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RESUMEN 
 
 
Nuestro grupo ha descrito el aislamiento y la caracterización de tres cepas probióticas 

(Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus 

rhamnosus CNCM I-4036) a partir de las heces de niños recién nacidos y alimentados 

exclusivamente con leche materna. Estas cepas demostraron adherirse a la mucosa intestinal en 

estudios in vitro, tener la característica de ser sensibles al uso de antibióticos y resistir 

condiciones gástricas de pH elevado y presencia de sales biliares. 

En el presente trabajo se ha realizado un estudio multicéntrico, aleatorizado, doble ciego y 

controlado por placebo con 100 individuos sanos de tres ciudades españolas, en donde se ha  

evaluado la tolerancia, seguridad, colonización intestinal y efectos inmunomoduladores de 

estas tres cepas probióticas. Los voluntarios se sometieron a un primer período de lavado de 15 

días y seguidamente fueron divididos aleatoriamente en cinco grupos para recibir diariamente 

un placebo, una cápsula que contenía una de las tres cepas, o bien una mezcla de 

Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 durante 30 días. 

Tras la intervención, hubo un segundo lavado de 15 días. Los voluntarios no consumieron 

ningún producto que contuviera alguna otra cepa probiótica, ni productos fermentados, 

durante la totalidad del estudio. 

Los síntomas gastrointestinales, la frecuencia y la consistencia de las heces no se alteraron por 

la ingesta de ninguna cepa probiótica. No se observaron cambios relevantes en la sangre ni el 

suero de los voluntarios, ni eventos adversos en la totalidad del estudio. La administración de 

las cepas probióticas modificó ligeramente las poblaciones bacterianas de las heces de los 

voluntarios. La persistencia intestinal ocurrió en los voluntarios que recibieron la cepa 

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036. La administración de Bifidobacterium breve CNCM I-

4035 aumentó significativamente el contenido de IgA secretora en heces. Las concentraciones 

séricas de IL-4 e IL-10 aumentaron, mientras IL-12 disminuyó, en los voluntarios que recibieron 

probióticos. Estos resultados demuestran que el consumo de las tres cepas bacterianas es 

seguro y que ejercen efectos inmunomoduladores.  

Por otro lado, se ha evaluado el efecto de estas cepas en la esteatosis hepática de ratas obesas, 

y el efecto inmunomodulador de dichas cepas. Se utilizaron ratas Zucker como modelo genético 

de obesidad. Las ratas Zucker recibieron una de las tres cepas, una mezcla de L. paracasei CNCM 

I-4034 y B. breve CNCM I-4035, o bien un placebo durante 30 días. 



No hubo alteraciones en la histología intestinal de ninguno de los grupos experimentales. El 

contenido de triacilglicéridos hepáticos disminuyó significativamente en las ratas Zucker obesas 

que recibieron L. rhamnosus CNCM I-4036, B. breve CNCM I-4035 y la mezcla de B. breve CNCM 

I-4035 y L. paracasei CNCM I-4034. También, el área correspondiente a los lípidos neutros fue 

significativamente menor en los hígados de todos los grupos de ratas Zucker obesas que 

recibieron alguna cepa probiótica, comparado con las ratas obesas que recibieron placebo. 

Cabe destacar que las ratas Zucker obesas que recibieron placebo tenían mayor contenido de 

lipopolisacárido sérico comparado con las ratas Zucker obesas que recibieron probióticos. Por lo 

que se refiere a efectos inmunomoduladores, los valores séricos de TNF-α disminuyeron en las 

ratas Zucker obesas que recibieron L. rhamnosus CNCM I-4036, B. breve CNCM I-4035 y la 

mezcla de B. breve CNCM I-4035 y L. paracasei CNCM I-4034, mientras que las ratas que 

recibieron L. paracasei CNCM I-4034 presentaron menores valores séricos de IL-6. En 

conclusión, las cepas probióticas redujeron la esteatosis hepática, en parte debido a la 

disminución sérica de lipopolisacárido, y demostraron poseer cierto efecto antiinflamatorio en 

las ratas Zucker obesas.  
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INTRODUCCIÓN  

 

El nivel de salud de los individuos está condicionado primordialmente por factores genéticos 

y ambientales. De estos últimos, la variable externa más importante es la alimentación. Una 

alimentación apropiada debe satisfacer diariamente las necesidades nutricionales individuales e 

incorporar valores culturales, gastronómicos y de satisfacción personal. Estudios recientes en el 

ámbito de la nutrición humana demuestran que los desajustes alimentarios son la principal causa 

del desarrollo precoz de la mayor parte de las enfermedades crónicas o degenerativas en la 

sociedad actual. Por lo tanto, en nuestra mano está la posibilidad de incorporar hábitos de vida 

saludable, un mejor perfil alimentario y conseguir una disminución global de los factores de riesgo 

existentes en la población (Plaza-Díaz et al., 2013). 

 

En el tratamiento de algunas patologías digestivas se ha comenzado a introducir nuevas 

estrategias basadas en el uso de probióticos, “microorganismos vivos no patógenos que, ingeridos 

en cantidades suficientes, modulan o actúan sobre determinadas funciones del organismo, 

produciendo un efecto beneficioso, más allá del puramente nutricional, como contribuir al 

equilibrio de la microbiota intestinal del hospedador y potenciar el sistema inmunitario” (FAO, 

2002). En general, éstos suelen ser bacterias lácticas del género Bifidobacterium, Lactobacillus, una 

mezcla de ellas u otros microorganismos que pueden ser empleados en adultos y niños.  

 

Para que una bacteria pueda ser considerada “probiótica” es necesario que supere 

diferentes etapas: su aislamiento, identificación, caracterización y evaluación. La identificación de 

los microorganismos es el primer paso en la selección de potenciales probióticos. Las nuevas 

técnicas de biología molecular permiten discriminar, con diversos grados de éxito, bacterias 

estrechamente relacionadas. Métodos moleculares adicionales, tales como la electroforesis en gel 

de gradiente y la fluorescencia mediante hibridación in situ (por sus siglas en inglés fluorescent in 

situ hybridization, FISH), se emplean para identificar y caracterizar éstas nuevas bacterias.  

 

Uno de los beneficios clínicos mejor demostrados de los probióticos es la prevención y el 

tratamiento de la diarrea aguda asociada a los antibióticos. No obstante, hay cada vez más 

evidencia de su beneficio  en el tratamiento de alergias, enfermedades metabólicas e intestinales. 
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Existen varios mecanismos propuestos por los que los probióticos ejercen sus efectos beneficiosos, 

ya sea por la regulación de la permeabilidad intestinal, la mejora de la función barrera y el 

equilibrio entre citoquinas pro y anti-inflamatorias. En la actualidad, hay un gran número de 

estudios llevados a cabo in vitro y en animales para probar los efectos de los probióticos. Sin 

embargo, el método más fiable para evaluar los beneficios terapéuticos de cualquier cepa 

probiótica es el uso de ensayos aleatorizados en humanos controlados por placebo (Fontana et al., 

2013). 

 

Recientemente, nuestro grupo ha identificado y caracterizado tres nuevas cepas probióticas, 

Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus 

rhamnosus CNCM I-4036 que se aislaron de heces de niños alimentados exclusivamente con leche 

materna (Muñoz-Quezada et al., 2013). Tras una evaluación inicial de las tres cepas en modelos in 

vitro, el Instituto Pasteur (Vieites Fernández et al., 2010) las calificó como bacterias nuevas. El 

objetivo general de este trabajo fue evaluar la seguridad, tolerancia y efectos de las 3 cepas 

probióticas sobre el sistema inmunitario tanto de voluntarios sanos como de ratas obesas Zucker 

(fa/fa). 

 

 Para ello los objetivos específicos fueron: 

 

1. Evaluar la seguridad y tolerancia de las tres cepas probióticas en individuos sanos. 

2. Investigar los efectos de las tres cepas sobre el sistema inmunitario de individuos sanos. 

3. Determinar si la administración de las tres cepas probióticas modificó las poblaciones 

microbianas de los voluntarios sanos. 

4. Evaluar el efecto de la ingesta de las cepas probióticas sobre valores antropométricos y el 

perfil lipídico en ratas obesas. 

5. Determinar el efecto de la ingesta de las tres cepas probióticas sobre biomarcadores de 

riesgo cardiovascular e inflamación de ratas obesas. 

6. Determinar el efecto de la ingesta de las tres cepas probióticas sobre la esteatosis hepática y 

su efecto sobre los niveles séricos de lipopolisacárido en ratas obesas.  
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 El siguiente trabajo sigue el esquema que a continuación se detalla. En la parte de 

Antecedentes se exponen tres revisiones publicadas y un trabajo original: 

- Fontana L, Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz J, Muñoz-Quezada S, Gil A. Sources, isolation, 

characterisation and evaluation of probiotics. Br J Nutr 2013, 109(Suppl 2):S35-50.  

- Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz J, Muñoz-Quezada S, Gomez-Llorente C, Gil A. Probiotic 

mechanisms of action. Ann Nutr Metab 2012, 61(2):160-74.  

- Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz J, Fontana L, Muñoz-Quezada S, Gil A. In vitro cell and tissue 

models for studying host-microbe interactions: a review. Br J Nutr 2013, 109(Suppl 2):S27-

34. 

- Muñoz-Quezada S, Bermudez-Brito M, Chenoll E, Genovés S, Gomez-Llorente C, Plaza-Diaz J, 

Matencio E, Bernal MJ, Romero F, Ramón D, Gil A. Competitive inhibition of three novel 

bacteria isolated from faeces of breast milk-fed infants against selected enteropathogens. Br 

J Nutr 2013, 109(Suppl 2):S63-69. 

 En la parte de Resultados se incluyen dos publicaciones sobre los hallazgos principales de los 

proyectos de investigación realizados: 

- Plaza-Diaz J, Gomez-Llorente C, Campaña-Martin L, Matencio E, Ortuño I, Martínez-Silla R, 

Gomez-Gallego C, Periago MJ, Ros G, Chenoll E, Genovés S, Casinos B, Silva A, Corella D, 

Portolés O, Romero F, Ramón D, Perez de la Cruz A, Gil A, Fontana L. Safety and 

immunomodulatory effects of three probiotic strains isolated from the feces of breast-fed 

infants in healthy adults: SETOPROB study. Plos One 2013, 8(10):e78111. 

 

- Plaza-Diaz J, Gomez-Llorente C, Abadia-Molina F, Saez-Lara MJ, Campaña-Martin L, Muñoz-

Quezada S, Romero F, Gil A, Fontana L. Effects of Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, 

Bifidobacterium breve CNCM I-4035 and Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 on hepatic 

steatosis in Zucker rats. Plos ONE 2014, En prensa. 

 

 Finalmente, en un apartado de Anexos se recogen los trabajos publicados en relación al 

tema de probióticos y microbiota intestinal:  
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- Plaza-Diaz J, Gomez-Llorente C, Fontana L, Gil A. Modulation of immunity and inflammatory 

gene expression by probiotics. World J Gastroenterol 2014. En prensa. 

 

- Gomez-Llorente C, Plaza-Diaz J, Aguilera M, Muñoz-Quezada S, Bermudez-Brito M, Peso-

Echarri P, Martinez-Silla R, Vasallo-Morillas MI, Campaña-Martin L, Vives-Piñera I, Ballesta-

Martinez MJ, Gil A. Three main factors define changes in fecal microbiota associated with 

feeding modality in infants. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2013 57:461-466. 
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ANTECEDENTES  

 

Las superficies cutáneas y mucosas del cuerpo humano están expuestas a ser colonizadas 

por microbios durante toda la vida del individuo (Hooper et al., 2002). A medida que estos 

microbios van aumentando en número forman ecosistemas muy diversos y complejos. En 

particular, el tracto intestinal alberga la mayor comunidad, ya que es un ambiente rico en 

nutrientes, con una distribución estimada cercana a los 100 billones. De esta inmensa cantidad de 

microbios, la gran mayoría reside en el colon (Whitman et al., 1998). Por ello, el intestino humano 

constituye un hábitat microbiano sustancial de nuestra biosfera. Al nacer, el intestino de un recién 

nacido es estéril. Sin embargo, tras el nacimiento comienza a ser colonizado por bacterias de origen 

materno y del medio ambiente (Plaza-Díaz y Gil, 2013). 

 

La diversidad microbiana en nuestro planeta es enorme, ya que existen más de 50 Phyla de 

bacterias y 13 de Archea (Rappe y Giovannoni, 2003; Rondón et al., 1999). No obstante, a pesar de 

toda la diversidad microbiana existente, el intestino posee exclusivamente solo dos Phyla 

mayoritarios de bacterias, Bacteroidetes y Firmicutes, y uno de Archaea, Methanobrevibacter 

smithii (Backhed et al., 2005; Eckburg et al., 2005). Por esto, se presume que existen estrictos 

requisitos de la comunidad microbiana intestinal para el ingreso como miembro en este ambiente 

(Ley et al., 2006). 

 

La microbiota intestinal en adultos se estima formada por entre 1000 y 1150 especies 

bacterianas, sugiriendo algunos expertos que sólo 160 de estas especies constituyen el núcleo de la 

microbiota que está presente en la mayoría de los individuos. Aunque muchas de estas especies se 

encuentran en la mayoría de las personas, su abundancia relativa puede variar, existiendo una gran 

variabilidad individual (Plaza-Díaz y Gil, 2013). 

 

La distribución de la microbiota en el intestino no es homogénea, el número de bacterias 

presentes en el intestino humano va desde 10 a 103 unidades formadoras de colonias (UFC) en el 

estómago y duodeno, aumentando de 1011 a 1012 UFC en el colon (O´Hara y Shanahan, 2006, Frank 

et al., 2007). Existen, además, diferencias en la heterogeneidad longitudinal a través del tubo 

digestivo y en la variación latitudinal, debido a que el epitelio intestinal está separado del lumen 
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por una espesa y compleja capa de mucus, generando un tipo de hábitat diferente al que pueda 

existir en el lumen o en la superficie del epitelio intestinal, causando una clara diferencia de 

microbiota en cada uno de estos hábitats (Muñoz-Quezada, 2011). 

 

Cada una de las funciones que posee la microbiota intestinal se afecta por factores 

microbiológicos, del hospedador, dietéticos y ambientales que explican la variabilidad 

interindividual, como cambios en la fisiología del hospedador, reactividad del sistema inmunitario y 

dieta, entre otros (Plaza-Díaz y Gil, 2013) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1. Relación entre microbiota intestinal y hospedador. 
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COMPOSICIÓN DE LA MICROBIOTA INTESTINAL 

 

El intestino humano es el hábitat natural para una comunidad bacteriana amplia y dinámica, 

pero una parte sustancial de estas poblaciones permanece aún sin conocerse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2. Variación en composición y número de la microbiota a lo largo del intestino humano. 

 

En el intestino delgado, desde el duodeno en adelante, la composición de la microbiota es 

escasa y contiene usualmente menos de 105 UFC. En el intestino delgado proximal, se encuentran 

Haemophilus, Actinomyces y algunos anaerobios y algunos lactobacilos (Mackie et al., 1999). En el 

yeyuno e íleon existe un incremento continuo en el número (>108UFC) y variedad de la microbiota 

apareciendo bifidobacterias, anaerobios facultativos (Bacteroides y Fusobacterium) y anaerobios 

estrictos que están presentes en número creciente a partir de la válvula ileocecal (Holzapfel et al., 

1998). La microbiota en la parte distal del intestino delgado es más densa (> 109 UFC) y se asemeja a 

la del ciego, con gran cantidad de bacterias anaerobias estrictas. (Mackie et al., 1999; Kleessen et 

al., 2000; Hooper et al., 2002). En el intestino grueso, se encuentran comúnmente microorganismos 

anaerobios facultativos (Streptococcus y Enterococcus) (Kleessen et al., 2000). Finalmente, en el 

ciego destacan eubacterias, bifidobacterias, Clostridium y cocos Gram positivos (Kleessen et al., 

2000; Macfarlane et al., 2000, Eckburg et al., 2005) (Figura 2). 
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La compleja comunidad bacteriana presente en el intestino humano no permanece 

constante a lo largo del tiempo sino que puede variar por diversos factores entre los cuales 

podemos encontrar las propias condiciones ambientales del tubo digestivo, la cantidad y variedad 

de las bacterias en las diferentes regiones del mismo, la cual es determinada por una gran 

diversidad de factores complejos intrínsecos y extrínsecos (Mackie et al., 1999). Existe a su vez, una 

relación recíproca entre el hospedador y la microbiota que lo habita, ya que la microbiota puede 

tener un importante impacto sobre el organismo que lo aloja y estos efectos pueden ser 

beneficiosos o perjudiciales para la salud del individuo (Hooper et al., 2002).  

  

FUNCIONES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL 

 

Después de enumerar cada uno de los grupos de bacterias presentes en el intestino 

humano, podemos suponer que esta compleja comunidad bacteriana pueda tener algunas 

funciones en la mucosa intestinal del hospedador. Las bacterias forman una barrera de defensa 

natural que puede desarrollar actividades metabólicas que tienen por objetivo mantener la energía 

y mejorar la absorción de ciertos nutrientes, ejercer efectos tróficos importantes sobre la 

estructura y función inmunitaria del epitelio intestinal, así como proteger al hospedador frente a la 

colonización por otros microbios (Guarner y Magaleda, 2003; O´Hara y Shanahan, 2006) (Figura 3).  

 

La influencia de las bacterias en la fisiología intestinal ha sido demostrada en estudios con 

animales libres de gérmenes y de colonización. En 1995, Usemaki et al. demostraron que la 

reconstitución de ratones libres de gérmenes con microbiota intestinal externa era suficiente para 

recuperar la función inmunitaria de la mucosa intestinal (Umesaki et al., 1995). De hecho, la 

colonización de ratones libres de gérmenes con una sola especie, Bacteroides thetaiotaomicron, 

afectaba la expresión de varios genes que controlaban funciones como la absorción de nutrientes, 

el metabolismo, la angiogénesis, la función de barrera mucosa y el desarrollo del sistema nervioso 

entérico (Xu y Gordon, 2003).  
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FIGURA 3. Funciones de la microbiota Intestinal. Adaptado de O’Hara AM and Shanahan F, 2006. AGCC: ácidos grasos 

de cadena corta. 

 

 Por otra parte, los fragmentos de las bacterias comensales influencian el normal desarrollo 

del sistema inmunitario de la mucosa (Mazmanian et al., 2005; Rakoff-Nahoum et al., 2004), 

además de afectar profundamente al desarrollo de los componentes humorales de dicho sistema 

(Weinstein y Cebra, 1991), modulando células T y T helper tipo 1 y 2 (Cebra, 1999; O' Hara y 

Shanahan, 2006). El microbioma, definido como la colección completa de microbios (bacterias, 

hongos, virus, etc.) que existen de forma natural dentro de un nicho biológico particular, tiene una 

actividad metabólica que es adaptable y a la vez renovable (Bocci, 1992). A través de la producción 

de ácidos grasos de cadena corta (AGCC), bacterias residentes influyen positivamente en la 

diferenciación de células del epitelio intestinal y en su proliferación, pudiendo mediar otros efectos 

metabólicos (Figura 3). Toda esta compleja actividad metabólica recupera valiosa energía y 

sustratos absorbibles para el hospedador, al mismo tiempo que entrega energía y nutrientes para el 

crecimiento y la proliferación bacteriana (O´Hara y Shanahan, 2006). 
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FUENTES, AISLAMIENTO, CARACTERIZACIÓN Y EVALUACIÓN DE BACTERIAS PROBIÓTICAS 

 

 En la búsqueda de microorganismos que poseen propiedades probióticas, es necesario 

centrarse en un procedimiento muy claramente definido. Este comienza con la investigación de 

diversas fuentes en las que se pueden encontrar tales bacterias, luego una etapa de caracterización 

en la que se evalúan la tolerancia a las condiciones gastrointestinales (tanto gástricas como 

intestinales), la capacidad de adherirse a la mucosa gastrointestinal y la competición frente a 

bacterias patógenas (Collins et al., 1998, Ouwehand et al., 2002, Muñoz-Quezada et al., 2013). 

Finalmente, existe una etapa de evaluación que tiene como propósito investigar el efecto y/o 

beneficio en estudios  experimentales y clínicos.  

  

 Las distintas etapas tienen como principios imprescindibles que las cepas halladas puedan:  

 

- Haber demostrado efectos beneficiosos en el hospedador.  

- Ser no patogénico, no tóxico y no presentar ningún efecto adverso significativo. 

- Ser capaz de sobrevivir a condiciones gastrointestinales en estudios in vitro e in vivo. 

- Estar presente en un producto en cantidad adecuada de células viables para proporcionar 

beneficios en la salud. 

- Ser compatible con la matriz del producto, procesamiento y condiciones de almacenamiento 

para mantener las condiciones deseadas (Collado et al., 2010). 

 

 Cada una de las etapas mencionadas es detallada a continuación. 

 

FUENTES 

 

 Los lácteos y los productos derivados de los lácteos son una buena fuente de probióticos 

(Liong et al., 2011). En este contexto, las LAB (bacterias del ácido láctico, por sus siglas en inglés 

lactic acid bacteria), bifidobacterias y otros microorganismos obtenidos a partir de leche 

fermentada han sido utilizados durante siglos. Un ejemplo de ello es la fermentación espontánea 

de la leche realizada durante varias generaciones en regiones de Mongolia y África por conferir 

efectos beneficiosos a quien las ingiriera (Yu et al., 2011). En general, la gran parte de los 
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microorganismos aislados a partir de los productos fermentados pertenecen al género Lactobacillus 

(Vizoso-Pinto et al., 2006; Lim e Im, 2009; Won et al., 2011), pero existen excepciones como el caso 

de una cepa de Weisella, aislada de alimentos fermentados nigerianos y seleccionada 

posteriormente como probiótico (Ayeni et al., 2011). 

 

 Dentro de las leches tradicionales fermentadas que contienen diversas especies bacterianas 

no es raro encontrarse con bacterias candidatas que podrían ser consideradas probióticos. Así, se 

aislaron 148 cepas de LAB de una leche tradicional de yak llamada "Kurut", que se fermenta de 

forma natural en regiones de China, siendo L. delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus 

thermophilus las poblaciones microbianas predominantes (Sun et al., 2010). Hay que destacar 

además que levaduras y cepas de Lactobacillus con propiedades probióticas han sido aisladas 

también de granos de kéfir, leche Masai y koumiss (un fermentado de bebida de leche) (Lopitz-

Otsoa et al., 2006; Romanin et al., 2010; Patrignani et al., 2006; Ya et al., 2008). Dentro de los 

productos lácteos fermentados, el queso es un producto lácteo con gran potencial como fuente de 

microorganismos probióticos para el intestino humano. Cepas de L. plantarum han sido aisladas de 

quesos italianos, argentinos y búlgaros (Zago et al., 2011; Ugarte et al., 2006; Georgieva et al., 

2008). 

  

 Una fuente importante de probióticos es la leche materna. Desde el descubrimiento de que 

la leche materna no es estéril, incluso cuando se extraía asépticamente, se planteó la posibilidad de 

que pudiera ser un inoculo bacteriano (West et al., 1979). La presencia de bacterias en la leche 

materna había sido considerada siempre como consecuencia de una contaminación previa (piel). 

Sin embargo, los lactobacilos presentes en la leche humana son genotípicamente diferentes de los 

aislados de la piel (Martin et al., 2009; O´Hara y Shanahan, 2006). Las cepas de LAB que se 

encuentran presentes en la leche materna se observan también en las heces de los lactantes 

alimentados con ella (Martin et al., 2003). Por todo ello, la leche materna constituye una 

interesante fuente de LAB y bifidobacterias, tomando en consideración a estas cepas para incluirlas 

en fórmulas infantiles y alimentos destinados a infantes (Arboleya et al., 2012).  

  

 Hay que agregar también que recién nacidos alimentados con leche materna tienen menos 

alergias e infecciones gastrointestinales que los que han recibido fórmulas, por lo que la microbiota 
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intestinal de los niños que reciben leche materna podría ser considerada "más sana" (Solis et al., 

2010).   

 

 La leche materna humana contiene una variada gama de bacterias, encontrándose de 

manera predominante estafilococos, estreptococos, micrococos, lactobacilos, enterococos, 

lactococos y bifidobacterias (O´Hara y Shanahan, 2006; Martin et al., 2003; Solis et al., 2010; 

Gueimonde et al., 2007; Martin et al., 2004; Pérez-Cano et al., 2010) y su ingesta favorece el 

predominio de las bifidobacterias y lactobacilos en la microbiota intestinal infantil. Varios autores 

han señalado que los lactobacilos aislados de la leche materna son una alternativa eficiente para el 

tratamiento de la mastitis infecciosa durante la lactancia comparados con los antibióticos 

comúnmente prescritos (Arroyo et al., 2010; Jiménez et al., 2008). Por otra parte, se ha descrito 

que dos cepas de Lactobacillus aisladas de la leche materna humana mejoraban la respuesta 

inmunitaria a través de la activación de las células natural killer y la expansión de células T 

reguladoras (Pérez-Cano et al., 2010).  

 

 Otra fuente importante de probióticos es el tracto gastrointestinal (TGI) humano. Más de 

500 especies diferentes de bacterias residen en el intestino humano adulto. De hecho, muchas de 

las cepas de probióticos utilizadas en la actualidad han sido aislados a partir de esta fuente, tales 

como L. gasseri y L. reuteri (Ryan et al., 2008). Además, se ha descrito que L. fermentum, aislado a 

partir de muestras de biopsia de mucosa de colon humano, posee actividad antimicrobiana frente a 

patógenos transmitidos por los alimentos. Cepas probióticas tales como B. longum (Srutková et al,. 

2011) y L. acidophilus RY2 (Lin et al., 2009), han sido aisladas de muestras de heces de adultos 

sanos y lactantes, respectivamente. En concordancia con la lactancia materna, varios estudios han 

descrito también el aislamiento de probióticos de las heces de estos lactantes (Martin et al., 2006; 

Acharya y Shah, 2002; Muñoz-Quezada et al., 2013). En la figura 4 se muestran los diferentes pasos 

necesarios para la caracterización de cepas probióticas (Varma et al., 2010).  
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FIGURA 4. Diagrama de flujo que describe los diferentes pasos a seguir para que una cepa bacteriana pueda ser 

considerada como un nuevo probiótico. rRNA, ARN ribosomal. (Fontana et al., 2013). 

 

 El aislamiento de probióticos no se limita necesariamente al TGI humano. El TGI de varias 

especies de animales, como cerdos, ratas e incluso aves de corral, es una buena fuente de 

probióticos (Petrof, 2009). Recientemente, se aisló L. johnsonii CRL 1647 del intestino de la abeja 

Apis mellifera L., demostrando un efecto beneficioso sobre las colonias de éstas abejas (Audisio y 
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Benítez-Ahrendts, 2011). También se han obtenido cepas probióticas del TGI de peces marinos y de 

agua dulce, tales como Carassius auratus gibelio (Chu et al., 2011), la trucha arco iris (Pérez-

Sánchez et al. 2011) y el camarón (Hill et al., 2009).  

 

 Aunque la gran mayoría de las cepas probióticas se han obtenido a partir de productos 

lácteos, fermentados lácteos y del TGI, hay estudios que muestran que las cepas probióticas 

también se encuentran en sustratos fermentados no lácteos (Rivera-Espinoza y Gallardo-Navarro, 

2010). Por ejemplo, en experimentos in vitro se ha demostrado que ciertas cepas bacterianas 

aisladas de la carne (L. sakei, L. curvatus y Staphylococcus carnosus) y de frutas (L. paracasei y L. 

plantarum), pueden expresar propiedades funcionales y metabólicas similares a las de las bacterias 

intestinales humanas (Haller et al., 2001).  

 

AISLAMIENTO 

 

 Hoy día se acepta que los enfoques basados en métodos de cultivo proporcionan una 

imagen incompleta de la diversidad microbiana. Los nichos ecológicos presentan una compleja 

interrelación entre las diferentes especies de microbios, que no se pueden imitar utilizando 

métodos de cultivo tradicionales. Enfoques moleculares que omiten el paso de cultivo se han vuelto 

populares como método para identificar la diversidad microbiana de diferentes fuentes. Estos 

métodos suministran información importante sobre los ecosistemas microbianos.  

