MECANISMOS DE ADHESION AL TRACTO INTESTINAL Y
ANTAGONISMO DE Bifidobacterium

Caludia Ifiiguez-Palomares y Evelia Acedo-Félix
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. (Hermosillo, Son., México)
E-mail: evelia@cascabel.ciad.mx

Introduccioén

Probidtico palabra de origen griego que significa "a favor de la vida” es el
término utilizado para las bacterias amistosas que viven en el tracto
gastrointestinal. Afectan benéficamente al huésped modulando la
inmunidad sistémica y de la mucosa. También proporcionan un balance
nutricional y microbiano (1). Actualmente los microorganismos mas
utilizados como probidticos, tanto en humanos como en animales
son: Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Pediococcus,
2 Enterococcus y levaduras como Saccharomyces y Torulopsis y hongos
del género Aspergillus(2).

Los beneficios que ofrecen los probidticos, se pueden categorizar en
nutricionales o beneficios terapéuticos. Dentro de lo nutricional se encuentra su papel para aumentar la
biodisponibilidad de calcio, zinc, hierro, manganeso, cobre y fésforo (3). A nivel terapéutico, se pueden utilizar
para tratamientos de desérdenes intestinales, hipercolesterolemia, supresion de enzimas pro-carcinogénicas e
inmunomodulacion, entre otros.

La capacidad de las bacterias probidticas para sobrevivir a través del tracto gastrointestinal a pesar de la
acidez gastrica y la toxicidad de la bilis es fundamental para poder ofrecer cualquiera de los beneficios
anteriormente mencionados. Después de sobreponerse estas dos condiciones adversas, son capaces de
minimizar la proliferacion de agentes patégenos compitiendo por un nicho o espacio fisico en las paredes
intestinales (4).

Caracteristicas del género Bifidobacterium

Las especies del género Bifidobacterium forman parte de la microflora normal del tracto intestinal de
mamiferos. Se encuentran en altas concentraciones en heces de nifios recién nacidos y disminuyen con la
edad. Tienen un papel importante en la resistencia a infecciones de tipo gastrointestinal. La presencia de las
distintas especies varia con la especie de animal, con el individuo, la edad y alimentacion (5).

Las bifidobacterias son bacilos gram positivos, que se pueden presentar solos o en cadenas de muchos
elementos, en agregados formando una estrella, o en forma de "V". No forman esporas y no son moviles (6).
Son estrictamente anaerobios, sin embargo, la sensibilidad al oxigeno varia notablemente entre cepas y
especies (7). Esta variacion puede deberse a que en condiciones aerobias, tienden a acumular peréxido de
hidrégeno, el cual es reducido por un sistema NADH peroxidasa, que varia dependiendo de la cepa (8). El pH
6ptimo de crecimiento se encuentra entre 6-7, sin crecimiento por debajo de 4.5-5.0, o bien por encima de 8.0-
8.5. La temperatura 6ptima oscila de 37-41°C, con un desarrollo minimo a 25-28° C y 43-45° C (9,10).

Por la morfologia que presentan las bifidobacterias, pueden ser confundidas

con Actinomyces sp, Corynebacteriumsp., Lactobacillus sp., Clostridium sp., Arthrobacter sp. y Propionibacteri
um sp (11,12). La prueba no molecular, mas directa y fiable de las caracteristicas asignadas al

género Bifidobacterium, esta basada en la demostracién de la presencia de la enzima fructosa 6-fosfato-
fosfocetolasa (F6PPK) en los extractos celulares, la cual esta ausente en los otros géneros, a excepcion del
aerobio obligado Acetobacter xylinum y de Leuconostoc mesenteroides que también poseen esta enzima
(13,14). Esta prueba no distingue entre especies, pero las bifidobacterias metabolizan la glucosa
exclusivamente por el camino de la Fructosa 6-fosfato-fosfocetolasa (ruta bifida), donde la convierten a
fructosa 6-fosfato, la cual es hidrolizada por la fosfocetolasa a eritrosa-4-fosfato, acetil fosfato y agua. Las
moléculas de acetil fosfato pueden ser medidas con procedimientos colorimétricos por observacion visual de
un color rojizo-violeta (15,16).
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Actualmente, con técnicas de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de extractos de proteinas
totales y la aplicacion de técnicas moleculares, se han identificado en total 34 especies y 2 subespecies de las
cuales 13 provienen de fuentes humanas, 14 de animales, 3 de abejas, 3 de aguas contaminadas y una de
leches fermentadas (17-24).

