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Resumen

El tracto digestivo consituye un lugar importantisimo para la interaccion con diversos

microorganismos. En este contexto, se ponen en juego diversas relaciones que pueden
15 traer aparejados efectos adversos o benéficos para el hospedador. A la capacidad de

ciertos microorganismos de dar lugar a patologias, se oponen diferentes mecanismos de

defensa entre los que la microbiota comensal se destaca especialmente.

Es entonces razonable, suponer que la administracion de microorganismos benéficos

(probioticos) a través de intervenciones nutricionales, puede resultar una estrategia
0 valiosa para la prevencién y tratamiento de infecciones intestinales.

En el presente capitulo, se describen sistemas en los que se ha demostrado la capacidad

de ciertas cepas seleccionadas de microorganismos potencialmente probiéticos sobre los

factores de virulencia de patogenos intestinales relevantes en el contexto de la infeccién

intestinal.
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LOS MICROORGANSIMOS Y EL HOMBRE: UNA ASOCIACION NECESARIA

A lo largo de la evolucién, el hombre y otros animales han establecido importantes
interacciones con diversos microorganismos. Estas interacciones, se establecen
» preferentemente en ciertas regiones del cuerpo que poseen sistemas de deteccion y
defensa contra los microorganismos patdgenos y una compleja comunicacion con los

miembros de la microbiota normal.

El tracto digestivo constituye sin duda, un sitio clave para la relacion con el mundo
microbiano ya que a la extraordinaria amplitud de la superficie de contacto, se agrega la
s presencia de regiones especializadas pertenecientes al sistema inmune de mucosas

(Lievin Le Moal and Servin, 2006). La compleja arquitectura y elaborada funcionalidad
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de la mucosa digestiva hace que la supervivencia del hospedador dependa, en gran

medida, del permanente dialogo molecular entre los participantes.

Desde el momento del nacimiento e incluso antes, el sistema inmune entra en

« contacto con patrones moleculares propios de los microorganismos lo cual instruye y
modela las respuestas frente a distintos microorganismos (Pérez et al, 2007). Diferentes
regiones del organismo presentan una distribucion caracteristica de poblaciones
celulares, por lo tanto la presencia de los mismos patrones moleculares (lipopolisacarido,
acido lipoteicoico, flagelina, etc) da lugar a respuestas que pueden ser diametralmente
« disimiles. Por ejemplo, la presencia de lipopolisacarido en la luz intestinal no da lugar a
inconvenientes mientras que una minima cantidad intradérmica puede desencadenar una

importante respuesta inflamatoria (Biswas and Lopez-Collazo, 2009).

La enorme cantidad de microorganismos que habitan el tracto digestivo, ejerce un
efecto altamente relevante para la homeostasis intestinal asi como también, extiende su

» Influencia a lugares distantes (Lievin Le Moal and Servin, 2006).

En esta compleja interaccidén, la capacidad de ciertos microorganismos de
desencadenar efectos nocivos a través de diferentes factores de virulencia, agrega una
nueva dimension, la de la patogénesis, que lleva a estados de desequilibrio de gravedad

variable.

55 Son varias las estrategias de los microorganismos patdgenos para subvertir el
normal funcionamiento del hospedador. Sin embargo, en todos los casos, los mecanismos
pueden ser incluidos dentro de las siguientes categorias: adhesion/invasion y produccion

de toxinas.

Queda claro que no debe interpretarse la patogénesis desde un punto de vista

« teleoldgico; los mecanismos arriba mencionados constituyen vias evolutivas que han
dado lugar a la supervivencia de diferentes especies microbianas. Estas vias implican un
dafio para el hospedador, pero vistas desde la perspectiva evolutiva garantizan la
permanencia de diversas especies aunque algunos de los actores involucrados sufran

graves perjuicios.

6 La microbiota intestinal consituye un elemento clave para la defensa frente a
infecciones. En efecto, a través de mecanismos tales como la interferencia en la
adhesion/invasion, la inhibicion del crecimiento y/o actividad bioldgica o la modulacion

de la respuesta inmune, la microbiota comensal, un fundamental componente de las
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defensas, redimensiona la interaccion entre los patdgenos y el hospedador (Pérez et al,
» 2005).

La importancia de la microbiota intestinal como elemento clave para la
supervivencia del hospedador fue advertida hace mucho tiempo. En los albores del siglo
XX, Elie Metchinikoff, en una obra que pone las bases de la probiética (Metchnikoff,
1908), enfatiza la importancia de la ingestion de lactobacilos para lograr un balance

»adecuado de la actividad metabodlica intestinal y asi evitar los efectos nocivos de la
microbiota putrefactiva. Aunque muchos conceptos vertidos en el trabajo de Metchnikoff
pueden resultar inaceptables a la luz de los conocimientos actuales, la idea de la
microbiota intestinal como participante clave en el bienestar del hospedador pone en
evidencia una vision claramente innovadora para esa época y que dio lugar a

» proyecciones altamente relevantes.

Como consecuencia de las ideas arriba mencionadas, la administracién de bacterias
benéficas (probidticas) por medio de alimentos o medicamentos ha constituido una

aproximacion que ha despertado un notable interés en el mundo cientifico.

En el presente capitulo, se consideraran los efectos y mecanismos puestos en juego

s por diferentes microorganismos potencialmente probioticos sobre la capacidad de

patégenos intestinales de producir procesos nocivos para el hospedador. Se han elegido

para este proposito, microorganismos relevantes en el contexto de las infecciones

intestinales y que presentan diferentes factores de virulencia. Se dard una breve

descripcion de cada uno de ellos para luego proveer evidencias experimentales de su
«» potencialidad como probidtico en cada una de las patologias.