 

 El primer paso en el estudio de un ecosistema es el aislamiento de sus miembros (Fontana 

et al., 2013). En el aislamiento de bacterias probióticas es importante mantener la muestra en 

condiciones adecuadas antes de proceder a incubarla en medios selectivos. La gran mayoría de los 

probióticos son anaeróbicos o anaeróbicos facultativos. Por ello, la muestra recogida debe ser 

inmediatamente puesta en condiciones de anaerobiosis y procesada lo antes posible. Se 

recomienda que una vez obtenida, no se superen las 3 horas. Las muestran deben ser 

homogeneizadas rápidamente y luego diluidas para proceder a cultivarlas en medios selectivos 

(Muñoz-Quezada et al., 2013). 
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 Se han desarrollado varios medios de cultivo para el aislamiento selectivo de bifidobacterias 

y lactobacilos (Hartemink y Rombouts, 1999; Hartemink et al., 1996; Beerens, 1990; Dave y Shah, 

1995; Munoa y Pares, 1988; Nebra y Blanch, 1999; Silvi et al., 1996; Rogosa et al., 1951; Downes e 

Ito, 2001; MacFaddin, 1985). Rogosa et al. desarrollaron un medio selectivo para el aislamiento y 

recuento de lactobacilos y bifidobacterias, tanto orales como fecales, que contiene una base de 

agar Columbia suplementado con ácido propiónico. El pH ácido de este medio es fácilmente 

tolerado por lactobacilos y bifidobacterias, pero, además, inhibe el crecimiento de otros 

organismos presentes en las heces humanas, tales como especies de Bacteroides y Eubacterium. 

Las placas de agar son incubadas a 37 oC durante un rango de 48 a 72 horas en un ambiente 

anaeróbico para el crecimiento de bifidobacterias y otras especies. Otra alternativa es una 

atmósfera rica en CO2 para favorecer el crecimiento de lactobacilos. Posteriormente, las colonias se 

aíslan y transfieren a un medio líquido o a una nueva placa de agar. 

 

IDENTIFICACIÓN 

 

 La identificación de microbios aislados desde el TGI o de alimentos es la primera etapa en la 

selección de potenciales probióticos.  

 

 Para el caso de muchos ecosistemas, sólo un pequeño porcentaje de los microbios pueden 

crecer en los medios de cultivo utilizados hoy día (Amann et al., 1995). La clasificación taxonómica 

podría ser definida como el proceso de catalogación de la biodiversidad basado en un enfoque con 

muchas fases (Vandamme et al., 1996), que implica métodos genotípicos y fenotípicos. 

Históricamente, los métodos fenotípicos se han utilizado para identificar a las bacterias. La 

taxonomía durante muchas décadas se basó en el tipo de fermentación que se producía por las 

bacterias, determinado por cuál era el azúcar fermentado y los productos posteriormente 

generados. Por este motivo, los probióticos han sido principalmente clasificados como LAB. 

 

 Hoy en día, el análisis de la subunidad ribosomal 16S se ha convertido en el método de 

elección para su correcta identificación. Durante las últimas dos décadas, los microbiólogos han 

utilizado este fragmento conservado para la clasificación filogenética (Woese, 1987; Winker y 

Woese, 1991). También la relación entre los organismos se estima a través de la comparación de 
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sus secuencias en las bases de datos disponibles, DDBJ (DNA Data Bank of Japan), ENA (European 

Nucleotide Archive) y GenBank (National Institutes of Health (NIH) genetic sequence database).  

 

 El análisis de la subunidad 16S se ha sido combinado con otros métodos para identificar 

comunidades bacterianas del intestino y fuentes ecológicas. Dentro de estas técnicas podemos 

nombrar la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la electroforesis en gel de agarosa, FISH o la 

digestión con enzimas de restricción del fragmento amplificado correspondiente a la subunidad 16S 

(terminal restriction fragment length polymorphism, T-RFLP). Sin embargo, el fragmento obtenido 

es extremadamente pequeño, alrededor de 1500 pares de bases (pb) en comparación con el 

genoma bacteriano completo de 30.000 a 40.000 pb. Por lo tanto, es necesario obtener 

información complementaria para poder diferenciar cepas de una misma especie. La región 

intergénica (16S-23S) exhibe una gran variación que ha permitido diferenciar entre distintas 

especies de procariotas (Leblond-Bourget et al., 1996). Finalmente, el análisis del genoma 

bacteriano es la herramienta más utilizada en la actualidad para identificar cualquier tipo de 

microorganismos.  

 

CARACTERIZACIÓN 

 

 Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium son los más importantes cuando nos referimos 

al término "probiótico", en cuanto a especies documentadas. Cuando éstas son ingeridas en un 

número suficiente deben superar el TGI y persistir durante algún tiempo para poder ejercer sus 

efectos beneficiosos. En la parte introductoria del tema se definieron los principios que debían 

poseer las cepas candidatas para ser consideradas como probióticas. Para ello, las bacterias debían 

ser administradas vivas, aunque algunos autores han demostrado que los efectos beneficiosos 

también pueden existir cuando las cepas se administran muertas (de los Reyes Gavilán et al., 2011).  

 

 La capacidad de tolerar un pH extremadamente ácido (1,5 - 3,0), las enzimas gástricas, las 

sales biliares y otras enzimas intestinales presentes en el TGI son las distintas barreras que deben 

superar las cepas administradas para llegar en cantidad suficiente para ejercer sus efectos (Masco 

et al., 2007). Varios ensayos in vitro han sido diseñados para imitar estas condiciones a las que son 

sometidas las cepas que se consideran potenciales probióticos. 
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 Resistencia a pH ácido y sales biliares: La tolerancia a un medio ácido es uno de los criterios 

generales para la selección de posibles cepas probióticas, con la idea de garantizar su viabilidad y 

funcionalidad (FAO, 2002). Sistemas in vitro, en los que se incluyen incubaciones controladas con 

jugos gástricos reales y/o simuladas (pH 2,0 a 4,0 y 70-180 min), se han utilizado preferentemente 

en la evaluación de nuevas cepas probióticas (Sanz, 2006). También se han desarrollado modelos 

complejos que simulan el tránsito gastrointestinal (Masco et al., 2007; Mainville et al., 2005). Por 

otra parte, se han realizado incubaciones de 1 a 4 h en medios enzimáticos y/o químicos en 

intervalos de pH de 1,5 a 3,0. Las sales biliares facilitan la digestión de compuestos lipofílicos, pero 

también se comportan como agentes antimicrobianos por influir en el establecimiento de la 

microbiota intestinal. Las concentraciones fisiológicas de sales biliares en la bilis humana van desde 

0,3 a 0,5% (Dunne et al., 2001; Zavaglia et al., 1998). Los ensayos in vitro con sales biliares se llevan 

a cabo con bilis bovina de concentraciones entre 0,3 y 0,7% durante 60-180 min.  

 

 Los probióticos muestran resistencia variable tanto a los medios ácidos como a los que 

presentan sales biliares, siendo ésta característica dependiente de la cepa. Existen en la literatura 

controversias sobre la supervivencia de las bifidobacterias; hay estudios que han descrito que son 

muy sensibles a valores ácidos de pH. Algunas especies presentan tasas de supervivencia nula a pH 

2,0 durante 90 min (Sanz, 2006; Charteris et al., 1998), menos de 1% a pH 3,0 durante 2 h 

(Takahashi et al., 2004) y un aumento de supervivencia cuando el pH varía desde 3,0 a 5,0 durante 

3 h (Matsumoto et al., 2004). En cambio, algunos autores destacan que los porcentajes más altos 

de tasas de supervivencia se han descrito para las bifidobacterias (Matto et al., 2006; Chenoll et al., 

2011; Muñoz et al., 2011; Li et al., 2010). Para las cepas de Lactobacillus se han demostrado altas 

resistencias a pH ácidos. Un estudio en el que se evaluaron 20 cepas de Lactobacillus demostró una 

tasa de supervivencia que variaba de 2 a 100% con un pH de 3,0 durante 1 h. Sobre las sales 

biliares, las tasas de supervivencia de las bifidobacterias varía desde 1 a 70% en concentraciones de 

0,3% de sales durante 90 min (Mainville et al., 2005). Para el caso de los lactobacilos, se han 

probado dos cepas de L. plantarum que han tenido una supervivencia mayor al 50% con una 

concentración de sales biliares desde 0,3 a 1% durante 2 a 3 h (Bosch et al., 2012). 
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 Por los datos expuestos anteriormente, se observa que las bacterias desarrollan cierta 

adaptación cuando se les somete a condiciones de estrés, tales como medios ricos y/o pobres en 

nutrientes, distintos pH ácidos y porcentajes de sales biliares (Mills et al., 2011).  

 

 Adherencia a células epiteliales intestinales: La adherencia a las células epiteliales 

intestinales y también al mucus es una característica importante de los probióticos para promover 

el tiempo de residencia en el intestino, la exclusión de algunos patógenos y las interacciones que 

pueden ocurrir con el hospedador y con el sistema inmunitario.  

 

 En los últimos 25 años, la línea celular Caco-2 ha sido la más usada para determinar la 

capacidad de adhesión de las cepas probióticas (Dicks y Botes, 2010). Las células Caco-2 forman una 

monocapa homogénea, que se asemeja a la de los enterocitos maduros humanos en el intestino 

delgado (Lenaerts et al., 2007); además forman criptas, estructuras típicas de la monocapa epitelial 

(Huang et al., 2009).  

 

 Existe otro tipo de línea celular de colon, la HT-29 que también muestra características 

típicas de diferenciación de enterocitos y se ha utilizado en  ensayos de adhesión in vitro (Gopal et 

al., 2001). Los resultados obtenidos en los estudios de adhesión en modelos in vitro, líneas celulares 

y/o su combinación son muy variados (Laparra y Sanz, 2009). De hecho, lactobacilos, bifidobacterias 

y bacterias patógenas exhiben diferencias en la adhesión al mucus, células Caco-2, Caco-2 más 

mucus, HT-29-MTX y Caco-2/HT-29-MTX. Así por ejemplo, para L. rhamnosus GG se han obtenido 

capacidades de adhesión en los sistemas antes mencionados de 10,21%, 5,17%, 3,19%, 0,84% y 

0,85%, respectivamente. Muchos estudios in vitro evalúan la adhesión de potenciales bacterias 

probióticas y las interacciones con patógenos en la interfaz del epitelio intestinal, obteniendo 

resultados que dependen fundamentalmente de la técnica y cepa utilizada (Izquierdo et al., 2008). 

 

 Las diferencias existentes entre las condiciones experimentales utilizadas para la tolerancia 

en medio ácido, (medios acidificados usando ácido clorhídrico o láctico, con y sin enzimas), 

resistencia a sales biliares (dosis y origen de las sales biliares) y adhesión (mucus, líneas celulares, 

células más mucus) generan un problema a la hora de comparar los diferentes estudios y 

resultados. Además, es importante destacar que cada una de las etapas descritas tiene siempre la 
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cualidad de ser cepa-específica, variando entre diferentes especies y géneros. Así, los estudios 

clínicos posteriores son la herramienta definitiva para establecer la verdadera funcionalidad de la 

cepa estudiada (Fontana et al., 2013). 

 

 Actividad antimicrobiana: Los probióticos, por definición, cuando son administrados en 

cantidades adecuadas ejercen efectos beneficiosos para el hospedador. Uno de los más 

importantes es la actividad antimicrobiana frente a patógenos (Laparra y Sanz, 2009). 

 

 Las infecciones intestinales están mediadas por la adhesión de las bacterias patógenas a la 

superficie de las mucosas, lo que produce un cambio en la microbiota intestinal presente. Las 

bacterias probióticas pueden tener un rol protector a través de diversos mecanismos que incluyen 

la producción de sustancias antimicrobianas, la competencia con los propios patógenos por 

nutrientes, la adhesión a sitios de unión que impiden la posterior infección de los mismos y la 

estimulación del sistema inmunitario (Collado et al., 2007). 

 

 Ferreira et al. evaluaron la capacidad de 7 cepas de L. gasseri para adherirse a la mucosa 

intestinal frente a los patógenos Cronobacter sakazakii (ATCC 29544) y Clostridium difficile (ATCC 

1296). Estas cepas probióticas produjeron una disminución en la adhesión de estos patógenos 

(Ferreira et al., 2011). 

 

 La capacidad de las cepas probióticas de inhibir el crecimiento de patógenos en medios de 

cultivo sólido y líquido y la posterior modulación mediante la producción de citoquinas y factores 

de crecimiento en líneas celulares, ha sido documentada usando modelos in vitro para la evaluación 

de sus efectos biológicos. Hay que añadir que también se han realizado estudios de actividad 

antimicrobiana de probióticos en modelos animales.  

  

 Finalmente, varias cepas de lactobacilos y bifidobacterias han demostrado la inhibición del 

crecimiento de Escherichia coli (Gopal et al., 2001; Todoroki et al., 2001; Chu et al., 2005; Tsai et al., 

2008; Candela et al., 2008), Salmonella typhimurium, Shigella flexneri (Jankowska et al., 2008; Tien 

et al., 2006; Cho et al., 2009) y Clostridium difficile (Pillai y Nelson, 2008). 
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SEGURIDAD 

 

 Hasta el año 2002, fecha en que se creó la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 

(EFSA por sus siglas en inglés, European Food Safety Authority), no existía ninguna guía formal que 

detallara la seguridad en productos alimentarios que contuvieran microbios. En 2007, el Comité 

Científico sobre Nutrición Animal propuso las normas "qualified presumption of safety" (QRS), sobre 

presunción de seguridad en productos alimentarios que tuvieran algún microbio. Las LAB se 

convirtieron en uno de los primeros grupos sometidos a estas normas, que se basan en cuatro 

etapas que deben cumplirse obligatoriamente:  

 

- Definición de la taxonomía del microbio. 

- Entrega de información referente a literatura científica, historia de uso, aplicaciones 

industriales y datos en intervenciones animales y humanas para proporcionar el status de 

presunción de seguridad. 

- Exclusión de la patogenicidad. 

- Definición de su uso final. 

 

 Los factores que se deben considerar para evaluar la seguridad de los probióticos incluyen: 

historia de aislamiento y clasificación taxonómica del probiótico potencial, controles de fabricación 

que eliminen la contaminación (incluida la contaminación cruzada entre lotes) de probióticos con 

microbios u otras sustancias, evaluación de la existencia de asociación de los probióticos con 

infección y toxicidad a nivel de cepa y determinación del estado fisiológico de la población 

consumidora del producto, con especial consideración en bebés recién nacidos y pacientes en 

estado crítico (dosis administrada y método de administración).  

  

 Si se superan todas estas cuestiones, los probióticos son considerados generalmente como 

"seguros", pero ésta hipótesis no puede ser asumida en términos absolutos, pues los análisis para 

asegurar la seguridad deben ser cada vez más específicos en alimentos y suplementos dietéticos 

que contengan alguna cepa y que sean administrados a la población general.  
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 Una vez superadas las distintas etapas de aislamiento, identificación, caracterización y 

seguridad de la cepa se procede a la producción industrial. En ella hay dos aspectos fundamentales. 

En primer lugar, el microorganismo necesita ser cultivado en un medio adecuado que permita el 

crecimiento en grandes cantidades; y, en segundo lugar, se debe asegurar la viabilidad de las cepas 

durante la fabricación. Ambos aspectos son importantes y la producción se convierte en una fase 

clave para un posible probiótico que debe superar el crecimiento y los procesos a los que será 

sometido (Fontana et al., 2013). 

 

EVALUACIÓN 

 

 Estudios in vitro: Numerosos estudios han utilizado líneas celulares animales y humanas 

como modelos de intestino (Cencič  y Langerholc, 2010), tales como células Caco-2, HT-29, IEC-6, 

IEC-18 y T84, por nombrar algunas. En la mayoría de estos modelos experimentales in vitro, las 

células epiteliales son cultivadas en una monocapa, no pudiendo reproducir las particularidades del 

epitelio funcional. Para superar este problema, los investigadores han tratado de entender los 

mecanismos que explican las interacciones dinámicas entre el epitelio intestinal, las bacterias y el 

sistema inmunitario y han concluido que la mejor manera de aunar todo esto es utilizando co-

cultivos de células dendríticas y epiteliales de intestino con probióticos (Borchers et al., 2009), así 

como modelos en 3 dimensiones (Cencič y Langerholc, 2010). Los modelos en 3 dimensiones se 

generan usando una línea celular epitelial intestinal de origen no-carcinogénico que se cultiva en 

una membrana microporosa, permitiendo la polarización de las células intestinales. Por debajo de 

la membrana microporosa (lado basolateral), las células epiteliales forman otra capa con células 

inmunitarias (macrófagos y células dendríticas), imitando el tejido linfoide de la mucosa. La 

microbiota intestinal es añadida a la parte apical de la membrana para estudiar sus efectos. Estos 

tres componentes (epitelios, células inmunitarias y microbiota) son los factores más importantes en 

el intestino; por tanto, estos modelos tratan de imitar la situación que realmente ocurre in vivo.  

 

EVALUACIÓN CLÍNICA 

 

 Muchos estudios clínicos han tratado de evaluar una gran variedad de probióticos en 

diversas condiciones fisiológicas y patológicas. Sin embargo, muchos de estos estudios han sido 
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cuestionados debido al pequeño número de pacientes utilizados o a la falta de un grupo de control. 

De hecho, la EFSA emite dictámenes científicos sobre la validez de las alegaciones de salud 

relacionadas con cepas probióticas. Un alto porcentaje de las alegaciones son rechazadas por la 

EFSA porque la relación de causa y efecto no está claramente establecida entre el consumo del 

probiótico y los efectos beneficiosos que se suponía que tenía.  El método más fiable para evaluar 

los beneficios terapéuticos de cualquier cepa probiótica es el uso de ensayos aleatorizados, 

controlados con placebo, los cuales se revisan a continuación dividiéndolos por estado fisiológico y 

patología. 

 

 Embarazo y lactancia: Asemi et al. evaluaron los efectos del consumo diario de un yogur 

que contenía cepas probióticas sobre parámetros inflamatorios en mujeres embarazadas. Las 

mujeres consumieron 200 g de yogur probiótico con L. acidophilus La5 y B. animalis BB12, ó 200 g 

de yogur convencional al día durante 9 semanas. El yogur probiótico disminuyó de manera 

significativa la expresión de la proteína C-reactiva, pero no tuvo ningún efecto sobre los niveles del 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) en las mujeres embarazadas. Además, tuvo lugar un 

aumento de los niveles de glutatión reductasa en las embarazadas sin afectar a ningún otro índice 

de estrés oxidativo (Asemi et al., 2012). Dugoua et al. describieron que Lactobacillus y 

Bifidobacterium no presentaron ningún efecto sobre la incidencia de cesárea, peso al nacer y/o 

edad gestacional (Dugoua et al., 2009). 

 

 Alergia: Vliagoftis et al. evaluaron la evidencia clínica para el uso de los probióticos como 

alternativa terapéutica en la rinitis alérgica y el asma. La revisión incluyó 12 estudios clínicos 

aleatorizados. Un total de 9 ensayos mostraron una mejora de la rinitis alérgica debido a la 

utilización de probióticos. Dentro de ellos, todos los ensayos relativos a rinitis alérgica persistente 

demostraron reducción en los síntomas y cantidad de medicación administrada comparado con el 

placebo. Por otra parte, en los ensayos donde se evaluaba la rinitis alérgica estacional, se observó 

mejoría clínica. Los 9 estudios en los que se describieron diversas mediciones inmunológicas de 

alergia no mostraron ningún efecto significativo debido al probiótico, al igual que los estudios sobre 

el efecto de la administración de probióticos en el tratamiento del asma. Tomados en conjunto, 

estos resultados sugieren que los probióticos podrían tener un efecto beneficioso en la rinitis 
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alérgica en dos aspectos: la reducción de algunos síntomas severos y de la medicación utilizada 

(Vliagoftis et al. 2008). 

 

 En el estudio en el que se analizó el efecto simbiótico, entre un probiótico y un prebiótico, 

en la prevención de la enfermedad atópica, Kuitunen et al. evaluaron a niños de 1.223 madres 

embarazadas con un alto riesgo de alergia (por lo menos uno de los padres con asma diagnosticado, 

rinitis alérgica o eczema atópico). Cada mujer recibió dos veces al día una combinación probiótica 

de L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705, B. breve BB99 y Propionibacterium freudenreichii ssp 

shermanii JS o un placebo durante 4 semanas antes del parto. Sus recién nacidos recibieron los 

mismos probióticos, agregando también 0,8 g de un galacto-oligosacárido o placebo una vez al día 

desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad. Después, se realizó un seguimiento de los niños 

hasta los 2 años de edad por si  desarrollaban cualquier enfermedad alérgica. En las muestras de 

sangre y heces se evaluaron los valores hematológicos, calprotectina, α-1-antitripsina, TNF-α e IgA. 

A los 6 meses, el grupo de niños que recibió el probiótico mostró una disminución significativa de 

los valores de hemoglobina comparado con el grupo placebo. Además, se encontró una correlación 

negativa entre los valores de hemoglobina a los 6 meses de edad y la expresión de calprotectina 

fecal a los 3 meses de edad. Los valores hematológicos fueron similares en ambos grupos a los 2 

años de edad (Kuitunen et al., 2009). 

 

 Olivares et al. realizaron un estudio doble ciego, controlado por placebo en 44 niños 

alérgicos, distribuidos aleatoriamente en dos grupos: un grupo de yogur y un grupo de probiótico. 

Se recogieron muestras de sangre y heces. El consumo del producto probiótico indujo una 

disminución significativa en el nivel de IgE en el plasma y un aumento en las células reguladoras T 

CD4+/CD25+. La disminución de IgE sérica se acompañó de un aumento significativo de IgA en la 

mucosa. No se detectaron cambios en otras células implicadas en las reacciones alérgicas. El 

consumo del producto probiótico también produjo cambios significativos en la respuesta innata, 

con un aumento significativo de las células natural killer (Olivares et al. 2006). 

 

 No hay evidencias que sugieran que los probióticos puedan ser un tratamiento efectivo para 

el eczema en los niños, pues la administración del probiótico ha llevado a la producción de eventos 

adversos (infecciones e isquemia intestinal), sin mostrar ningún beneficio en comparación con el 
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placebo (Boyle et al., 2009). Un meta-análisis de seis estudios clínicos de prevención y cuatro de 

tratamiento, doble ciegos, aleatorizados y controlados por placebo en niños entre 0 y 13 años de 

edad indicó que el uso de probióticos para la prevención de la dermatitis atópica pediátrica es 

favorable, pero no para el tratamiento (Lee et al. 2008). Un análisis adicional en el que se excluyó el 

único estudio con un protocolo postnatal reveló un menor riesgo relativo, que en términos de 

tratamiento no mostró ninguna diferencia estadística. 

 

 Enfermedades relacionadas con el intestino: Olivares et al. investigaron el efecto de un 

producto fermentado que contenía dos cepas probióticas, L. gasseri CECT5714 y L. coryniformis 

CECT5711, sobre varios parámetros sanguíneos y fecales relacionados con la función intestinal de 

voluntarios sanos. Un total de 30 voluntarios sanos fueron divididos aleatoriamente en dos grupos, 

uno tomó un yogur estándar y el otro las cepas antes mencionadas administradas vía oral. El grupo 

que recibió los probióticos no tuvo ningún evento adverso significativo y, además, las cepas 

administradas pudieron aislarse de las heces de los voluntarios. De hecho, la concentración en las 

heces de LAB aumentó en el grupo probiótico. Adicionalmente, la administración oral de los 

probióticos mejoró algunos parámetros intestinales, como la producción de AGCC, humedad fecal, 

frecuencia y volumen de las heces (Olivares et al., 2006). 

 

 Diarrea infecciosa: Una revisión Cochrane sobre la eficacia de los probióticos en el 

tratamiento de la diarrea infecciosa, que incluyó tanto niños como adultos, evalúo 63 estudios con 

un total de 8014 participantes. No se atribuyeron eventos adversos relacionados a la 

administración de los probióticos y su uso disminuyó la duración de la diarrea. Sin embargo, el 

efecto fue muy variable en los estudios analizados. Los autores concluyeron que su uso es seguro y 

ejerce efectos beneficiosos en disminuir la duración de los episodios de diarrea y la frecuencia de 

las diarreas infecciosas agudas junto con una buena hidratación (Allen et al., 2010). 

 

 Diarrea asociada al uso de antibióticos: Un meta-análisis realizado por Johnston et al. 

valoró los resultados obtenidos en los estudios clínicos, paralelos, aleatorizados y controlados por 

placebo realizados que investigaban sobre la diarrea asociada al uso de antibióticos en niños de 0 a 

18 años (Johnston et al., 2011). El tratamiento con probióticos fue comparado frente al tratamiento 

con placebo, profilaxis alternativa y/o no tratamiento y la incidencia de diarrea secundaria al uso de 
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antibióticos. Los estudios incluían el tratamiento con Bacillus spp., Bifidobacterium spp., 

Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc cremoris, Saccharomyces spp. y Streptococcus 

spp., de manera individual y/o combinada. A pesar de la gran heterogeneidad de las cepas 

probióticas utilizadas, la dosis y la duración y la calidad de los estudios, la evidencia global sugiere 

un efecto protector de los probióticos en la prevención de las diarreas asociadas al uso de 

antibióticos. 

 

 Diarrea persistente: Los resultados científicos  que sugieren que los probióticos puedan ser 

efectivos en tratar la diarrea persistente en niños son escasos. Bernaola Aponte et al. revisaron 

cuatro estudios clínicos aleatorizados comparando una cepa especifica de probióticos frente a 

placebo en niños con diarrea persistente. En cuatro estudios, con un total de 464 participantes, el 

tratamiento con probióticos redujo la duración de la diarrea persistente en dos de los estudios. De 

manera similar, la frecuencia de las deposiciones, disminuyó en el grupo de probióticos en dos de 

los estudios. En otro estudio, se informó de una disminución en los días de hospitalización, sin 

encontrarse eventos adversos (Bernaola Aponte et al., 2010). 

 

 Enterocolitis necrotizante: Alfaleh et al. valoraron el empleo de probióticos en el 

tratamiento de la enterocolitis necrotizante (ENC) en 16 estudios aleatorizados y cuasi estudios 

clínicos en un meta-análisis que involucró a 2842 niños prematuros de menos de 37 semanas de 

gestación y/o menos de 2500 g de peso al nacer. Dentro de los estudios examinados existía una 

gran variabilidad en los criterios de inclusión (peso al nacer y edad gestacional), riesgo inicial de 

desarrollo de ENC para los grupos control, tiempo, dosis, formulación de probióticos y regímenes 

de alimentación. La administración enteral de probióticos redujo significativamente la incidencia de 

la ENC severa (etapa II o posterior) y la mortalidad. No hubo evidencia de una reducción 

significativa de sepsis nosocomial. Además, no se encontró evidencia de infección sistémica con el 

uso de probióticos en este estudio. Los autores concluyeron que la administración enteral con 

probióticos previene la ENC severa, aunque son necesarios más estudios para asegurar la eficacia 

del uso de probióticos en caso extremos como niños con bajo peso al nacer, donde es de suma 

importancia establecer claramente la eficiencia de la formulación y la dosis a utilizar. Braga et al. 

evaluaron el efecto de la administración de una combinación de L. casei y B. breve en niños 

prematuros con bajo peso al nacer que desarrollarían ENC. El uso de la combinación tuvo un efecto 
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beneficioso en la incidencia de ENC en la etapa II o posterior. Además, se asoció con una mejora en 

la motilidad intestinal en el tiempo necesario para alcanzar la alimentación enteral completa (Braga 

et al., 2011). 

 

 Colitis ulcerosa: Se ha descrito que el tratamiento con probióticos es efectivo en la remisión 

de la colitis ulcerosa (CU) (Sang et al., 2010). 13 estudios clínicos aleatorizados revisaron el 

tratamiento de la CU con probióticos. Comparado con el grupo placebo, se demostró que la tasa de 

remisión de la CU para el grupo de pacientes que recibieron probióticos fue 2,0% (95% IC 1,35-

2,96). Durante el curso del tratamiento, los pacientes que recibieron probióticos durante al menos 

12 meses tuvieron una tasa de remisión de CU de 1,36% (95% IC 1,07-1,73), la incidencia de CU en 

el grupo probióticos fue 0,69% (95% IC 1,01-2,47), comparados con el grupo placebo. Para el grupo 

de CU de gravedad media a moderada la tasa de recurrencia fue 0,25% (95% IC 0,12-0,51). Dentro 

de los grupos tratados con probióticos, el que recibió B. bifidum mostró una tasa de recurrencia de 

0,25% (95% IC 0,12-0,50), comparados ambos con el grupo placebo.  

  

 La inflamación de la bolsa ileal (IBI) es la complicación más importante después de la 

anastomosis ileo-anal en pacientes con CU. Mimura et al. describieron que una dosis diaria de 6 g 

de la mezcla probiótica VSL#3 fue eficaz en la remisión de IBI en pacientes tratados durante 1 año. 