El género Bifidobacterium ha llamado la atencién porque sintetizan y excretan vitaminas solubles en agua con
considerables diferencias entre las especies (25). Diferentes estudios destacan el efecto antagénico que
poseen algunas especies de bifidobacterias contra patégenos intestinales como Clostridium

difficile, Campylobacter, algunos virotipos de E. coli como ETEC y EPEC, Salmonella choleraesuis, rotavirus,
etc. (26-31). Las caracteristicas que debe poseer un microorganismo para que se pueda clasificar como
probidtico se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios de seleccidn para microorganismos probiéticos.

1.- Criterio de Origen

Cepas aisladas de humanos se utilizan en humanos y las aisladas de animales se utilizan en la especie de
la que se aislaron

2.- Resistencia al Transito Intestinal

Deben sobrevivir a las condiciones del tracto digestivo

3.- GRAS

Deben ser generalmente reconocidas como seguras

4.- Adhesioén ala Mucosa Intestinal

Pre-requisito para colonizar el tracto Intestinal y ejercer los efectos benéficos

5.- Identificacion Bioquimica

Deben estar plenamente identificados fenotipicamente hasta especie

6.- Estimulacion del Sistema Inmunologico

Deben ser capaces de estimular el sistema inmune

7.- No ser Oportunista

Aln en estado de inmunosupresion del huésped, no deben causar enfermedad

8.- Antagonismo contra Patégenos

Debe poseer efectos probados contra patdgenos del tracto intestinal

9.- Soportar Aplicacién Tecnoldgica

Permanecer viable en los procesos de elaboracion de alimentos y durante el almacenamiento
Ouwehand y col., 1999.

Las bifidobacterias con valor probi6tico son usadas como ingrediente activo de alimentos funcionales, entre
los que se encuentra el yogurt, suplementos dietarios y productos relacionados con la salud (32). Estos
microorganismos no colonizan permanentemente al huésped, por lo que se necesita que su ingesta sea
periddica para que persistan las propiedades promotoras de la salud (33).

Adhesién y efecto antagdnico




La adhesion de una cepa a la mucosa intestinal es uno de los principales criterios de seleccion para
microorganismos probidticos, puesto que es un pre-requisito para la colonizacion. Lo anterior constituye el
primer mecanismo de defensa contra la invasion de patégenos (34). El paso a través del intestino delgado es
muy rapido (2.5 horas) y disminuye conforme va llegando al ano. Por lo tanto, para que la bacteria se pueda
multiplicar es necesario que esta se adhiera a la mucosa y/o epitelio del intestino. Como el epitelio esta
constantemente regenerandose (cada 3-4 dias), las bacterias pueden colonizarlo solo si la tasa de generacién
es mayor que la tasa de recambio celular (35,36). Sin embargo, hay estudios en los que se ha comprobado
que las bifidobacterias se ven afectadas en la pared celular de manera no reversible al ser expuestas a sales
biliares, impidiendo su adhesion a la mucosa y/o células epiteliales (37). Otras investigaciones indican lo
contrario, donde las bifidobacterias se ven dafiadas en la pared celular pero de manera reversible (38).

Recientemente se encontré que la superficie celular de Bifidobacterium se ve afectada por la presencia de
sales biliares. Cepas que inicialmente resistian poco o nada 0.3% p/v de bilis, se fueron adaptando a la
presencia de estas sales con incrementos graduales en el medio de cultivo. Posteriormente se observo que
las cepas con resistencia adquirida a sales biliares tuvieron mayor adhesion a la mucosa intestinal humana (1
a 4 veces mas) que las originales. Sin embargo, al realizar el ensayo de adhesion en presencia de bilis, ésta
disminuyé entre 7 y 74% dependiendo de la cepa. Se concluyd que la presencia de sales biliares

para Bifidobacterium promueve cambios en la superficie bacteriana, sobre todo en moléculas de tipo
hidrofébico y por lo tanto en la adhesion a la mucosa intestinal humana; pero con la adaptacion de la cepas a
la presencia de estas sales la adhesion aumenta (39).

