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Introduccion

Los organismos, en la lucha por la existencia, estan expuestos a una legion de
invasores tales como virus, protozoos, bacterias, hongos o a las moléculas
producidas por ellos.

Para impedir las infecciones provocada por los efectos tdxicos de estos
invasores, los animales han desarrollado, a lo largo de la evolucién, una serie
de mecanismos de defensa. De ellos el mas desarrollado es el sistema
inmunitario. El vocablo inmune deriva del latin INMUNIRE que significa
ARMARSE (Luengo, 2004).

Un sentido mas amplio de inmunidad o resistencia se refiere a los factores
inherentes a los organismos que son adquiridos durante la vida (Pelczar, 1981).
Todos estos factores pueden agruparse bajo la denominaciéon de inmunidad
natural (innata o inespecifica) e inmunidad adquirida (especifica o adaptativa).

La Inmunidad natural proporciona defensas contra las infecciones por medio de
varias barreras mecanicas y quimicas que pueden ser reconocidas por un
agente patogénico, mientras que la Inmunidad adquirida es muy importante en
la proteccion contra infecciones, evidenciandose usualmente un antagonismo
entre los agentes patogénicos y las sustancias especificas, conocidas como
anticuerpos, formandose en respuesta un estimulo de sustancias. Los
anticuerpos en general son especificos para un microorganismo (Pelczar,
1981).

El 70 % del sistema inmune esta localizado en el tubo gastrointestinal, el papel
prelimar del mismo es dirigir y adsorber nutrientes para suplir las exigencias
metabdlicas necesarias para el crecimiento y desarrollo del humano normal.
Ademas, la mucosa intestinal forma una linea de defensa protectora en el
individuo, contra la presencia de antigenos en el alimento, y de
microorganismos en el lumen intestinal. La proteccién contra los antigenos
potencialmente perjudiciales es asegurada por muchos factores, incluido la
saliva, los acidos gastricos, el peristaltismo, el mucus, la protedlisis intestinal, la
microbiota intestinal y las membranas epiteliales (Isolauri et al., 2001).



Existen microorganismos con alta capacidad de adherencia a la mucosa
intestinal, que son beneficiosos, llamados probidticos. Estos microorganismos
son comercializados con objetivos profilacticos, terapéuticos y como
promotores del crecimiento animal (Duc et al., 2004).

El desarrollo de la produccion animal ha posibilitado la existencia de nuevos
hibridos, seleccionados para una mayor respuesta productiva. En estos
animales, debido al proceso Ilégico de seleccion, se ha deprimido
considerablemente el sistema inmune, trayendo consigo una disminucion en la
resistencia a enfermedades, un desequilibrio en la microbiota intestinal y
exigencias nutricionales elevadas. Unido a lo anterior se encuentran las
deficientes condiciones de manejo y bioseguridad existentes en Cuba, lo cual
implica constantes situaciones de estrés, con afectacion en el sistema inmune y
escasa resistencia a las enfermedades. Teniendo en cuenta lo anterior es
necesario emplear preparados probidticos a base de Bacillus sp y sus
endosporas para fortalecer el sistema inmune y aumentar la resistencia a las
enfermedades.

La principal funcion de los probidticos es la competencia ecologica por lugares
de adhesion con los microorganismos enteropatdogenos, constituyendo la
primera linea de defensa a nivel intestinal. Para impedir que los
microorganismos patdgenos colonicen el epitelio intestinal, los movimientos
peristalticos, conjuntamente con algunas bacteriocinas producidas por los
probidticos actuan para eliminarlos (Isolauri et al., 2001).

Por otro lado la presencia constante de estos microorganismos adheridos a la
mucosa intestinal, tal como los microorganismos patdégenos, promueven una
respuesta inmunoldgica exagerada perjudicial, a diferencia, de la reaccion
inmunologica causada por los probidticos, la cual, es moderada y mas
constante, trayendo consigo que los mecanismos inmunoldgicos innatos vy
especificos, estén constantemente en actividad, sin causar disturbios al
hospedero, asi como una rapida sensibilidad frente a otros patdégenos
(Juntunen et al., 2001).

La regulacién de la respuesta inmunoldgica causada por los probioticos, puede
ser caracterizada por una constante solicitud de fagocitos y linfocitos, a través
de citoquinas, producidas durante la estimulacion de inmunoglobulinas contra
los probidticos, ademas mantienen un sistema de presencia de antigenos en
constante actividad (Erickson y Hubbard, 2000).

Esta monografia tiene como objetivo conocer los efectos de los probioticos
sobre el sistema inmune, asi como los mecanismos utilizados por estos en la
activacion de la respuesta inmunoldgica.

Probidticos. Resena histoérica.




La fundamentacion del uso de probidticos se remonta a principios de siglo con
los estudios de Metchnikoff (1903 y 1908) quien fuera el primero en describir
que la ingestion de bacterias podia tener efectos beneficiosos en la flora
intestinal, atribuyendo estos principalmente, a las de tipo acido lacticas
presentes en el yogur.

Numerosos trabajos se han desarrollado durante las ultimas décadas para
esclarecer los efectos de los probidticos, tanto a partir de bacterias acido
lacticas, como de levaduras, dando lugar a muchas investigaciones
esclarecedoras, quedando aun numerosas incognitas por definir (Fuller, 1978;
Savage, 1983; Stanley et al, 1996; Marteau et al, 1997; Massa et al, 1997,
Brown et al, 1997 y Yeo y Kim, 1997).

Evolucion del concepto.