ESCHERICHIA COLI

E. coli es el microorganismo anaerobio facultativo predominante de la microbiota
colénica humana. Esta bacteria coloniza el tracto gastrointestinal a las pocas horas de
» Vida estableciéndose de corriente una relacion de beneficio mutuo entre el hospedador y
el comensal. E. coli normalmente permanece en el lumen intestinal sin provocar dafio
alguno, sin embargo cuando el hospedador se encuentra inmunosuprimido o la barrera
gastrointestinal esta alterada, aun las cepas no patégenas pueden ocasionar una infeccion.
Por otra parte incluso la actividad metabdlica normal de E. coli y de otros

w Microorganismos intestinales comensales puede llevar a la produccién de sustancias
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dafiinas tales como los N-nitroso compuestos, moléculas potencialmente carcinogénicas
(Goldin, 1986). Existen ademas cepas patdgenas de esta bacteria altamente adaptadas
para la generacion de infecciones, reconociendose tres sindromes: infecciones urinarias,

sepsis/meningitis y diarreas (Nataro y Kaper, 1998).

105 Las diarreas constituyen un problema de salud de importancia mundial,
especialmente en la poblacion infantil de los paises en vias de desarrollo. En el tercer
mundo, la diarrea es una de las principales causas de enfermedad y muerte en nifios
menores de 5 afios, donde ocurren aproximadamente 1300 millones de episodios y 3,2
millones de muertes por afio. La causa principal de muerte asociada a la diarrea es la

w deshidratacion, luego siguen la disenteria, desnutricion y otras infecciones asociadas
(Documento OPS, 1995). Las fuentes mas relevantes de trasmision de los agentes
etioldgicos de diarrea son el agua y los alimentos contaminados con materia fecal. E coli
representa el segundo agente causal, detrds de rotavirus, de las diarreas infecciosas
agudas (Documento OPS, 1995).

15 El manejo de las diarreas presenta dos fases: la prevencion y el tratamiento. La
prevencion se asocia fundamentalmente con buenas practicas de manufactura,
distribucion y uso de los alimentos asi como la provision de agua potable. El tratamiento
en general se basa en la terapia de sostén con sales de rehidratacion oral y eventualmente
el uso de antibioticos (Servin, 2004). La administracion de antimicrobianos, sin

w embargo, no deja de generar controversias; ya que por un lado puede favorecer la
seleccion de cepas resistentes a la vez que ocasionan un desbalance en la microbiota
intestinal que podria permitir el crecimiento de microorganismos oportunistas y/o

patdégenos (Servin, 2004).

En este contexto adquiere relevancia el empleo de microorganismos probioticos,
s |0S cuales pueden ser utilizados tanto en una etapa de profilaxis como de tratamiento de

las diarreas junto con la rehidratacion oral.
Efecto de los probidticos frente a cepas patdgenas de E. coli

Existen seis categorias de E. coli productoras de diarreas: E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
w difusamente adherente (DAEC); E. coli enteropatégena (EPEC) y E. coli

enterohemorrdgica (EHEC). Estos microorganismos desarrollan bésicamente tres
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estrategias de patogénesis: a) produccion de enterotoxinas (ETEC y EAEC), b) invasion
(EIEC) y c¢) adhesion y disfuncién celular (EPEC-EHEC-DAEC) (Nataro y Kaper, 1998).

ETEC, EPEC y EHEC son los patogrupos que revisten mayor importancia

= epidemioldgica. ETEC se asocia con dos sindromes clinicos humanos, la diarrea de los
nifios al destete y la diarrea del viajero. Segun las areas geograficas, entre el 10 y 30% de
los casos de diarrea en nifios que dejaron la lactancia materna son provocados por E. coli
ETEC, mientras que constituye el agente etioldgico predominante en la diarrea del
viajero. También coloniza la superficie del intestino delgado con ayuda de sus diferentes
w fimbrias o factores antigénicos de colonizacion (CFAs), produciendo alli dos tipos de
toxinas: la toxina termolabil (LT) y la toxina termoestable (ST), las cuales provocan una

diarrea secretoria (Nataro y Kaper, 1998).

Lactobacilos y bifidobacterias probidticas han demostrado su capacidad in vitro de
disminuir la asociacion de E. coli ETEC a enterocitos humanos en cultivo, descendiendo
us @ SU vez los niveles de produccidn de citoquinas proinflamatorias como IL-8 (Forestier et
al, 2001; Roselli et al, 2006). In vivo, distintas preparaciones probidticas fueron eficaces
en la reduccién de la mortalidad en cerdos afectados por ETEC, en parte debido a
mayores niveles de produccion de IgA intestinal junto con una disminucién de la
traslocacion bacteriana (Kyriakis et al, 1999; Lessard et al, 2009). Sin embargo la
i evidencia clinica en humanos en cuanto a la prevencién y la duracion de la diarrea del

viajero no es concluyente (Hilton et al, 1997; Dupont, 1999; Oksanen, 1990).

EPEC es miembro de una familia de patdgenos relacionados que inducen una lesion
caracteristica en el epitelio intestinal denominada adhesidn/efacelacion o
attaching/effacing (A/E). Los otros miembros de la familia son: E. coli EHEC, E. coli

15 enteropatdgena de conejo (REPEC) y Citrobacter rodentium (patdégeno del raton). Estos
enteropatdgenos comparten una region cromosomal denominada LEE (locus of
enterocyte effacement), la cual contiene los genes asociados a la lesion A/E. El conjunto
de agentes etiologicos LEE positivos se denominan colectivamente Patégenos A/E. El
locus LEE constituye un conjunto de genes préximos que codifican las moléculas

w €fectoras responsables del dafio celular junto con el sistema de secrecion tipo 3 (Type
Three Secretion System, TTSS) que inyecta estas moléculas directamente en el citosol
donde interaccionan con las proteinas del citoesqueleto y modifican vias de sefializacién

intracelular (Vallance et al, 2002).
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EHEC es un conjunto de serotipos asociado a la produccién de colitis hemorragica
s (CH) y eventualmente sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos. Pertenece a un
grupo mas amplio de cepas que se caracteriza por la produccion de potentes citotoxinas
muy semejantes a las de Shigella dysenteriae por lo que reciben el nombre de E. coli
productoras de toxina Shiga (STEC). Estas cepas pueden encontrarse también en
distintas especies animales tanto domésticas como salvajes, aunque su patogenia sélo se
i demostré en terneros, cerdos jovenes y perros. STEC/EHEC es el Unico grupo de E. coli
patégenas zoonoticas. EI ganado bovino es reconocido como el principal reservorio de la
infeccién humana. La transmision de EHEC se realiza principalmente a través de
alimentos contaminados con materia fecal de origen bovino (Caprioli et al, 2005). E. coli
0157:H7 es el prototipo de las cepas de EHEC y es el méas aislado en los casos de
ws infeccion en el hombre aunque no el més frecuente en la microbiota fecal bovina (Nataro
y Kaper, 1998).