Mecanismos Propuestos

Los mecanismos por los cuales las bifidobacterias ejercen un efecto antagénico son hasta ahora
desconocidos, pero se le ha asociado con factores como produccion de acidos organicos. Se ha observado
gue el géneroBifidobacterium inhibe mayormente el crecimiento de patégenos como E. coli y S.

choleraesuis que Lactobacillus,debido a que producen &cido lactico y &cido acético, los cuales dan una accién
sinérgica (40). Otros factores que ofrecen un efecto antagénico son la produccion de bacteriocinas, acidos
grasos, acidos biliares deconjugados, competencia por nutrientes y por los sitios de adhesion al epitelio y/o
mucosa intestinal. Esta Ultima es la que se sugiere como el mecanismo antagénico mas probable debido a
que la respuesta se define dentro de las 2 horas de la infeccidn, tiempo de respuesta fuera de la posibilidad de
la respuesta inmune (41,42).

El primer contacto de un microbio con el huésped en el intestino, es la capa mucosa, que tiene un grosor
variable entre 50 y 450 um y cubre al epitelio. Tiene diferentes funciones, entre las que se encuentran inhibir
la adhesion de ciertas bacterias, al mismo tiempo que provee un habitat para otras. El principal componente
del mucus es agua, mientras que su componente organico mas importante es la mucina. Esta Ultima es
responsable de la caracteristica viscosidad del mucus. Las mucinas (MUC) son glicoproteinas de alta masa
molecular (0.25-2 megadaltones) constituidas de esqueletos polipeptidicos cuya parte central esta altamente
glicosilada con O-glicanos principalmente, en grupos de secuencias repetitivas, mientras que los extremos
amino y carboxilo presentan una menor glicosilacion. Los tipos de mucinas que se encuentran mayormente en
el intestino delgado y grueso son MUC2 y MUC3 producidas por las células globosas (43).

Los carbohidratos presentes en las mucinas pueden funcionar como receptores tanto para bacterias
patégenas como probiéticas, ocurriendo asi una competencia por los sitios de adhesion. Esos receptores
pueden ser D-galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina o acido N-acetilneuraminico asociado a
las glicoproteinas intestinales. La mayoria de los estudios de adhesion de microorganismos probiéticos se han
realizado para el género Lactobacillus, en el epitelio intestinal (44). En esta misma éarea, la investigacion para
el géneroBifidobacterium es incipiente. Un estudio muestra, mediante ensayos de hemaglutinacion e inhibicion
de la hemaglutinacion por la presencia de carbohidratos, que Bifidobacterium pseudolongum, E. coli K88

y Salmonella choleraesuis reconocen galactosa que a su vez esta unida a estructuras oligosacaridas
complejas (45). En otro estudio se observé que una cepa de Bifidobacterium lactis fue capaz de inhibir la
adhesion de Clostridium perfringes en mucinas de ancianos, cuando el probidtico se encontraba en ventaja.
Ademas, B. lactis fue capaz de desplazar al patégeno ya establecido, lo cual puede ser indicio de la
presencia de un mismo receptor para ambas bacterias (46).

Por otro lado, algunos estudios in vitro e in vivo demuestran que algunas especies probiodticas, entre ellas una
cepa de B. bifidum, producen glicosidasas que degradan los carbohidratos asociados a las mucinas

intestinales. Estas modificaciones inducidas por los probioticos, podrian ser benéficas al inhibir la adhesién de
microorganismos patégenos, gracias a la destruccién de los receptores. También podrian ser perjudiciales, al



exponer los receptores en la mucosa que permitan que los patégenos se adhieran. Es necesario investigar
mas sobre los efectos que trae consigo la modificacion de la glicosilacion intestinal (47-50).

Otro probable mecanismo de adhesion que tiene efecto antagdnico en microorganismos patégenos es el
impedimento estérico. En éste, el probidtico se une a un receptor que no es el mismo que reconoce el
patégeno. Sin embargo, de alguna forma ese reconocimiento del probidtico con su receptor bloquea el sitio de
unién del patégeno. Esto se demostré con una cepa de Enterococcus faecium (18C23), la cual inhibié la
adhesion de E. coliK88 a la mucosa del intestino delgado de cerdos, pero cuando ambas bacterias recibieron
un tratamiento con pronasa, la adhesion de E. coli K88 disminuyd, no asi la del probiético (51). Algo similar se
observo con una cepa de Lactobacillus fermentum contra el mismo patdégeno (52). En el

género Bifidobacterium hay estudios que sugieren la presencia de una proteina extracelular, proveniente de
una cepa de B. longum SBT2928 capaz de reconocer una molécula de gangliotetraosilceramida localizada a
nivel de epitelio (53,54).