La remisión se mantuvo durante 1 año en el 85% de los pacientes del grupo de VSL#3, comparado 

con el 6% del grupo de placebo (Mimura et al., 2004). En un trabajo más reciente, pacientes en 

remisión con IBI inducida por tratamiento con antibióticos fueron reclutados para recibir VSL#3 o 

placebo durante el mantenimiento de la remisión (Kühbacher et al., 2006). Se obtuvieron biopsias 

antes y dos meses después del inicio de la administración de VSL#3 y del placebo. La terapia con 

VSL#3 aumentó el número total de células bacterianas intestinales, la riqueza y la diversidad de la 

microbiota bacteriana, especialmente la anaerobia, mientras que la microbiota de hongos fue 

reprimida. En contraste, los pacientes que recibieron el placebo recayeron más con una marcada 

reducción en la diversidad de la microbiota. 

 

 Enfermedad de Crohn: Doherty et al. revisaron en 2010 los estudios clínicos que 

comparaban el uso de antibióticos y/o probióticos con placebo en la prevención de la recurrencia 

clínica de la enfermedad de Crohn (Doherty et al., 2010). Estudiaron un total de siete estudios que 
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incluían 2 estudios con antibióticos frente a placebo y 5 frente a probióticos y placebo. La 

administración de probióticos no se asoció con ninguna diferencia significativa en el riesgo de 

recurrencia de la enfermedad de Crohn cuando se comparó con el placebo. 

 

 Síndrome de intestino irritable: El síndrome de intestino irritable (SII) es una condición 

crónica que afecta de un 3 a 25% de la población y para la cual no existe disponible ningún 

tratamiento específico, tan solo sintomático. Cuando se descubrió que la microbiota intestinal 

normal se alteraba en el SII, se empezó a considerar el uso de probióticos en la mitigación de los 

síntomas. McFarland y Dublin revisaron 20 estudios clínicos que incluyeron un total de 1404 sujetos 

con SII. El uso de probióticos se asoció con una mejora en los síntomas globales de SII y un menor 

dolor abdominal comparados con el placebo (McFarland y Dublin, 2008). Gawrooska et al. 

investigaron la eficacia de L. rhamnosus GG para el tratamiento de la dispepsia funcional, SII y/o 

dolor abdominal en niños. Los autores encontraron que L. rhamnosus GG reducía la frecuencia de 

dolor en niños con SII (Gawrooska et al., 2007). En contraste con los resultados anteriores, 

Bausserman y Michail encontraron que la administración de L. rhamnosus GG a 50 pacientes de 

entre 6 y 20 años con SII durante 6 semanas no disminuyó el dolor abdominal cuando se comparó 

con un placebo. No hubo diferencias significativas en otros síntomas gastrointestinales, 

exceptuando la percepción de la distensión abdominal (Bausserman y Michail, 2005).  

 

 Se ha observado que el tratamiento del SII con lisados de Enterococcus faecalis y E. coli ha 

sido efectivo y superior al placebo en la reducción de los síntomas típicos, tales como dolor 

abdominal y distensión  (Enck et al., 2008). En 297 pacientes con SII tratados durante 8 semanas 

con éstos lisados en un estudio clínico, doble ciego y aleatorizado, los pacientes que respondieron 

al tratamiento tuvieron al menos un 50% menos de síntomas globales y de dolor abdominal. La tasa 

de éxito en los voluntarios tratados con probióticos, en los síntomas globales fue de 102/149 

(68,5%) comparado con el placebo de 56/148 (37,8%; P˂ 0,001). En la mejora del dolor abdominal 

el grupo probiótico produjo un 72,5% (108/149) y el placebo un 44,6% (66/148). El análisis de 

Kaplan-Meier reveló que el promedio de respuesta del grupo tratado con los lisados fue de 4 a 5 

semanas frente a las más de 8 semanas del placebo.  
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 Enfermedad hepática crónica: Los pacientes con enfermedad hepática crónica 

generalmente tienen una microbiota intestinal desequilibrada que afecta directamente al 

desarrollo y empeoramiento de la enfermedad. Liu et al. efectuaron un estudio clínico aleatorizado, 

controlado por placebo. Los pacientes en el grupo tratado una leche fermentada durante 14 días 

que contenía Bacillus bifidus, L. acidophilus, L. bulgaricus y S. thermophilus. Después de la 

intervención, el grupo con la leche fermentada tuvo un menor recuento de E. coli y menor 

desequilibrio en la microbiota intestinal que el grupo con placebo. Además, hubo una mejoría de 

los síntomas de la enfermedad, como ingesta de alimento, apetito, distensión abdominal y fluido 

ascítico (Liu et al., 2010). Por otra parte, Aller et al. demostraron que la ingesta de un comprimido 

con 500 millones de bacterias de L. bulgaricus y S. thermophilus mejoraba los niveles de 

aminotransferasa hepática en pacientes con enfermedad de hígado graso no alcohólico (Aller et al., 

2011). 

 

 Pancreatitis aguda: Zhang et al. revisaron todos los estudios clínicos aleatorizados 

importantes que estudiaban el efecto de probióticos, prebióticos (ingrediente alimentarios no 

digerible, que mejoran la salud humana por la estimulación selectiva del crecimiento y/o actividad 

de las bacterias existentes en el colon) y la combinación de ambos (simbióticos) en pacientes con 

pancreatitis aguda. Se incluyeron un total de siete estudios clínicos aleatorizados con 559 

pacientes. Ninguno de los tratamientos mostró influencia en la incidencia de infecciones 

postoperatorias, infección pancreática, fallo orgánico múltiple y síndrome de respuesta sistémica 

inflamatoria. Tampoco hubo diferencias significativas en la duración de la terapia con antibióticos y 

la mortalidad. Sin embargo, el tratamiento se asoció con una menor estancia hospitalaria (Zhang et 

al., 2010).  

  

 Sharma et al. (2011) investigaron el papel de los probióticos en la permeabilidad del 

intestino y de la endotoxemia en pacientes con pancreatitis aguda, aunque dicho estudio no tuvo 

fuerza, ya que tuvo que terminar de manera prematura, por la gravedad de los pacientes incluidos. 

Los pacientes fueron asignados aleatoriamente para recibir un placebo o una mezcla de L. 

acidophilus, B. longus, B. bifidum, B. infantalis y 25 mg de fructo-oligosacáridos.  
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MECANISMOS DE ACCIÓN DE LOS PROBIÓTICOS 

 

 La defensa del hospedador a los microorganismos patógenos, mediada por la microbiota 

intestinal, requiere una fina interpretación del microambiente presente, ya que debe distinguir 

entre organismos comensales y patógenos ocasionales, y diferenciar las respuestas para ambos 

casos. Los epitelios de las mucosas, en particular el epitelio intestinal, representan la primera línea 

de defensa frente a la colonización por patógenos. Los enterocitos superficiales sirven como 

sensores aferentes en el microambiente luminal, secretando péptidos antibacterianos, IgA y 

quimioquinas que alertan y dirigen la respuesta inmunitaria al sitio de la infección. Las células M 

que recubren los folículos linfoides transportan los antígenos luminales a las células dendríticas 

subyacentes y a otras células presentadoras de antígenos. Finalmente, las células dendríticas 

intestinales juegan un rol esencial de sensores inmunitarios y pueden directamente monitorizar el 

contenido intestinal, ya sea por la entrada o la extensión de las dendritas entre los enterocitos 

superficiales sin alterar las uniones estrechas. Además, pueden ingerir y mantener vivas las 

bacterias comensales, y viajar a los ganglios linfáticos mesentéricos, donde se induce una respuesta 

inmunitaria local frente a las bacterias comensales. 

 

La fina distinción entre bacterias patógenas y comensales está mediada por el sistema de 

receptores de reconocimiento de patrones antigénicos (PRR), que incluyen la familia de receptores 

toll-like (TLR) y los receptores NOD-like (NLR). La microbiota controla también la proliferación y 

diferenciación de las células epiteliales, y modula la maduración y la actividad de la respuesta 

inmunitaria innata y adaptativa. Un deterioro en la composición de la microbiota puede ser 

remediada por la utilización de prebióticos, actuando a través de diversos mecanismos, como por 

ejemplo la inducción de un sistema de equilibrio en la composición de la microbiota del intestino 

y/o un efecto directo a través de la activación o bloqueo de receptores celulares. Los prebióticos 

pueden mejorar el equilibrio inmunológico en los recién nacidos, generando una menor incidencia 

de infecciones tempranas en la vida, además de correlacionarse con una mejoría de la microbiota 

intestinal claramente establecida por un aumento de los niveles de bifidobacterias. El consumo de 

un probiótico, en combinación con un prebiótico adecuado (simbiótico), puede dar lugar a efectos 

sinérgicos, mejorando la supervivencia del probiótico, aportando un sustrato fácilmente disponible 

para la fermentación y aumento del contenido de bifidobacterias autóctonas. En definitiva, los 
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probióticos y prebióticos ofrecen una estrategia atractiva para reducir los cambios desfavorables 

del intestino manteniendo una microbiota intestinal más "sana", que puede ayudar a la función 

intestinal (Plaza-Díaz y Gil, 2013).  

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5. Mecanismos de acción de probióticos. (Bermudez-Brito et al., 2012). 

 

Los principales mecanismos de acción de los probióticos incluyen: la mejora de la barrera 

epitelial, el aumento de la adhesión a la mucosa intestinal, la inhibición concomitante del patógeno 

mediante la adhesión, la exclusión competitiva de los microorganismos patógenos, la producción 

de sustancias anti-microbianas y la modulación del sistema inmunitario (Figura 5). 
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MEJORA DE LA BARRERA EPITELIAL 

 

El epitelio intestinal está en contacto permanente con el contenido luminal y con la 

microbiota (dinámica y variable). La barrera intestinal es un mecanismo de defensa importante 

utilizado para mantener la integridad epitelial y para proteger al organismo del medio ambiente. 

Las defensas de la barrera intestinal comprenden la capa mucosa, péptidos antimicrobianos, IgA 

secretora y el complejo de adhesión para la unión epitelial (Ohland y Macnaughton, 2010). Cuando 

la función de barrera se pierde, los antígenos bacterianos y derivados de los alimentos pueden 

llegar a la submucosa e inducir respuestas inflamatorias, resultando en la aparición de desórdenes 

intestinales como el SII (Hooper et al., 2001; Hooper et al., 2003; Sartor, 2006). El consumo de 

bacterias no patógenas puede contribuir a la función de barrera intestinal, siendo los probióticos las 

bacterias más estudiadas por su participación en el mantenimiento de esta barrera. Sin embargo, 

los mecanismos por los que los probióticos mejoran la barrera intestinal no se entienden 

completamente. 

 

Varios estudios sugieren que el aumento de la expresión de genes implicados en la 

señalización de las uniones estrechas entre las células epiteliales es un posible mecanismo para 

reforzar la integridad de la barrera intestinal (Anderson et al., 2010). Por ejemplo, los lactobacilos 

regulan varios genes que codifican proteínas de adhesión, tales como E-cadherina y β-catenina, en 

un modelo de barrera con células T84. Además, la incubación de células intestinales con 

lactobacilos influye diferencialmente en la fosforilación de proteínas de adhesión y en la 

abundancia de las isoformas de la proteína quinasa C (PQC), tales como PQCδ, que afecta 

positivamente la función de barrera del epitelio (Hummel et al., 2012). 

 

Datos recientes han indicado que los probióticos pueden iniciar la reparación de la función 

de barrera dañada. Así, por ejemplo, Escherichia coli Nissle 1917 (EcN1917) no sólo previene la 

disrupción de la barrera mucosa producida por E. coli enteropatógena, sino que restaura la 

integridad de la mucosa en células T84 y Caco-2. Este efecto está mediado por la mejora en la 

expresión y la redistribución de las proteínas de adhesión de las uniones estrechas (Zyrek et al., 

2007; Stetinova et al., 2010). Lactobacillus casei DN-114001 y VSL#3 son capaces de mantener la 

función de barrera intestinal por mecanismos similares (Parassol et al., 2005; Otte et al., 2004). 
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 En la prevención del daño epitelial inducido por citoquinas, característico en la enfermedad 

inflamatoria intestinal (Sartor, 2006), el uso de probióticos es eficaz, ya que contribuyen a la 

función de barrera de la mucosa. Dos péptidos secretados por L. rhamnosus GG, designadas p40 y 

p75, han demostrado recientemente prevenir la apoptosis celular inducida por citoquinas a través 

de la activación de la proteína quinasa B y por inhibición de la proteína quinasa pro-apoptótica p38 

activada por mitógenos (Yan et al., 2002; Yan et al., 2007).  

 

Las mucinas (MUC) son los principales constituyentes del moco epitelial y han sido durante 

mucho tiempo relacionadas con la salud y con el desarrollo de enfermedades. Los probióticos 

pueden promover la secreción mucosa, como un mecanismo que mejora la función de barrera y la 

exclusión de agentes patógenos. Varias especies de lactobacilos aumentan la expresión de mucinas 

en líneas celulares de intestino humano. Sin embargo, este efecto protector depende de la 

adhesión de los lactobacilos a la monocapa de células, algo que probablemente no se produce in 

vivo (Mack et al., 2003; Mattar et al., 2002). Por el contrario, hay datos que demuestran que un 

extracto celular de L. acidophilus es suficiente para aumentar la expresión de MUC2 en células HT29 

independientemente del proceso de fijación (Kim et al., 2008). Estudios in vivo, menos consistentes 

ya que sólo se han realizado unos pocos, muestran resultados controvertidos. Ratones que 

recibieron diariamente VSL#3 durante 14 días no presentaron ningún cambio en la expresión de 

mucinas (Gaudier et al., 2005). Por el contrario, ratas que recibieron VSL#3 en una dosis similar a la 

anterior durante 7 días tuvieron una expresión de MUC2 60 veces superior. La secreción de 

mucinas también aumentó (Caballero-Franco et al. 2007). Por consiguiente, la producción de moco 

puede incrementarse mediante el uso de probióticos in vivo, pero son necesarios más estudios para 

obtener conclusiones sólidas. 

 

AUMENTO DE LA ADHESIÓN A LA MUCOSA INTESTINAL 

 

La adhesión a la mucosa intestinal está considerada como un requisito fundamental para la 

colonización y para la interacción entre las cepas probióticas y el hospedador (Juntunen et al., 

2001; Beachey et al., 1981; Schiffrin et al., 1997). La adhesión también es importante en la 

modulación del sistema inmunitario y en el antagonismo frente a patógenos (Schiffrin et al., 1997; 

Perdigon et al., 2002; Hirano et al., 2003). Para que las LAB se unan a la superficie es necesaria la 
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interacción las células epiteliales intestinales (CEI) y el moco epitelial. Las CEI secretan mucinas que 

evitan la adhesión de bacterias patógenas (Collado et al., 2005; González-Rodríguez et al., 2012). 

Además, en las CEI existen lípidos, proteínas libres, inmunoglobulinas y sales (Neutra, 1987). La 

interacción específica existente entre las proteínas de superficie de las bacterias probióticas con las 

CEI puede ser la principal causa en la exclusión competitiva de los probióticos frente a distintos 

patógenos (Ouwehand et al., 2002; Haller et al., 2001; Van Tassell et al., 2011).  

 

El proceso de adhesión está mediado por proteínas, aunque hay otros factores implicados 

como el ácido lipoteicoico (Vélez et al., 2007). El ejemplo más estudiado de adhesinas bacterianas 

es el de proteínas unidas al moco epitelial producidas por L. reuteri (Buck et al., 2005; Hynönen et 

al., 2002). Bajo ciertas circunstancias, las proteínas pueden desempeñar un papel facilitando la 

colonización del intestino humano a través de la degradación de la matriz extracelular de las células 

(Candela et al., 2007; Candela et al., 2009; Candela et al., 2007; Guglielmetti et al., 2008; Sánchez et 

al., 2010). Probióticos tales como L. plantarum consiguen la inducción de las mucinas MUC2 y 

MUC3 para inhibir la adhesión de E. coli enteropatógena, proporcionando protección frente a la 

invasión de patógenos (Hirano et al., 2003; Voltan et al., 2007; Kim et al., 2010). 

 

Del mismo modo, Collado et al. (2006) evaluaron la adhesión de cepas de B. longum y B. 

catenulatum al moco intestinal humano y compararon los resultados obtenidos frente a cepas 

controles sensibles a los ácidos. Los resultados obtenidos mostraron que las cepas que tenían 

capacidad de resistencia al medio ácido poseían además una alta capacidad de adhesión a la 

mucosa intestinal. Esta característica en la adhesión no siempre es mejorada con la adquisición de 

la resistencia al medio ácido. En general, la inducción de resistencia a un medio ácido en 

bifidobacterias puede ser una estrategia de selección para cepas con mayor estabilidad y mejores 

propiedades probióticas (Collado et al., 2006; Bermudez-Brito et al., 2012). 

 

Los probióticos pueden también modificar las mucinas intestinales para impedir la unión de 

patógenos (Kim et al., 2010). El componente bacteriano encargado de la adhesión de cepas de L. 

acidophilus es una proteasa resistente asociada a la superficie bacteriana (Chauvière et al., 1992; 

Coconier et al., 1992; Greene y Klaenhammer, 1994). De manera singular, el componente 
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bacteriano también se degrada en un péptido antimicrobiano con propiedades frente a patógenos 

que son beneficiosas para el hospedador (Gopal et al., 2001).  

 

Las cepas probióticas además pueden inducir la liberación de defensinas por las células 

epiteliales. Estos péptidos/proteínas pequeños estabilizan la función de barrera del intestino (Furrie 

et al., 2005). Los estudios realizados indican que en respuesta al ataque por bacterias patógenas, la 

primera línea de defensa química es el aumento en la producción de proteínas antimicrobianas 

(PAM), tales como α y β-defensinas, catelicidinas, lectinas tipo-C y ribonucleasas (Ayabe et al., 

2000; O'neil et al., 1999; Takahashi et al., 2001; Ogushi et al., 2001; Ganz, 2003; Gallo y Hooper, 

2012). Muchas PAM son enzimas que matan bacterias por un ataque enzimático en las estructuras 

de la pared celular. Las enzimas expresadas por las células de Paneth atacan las membranas 

bacterianas. La lisozima hidroliza el enlace glicosídico del peptidoglicano de la pared (Müller et al., 

2005) y la fosfolipasa A2,y los fosfolípidos de la membrana (Koprivnjak et al., 2002). Las defensinas 

constituyen una familia importante de los péptidos de membrana en los vertebrados. La interacción 

es no-específica y principalmente por unión a los grupos fosfolípidos aniónicos de la superficie de la 

membrana, a través de interacciones electrostáticas. Esta interacción crea poros en la membrana 

bacteriana que alteran la integridad y promueven la lisis de los microorganismos (Kagan et al., 

1990). Las catelicidinas son generalmente catiónicas, péptidos en hélice α que se unen a las 

membranas bacterianas por interacciones electrostáticas y, como las defensinas, inducen la 

disrupción de la membrana (Bals y Wilson, 2003). 

 

En el proceso de adhesión microbiana de las LAB se incluyen fuerzas pasivas, interacciones 

electrostáticas, interacciones hidrofóbicas, fuerzas estéricas, ácidos lipoteicoicos y estructuras 

específicas, tales como apéndices externos cubiertos por lectinas. Una amplia variedad de 

moléculas que median la adhesión de bacterias patógenas han sido caracterizadas. Sin embargo, el 

conocimiento de qué factores median la adhesión de Lactobacillus es muy limitado (Abbot et al., 

2007; Westerlund y Korhonen, 1993; Sun et al., 2012). 
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EXCLUSIÓN COMPETITIVA DE MICROORGANISMOS PATÓGENOS 

 

 Greenberg fue el primero en describir el término "exclusión competitiva", cuando se refirió 

al escenario en que especies de bacterias competían por sitios de unión frente a otras especies 

(Greenberg, 1969). Los mecanismos usados por las especies para la exclusión y/o la reducción en el 

crecimiento de otras especies es variable e incluye: creación de un microambiente hostil, 

disminución de los sitios de unión disponibles, producción y secreción de sustancias 

antimicrobianas, así como la disminución de los nutrientes esenciales para el crecimiento (Rolfe, 

1991). 

 

 Las propiedades de adhesión específicas se deben a la interacción entre las proteínas de 

superficie y las mucinas. Lactobacilos y bifidobacterias inhiben un amplio rango de patógenos, en 

los que se pueden incluir E. coli, Salmonella, Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes y Rotavirus 

(Chenoll et al., 2011; Sgouras et al., 2004; Todoriki et al., 2001; Chu et al., 2005; Tsai et al., 2008; 

Muñoz et al., 2011; Nakamura et al., 2012). La exclusión se produce debido a diversos mecanismos 

y propiedades de los probióticos para inhibir la adhesión de patógenos, que incluyen la producción 

de PAM y la estimulación de CEI. La exclusión competitiva por bacterias intestinales se basa en la 

interacción bacteria-bacteria mediada por la competencia por los nutrientes disponibles y la 

adhesión a los sitios de la mucosa. Para obtener ventaja, las bacterias pueden modificar el 

ambiente para que sea menos adecuado para sus competidores. La producción de PAM es un 

ejemplo de la modificación del ambiente (Schiffrin et al., 2002). 

 

 Algunos lactobacilos y bifidobacterias comparten características en la unión de hidratos de 

carbono con algunos enteropatógenos (Nesser et al., 2000; Fujiwara et al., 2001), lo que hace 

posible que las cepas compitan con patógenos específicos por los sitios de unión (Mukai et al., 

2002). En general, las cepas probióticas son capaces de inhibir la unión de bacterias patógenas por 

medio del impedimento estérico en los receptores de patógenos de los enterocitos (Coconier et al., 

1993). El efecto de las bacterias probióticas en la exclusión competitiva de patógenos se ha 

demostrado usando modelos de mucosa humana in vitro (Hirano et al., 2003; Tuomola et al., 1999), 

además de modelos a base de mucosas animales (Hirn et al., 1992; Genovese et al., 2000). Hirano 

et al. demostraron que L. rhamnosus, una cepa con mucha capacidad de adhesión, es apta para 
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inhibir la internalización de E. coli enterohemorrágica en una línea celular intestinal humana 

C2BBe1 (Hirano et al., 2003).  

 

PRODUCCIÓN DE SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS 

 

 Unos de los mecanismos propuestos por el cual los probióticos ejercen beneficios en la 

salud, es la formación de compuestos de bajo peso molecular, tales como ácidos orgánicos y PAM 

conocidos como bacteriocinas.  

 

 Los ácidos orgánicos son considerados el principal componente antimicrobiano capaz de 

inhibir la actividad de los patógenos; en particular los ácidos acético y láctico tienen un efecto 

inhibitorio frente a bacterias Gram negativo (Alakomi et al., 2000; De Keersmaecker et al., 2006; 

Makras et al., 2006). La forma no disociada de los ácidos orgánicos entra en la bacteria y se disocia 

dentro del citoplasma, ocurriendo una disminución del pH o una acumulación intracelular de las 

formas ionizadas de los ácidos orgánicos que pueden conducir a la muerte del patógeno 

(Ouwehand, 1998; Russel y Diez-Gonzalez, 1998). Las bacterias intestinales producen una gran 

variedad de ácidos grasos que promueven la salud. De hecho, ciertas cepas de bifidobacterias 

intestinales y lactobacilos han demostrado producir ácido linoleico conjugado (ALC), potente 

agente anticancerígeno (O'Shea et al., 2012; Macouzet et al., 2009). Recientemente, se ha 

demostrado la capacidad de modular la composición de los ácidos grasos del hígado y del tejido 

adiposo del hospedador tras la administración oral de bifidobacterias y lactobacilos productoras de 

ALC en ratones (O'Shea et al., 2012, Lee et al., 2007). Por último, las bacterias probióticas son 

capaces de producir derivados de las sales biliares, que tienen actividad antimicrobiana en 

comparación con las sales biliares sintetizados por el organismo. Sin embargo, queda por dilucidar 

cómo los probióticos se protegen a sí mismos de los distintos metabolitos con actividad microbiana 

que producen (Oelschlaeger, 2010). 

 

Con respecto a la producción de bacteriocinas, hay que destacar que varios estudios han 

puesto de manifiesto que la producción de las mismas confiere a las cepas productoras una ventaja 

competitiva dentro de entornos microbianos complejos, como consecuencia de su actividad 

antimicrobiana asociada. La producción de bacteriocinas puede permitir el establecimiento del 
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microorganismo y aumentar la prevalencia de las cepas productoras, así como permitir la inhibición 

directa en la proliferación de patógenos dentro del TGI (O'Shea et al., 2012). 

  

 Muchas LAB generan bacteriocinas con actividad sólo contra bacterias estrechamente 

relacionadas, pero existen algunas que incluso son activas frente a patógenos transmitidos por los 

alimentos (Nielsen et al., 2010). Los mecanismos comunes de acción de las bacteriocinas incluyen la 

destrucción mediante la formación de poros y/o inhibición de la síntesis de la pared celular (Hassan 

et al., 2012). Por ejemplo, la nisina forma un complejo con el último precursor de la pared celular, 

el lípido dos, inhibiendo de este modo la biosíntesis de la pared celular y posteriormente formando 

un poro en la membrana bacteriana (Bierbaum y Sahl, 2009). 

 

  Algunos compuestos antibacterianos específicos han sido descritos para cepas de 

bifidobacterias y, dentro de ellos, sólo una bacteriocina (bifidocina B), producida por B. bifidum 

NCFB 1454, es activa frente a bacterias Gram positivas (Makras et al., 2006; Yildirim et al., 1999). 

Liévin et al. describieron una gran actividad de eliminación de dos cepas de Bifidobacterium contra 

varias bacterias patógenas, como Salmonella enterica ser. typhimurium SL1344 y E. coli C1845. 

Dicha actividad, fue atribuida a la producción de una molécula lipofílica de bajo peso molecular 

(Liévin et al., 2000; Gibson y Wang, 1994). 

 

PROBIÓTICOS Y SISTEMA INMUNITARIO 

 

 Los TLRs son proteínas transmembrana expresadas en diversas células, tanto inmunitarias 

como no, entre las que se encuentran las células B, células natural killer, células dendríticas, 

macrófagos, fibroblastos, células epiteliales y células endoteliales. En los mamíferos, la familia de 

TLRs incluye 11 proteínas (TLR1-TLR11). En los seres humanos, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR10 

se encuentran en la membrana plasmática asociados principalmente a la respuesta de patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP). Los receptores TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se encuentran 

en la superficie de los endosomas, respondiendo a los PAMP de virus y bacterias (Figura 6) (Gómez-

Llorente et al., 2010). 
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 La vía de señalización de los TLRs, a excepción del receptor TLR3, implica el reclutamiento de 

MyD88 (proteína de respuesta primaria de diferenciación mieloide), que activa las vías de MAPK 

(mitogen-activated protein kinase) y la del factor nuclear (NF)-kappa beta (κβ) (Lebeer et al., 2010; 

Kawai y Akira, 2010; Wells, 2011). El receptor TLR3 utiliza el TRIF (adaptador que contiene el 

dominio TIR —receptor toll/interleuquina (IL)-1— que induce interferón β), lo que lleva a la 

expresión de interferón tipo I (Wells, 2011). La señalización mediada por TLRs ha demostrado 

controlar la maduración de las células dendríticas induciendo la sobreexpresión de varios 

marcadores de maduración, tales como CD80, CD83 y CD86, así como el receptor de quimioquinas 

CCR7. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6. Interacción de los probióticos con el sistema inmunitario en el intestino (Bermudez-Brito et al., 2012). 

 

 Por otra parte, los microorganismos comensales y los probióticos pueden crear un estado de 

tolerancia general mediado por la acción de TLRs en las células dendríticas. La señalización del 

receptor TLR9 es esencial en la intervención de la acción antiinflamatoria producida por los 
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probióticos. Sin embargo, otros estudios han implicado a otros TLRs, tales como TLR3 y TLR7, en la 

tolerancia inducida por bacterias comensales y probióticas (Gómez-Llorente et al., 2010). 

 

 Después de la activación producida por los microorganismos comensales y probióticos, las 

células dendríticas inician una respuesta adecuada, como la diferenciación de células Th0 a Treg, que 

tiene un efecto inhibidor sobre las respuestas inflamatorias Th1, Th2 y Th17. Está bien establecido 

que los probióticos pueden suprimir la inflamación intestinal a través de la regulación a la baja de la 

expresión de TLRs, la secreción de metabolitos que pueden inhibir al TNF-α y la inhibición de la 

señalización de NF-β en los enterocitos (Gómez-Llorente et al., 2011).  

  

 El receptor TLR2 reconoce al peptidoglicano, principal componente de las bacterias Gram 

positivas, entre las que se incluyen los géneros Lactobacillus. Varios estudios han demostrado que 

TLR2 es necesario para que algunas cepas de Lactobacillus puedan ejercer sus efectos 

inmunomoduladores. Vinderola et al. (2005) demostraron que L. casei CRL 431 interactúa con las 

CEI a través de TLR2, y que esta interacción induce un incremento en el número de receptores CD-

206 y TLR2, principalmente en las células implicadas en la respuesta inmunitaria innata. Además, 

los componentes de la pared celular de los lactobacilos pueden potenciar la señal de unión de TLR2 

en combinación con TLR6. Los anclajes de la membrana diacilados de lipoproteínas y ácidos 

lipoteicoicos se unen a TLR2 y TLR6, promoviendo así la dimerización y activación mediada por 

MyD88, de la vía canónica de NF-κβ (Wells, 2011). La estimulación de TLR2 aumenta la producción 

de citoquinas y su activación tiene un papel importante en la mejora de la resistencia transepitelial 

a las bacterias invasoras (Vizoso Pinto et al., 2009).  