El término probiodtico procede del griego y significa en favor de la vida. Fue
definido por Fuller y Cole (1989, 1992) como suplementos microbianos vivos de
alimentos que afectan positivamente al animal hospedante, mejorando su
equilibrio microbiano intestinal. Dicho de forma mas sencilla Probiéticos son
bacterias, hongos filamentosos y levaduras que se cultivan en condiciones de
laboratorio y que se utilizan, posteriormente, para corregir el balance de la
microflora digestiva que ha quedado desequilibrada debido a diferentes causas.

A principio de este siglo Metchinikoff en el Instituto Pasteur de Paris, estudio
un grupo de campesinos Bulgaros conocidos por su longevidad. Descubrié que
habia una relacion entre esa longevidad y el consumo de grandes cantidades
de leche fermentada. Afirmé que el efecto se debia a la modificacion de la
composicién de la microflora intestinal y la consiguiente supresion de las
actividades nocivas de las bacterias patdogenas en el intestino. Asimismo
evalu6 el uso de determinadas especies de bacterias, y encontré que
Lactobaillus acidophilus, era muy eficaz en el tratamiento de las diarreas.

El concepto de Probidticos, como aplicacion a la medicina preventiva, fue
originado por Metchnikoff a principios de este siglo cuando planted la teoria
sobre la disminucion del efecto negativo de algunos microorganismos mediante
la ingestion de otros beneficiosos.

Numerosas han sido las definiciones que se han dado en estos ultimos
tiempos. Asi por ejemplo:

» Parker (1974) planteé que los Probidticos eran sustancias u
organismos los cuales ayudaban a mantener el balance microbiano
intestinal 6ptimo.

« Segun Fuller (1986) el término probidtico es utilizado para describir
suplementos alimentarios para animales, los cuales tienen un efecto
protector sobre la flora favorable indigena del intestino. Estos
suplementos estan basados en cepas de Lactobacillus e incluyen
también el yogur usado para el consumo humano.

 Vanbeller et al, (1990) definieron a los Probidticos como
microorganismos intestinales naturales que, después de dosis orales
efectivas, son capaces de establecerse y eventualmente colonizar el



tracto gastrointestinal y de esa forma mantener o incrementar la flora
natural para prevenir la colonizacion de organismos patdégenos y
asegurar una utilidad optima del alimento.
Segun Karhs (1991) los Probiéticos son microorganismos o sustancias
que, en forma de aditivos alimentarios, tienen un efecto favorable en el
animal hospedero mediante el mejoramiento del balance microbiano
intestinal, con efectos secundarios beneficiosos de crecimiento y
desarrollo.
Andrews (1992) incluye a los probidticos y a otras sustancias tales
como antibidticos, vitaminas, minerales, acidos organicos, enzimas y
oligosacaridos, entre otros en un mismo grupo con el nombre de
agentes profilacticos, los cuales son utilizados para promover la
supervivencia y el crecimiento de los animales recién nacidos y
jovenes.
Sainsbury (1993) definié a los Probiéticos como microorganismos
vivientes, los cuales al ser suministrados a los animales, ayudan en el
establecimiento de una poblacién intestinal, la cual se convierte en
beneficiosa para el animal y antagonista para los microorganismos
patogenos.
Gunther (1995) clasifica a los Probioticos como aditivos alimentarios y
en una acepcion mas amplia plantea como Probidticos a organismos
microbianos vivos o muertos de las especies de Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus, Bacillus y Saccharomyces, asi como
productos de la fermentacion microbiana, nucleétidos, metabolitos de
las proteinas, oligosacaridos, acidos organicos tales como el lactico,
citrico, acético, entre otros.
Lyons (1997) plante6 que los Probidticos son productos naturales, los
cuales se utilizan como promotores del crecimiento, en los animales,
de forma tal que su empleo permita obtener mayores rendimientos,
elevada resistencia inmunologica, reduccion o eliminacion de
patdbgenos en el ftracto gastrointestinal y menores residuos de
antibidticos u otras sustancias de usos analogos en los productos
finales.
Guillot (2000) planteé que los probidticos son microorganismos vivos
que cuando son suministrados a través de la ruta digestiva favorecen
la salud del hospedero.
Salminen (2002) defini6 como probidtico a un ingrediente alimenticio
microbioldgico vivo que implica un beneficio para la salud.
Hoa et al (2000) y Duc et al (2003). Consideraron a los probiéticos como
sustancias de caracter aditivo a las dietas. Incluso incluyen a los
antibioticos producidos por los propios microorganismos presentes en el
tracto gastrointestinal entre las sustancias probio6ticas.
Anon (2004 — 2005). Se trata de microorganismos vivos que habitan
naturalmente en el tubo digestivo humano; poseen propiedades
especiales y actuan positivamente sobre la salud, mas alla de los
efectos nutricionales tradicionales. Son cultivos vivos activos que ayudan
a mantener la flora intestinal y evitan la proliferacion de bacterias
nocivas. Reducen los sintomas de intolerancia a la lactosa porque
facilitan la digestion de la leche. Mejoran el estado inmunoldgico.
Reducen el riesgo de diarrea y el cancer de colon.



Para que un probidtico sea ideal debe sobrevivir al tracto gastrointestinal.
Llegando intacto al intestino, se aloja alli para lo que necesita tener la
propiedad de adherencia al epitelio para poder colonizar y asi aumentar la
acidez, lo que impide que se desarrollen bacterias que provocan enfermedad y
sobre todo, debe ser inocuo.

Aplicaciones de los probidticos.