Propiedades de Superficie

El efecto benéfico de los probioticos esta relacionado con su habilidad para interactuar y adherirse a la pared
intestinal. La adhesion de las bifidobacterias al intestino ocurre por la asociacion de las bacterias con la
mucosa o por adherencia al epitelio y se debe a la interaccion de fuerzas atractivas y repulsivas entre las
superficies participantes. La composicion de la pared celular bacteriana, asi como la naturaleza de la
superficie a la cual se adhiere, afectan este fendémeno. El origen molecular de cada una de las interacciones
que tienen lugar no esta bien definido (55,56,57).

Para tratar de entender las interacciones célula-célula y célula-superficie a nivel molecular, se utilizan una
serie de procedimientos que involucran la aglutinacion de eritrocitos y adhesion a diferentes sustratos
sintéticos. Por otro lado, las caracteristicas fisicas y quimicas de la superficie celular se determinan
principalmente por ensayos de hidrofobicidad y movilidad eléctrica, que definen las fuerzas de atraccion y
repulsion, que tienen lugar durante la autoagregacion y adhesion de la bacteria a diferentes superficies
(58,59).

La adhesion bacteriana ya se ha descrito para otros géneros bacterianos, principalmente patégenos, como E.
coli yVibrio cholerae. Para el género Bifidobacterium se han caracterizado propiedades de superficie de cepas
obtenidas de humanos, entre las que se encontraron B. bifidum, B. breve y B. adolescentis. Los ensayos
realizados fueron de hidrofobicidad, potencial £, movilidad electroforética, autoagregacion, hemaglutinacion y
tratamiento de las bacterias con enzimas proteoliticas (60,61).

Los resultados obtenidos de todos los ensayos mostraron que existe una correlacion entre la hidrofobicidad-
potencial £ y una hemaglutinacién positiva con eritrocitos de los grupos AB, O*, A* y B*. Las cepas no
hidrofébicas fueron negativas para hemaglutinacion. También se encontr6 que la autoagregacion y la
adhesion a células Caco-2 fueron abolidas por el tratamiento con proteasas. Un grupo de investigadores
estudi6 la adhesion de B. suis y B. longum a la mucosa de cerdo y las lineas celulares Caco-2, KATO Il y
HT29, asi como la autoagregacion (62,63). Los resultados obtenidos fueron similares a los encontrados
anteriormente (64,65). Se encontré una relacién positiva entre la autoagregacion y la adhesién de las
bacterias a las lineas celulares y mucosa.

Con los estudios anteriores se ha demostrado la interaccidn entre las bifidobacterias y el tracto intestinal, pero
poco se conoce acerca de las moléculas que intervienen. Hay evidencia que indica que los acidos
lipoteicoicos proveen de hidrofobicidad de la pared celular bacteriana, la cual esta directamente relacionada
con cepas adherentes (66). También se ha visto que componentes proteinaceos superficiales se encuentran
involucrados en este fenémeno. El tratamiento con proteasas disminuye la adhesién de algunas
bifidobacterias a la mucosa intestinal de humanos y animales. La composicion de la superficie a la cual se
unen también define el grado de adhesion de los microorganismos, ya que varia de acuerdo a la madurez del
mamifero y a la porcidn del tracto intestinal involucrado (67-70).

Presencia de Proteinas de Superficie y/o Adhesinas

Mediante diferentes mecanismos las bacterias se mantienen en el tracto intestinal en contra del flujo del
peristaltismo. Algunos patdgenos tienen mecanismos de adhesion especificos, altamente desarrollados. Por
ejemplo, diferentes virotipos de E. coli poseen fimbrias (adhesinas), las cuales son estructuras proteicas que



reconocen receptores (carbohidratos) a nivel de epitelio y/o mucosa. Mediante ese reconocimiento ocurre la
adhesioén con una posterior colonizacion causante de infecciones gastrointestinales (71).

Algunas bacterias gram positivas, entre las que se encuentran las de valor probiotico, poseen proteinas de
superficie (S-layer), las cuales se cree tienen una fuerte relacién con las propiedades de adhesion, al
reconocer receptores en el intestino. Aungue esto es una hipétesis aun, diferentes estudios realizados

con Lactobacillusmuestran que especies de este género, como L. acidophilus y L. crispatus que tienen la
capa proteica rodeando a la pared celular son adherentes (72,73).

