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ARTICULOS ORIGINALES

REGULACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN
VOLUNTARIOS SANOS MEDIANTE EL CONSUMO DE UN
PRODUCTO CON EL PROBIOTICO Lactobacillus johnsonii Lal

REGULATION OF THE INTESTINAL MICROBIOTA OF HEALTHY
VOLUNTEERS THROUGH THE INTAKE OF THE PROBIOTIC Lactobacillus
johnsonii Lal

Martin Gotteland R., Daniel Garrido C., Sylvia Cruchet M.

Laboratorio de Microbiologia, Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos (INTA),
Universidad de Chile.

ABSTRACT

A basic mechanism implicated in the human health-promoting properties of probiotics is their
ability to maintain the homeostasis of the intestinal microbiota. This study evaluates how the
ingestion of different amounts of the probiotic Lactobacillus johnsonii Lal (Lal) influences the
main bacterial populations of the fecal microbiota. Eight asymptomatic volunteers
participated in the study. After a basal period, they ingested 100 mL of a product containing
10® Lal/mL during the first week, 200 mL during the second week and 500 ml during the
third week. Fecal samples were obtained at the end of each period and during the 2 weeks
post-ingestion. Lactobacilli were determined by culture on MRS agar and Lal colonies were
confirmed by ERIC-PCR. The main populations of fecal bacteria were identified by fluorescent
probes and flow cytometry. At baseline, 18.3% of the total fluorescent bacteria were F.
praunitzii, 13.2% Bacteroides, 2.05% Bifidobacterium and 0.95% Lactobacillus. Fecal
excretion of Lal increased during the ingestion period but it was cleared from the stools of
the volunteers 2 weeks later. Lal intake increased the populations of Lactobacillus (p=0.056)
and Bifidobacterium (p=0.067), which are considered as beneficial for the host, while it
decreased those of F. prausnitzii (p=0.005) a potentially pathogenic microorganism. These
bacterial populations returned to their baseline levels during the post-ingestion period. The
regular intake of a Lal-containing product beneficially affects the homeostasis of the human
fecal microbiota probably contributing to the health-promoting effects of this probiotic.

Key Words: Probiotic, intestinal microbiota, functional foods.
RESUMEN

Uno de los principales mecanismos implicados en las propiedades saludables de los
probidticos es su capacidad de mantener la homeostasis de la microbiota intestinal. Este
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estudio evaltua como el consumo de distintas cantidades del probiodtico Lactobacillus johnsonii
Lal (Lal) contribuye en la modulacién de las principales poblaciones de la microbiota fecal.
Ocho voluntarios asintométicos participaron en el estudio. Después de un periodo basal,
consumieron 100 mL de un producto que contenia 10® Lal/mL durante la primera semana,
200 mL durante la segunda semana y 500 mL durante la tercera semana. Se obtuvieron
muestras de deposicion al final de cada uno de estos periodos y luego a los 7 y 14 dias de
haber terminado el consumo del producto. Las cantidades de lactobacilos excretados fueron
determinadas por cultivo en agar MRS y las colonias de Lal fueron confirmadas por ERIC-
PCR. Algunas de las principales poblaciones de bacterias fecales fueron evaluadas por
hibridacion in situ con sondas fluorescentes (FISH) y citometria de flujo. A nivel basal, 18.3%
del nimero total de bacterias fluorescentes detectadas eran F. praunitzii,13.2% Bacteroides,
2.05% Bifidobacterium y 0.95% Lactobacillus. La excrecion fecal de Lal aument6 durante el
periodo de consumo pero desaparecié después de 14 dias de haber terminado el periodo de
ingestion. ElI consumo de Lal aumentd las poblaciones de Lactobacillus (p=0.056) y
Bifidobacterium (p=0.067) que son consideradas como beneficiosas para el huésped mientras
que disminuyé aquella de F. prausnitzii (p=0.005), un microorganismo potencialmente
patogénico. Las poblaciones bacterianas afectadas volvieron a sus niveles basales durante el
periodo post-ingestion. Estos resultados indican que el consumo regular de Lal modula la
homeostasis de la microbiota intestinal, lo cual contribuye probablemente a los efectos
beneficiosos de este probidtico sobre la salud.

Palabras claves: Probiéticos, microbiota intestinal, alimentos funcionales.

El auspiciador no tuvo un rol en el disefio del estudio, recoleccién de la informacion, analisis
de los resultados, interpretacion de la informacion o escritura del articulo. El autor del articulo
tuvo acceso completo a toda la informaciéon del estudio y la responsabilidad final del envio a
publicacién del articulo.