EHEC es la responsable de brotes y casos esporadicos de CH y SUH en todo el
mundo. EI SUH complica aproximadamente el 10% de los casos de infeccién por E. coli
0157, con una tasa de mortalidad entre el 2 al 10%, siendo los nifios menores de 5 afos

w» especialmente susceptibles (Law, 2000). En Argentina el SUH es endémico. La tasa de
notificacion para el afio 2006 fue de 13,9 casos por cada 100.000 nifios menores de 5
afos (Rivas et al, 2006).

Actualmente, la interaccion entre cepas probioticas y E. coli EPEC/EHEC esta
siendo intensamente investigada. En el caso de E. coli EPEC se ha visto que cepas de
s lactobacilos son capaces de disminuir la respuesta secretoria y la permeabilidad

paracelular en células en cultivo (Michail y Albertany, 2002; Parassol et al, 2005).

En E. coli EHEC se ha demostrado que cepas de lactobacilos son capaces de
disminuir el dafio biologico en células Hep-2 (modelo de lesion A/E), evitando el
desprendimiento y la desorganizacion de la red de actina de células (Hugo et al, 2008).

w EN este caso el efecto no se debi6é a una menor asociacién del patdégeno a las células por
desplazamiento del lactobacilo. Es posible entonces que en concordancia con otros
trabajos se verifique una menor expresion de los genes de virulencia de EHEC. En
efecto, se ha comprobado la inhibicion de la expresion de genes de virulencia de EHEC a
través de quorum sensing, por parte de sobrenadantes de lactobacilos (Medellin-Pefia et

ws al, 2007).
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Otros autores han observado que la presencia de lactobacilos o sus proteinas de
capa S son capaces de disminuir la asociacion de E. coli 0157 a las monocapas celulares
(Kim et al, 2008; Johnson-Henry et al, 2008). Incluso, Dalmasso y colaboradores
reportaron que Saccharomyces boulardii es capaz de prevenir la induccion de apoptosis

x0 €n células T84, provocada por la infeccion de EHEC (Dalmasso et al, 2006).

In vivo la evidencia es dificil de obtener ya que EHEC/EPEC son patdgenos
especificos humanos. Si bien es posible lograr en determinadas condiciones infecciones
en diferentes especies animales, no se reproducen con fidelidad todas las caracteristicas
de la enfermedad observadas en el hombre. Los avances mas importantes en el estudio de

»s |la patogénesis de EHEC y EPEC se han desarrollado utilizando Citrobacter rodentium en
raton (Vallance et al, 2004).

AUn asi distintos autores han demostrado, en modelos murinos de infeccion con
EHEC, la proteccidon por parte de microorganismos probioticos. En general para lograr la
infeccién deben emplearse animales gnotobioticos, realizar un pretratamiento con

a0 antibidticos o incrementar la virulencia del patégeno artificialmente. En estos modelos
de infeccion letal, la administracion preventiva de probioticos, determind una
supervivencia del 100 %. El efecto protector de los probiodticos ha sido atribuido a
distintos factores entre ellos: la menor concentracion del patégeno alcanzada en el
intestino de los animales tratados, la disminucién de los niveles de citoquinas

a5 proinflamatorias y la inhibicion de la produccion de toxina Shiga (Ashara et al, 2004;
Takahashi et al, 2004; Hugo 2007).

C. rodentium constituye una buena alternativa para modelar la infeccion de los
patdégenos A/E in vivo. Siendo un patdégeno natural de raton, se establece en el epitelio
colonico donde produce la lesion A/E y genera una fuerte respuesta TH1. C. rodentium

2 desencadena una amplia respuesta inflamatoria con una diarrea leve en animales adultos
que puede llegar a ser grave en ratones jovenes (Wiles et al, 2004). Se ha demostrado
que la administracion profilactica de lactobacilos a ratones disminuye los principales
signos de la infeccion incluyendo la diarrea, la inflamacién y la hiperplasia colonica
(Varcoe et al, 2003; Chen et al, 2005; Johnson-Henry et al, 2005). Los mecanismos

25 propuestos de proteccién incluyen el desplazamiento del patdégeno, el aumento de la
produccion de IgA, la menor expresion de citoquinas proinflamatorias y la disminucion

de la expresion de los factores de virulencia (Chen et al, 2005; Wu et al, 2008). Incluso

monll ' SRS § ey



en ratones neonatos donde la infeccion es letal, la administracion de probidticos en

ratones transgénicos deficientes en linfocitos T o B permitieron la supervivencia de los
= animales que no eran deficientes en células T, evidenciando la importancia de estas

células para el control de la enfermedad (Gareau et al, 2010). Se ha demostrado

asimismo el rol esencial que cumplen las células dendriticas (DC) en el curso de la

patogénesis, ya que la transferencia adoptiva de las DC de animales infectados y tratados

con lactobacilos a ratones infectados, atenud la severidad de la enfermedad (Chen et al,
25 2008).

Otra dimension relevante en el uso de probidticos es su empleo en animales
reservorio a fin de disminuir la presencia de potenciales patdégenos en la microbiota
intestinal. Tal es el caso de la utilizacion de cepas de E. coli probioticas que mediante
exclusion competitiva reducen la presencia de EHEC O157 en ganado (Tkalcic et al,

0 2003; Zhao et al, 2003). Por otra parte cepas de Lactobacillus acidophilus fueron
capaces de reducir en un 50% los aislamientos de E. coli 0157 de materia fecal de
bovinos feedlot (Brashears et al, 2003).

