracto
intestinal, de modo que se puedan distinguir las cepas probidticas ingeridas,
de las miles de cepas bacterianas nativas.

> Los principales desafios para el futuro incluyen la incorporacion de uno o
mas probidticos, en combinacion con sustratos prebiéticos adecuados,

para aumentar la eficacia de la preparacién para uso clinico.

» Cada mes surgen gran cantidad de publicaciones con evidencias que
confirman los efectos benéficos de los probidticos en la salud de los
consumidores; estos datos apoyan su uso en nuevas aplicaciones clinicas
potenciales para la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades.

» Debido al aumento significativo en el consumo de productos probiéticos en
el mundo, es importante que tales productos estén correctamente
etiquetados y que la seguridad y funcionalidad de las cepas probidticas
utilizadas estén bien documentadas.

» Considerando que la dieta es el principal blanco estratégico de salud, el

desarrollo de alimentos que promueven la salud y bienestar debe ser una
de las prioridades de la investigacion en la industria alimentaria.
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> Las investigaciones en tecnologia son una de las areas mas importantes,
para maximizar la estabilidad de caracteristicas funcionales durante la
manufactura, la formulacion, el almacenamiento, y en el paso por el tracto

intestinal.

> Adicionalmente, la eficacia del producto puede aumentarse mediante la
interaccion sinérgica entre los ingredientes funcionales como es,

potencialmente, el caso de los prebiéticos al formar los simbidticos.

» Las tendencias futuras de las investigaciones cientificas y tecnol6gicas
deberan:

o Estudiar el mecanismo de accién de los probiéticos en el tracto
gastrointestinal, y desarrollar herramientas de diagnéstico y

biomarcadores para su valoracion.

o Evaluar el papel de los probidticos en la salud de los grupos

consumidores.

o Examinar el efecto de los probidticos en las infecciones y
enfermedades gastrointestinales, y en alergias.

o Asegurar la estabilidad y viabilidad de los productos probiéticos
mediante tecnologias modernas, como la bioencapsulacion.

o Desarrollar la tecnologia para aplicacién de probiéticos no

lacteos, por ejemplo basados en cereales.
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» La ingenieria genética estd jugando un papel muy importante en la
obtencién de cepas idéneas de probidticos. Seguramente en los préximos
afios habra importantes desarrollos para obtener mejores cepas y
productos.
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