INTRODUCCION

La ingestion de probidticos se asocia con un amplio rango de beneficios para la salud del
consumidor (1). Uno de los mecanismos que explica dichos beneficios es la regulacién del
equilibrio existente entre bacterias beneficiosas de la microbiota intestinal y aquellas
potencialmente dafinas. Tales alteraciones de la microbiota han sido descritas en individuos
tratados con farmacos como antibidticos o antiinflammatorios, y también en pacientes con
enfermedad inflamatoria crénica del tubo digestivo, alergias y patologias auto-inmunes (2,3).
Los probidticos han sido recientemente propuestos como una herramienta para el manejo
dietario de dichas alteraciones (2-4). Sin embargo, aunque la regulaciéon de la microbiota
intestinal constituye tedricamente un aspecto basico del concepto de probidtico, pocos
estudios han evaluado esta propiedad en humanos. Una de las cepas probidticas mas
ampliamente descrita y utilizada en la elaboracion de productos probidticos es el Lactobacillus
johnsonii Lal (Lal). El genoma de esta bacteria ha sido recientemente descrito e indica que
este probidtico esta bien adaptado para sobrevivir y competir en el intestino delgado humano
(5). Varios estudios muestran que Lal estimula la respuesta inmune local y sistémica en
humanos (6, 7), y que adhiere a lineas celulares intestinales in vitro mediante el acido
lipoteicoico (8). Lal también es capaz de liberar actividades antibacterianas contra varios
patégenos gastrointestinales (9-11); por ejemplo, hemos mostrado recientemente que la
ingestion regular de un producto que contiene Lal puede interferir con la colonizacion de H.
pylori en nifios (12), y que una mayor ingestion diaria de este producto resulta en un efecto
mas significativo contra este patdégeno (13). En el caso particular de Lal, no hay reportes de
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como este probiodtico afecta la microbiota intestinal en humanos ni tampoco con qué dosis se
puede lograr este efecto regulador.

En consecuencia, el objetivo de este estudio fue evaluar en voluntarios sanos cémo el
consumo de un producto con Lal afecta las principales poblaciones bacterianas de la
microbiota intestinal.

SUJETOS Y METODO

Sujetos, diseno y producto

Se reclutaron ocho voluntarios asintomaticos, 4 hombres y 4 mujeres (27.3 = 7.6 afios;
rango [19-40 afos]), sin antecedentes de patologias gastrointestinales, historial de
tratamiento antibiético, antiacido, laxantes o prokinéticos en los tres meses previos al inicio
del estudio. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del INTA, y cada voluntario
firmd una carta de consentimiento informado. Los voluntarios mantuvieron su dieta normal,
pero se les pidi6 evitar el consumo de otros productos lacteos fermentados y probidticos
durante toda la duracion del estudio. Después de un periodo basal de cinco dias, los
voluntarios ingirieron diariamente una botella (100 ml) del producto con Lal durante la
primera semana, dos botellas (200 ml) durante la segunda semana, y finalmente cinco
botellas (500 mL) durante la tercera semana. Cada botella contenia 14.7 g de carbohidratos
(93% sacarosa, 7% lactosa), 0.9 g de proteinas y 0.03 g de lipidos, aportando 63 Kcal.
(Chamyto, Nestlé-Chile SA, Santiago, Chile); los recuentos realizados en el laboratorio
mostraron que Lal estaba presente en el producto a concentraciéon de 1x10® UFU/mI. Se
registré durante el estudio la eventual aparicién de sintomatologia gastrointestinal derivada
de la ingestion del producto. Muestras frescas de deposicién fueron obtenidas a nivel basal
antes de consumir el producto (dia 0), al final de cada periodo de consumo (dias 7, 14, y 21)
y en los dias 28 y 35 del periodo post-ingestion.

Andlisis de lactobacilos y de Lal por cultivo

Cada muestra de deposicion fue recolectada en frascos estériles y en condiciones de
anaerobiosis a 4°C. Alrededor de un gramo de deposicion se homogenizé en PBS estéril y
luego se centrifugé a 300 g de manera de eliminar las particulas de mayor tamafo. Una
alicuota del sobrenadante se diluy6é en forma seriada, se sembré en agar MRS y se incub6 por
48 horas a 37° en anaerobiosis para cuantificar los lactobacilli totales. Se detectd Lal
mediante el aspecto morfolégico de sus colonias; luego su identidad fue confirmada mediante
ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus sequences-PCR) (14).