Los probidticos se usan en la medicina humana para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades, en la regulacion de la microbiota intestinal, en
disturbios del metabolismo gastrointestinal, como inmunomoduladores de la
respuesta inmune y en la inhibicion de carcindégenas. En la medicina
veterinaria, ademas de esas aplicaciones, pueden ser usados como
promotores del crecimiento, constituyendo una alternativa al uso excesivo e
indiscriminado de antibidticos que trae consigo la aparicibn de cepas
resistentes.

Mecanismos de accién de los probibticos.

Los probidticos tienen una marcada incidencia sobre la actividad metabdlica
intestinal (Lyons, 1987 y Sainsbury, 1993). El aumento en la capacidad de
utilizacién de la lactosa es de los efectos mejor conocido de las bacterias acido
lacticas (Dawson, 1990; Loper, 1990; Bilgilis y Moran, 1990; Abbas y Jafri,
1992 y Yang y Silva, 1995) aunque se ha encontrado que los probidticos
también reducen la adsorcion de sustancias téxicas como NHs;, aminas, indol,
mercaptanos y sulfitos y aseguran la proteccion de las sales biliares y acidos
grasos contra su biotransformacion en productos téxicos y nocivos (Nguyen,
1991). Se ha sefialado también un efecto hipocolesterolémico y
anticarcinogénico cuyos mecanismos no se han esclarecidos completamente
(Perdigén y Alvarez, 1978; Savage, 1980; Savage, 1983; Jones, 1984;
Dawson, 1990; Uffer, 1990; Moloney, 1990 y Glade, 1990; Erasmas, 1991;
Higginbotham, 1991; Andrews, 1992; Zacconi et al, 1992; Mohan et al, 1996;
Mulder 1996; Fukushima y Nakano, 1996; Cherdyntseva et al, 1997; Singh et
al, 1997; Newcova et al, 1997 y Morishita et al, 1997). Otros trabajos
demuestran que las cepas de Lactobacillus inhiben la asociacion a las células
intestinales de patogenos tales como Salmonella, Coliformes, Yersinia,
Campilobacter y Listeria (Drenna 1990, Mulder 1991, Adachi 1992, Jim et al
1996, Morichita et al 1997 y Craven y Wiliams 1997.

Los probioticos pueden estimular la respuesta inmune en el hospedero y este a
su vez puede ejercer control sobre la composicién de la microbiota (Kimura et
al, 1997 y Pulverer et al, 1997. La ingestién de probioticos especificos, puede
estimular la fagocitosis y las células inmunocompetentes del intestino
asociadas al tejido linfoide, ademas de presentar propiedades adyuvantes. Por
lo tanto, una de las funciones mas importantes de los probiéticos podria ser la
activacion del sistema inmune (Wang et al, 1995 y Schiffrin et al, 1997). Esto se
ilustra en las comprobaciones hechas en animales libres de gérmenes, donde
la actividad del sistema inmune es muy baja (Underdahl, 1983 y Mehrazar et al,
1993). En estos animales se han encontrado niveles de &-globulinas muy bajos,



asi como nodulos linfaticos muy pequefios y menor cantidad de linfocitos y
fagocitos. Se ha comprobado “in vivo” la actividad de macréfagos después de
la introduccion de microorganismos indigenas con efecto probidtico (Havenaar
y Huis in, t Veld, 1992; Schiffrin et al, 1997 y Kostiuk et al, 1997). Los
oligosacaridos de glucano, derivados de la pared de la célula de levadura, han
contribuido a la prevencion de enfermedades infecciosas y consecuentemente,
a la mejor expresion de los caracteres productivos en los animales de granja.
Dentro de estos se encuentra el - 1-3 glucano que provoca un marcado efecto
inmunoestimulante en los animales y en el hombre (Pedroso et al, 1993;
Figueredo y Pedroso, 1993 y Pedroso et al, 1995).

El término “traslocacion” se introdujo para describir el pasaje de las bacterias
viables del TGl a los nodulos linfaticos mesentéricos y a otros érganos como el
bazo y higado (Gedek, 1991 y Perdigén, 1995). Algunas cepas probidticas,
tales como Lactobacillus pueden también traslocarse y sobrevivir por varios
dias en el bazo u otros sitios y asi estimular la fagocitosis y las células
inmunocompetentes del tejido linfatico asociado a esos niveles (Vandelle et al,
1990; Havenaar y Huis in,t Veld, 1992; Link et al, 1994; Wang et al, 1995;
Hedouin et al, 1995; Neggretti y Casseta, 1995; Burks y Helm, 1997 y Majamaa
e Isolauri, 1997). Los microorganismos indigenas o sus antigenos pueden
penetrar la barrera epitelial del intestino estimulando, de esta forma, a las
células inmunocompetentes (Jim et al, 1996b y Wagner et al, 1997) y a su vez
favorecer la produccion de células estimuladoras y propiciar la diferenciacion
de los linfocitos (Solis y Lemmonnier, 1991; Schiffrin et al, 1997; Zalashko et al,
1997 y Wheeler et al, 1997).

El TGIl, y especialmente, el intestino grueso es un importante 6rgano
inmunoldgico que abarca entre 70-80 % del sistema inmune total del cuerpo.
Este organo posee una alta capacidad para modular la funcién de barrera y
prevenir la traslocacion microbiana. Como la parte dominante del sistema
inmune esta en el intestino grueso donde la flora microbiana, las células
mucosas Yy el tejido linfoide asociado son inmuldégicamente activos, en este sitio
se producen, ademas. las citoquinas moduladoras que a su vez se asocian
con los procesos fermentativos de la flora comensal, para producir localmente
los nutrientes inmunorreguladores. Es necesario prestar atencién para
preservar esta flora esencial, lo que se logra proveyéndoles nutrientes y
evitando el uso de antibidticos, ademas, de reemplazarla si existen pérdidas
(Bengmark, 1999).