  

 En este sentido, Shida et al. mostraron que L. casei induce altos niveles de IL-12, tanto en 

macrófagos normales como en deficientes de TLR2, y que el peptidoglicano induce bajos niveles de 

IL-12 en macrófagos normales e incluso más bajos en los deficientes de TLR2. Por lo tanto, los 

autores sugirieron que el peptidoglicano intacto de los lactobacilos en realidad actúa vía TLR2 

inhibiendo la producción de IL-12. Aunque, el reconocimiento por TLR2 es esencial, sólo del 12 al 

48% de la producción de IL-12 en los macrófagos deficientes de TLR2 fue inhibida por el 

peptidoglicano, lo que sugiere que otros mecanismos independientes de TLR2 pueden estar 

implicados (Shida et al., 2009).  
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 Igualmente, se ha demostrado que cepas de L. rhamnosus GG y L. plantarum BFE 1685 

aumentan la expresión de TLR2 en experimentos con células intestinales humanas. Más 

recientemente, L. casei CRL431 ha demostrado ejercer efectos similares en ratones sanos y ratones 

infectados con S. enterica serovar typhimurium (Abreu et al., 2005; Castillo et al., 2011). La 

administración de probióticos a ratones sanos produjo un aumento en la expresión de TLR2, TLR4 y 

TLR9 y mejora la secreción de TNF-α, IFN-γ e IL-10 en las placas de Peyer (Castillo et al., 2011).  

 

 TLR2 también tiene un papel importante en el reconocimiento de las bifidobacterias. Hoarau 

et al. han descrito que el producto de fermentación por B. breve C50 puede inducir la maduración y 

producción de IL-10, así como prolongar la supervivencia de las células dendríticas vía TLR2 (Hoarau 

et al., 2006). Del mismo modo, Zeuthen et al. señalaron que células dendríticas sin el gen TLR2 

producen más IL-2 y menos IL-10 en respuesta a bifidobacterias, concluyendo que los efectos 

inmuno-inhibitorios dependen de TLR2 (Zeuthen et al., 2008).  

 

 Con respecto al receptor de TLR4 se ha observado que tiene un papel en la defensa del 

hospedador frente a las infecciones in vivo de Salmonella. En ratones sanos, L. casei CRL 431 activa 

este receptor y es capaz de utilizarlo como mecanismo de supervivencia frente a bacterias 

patógenas (Castillo et al., 2011). La activación de TLR4 induce mediadores pro-inflamatorios, un 

aumento en la expresión de TLR2 y una reducción en su propia expresión, que cursa con un 

reclutamiento de células inflamatorias y con el inicio de una respuesta apropiada en el bazo 

(Castillo et al., 2011; Weiss et al., 2004; Totemeyer et al., 2003). 

 

 Asimismo, cepas de L. rhamnosus GG, L. delbrueckii subsp. bulgaricus inactivadas por calor 

pueden disminuir la expresión de TLR4, de manera similar a la del lipopolisacárido (LPS), en células 

dendríticas derivadas de monocitos humanos tras 12 h de incubación. Éstas cepas probióticas 

pueden alterar la respuesta inmunitaria a nivel post-transcripcional por modificación de la 

expresión del microARN (Giahi et al., 2012). 

 

 Otro TLR relevante es el TLR9, que reconoce ADN bacteriano CpG. Fragmentos de ADN no 

metilado que contiene CpG son liberados por probióticos in vivo teniendo un efecto anti-

inflamatorio potencial, a través de la señalización de TLR9 en la superficie. Se sabe que las especies 
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de Lactobacillus difieren en su composición G+C. Por lo tanto, la capacidad de distintas especies de 

estimular TLR9 puede ser diferente (Wells, 2011; Hemmi et al., 2000). La estimulación de TLR9 a 

través de las superficies apical y basolateral activa diferentes vías de señalización intracelular en 

células epiteliales polarizadas. Mientras el TLR9 basolateral activa la degradación de Iβα y la 

activación de la vía de NF-β, el TLR9 apical induce una acumulación citoplasmática de Iβ 

ubiquitinada e inhibe a NF-β (Lee et al., 2006). Cepas de B. breve (NumRes 204), L. rhamnosus 

(NumRes 1) y L. casei (DN-114001) inducen distintos niveles de producción de citoquinas en células 

inmunitarias primarias de humanos y ratones. Se ha demostrado que la cepa de B. breve genera 

niveles mucho más bajos de IFN-γ que L. rhamnosus y L. casei. Por otra parte, la cepa de B. breve y 

lactobacilos estimulan citoquinas de manera independiente de TLR9 y disminuyen la inflamación 

por efectos inhibitorios de TLR2 (Plantiga et al., 2011).  

 

NLRs Y PROBIÓTICOS 

 

 Existe otra familia de receptores, los NLRs. Se encuentran localizados en el citoplasma y son 

importantes en los tejidos donde TLRs se expresan en niveles muy bajos. Los miembros más 

caracterizados son NOD1 y NOD2, pero actualmente hay más de 20 NLRs (Hakansson y Molin, 

2011). NOD1 se expresa de forma ubicua. NOD2 se expresa en macrófagos, células de Paneth, 

células dendríticas, células intestinales, células de pulmón y células epiteliales orales, y en bajos 

niveles en células T. El receptor NOD1 puede detectar restos de peptidoglicano, asociado 

principalmente a la identificación de bacterias Gram positivas; y NOD2 puede detectar motivos 

dipeptídicos de ácido murámico, lo que permite el reconocimiento de un amplio rango de bacterias 

(Biswas et al., 2012). Después del reconocimiento de su agonista, tanto NOD1 como NOD2 se 

oligomerizan para reclutar y activar la proteína adaptadora RICK, una proteín-quinasa que regula la 

apoptosis mediada por CD95, esencial en la activación de MAPK y NF-β, aumentando la 

transcripción y producción de mediadores inflamatorios, entre ellos citoquinas, quimioatractantes, 

ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la enzima oxido nítrico sintasa inducible (Chen et al., 2009). 

 

 Hay algunos estudios que demuestran el efecto de los probióticos en los NLRs. Fernandez et 

al.  señalaron recientemente que la capacidad protectora de L. salivarius Ls33 se correlaciona con la 

producción local de IL-10, que fue neutralizada en ratones deficientes de NOD2. De hecho, estos 
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autores establecen que el efecto anti-inflamatorio de Ls33 está mediado por NOD2 (Fernandez et 

al., 2011). 

 

 Otra importante vía activada por los NLRs implica la escisión de pro-IL-1β y pro-IL-18 en sus 

formas maduras y activas. Los NLRs participan en la formación del inflamasoma, lo que conduce a la 

activación de la caspasa-1. Existen tres inflamasomas principales: NLRP1, NLRP3 y NLRC4. El NLRP3 

detecta LPS, muramildipéptidos, ARN bacteriano y viral (Chen et al., 2009). Existen dos pasos 

fundamentales para la completa activación del inflamasoma NLRP3, uno necesario para inducir la 

transcripción del ARN mensajero de NLRP3 y otro en el que se reconozcan los PAMP para la 

completa expresión de NLRP3 (Bauernfeind et al., 2009; Bauernfeind et al., 2010).  

 

 Se ha sugerido que NLRP3 tiene un papel importante en la regulación de la inflamación 

intestinal en adultos, como en el caso de la enfermedad de Crohn (Hirota et al., 2011). A su vez, una 

alteración en la expresión de NLRP3 resulta en una interrupción en la homeostasis inmunitaria 

asociada a enfermedades auto-inflamatorias en humanos (Anderson et al., 2008). Debido a que el 

nivel de expresión de NLRP3 es bajo en las células inmunitarias, la inducción de la expresión de 

NLRP3 es un primer paso para la activación apropiada del NLRP3 con el fin de responder al estímulo 

producido por los PAMP (Bauernfeind et al., 2009; Bauernfeind et al., 2010; Meylan et al., 2006; 

Martinon et al., 2009). 
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MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE PROBIÓTICOS 

 

 La barrera entre el lumen intestinal y el tejido conectivo del hospedador está formada por 

las CEI. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que también se encuentran involucrados 

en procesos inmunológicos que discriminan entre patógenos y bacterias comensales. Además las 

CEI secretan una amplia gama de PAM, mencionados anteriormente. Las CEI interactúan con células 

presentadoras de antígenos, siendo la mayoría de ellas células dendríticas y macrófagos asociados a 

tejido linfoide. Este tipo de células es capaz de polarizar células T naive y producir inmunotolerancia 

o una respuesta inflamatoria.  

 

 La interacción entre CEI, células dendríticas, macrófagos, bacterias comensales y/o 

patógenos estimula una secreción diferencial de citoquinas dependiendo de la situación presente. 

La presencia de bacterias comensales y probióticas hace que las CEI liberen IL-10; en cambio, la 

existencia de bacterias patógenas genera citoquinas pro-inflamatorias (IL-8 y TNF-α). Si pensamos 

en las situaciones descritas anteriormente (interacción entre las distintas células), el resultado 

global podría estar determinado por citoquinas secretadas por las CEI y células dendríticas, que 

estimularían a su vez a células inmaduras y macrófagos, aumentando los niveles de tales citoquinas 

en respuesta (Th1, Th2, Th17 o Treg) a la situación del medio. Estudiar en su conjunto tal compleja 

red de células y citoquinas secretadas es difícil de imitar in vitro. Por ello, los modelos 

experimentales que se han desarrollado implican CEI y células dendríticas generadas a partir de 

monocitos o segmentos de intestino de rata o humano (Uematsu et al., 2008; Ng et al., 2011; Smits 

et al., 2005), y células T aisladas de células mononucleares de sangre periférica (Smits et al., 2005). 

Dichos modelos pueden incluir sólo un tipo de células, o bien más de uno (co-cultivo de varios tipos 

de células en un esfuerzo por imitar el tejido intestinal), o un cultivo de explantes intestinales (Jarry 

et al., 2011). Usualmente, los modelos permiten determinar la diferencia de secreción de 

citoquinas, o distinguir entre diferentes porciones de células T y dendríticas, usando fenotipos de 

superficies celulares y/o factores de transcripción que son específicos para cada tipo celular (Figura 

7).  
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FIGURA 7. Modelos experimentales para el estudio de las interacciones entre el hospedador y los microbios   

(Bermudez-Brito et al., 2013). 

 

 En apartados anteriores hemos descrito modelos celulares con CEI para el estudio de 

probióticos. Profundizaremos en este apartado en los modelos con células dendríticas, macrófagos, 

explantes, organoides y animales.  

 

CÉLULAS DENDRÍTICAS 

 

 Las células dendríticas pueden diferenciarse al menos en cuatro líneas que abarcan las 

células de Langerhans, células dendríticas mieloides (CDM), células dendríticas linfoides y células 

dendríticas plasmocitoides (Wu y Liu, 2007). Estas células juegan un papel crítico en la organización 

de la respuesta inmunitaria adaptativa que se produce por tolerancia e inmunidad (Cools et al., 

2007; Quah y O'neill, 2005; Steinman et al., 2003). Las células dendríticas inmaduras residen en 
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tejidos periféricos, tales como la mucosa intestinal, y monitorizan el microambiente presente en 

busca de PAMP. Posteriormente, liberan quimioquinas y citoquinas que amplifican la respuesta 

inmunitaria (Banchereau y Steinman, 1998; Sabatté et al., 2007). 

 

 Los probióticos ejercen efectos estimulantes diferentes en células dendríticas in vitro, 

desarrollando niveles de producción muy variables de citoquinas, y funciones efectoras diferentes 

(Christensen et al., 2002; Zeuthen et al., 2008; Fink et al., 2007). Algunas cepas modulan la 

producción de citoquinas en células dendríticas in vitro e inducen respuesta antiinflamatorias, 

mientras otras inducen una respuesta pro-inflamatoria (Evrard et al., 2011). Este efecto 

dependiente de la cepa resulta de la interacción específica entre la bacteria y el PAMP. Braat. et al. 

(2004) propusieron que L. rhamnosus modula la función de las células dendríticas para inducir una 

nueva forma de respuesta de células T menos reactiva, un mecanismo por el que se podrían 

explicar los efectos beneficiosos observados por la administración de probióticos en algunas 

enfermedades clínicas. El análisis de células dendríticas inmaduras derivadas de médula ósea 

muestra que todas las cepas aumentan la expresión del marcador de superficie CD86, que es 

indicativo de la maduración de las células dendríticas. Sin embargo, las distintas cepas varían en la 

intensidad de la expresión inducida de CD86. Ninguna cepa indujo apreciablemente los niveles de 

IL-10 e IL-12 en células dendríticas inmaduras derivadas de médula ósea, mientras que la expresión 

de TNF-α fue inducida en particular por L. paracasei y L. fermentum (D'Arienzo et al., 2009).  

 

 Mohamadzadeh et al. (2005) investigaron tres especies de Lactobacillus y encontraron que 

modularon el fenotipo y la función de CDM humanas. Las CDM expuestas a Lactobacillus 

aumentaban la expresión de antígenos de leucocitos, CD83, CD40, CD80 y CD86 y altos niveles de 

secreción de IL-12 e IL-18, pero no de IL-10. La IL-12 fue persistente en las CDM expuestas a las tres 

especies de Lactobacillus en presencia de LPS de E. coli, mientras la inducción de IL-10 por LPS 

estuvo inhibida. La activación de CDM con lactobacilos produjo un cambio de células T CD4+ y CD8+ 

a Th1 y polarización de Tc1, como evidenció la secreción de IFN-γ, pero no de IL-4 o IL-13.  

 

 L. reuteri y L. casei, pero no L. plantarum, dieron lugar a que las células dendríticas derivadas 

de monocitos desarrollaran células Treg. Las células Treg producen niveles elevados de IL-10 y son 

capaces de inhibir la proliferación de células Th. Lactobacillus reuteri y L. casei se unen a la 
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molécula de adhesión intercelular denominada DCSIGN. Se observó que anticuerpos que bloquean 

DCSIGN inhiben la inducción de las células Treg causada por estas bacterias probióticas.  

 

 Weiss et al. (2011) demostraron que los lactobacilos pueden ser divididos en dos grupos de 

bacterias que tienen efectos contrarios y que las bifidobacterias exhiben efectos uniformes. En 

conclusión, las LAB inician "interacciones" por una vía de maduración de las células dendríticas. 

Éstas cepas de LAB pueden representar herramientas útiles para modular el equilibrio de citoquinas 

e impulsar potentes respuestas inmunitarias tipo-1 y/o prevenir la desregulación inmunitaria 

asociada con polarizaciones específicas de células T (Fink et al., 2007). 

 

MACRÓFAGOS 

 

 Los lactobacilos han demostrado activar monocitos y macrófagos, que juegan un papel 

significativo en la presentación de antígenos, la activación de la inmunidad por anticuerpos 

específicos y la estimulación de IgA. En particular, éstas células son esenciales en la respuesta 

inmunitaria de tipo 1 (con células efectoras citotóxicas) o respuestas de tipo 2 (caracterizadas por la 

producción de anticuerpos). La respuesta de tipo 2 se relaciona con la secreción de IL-4, IL-5, IL-9 e 

IL-13, que promueve la inducción de IgE y de respuestas alérgicas. Por incubación de suspensiones 

bacterianas con células THP-1 tipo macrófagos, Drago et al. (2010) analizaron cuatro cepas de L. 

salivarius (LDR0723, CRL1528, BNL1059 y RGS1746) por su habilidad en la modulación de las 

citoquinas pro y anti-inflamatorias. LDR0723 y CRL1528 produjeron un incremento persistente en la 

producción de IL-12 e IFN-γ y disminuyeron la liberación de IL-4 e IL-5. En cambio, BNL1059 y 

RGS1746 favorecieron la respuesta Th2, produciendo una disminución de la proporción Th1/Th2 

con respecto a células no estimuladas. Ivec et al. (2007) mostraron que las bacterias probióticas, sin 

importar si fueran lactobacilos o bifidobacterias, tenían la habilidad de disminuir la infección viral 

mediante un estado antiviral en los macrófagos, a través de la producción de óxido nítrico y de 

citoquinas inflamatorias, tales como IL-6 e IFN-γ. 
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EXPLANTES DE TEJIDO Y PROBIÓTICOS 

 

 El número de estudios en los que se utilizan explantes y probióticos es muy limitado. La gran 

mayoría de ellos se centra en el estudio de enfermedades intestinales, particularmente de la 

enfermedad de Crohn. Utilizando un modelo de cultivo con mucosa intestinal y cepas bacterianas 

seleccionadas, Carol et al. (2006) observaron una disminución en la actividad de linfocitos T y de la 

secreción de TNF-α en la mucosa inflamada de pacientes con la enfermedad de Crohn. L. casei 

puede restaurar la homeostasis inmunitaria en la mucosa ileal inflamada de esos pacientes, 

favoreciendo la apoptosis de linfocitos T. Además, Carol et al. (2006) también señalaron que ciertos 

lactobacilos, tales como L. casei DN-11 401 y L. bulgaricus LB10, podueden disminuir la respuesta 

inflamatoria cuando se exponen a la mucosa inflamada en el modelo celular (Carol et al., 2006; 

Borruel et al., 2002; Borruel et al., 2003). Estos autores concluyeron que los probióticos interactúan 

con células inmunocompetentes, a través de la interfaz de la mucosa y la modulación local en la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias. Recientemente, Mencarelli et al. (2011) cultivaron 

explantes de grasa abdominal de cinco pacientes con enfermedad de Crohn y cinco pacientes con 

cáncer de colon con VSL#3. Estos autores encontraron que la exposición de los tejidos a VSL#3, 

condicionaba la liberación de leptina. 

 

 Dicho grupo trató también explantes de colon de ratón con proteínas purificadas de L. 

rhamnosus GG en ausencia o presencia de TNF-α (Mencarelli et al., 2011). Dos proteínas purificadas 

denominadas p75 y p40 activaron la proteína quinasa B, inhibiendo la apoptosis de células 

epiteliales inducida por citoquinas y promoviendo el crecimiento celular en explantes celulares de 

colon de ratón. Adicionalmente, el daño epitelial del colon inducido por TNF-α se redujo de manera 

significativa. Estos hallazgos sugieren que los componentes bacterianos de los probióticos pueden 

ser útiles en la prevención de las enfermedades gastrointestinal mediadas por citoquinas (Yan y 

Polk, 2007). 

 

ORGANOIDES 

 

 Intentos para conseguir la arquitectura del tejido intestinal in vitro incluyen la disgregación 

de subunidades del intestino de ratas adultas, denominados actualmente como "organoides", para 
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extraer células madre adultas y generar de manera espontánea tejido intestinal de cuerpos 

embrioides (Howell y Wells, 2011). Recientemente, se ha descrito que células madres 

pluripotenciales (CMP) humanas son capaces de diferenciarse directamente en tejido intestinal in 

vitro (Spence et al., 2011). 

 

 Las CMP ofrecen oportunidades prometedoras para generar tejido intestinal que pueda 

aprovecharse en enfermedades intestinales (Howell y Wells, 2011). Por ejemplo, CMP humanas se 

han diferenciado en un cultivo en monocapa de hepatocitos de hígado y células endocrinas 

pancreáticas (Cai et al., 2007; D'Amour et al., 2005; Song et al., 2009; Zhang et al., 2009), con 

eficacia terapéutica en modelos animales de enfermedad hepática (Zhang et al., 2009; Basma et al., 

2009; Touboul et al., 2009) y diabetes (Kroon et al., 2008). Varios autores han diferenciado CMP de 

ratones y humanas hasta conseguir tejido intestinal. Las estructuras en tres dimensiones 

resultantes consisten en epitelios tipo columna polarizados que siguen un modelo estructural de 

vellosidad intestinal y de cripta, con zonas de proliferación que expresan marcadores de células 

madres intestinales. Los epitelios contienen un número normal de células madre Lgr5 positivas, 

células de Paneth y del dominio que forman la cripta, y líneas celulares diferenciados (enterocitos y 

células enteroendocrinas) en el dominio de la vellosidad intestinal (Koo et al., 2011). Éste tejido 

intestinal es funcional, pudiendo secretar mucinas (Spence et al., 2011; McCracken et al., 2011).  

 

 El modelo de los organoides se basa en el uso de factores de crecimiento y Matrigel®, es un 

sistema de cultivo bien establecido que mantiene características in vivo, tales como la cinética de 

auto-renovación (Sato et al., 2011). Sin embargo, a pesar de tener muchas ventajas, este sistema 

tiene ciertas limitaciones. Por ejemplo, los organoides intestinales tienen muchos menos 

componentes que el intestino in vivo y dentro de ellos no podemos encontrar el sistema nervioso 

entérico y el sistema vascular, linfático e inmunitario. Mientras la mayoría de los tipos celulares son 

generados en proporciones similares a los hallados in vivo, la arquitectura de los organoides no es 

regular, variando las criptas de un organoide a otro (McCracken et al., 2011). A pesar de las 

desventajas detalladas, el sistema posee una utilidad extraordinaria para entender y reproducir el 

desarrollo, homeostasis y enfermedad del intestino humano.  

 

 



  ANTECEDENTES 

54 

 

PROBIÓTICOS Y ANIMALES 

 

 Los efectos inmunomoduladores de los probióticos han sido demostrados en modelos 

experimentales de alergia, enfermedades autoinmunes y enfermedades inflamatorias intestinales 

(Borchers et al., 2009). La administración de probióticos ha demostrado efectos protectores en la 

colitis espontánea e inducida químicamente, a través de la regulación negativa en la producción de 

citoquinas inflamatorias y/o la inducción de mecanismos de regulación de una manera específica 

para cada cepa. En modelos animales (de sensibilización a alérgenos, de asma y rinitis alérgica en 

ratón), la administración oral de probióticos causó una disminución en la producción de IgE a través 

de la modulación en la producción sistémica de citoquinas. Algunos probióticos han disminuido la 

hipersensibilidad de las vías respiratorias y la inflamación a través de la inducción de la mecanismos 

de regulación (Fontana et al., 2013). Como hemos descrito, los probióticos pueden modular tanto la 

microbiota intestinal como el sistema inmunitario asociado a las mucosas y, por tanto, al sistema 

inmunitario sistémico. Se ha observado que la administración con L. acidophilus y L. casei aumenta 

la eficacia del dahi (yogur griego) en la supresión de la diabetes inducida por estreptotozina en 

ratas, previniendo la dislipidemia e inhibiendo la peroxidación lipídica y la formación de nitritos 

(Yadav et al., 2008). En ratones ob/ob, obesos y diabéticos, la administración de la mezcla 

probiótica VSL#3 disminuyó los niveles de lípidos hepáticos y la actividad de la alanina-

aminotransferasa, lo que indica un efecto protector frente a la esteatohepatitis asociada a la 

obesidad (Li et al., 2003). Estos beneficios se asociaron a una normalización de la β-oxidación y a la 

reducción de la actividad del factor proinflamatorio NF-B y de la expresión de la proteína 

desacoplante-2 (UCP-2). Asimismo, en el modelo de obesidad, resistencia insulínica y esteatosis 

hepática provocada por una dieta elevada en grasa también se ha demostrado la eficacia de VSL#3, 

siendo el efecto mediado por las células NKT (Ma et al., 2008). 

 

 En el presente estudio, hemos utilizado ratas con una mutación del receptor de la leptina 

Leprfa descrito en 1961 en un stock de ratas de Lois y Theodroe Zucker, estableciéndose como 

modelo genético de obesidad en 1991. Dichas ratas reciben el nombre de ratas Zucker y se trata de 

un modelo de obesidad muy bien caracterizado, pues presenta las complicaciones metabólicas 

típicas del obeso humano: resistencia insulínica, dislipidemia y diabetes tipo 2. 
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ESTUDIO EN HUMANOS 

 

DECLARACIÓN DE PRINCIPIOS ÉTICOS 

 

 Todos los pacientes que participaron en el estudio firmaron un formulario de 

consentimiento informado. El estudio siguió las normas establecidas en la declaración de Helsinki y 

fue aprobado por los comités de evaluación ética de las universidades de Granada, Murcia y 

Valencia. 

 

SUJETOS DE ESTUDIO 

 

 Los criterios de inclusión fueron: hombre o mujer, edad entre 18 y 50 años, defecaciones 

normales, parámetros sanguíneos dentro del rango normal o que no se consideraran clínicamente 

significativos, IMC entre 18,0 y 29,9 kg/m2. 

 

 Los criterios de exclusión fueron: embarazo y lactancia, parámetros sanguíneos fuera del 

rango normal considerado como clínicamente significativo, una historia de enfermedad metabólica 

o gastrointestinal, alergias a alimentos, uso reciente de antibióticos o medicamentos laxantes, 

diarrea, estreñimiento, diabetes mellitus, tabaquismo y presión arterial mayor a 140/90 mmHg.  

 

PROBIÓTICOS 

 

 Se utilizaron las cepas probióticas Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Bifidobacterium 

breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 descritas anteriormente por nuestro 

grupo (Muñoz-Quezada et al., 2013). Estas cepas se sometieron a ensayos de actividad enzimática y 

utilización de carbohidratos y fueron depositadas en la Collection Nationale de Cultures de 

Microorganismes (CNCM) del Instituto Pasteur (Muñoz-Quezada et al., 2013).  
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

  Se ha realizado un estudio multicéntrico, aleatorizado, doble ciego y controlado por 

placebo, registrándose en www.clinicaltrials.gov como NCT01479543. La asignación al azar fue 

simple y no sujeta a ningún tipo de restricción, tales como bloqueo o tamaño de bloque. Ciento tres 

voluntarios sanos fueron reclutados en tres ciudades de España (Granada, Murcia y Valencia). A 

cada ciudad se le asignaron 35 códigos tomados de una tabla de aleatorización. Seis códigos fueron 

asignados a cada tratamiento en cada ciudad. Se utilizó una secuencia de asignación al azar (Ríos, 

1967). Los sobres que contenían los códigos fueron asignados a cada participante del estudio. 

Finalmente, los voluntarios fueron reclutados, asignados aleatoriamente y de forma ciega por 

Carolina Gómez-Llorente (Granada), Gaspar Ros (Murcia) y Dolores Corella (Valencia). En la figura 8 

se representa un diagrama de flujo del diseño experimental del estudio. 

 

 Los voluntarios se sometieron a un período de lavado de 15 días (t1). Tras este periodo se 

dividieron de forma aleatoria y ciega en 5 grupos que recibieron diariamente un placebo, una 

cápsula que contenía 9x109 UFC de una de las 3 cepas, o una cápsula que contenía 9x109 UFC de 

una mezcla de B. breve CNCM I-4035 y L. rhamnosus CNCM I-4036, durante 30 días (t2). El placebo 

contenía 67% de leche de vaca en polvo, 32,5% de sacarosa, y 0,56% de vitamina C. El período de 

intervención de 30 días fue seguido por un segundo lavado de otros 15 días (t3). Los voluntarios no 

consumieron ningún producto fermentado durante todo el  estudio.  

 

 Los voluntarios fueron reclutados entre julio y octubre de 2011. El primer lavado fue en 

octubre de 2011. La intervención terminó en noviembre de 2011, y el segundo lavado en diciembre 

de 2011. Todas las determinaciones acabaron en diciembre de 2012. Las muestras de sangre fueron 

tomadas en el instante t1 y t2. La sangre se centrifugó para separar el suero de las células. Las 

muestras de heces fueron tomadas en los tiempos t1, t2 y t3. Los datos de referencia de todos los 

voluntarios aparecen en  Plaza Díaz et al., 2013 (Anexos).  
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FIGURA 8. Diagrama de flujo del estudio NCT01479543 (Plaza-Díaz et al., 2013). 

 

 Las variables principales del estudio fueron seguridad, tolerancia y persistencia. Las variables 

secundarias fueron las poblaciones de bacterias evaluadas en heces, efectos inmunomoduladores                      

(citoquinas y producción de IgA secretora), análisis microbiológicos y poblaciones de linfocitos. El 

cálculo del tamaño muestral se realizó a partir de la varianza de una de las variables principales 

(persistencia), recuento de la cepa probiótica (log cepa UFC/g) en las heces de los voluntarios, con 

una diferencia del 25% comparado con el grupo placebo (Wind et al., 2010). Se asumió un error de 

tipo 1 con una valor de α=0,05 y una potencia del 90 % (β=0,1). El número mínimo calculado de 

sujetos por grupo fue de 19.  