Analisis de la microbiota por FISH y citometria de flujo

El estudio de la microbiota se realizé mediante hibridacion in situ con sondas fluorescentes
(FISH) utilizando la sonda universal (Eub338) para detectar las bacterias totales y sondas
especificas para detectar las poblaciones de Bacteroides (Bac303), Lactobacillus/Enterococcus
(Lab158), Fusobacterium (Fprau645) y Bifidobacterium (Bif164) (15-19). Con este objetivo
una alicuota de deposicion previamente homogeneizada y fijada en formalina fue tratada con
lisozima y luego incubada con las distintas sondas por 16 horas a 35° C. La deteccién de las
bacterias hibridadas se realiz6 por citometria de flujo (FacsCalibur, Becton Dickinson). En
cada muestra se contaron 100.000 eventos fluorescentes, los cuales fueron posteriormente
analizados con el software WinMDI 2.8. Los resultados obtenidos para cada poblacién
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bacteriana se expresaron como porcentaje del total de bacteria detectado con la sonda
EUB338.

Analisis estadisticos

Las concentraciones de Lactobacillus totales y de Lal se expresaron como log (UFC o células)
por gramo de deposicién (promedio = SEM) y los resultados de FISH-citometria de flujo como
porcentaje del total de eventos marcados con la sonda universal Eub338 (promedio + SEM).
Los cambios cuantitativos observados en la poblacién de Lactobacillus y de Lal a través del
tiempo fueron analizados mediante analisis no paramétrico de varianzas de Friedman para
muestras repetidas; en caso de significancia estadistica, las diferencias fueron analizadas
mediante el test de Wilcoxon. Para analizar los cambios de los porcentajes de las poblaciones
bacterianas en el tiempo, se realizé primero una transformaciéon angular de los valores
obtenidos y luego se les aplico el andlisis de varianzas de Friedman para muestras repetidas.

RESULTADOS

Todos los voluntarios completaron el estudio y mostraron buena tolerancia al producto,
reportando solamente un leve incremento en los ruidos intestinales durante la ingestion de
cinco unidades del producto diarias.

Los niveles de Lactobacillus totales determinados por cultivo fueron de 8.44 + 0.33 log UFC/g
de deposicion durante el periodo basal (figura 1). Se observaron cambios leves en la
excrecion de lactobacilli a lo largo del estudio, que afectaron principalmente los niveles post-
ingestion (Figura 1, Friedman ANOVA: X?=18.4; p=0.049). La cuantificacién de lactobacilli
total por FISH y citometria de flujo indica niveles basales (8.0 log células/g) similares a los
observados anteriormente mediante cultivo; sin embargo no se observaron cambios entre los
periodos de ingestién y post-ingestion con este método (Friedman ANOVA: X?=4.50;
p=0.72).
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FIGURA 1

Excrecidn fecal de lactobacilli total ({) y de Lal &) en ocho voluntarios sanos
durante los perfodos basal, ingestién y post-ingestién
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Como estéa indicado en la figura 1, no se detectd excrecion fecal de Lal a nivel basal (< al
limite de deteccidon del método) y la ingestién de Lal resultd en la excrecion de Lal en las
deposiciones de todos los voluntarios. Las concentraciones fecales de Lal aumentaron
regularmente con las cantidades del producto ingerido (Friedman ANOVA: X?=25.76;
p<0.0025), resultando en una concentracion de 6.3+0.53 log UFC Lal/g al final del periodo
de ingestién de 500 mL de producto. Finalizada la ingestidon del producto, las concentraciones
fecales de Lal disminuyeron regularmente hacia su completa desaparicion. Lal fue
encontrado en 7 de los 8 voluntarios siete dias después de terminada la ingestién del
producto y en solo un voluntario después de 14 dias de haber terminado la ingestion del
producto.

La figura 2 muestra las distintas poblaciones bacterianas fecales analizadas en el estudio. Se
puede observar que las poblaciones de F. prausnitzii y de Bacteroides/Prevotella
representaron respectivamente el 18.3% y 13.2% del total de bacterias detectadas por
Eub338 y las de Bifidobacterium y Lactobacillus sélo el 2.04% y 0.89% de este total. Por lo
tanto las 4 poblaciones bacterianas evaluadas en el estudio representaron alrededor del 35%
del total de bacterias detectadas con Eub338.



Revista Chilena de Nutricion

ISSN Impreso: 0716-1549

Ndmero 2, Volumen 33, agosto 2006

Sociedad Chilena de Nutricién, Bromatologia y Toxicologia, Chile.

FIGURA 2

Cambios en los porcentajes de las poblaciones focales de Racteroides/Prevoiclia (Bac303), F. prausnitzii
(Fprau6d5), Bifidobactericun (Bifl64) ¥ Lactabacilfus/Enterococcus (Labl58) determinado por FISH ¥
F cltometria de Nujo durante los periodos hasal, de ingestion y post-ingestidn (promedio + SEM)
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La figura 2 muestra como el consumo de Lal afecta a estas poblaciones bacterianas: el
porcentaje de F. prausnitzii disminuye significativamente al final del periodo de ingestién y al
principio del periodo post-ingestion, comparado con el nivel basal (Friedman ANOVA:
X?=20.1, p=0.005) mientras  que los niveles de Bifidobacterium y de
Lactobacillus/Enterococcus aumentaron (Friedman ANOVA: X?=13.2, p=0.067 y X*=13.7,
p=0.056, respectivamente) y aquellos de bacteroides no fueron afectados por Lal (Friedman
ANOVA: X?=7.08, p=0.42).