Efecto de los probidticos frente a las E. coli comensales

Los compuestos cancerigenos que afectan el tracto gastrointestinal pueden provenir

xs de la dieta o de la actividad metabdlica de los microorganismos intestinales. Durante la

respiracion anaerébica E. coli y otras muchas bacterias utilizan el nitrato y el nitrito

como ultimo aceptor de electrones. EI metabolismo del nitrato y/o nitrito generan 6xidos

reactivos de nitrégeno como el &cido nitroso (HNO) y el 6xido nitrico (NO) con
capacidad mutagénica (Weiss, 2006).

20 Algunos cultivos probidticos pueden disminuir el efecto o la concentracién de los
agentes mutagenos a nivel intestinal. Los mecanismos propuestos involucran en general
la detoxificacion o adsorcion de los carcindgenos ingeridos (Nowak y Libudzisz, 2009) o
la disminucién de las poblaciones de bacterias cuyo metabolismo genera compuestos
genotoxicos (Ling et al, 1992 y 1994; Ballongue et al, 1997). Ademas se ha demostrado

= Que una cepa de Lactobacillus es capaz de disminuir especificamente la actividad nitrato
reductasa de E. coli responsable de la generacion de compuestos potencialmente

cancerigenos (Hugo et al, 2006)
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CLOSTRIDIUM DIFFICILE

%0 Clostridium difficile es un bacilo Gram positivo formador de esporos que se
encuentra ampliamente distribuido en centros nosocomiales. Dicha capacidad
esporulante hace dificil su eliminacion dada la alta resistencia a los agentes
desinfectantes comunes. Entre los principales grupos de riesgo susceptibles a infecciones
por C. difficile se destacan pacientes sometidos a tratamientos con antibidticos o agentes

» antineoplasicos que sufren un desbalance en su microbiota intestinal normal. Este
desbalance permite la colonizacion del tracto gastrointestinal por este microorganismo.
Una vez instalado en el intestino, produce distintos factores de virulencia, entre los que
se destacan dos toxinas: toxina A y toxina B. Dichas toxinas presentan actividad
glucosilante, dirigida exclusivamente hacia pequefias proteinas con actividad GTP-asa

- (subfamilia Ras y Rho: Rho A, B y C, Rac 1-3 y Cdc42). Esto compromete
fundamentalmente la transduccion de sefiales y la polimerizacién de actina (Chaves-
Olarte et al, 2003).

Las infecciones causadas por C. difficile conducen a cuadros variados tales como

leve diarrea, colitis, colitis pseudomembranosa fulminante (CPM), megacolon téxico y
5 €N €asos severos puede conducir a la muerte del paciente (Elmer et al, 1996, Dallal et al,
2002). Las diarreas asociadas a C. difficile comprenden entre el 20 y el 50 % de las
diarreas asociadas a antibioticos y el 10 % de las diarreas nosocomiales (Mylonakis et al,
2001). El tratamiento de la infeccion, normalmente implica la suspension del agente
desencadenante de la diarrea (generalmente antibiético), siempre que sea posible, lo cual
» limita espontdneamente la infeccion. En caso de no poder suprimir la administracion del
antibiotico, se continua con la administracion del mismo junto con metranidazol o

vancomicina (Poutanen y Simor, 2004).

Respecto a la prevencion de las infecciones causadas por C. difficile, se han
empleado eficazmente terapias alternativas tales como la administracion de preparados a
xs base de probidticos. Dentro de los microorganismos empleados, podemos mencionar a S.
boulardii que administrado en forma de capsulas demostré disminuir los episodios de
diarreas asociados a este patogeno (McFarland et al, 1994). Asimismo Lactobacillus
rhamnosus GG mostrd ser eficiente en la prevencion de la diarrea asociada a C. difficile

(Young et al, 1998). Estudios realizados por Graul y colaboradores respaldaron la
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w Utilizacion de combinaciones de cepas de lactobacilos y bifidobacterias para la

prevencion de enfermedades asociadas a C. difficile (Graul et al, 2009).

El estudio de la interaccion entre cepas de Bifidobacterium y un patdgeno intestinal
como C. difficile es relevante ya que ambos microorganismos localizan en el intestino

grueso.
»s Antagonismo de factores de virulencia de Clostridium difficile por Bifidobacterium.

Durante su crecimiento, Bifidobacterium es capaz de producir sustancias con
actividad antimicrobiana frente a C. difficile. Ensayos de difusion en agar empleando
sobrenadantes de B. longum y B. breve produjeron halos de inhibicion sobre el
crecimiento de C. difficile y los sobrenadantes de B. longum disminuyeron la capacidad

« de esta bacteria de adherirse a células Caco-2 en cultivo. Este efecto inhibitorio, estaria
asociado con factores de origen proteico, liberados al medio durante el crecimiento de
las bifidobacterias (Trejo et al, 2006).

En relacién a la adhesion de C. difficile a células epiteliales en cultivo, se han
logrado identificar diversas estructuras involucradas en dicha interaccion que son de
«s Origen proteico, e incluyen adhesinas tales como proteinas de capa S (Takumi et al,
1991), proteinas flagelares (FIiC y FliD) (Tasteyre et al, 2001) o proteinas asociadas a
pared celular (Cwp66, Waligora et al, 2001); también se han descripto proteasas como
Cwp84 (Janoir et al, 2007).

Se ha demostrado que los cultivos mixtos de Bifidobacterium con C. difficile han
s disminuido la actividad bioldgica de los sobrenadantes sobre células Vero respecto a
cultivos puros de C. difficile (Trejo et al, 2010). Se encontrdé una relacidn dosis respuesta
entre la actividad citotdéxica (medida en funcion del desprendimiento celular) y la
concentracion de sobrenadantes. Durante el crecimiento conjunto los niveles de toxinas
en los sobrenadantes se ven disminuidos lo que permite explicar parcialmente la menor
s actividad bioldgica observada. El estado fisiologico de las bifidobacterias mostrd ser un
factor de importancia sobre la accion inhibitoria dado que necesariamente
Bifidobacterium debe estar viable. Este efecto no esta asociado con una inhibicion en el
crecimiento de C. difficile o con una capacidad de las cepas de Bifidobacterium
estudiadas para adsorber toxinas o interferir en su sintesis y/o funcionamiento (Trejo,
2 2009).
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Karlsson y col. (Karlsson et al, 2008) demostraron que durante la méaxima
produccion de toxinas en el crecimiento de C. difficile existe un aumento en la sintesis de
un gran numero de enzimas asociadas a rutas metabolicas tales como la del acido
succinico, CO/folato y butirato. De esta manera, la expresion de las toxinas de C.