Se ha demostrado que el yogurt y la administracion de Lactobacillus
incrementan los niveles de Y- inferon en humanos (Solis y Lemmonnier, 1991 y
Wheeler et al, 1997). Estudios realizados “in vivo” muestran que en altas dosis
(3 x 10" ufc/ml/dia) la ingestién de bacterias provenientes del yogurt estimula el
nivel de las células NK (Walter y Henry, 1988). Perdigén y Alvarez (1992)
encontraron que algunas cepas de Lactobacillus casei pueden actuar como
adyuvantes orales y consecuentemente, prevenir las infecciones entéricas.

Los probidticos son capaces de estimular la producciéon de anticuerpos,
producir enzimas que destruyen sustancias toxicas o cancerigenas y poseen
accion antibacteriana. Entre estas ultimas sustancias se incluyen bacteriocina,



nisina, lactalina y destructores de toxina (Polonelli y Morace, 1986; Gedek,
1991 y Avila et al, 1995). Las bacteriocinas que producen las especies de
Lactobacillus tienen un efecto bactericida o bacteriostatico contra muchas
bacterias, como Salmonella, Coliformes y Campylobacter. Es conocido que
Lactobacillus acidophillus, entre otras muchas especies, puede producir estas
sustancias en altas proporciones con un notable efecto contra bacterias
patégenas (Mulder, 1991; Coventry et al, 1997 y Tahara y Kanatani, 1997).

Microorganismos usados como probidticos.

Segun Guillot (2000), Pridmore et al., (2003), Grosso y Trinidad et al., (2004),
Desmond et al., (2004), Duc et al., (2004), Nava y Davila (2004) las especies
microbianas mas usadas como probiéticos en animales son:

v Lactobacillus acidophilus, farcimis, rhamnosus, reuteri, salivarius, casei,
amylovorus, cyrspatus, delbrueckii ssp. bulgaricus, gallinarum, gasseri,
Jjohnsonii, paracasei, plantarum.

Enterococcus faecium, faecalis, mundltii.

Pediococcus acidilacti.

Sacharomyces cerevisia, boulardii.

Streptococcus faecium, thermophilus.

Bifidobacterium adolescentes, bifidum, lactis, longum, animalis,infantis,
breve.

Lactococcus lactis.

Leuconstoc mesenteroides.

Sporolactobacillus inulinus.

Bacillus cereus, licheniformis, subtilis ,oumulis, coagulans,
stearothermophyllus.

ANANENENEN

ASANENRN

Existen referencias al uso de microorganismos del género Bacillus (Duc et al.,
2004) como uno de los microorganismos probidticos mas utilizados en la
actualidad, los mismos son clasificados como transitorios del tracto
gastrointestinal, pues no poseen la capacidad de adherirse al epitelio intestinal,
su funcion es la de multiplicarse y favorecer la colonizacidén de los Lactobacillus
y fortalecer el sistema inmune (Bortolozo, 2002).



Bacillus como Probioéticos.

Gunther (1995) planted el uso de los probioticos a base de Bacillus, pero fue
en 1998, que se emplean las bacterias del género Bacillus y sus esporas como
probiotico por las ventajas que estos ofrecen dada sus caracteristicas
microbiologicas e industriales.

Caracteristicas de los Bacillus.

» Crecen en una amplia gama de medios de cultivos.

» Son facilmente reproducibles.

 Tienen buena factibilidad industrial: resisten altas temperaturas y se
conservan por largo tiempo.

* Son aerobios.

Efectos de los Bacillus en el TGI.

* Mejorar la utilizacién de los alimentos.

» Favorecer la diferenciacion de las células supresoras o estimuladoras.

* Mejorar el balance microbiano del TGI.

» Sus esporas contribuyen a la estimulacion y mejoramiento del sistema
inmune.

* Inhiben el crecimiento de bacterias daninas.

» Tienen la capacidad de producir antibiéticos.

« Actuan contra patégenos especificos tales como E. coli.

» Estimulan la inmunidad mediante la accion de los macréfagos.

« Contribuyen a disminuir la acidez del intestino.

» Controlan el crecimiento de enterobacterias.

+ Incrementan los Lactobacillus del tubo intestinal.

» Se obtienen mejores rendimientos productivos en los animales.

e« Son considerados como biorregulador, por su alta capacidad de
colonizacion.

Se plantea que Bacillus sp producen varias enzimas que ayudan a mejorar la
utilizacion de los alimentos. Dentro de estas se encuentran las proteasas,
amilasas, glicosidasas y otras que descomponen las complejas moléculas de
los alimentos y las transforman en nutrientes mas simples. Estos componentes
mas pequefios son absorbidos rapidamente por el animal, o bien son
empleados por otras bacterias beneficiosas para el crecimiento vy
mantenimiento de la microflora intestinal balanceada.

Dentro de la actividad enzimatica especifica de algunas especies de Bacillus
citamos:

* Bacillus subtilis: produce proteasa, amilasa, glucanasa y otras enzimas.

» Badcillus licheniformes: produce proteasa, amilasa y otras enzimas.

* Bacillus circulans: produce glucanasa.



Anon (2000) plantea que las endosporas de Bacillus y su combinacion con
otras especies de microorganismos tales como Lactobacillus, Bifidobacterium'y
Streptococcus favorecen:

» La disminucion de la acidez en el intestino de las aves.