En el género Bifidobacterium, hasta el momento, no se ha descrito que alguna especie posea proteinas de
superficie (S-layer), pero si se presume la presencia de ciertos componentes de tipo proteico (adhesinas),
embebidos en la pared celular, con actividad de lectina, es decir, que son capaces de reconocer carbohidratos
de la mucosa y/o epitelio intestinal. Se observé que B. bifidum DSM 20082 es capaz de adherirse a la mucosa
gastrica> mucosa colénica> mucosa intestino delgado de ratas y que la adhesion se vio drasticamente
disminuida cuando se le dio un tratamiento con pronasa a la bacteria. También se encontré que al calentar a
la bacteria a 100° C a diferentes tiempos, la adhesién fue disminuyendo hasta ser casi nula a los 30 minutos
(74). En otros estudios se ha visto que la adhesion de algunas especies de Bifidobacterium tanto de origen
humano como animal, disminuyen su capacidad de adhesién cuando son tratadas con proteasas, pero el
tratamiento con lipasas no tiene efecto. Lo anterior indica la presencia de estructuras de tipo proteico
involucradas en el proceso de adhesion (75,76,77).

En un estudio realizado con la cepa Lactobacillus fermentum 104R, se logré purificar y caracterizar una
proteina de superficie de 29 kilodaltones, que no forma parte de las proteinas S-layer. Esta proteina se une a
la mucosa del intestino delgado de cerdos de 35 dias (78). En bifidobacterias se presume la presencia de
adhesinas. Recientemente se encontré que una cepa de Bifidobacterium adolescentis 1027, aislada de heces
de nifios saludables, produce una adhesina que es capaz de disminuir la adhesion de E.coli enteropatégena y
enterotoxigénica, ademas de Clostridium difficile en la linea celular Lovo. En el estudio se indica que la
proteina (adhesina) es capaz de bloquear al sitio de union de los patégenos en las células epiteliales, pero no
se sabe si es el mismo mecanismo para B. adolescentis 1027 (79). Con esto se demuestra que las adhesinas
de Bifidobacteriumforman parte de la actividad probidtica que se les atribuye.

Conclusiones

Los probidticos son utilizados para reforzar la capacidad de defensa natural de la microflora comensal del
intestino. Los mecanismos de accidn propuestos son variados e involucran los de adhesion donde tienen lugar
interacciones de tipo especifico y no especifico que posiblemente se ven afectados por la presencia de sales
biliares. Al parecer los receptores intestinales (carbohidratos) juegan un papel muy importante, como ya se ha
observado en algunos estudios. Sin embargo, esa es un area poco explorada.

Es importante continuar con las investigaciones y comprobar si en la mayoria de las bacterias que ofrecen
beneficios a la salud humana y/o animal, estan presentes las mismas interacciones al llegar al tracto intestinal
0 si esto es una caracteristica intrinseca de cada cepa probidtica.

Resumen

El género Bifidobacterium esta integrado por bacilos Gram positivos que forman parte de la microflora normal
del tracto intestinal de mamiferos. Como probidtico, uno de los beneficios que ofrecen estas bacterias, es
inhibir la adhesion de patdgenos en el intestino, tanto en humanos como en animales. Sin embargo, el
mecanismo no esta bien establecido. Las bacterias patdgenas poseen proteinas de superficie tipo lectina,
llamadas adhesinas, con las que reconocen carbohidratos (receptores) en la mucosa y/o epitelio. Dentro de
ese reconocimiento también estan involucradas interacciones de tipo hidrofilico e hidrofébico. Mediante este
mecanismo se adhieren y colonizan el tracto intestinal. En los microorganismos probidticos, la presencia de
adhesinas, su papel en la colonizacion y desplazamiento de bacterias patdgenas en el intestino empieza a
investigarse.

Palabras clave: Bifidobacterium, probiotico, tracto intestinal

Abstract



The Bifidobacterium genus is integrated by Gram positive rods that are part of normal microbiota of mammals
intestinal tract. One of the most important benefits that a probiotic offer is to inhibit pathogens adhesion to
intestine, in both human as well as in animals, but mechanism has not been yet established. The pathogenic
bacteria possess proteins lectin-like, called adhesins, that recognize carbohydrates (receivers) in the mucous
and/or epithelium.Inside this recognition also hydrofilic and hydrofobic interactions are involved. By means of
this mechanism they can adhere and colonize the intestinal tract. In probiotic microorganisms, the adhesins
presence, its paper in the colonization and displacement of pathogen bacteria in intestine, begins to be
investigated.

Palabras clave: Bifidobacterium, probiotic, intestinal tract
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