» difficile podria estar relacionada con vias metaboélicas alternativas asociadas a la
obtencidn de energia y durante el co-cultivo, ciertas cepas de Bifidobacterium podrian
interferir en esas rutas metabdlicas modificando la produccion de las toxinas de C.
difficile. Esto es consistente con la necesidad que Bifidobacterium se encuentre

metabolicamente activo para inducir la inhibicién en la produccion de toxinas.

%0 Para la realizacion de estudios in vivo el modelo animal més sensible a la infeccion
por C. difficile es el hamster sirio (Mesocricetus auratus) el cual es capaz de desarrollar
la enfermedad con la sola exposicibn a un ambiente contaminado por este

microorganismo (Rheg y Lu, 1982).

En hamster, el ciego es la region donde se verifica el mayor dafio causado por la

= infeccidn y también es donde se produce la mayor colonizacion por C. difficile (Borriello
et at.,, 1988). Sin embargo en jejuno, ileum, ciego y colon se encuentra una similar
distribucion de receptores de TcdA (Keel y Songer, 2007), principal factor de virulencia
de este patdgeno. Esto estaria indicando que la localizacion de la bacteria en el tracto
digestivo mas que la sola presencia de receptores de toxina A, es un factor determinante

« €n la generacion de las lesiones producidas por C. difficile.

En el modelo de enterocolitis en hamster inducida por la administracion de
clindamicina y posterior infeccion con el patégeno, los animales comienzan a desarrollar
colitis, letargia y finalmente un cuadro de colitis fulminante que desencadena la muerte
del animal a los pocos dias post infeccion. Este cuadro no solo depende de la dosis de

« infeccidn, sino también de la toxigenicidad de la cepa de clostridio utilizada (Bartlett et
al, 1978). Cuando los animales son tratados con cepas altamente virulentas, la muerte
puede ocurrir incluso sin manifestaciones de diarrea (Razaq et al, 2007). La infeccién
por C. difficile provoca una coloracion rosada caracteristica de las paredes del ciego con
contenido gaseoso y pérdida de espesor en el tejido permitiendo ver su interior (Trejo,

= 2009). Antibidticos tales como ampicilina y cefalosporinas también han mostrado
capacidad de inducir el desarrollo de enterocolitis en hdmster luego de la infeccion por
C. difficile (Larson y Borriello, 1990).
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Numerosos estudios han demostrado la efectividad en la utilizacion de productos
fermentados por bacterias (Bifidobacterium y Lactobacillus) y levaduras (S. boulardii)
= €n la prevencion de infecciones asociadas a C. difficile (Boyle et al, 2006; Katz, 2006).
En especial se ha comprobado que la administracién preventiva de cepas de
Bifidobacterium, disminuye notablemente la tasa de mortalidad y la cantidad de animales
con diarrea o enterocolitis, presentando una morfologia cecal sin signos de inflamacion
(Trejo, 2009).

%0 A pesar de que muchos de los estudios llevados adelante carecen de un disefio
experimental adecuado o presentan bajo numero de casos estudiados (Plummer et al,
2004; Orrhage et al, 2000), ofrecen resultados prometedores en la utilizacién de
preparados probioticos en la prevencion de diarreas asociadas a antibidticos y
particularmente a infecciones por C. difficile. Estos agentes bioterapéuticos y en especial

» Bifidobacterium, presentan diversas propiedades entre las que se pueden destacar:
estimulacion del transito intestinal (Bouveir et al, 2001), produccién de sustancias
inhibitorias (Mortensen y Clausen, 1996) y efecto barrera del tracto gastrointestinal
(Gill, 2003). Sin embargo, la totalidad de los mecanismos mediante los cuales dichos
probidticos ejercen su accion antagénica frente a la virulencia de C. difficile no ha sido

s €sclarecida adn.

Las evidencias mostradas permiten pensar en estudios futuros, orientados a la
utilizacidén de cepas seleccionas de Bifidobacterium, para ser empleadas como agentes

bioterapéuticos en la lucha contra las infecciones causadas por C. difficile.

s BACILLUS CEREUS

Este microorganismo constituye un grave problema para la industria alimentaria ya
que los esporos, ademas de la resistencia que ofrecen al calor y a las radiaciones
ionizantes, tienen propiedades hidrofobicas que les permiten adherirse a distintas
superficies inanimadas, muy comunes en las lineas de produccién (Husmark and Rénner,

# 1990; Wiencek et al, 1991). Ademaés la formacion de biofilm protege a los esporos y

formas vegetativas de la accion de agentes desinfectantes (Stenfors Arnesen et al, 2008).

La bibliografia da cuenta de la participacion de B. cereus en patologias intestinales

(cuadro emético y diarreico), y extraintestinales, como endoftalmitis (Beecher and Lee

monl ' SRS [ ey

12



Wong, 1994), endocarditis, osteomielitis, infecciones en la cavidad oral (Kotiranta et al,

» 1998), septicemias, peritonitis y meningitis (Rowan et al, 2001). En las infecciones
oculares (endoftalmitis) este microorganismo es capaz de producir desprendimiento de la
retina y necrosis, provocando una pérdida de la vision permanente (Beecher et.al., 1995).
Si bien las infecciones no intestinales se han producido también en pacientes sanos,
mayormente han sido afectados los pacientes inmunocomprometidos, adictos o pacientes

= €n convalecencia de una cirugia (Rasko et.al, 2005; Schoeni y Lee Wong, 2005; Slamti y
Lereclus, 2005).