 

 El número inicial de voluntarios por grupo fue el siguiente: placebo n=21; L. paracasei CNCM 

I-4034 n=21; B. breve CNCM I-4035 n=20; L. rhamnosus CNCM I-4036 n=21; mezcla de B. breve 

CNCM I-4035 y L. rhamnosus CNCM I-4036 n=20. Un sujeto de cada uno de los grupos de placebo, L. 

paracasei CNCM I-4034 y L. rhamnosus CNCM I-4036, abandonó el estudio de manera voluntaria.  
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 Las determinaciones que se describen a continuación se llevaron a cabo en todos los 

voluntarios (20 por grupo) con la excepción de la resistencia frente a los antibióticos, que se realizó 

en Valencia con 3 voluntarios por grupo (n=15). 

 

COLECCIÓN Y PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE HECES 

 

 Las muestras de heces fueron recogidas por cada voluntario en recipientes de plástico 

estéril que contenía un indicador de anaerobiosis. El recipiente fue introducido en una bolsa 

plástica en condiciones anaeróbicas y sellada inmediatamente por una pinza plástica. Las muestras 

fueron analizadas en un tiempo máximo de 4 h. 

 

PARÁMETROS DE TOLERANCIA Y SEGURIDAD GASTROINTESTINAL 

 

 La tolerancia gastrointestinal se determinó mediante el cuestionario de calificación de 

síntomas gastrointestinales GSRS, por sus siglas en inglés (Svedlund et al., 1988), la consistencia de 

las heces (Whelan et al., 2004), la recopilación diaria de síntomas gastrointestinales (náuseas, 

vómitos, diarrea, eructos, distensión abdominal y flatulencia) (Van Aerde et al., 2004) y la 

frecuencia en la defecación. Los valores del GSRS y la consistencia de las heces fueron medidas por 

los investigadores a las 4 y 6 semanas. El cumplimiento en la toma del producto se registró en un 

diario. La intolerancia fue definida con una puntuación de los síntomas GSRS de 2 o superior 

(moderada o grave). Los parámetros de seguridad fueron el número y el tipo de eventos adversos 

registrados a lo largo de todo el estudio y los cambios en los parámetros sanguíneos entre el inicio y 

el final del período de administración de las cepas. Los parámetros sanguíneos se midieron en los 

laboratorios de Análisis Clínicos del Hospital Virgen de las Nieves (Granada), Hospital Clínico 

(Valencia) y el laboratorio MegaLab (Murcia).  
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ANÁLISIS DE FLUORESCENCIA DE HIBRIDACIÓN IN SITU ACOPLADO A CITOMETRÍA DE             

FLUJO (FISH-CF) 

 

 Un gramo de heces se homogeneizó con 9 ml de tampón fosfato salino (PBS) y 

posteriormente 0,2 ml de la suspensión se mezcló con 0,6 ml de paraformaldehído al 4% en PBS. Se 

fijó durante toda la noche a 4 oC. Los grupos bacterianos se evaluaron mediante FISH-CF tal como 

han descrito Fallani et al. (2006 y 2010)  y Gomez-Llorente et al. (2013) La composición de la 

microbiota se analizó con un panel de 10 sondas específicas para grupos y especies unidas 

covalentemente a Cy5 en el extremo 5' (Langendijk et al., 1995; Manz et al., 1996; Sghir et al., 2000; 

Franks et al., 1998; Harmsen et al., 1999;  Harmsen et al., 2000; Lay et al., 2005; Fallani et al., 2006; 

Fallani et al., 2010, Gomez-Llorente et al., 2013). 

 

 La hibridación se realizó en una placa de 96 pocillos durante la noche a 35 oC. La solución de 

hibridación contenía 4 ng/µl de cada sonda, en 150 µl por pocillos. Las células se lavaron para 

eliminar el exceso de sonda mediante la incubación de las muestras a 37 oC durante 20 minutos en 

una solución de lavado (64 mmol/L de NaCl; 20 mmol/L de Tris-HCl; pH 8,0; 5 mmol/L de EDTA pH 

8,0 y 0,01% dodecil sulfato sódico, pH 7,2). Finalmente, se volvió a suspender la muestra en PBS. 

Las muestras se examinaron en un clitómetro de flujo FACSCanto II (Becton Dickinson, NJ, Estados 

Unidos), en el Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada.     

 

ANÁLISIS MICROBIOLÓGICOS 

 

 Se llevaron a cabo los siguientes análisis microbiológicos de las muestras de heces: recuento 

en placa mediante diluciones seriadas en agar Wilkins-Chalgren (Panreac Química, Barcelona, 

España) para determinar el número total de bacterias anaeróbicas; cuantificación del número de 

lactobacilos por determinación en medio agar MRS (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido); y finalmente, 

se cuantificó el número de bifidobacterias con el agar de Beerens (Oxoid, Basingstoke, Reino 

Unido). La cepa L. rhamnosus CNCM I-4036 se determinó empleando un medio MRS específico 

modificado, en el que se sustituyó la glucosa por ramnosa. Sólo L. rhamnosus y muy pocas especies 

de Lactobacillus del TGI humano son capaces de crecer en este medio (Wind et al., 2010; Scardovi, 

1986). 
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ANÁLISIS DE RESISTENCIA ANTIBIÓTICA 

 

 La sensibilidad de las cepas probióticas frente a ampicilina y tetraciclina fue determinada en 

las muestras de heces de los voluntarios mediante recuento en placas con diluciones seriadas en 

agar MRS (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), suplementado con un 0,05% (p/v) de cisteína (Sigma-

Aldrich) (medio MRS-C) y TSA agar (TSA, Oxoid) con y sin ampicilina (2 y 4 µg/ml, Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO), o tetraciclina (4 y 8 µg/ml, Sigma Aldrich). Las placas fueron incubadas durante un 

rango de 48 a 72 horas a 37 oC en atmósfera anaeróbica, generada utilizando el sistema 

AnaeroGen® (AnaeroGen®, Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), para el medio MRS y MRS-C y 

aeróbicamente a 30 oC en el caso de las placas de TSA.    

 

AISLAMIENTO DE Lactobacillus rhamnosus 

 

 Para cada voluntario, se seleccionaron de 5 a 10 colonias del agar MRS modificado 

(sustitución de glucosa por ramnosa, que favorece el crecimiento de L. rhamnosus), para inocularlas 

individualmente en medio MRS tradicional (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) durante 2 días a 37 oC 

bajo condiciones anaeróbicas De estos cultivos se aisló el ADN de L. rhamnosus CNCM I-4036 

empleando el kit mini DNA QIAamp (QIAGEN, Barcelona, España) para posteriormente identificar la 

cepa mediante PCR cuantitativa (qPCR) con oligonucleótidos específicos. 

 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERA (PCR) CUANTITATIVA (qPCR) 

 

 La qPCR fue utilizada para identificar Lactobacillus, Bifidobacterium spp., Bacteroides y 

Clostridium difficile en heces y confirmar la persistencia intestinal de L. rhamnosus CNCM I-4036. 

Para aislar el ADN de las heces de los voluntarios se utilizó el kit Mini DNA Stool QIAamp (QIAGEN, 

Barcelona, España). Para el caso de L. rhamnosus, el protocolo de aislamiento se ha descrito 

anteriormente. La tabla 1 muestra los cebadores utilizados en cada caso. La qPCR fue realizada por 

triplicado en un equipo Eppendorf Mastercycle EP Gradient. Los cebadores específicos fueron 

comprados en Sigma-Aldrich (Barcelona, España). La qPCR se llevó a cabo, usando Power SYBR 

Green Master Mix (Applied Biosystems, Barcelona, España). El programa empleado fue: un paso 

inicial de activación/desnaturalización de 95 oC durante 5 minutos seguido de 30 a 40 ciclos de 15 
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Microbial target Strain used for standard curve Sequence 5´ 3¨ 

      

Bifidobacterium spp. B. longum CECT 4503 CTCCTGGAAACGGGTGG (Forward) 

    GGTGTTCTTCCCGATATCTACA (Reverse) 

B. longum B longum CECT 4503 TTCCAGTTGATCGCATGGTCT (Forward) 

    GGCTACCCGTCGAAGCCACG (Reverse) 

B. breve B breve CECT 4839 CCGGATGCTCCATCACAC (Forward) 

    ACAAAGTGCCTTGCTCCCT (Reverse) 

B. dentium B dentium CECT 687 ATCCCGGGGGTTCGCCT (Forward) 

    GAAGGGCTTGCTCCCGA (Reverse) 

B. bifidum B bifidum DSM 20456 CCACATGATCGCATGTGATTG (Forward) 

    CCGAAGGCTTGCTCCCAAA (Reverse) 

B. catenulatum B. catenulatum DSM 16992 GCCGGATGCTCCGACTCCT (Forward) 

    ACCCGAAGGCTTGCTCCCGAT (Reverse) 

B. adolescentes B adolescentes CECT 5781 CTCCAGTTGGATGCATGTC (Forward) 

    CGAAGGCTTGCTCCCAGT (Reverse) 

Lactobacillus L. paracasei CNCM-I-4034 TGGATGCCTTGGCACTAGGA (Forward) 

    AAATCTCCGGATCAAAGCTTAC (Reverse) 

Bacteroides fragilis Bacteroides fragilis DSM 2151 GAGAGGAAGGTCCCCCAC (Forward) 

    CGCTACTTGGCTGGTTCAG (Reverse) 

Clostridium difficile Clostridium difficile CECT 531 TTGAGCGATTTACTTCGGTAAAGA (Forward) 

    TGTACTGGCTCACCTTTGATATTCA (Reverse) 

L. rhamnosus CNCM I-4036 L. rhamnosus CNCM I-4036 TGGCACTCACTGCAATTCGT (Forward) 

    GATGCTTTGGCGTTGGTGTA (Reverse) 
 

segundos a 95 oC, 30 a 40 segundos de anillamiento en un rango de temperatura de 55 a 68 oC, y un 

paso final de extensión de 33 a 45 segundos a 72 oC. Se realizó una cuantificación absoluta 

empleando una curva estándar. Para el caso de L. rhamnosus la qPCR fue realizada en triplicado en 

un equipo StepOne Real-Time PCR (ABI). Los cebadores fueron diseñados en Thermo Fisher 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). La qPCR fue realizada con Power SYBR Green Master Mix 

(ABI). La Taq polimerasa fue activada a 95 oC durante 10 minutos. Los parámetros para la 

desnaturalización fueron 95 oC durante 15 segundos, y 64 oC durante 50 segundos para el 

anillamiento (30 ciclos). Las colonias se identificaron como L. rhamnosus CNCM I-4036 cuando la 

amplificación fue positiva.  

 

TABLA 1. Cebadores utilizados en análisis microbiológicos mediante PCR (Plaza-Díaz et al., 2013). 
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DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE INMUNOGLOBULINA A SECRETORA (IgA) EN HECES  

 

 La IgA secretora se analizó en las heces de los voluntarios mediante un ensayo por 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) de Inmundiagnostik AG (Bensheim, Alemania), siguiendo 

las indicaciones del fabricante. 

 

PREPARACIÓN Y RECOLECCIÓN DE LAS MUESTRAS DE SANGRE 

 

 Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos Vacutainer® con ácido 

etilendiaminotetraacético (Becton Dickinson, NJ, Estados Unidos). Una alícuota de sangre fue usada 

para las determinaciones hematológicas. Una segunda alícuota fue centrifugada durante 10 

minutos a 1000 g y 4 oC para separar el suero de las células. El suero se guardó a -80 oC para el 

análisis de citoquinas. 

  

DETERMINACIÓN DE DIFERENTES POBLACIONES DE LINFOCITOS MEDIANTE CLASIFICACIÓN DE 

CELULAS ACTIVADAS FLUORESCENTEMENTE (FACS) 

 

 Estos análisis fueron realizados en un tiempo no superior a 24 h tras la toma de las muestras 

de sangre, para evitar la lisis celular. Los anticuerpos anti-CD14 conjugado con peridina-clorofila 

(PerCP)-Cy®, anti-CD4 conjugado con ficoeritrina (PE), anti-CD4 conjugado con fluoresceína (FITC), 

anti-CD25 conjugado con PE, anti-CD127 conjugado con AlexaFluor®, anti-CD19 conjugado con PE y 

anti-CD8 conjugado con PerCP, todos ellos frente a la proteína humana, se compraron a Becton 

Dickinson (San Diego, California, Estados Unidos) para ser utilizados en el análisis mediante 

citometría de flujo. Los anticuerpos monoclonales se incubaron con 200 µl de las muestras de 

sangre completa durante 15 minutos, en ausencia de luz. Los eritrocitos se lisaron con la solución 

hipotónica con Pharm LyseTM (BD Biosciences, San Diego, CA), limpiando las muestras de acuerdo 

a las especificaciones del fabricante. La citometría de flujo fue realizada usando el citómetro de 

flujo FACS Calibur® y Cell Quest (Becton Dickinson). Para cada anticuerpo se utilizaron 2x104 

linfocitos.  
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CUANTIFICACIÓN DE CITOQUINAS EN SUERO 

 

 Las citoquinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α y TGF-β fueron medidas utilizando la tecnología 

MILLIplexTM (Merck-Millipore, MA, Estados Unidos) en un equipo Luminex 200, de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante. Las citoquinas fueron determinadas en la Universidad de Granada.  

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

 Todos los valores están expresados como media ± error típico de la media, a menos que se 

indique lo contrario. El análisis estadístico de los síntomas gastrointestinales fue realizado con el 

test U de Mann-Whitney. Para las comparaciones de los tiempos de cada uno de los parámetros 

que se distribuían normalmente, se utilizó un modelo lineal general de medidas repetidas. Para las 

variables en las que se encontró una diferencia significativa (diferencia entre tiempos específicos) 

se empleó el test t de Student para muestras pareadas, mientras que se recurrió al test de Wilcoxon 

para las variables que no tenían una distribución normal (P˂0,05). Todos los análisis fueron 

realizados con el paquete estadístico de IBM, SPSS Statistics 20 (Somers, NY, Estados Unidos). 
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ESTUDIO EN RATAS ZUCKER 

 

DECLARACIÓN DE PRINCIPIOS ÉTICOS 

 

 El estudio se llevó a cabo de acuerdo a las recomendaciones de las guías para la 

investigación animal de la Universidad de Granada (España). Todos los animales recibieron cuidado 

humanitario. El protocolo fue aprobado por el Comité de Ética de Experimentación Animal de la 

Universidad de Granada (Permiso número: 2011-377). 

 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

 Cuarenta y ocho ratas obesas Zucker-Leprfa/fa y 16 ratas Zucker-lean+/fa machos que pesaban 

entre 168 y 180 g fueron compradas al Laboratorio Charles River (Ciudad, País). Las ratas fueron 

alojadas en jaulas metabólicas con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y acceso libre al agua y a la 

comida. Tras 5 días de adaptación, 8 ratas Zucker-lean+/fa y 8 ratas Zucker-Leprfa/fa fueron 

sacrificadas como referencia (tiempo basal). Las restantes 40 ratas obesas Zucker-Leprfa/fa fueron 

divididas aleatoriamente para recibir un placebo, 1010 UFC de una de las tres cepas probióticas o 

una mezcla de L. paracasei CNCM I-4034 y B. CNCM I-4035 por vía oral,  durante 30 días. Un grupo 

adicional de 8 ratas Zucker-lean+/fa recibieron placebo durante 30 días. El placebo contenía 67% de 

leche de vaca en polvo, 32,5% de sacarosa y 0,56% de vitamina C. El objetivo de este estudio fue 

examinar las diferencias entre las ratas obesas tratadas con probióticos frente al placebo. 

 

 Tras la intervención los animales fueron anestesiados y sedados con una mezcla de 

ketamina y xilazina. La sangre fue extraída de la aorta y centrifugada durante 10 minutos a 1000 g a 

4 oC para separar el suero de las células. Las muestras de íleon, colon e hígado se congelaron en 

nitrógeno líquido y se mantuvieron a -80 oC, o bien se fijaron con paraformaldehido al 4% para su 

posterior análisis.   
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HISTOLOGÍA INTESTINAL 

 

 Las muestras de íleon y colon se fijaron con 4 % de paraformaldehido durante 4 h a 

temperatura ambiente y se incluyeron posteriormente en parafina. Tres piezas de cada íleon y 

colon se incluyeron en el mismo bloque de parafina. Se obtuvieron secciones de 5 µm de espesor y 

se tiñeron con hematoxilina-eosina para su examen microscópico. Dos ratas por grupo y 8 secciones 

por cada rata se tiñeron y examinaron. 

 

DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE TRIACILGLICEROLES HEPÁTICOS 

 

 El contenido hepático de triacilgliceroles se determinó utilizando un kit comercial, siguiendo 

las instrucciones del fabricante (Spinreact, Gerona, España). Los valores de triacilglicerol fueron 

normalizados con respecto al  peso del hígado.  

 

TINCIÓN DE OIL RED O 

 

 Las muestras de hígado fueron fijadas con 4% de paraformaldehido, criopreservadas en PBS-

sacarosa al 30%, enfriadas en un baño de nitrógeno líquido-isopentano e incluidas en el compuesto 

OCTTM. Tres piezas de hígado de cada animal fueron fijadas e incluidas en el mismo bloque. 

Secciones de criostato de 7 µm de espesor se obtuvieron para luego ser teñidas con la solución de 

Oil Red O al 3% en 60% de isopropanol. De cuatro a ocho secciones por cada bloque se tiñeron para 

tomar las correspondientes imágenes. El porcentaje del área de cada imagen que correspondía al 

contenido de lípidos se calculó utilizando el software ImageJ (National Institutes of Health, Estados 

Unidos). Dos ratas por cada grupo fueron utilizadas para este estudio.   

 

BIOQUÍMICA SÉRICA 

 

 Las concentraciones de glucosa, insulina, fosfolípidos, triacilglicerol, colesterol HDL, 

colesterol LDL y ácidos grasos no esterificados (NEFA), así como las actividades de AST (Aspartato 

aminotransferasa) y ALT (Alanina aminotransferasa) se determinaron en el suero de las ratas 
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utilizando kits comerciales (Spinreact, Gerona, España). Además, se calculó la resistencia a la 

insulina mediante el valor de HOMA-IR (homeostasys model assessment-insulin resistance). 

 

CONCENTRACIÓN DE LIPOPOLISACÁRIDO EN SUERO 

 

 La concentración de  LPS sérico se midió con un ensayo de inmunoabsorbancia de la 

compañía Cloud-Clone Corp., Houston, USA, siguiendo las indicaciones descritas por el fabricante.  

 

CUANTIFICACIÓN DE CITOQUINAS Y ADIPOQUINAS EN EL SUERO 

 

 Las concentraciones séricas de leptina, adiponectina, TNF-α e IL-6 se midieron utilizando la 

tecnología MILLIplexTM (Merck-Millipore, MA, Estados Unidos) en un equipo Luminex 200, de 

acuerdo a las indicaciones del fabricante.  

 

ANALISIS ESTADÍSTICO 

 

 Todos los valores están expresados como media ± error típico de la media, a menos que se 

indique lo contrario. Los análisis estadísticos entre las ratas obesas Zucker-Leprfa/fa y las ratas 

Zucker-lean+/fa se realizaron mediante la prueba de t de Student entre el grupo de referencia 

(tiempo basal) y al final de la intervención. Las diferencias significativas entre las ratas obesas que 

recibieron placebo y cualquier grupo de ratas obesas que recibieron alguna cepa específica después 

de la intervención se analizaron usando el test de ANOVA de un factor, corregido mediante una 

prueba posthoc (test de Bonferroni, P< 0,05). Todos los análisis fueron realizados con el paquete 

estadístico de IBM, SPSS Statistics 20 (Somers, NY, Estados Unidos). 
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ESTUDIO EN HUMANOS 

 

 Para ver detalladamente los resultados que se exponen aquí de forma muy resumida, véase 

en la sección de anexos el artículo Plaza Díaz et al., 2013. 

 

 La frecuencia y la consistencia de las heces no se alteraron por la ingesta de ninguna cepa 

probiótica. No se observaron cambios en los parámetros séricos ni sanguíneos de los voluntarios. 

Tampoco se produjeron efectos adversos de tipo gastrointestinal en los voluntarios que recibieron 

probióticos durante todo el estudio. 

 

 La administración de las cepas probióticas modificó algunas de las poblaciones bacterianas 

evaluadas de las heces de los voluntarios. La persistencia intestinal pudo ser corroborada en las 

heces de los voluntarios que recibieron L. rhamnosus CNCM I-4036. La administración de B. breve 

CNCM I-4035 aumentó significativamente el contenido de IgA secretora en heces. 

 

 Las concentraciones de IL-4 e IL-10 sérica aumentaron, mientras IL-12 disminuyó, en los 

voluntarios que recibieron alguna de las tres cepas probióticas. 

  

ESTUDIO EN RATAS ZUCKER 

 

 Para ver de forma detallada los resultados que se exponen aquí de forma muy resumida, 

véase en la sección de anexos el artículo Plaza Díaz et al., 2014. 

 

 El contenido de triacilgliceroles hepáticos disminuyó en las ratas Zucker obesas que 

recibieron L. rhamnosus CNCM I-4036, B. breve CNCM I-4035 o la mezcla de B. breve CNCM I-4035 y 

L. paracasei CNCM I-4034. Además, el área correspondiente a los lípidos neutros fue 

significativamente menor en cortes histológicos de hígados de las ratas Zucker obesas que 

recibieron alguna cepa probiótica, comparado con las ratas obesas que recibieron placebo. 

 

 Es de destacar que se encontraron valores de LPS significativamente menores en el suero de 

las ratas Zucker obesas que recibieron probióticos en comparación con ratas obesas que recibieron 
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placebo. Los valores séricos de TNF-α disminuyeron en las ratas Zucker obesas que recibieron L. 

rhamnosus CNCM I-4036, B. breve CNCM I-4035 o la mezcla de B. breve CNCM I-4035 y L. paracasei 

CNCM I-4034, mientras que las ratas que recibieron L. paracasei CNCM I-4034 presentaron 

menores valores séricos de IL-6.  
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 Los probióticos se definen como “microorganismos vivos que ingeridos en cantidades 

adecuadas resultan beneficiosos para la salud” (FAO/WHO, 2001), aunque bacterias muertas o 

componentes bacterianos también pueden exhibir propiedades probióticas (Plaza-Díaz et al., 2014). 

Muchos de ellos, cuando se ingieren de forma habitual, modifican la ecología intestinal o son al 

menos transeúntes de la microbiota del colon. Los probióticos, como hemos descrito con 

anterioridad, son principalmente bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus y 

Bifidobacterium, aunque también hay algunas levaduras. Los efectos beneficiosos que ejercen 

pueden producirse a través de variados mecanismos de acción: competitividad con patógenos 

intestinales por la adhesión al epitelio intestinal y nutrientes luminales, estimulación de la función 

de barrera del epitelio intestinal, producción y secreción de sustancias antimicrobianas, y una gran 

variedad de acciones sobre el sistema inmunitario, que aún en la actualidad no comprendemos 

detalladamente (Muñoz-Quezada, 2011). 

 

 Los probióticos podrían considerarse  ingredientes de alimentos funcionales, que se definen 

como aquellos que con independencia de aportar nutrientes han demostrado científicamente que 

afectan beneficiosamente a una o varias funciones del organismo, de manera que proporcionan un 

mejor estado de salud y bienestar. En la actualidad existen productos que incluyen probióticos en 

sus formulaciones, tal es el caso de  numerosos productos lácteos fermentados  e incluso de chicles 

con Lactobacillus reuteri que aumentan la IgA salival (Ericson et al., 2013). Aunque los probióticos 

están siendo extensa e intensamente estudiados, aún se desconocen todos los efectos que 

producen, así como el mecanismo por el que actúan.  

 

 En el presente estudio se evaluaron los efectos de la administración de tres cepas 

probióticas (Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y 

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036) en individuos sanos y en un modelo de obesidad 

ampliamente caracterizado (ratas Zucker obesas). En el caso de los individuos sanos, se valoró la 

seguridad, tolerancia, persistencia y efectos sobre el sistema inmunitario de las cepas probióticas; 

en el caso de las ratas Zucker obesas se investigaron los cambios en los valores antropométricos, en 

el perfil de lípidos, de marcadores relacionados con el riesgo cardiovascular y la obesidad, y su 

efecto sobre la esteatosis hepática.     
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ESTUDIO EN HUMANOS 

 

 Los síntomas gastrointestinales (recogidos con las tablas de síntomas diarios y en el 

cuestionario de calificación de síntomas gastrointestinales), así como la frecuencia y consistencia de 

las deposiciones no se alteraron en los individuos sanos que ingirieron alguna de las cepas 

evaluadas, cuando se comparó cada variable con el grupo que recibió el placebo durante 30 días. 

Igualmente, no se observaron cambios adversos durante o después de la intervención. Estudios 

similares que evaluaron la seguridad de la administración de cepas probióticas en individuos sanos 

también han demostrado no producir eventos adversos gastrointestinales graves, ni cambios 

hematológicos significativos (Wind et al., 2010; Ulsemer et al., 2012; Zhang et al., 2013). 

 

Este primer punto merece ser destacado, ya que se cumple el primer objetivo del trabajo 

que se refiere a la seguridad y tolerancia de las cepas probióticas en individuos sanos. Además, 

estos resultados complementan los datos obtenidos con anterioridad en el estudio de la resistencia 

frente a antibióticos de las cepas (Plaza-Diaz et al., 2013, Anexos), que demostraron que todas 

fueron sensibles a tetraciclina y ampicilina, lo que permite prevenir el desarrollo de posibles 

infecciones (Wind et al., 2010). 

 

 La seguridad y la tolerancia son puntos importantes a la hora de establecer posibles 

utilidades futuras de las cepas. La oportunidad de evaluar las cepas probióticas en otros tipos de 

estudios, ya no con pacientes sanos, sino con alguna patología y/o diferentes grupos etarios que 

permitan conocer y verificar los efectos observados, es un paso que debe ser considerado en el 

futuro.  

 

 Con respecto a la persistencia, L. rhamnosus CNCM I-4036 fue la única cepa que pudo ser 

identificada al finalizar la intervención en las muestras de heces de los voluntarios que la tomaron. 

Estos resultados no necesariamente implican una colonización exitosa, sino más bien una 

persistencia de la cepa en el período de tiempo evaluado. La detección en heces de L. rhamnosus 

CNCM I-4036 tras un período de tiempo mayor (dos semanas después de finalizar la intervención) 

podría ayudar a determinar si la cepa pudo de hecho colonizar el TGI. Cabe destacar que el uso de 

nuevas tecnologías, como la secuenciación masiva, podrían ser útiles para clarificar este asunto. La 



           DISCUSIÓN 

87 

 

persistencia en las heces de los voluntarios que recibieron las restantes cepas, L. paracasei CNCM I-

4034 y B. breve CNCM I-4035 no pudo ser llevada a cabo debido a la falta de medios de cultivo 

específicos y selectivos.  

 

 Es importante destacar que, en nuestro estudio, la administración de las cepas probióticas 

modificó las poblaciones bacterianas en las heces de los voluntarios, de acuerdo con los datos 

obtenidos mediante PCR a tiempo real y FISH. Las poblaciones bacterianas modificadas por las 

cepas bacterianas fueron: Clostridium coccoides, Lactobacillus, Clostridium leptum, Streptococcus y 

Clostridium perfringens y Clostridium difficile. Algunas de estas modificaciones fueron transitorias, 

cuando se evaluaron dos semanas después de la intervención. Al observar las poblaciones 

bacterianas en las heces, se aprecia que los cambios producidos fueron pequeños, pero hay que 

recordar que los individuos seleccionados en el estudio eran sanos y no presentaron ninguna 

patología durante y después del estudio.  

 

 Uno de los hallazgos más relevantes del trabajo fue el aumento de la población de 

Clostridium difficile que se produjo en las heces de los voluntarios que recibían L. rhamnosus CNCM 

I-4036 al evaluar las dos semanas siguientes de finalizado el estudio, suponemos que la cepa L. 

rhamnosus CNCM I-4036 pudo haber evitado el aumento de Clostridium difficile durante la 

intervención y el hecho de finalizar la administración produjo tal aumento. Este hecho pudo ser 

debido a que los voluntarios experimentasen un desplazamiento de C. difficile durante los 30 días 

de intervención con L. rhamnosus CNCM I-4036. Varios estudios han demostrado una disminución 

en la adhesión de C. difficile a la mucosa intestinal causada por probióticos (Gorbach et al. 1987; 

Lawrence et al., 2005; Na y Kelly, 2011). El recuento de bifidobacterias también disminuyó en el 

grupo tratado con L. rhamnosus CNCM I-4036 cuando se compararon las dos semanas después de 

la intervención y el primer lavado. La disminución del número total de de bifidobacterias en el 

grupo de voluntarios tratado con B. breve CNCM I-4035 sugiere que la cepa administrada no 

alcanzó un estado viable en un número significativo en el colon, o bien no proliferó en el mismo 

(Guarner y Magaleda, 2003).  