DISCUSION

A pesar de que Lal es un probidtico cuyos efectos sobre la salud estan bien descritos, se
sabe poco de su capacidad de regular otras poblaciones bacterianas de la microbiota.
Nuestros resultados muestran que la ingestion de Lal aumenta las poblaciones de
Bifidobacterium y Lactobacillus mientras que disminuye aquella de F. prausnitzii. Tal efecto se
debe probablemente a la capacidad de Lal de sobrevivir durante su transito a lo largo del
tracto gastrointestinal, como se ve reflejado por la excrecién de Lal vivo en las deposiciones
de los sujetos. Sin embargo, la presencia de Lal en el intestino es transitoria y una vez
terminada la ingestion del producto, Lal se elimina rapidamente del intestino. Estos
resultados confirman aquellos obtenidos con otros probiéticos y que indican que, a pesar de
su origen humano, los probidticos actian como microorganismos aléctonos que solo transitan
por el tracto gastrointestinal del huésped sin colonizarlo permanentemente, debido
probablemente al efecto de barrera ejercido por la microbiota intestinal autéctona (20). Es
interesante notar que paralelamente a la eliminacién de Lal, las poblaciones afectadas por su
consumo generalmente tienden a volver a sus niveles basales. Esto sugiere que es necesaria
una ingestion regular del probidtico para asegurar su capacidad de interactuar con la
microbiota intestinal.

Comparado con otros estudios en humanos (20), detectamos altas concentraciones de
lactobacilli en nuestros voluntarios (>10%/g de deposicién) tanto por cultivo como por FISH y
citometria de flujo. Es posible que esta importante poblacion autéctona de lactobacilli compita
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con el aporte exdgeno de Lal, lo cual explicaria porqué los niveles de Lal no fueron mayores
a 107/g de deposicién, considerando un consumo durante el ultimo periodo de ingestién de
5x10' UFC Lal diario.

El incremento en las poblaciones de Bifidobacterium y Lactobacillus puede ser favorecido por
el descenso en la poblacion de Fusobacterium, y tal vez de otras poblaciones no detectadas
con las sondas utilizadas en este estudio. El incremento de las bifidobacterias durante los
periodos de ingestidon y post-ingestion es interesante y confirma recientes observaciones de
nuestro grupo en nifios que recibian una férmula lactea suplementada con Lal por siete
semanas (21). En estos nifios, la ingestion de Lal incrementa los niveles de Bifidobacterium
de un 5% a nivel basal a alrededor de un 20% al final del periodo de suplementacion. En
relacion con el efecto de la ingestion de Lal sobre las poblaciones de bifidobacteria, es
interesante sefialar que este microorganismo posee las vias metabdlicas necesarias para
sintetizar y liberar fructanos en el lumen intestinal (5). Estas moléculas son reconocidas por
actuar como prebidticos (21, 22), estimulando selectivamente el crecimiento de poblaciones
autéctonas de Bifidobacterium en el colon, tal como observamos en nuestro estudio. Es
probable que esta propiedad «prebidtica» no sea general a todas las especies de
Lactobacillus, ya que por ejemplo, la ingestidon regular de L. rhamnosus DR20, no se asocia
con cambios en las poblaciones fecales de bifidobacteria en humanos (20). Observamos
también que la ingestion de Lal resulta en una menor frecuencia de deteccion de
Fusobacterium. Este fenémeno puede ser interesante para la salud del huésped ya que se ha
mostrado que especies del género Fusobacterium aisladas de pacientes con colitis ulcerosa
son capaces de inducir colitis en ratas, sefialando a estos microorganismos como posibles
agentes etiolégicos en el desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas del intestino
(23).

En conclusiéon, nuestros resultados muestran que la ingestion de un producto comercial
suplementado con Lal modula la microbiota fecal en voluntarios humanos sanos,
aumentando los niveles de Lactobacillus y Bifidobacterium y disminuyendo los niveles de
Fusobacterium, una especie potencialmente patogénica. También confirman que Lal no
coloniza permanentemente el tracto gastrointestinal por lo cual una ingestion regular del
probidtico es necesaria para conseguir sus efectos funcionales. Estas observaciones sugieren
que la regulacion de la microbiota intestinal podria ser un factor importante para explicar los
efectos beneficiosos de Lal sobre la salud del consumidor.
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