* Los procesos digestivos del hospedero.

* La inhibicidn y control del crecimiento microbiano de bacterias dafinas
(Enterobacteriaceae).

» El estimulo del sistema inmune, contribuyendo a la resistencia contra el
desafio de patégenos ambientales (Anon, 1998).

+ La promocion del crecimiento de Lactobacillus en el TGI.

Las endosporas de Bacillus subtilis que permanecen viables en el alimento
suministrado a aves:

» Son estables en la acidez gastrica.

« Actuan contra patdgenos especificos en el intestino (E. coli).

+ Incrementan los Lactobacillus del tubo intestinal.

Por lo que se les atribuye efecto promotor del crecimiento (Jiraphocakul et al,
1990).

Uso de Bacillus y sus endosporas como probidticos.

» Estudios realizados por Maruta (1993) e informados por Bortolozo (2002)
explican que al administrar un probiético a base de Bacillus subtilis en
una granja de pollos de ceba, se observd un aumento de la musculatura
y una disminucion de la grasa abdominal, principalmente en machos. Se
verific6 una disminucidon del por ciento de bacterias patdgenas,
fundamentalmente Salmonella de 60 a 20 %.

« Colin et al (1994) estudiaron el efecto del empleo de dos probidticos en
dietas de pollos de engorde comparandolo con un antibidtico
(linomicina). Los productos utilizados fueron esporas de Bacillus sp
(100ppm, 10 ufc/g), mezcla de microorganismos lacticos, levaduras y
enzimas digestivas (100 pm de Lactobacillus acidophiilus, Streptococcus
faecium, Saccharomyces cerevisiae, Kluveromyces fragilis, amilasas,
celulasas, B- glucanasa y lioncomisina 84ppm), los datos fueron
obtenidos para la ganancia de peso. La accién de los probidticos en este
caso no difirid entre los Bacillus sp y la mezcla prebidtica, pero si con el
antibiético y el grupo control.

+ Maruta et al (1996) administraron a pollos de ceba una cepa de Bacillus
subtilis (C-3102) para estudiar la exclusion o decrecimiento de
patdgenos intestinales tales como Salmonella, y Campylobacter. Los
resultados mostraron un decrecimiento en el numero y rango de
detencidén de Campylobacter y Salmonella en los grupos desafiados con
respecto al control para ambas entidades infecciosas (P<0.01).
Asimismo, fue observado un decrecimiento en el numero de Clostridium
perfinges y Enterobacteriaceae. Por otro lado se observd un incremento
(P <0.05) en el numero de Lactobacillus al investigarse la microflora



intestinal, por lo que estos resultados demostraron la eficacia de esta
cepa.

Shubert et al (1999) estudiaron el efecto que tiene el uso de una cepa de
Bacillus cereus en pollos de ceba. Observaron la inhibicién de bacterias
indeseables en el intestino y la utilizacion de esta cepa como alternativa
de los antibidticos, ademas comprueban un menor peso relativo de los
organos digestivos, asociado esto con un mayor rendimiento en las
aves. Estos mismos autores, en otra investigacion, estudiaron el uso
de un probidtico a base de Bacillus cereus (Toyocerin) en pollos de ceba
al suministrarle 50 y 100 mg/kg en la dieta. Comprobaron que el peso
final era superior en 1.5 % y 2.1 % en los animales tratado respecto al
control. Asimismo, se mejoré la conversion de 1.2 % a 2 % y la
mortalidad fue disminuida entre 2.7 % y 4.5 %, con respecto al grupo
control.

Jiraphocakul et al (1999) indican que esporas viables de Bacillus
subtilis, en el alimento. son estables en la acidez gastrica y actuan
contra patdégenos especificos en el intestino tales como Escherichia. coli.
Su empleo incrementa los Lactobacillus del tubo intestinal con un efecto
promotor del crecimiento.

Nakano et al (1999) comprobaron que al suministrar una mezcla
probidtica (Lactobacillus, Bacillus, Estreptococos y Saccharomyces) se
reducia el nivel de colesterol sérico y hepatico en gallos alimentados con
dietas enriquecidas con colesterol. Las Enterobacteriaceaes fueron
significativamente reducidas. El pH no se alter6, en tanto se
incrementaron los niveles de concentracion de AGCC en la dieta.

Guillot (2000) plantea que entre las especies microbianas usadas como
probidticos en animales, se encuentran las bacterias del género Bacillus.
Cita como especies de mayor importancia a B. cereus, B. licheniformes
y B. subtilis. Una de las principales acciones probioticas de estas
bacterias es la produccion de enzimas, las que mejoran la funcion
digestiva de las aves. En otro experimento informado por este autor se
estudid el efecto de las esporas de Bacillus en aves desafiadas con
E.tenella y Salmonella. Se observo una reduccién de los sintomas
clinicos ligados con un mejor crecimiento. Estos mismos autores
administraron, en pollos, de ceba la cepa C-3102 de Bacillus subtilis
para excluir o decrecer la presencia de patdgenos intestinales tales
como Salmonella y Campylobacter, hubo un decrecimiento en el numero
y rango de deteccion de estas especies.