  

Sorprendentemente, ciertas poblaciones bacterianas cambiaron en las heces de los 

voluntarios que recibieron el placebo. Este efecto pudo deberse a su composición (leche de vaca 
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y/o sacarosa). El hecho de que los linfocitos T reguladores estuvieran aumentados en el grupo 

placebo también es intrigante. Estos dos datos, junto con la disminución de la IL-4 en el suero del 

grupo placebo, pueden indicar que el tamaño de la muestra, a pesar de haber sido  calculado a 

priori, no fue el adecuado para las tres variables mencionadas.  

  

 Otro importante hallazgo de este trabajo fue que la administración de B. breve CNCM I-4035 

resultó en un aumento significativo en el contenido de IgA secretora en heces, tras los 30 días de 

intervención. Dicho incremento de IgA secretora retornó a los valores iniciales dos semanas despés 

de finalizar la intervención, lo que apunta a un claro efecto debido a los probióticos. Este resultado 

confirma hallazgos previos de nuestro grupo (Muñoz-Quezada et al., 2013), que describió que B. 

breve CNCM I-4035 aumenta las concentraciones de IgA en heces y en plasma de ratones (Muñoz-

Quezada et al., 2013). La modificación producida en la IgA secretora tiene un claro e importante 

efecto en el sistema inmunitario, pues la IgA secretora funciona como una primera línea de defensa 

en la protección del epitelio intestinal frente a toxinas entéricas y microorganismos patógenos 

(Mantis et al., 2011).  

  

 En la actualidad, se ha sugerido que la seguridad de los probióticos debe ser evaluada por 

los cambios producidos en parámetros del sistema inmunitario, pues hay una evidencia clara de 

que estos microorganismos, especialmente los pertencientes a los géneros Lactobacillus y 

Bifidobacterium, pueden tener ciertas propiedades inmunomoduladoras (Ashraf y Shah, 2014). El 

principal hallazgo de nuestro análisis de citoquinas fue que L. paracasei CNCM I-4034, B. breve 

CNCM I-4035 y L. rhamnosus CNCM I-4036 exhibieron efectos inmunomoduladores en los pacientes 

que recibieron las cepas cuando se compararon los tiempos finales (t2) e iniclales (t1) de la 

intervención.  Así, los niveles de algunas moléculas antiinflamatorias (IL-4 e IL-10) aumentaron en el 

suero de los voluntarios que tomaron L. rhamnosus CNCM I-4036, mientras el índice 

proinflamatorio TNF-α/IL-10 disminuyó en el mismo grupo de voluntarios. Del mismo modo, la IL-12 

(proinflamatoria) disminuyó en voluntarios que recibieron B. breve CNCM I-4035, y el índice 

antiinflamatorio (IL-10/IL-12) aumentó en el grupo que recibió L. paracasei CNCM I-4034. 

 

 Estos resultados confirman que estas tres cepas presentan efectos inmunoduladores tal y 

como ha sido descrito con anterioridad por nuestro grupo en experiementos in vitro (Bermudez-
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Brito et al. 2012; Bermudez-Brito et al. 2013; Bermudez-Brito et al. 2014). L. paracasei CNCM I-

4034, B. breve CNCM I-4035 y L. rhamnosus CNCM I-4036 inhiben la producción de citoquinas y 

quimioquinas proinflamatorias en células dendríticas expuestas a bacterias patógenas, tales efectos 

pueden ser mediados por la expresión de TLR 1, 5 y 9 (Bermudez-Brito et al. 2012; Bermudez-Brito 

et al. 2013; Bermudez-Brito et al. 2014). Sin embargo, es necesario determinar por qué ocurrieron 

estos cambios en el perfil de las citoquinas llevando a cabo otro tipo de estudios que permitan 

entender el mecanismo de acción de las cepas analizadas.   

 

ESTUDIO EN LAS RATAS ZUCKER 

 

 El síndrome metabólico o de resistencia a la insulina (SRI), término este último que se 

prefiere hoy día, fue originalmente definido como la concomitancia de dislipidemias, hipertensión, 

resistencia a la insulina y obesidad (Reaven 1989, Reaven 2004). El SRI a menudo precede a la 

aparición de diabetes mellitus tipo 2, e incrementa el riesgo de enfermedad cardiovascular (Lakka 

et al., 2002; Kahn et al., 2005), suponiendo por ello un gran problema de salud pública. Dentro de 

los modelos animales, la rata Zucker posee varias de las características del SRI, por lo que es uno de 

los modelos genéticos más utilizados para estudiar este síndrome (Kahn et al., 2005). En el caso de 

nuestro estudio experimental, las ratas Zucker-Leprfa/fa desarrollaron obesidad, hiperglucemia, 

resistencia a la insulina, hipercolesterolemia y presentaron concentraciones elevadas de ácidos 

grasos libres y triacilglicéridos en el suero tras 30 días de intervención en el grupo alimentado con 

placebo, en comparación con las ratas Zucker-lean+/fa que también recibieron el placebo. Además, 

las ratas Zucker-Leprfa/fa mostraron esteatosis hepática y niveles elevados de AST y ALT en suero, 

indicando que el componente hepático del SRI también estaba presente en este modelo.  

 

 Al igual que ocurrió en nuestro estudio con voluntarios sanos (Plaza-Diaz et al., 2013), la 

administración de las tres cepas probióticas a las ratas Zucker fue segura, pues la histología 

intestinal no mostró alteraciones ni diferencias entre las ratas que recibieron el placebo y las que 

recibieron alguna de las distintas cepas durante los 30 días de intervención. Además, la 

administración de las cepas probióticas no afectó a los parámetros bioquímicos, la resistencia a la 

insulina ni tampoco al perfil de adipoquinas séricas. Estos hallazgos coinciden con los resultados 

obtenidos en el estudio de intervención realizado en voluntarios sanos (Plaza-Diaz et al., 2013). 
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 El principal resultado de esta parte del estudio fue la reducción de la esteatosis hepática 

observada en las ratas que recibieron alguna cepa probiótica. Las ratas Zucker-Leprfa/fa que 

recibieron L. rhamnosus CNCM I-4036, B. breve CNCM I-4035 o la mezcla de B. breve CNCM I-4035 y 

L. paracasei CNCM I-4034 presentaron un menor contenido de triacilgliceroles (TG) hepáticos que 

las ratas que fueron alimentadas con el placebo durante 30 días. Además, dado que la 

administración de L. paracasei CNCM I-4034 no disminuyó la cantidad de TG en el hígado, la 

disminución de los TG hepáticos por la mezcla de los dos probióticos puede atribuirse a la cepa B. 

breve CNCM I-4035. Esta disminución en el contenido de TG hepáticos no puede ser atribuida a una 

disminución en la concentración de insulina en suero porque la insulinemia fue similar en las ratas 

Zucker-Leprfa/fa que recibieron placebo y las cepas. La tinción con Oil red O de los lípidos hepáticos 

neutros confirmó estos hallazgos.  

 

 Resultados similares han sido descritos por otros autores. La administración de probióticos 

produjo una disminución de TG y colesterol hepáticos en ratones y ratas alimentados con una dieta 

alta en grasa. (Cani et al., 2009; Paik et al., 2005; Xie et al., 2011; Awaisheh et al., 2013; Yoo et al., 

2013). Sin embargo, ésta es la primera vez que se describe el efecto de probióticos en la 

disminución del contenido hepático de TG en un modelo genético de obesidad. Existe gran 

evidencia que señala que componentes bacterianos pueden afectar el metabolismo del hígado y, 

por lo tanto, causar enfermedades sistémicas (Delzenne y Cani, 2011,  Nolan 1979). Se ha 

propuesto que los niveles en suero de LPS aumentan en obesidad y esteatosis, produciendo una 

endotoxemia metabólica capaz de modular las citoquinas proinflamatorias, así como la glucosa y el 

metabolismo lipídico en el hígado o en el tejido adiposo (Cani y Delzenne 2009; Lanthier et al., 

2009; Neyrinck et al., 2009). La endotoxemia tiene un papel importante en la inducción de la 

inflamación hepática en la esteatohepatitis no alcohólica y en la enfermedad de hígado graso no 

alcohólico en los seres humanos (Adachi et al., 1995; Verdam et al., 2010; Harte et al. 2010; Thuy et 

al., 2010). Cani et al. han demostrado alteraciones de la función de barrera intestinal en modelos 

genéticos de obesidad (Cani et al., 2009). En conjunto, estos estudios sugieren una relación directa 

entre la microbiota intestinal, la barrera intestinal y alteraciones hepáticas. Este efecto reductor de 

la esteatosis que observamos en nuestro estudio puede estar mediado, al menos en parte, por la 

disminución de LPS en el suero observada en las ratas obesas que recibieron alguna cepa 

probiótica. En general, nuestros resultados apoyan la evidencia actual de que la microbiota 
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intestinal puede afectar al metabolismo hepático (Delzenne y Cani, 2011; Nolan, 1979; Kahn et al., 

2005). 

 

 Asimismo, se han encontrado claros efectos antiinflamatorios mediados por los probióticos 

en este estudio: 1) La disminución de los niveles séricos de TNF- en las ratas Zucker-Leprfa/fa 

obesas que recibieron L. rhamnosus CNCM I-4036, B. breve CNCM I-4035 o la mezcla de B. breve 

CNCM I-4035 y L. paracasei CNCM I-4034 comparados con las ratas Zucker-Leprfa/fa obesas que sólo 

tomaron placebo; y 2) La disminución en la concentración sérica de IL-6 en las ratas obesas que 

recibieron L. paracasei CNCM I-4034 comparados con las ratas obesas que tomaron placebo. Dos 

estudios previos de nuestro grupo describen los efectos de L. paracasei CNCM I-4034 y B. breve 

CNCM I-4035 en la producción de citoquinas y quimioquinas utilizando cultivos de células 

dendríticas humanas expuestas a Salmonella typhi (Bermudez-Brito et al. 2012; Bermudez-Brito et 

al. 2013). Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 disminuyó la producción de citoquinas y 

quimioquinas proinflamatorias en estas células (Bermudez-Brito et al. 2012), mientras B. breve 

CNCM I-4035 fue un potente inductor de factores proinflamatorios como TNF-α, IL-8 y RANTES 

(Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted) y también de factores anti-

inflamatorios como IL-10 (Bermudez-Brito et al. 2013). En el presente estudio la administración de 

L. paracasei CNCM I-4034 disminuyó las concentraciones séricas de citoquinas proinflamatorias 

como IL-6.  

  

 Otros autores han descrito efectos antiinflamatorios tras la administración de probióticos. 

Estos probióticos han demostrado suprimir significativamente la activación en la señalización de 

NF-B mediada por una dieta alta en grasa (Ma et al., 2008). Además, la administración de 

lactobacilos a ratas con enfermedad hepática inducida por alcohol redujo los niveles de endotoxina 

plasmática y una mejora en la puntuación de la patología hepática (Nanji et al., 1994). Una mezcla 

de bifidobacterias, lactobacilos y Streptococcus thermophilus disminuyó la inflamación hepática en 

ratones obesos genéticamente (Li et al., 2003) y en ratas jóvenes a las que se les indujo obesidad 

mediante una dieta alta en grasa (Esposito et al., 2009). 
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Las conclusiones del estudio en humanos son las siguientes: 

 

1) Se ha evaluado la seguridad y la tolerancia de tres cepas probióticas  (Lactobacillus paracasei 

CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036) en un 

estudio multicentrico, aleatorizado, doble ciego y controlado por placebo en voluntarios sanos. 

Ninguna de las cepas produjo trastornos gastrointestinales de ningún tipo, ni alteraciones en la 

frecuencia o en la consistencia de las deposiciones de los voluntarios. Tampoco se observaron 

cambios relevantes en los parámetros hematológicos y séricos.  

 

2) Las cepas probióticas estudiadas presentaron efectos inmunomoduladores. La administración de 

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 disminuyó las concentraciones séricas de IL-12 (citoquina 

proinflamatoria) y aumentó las de IL-4 e IL-10 (citoquinas antiinflamatorias). Bifidobacterium breve 

CNCM I-4035 disminuyó los niveles séricos de IL-12 y finalmente, Lactobacillus paracasei CNCM I-

4034 aumentó el índice antiinflamatorio IL-10/IL-12. 

 

3) La administración de Bifidobacterium breve CNCM I-4035 aumentó el contenido de IgA secretora, 

primera línea de defensa en la protección del epitelio intestinal frente a toxinas entéricas y 

microorganismos patógenos, en las heces de los voluntarios. 

 

4) La cepa Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 fue la única cuya persistencia pudo demostrarse 

en las heces de los voluntarios tras 30 días de intervención.  

  

 Las conclusiones del estudio con ratas obesas son las siguientes: 

 

5) Las ratas Zucker-Leprfa/fa desarrollaron obesidad, hiperglucemia, resistencia a la insulina e 

hipercolesterolemia, concentraciones elevadas en suero de ácidos grasos libres y triacilgliceroles así 

como esteatosis hepática tras de 30 días de intervención con el placebo, en comparación con las 

ratas Zucker lean+/fa.   
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6) La esteatosis hepática presente en las ratas Zucker-Leprfa/fa disminuyó significativamente en las 

ratas que recibieron cepas probióticas. Este efecto estuvo mediado, en parte, por la disminución en 

suero de la concentración de LPS. 

 

7) Los valores de TNF-α disminuyeron en el suero de las ratas Zucker-Leprfa/fa que recibieron L. 

rhamnosus CNCM I-4036, B. breve CNCM I-4035 o la mezcla de B. breve CNCM I-4035 y L. paracasei 

CNCM I-4034; en cambio, las ratas que recibieron L. paracasei CNCM I-4034 presentaron menores 

valores séricos de IL-6. Estos resultados apuntan a un claro efecto antiinflamatorio de las cepas 

probióticas. 

 

Conclusión general 

 

Los resultados obtenidos en esta Tesis indican que las cepas probióticas Lactobacillus paracasei 

CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036, son 

seguras y bien toleradas por individuos sanos. Presentan efectos inmunomoduladores tanto en el 

estudio realizado en las ratas Zucker-Leprfa/facomo en el estudio clínico, afectando la homeostasis 

intestinal, gracias a la liberación de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 y la producción de 

IgA. Finalmente, nuestros resultados sugieren la necesidad de continuar la investigación con las 

cepas probióticas para probar los efectos encontrados en otro tipo de estudios, que tal vez puedan 

incluir voluntarios con patologías de tipo inflamatorio. 
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Abstract 

The potential for the positive manipulation of the gut microbiome through the introduction of 

beneficial microbes, as also known as probiotics, is currently an active area of investigation. The 

FAO/WHO define probiotics as live microorganisms that confer a health benefit to the host when 

administered in adequate amounts. However, dead bacteria and bacterial molecular components 

may also exhibit probiotic properties. The results of clinical studies have demonstrated the clinical 

potential of probiotics in many pathologies, such as allergic diseases, diarrhea, inflammatory bowel 

disease and viral infection. Several mechanisms have been proposed to explain the beneficial effects 

of probiotics, most of which involve gene expression regulation in specific tissues, particularly the 

intestine and liver. Therefore, the modulation of gene expression mediated by probiotics is an 

important issue that warrants further investigation. In the present paper, we performed a 

systematic review of the probiotic-mediated modulation of gene expression that is associated with 

the immune system and inflammation. Between January 1990 to February 2014, PubMed was 

searched for articles that were published in English using the MeSH terms “probiotics" and "gene 

expression" combined with “intestines", "liver", "enterocytes", "antigen-presenting cells", "dendritic 

cells", "immune system", and "inflammation". Two hundred and five original articles matching 

these criteria were initially selected, although only those articles that included specific gene 

expression results (77) were later considered for this review and separated into three major topics: 

the regulation of immunity and inflammatory gene expression in the gut, in inflammatory diseases 

of the gut and in the liver. Particular strains of bifidobacteria, lactobacilli, Escherichia coli, 

Propionibacterium, Bacillus and Saccharomyces influence the gene expression of mucins, Toll-like 

receptors, caspases, nuclear factor-κB, and interleukins and lead mainly to an anti-inflammatory 

response in cultured enterocytes. In addition, the interaction of commensal bacteria and probiotics 

with the surface of antigen-presenting cells in vitro results in the downregulation of pro-

inflammatory genes that are linked to inflammatory signaling pathways, whereas other anti-

inflammatory genes are upregulated.  

The effects of probiotics have been extensively investigated in animal models ranging from fish to 

mice, rats and piglets. These bacteria induce a tolerogenic and hyporesponsive immune response in 

which many genes that are related to the immune system, in particular those genes expressing anti-

inflammatory cytokines, are upregulated. By contrast, information related to gene expression in 

human intestinal cells mediated by the action of probiotics is scarce. There is a need for further 

clinical studies that evaluate the mechanism of action of probiotics both in healthy humans and in 
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patients with chronic diseases. These types of clinical studies are necessary for addressing the 

influence of these microorganisms in gene expression for different pathways, particularly those that 

are associated with the immune response, and to better understand the role that probiotics might 

have in the prevention and treatment of disease. 

 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All rights reserved. 

 

Keywords: Gene expression; immunity; immunotolerance; inflammation; microbiota; probiotics. 

 

Core tip: Probiotics, which include live microorganisms as well as dead bacteria and bacterial 

molecular components, confer a health benefit to the host when administered in adequate amounts. 

Most of the published research articles that are devoted to probiotics evaluate the effects of 

probiotics on the prevention and treatment of diseases. However, only a few of these articles 

address the mechanism of action of these microorganisms. This paper reviews the mechanisms of 

action that have been proposed to explain the beneficial effects of probiotics, most of which involve 

gene expression regulation in specific tissues, particularly the intestine and liver. Several strains of 

lactic acid bacteria, Escherichia coli, Propionibacterium, Bacillus and Saccharomyces influence the gene 

expression in gut and liver cells, leading mainly to anti-inflammatory responses and to the 

enhancement of immunotolerance to foreign antigens. 
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INTRODUCTION 

The potential for the positive manipulation of the gut microbiome through the introduction of 

beneficial microbes, as also known as probiotics, is currently an active area of investigation[1,2]. 

Probiotics are generally recognized as live microorganisms that confer a health benefit to the host 

when administered in adequate amounts[3], although dead bacteria and bacterial molecular 

components may also exhibit probiotic properties[4]. In particular, strains belonging to 

Bifidobacterium and Lactobacillus are the most widely used probiotic bacteria[5] and exert health-

promoting properties, including, for example, the maintenance of the gut barrier function and the 

local and systemic modulation of the host immune system[6,7].  

Clinical studies have demonstrated the clinical potential of probiotics against many diseases[5], 

such as allergic pathologies (including atopic eczema[8] and rhinitis[9]), diarrhea[10], inflammatory 

bowel disease (IBD)[11] and viral infection[7]. However, generalizations concerning the potential 

health benefits of probiotics should not be made because probiotic effects tend to be strain-

specific[12,13]. 

Several important mechanisms underlying the beneficial effects of probiotics include the 

modification of the gut microbiota, the competitive adherence to the mucosa and epithelium, the 

strengthening of the gut epithelial barrier and the regulation of the immune system and 

inflammation[5,13]. Most of these mechanisms involve gene expression regulation in specific tissues, 

particularly the intestine and liver.  

In this sense, the probiotic-mediated modulation of gene expression is an important issue that 

needs to be addressed. The expression of mucin genes (MUC) can be affected by probiotics. 

Likewise, toll-like receptor (TLR) and nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-receptor 

genes as well as pro-inflammatory transcription factors, cytokines, and apoptosis- related enzyme 

genes can also be affected by commensal bacteria. 

In the present paper, we performed a systematic review of the probiotic-mediated modulation 

of gene expression that is associated with the immune system and inflammation. Between 1990 to 

February 2014, PubMed was searched for articles that were published in English using the MeSH 

terms “probiotics" and "gene expression" combined with “intestines", "liver", "enterocytes", 

"antigen-presenting cells", "dendritic cells", "immune system", and "inflammation". Two hundred 

and five original articles matching these criteria were initially selected, although only those articles 

that included specific gene expression results (77) were later considered for the review and 
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separated into three major topics: the regulation of immunity and inflammatory gene expression in 

the gut, in inflammatory diseases of the gut and in the liver. 

REGULATION OF IMMUNITY AND INFLAMMATORY GENE EXPRESSION IN THE GUT BY 

PROBIOTICS 

The intestinal epithelium is constantly exposed to high levels of food and bacterial antigens. Under 

normal physiological conditions, the intestinal epithelial monolayer facilitates a controlled and 

selective flux of components between the lumen and the underlining mucosa[14]. The intestine and 

the gut-associated lymphoid tissue (GALT) are essential components of the immune defense, 

protecting the body from foreign antigens and pathogens while tolerating commensal bacteria and 

dietary antigens. The balance between tolerance and immunity in the intestine is, in part, dictated 

by antigen-presenting cell (APCs) populations in the gut. The dysregulation of this balance can 

contribute to the pathogenesis of numerous inflammatory conditions[15]. The inflammatory response 

in the intestinal tract is abrogated or avoided by the complex and well-regulated tolerance-inducing 

mechanisms in the GALT. 

Several cells that are capable of antigen presentation exist in the GALT, including enterocytes and 

other intestinal epithelial cells (IEC), such as M cells, dendritic cells (DCs), macrophages, and T and 

B cells[16]. Microbes activate DCs directly via the DCs’ pattern recognition receptors (PRR) or 

indirectly by capturing the apoptotic/necrotic products of other cells that are dying in response to 

microbial exposure[16]. PRRs are comprised of TLRs, NOD-like receptors (NLRs), adhesion 

molecules and lectins[13]. 

Commensal bacteria and probiotics can interact with these cells, thereby exerting 

immunomodulatory effects. Below we review the probiotic modulation of the genes that are 

involved in inflammation and immunity in intestinal cultured cells, as well as in animals and 

humans.  

Intestinal cultured cells  

Although most studies regarding probiotics have reported anti-inflammatory effects, certain 

probiotic strains have been shown to exert pro-inflammatory effects. The effects of selected 

probiotics on the gene expression in intestinal cells, namely HT-29, T84, Caco-2, APCs (e.g., 

RAW264.7 macrophages) and DCs, are reviewed below. 
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Enterocytes 

Otte and Podolsky (2004) provided insight into the molecular mechanisms by which probiotic 

bacteria interact with the intestinal surface. The effects of Escherichia coli Nissle 1917 (EcN), the 

probiotic mixture VSL#3, bacterial cell lysates, and conditioned media on monolayer resistance, 

interleukin (IL)-8 secretion, mucin gene expression, and tight junction proteins were evaluated by 

these authors in T84 and HT-29 cells. The EcN as well as debris and cell extracts induced pro-

inflammatory IL-8 secretion from the IEC, whereas no such effect was observed with VSL#3. A 

soluble factor that was released from VSL#3 increased monolayer resistance, prevented the 

pathogen-induced decrease in monolayer resistance, and stabilized tight junctions. VSL#3 induced 

the expression of mucins in intraepithelial cells, and these organisms as well as EcN diminished 

Salmonella dublin-induced cell death[17]. 

Similarly, Mack et al. (1999) showed that Lactobacillus plantarum 299v and Lactobacillus rhamnosus 

GG (LGG) quantitatively inhibited the adherence of an attaching and effacing pathogenic E. coli to 

HT-29 intestinal epithelial cells but did not inhibit the adherence to non-intestinal HEp-2 cells. 

Media enriched with MUC2 and MUC3 mucins were added exogenously to binding assays and 

were shown to inhibit the enteropathogen adherence to HEp-2 cells. The incubation of L. plantarum 

299v with HT-29 cells increased the MUC2 and MUC3 mRNA expression levels. These authors 

proposed that probiotic agents, which can bind to epithelial cells in vitro and colonize the intestinal 

tract in vivo, induce epithelial cells to secrete mucins that diminish enteric pathogens that are bound 

to mucosal epithelial cells[18]. 

In another study using trans-epithelial electrical resistance (TEER) across Caco-2 cell layers, 

Anderson et al. (2010) described the effect of Lactobacillus plantarum MB452 on tight junction 

integrity. L. plantarum MB452 caused a dose-dependent TEER increase across Caco-2 cell 

monolayers compared to a control medium. Nineteen tight junction-related genes had altered 

expression levels in response to L. plantarum MB452. Lactobacillus plantarum MB452 also caused 

changes in tubulin and proteasome gene expression that may be linked to the intestinal barrier 

function[19].   

Audy et al. (2013) investigated the differential gene expression of potential probiotics, LPS, and 

enteropathogenic bacteria on human intestinal epithelial cells using a custom-designed expression 

microarray evaluating 17 specific host-response pathways. The main outcome was the differential 
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regulation of the central mitogen-activated protein kinases (MAPK) signaling pathway in response 

to these probiotics, validated later with quantitative real-time PCR (qPCR)[20]. 

Different strains of bifidobacteria were tested for their effects on HT-29 in in vitro models of the 

non-inflamed and inflamed intestinal epithelium. None of the tested bifidobacteria induced the 

activation of nuclear factor (NF)-kappa beta (κB), indicating that bifidobacteria themselves do not 

induce inflammatory events. However, six out of eight tested bifidobacteria inhibited the LPS-

induced NF-B activation in a dose- and strain-dependent manner. By contrast, the NF-B 

activation in response to challenge with tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) was not affected by 

any of the tested bifidobacteria, indicating that the inhibitory effect of bifidobacteria is specific 

for LPS-induced inflammation in IECs. As shown with two of the six inhibition-positive 

bifidobacteria, the LPS-induced inhibition of NF-B activation was accompanied by a dose-

dependent decrease in IL-8 secretion and by lower mRNA levels for IL-8, TNF-α, cyclooxygenase 2 

(COX-2), and intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1)[21]. 

Ruiz et al. (2005) characterized the molecular mechanisms for the initial interaction of probiotic 

Bifidobacterium lactis strain BB12 with native and IEC lines. B. lactis-monoassociated Fisher F344 rats 

transiently induced the phosphorylation/activation of the NF-B transcriptionally active subunit 

RelA and the MAPK p38 in native IECs 5 days after the initial bacterial colonization. Additionally, 

IL-6 gene expression significantly increased after 5 days. The adenoviral delivery of the mutant 

IKK-beta and the inhibition of the p38 MAPK pathway significantly blocked the B. lactis-induced IL-

6 gene expression in IECs, suggesting that B. lactis triggers NF-B and MAPK signaling to induce 

gene expression in the intestinal epithelium[22]. Likewise, the inhibition of IL-8 secretion by 

intestinal epithelial INT-407 cells that were incubated with B. lactis HN019 has been reported by Liu 

et al. (2010)[23]. 

Three species of Bifidobacterium and Enterococcus faecalis differentially modulate the in vitro 

production of cytokines from LPS-stimulated RAW264.7 macrophages. The three species of 

Bifidobacterium significantly inhibited the phosphorylation of IκB-alpha that had been previously 

induced by LPS and modulated the IL12p40, IL-1β, and TNF-α mRNA levels. The mRNA levels of 

suppressor of cytokine signaling (SOCS)1 or SOCS3 increased in response to exposure to 

Bifidobacterium species combined with LPS. Conversely, E. faecalis combined with LPS induced 

significantly lower levels of SOCS mRNA than those in those cells that were induced by 

Bifidobacterium species combined with LPS[24].   
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Imaoka et al. (2008) co-cultured peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) that were isolated 

from ulcerative colitis (UC) patients or HT-29 cells with heat-killed probiotic bacteria or the culture 

supernatant of Bifidobacterium breve strain Yakult (BbrY) or Bifidobacterium bifidum strain Yakult 

(BbiY) to estimate the amount of secreted IL-10 or IL-8. Both strains of the probiotic bifidobacteria 

induced IL-10 production in the peripheral blood mononuclear cells (PBMNC), although BbrY was 

more effective than was BbiY. The inhibitory effect of the conditioned medium (CM) that was 

derived from BbiY was greater than that of the CM that was derived from BbrY. The DNAs of the 

two strains had a comparable inhibitory activity against the secretion of IL-8. The conditioned 

medium of BbiY induced a repression of the IL-8 gene with a higher expression of IκB-zeta mRNA 4 

h after the culture of HT-29 cells compared to that in the absence of CM[25]. 

Boesten et al. (2011) determined the genome-wide transcriptional response of HT-29 cells to 

TNF-α following exposure to Bifidobacterium breve strains M-16V, NR246 and UCC2003. 

Approximately 54% of the TNF-α induced genes were solely suppressed by the presence of 

B. breve M-16V. These genes included apoptosis-related cysteine protease caspase 7 (CASP7), 

interferon regulatory factor 3 (IRF3), amyloid beta (A4) precursor protein-binding family A member 

1 (APBA1), NADPH oxidase (NOX5), and leukemia inhibitory factor receptor (LIFR). The 

extracellular IL-8 concentration did not change, indicating that B. breve M-16V only partially 

modulates the TNF-α pathway[26]. 