En lo que respecta a los toxoinfecciones intestinales, el sindrome emético es
producido por una toxina preformada, dodecadepsipéptido ciclico de un peso molecular
de 1.2 kDa que se denomina cereulide y que esta estrechamente relacionado a la

= Valinomicina (Agata et al, 1995a). Es una mitocondriotoxina (H&ggblom et al, 2002)
producida durante la fase estacionaria de crecimiento por un complejo multienzimatico
no ribosomal (NRPS segun sus siglas en inglés: nonribosomal peptide synthetase) que en
el género Bacillus también sintetiza otros péptidos como gramicidina, bacitracina y
surfactina (Horwood et al, 2004). Esta toxina es resistente a inactivacion por calor,

« tripsina, pepsina o pH extremos y de baja solubilidad en soluciones acuosas (Kramer y
Gilbert, 1992; Notermans y Batt, 1998). También es capaz de inhibir las células NK del

sistema inmune (Paananen et al, 2002).

La maquinaria enzimatica que se requiere para la sintesis de cereulide es
codificada por el gen ces cuya secuenciacion permitié comprobar que incluye los genes
«s para la sintesis de NRPS ademas de genes que codifican enzimas para la activacién e
incorporacion de mondmeros a la cadena peptidica, y genes que codifican otras enzimas
(Ehling-Schulz et al, 2005). Este gen se encuentra sobre un megaplasmido, similar a
pXO1 de B. anthracis (Ehling-Schulz et al, 2006).

El sindrome diarreico asociado a B. cereus se produce por la ingestion de
a0 microorganismos con los alimentos y la posterior produccion de factores exocelulares en

el intestino delgado durante la fase exponencial de crecimiento (Kramer y Gilbert, 1992).

Hasta el momento no se ha descrito un Unico factor responsable de este sindrome,
sino que por el contrario, este seria la consecuencia de la accion conjunta de varios

factores extracelulares entre los que podemos mencionar fosfolipasa C (fosfatidilinositol,
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«s fosfatidilcolina y esfingomielinasa) (Beecher y Wong, 2000), hemolisina BL (Beecher y
Wong, 2000), cereolisina O (Alouf, 2000; Henderson et al, 1999d), enterotoxina no
hemolitica, enterotoxina FM (Asano, 1997), enterotoxina S (Ghelardi et al, 2002),
enterotoxina T (Agata et al, 1995b), citolisina K (Fagerlund et al, 2004), hemolisina 11
(HLyll), hemolisina 111 (Baida and Kuzmin,1995), hemolisina 1V (Beecher and Wong,

20 2000) y proteasas (Kotiranta et al, 2000).

El estudio integral de los factores de virulencia de este microorganismo es
importante ya que los esporos ingeridos con los alimentos germinan en el intestino donde
producen las enterotoxinas causantes del sindrome diarreico (Kramer y Gilbert, 1992).
Ademas investigaciones recientes han demostrado que las células vegetativas de B.

o Cereus son capaces de resistir las condiciones &cidas del estbmago (Wijnands et al,

2009), aumentando las probabilidades de ingreso de estos microorganismos al intestino.

Los factores exocelulares de B. cereus, estudiados en su conjunto en los
sobrenadantes estériles son capaces de desprender las monocapas de las células Caco-2
(Minnaard et al, 2001). Ademas producen la desaparicion del ribete en cepillo, cambios

« profundos en la superficie de los enterocitos y la necrosis de los mismos (Minnaard et al,
2001; Minnaard, 2008). Este efecto seria producto de la acci6on conjunta de varios
factores, ya que la actividad citotoxica se mantiene parcialmente cuando las muestras son
coincubadas con suero fetal bovino y cuando los sobrenadantes se someten a tratamiento
térmico. Estos resultados tendrian relacion con la coexistencia en los sobrenadantes de

= Uuna gran cantidad de factores de virulencia, lo cual explicaria la dificultad para
identificar los responsables etioldgicos del sindrome diarreico que seria de caracter

multifactorial (Stenfors Arnesen et al, 2008).

El efecto bioldgico obervado seria compatible con la accion concomitante de varios
factores, que involucrarian aquellos con actividad enzimatica, toxinas formadoras de
« POro y eventualmente, toxinas tipo AB como el complejo NHE. Estos factores podrian
coexistir con otros ain no conocidos, produciendo profundos cambios en los enterocitos
humanos en cultivo. Las diferencias evidenciadas entre la actividad bioldgica de distintas
cepas, hacen suponer que la virulencia de las mismas depende de la naturaleza y del

balance de los factores producidos.
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s Existen ademas estudios que han demostrado que el contacto directo de los bacilos
con las células epiteliales produce el desprendimiento de la monocapa en funcion de la
cepa, de la fase de crecimiento, del tiempo de infeccion y de la dosis de infeccién y
algunas cepas invaden los enterocitos (Minnaard et al, 2004). Este aspecto de la
virulencia de B. cereus més alla de los factores exocelulares, tendria alta relevancia en la

= capacidad patogénica de este microorganismo.

Las adhesinas implicadas en la union a enterocitos humanos en cultivo son
moléculas unidas débilmente por uniones no covalentes, pero no existe una Unica
estructura funcional relacionada con la asociacion de todas las cepas, sino que por el
contrario, para una misma cepa existirian varios tipos de ligandos involucrados

s (Minnaard, 2008). Un comun denominador es la dependencia de la interaccion con la
viabilidad de las bacterias y la no dependencia con componentes de superficie
termolabiles (Minnaard, 2008).

Utilizando una aproximacién farmacoldgica con distintos inhibidores, se pudo
determinar que para la interaccion bacteria-enterocito, las vias de lipidos fosforilados
« Son de fundamental importancia,. Ademas, los resultados mostraron que la fosfolipasa C
(PLC) y la fosfoinositido 3-quinasa (Pi3K) estuvieron implicadas en el proceso de
adhesion; en cambio la invasion sélo estuvo relacionada con la enzima PLC (Minnaard,
2008).

Los resultados encontrados constituyen un indicio de que la internalizacion de las

s Dacterias estd relacionada con la zona basolateral de los enterocitos y que los
microorganismos tendrian un tropismo hacia las criptas de las vellosidades donde las
células no estan diferenciadas (Wu et al, 1992), ya que ademas las cepas de B. cereus
estudiadas presentaron valores de invasién mas altos cuando las células epiteliales no

estaban diferenciadas (Minnaard, 2008).