Endo y Nakano (2000) estudiaron los efectos del empleo de un
probidtico en pollos de ceba, el cual incluia especies de Lactobacillus,
Bacillus, Streptococus y Saccharomyces en una dosis de 3 g/kg de
concentrado. El probidtico decrecido el numero de Enterobacteraceae
(E.coli y Salmonella) en el ciego. Estos mismos autores comprobaron
que cuando aplicaron un probidtico a base de Bacillus natto sobre la
microflora intestinal en pollos de ceba a razon de 0, 50, 75y 100 g (10°
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g Bacillus natto) por tonelada de racion se observaba una disminucion
del numero de coliformes fecales en relacién con el control, los mismos
sugirieron el empleo de una dosis de 100 g para este probiotico
/toneladas de racion. Ademas comprobaron que cuando aplicaban un
probiotico a base de enzimas (tripsina, amilasa y lipasa) en pollos de
ceba en lotes tanto de hembras como de macho usando, ademas con
Bacillus subtilis (10 células viables/g de producto) que las dietas
contenian un mayor nivel de energia y se favorecian la accion de otras
enzimas presentes en el TGI.

« Cortés et al, (2000) evaluaron el efecto de un probidtico a base de cepas
de Bacillus toyoi en dietas para pollos de engorde, demostrando que el
mismo tiene un efecto promotor del crecimiento, a su vez disminuye la
mortalidad por Salmonella.

Algunos productos comerciales que se fabrican, con actividad probidtica, a
partir de cultivo de Bacillus y sus endosporas (Duc et al., 2004):

« Alcare: producto elaborado a base de B. licheniformis y sus endosporas,
con efecto probidtico en cerdos.

+ Bao Zyme-Aqua: producto elaborado a base de B. subtilis y sus
endosporas, con efecto probiético en cerdos.

+ Bidisubtilis: producto elaborado a base de B. subtilis 'y sus
endosporas, con efecto probiético en la salud humana.

« Biospirin: producto elaborado de una mezcla de B. subtilis y B.
licheniformis, con efecto probidtico en la salud humana.

+ Bio Plus 2B: producto elaborado de una mezcla de B. subfilis y B.
licheniformis, con efecto probidtico en la produccién avicola.

+ Bio Grow: producto elaborado a base de B. subtilis y B. licheniformis,
con efecto probidtico en la produccion avicola.

De manera general todos estos productos estimulan el sistema inmune,
producen vitaminas, principalmente Ky tienen efecto anticancerigeno. Por otro
lado, son capaces de favorecer un balance microbiano 6ptimo en el intestino e
impedir trastornos bacterianos entéricos, que afectan los indicadores
productivos en la produccion animal y la salud humana (Inooka et al, 1986 y
Hosoi et al, 2000).

Probidticos. Sistema inmune.

Resistencia e inmunidad.

En cuanto un parasito usa todos los medios y la disposicion para establecer
una infeccion en el hospedero, posee numerosos mecanismos de defensa
preeliminar. Las implicaciones de las relaciones hospedero-parasito son muy
variadas, no siendo posible considerar uno o otro.

La capacidad del hospedero de evitar o vencer microorganismos patogénicos
invasores es conocida por resistencia e inmunidad. Los dos términos son
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practicamente sindénimos, se puede pensar en inmunidad como los factores
adquiridos que contribuyen a la resistencia. Un sentido mas amplio de
resistencia se refiere a los factores inherentes de los organismos que son
adquiridos durante la vida. Tales factores pueden ser denominados resistencia
natural e inmunidad adquirida. La resistencia natural proporciona defensas
contra las infecciones por medio de varias barreras, mecanicas y quimicas. La
falta de resistencia natural es sintoma de susceptibilidad. Las micros
vellosidades del tejido epitelial, las enzimas y los componentes de la sangre, y
de otros liquidos organicos son ejemplos de este tipo de barrera (Pelczar,
1981).

La resistencia de tipo adquirido es muy importante en la proteccidén contra las
infecciones, evidenciandose, usualmente, un antagonismos entre los agentes
patogénicos y las sustancias especificas, conocidas como anticuerpos,
formandose en respuesta a un estimulo de sustancias extrafas, los antigenos.
Los anticuerpos son en general especificos para un microorganismos dado
siendo sintetizado por el hospedero como una respuesta en excitacion
provocada por microorganismos o parte de el.

Resistencia natural.

La resistencia natural depende de una serie de factores tales como, la salud
general, del hospedero, el estado de nutricion y las condiciones sociales y
econdmicas, entre otros factores no especificos. Sus papeles se interrelacionan
de tal modo que se torna dificil evaluar el significado individual de cada factor
(Pelczar, 1981).

Mecanismos de defensa externos.

Los organismos presentan dos lineas de defensa, que deben ser vencidas por
un agente patogénico, a fin de establecer una infeccion. La primera es
mecanica, sin embargo pueden existir factores quimicos, todos agrupados bajo
la denominacion de mecanismos de defensa externos. Como barreras
mecanicas estan la piel, las mucosas integras, que en general impermeabilizan
a los agentes infecciosos. Es posible la penetracion de un microorganismo por
los foliculos pilosos, por los orificios de las glandulas sudoriparas. La piel y la
mucosa forman, generalmente, una barrera eficaz. Las bacterias, son inhibidas
por el acido lactico y por los acidos grasos del sudor y de las secreciones de
las glandulas sebaceas, asi como por el bajo pH que estos compuestos
determinan. Las secreciones de la mucosa de los tractos respiratorio, digestivo
y urogenital y de otros tejidos forman una cobertura protectora del epitelio,
conectando e inmovilizando muchos microorganismos, hasta ser eliminados.
Los movimientos peristalticos (contracciones progresivas y ritmicas del
intestino) eliminan los gérmenes captados por el mucus y otras materias
presentes. Los pequefos apéndices filamentosos, las pestanas, las células
epiteliales que forman muchas de las cavidades y de los orificios organicos,
barren a las bacterias para enriquecer las superficies susceptibles. Tanto, el
expiro, las lagrimas, el sudor y la saliva proporcionan flujos mecanicos o de
limpieza que eliminan a los microorganismos.
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En la acciéon mecanica del mucus, de la saliva y de las lagrimas, se producen
secreciones que contienen sustancias inhibidoras o liticas de agentes
patogénicos. Un ejemplo es la lisozima, enzima encontrada en muchos liquidos
organicos y secreciones, tienen accion antimicrobiana moderada pero efectiva,
pudiendo eliminar ciertas bacterias. Otras enzimas y hormonas pueden
producir efectos quimicos y fisiolégicos, que reducen la susceptibilidad a las
infecciones. La acidez y la alcalinidad de algunos liquidos del organismo tienen
efectos inhibitorios sobre muchos microorganismos, conjuntamente con otros
factores ya mencionados, que ayudan a impedir que los agentes patogénicos
potenciales penetren en los tejidos mas profundos (Pelczar, 1981).