Anti-inflammatory effects by Lactococcus lactis subsp. cremoris FC have been shown by Nishitani et 

al. (2009) in both in vivo and in vitro experimental models. L. lactis subsp. cremoris FC showed 

preventive and therapeutic effects with the amelioration of colon length and histological score and 

an attenuation of pro-inflammatory cytokine mRNA expression in inflamed colon tissue. In an in 

vitro gut inflammation model consisting of a co-culture of intestinal epithelial cells (Caco-2) and 

macrophages (RAW264.7), treatment with the probiotic downregulated the pro-inflammatory IL-8 

mRNA expression in Caco-2 cells and inhibited the nuclear translocation of NF-B in RAW264.7 

cells[27].   

Likewise, O'Flaherty and Klaenhammer (2012) demonstrated that the exposure time to L. acidophilus 

impacted the immune-related gene expression profiles of IECs. In this study, a 1-h rather than a 4- 

or 8-h exposure time resulted in the maximal differential expression of immune-related genes and 

genes that are targeted by the NF-B complex. After an initial exposure to L. acidophilus, the 

expression of the immune-related genes returned to baseline levels[28]. 
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Oksaharju et al. (2011) examined the effects of LGG, L. rhamnosus Lc705, Propionibacterium 

freudenreichii ssp. shermanii JS, Bifidobacterium animalis spp. lactis Bb12 and their combination on 

human mast cell gene expression. The LGG and L. rhamnosus Lc705 suppressed genes that encoded 

the allergy-related high-affinity IgE receptor subunits α and γ (FCER1A and FCER1G, respectively) 

and the histamine H4 receptor. The LGG, L. rhamnosus Lc705 and the combination of the four 

probiotics had the strongest effect on the expression of genes involved in mast cell immune system 

regulation and on several genes that encoded proteins with a pro-inflammatory impact, such as IL-8 

and TNF-α, whereas genes that encoded proteins with anti-inflammatory functions, such as IL-10, 

were upregulated[29]. 

Paszti-Gere et al. (2012) investigated the immunomodulatory effect of the culture supernatant of five 

bacterial strains in a non-transformed cell line that was derived from porcine jejunal epithelial 

IPEC-J2 cells that had been previously subjected to oxidative stress with hydrogen peroxide. 

Lactobacillus plantarum 2142 had significantly decreased the IL-8 and TNF-α mRNA levels with the 

concomitant upregulation of HSP70 gene expression. However, Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

BB-12 and Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 had the opposite effect, increasing the gene 

expression of either IL-8, TNF-α or both. No effects were observed with Enterococcus faecium CECT 

4515 or Lactobacillus casei Shirota[30]. 

Zanello et al. (2011) reported that the yeast Saccharomyces cerevisiae (strain CNCM I-3856) modulates 

transcript and protein expression in the inflammation, recruitment and activation of immune cells 

in differentiated porcine intestinal epithelial (PIE) IPEC-1 cells and demonstrated that viable S. 

cerevisiae inhibits the enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)-induced expression of pro-

inflammatory transcripts (IL-6, IL-8, CCL20, CXCL2, and CXCL10) and proteins (IL-6, IL-8). This 

inhibition was associated with a decrease in ERK1/2 and p38 MAPK phosphorylation, an 

agglutination of ETEC by S. cerevisiae and an increase in the anti-inflammatory PPAR-γ nuclear 

receptor mRNA level[31]. 

Latvala et al. (2011) investigated which non-pathogenic bacteria could stimulate the expression of 

SOCS3, which controls the expression of pro-inflammatory cytokine genes in human primary 

macrophages. Lactobacillus and Streptococcus species induced SOCS3 mRNA expression directly in 

the absence of protein synthesis and indirectly via bacteria-induced IL-10 production. The MAPK 

p38 signaling pathway played a key role in the bacteria-induced SOCS3 gene expression[32]. 
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The gene expression profiles of Caco-2 cells that were treated with EcN were analyzed via a 

microarray analysis by Ukena et al. (2005). The results revealed 126 genes that were specifically 

regulated after treatment with EcN. A second human intestinal cell line as well as pieces of small 

intestine from BALB/c mice were used to confirm the regulatory data of selected genes by qPCR. 

Among others, the expression of genes encoding the pro-inflammatory molecules monocyte chemo-

attractant protein-1 (MCP-1), macrophage inflammatory protein-2 alpha (MIP-2alpha) and 

macrophage inflammatory protein-2 beta (MIP-2beta) increased up to 10-fold. Elevated levels of 

MCP-1 and MIP-2alpha mRNA were confirmed using LoVo cells. MCP-1 gene expression was also 

upregulated in mouse intestinal tissue[33]. 

Wang et al. (2013) analyzed the immunomodulatory effects of Lactobacillus casei Zhang (LcZ) in 

RAW264.7 macrophages. The immunostimulating effects of live LcZ were significantly attenuated 

in heat-killed LcZ. The live LcZ promoted TLR2 mRNA transcription, whereas the heat-killed LcZ 

enhanced transcription of TLR2, TLR3, TLR4, and TLR9[34]. 

The effects of Lactobacillus plantarum genomic DNA on the LPS-induced MAPK activation, NF-B 

activation, and the expressions of TNF-α, IL-1 receptor-associated kinase M, and the pattern 

recognition receptor were studied in human monocyte-like cells. L. plantarum genomic DNA 

inhibited this signaling pathway and TNF-α production accompanied by the suppression of TLR2, 

TLR4, and TLR9 and the induction of IL-1 receptor-associated kinase M, a negative regulator of 

TLR[35]. 

Cammarota et al. (2009) analyzed the probiotic potential of L. plantarum DSMZ 12028 in vitro using 

the pathogen E. coli K4 and a certified probiotic, L. paracasei F19, as controls in Caco-2 and HT-29 

cells. Real-time PCR was used to monitor the expression of TLRs and cytokines in a monocytic cell 

line (THP-1) following bacterial exposure. L. plantarum downregulated TLR mRNA levels with the 

exception of TLR2, while L. paracasei F19 and E. coli K4 significantly upregulated TLR2 and 4, 

respectively[36]. 

Ghadimi et al. (2010) tested the effects of DNA from LGG and Bifidobacterium longum on the TLR9 

signaling cascade and the barrier integrity of polarized HT-29 and T84 cells that had been 

previously treated with TNF-α. The HT-29 and T84 cells enhanced expression of TLR9 in a specific 

manner, which was subsequently associated with the attenuation of TNF-α-induced NF-B 

activation and NF-B mediated IL-8 expression. TLR9 silencing abolished this inhibitory effect. 

Apically applied LGG DNA attenuated the TNF-α enhanced NF-B activity by reducing the IBa 
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degradation and p38 phosphorylation. Likewise, LGG DNA diminished the TNF-α-induced 

membrane integrity reduction[14]. 

Eleven different probiotic strains with immunoregulatory capabilities used a common mechanism 

to induce tolerance in PIE cells. Immunoregulatory strains interacted with TLR2, upregulated the 

expression of ubiquitin-editing enzyme A20 in PIE cells, and beneficially modulated the subsequent 

TLR4 activation by reducing the activation of MAPK and NF-B pathways and the production of 

pro-inflammatory cytokines[37]. 

Gao et al. (2012) analyzed the myeloid differentiation primary response protein 88 (MyD88) 

expression using small interfering RNA in HT-29 cells. The knockdown of MyD88 did not affect 

Clostridium butyricum-induced elevated levels of NF-B, IL-8, IL-6, and TNF-α, suggesting a MyD88-

independent route for TLR signal transduction in human epithelial cells. However, a significant 

reduction in the levels of NF-B, IL-8, IL-6, and TNF-α was evident in the absence of TLR2 

expression, indicating the need for TLR2 in C. butyricum recognition[38]. 

In addition, the modulation of TLR-4 gene expression by Bacillus mesentericus TO-A, Clostridium 

butyricum TO-A, and Streptococcus faecalis T-110 in human colonic epithelial cells HT-29 was 

investigated by Isono et al. (2007). Culture supernatants or heat-killed bacteria were added to HT-29 

cells. Treatment with C. butyricum TO-A culture supernatant downregulated the TLR4 mRNA and 

protein levels but only in the presence of butyrate. This effect seems to be mediated by the 

transcription factor PU.1[39].   

Bacillus species, non-pathogen spore-forming microorganisms, are being used as probiotics owing 

to evidence indicating that these species are important for the development of a robust gut-

associated lymphoid system[40]. Huang et al. (2008) tested the ability of six Bacillus strains (B. subtillis 

PY79, HU58 and HU68, B. licheniformis HU14 and HU53, and B. flexus HU37), from the human gut 

to induce the pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-6 and IL-1α in cultured RAW264.7 

macrophages. The highest levels of induction were with TNF-α followed by IL-6, for which all of 

the strains induced expression. IL-1α was only induced by B. subtillis PY79 and HU68 and B. 

licheniformis HU14. The authors also determined the expression of TLR-2 and TLR-4 in RAW264.7 

macrophages that were co-incubated with either spores or vegetative cells of B. subtillis PY79, 

demonstrating a clear temporal increase in the expression of both TLR-2 and TLR-4 over time. A 

closer inspection of TLR-2 and TLR-2 induction indicated that for vegetative cells, there was a 
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progressive increase in the expression during the 6-h period of evaluation. However, for induction 

by spores, there was a significant increase in the expression only between h 4 and 6[40]. 

In summary, specific strains of bifidobacteria, lactobacilli, EcN, Propionibacterium, Bacillus and 

Saccharomyces influence the gene expression of mucins, TLRs, caspases, NF-B, and interleukins, 

leading mainly to an anti-inflammatory response. Notwithstanding, specific responses are 

dependent on particular strains and intestinal cell types. 

Dendritic cells 

Dendritic cells (DCs) are potent APCs that induce a primary immune response against microbial 

infection and other stimuli[41]. Upon activation, DCs upregulate co-stimulatory molecules and 

migrate to secondary lymphoid organs where they activate antigen-specific T cells. The types of 

cytokines and other factors that are secreted by DCs and other innate immune cells program the 

differentiation of naïve Th0 into Th1, Th2 or Th17 effector cells or Treg cells[16]. Understanding the 

direct interaction between commensal bacteria and DCs is particularly important in determining 

how the immune system of the gut is able to distinguish these bacteria from pathogens and elicit a 

tolerogenic response[42]. 

In this sense, the mixture probiotic VSL#3 induces the release of significant levels of IL-10 in DC 

culture supernatants if added over a period of 3 days. IL-10 is a critical Th2 cytokine that suppresses 

IL-12 production and therefore other cytokines, such as interferon gamma (IFN-γ) and TNF-α[43]. 

Drakes et al. (2004), using DCs that were generated from mice bone marrow showed that VSL#3 

induces the release of higher amounts of IL-10 and more modest levels of IL-12[41]. This study 

highlighted the fact that the presence of probiotic bacteria during the development of DCs 

influences the outcome of the immune response[41]. Changes in the DC cell surface phenotypes may 

result in altered DC function or cytokine production[44]. To determine the action of probiotic VSL#3 

on the DC surface phenotypes, Drakes et al. (2004) added the probiotic mixture during the DC 

generation phase, observing that the addition of 103 and 105 organisms/ml did not alter the 

immature phenotype of DC; however, higher concentrations (107 organisms/ml) upregulated the 

DC co-stimulatory molecule expression of CD80, CD86, CD40, and major histocompatibility 

complex class (MHC) class II I-Ad[41].  

In agreement with the aforementioned study, Mastrangeli et al. (2009) demonstrated that the effects 

of VSL#3 on BALB/c mice bone marrow (BM) DC maturation were time- and dose-dependent and 

peaked after 18 h of co-culture at the 107-organisms/ml dose. Live and sonicated VSL#3 induced a 
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significant upregulation of CD83, CD86 and MHC class II. Moreover, both of the VSL#3 

preparations were as effective as the LPS control in inducing DC maturation. In addition, live 

VSL#3 at the same dose induced a significant production by BMDCs of high levels of IL-12p70 and 

IL-10, significantly higher than those obtained after LPS stimulation. However, sonicated VSL#3 

induced lower levels of IL-12 and IL-10, which were in any case significantly higher than those that 

were induced by LPS and higher than the control (medium only) levels[45]. 

In addition, D’Arienzo et al. (2009), using BMDCs that were generated from a DQ8 tg mouse, a well 

characterized model of food antigen sensitivity, demonstrated that incubation with 108 colony-

forming units (CFU)/ml of L. paracasei IMPC2.1, L. plantarum ITM21B, L. fermentum DRL38 and B. 

lactis NCCC2818 two days before cell harvesting in the presence/absence of LPS stimulated CD86 

expression, with L. plantarum and L. paracasei inducing higher expression levels. However, no 

strains modulated the expression of CD11c or CD80 or further enhanced the LPS-induced CD86 

expression. These data clearly indicate that probiotic exposure alters the immature phenotype of 

DCs. Regarding the cytokine analysis, immature BMDCs revealed no significant differences for IL-

12, whereas in mature BMDCs (LPS-treated), L. plantarum and L. fermentum enhanced IL-12 

production. In addition, the IL-10 levels were low in both un-stimulated and LPS-induced DCs. 

Moreover, the L. fermentum, L plantarum and B. lactis strains induced a significant increase in TNF-α 

in immature BMDCs, while L. fermentum and B. lactis induced a significant increase in mature 

BMDCs[46]. 

Furthermore, the incubation of murine BMDCs with heat-killed L. lactis subsp. cremoris FC and L. 

lactis subsp. cremoris ATCC 19257 (as a control strain) enhanced the production of IL-10, IL-12, IL-6 

and TNF-α in a dose-dependent manner[47]. Compared to L. lactis subsp. cremoris ATCC 19257, L. 

lactis subsp. cremoris, FC induced higher levels of IL-12 production, whereas treatment with L. lactis 

subsp. cremoris ATCC 19257 induced higher levels of IL-6 production. Moreover, the production of 

IL-10, IL-12, IL-6 and TNF-α that was induced by L. lactis subsp. cremoris FC was almost completely 

depleted in the culture supernatants of BMDCs that were derived from MYD88-/- mice. This result 

suggests that L. lactis subsp. cremoris FC activates DCs and induces cytokine production through a 

MyD88-dependent pathway[47].   

Certain Lactobacillus spp. posses strong IL-12- inducing properties whose production depends on 

the upregulation of type I IFNs that are mainly involved in the immune response against viral 

infection[48]. In this sense, Weiss et al. (2010) investigated whether L. acidophilus NCFM could induce 

anti-viral defense gene expression in immature murine DCs. A genome-wide microarray analysis 
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revealed that the induction of virus-related genes was most prominent for the RSAD2 gene (radical 

S-adenosyl methionine domain-containing 2). The genes encoding IFN-induced T cell-specific 

GTPase (TGTP2), IFN-stimulated gene 15 (ISG15), IFN-regulatory factor (IRF-7) and TLR-3, all of 

which are involved in the viral immune defense that is induced by IFN-β, were similar among the 

highest significantly upregulated genes. The upregulation of viral response genes seems to be 

caused by a rapid, strong and transient upregulation of IFN-β, which in turn stimulates the 

transcription of a number of other genes that are involved in viral defense. Moreover, the 

upregulation of IFN-β in DCs was much stronger upon stimulation with L. acidophilus NCFM 

compared with that of cells that were stimulated with Poly I:C, EcN and B. bifidum Z9. In addition, 

IFN-β expression was markedly reduced in TLR-2-/- DCs, dependent on endocytosis, the major 

cause of the induction of IL-12 and TLR-3 in DCs that were stimulated with L. acidophilus NCFM. 

These results reveal that certain lactobacilli trigger the expression of viral defense genes in DCs in a 

TLR-2-dependent manner[48]. 

The stimulation of chicken bone marrow dendritic cells (chi-BMDCs) with LPS, Saccharomyces 

boulardii (Sb), Bacillus subtillis B10 (Bs), and a co-culture of Sb+Bs and phosphate-buffered saline 

(PBS) as a control group revealed that the treatment groups modulate the phenotype and biological 

functions of chi-BMDCs. The gene expression levels of MHC-II, CD40, CD80 and CD86 were 

upregulated in the stimulated groups. Furthermore, the cell surface receptors TLR-1, 2, 4 and 15 

showed significant upregulation at the mRNA levels. In addition, the levels of the associated factors 

MyD88, TRAF6, TAB1 and NF-B mRNA increased in all of the treatment groups compared to those 

of the control group. However, the NF-B response was significantly higher in the LPS treatment. 

Regarding the cytokine production levels, the probiotics improved the production of IL-1β, IL-17, 

IL-4, transforming growth factor beta (TGF-β) and IL-10, whereas IL-8 and IFN- were 

downregulated[49]. 

In an interesting study, Latvala S et al. (2008) stimulated human monocyte-derived DCs (moDCs) 

with nine probiotic bacteria (two well-characterized probiotics, L. rhamnosus GG and B. animals 

Bb12, and seven potentially probiotic bacteria). These authors showed that S. thermophilus THS 

efficiently induced TNF-α, IL-6 and IL-12. B. animalis Bb12 and B. breve Bb99 were potent inducers of 

TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, and IFN-γ. However, B. longum strain 1/10 was not as efficient as B. 

animalis Bb12 and B. breve Bb99 in inducing cytokine production. L lactis subsp. cremoris ARH74 and 

L. helveticus 1129 were as efficient as bifidobacteria. By contrast, LGG and LC705 as well as L. 

mesenteroides subsp. cremoris PIA2 were poor inducers of cytokine production in moDCs[50]. The 
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cytokine responses were directly associated with the bacterial dose; a 40:1 bacteria:host cell ratio 

showed the highest cytokine production levels. In addition, all of the studied bacteria induced 

CCL20 production in a dose-dependent manner, whereas none of the aforementioned bacteria were 

able to induce CCL19 production[50]. According to the gene expression levels, L. mesenteroides subsp. 

cremoris PIA2, LGG and LC705 were weak inducers of moDC cytokine responses. By contrast, 

bifidobacteria, S. thermophilus THS, L. lactis ARH74 and L. helveticus 1129 induced the production of 

the pro-inflammatory cytokines and chemokines TNF-α, IL-6, IL-12, CCL20 and CXCL10. In 

addition, S. thermophilus THS and B. breve Bb99 stimulated the highest upregulation of human 

leukocyte antigen (HLA) class II (ratio 10:1) in the moDCs, whereas a ratio of 40:1 for L. lactis subsp. 

cremoris ARH74 was required to maximize HLA class II induction. MoDCs that were stimulated 

with probiotic bacteria matured equally well as cells that were stimulated with pathogenic S. 

pyogenes, a known inducer of moDC maturation[50].  

Furthermore, human myeloid DCs that were isolated from PBMCs and treated with a ratio of 10:1 

for B. infantis or L. salivarius for 48 h stimulated a significant increase in IL-10 and TNF-α secretion 

compared to that of the untreated DCs[51].   

In an elegant study, Evrard et al. (2011) investigated the effects of Lactobacillus rhamnosus 35 (Lcr35) 

on human PBMNC, using a multiplicity of infection (MOI) ranging from 100 to 0.01. These authors’ 

flow cytometry data indicated the Lcr35-induced semi-maturation of DCs with the upregulation of 

the expression of HLA-DR, CD86 and CD83 as well as the upregulation of CCR7. The Lcr35-

induced phenotype was intermediate between that of immature DCs and that of fully mature LPS-

induced DCs, a so-called semi-mature DCs phenotype. In addition, a gene array analysis showed 

great dose-dependent variations. At a MOI of 10, 823 genes were overexpressed (with a 3-fold 

change threshold), and 859 were downregulated. Most of these genes were involved in four main 

biological processes: immune and inflammatory responses, antigen processing and presentation via 

MHC, intracellular signaling and signal transduction. At an MOI of 0.01, the expression of 58 genes 

was upregulated, while that of 138 genes was downregulated. In addition, at an MOI of 10, these 

authors observed that the expression of genes directing a Th1 (IL12A, IL12B and TNF-α) or a Th17 

(IL1B, IL6, IL23A, Il12B and TGFB1) profile was strongly upregulated[52]. A comparison of these 

results with the Torri’s model[53] of the molecular signature of inflammation indicated that at an 

MOI of 10, Lcr35 exhibited a pro-inflammatory DC phenotype in response to 76% of the genes, 

neither a pro- nor an anti-inflammatory DC phenotype in response to 11% and an anti-

inflammatory DC phenotype in response to 13%. A qRT-PCR analysis revealed that at an MOI of 10, 



           ANEXOS           

227 

 

the transcription of the CCL20, IL1B, IL12B and TNF-α genes increased by approximately 100-, 300-, 

400- and 200-fold, respectively. In addition, the expression of IL-23 and PYSG2 increased, although 

less strikingly, and the CCR7, FCAR, and IL-8 genes were upregulated[52]. Regarding cytokine 

production, a strong dose-dependent increase of IL-12p40, TNF-α and, to a lesser extent, IL-10 was 

induced by Lcr35 compared to the untreated immature DCs[52].    

Most of the studies on probiotic activity have been performed in human moDCs or murine DCs, 

which are different from human gut DCs[54]. Recently, our research group[55] co-incubated intestinal-

like human DCs from cord blood CD34+ progenitor cells[56] with B. breve CNCM I-4035 or its cell-

free supernatant (CFS), S. typhi or a combination of these treatments for 4 h. These treatments 

upregulated TLR-9 gene transcription. In addition, CFS was a more powerful inducer of TLR-9 

expression than were the probiotic bacteria in the presence of S. typhi. In addition, both of the 

treatments induced Toll-interacting protein (TOLLIP) gene expression. Furthermore, CFS decreased 

the pro-inflammatory cytokines and chemokines in DCs that were challenged with S. typhi. By 

contrast, B. breve CNCM I-4035 was a potent inducer of the pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-8 

and RANTES (regulated upon activation normal T cell expressed, and presumably secreted) as well 

as of anti-inflammatory cytokines, including IL-10. CFS restored the TGF-β levels in the presence of 

S. typhi. These results indicate that B. breve CNCM I-4035 affects the intestinal immune response, 

whereas its supernatant exerts anti-inflammatory effects that are mediated by DCs[55]. Likewise, 

Lactobacillus paracasei and its CFS also decreased the pro-inflammatory cytokines and chemokines in 

human intestinal DCs that were challenged with Salmonella. CFS was as effective as the bacteria in 

reducing pro-inflammatory cytokine expression. These treatments strongly induced the 

transcription of the TLR-9 gene. In addition, an upregulation of the CASP8 and TOLLIP genes was 

also observed. L. paracasei CNCM I-4034 was a potent inducer of TGF-β2 secretion, whereas the 

supernatant enhanced the innate immunity through the activation of TLR signaling[7]. Giahi et al. 

(2012) investigated the effect of heat-inactivated LGG and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

on the expression of TLR4 and signaling factors, such as p38 MAPK and IκB, at the transcription 

level in human monocyte-derived DCs. LGG significantly downregulated the expression of p38, 

while the IκB expression was significantly reduced in the Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus-

treated DCs[4].     

In summary, the interactions of commensal bacteria and probiotics with the surface of APCs, 

mainly through TLR, in most studies result in the downregulation of pro-inflammatory genes that 

are linked to inflammatory signaling pathways, whereas other anti-inflammatory genes are 
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upregulated. The probiotic-mediated increase in TGF-β and IL-10 expression can help to explain the 

immunotolerance process that is mediated by these microorganisms.  

Animal studies 

Matsumoto et al. (2011) supplemented the diet of 10-month-old Crj:CD-1 female mice with B. 

animalis subsp. lactis LKM512 for 11 months. The colonic mucosal function was better in LKM512 

mice, with increased mucus secretion and better maintenance of tight junctions. B. animalis subsp. 

lactis LKM512 also downregulated the expression of aging-associated and inflammation-associated 

genes. The gene expression levels in 21-month-old B. animalis subsp. lactis LKM512-treated mice 

resembled those in 10-month-old untreated (younger) mice[57].    

Ohtsuka et al. (2012) examined the immunomodulatory effects of Bifidobacterium breve M-16V during 

early infancy in rat pups during the newborn or weaning period. The numbers of upregulated and 

downregulated genes were greater during the weaning period than during the newborn period, 

and these were greatest in the colon, with fewer genes altered in the small intestine and the fewest 

in the spleen. The expression of inflammation-related genes, including lipoprotein lipase (LPL), 

glutathione peroxidase 2 (GPX2), and lipopolysaccharide-binding protein (LBP), was significantly 

reduced in the colon during the newborn period. In weaning rat pups, the expression of CD3d, a 

cell surface receptor-linked signaling molecule, was significantly enhanced in the colon; however, 

the expression of co-stimulatory molecules was not enhanced[58].    

Trevisi et al. (2008) investigated the potential synergic action of one prebiotic with increasing dietary 

doses of a probiotic strain of Bifidobacterium animalis on the translocation of bifidobacteria and on 

TLR gene expression in different organs of weaned piglets. The linear effect of the dose of B. 

animalis on the expression of the TLR2-encoding gene in the lymph nodes was observed when 

fructo-oligosaccharides were added to the diet. Tumor necrosis factor-alpha-encoding gene 

expression was positively correlated with the TLR4- and TLR2-encoding genes[59].    

The effect of live Lactobacillus plantarum 299v (Lp299v), Lactobacillus rhamnosus R0011 (LrR0011), and 

Bifidobacterium bifidum R0071 (BbR0071) were analyzed in rats. After killing the rats via CO2 

suffocation, the MUC2, MUC3, neuronal apoptosis inhibitor protein (NAIP), human inhibitor of 

apoptosis protein 1/cellular inhibitor of apoptosis 2 (HIAP1/cIAP2), and human inhibitor of 

apoptosis protein 2/cellular inhibitor of apoptosis 1 (HIAP2/cIAP1) mRNA and protein levels were 

analyzed via qPCR and immunohistochemistry. Live Lp299v, BbR0071, and LrR0011 increased 

MUC3 protein and mRNA expression in the jejunum and ileum. A heat-killed non-adherent 
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derivative of Lp299v failed to induce MUC3 expression. Lp299v did induce the expression of 

HIAP2/cIAP1 and NAIP expression. MUC3 mucin expression was elevated for 5 days after the oral 

administration of Lp299v; however, this effect was not sustained despite ongoing daily ingestion of 

a probiotic[60].    

Three groups of rats orally received LGG, Bifidobacterium animalis MB5, or PBS for 28 days. Each 

group was divided into two subgroups of tolerized or immunized rats receiving ovalbumin (OVA; 

7 mg) or PBS on days 7, 9, and 11. All of the rats were immunized with OVA (300 mg) on days 14 

and 21. In the tolerized rats, the OVA-induced proliferative response of mesenteric lymph nodes 

(MLN) and spleen cells did not differ from those of the control, indicating that the two probiotics 

maintained the tolerance. Lactobacillus rhamnosus GG and B. animalis MB5 in the immunized rats 

reduced the OVA-induced proliferative response in the MLN but not in the spleen, whereas the 

proliferative response to anti-CD3 and concanavalin A of the MLN and spleen cells as well as the 

delayed-type hypersensitivity reaction were not affected by probiotic treatment, indicating that the 

OVA-specific hyporesponsiveness is restricted to intestinal immunity. This hyporesponsiveness 

was associated with CD4+CD25+Foxp3+T cell expansion, increased IL-10 and TGF-β after LGG, 

and increased apoptosis after B. animalis MB5 in MLN[61].    

The effects of L. acidophilus, inulin, or both (synbiotic) on pathogen-induced inflammatory 

responses, NF-B, and Smad 7 signaling were evaluated in a murine model to parallel infantile 

enteric disease. Newborn mice were inoculated bi-weekly for 4 weeks with L. acidophilus, inulin, or 

synbiotic and challenged with Citrobacter rodentium (Cr) at 5 weeks. The results showed that the host 

defense against Cr infection correlated with enhanced colonic IL-10 and TGF-β expression and the 

inhibition of NF-B in synbiotic-treated mice, whereas mice that were pretreated with synbiotic, L. 

acidophilus, or inulin had an attenuation of Cr-induced Smad 7 expression[62].    

Deng et al. (2013) evaluated the ability of the co-administration of Bacillus subtillis RJGP16 and 

Lactobacillus salivarius B1 to stimulate local immune responses. Thirty two newborn piglets were 

divided into four groups and were orally administered with different combinations of probiotics 

(none; RJGP16; B1; RJGP16 and B1) at the ages of 0, 7 and 11 days. These authors analyzed the 

parameters of the mucosal immunity of piglets one week after weaning. The results showed that the 

expressions of IL-6 in the duodenum and ileum and of porcine beta-defensins (pBD)-2 in the 

duodenum significantly increased with the co-administration of RJGP16 and B1. Additionally, the 

expression and release of TLR-2 and the number of IgA-producing cells increased[63].    
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In addition, the cytokine gene expression in the spleen and in Peyer's patches of mice that received 

dahi supplemented with L. casei was analyzed. The mRNA levels of IFN-γ in both the spleen and in 

the Peyer's patches were significantly increased in the probiotic dahi group after 14 and 28 days 

compared with those of the control and dahi groups. The abundance of IL-2 mRNA also 

significantly increased in the Peyer's patches of probiotic-fed animals[64].   