470 Las cepas ensayadas también producen una alteracion en la estructura de la
membrana plasmatica, aumentando la permeabilidad de la misma, cuya consecuencia
final es la necrosis celular. Este efecto podria estar relacionado con la formacién de
poros por citolisinas tiol activadas que constituirian la puerta de entrada de efectores al

citosol de los enterocitos.
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«s  Dada la complejidad de los factores de virulencia, un analisis conjunto de las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas permitié una mejor caracterizacion de las cepas de B.
cereus, encontrandose mediante un analisis multivariado, una asociacion entre los patrones de
ribotipificacion, la presencia de secuencias especificas de ADN vy la actividad bioldgica

involucrada en la virulencia de este microorganismo (Minnaard, 2008).

w0 Estudios realizados con células fagociticas in vitro demostraron que los macréfagos
son capaces de eliminar B. cereus luego de distintos tiempos de infeccion dependiendo
de la cepa estudiada. Estos resultados agregan una nueva dimensién al conocimiento de
los factores de virulencia de B. cereus y muestran que la variabilidad de los efectos
bioldgicos asociados a este microorganismo, podria estar relacionada no solo con los
« factores de virulencia descriptos anteriormente, sino también con la habilidad de

sobrevivir a lo largo de la ruta endocitica de las células fagociticas profesionales.
Antagonismo de la virulencia de Bacillus cereus.

En el contexto de la prevencion y tratamiento de patologias asociadas con B.
cereus, se tienen evidencias in vitro de la capacidad del polisacarido proveniente del
« Kefir (kefiran) de antagonizar los efectos bioldgicos de este patdgeno (Medrano et al,
2008; 2009). Mas informacion sobre estos resultados pueden encontrarse en otro capitulo
de este libro (Abraham et al, 2010).

GIARDIA INTESTINALIS

w0 El parasito protozoario Giardia intestinalis, también conocido como Giardia
lamblia o Giardia duodenalis, es un microorganismo eucariotico unicelular flagelado
que habita en el intestino delgado de humanos y otros mamiferos, y es el agente
etioldgico responsable de la giardiasis (Ankarklev et al, 2010). Es el mayor responsable
de diarreas no bacterianas en todo el mundo con 280 millones de casos diagnosticados
=0 cada afio (Minvielle et al, 2008). La giardiasis se caracteriza por diarreas acuosas, dolor
epigastrico, nauseas, vomitos y pérdida de peso (Ankarklev et al, 2010), pudiendo llegar
a causar sindrome de malabsorcién alimentaria. El impacto clinico con sintomatologia
marcada es mayor en nifios e individuos malnutridos e inmunodeprimidos. Son

frecuentes las infecciones cronicas, y aproximadamente el 50 % de los individuos
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«s infectados cursan en forma asintomatica (Farthing, 1997), con la posibilidad de eliminar

quistes infectivos para nuevos hospedadores.

Los factores de virulencia implicados en la giardiasis son varios y no estan
totalmente aclarados (Buret, 2008). Luego de la desenquistacion en el intestino delgado
proximal, la adhesién de los trofozoitos a las células del epitelio intestinal representa el

so primer paso en la patogénesis de la enfermedad (Rodriguez-Fuentes et al, 2006) y es
considerada un prerrequisito para la colonizacién (Katelaris, 1995). EI analisis
histolégico de la mucosa intestinal colonizada por Giardia es muy variable, ya que puede
ir de la normalidad a la atrofia total de las vellosidades. La microscopia electrénica, por
el contrario, revela siempre cambios ultraestructurales que involucran acortamiento y

s desorganizacion de microvellosidades (Chavez, 1995), con reduccion de las actividades
enzimaticas en la zona apical del enterocito dando lugar a malabsorcion de nutrientes
(Roberts-Thomson, 1976; Buret, 1992).

El hospedador utiliza una serie de mecanismos para hacer frente a la infeccién que
incluyen la respuesta inmune innata y adaptativa, y la presencia de barreras naturales
=0 (Roxstrom-Lindquist, 2006).

Entre los efectores de la respuesta innata frente al parasito se encuentran: el 6xido

nitrico producido por las células epiteliales y macréfagos (Eckmann et al, 2000;
Eckmann, 2003); la liberacion de defensinas y lactoferrina (Aley et al, 1994); las
especies reactivas del oxigeno (Roxstrom-Lindquist, 2006); y la actividad de macréfagos
= (Hill, 1987). Ademas, los mastocitos juegan un rol critico en la respuesta inmune innata

y adaptativa frente al parésito (Rao y Brown, 2008).

El hospedador es capaz de montar una respuesta humoral con liberacion de IgA
secretoria en intestino, juegando un rol central en la eliminacion del parasito (Langford
et al, 2002). Asimismo puede detectarse IgG en circulacion y en menor medida IgM

s (Kaplan et al, 1985; Swiatkowska, 1990).

La giardiasis estd asociada a un incremento de linfocitos en el epitelio y en la
lamina propria (Farthing, 1997) y la activacién de los linfocitos T podria inducir un
dafio en las microvellosidades, con aumento de la permeabilidad intestinal y pérdida de

la funcioén barrera.
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55 Entre las barreras naturales cabe mencionar las altas concentraciones de sales
biliares y enzimas digestivas, el constante recambio celular en el intestino y la capa de

mucus (Roxstrom-Lindquist, 2006).
Probidticos como alternativa a la prevencién y el tratamiento de la giardiasis.

El tratamiento de la giardiasis se lleva a cabo con antibidticos, generalmente
so Nitroimidazoles y nitrofuranos (Tracy et al, 1996). Estos medicamentos son utilizados en
todo el mundo. Sin embargo, sus principios activos no son totalmente eficaces y pueden

presentar un gran numero de efectos secundarios (Lujan, 2006).