Mecanismo de defensa interna.

La Segunda linea de defensa puede ser designada como mecanismos de
defensa interna, los cuales pueden ser especificos o0 inespecificos. Si los
microorganismos o las particulas extrafias consiguen atravesar la piel y los
epitelios, el sistema de inmunidad natural (inespecifica o innata) pasa a actuar.
La fagocitosis, la inflamacion y la produccion de interferobn son ejemplos de
inmunidad inespecifica (Herman, 1979).

La fagocitosis y la produccion de interferon son ejemplos de inmunidad
inespecifica. Rapidamente el sistema se activa asi como la inmunidad
especifica, que debe eliminar el agente patogénico. La inmunidad inespecifica
generalmente es clasificada en dos barreras, para facilitar el entendimiento de
cada mecanismo, la primera y la Segunda barrera, en cuanto la tercera se
refiere a la inmunidad especifica. La primera barrera, esta constituida por la
piel, las lagrimas, la saliva (lisozima), secreciones gastricas, secreciones de las
enzimas digestivas, secreciones de la bilis, los cilios (aparato respiratorio),
bacterias comensales (probidticas) que colonizan el epitelio del aparato
digestivo y de la vagina. La segunda barrera son los procesos de defensa, tales
como la fiebre, la fagocitosis (polimorfos nucleares, neutrofilos y macréfagos),
los procesos inflamatorios, la activacion de los mecanismos de
complementacion de defensa (produccion de polipéptidos basicos y de
interferones), el procesamiento y la presentacion de antigenos por parte de
macrofago y linfocitos, respectivamente. La inmunidad especifica (tercera
barrera) es medida por células controladas por linfocitos T, que son los
encargados de la regulacién del proceso inmune, por la destruccion celular y
produccion de células de memoria y la inmunidad humoral que es controlada
por linfocitos B, encargado de la produccion de anticuerpo y de células de
memoria.

Funciones de los probidticos en la primera barrera de defensa.

La actividad inmunoldgica, de los probioticos, en la primera barrera defensiva
del organismo, ocurre por diversos mecanismos: principio de exclusion
competitivo que es la prevencion de la colonizacion de patégenos mediante la
adhesion o el bloqueo de la superficie intestinal saturando los receptores del
epitelio previniendo la unidn de los patogenos en sitios (Granato et al., 2004).
Ocurre también la produccion de acido lacticos y de acidos grasos de cadena
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corta que disminuyen el pH del tracto gastrointestinal, inhibiendo el
mantenimiento y el crecimiento de la proliferacién de bacterias patogénicas en
bajos niveles, sin dafiar al hospedero, ademas la produccion de sustancias de
accion bacteriostaticas conocidas como bacteriocinas, que son capaces de
inhibir el crecimiento de bacterias patogénicas, la produccion de peroxido de
hidrogeno, sustancias toxicas e inhibidoras del metabolismo de Bacterias
Entropatogenas. La disminucién de potencial de oxidacion- reduccion que
inhibe las bacterias que necesitan de oxigenos para crecer tales como,
Salmonella 'y Shigella.

Ademas de eso, las bacterias probiéticas, dado su gran numero, compiten por
nutrientes con las bacterias enteropatogenas, perjudicando su crecimiento y
proliferacion.

Funciones de los probidticos en la sequnda y tercera barrera de defensa.

La ingestion continua de probidticos puede estimular la fagocitosis y las células
inmunocompetentes del intestino asociado al tejido linfoide, ademas de
presentar propiedades adyuvantes, ocurre también la estimulacion de la
inmunidad mediante la activacion de macrofagos elevando los niveles de
inmunoglobulina (local y sistematica). La estimulacion de células
inmunocompetente favorece la diferenciacion de células supresoras vy
estimuladoras y la diferenciacion de linfocitos, la estimulacion para la
neutralizacion de toxinas, virus y otros antigenos el lumen intestinal. La figura 1
muestra un esquema de como ocurre la estimulacion del sistema inmune
(Isolauri, 2001).
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Interluquina y linfocitos (IL-
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Linfocitos B

v

IgA Iq Células plasmaticas

Figura 1: Cuadro esquematico de la estimulacion del sistema inmune.

Modulacién inmune relacionada con la adhesién.