The effects of lactic acid bacteria on the control of lactococcosis and the impact of probiotics on the 

expression of immune-related genes were investigated in the head kidney and intestine of rainbow 

trout. Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis and Leuconostoc mesenteroides were administered 

orally for 36 days. Twenty-one days after the start of the feeding period, the fish were challenged 

with Lactococcus garvieae. Only the fish that were fed the diet containing L. plantarum showed 

significantly improved protection against L. garvieae compared to that of the control. Subsequently, 

qPCR was used to measure the mRNA levels of IL-1β, IL-8, IL-10 and TNF-α in the head kidney and 

of IL-8, TLR5 and IgT in the intestine of the control and L. plantarum groups. The expression of IL-1β, 

IL-10 and TNF-α was significantly upregulated by L. plantarum. Moreover, the mRNA levels of IL-10, 

IL-8 and IgT were significantly higher in the L. plantarum group after L. garvieae infection, suggesting 

that L. plantarum can stimulate the immune response of rainbow trout. These findings demonstrate 

that direct probiotic-host interactions with the intestine are not always necessary to induce host 

stimulatory responses that ultimately enhance disease resistance[65].     

Pirarat et al. (2011) investigated the modulation of immunity in Nile tilapia by LGG and found 

higher levels of TNF-α and IL-1 gene expression. As described before for intestinal cultured cells, 

probiotic bacteria influence the immune response and inflammation by controlling TLR, NF-B and 

cytokine gene expression in animal models[66].    

In summary, the effects of probiotics have been extensively investigated in animal models ranging 

from fish to mice, rats and piglets. These bacteria induce a tolerogenic and hyporesponsiveness 

immune response in which many genes that are related to the immune system, in particular those 

expressing anti-inflammatory cytokines, are upregulated.  

Human studies 

Compared to intestinal cultured cells and animal models, there are only a few studies in humans 

evaluating the effects of probiotic bacteria on the expression of genes that are involved in immunity 

and inflammation.  
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Van Baarlen et al. (2011) obtained transcriptomes in an intervention study after a double-blind 

placebo-controlled cross-over study to investigate the in vivo mucosal responses of healthy adults to 

probiotics. In the mucosa of the proximal small intestine of healthy volunteers, probiotic strains 

from the species Lactobacillus acidophilus, L. casei, and L. rhamnosus each induced differential gene-

regulatory networks and pathways in the human mucosa. Comprehensive analyses revealed that 

these transcriptional networks regulate major basal mucosal processes and uncovered remarkable 

similarity to the profiles that were obtained in response to specific bioactive molecules and drugs[67].    

Lammers et al. (2005) analyzed the expression of IL-1β, IL-6, IFN-γ, TNF-α, IL-12, IL-10, TGF-β and 

IL-8 in endoscopic samples. The data showed that patients who were treated with probiotics had 

significantly lower mucosal mRNA expression levels of IL-1β, IL-8, and IFN-γ compared with those 

of the placebo-treated patients[68].      

Di Caro et al. (2005) evaluated the gene expression pattern that was induced by Bacillus clausii in the 

intestinal mucosa of healthy individuals. Six male patients who were affected by mild esophagitis 

were treated for one month with esomeprazole and were randomly selected to receive or not B. 

clausii (groups I and II, respectively). Duodenal biopsies were taken pre- and post-treatment to 

identify the modification of gene expression. After B. clausii administration, a total of 158 and 265 

genes were upregulated and downregulated, respectively. Bacillus clausii mainly affected the 

expression of genes that are involved in the immune response and inflammation, apoptosis and cell 

growth, cell differentiation, cell-cell signaling, cell adhesion, signal transcription and 

transduction[69].     

Information regarding gene expression in human intestinal cells that are mediated by the action of 

probiotics is very scarce (table 1 summarizes the principal results). Hence, new studies should 

consider this aspect to ascertain the mechanism of action of specific strains in the modulation of the 

immune response and inflammation, mainly in chronic disorders of the gut. 

REGULATION OF GENE EXPRESSION BY PROBIOTICS IN INFLAMMATORY DISEASES 

OF THE GUT 

The intestinal microbiota play essential roles in nutrient absorption and metabolism, immune 

stimulation, satiety and pain. An altered composition of intestinal microbiota has been reported in 

IBD patients[70]. IBD is linked to post-inflammatory and stress-correlated factors that cause changes 

in the perception of visceral events. 
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Probiotic bacteria may be effective in treating IBD symptoms[71]. The effects of Bifidobacterium breve 

(DSMZ 20213) and LGG on the expression of IL-17 and IL-23, which play an important role in IBD, 

and on the epigenetic machinery were evaluated in a 3D co-culture model that was composed of 

human intestinal HT-29/B6 or T84 cells and PBMCs. The cells were treated with LPS in the presence 

or absence of bacteria for 48 h, and the expression of IL-17, IL-23, and CD40 at the mRNA and 

protein levels was assessed using qPCR. The NF-B activity was assessed by NF-B-dependent 

luciferase reporter gene assays. B. breve and LGG diminished the LPS-induced expression of IL-17, 

IL-23, and CD40 as well as histone acetylation and slightly enhanced DNA methylation. These 

effects were paralleled by a decrease in the nuclear translocation of NF-B, as demonstrated by a 

decrease in the expression of MyD88, IRAK-1, IκBα, the nuclear NF-B p50/p65 subunits, p-p38 

MAPK and p-MEK1 and the NF-B-dependent luciferase reporter gene activity in LPS-stimulated 

cells[72].    

To mimic the IBD response to Gram-negative bacteria, Grimoud et al. (2010) used HT-29 cells that 

were sensitized to the inflammatory response to LPS by IFN-γ, which increased the expression of 

TLR4, the LPS biosensor, and were then treated by probiotics, prebiotics and synbiotics. Only three 

probiotic strains induced a proliferation decrease but with a lack of reproducibility. Binary or 

ternary probiotic associations, complemented or not by prebiotics, significantly decreased 

proliferation, especially with a synbiotic association of Bifidobacterium breve, Lactococcus lactis and L. 

oligoalternan[73].    

Angiogenesis is an integral process of inflammatory responses in IBD and is required for mucosal 

remodeling during restitution. Chen et al. (2013) indicated that Saccharomyces boulardii modulates 

angiogenesis to limit intestinal inflammation and promote mucosal tissue repair by 

regulating vascular endothelial growth factor (VEGF) receptor signaling using an adenovirus 

expressing VEGF-A(164) in the ears of adult nude mice[74].    

IBD increases the risk of colorectal cancer. Bassaganya-Riera et al. (2012) studied the cellular and 

molecular mechanisms underlying the efficacy of probiotic bacteria in mouse models of 

inflammation-driven colorectal cancer. Immune cell subsets in the MLN, spleen and colonic lamina 

propria lymphocytes (LPL) were phenotypically and functionally characterized. The mice were 

treated with conjugated linoleic acid (CLA) or VSL#3 and recovered faster from the acute 

inflammatory phase of disease and had lower disease severity in the chronic, tumor-bearing phase 

of disease. VSL#3 increased the mRNA expression of TNF-α, angiostatin and PPAR-γ, whereas CLA 

decreased COX-2 levels. Moreover, the VSL#3-treated mice had increased IL-17 expression in the 
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MLN CD4+ T cells and an accumulation of Treg LPL and memory CD4+ T cells[75]. Finally, IBD in a 

rat model with male neonatal maternal separation (NMS) was reported and treated orally with 

placebo or VSL#3 from days 3 to 60, while normal, not-separated rats were used as controls. A 

microarray analysis demonstrated that NMS induced a robust change in the expression of subsets of 

genes (CCL2, NOS3, THP1, NTRK1, CCR2, BDRKRB1, IL-10, TNFRSF1B, TRPV4, CNR1 and OPRL1) 

that are involved in pain transmission and inflammation. TPH1, tryptophan hydroxylase 1, a 

validated target gene in IBD treatment, was markedly upregulated by NMS; this effect was reversed 

by VSL#3 intervention[71].    

Ulcerative colitis 

Garrido-Mesa et al. (2011) tested the association of minocycline and EcN in a mouse model of 

reactivated colitis. The mice were assigned to different groups: non-colitic and dextran sodium 

sulfate (DSS) control groups (without treatment), and minocycline, EcN, and minocycline plus EcN 

treated groups. Colitis was induced by adding DSS to the drinking water (3%) for 5 days; 2 weeks 

later, the colitis was reactivated by subsequent exposure to DSS. The inflammatory status was 

evaluated daily by a disease activity index (DAI), and the colonic damage was assessed 

histologically and biochemically by the mRNA relative expression of different mediators. 

Minocycline and EcN exerted an intestinal anti-inflammatory effect and attenuated the reactivation 

of the colitis, as shown by the reduced DAI values; these effects were greater when both of the 

treatments were combined. These effects were evidenced histologically and biochemically by the 

reduced expression of TNFα, IL-1β, IL-2, MIP-2, MCP-1, ICAM-1, iNOS and MMP-9 together with an 

increased MUC-3 and ZO-1 expression[76]. In the same model, Claes et al. (2010) utilized a dltD 

mutant of the model probiotic LGG in its lipoteichoic acid molecules. The mice received either PBS, 

LGG wild-type or the dltD mutant via drinking water. The macroscopic parameters, histological 

abnormalities, and cytokine and TLR expression levels were analyzed to assess the disease activity. 

The mice that were treated with the dltD mutant showed an improvement of some of the colitic 

parameters compared to the LGG wild-type-treated mice in both experimental models. In addition, 

treatment with the dltD mutant correlated with a significant downregulation of TRL-2 expression 

and of downstream pro-inflammatory cytokine expression in the colitic mice[77].  

Lactobacillus rhamnosus OLL2838 was employed in the DSS model. The barrier function was restored 

by the administration of live and heat-killed OLL2838 to the DSS-treated animals, and an increased 

expression of ZO-1 (4.8-fold) and myosin light-chain kinase (3.1-fold) was found in IECs that were 

isolated from mice of the heat-killed OLL2838 group[78].    
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The efficacy of probiotics in the recurrent trinitrobenzenesulfonic (TNBS)-induced colitis model in 

BALB/c mice has been tested. A microarray analysis revealed differences in expression of genes 

that are related to inflammation and immune processes between untreated mice and those that were 

treated with the probiotics Lactobacillus plantarum NCIMB8826 or VSL#3. The effects of probiotics on 

colonic gene expression were most profound during active inflammation, in particular on gene 

clusters that are related to mast cells and antimicrobial peptides[79].    

Amit-Romach et al. (2010) evaluated and compared the effects of two probiotic regimens, LGG and 

a mixture of Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus, and Bifidobacterium lactis in both 

normal and TNBS acid colitis-induced rats. Colonic tissues were used for mRNA analysis via qPCR. 

The administration of both of the probiotic regimens reduced the expression of the pro-

inflammatory cytokines TNF-α and IL-6 and increased the expression of MUC2 compared with the 

that of the colitis group[80]. Using the same model, Duary et al. (2012) examined the effects of 

Lactobacillus plantarum Lp91 on the gene expression of cytokines and other molecules. L. plantarum 

Lp91 downregulated TNF-α and COX-2 in mice with colitis. Interleukin-10 was significantly 

upregulated in colitis and non-colitis mice that were treated with L. plantarum Lp91, while other 

anti-inflammatory markers, i.e., COX-1, IL-4 and IL-6, were significantly upregulated in the colitis 

mice that were treated with L. plantarum Lp91. The MUC2 gene was also significantly up regulated 

in the non-colitis group[81].     

The antioxidant potential of Lactobacillus rhamnosus CNCM I-3690 using the nematode Caenorhabditis 

elegans as host was investigated. The transcriptomic analysis of C. elegans that were fed this strain 

showed that an increased lifespan is correlated with the differential expression of the DAF-

16/insulin-like pathway, which is highly conserved in humans. In addition, this Lactobacillus strain 

reduced inflammation in a murine model of colitis[82].     

Finally, the synbiotic (Bifidobacterium longum and inulin-oligofructose) was tested in UC patients. 

The treatment was administered for a period of one month in a double blind, randomized, 

controlled trial using 18 patients with active UC. The sigmoidoscopy scores were reduced in the test 

group (start 4.5, end 3.1) compared with those of the placebo group (start 2.6, end 3.2). The mRNA 

levels for human beta defensins 2, 3, and 4, which are strongly upregulated in active UC, were 

significantly reduced in the test group after treatment. Tumor necrosis factor alpha and IL-1α, which 

are inflammatory cytokines that drive inflammation and induce defensin expression, were also 

significantly reduced after treatment[83].    
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Necrotizing enterocolitis 

Necrotizing enterocolitis (NEC) afflicts extremely low-birth-weight neonates, and probiotics reduce 

its incidence and severity. Nitric oxide (NO) is involved in the pathogenesis of NEC, and caveolin-1 

regulates NO signaling. D'Souza et al. (2010) evaluated the importance of NO in formula-fed 

neonatal rats that were supplemented with "Florastar Kids" and/or galacto-oligosaccharides and 

fructo-oligosaccharides. Samples from the terminal ileum were analyzed for total NO metabolites, 

growth factors, and gene expression of caveolin-1, NOS isoforms, and antioxidants. The data showed 

that formula feeding with and without supplementation resulted in significant growth restriction. 

Caveolin-1, endothelial NOS, and neuronal NOS were simultaneously downregulated with formula 

feeding, while the inducible NOS was upregulated. Superoxide dismutase and glutathione 

peroxidase were upregulated with supplementation[84]. Moreover, Lin et al. (2008) evaluated 

probiotics in the incidence of NEC. Lactobacillus rhamnosus GG reduced the chemically induced 

intestinal epithelial apoptosis, demonstrating that LGG upregulates a battery of genes with known 

and likely cytoprotective effects[85].    

Other inflammatory disorders 

There are many inflammation-based intestinal diseases. However, probiotics has been tested in only 

a few of these diseases.  

The gastroprotective potential of Bifidobacterium bifidum BF-1 in a rat model of acid-ethanol-induced 

acute gastric injury was investigated to elucidate its potential compared with Streptococcus 

thermophilus YIT 2021. Living B. bifidum BF-1 and S. thermophilus YIT 2021 or vehicle was orally 

administered to rats, and acid-ethanol gastric injury was induced 2 h later. Mucin 5ac (muc5ac) 

gene expression in gastric corpus samples and gastric mucin production in stomach samples from 

the B. bifidum BF-1 group, but not the S. thermophilus YIT 2021 group, were significantly higher than 

those in the respective samples from the vehicle group[86].    

Mirpuri et al. (2012) evaluated the enteral administration of LGG in mice with intestinal injury due 

to the administration of platelet-activating factor (PAF) and LPS. The probiotic strain 

downregulated the expression of TNF-α and MIP-2 but failed to alter IL-10 mRNA and protein 

expression. LGG did however induce the mRNA expression of the IL-10R2 subunit of the IL-10 

receptor. IL-10 receptor activation has been associated with the signal transducer and activator of 

transcription (STAT) 3-dependent induction of members of the SOCS family. In 2-week-old mice, 

LGG also induced STAT3 phosphorylation, increased the colonic expression of SOCS-3, and 
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attenuated the colonic production of MIP-2 and TNF-α. These LGG-dependent changes in 

phosphoSTAT3, SOCS3, MIP-2 and TNF-α were inhibited by the antibody-mediated blockade of the 

IL-10 receptor. Thus LGG decreased the baseline pro-inflammatory cytokine expression in the 

developing colon via the upregulation of IL-10 receptor-mediated signaling, most likely due to the 

combined induction of phospho-STAT3 and SOCS3[87]. The principal findings concerning gene 

expression in inflammatory diseases of the gut mediated by probiotics appear in table 2.    

Although studies evaluating the mechanism of action of probiotics in IBD are heterogeneous 

because of the different methodological approaches, basically probiotics lead to the downregulation 

of a number of pro-inflammatory genes and the upregulation of others, e.g., mucin genes, which 

can help explain the beneficial effects of probiotics in decreasing the activity of these gut diseases. 

REGULATION OF IMMUNITY AND INFLAMMATION GENE EXPRESSION IN THE LIVER 

BY PROBIOTICS 

A large body of evidence has highlighted the concept that putative intestinal bacteria–derived 

compounds may affect liver metabolism and, therefore, cause systemic diseases[88,89]. Serum LPS 

levels have been proposed to increase upon obesity and steatosis, leading to a metabolic 

endotoxemia that can modulate pro-inflammatory cytokines as well as glucose and lipid 

metabolism in the liver or adipose tissue[90-93]. Endotoxemia is considered a major risk for inducing 

liver inflammation in nonalcoholic steatohepatitis (NASH) and nonalcoholic fatty liver disease 

(NAFLD) in humans[94-97]. NASH and NAFLD are associated with increased gut permeability in 

humans[98,99]. Cani et al. (2009) demonstrated the alteration of gut-barrier function in genetic models 

of obesity. Overall, these studies strongly suggest a direct link between the gut microbiota, the gut 

barrier, and hepatic changes[100]. 

Few papers have been published regarding the probiotic-mediated modulation of genes that are 

involved in immunity and inflammation in the liver. These few papers are reviewed below and are 

organized by pathology. 

Sepsis 

Bu et al. (2006) described a bacteria-free, lysozyme-modified probiotic product that was obtained by 

treating the probiotic bacteria, Lactobacillus spp., with lysozyme (LzMPC), which might be beneficial 

for the treatment of sepsis owing to the potent immunomodulatory effects of lysozyme on 

macrophages. The oral administration of LzMPC effectively protected rats against lethality from 
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polymicrobial sepsis that was induced by cecal ligation and puncture. LzMPC was engulfed by 

macrophages in the liver after crossing the intestinal barrier. The LzMPC-induced protection was 

associated with an increase in the bacterial clearance in the liver. Surgical stress or cecal ligation and 

puncture caused a decrease in the cathelicidin-related peptide (CRAMP) expression in the liver, 

whereas the enteral administration of LzMPC restored CRAMP gene expression in these animals. In 

addition, macrophages from LzMPC-treated rats had an enhanced capacity of cytokine production 

in response to LPS or LzMPC stimulation[101]. 

Inflammation 

Mair et al. (2010) evaluated the 4-week administration of a probiotic mixture (Enterococcus faecium, 

Lactobacillus salivarius, L. reuteri and Bifidobacterium thermophilum) on cell turnover, growth and 

inflammatory marker gene expression (caspase-3; cyclin-dependent kinase-4, CDK-4; insulin-like 

growth factor I, IGF-I; NF-B; TNF-α; and TGF-β) in piglets’ intestines and liver. The gene expression 

of CDK-4 and TGF-β was upregulated in the jejunum and the mesenteric lymph nodes, respectively, 

in the probiotic group. In addition, the probiotic group exhibited an upregulation in cell turnover 

marker genes in the colon and blood. No significant differences were observed in gene expression 

in the liver tissue[102]. 

The administration of L. ingluviei to mice promotes alterations in the intestinal microbiota, weight 

gain increase, and accelerated metabolism as well as liver enlargement and inflammation. 

Angelakis et al. (2012) studied the mRNA expression of genes that are involved in lipogenesis and 

inflammation in the liver of BALB/c mice gavaged for different periods of time with this probiotic 

strain. The mRNA expression of fatty acyl synthase (FAS), sterol regulatory element binding protein 

1 (SREBP-1), cytochrome P450 2E1, 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDPK1), acyl-

Coenzyme A dehydrogenase-11 (Acad11), ATP-binding cassette sub family member G (ABCG2), and 

DEAD box polypeptide 25 (DDX25) was significantly higher in the probiotic-fed mice compared 

with that of the control mice. This result was accompanied by a low-grade inflammatory state in the 

liver, suggested by a significantly increased mRNA expression of liver TNF-α in the mice that 

received probiotics[103]. 

Experimental liver disease 

D’Argenio et al. (2013) specifically examined the effects of a synbiotic formulation on an 

experimental model of CCl4–induced liver fibrosis in rats. The synbiotic product was a mixture of a 

probiotic strain (L. paracasei B21060) with L-glutamine, arabinogalactan and xylo-oligosaccharides as 
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prebiotics. The serum ALT and AST activities as well as liver histology and collagen deposition 

improved in fibrotic mice with the synbiotic mixture compared with those of the placebo group. 

The serum levels of the pro-inflammatory cytokine TNF-α were significantly increased in rats with 

liver fibrosis compared with those of normal rats, whereas the synbiotic treatment normalized the 

plasma levels of TNF-α and significantly enhanced the anti-inflammatory cytokine IL-10. In the 

liver, TNF-α, TGF-β, TLR4, TLR2, iNOS and αSMA mRNA levels were upregulated in rats with 

CCl4-induced liver fibrosis and downregulated by the synbiotic treatment. Moreover, the IL-10 and 

eNOS mRNA levels increased in the fibrotic rats that received synbiotics[104]. 

Aflatoxins are naturally occurring toxins that are produced by Aspergillus flavus and 

Aspergillus parasiticus, which are species of fungi. Aflatoxin exposure produces an acute hepatic 

necrosis that results in cirrhosis or hepatocarcinoma. Because aflatoxin-producing members of 

Aspergillus are common and widespread in nature, these compounds pose serious hazards to 

human and animal health, and chemoprevention strategies aimed at reducing their toxicity in 

animal diets are needed. Zuo et al. (2013) investigated one such strategy that was based on the 

administration of a mixture of three aflatoxin-degrading probiotic strains (Lactobacillus casei, Bacillus 

subtillis, and Pichia anomala) along with the aflatoxin-degrading enzyme from Aspergillus oryzae to 

Arbor Acres broilers that were fed an aflatoxin-supplemented diet. The administration of this 

mixture to chickens that were fed the aflatoxin-supplemented diet resulted in the restorations of i) 

the antioxidant enzymatic defense in the serum and liver and ii) the hepatic expression of an array 

of genes that are involved in apoptosis, cell growth, immunity and metabolism[105]. Table 3 

summarizes the reported investigation related to gene expression in the liver by probiotics. 

CONCLUDING REMARKS AND FUTURE DIRECTIONS 

Probiotics exert their actions through interaction with intestinal cells, which in turn modify the 

expression of many genes that are mainly related to the gut-associated immune system. Although 

the specific actions are dependent on the particular bacteria and strains, probiotics mainly induce a 

tolerogenic response to external antigens by interacting with TLR and down-regulating the 

expression of NF-B and pro-inflammatory cytokines. There is a need for further clinical studies 

that evaluate the mechanism of action of probiotics both in healthy humans and patients with 

chronic diseases. These types of clinical studies are necessary for addressing the influence of these 

microorganisms in gene expression for different pathways, particularly those that are associated 

with the immune response, and to better understand the role that probiotics might have in the 

prevention and treatment of disease. 
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TABLA 2. Resistencia antibiótica 

Culture media Capsule Time (t) 

    t1 t2 

 

Placebo 1.45 ± 0.99 3.02 ± 0.43 

  L. rhamnosus 4.11 ± 0.85 4.08 ± 0.04 

TSA+Ampicillin (2 µg/mL) B. breve 0.50 ± 0.13 0.34 ± 0.18 

  B. breve plus L. rhamnosus 3.36 ± 0.89 3.07 ± 0.33 

  L. paracasei 5.79 ± 0.51 6.07 ± 0.55 

  Placebo 0.15 ± 0.08 0.13 ± 0.01 

 

L. rhamnosus 0.05 ± 0.02 0.01 ± 0.01 

TSA+Ampicillin (4 µg/mL) B. breve 0.06 ± 0.01 0.02 ± 0.02 

  B. breve plus L. rhamnosus 0.22 ± 0.12 0.22 ± 0.01 

  L. paracasei 0.54 ± 0.14 0.37 ± 0.09 

  Placebo 8.30 ± 2.60 7.96 ± 1.67 

 

L. rhamnosus 5.32 ± 3.81 3.65 ± 0.83 

MRS+Ampicillin (2 µg/mL) B. breve 2.24 ± 1.42 1.36 ± 1.13 

  B. breve plus L. rhamnosus 5.12 ± 1.90 6.64 ± 2.85 

  L. paracasei 5.67 ± 1.07 4.62 ± 1.89 

  Placebo 4.65 ± 3.27 5.05 ± 1.10 

 

L. rhamnosus 3.34 ± 1.63 2.55 ± 0.71 

MRS+Ampicillin (4 µg/mL) B. breve 2.30 ± 1.67 2.29 ± 0.60 

  B. breve plus L. rhamnosus 5.45± 2.21 4.28 ± 1.56 

  L. paracasei 5.87 ± 0.47 4.26 ± 1.82 

  Placebo 0.050 ± 0.030 0.019 ± 0.017 

 

L. rhamnosus 0.012 ± 0.010 0.012 ± 0.001 

MRSC+Ampicillin (2 µg/mL) B. breve 0.002 ± 0.003 0.002 ± 0.003 
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  B. breve plus L. rhamnosus 0.018 ± 0.012 0.014 ± 0.002 

  L. paracasei 0.009 ± 0.002 0.004 ± 0.003 

  Placebo 0.043 ± 0.033 0.033 ± 0.028 

  L. rhamnosus 0.009 ± 0.001 0.010 ± 0.001 

MRSC+Ampicillin (4 µg/mL) B. breve 0.002 ± 0.003 0.001 ± 0.001 

  B. breve plus L. rhamnosus 0.010 ± 0.006 0.013 ± 0.002 

  L. paracasei 0.005 ± 0.001 0.003 ± 0.001 

  Placebo 0.28 ± 0.08 0.16 ± 0.05 

 

L. rhamnosus 0.15 ± 0.07 0.19 ± 0.02 

TSA+Tetracycline (4 µg/mL) B. breve 0.02 ± 0.01 0.01 ± 0.01 

  B. breve plus L. rhamnosus 0.09 ± 0.04 0.03 ± 0.01 

  L. paracasei 0.16 ± 0.05 0.20 ± 0.02 

  Placebo 0.19 ± 0.07 0.24 ± 0.04 

 

L. rhamnosus 0.07 ± 0.01 0.05 ± 0.01 

TSA+Tetracycline (8 µg/mL) B. breve 0.02 ± 0.01 0.01 ± 0.01 

  B. breve plus L. rhamnosus 0.08 ± 0.02 0.04 ± 0.01 

  L. paracasei 0.09 ± 0.02 0.12 ± 0.01 

  Placebo 1.95 ± 0.68 2.94 ± 0.72 

 

L. rhamnosus 2.81 ± 2.12 1.57 ± 0.91 

MRS+Tetracycline (4 µg/mL) B. breve 4.01 ± 2.37 2.51 ± 1.81 

  B. breve plus L. rhamnosus 8.79 ± 3.14 6.31 ± 1.49 

  L. paracasei 2.79 ± 1.70 3.27 ± 1.18 

  Placebo 1.83 ± 0.99 0.85 ± 0.25 

 

L. rhamnosus 2.66 ± 2.38 0.93 ± 1.10 

MRS+Tetracycline (8 µg/mL) B. breve 1.97 ± 1.72 1.79 ± 0.25 

  B. breve plus L. rhamnosus 7.89 ± 2.36 6.45 ± 1.51 



           ANEXOS           

261 

 

  L. paracasei 2.15 ± 1.12 2.21 ± 0.74 

 

Placebo 0.06 ± 0.04 0.03 ± 0.02 

 

L. rhamnosus 0.05 ± 0.02 0.01 ± 0.01 

MRSC+Tetracycline (4 µg/mL) B. breve 0.002 ± 0.001 0.001 ± 0.001 

 

B. breve plus L. rhamnosus 0.024 ± 0.0.22 0.014 ± 0.000 

  L. paracasei 0.006 ± 0.001 0.003 ± 0.002 

 

Placebo 0.053 ± 0.029 0.027 ± 0.015 

 

L. rhamnosus 0.015 ± 0.013 0.012 ± 0.002 

MRSC+Tetracycline (8 µg/mL) B. breve 0.002 ± 0.004 0.002 ± 0.002 

 

B. breve plus L. rhamnosus 0.018 ± 0.013 0.014 ± 0.002 

  L. paracasei 0.001 ± 0.001 0.001 ± 0.001 

 

Values are means ± SEM, in percentages of resistant bacteria. n=3 per group. Means within a group 

without a common letter differ significantly. P<0.05. t1, first washout; t2, intervention. MRS, Man-

Rogosa-Sharpe; MRSC, Man-Rogosa-Sharpe with cysteine; TSA, Tryptone soy agar. 
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