Numerosos estudios in vitro e in vivo han demostrado que la microbiota intestinal

normal es una barrera extremadamente efectiva contra microorganismos patdgenos y
«s oportunistas (Fuller, 1991). Algunos autores han sugerido que la composicion de la
microbiota intestinal puede influenciar en alguna medida el grado de infeccion por
Giardia (Torres et al, 1992; Singer and Nash, 2000; Torres et al, 2000). Por
consiguiente, una alternativa natural para la prevencion y/o el tratamiento de la infeccion
por G. intestinalis podria ser el uso de bacterias lacticas, ya que estos microorganismos
s han demostrado ejercer efectos probidticos y antagonizar diversos patdogenos bacterianos
intestinales (Hugo et al, 2006; de Moreno de LeBlanc, 2008; Hugo et al, 2008; Trejo et
al, 2010). Sin embargo, poco se conoce hasta el momento de la accién que ejercen los

microorganismos probidticos en la interaccidn parasito-hospedador.

Las primeras evidencias de la capacidad antagonica de microorganismos

= probioticos frente a G. intestinalis provienen del trabajo de Pérez y col. (Pérez et al,
2001), donde se describe una inhibicidn en el crecimiento in vitro de trofozoitos de
Giardia, al ser incubados con sobrenadantes de cultivos de Lactobacillus johnsonii Lal.
El mismo efecto se observa cuando se co-incuban sobrenadantes de una combinacion de
microorganismos aislados de kefir (L. plantarum, L. kefir y S. lipolytica ), con
s trofozoitos de Giardia (Humen, 2009). Este efecto inhibitorio no parece ser una
caracteristica general de todos los probioticos, ya que por ejemplo sobrenadantes de la
cepa SF68 de Enterococcus faecium no son capaces de inhibir la proliferacion de

trofozoitos del parasito (Benyacoub et al, 2005).

Utilizando el modelo merion (Meriones unguiculatus) para determinar el efecto

s protector de los probidticos pudo ponerse de manifiesto que L. johnsonii Lal reduce
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dréasticamente la proporcidn de animales con trofozoitos activos en intestino, mostrando
una resolucion rapida de la infeccion (Humen et al, 2005). Asimismo, la administracion
del microorganismo probidtico produce una menor liberacion de antigenos del parasito
(proteina GSA-65) en materia fecal, no detectandose quistes. Ademéas no se observan
s» Infiltrados celulares en lamina propria, ni acortamiento de vellosidades intestinales en
los animales tratados. L. johnsonii Lal protege eficientemente el estado fisiologico del
intestino, evitando el deterioro en la actividad disacaridasa intestinal (Humen et al,
2005). Respecto a la respuesta inmune especifica para estos mismos animales, se observo
un aumento en la capacidad proliferativa de linfocitos T y linfocitos B de bazo, en
s presencia de mitdgenos especificos, y un mayor indice de proliferacion frente a

antigenos especificos de Giardia (Humen et al, 2005).

Todos estos hallazgos avalan la idea de un efecto protector in vivo derivado de la
presencia del probidtico, el cual ha sido atribuido a muchos factores. La evidencia
acumulada indica el posible rol de factores extracelulares (Coconnier et al, 1997; Lievin-

= Le Moal et al, 2002), la interferencia en la interaccion patégeno-enterocito (Bibiloni et
al, 1999) y la capacidad modulatoria sobre el sistema inmune (Benyacoub et al, 2003).
Ademas de la inmunidad innata, tanto la respuesta inmune humoral como la mediada por
células participan en la defensa contra la infecciéon por Giardia (Langford et al, 2002;
Singer and Nash, 2000).

P La concentracién de productos metabolicos en las suspensiones bacterianas
administradas a los meriones resulta demasiado baja como para atribuir los efectos al
transporte de sustancias preformadas (Humen et al, 2005). De esta manera, el efecto
antigiardiasico in vivo podria ser atribuido a la produccion de sustancias inhibitorias in
situ y a la capacidad de modular la respuesta inmune del hospedador. Esto estd en

=0 concordancia con los resultados publicados donde se muestra que L. johnsonii Lal
produce factores extracelulares anti-Giardia (Pérez et al, 2001), y que es capaz de

modular la respuesta inmune (Schiffrin et al, 1997; Blum et al, 1999).

Con el fin de evaluar nuevos aspectos en la interaccién in vivo parasito-
hospedador, con la intervencién de microorganismos probioticos, resulta mas adecuado
« la utilizacion del modelo murino, ya que para el modelo merion se carece de

herramientas inmunoldgicas.
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En un estudio con distintas cepas potencialmente probidticas se han encontrado
diferentes efectos entre los que pudo observarse una disminucion e intensidad de la tasa
de infeccion, una disminucion en la liberacion de antigenos del parasito en heces y un

« @aumento en la produccién de anticuerpos IgA e IgG especificos anti-Giardia (Humen,
2009). Esto demostraria que cada cepa probidtica tiene un patrén de accion especifico y
que los resultados encontrados en una cepa no puede ser extrapolado a otros

microorganismo relacionados.

Un estudio del balance de poblaciones celulares relevantes en la respuesta del

«s hospedador frente a G. intestinalis en presencia del L. johnsonii Lal, mostr6 que la
efectividad del tratamiento estaria relacionada con el aumento de la capacidad de
presentacion antigénica en placas de Peyer, donde se llevaria a cabo la activacion de
efectores inmunes. No ocurre lo mismo en ganglios linfaticos mesentéricos, lo que
indicaria que no existe traslocacion bacteriana asociada a la infeccion en los animales
oo tratados. Estos resultados podrian explicar, al menos en parte, la disminucion en la tasa
e intensidad de infeccidn y la proteccion del estado fisiologico previamente observado en

este modelo animal.

Estas evidencias abren el camino para la exploracion de alternativas naturales a los
tratamientos tradicionales, y muestran el potencial de ciertos microorganismos
s Probioticos para proteger al hospedador ante una infeccion por Giardia, sentando las
bases para una nueva dimensién en el estudio y la aplicacidén de estos microorganismos

en la prevencién de este tipo de enteropatdgenos.

CONCLUSIONES GENERALES

o Este breve recorrido por los factores de virulencia de diferentes patdgenos
intestinales y los posibles mecanismos involucrados en la proteccion mediante
microorganismso probidticos muestran la potencialidad de esta aproximacion
preventiva/terapéutica para el control de patologias infecciosas que constituyen

problemas recurrentes para la salud del hombre y de los animales.

625
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