Un microorganismo probidtico debe activar las células del tejido linfoide
asociado al tejido intestinal, las cuales estan distribuidas de manera difusas
entre las células epiteliales y la lamina propia y sub mucosa. Los probioticos
pueden afectar estas células a través de interacciones entre el tejido linfoide y
los microorganismos intactos, los fragmentos del metabolismo producidos en
sitios la mayor parte de los antigenos formados en el intestino, proveen el
foliculo epitelial asociado (FAE) presente en las placas de Peyer, los foliculos
linfoides aislados y apéndice. Le FAE es formado por una camada simple de
células epiteliales columnares intercaladas por células M. Aunque ocurren
pocas células M, ellas son las responsables de la mayor parte de la inmuno
regulacion inducida por los microorganismos probidticos. Esto acontece
especialmente cuando el hospedero poses una buena salud intestinal. Ademas
de las células M, la formacion de pequefios antigenos macromoleculares
pueden a) ocurrir directamente a través de células epiteliales normales, o b) por
difusién entre las estrechas uniones de las células. Por lo tanto, la inmunizacién
generada en respuesta a los metabolitos producidos por los probidticos “in
situ”, en los mecanismos indirectos de defensa deben ser explicados por esos
caminos adicionales. Esto sugiere que las células epiteliales deben ejercer un
fuerte papel en el sistema inmunoldgico, siendo las responsables por la
formacion de antigenos, asi como por el encuentro entre esas células
formadoras de células T que favorecen el desenvolvimiento de la inmunizacién
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asi como la tolerancia de sus microorganismos, controlando el tamafio de la
actividad de la microbiota intestinal (Prioult et al., 2004).

La presencia de células fagocitarias adheridas, como neutroéfilos y macrofagos,
también son importantes. Los macréfagos han sido observados por poseer
receptores Gal/ GalNAc- especificos capaces de reconocer residuos de
galactosa en la superficie bacteriana. Las interacciones hidrofébicas también
parecen ejercer un papel en la adhesividad de la superficie de la mucosa,
importantes en la fagocitosis. Asimismo mecanismo semejantes parecen estar
envueltos en la adhesion de las bacterias a la mucosa intestinal y en las células
fagocitarias (Erikson y Hubbard, 2000). Esto significa que un microorganismo
probidtico debe ser seleccionado por la compatibilidad con la mucosa intestinal
y por la rapida aceptacion por el sistema inmunoldgico, reduciendo el riesgo de
infecciones oportunistas.

Los microorganismos no adherentes también influyen en el sistema inmune
indirectamente por la modulacion de la microbiota, por la permeabilidad
intestinal a otros antigenos (por ejemplo, péptidos bacterianos) y por la
produccion de adyuvantes, los cuales modulan el procesamiento de la
respuesta inmune, contra otros antigenos.

Probidéticos y sus beneficios.

Los probidticos pueden implantar y colonizar en un tejido del hospedero,
trayendo efectos beneficiosos en la salud (Coppola y Turnes, 2004). Existen
varios productos con caracteristicas distintas, sin embargo el uso de los
mismos debe ser preciso y con cautela para poder escoger el mejor probidticos
para esta o aquella situacién (Nava y Davila, 2004).

Estos microorganismos son utilizados como reguladores de la microbiota
intestinal, surgen como agentes profilacticos en desordenes intestinales en
general (Duc et al., 2004) y como terapéuticos en la recuperacién de la
comunidades microbianas endogenas de la mucosa gastrointestinal y vaginal
(Nava y Davila, 2004).

El tracto gastrointestinal humano es rico en nutrientes, de esta forma es
colonizado por una completa microbiota (Pridmore et la, 2003). Ademas es el
encargado de digerir y absorber los nutrientes necesarios para el desarrollo del
humano normal. Al nacer entramos en contacto con microorganismos
ambientales, siendo estos los primeros que colonizan el intestino,
conjuntamente con los primeros alimentos. Cuando somos alimentado con
leche maternal, la microbiota predominante es de bifidobacterias y lactobacilos,
en cambio cuando somos alimentado con formulas lacteas presentamos un
numero mayor de coliformes y bacteroides (Novak, et al., 2001).

Hughes et al. (1999) defiende la hipdtesis de que las cepas consideradas
probidticas, se adhieren a la mucosa intestinal de forma mas eficaz que otros
microorganismos, principalmente mas que las cepas patogénicas, de esta
forma tiene ventajas competitivas por espacio. Al mismo tiempo podrian
producir efectos antagonistas a las cepas patogénicas.
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Los probidticos son recomendados en dietas para fortalecer el sistema
inmunologico intestinal, atenuar las alergias alimentarias y para la prevencion
del cancer (Donaldson, 2004; Coppola y Turnes, 2004; Kanaminogawa y
Nanno, 2004). Existen diversos estudios sobre el efecto inmunoestimulador de
los microorganismos considerados probidéticos, los mecanismos de accidon aun
no se han esclarecidos, sugiriendo estudios cientificos profundos (Coppola y
Turnes, 2004; Kanaminogawa y Nanno, 2004).

Efecto de los probidticos sobre la respuesta inmune inespecifica:

En general los animales son considerados saludables, cuando presentan un
buen funcionamiento del sistema intestinal, que garantice la existencia de un
equilibrio en su microbiota intestinal, un desequilibrio en la microbiota permite la
proliferacion de organismos patogénicos (Meyer et al., 2001).

Los mayores beneficios obtenidos con el uso de los probidticos esta
relacionado con la adherencia al mucus y al epitelio intestinal (Granato et al.,
2004).

La adherencia al epitelio y al mucus intestinal es asociado con la estimulacion
del sistema inmune. La adherencia al mucus intestinal es también importante
para la colonizacién, un requisito para los probiéticos es controlar el
desequilibrio de la microbiota intestinal, el mucus intestinal tiene un doble
papel; protege a la mucosa de determinados microorganismos patdégenos, es
fuente de nutrientes y es el medio en la cual las bacterias beneficiosas pueden
proliferar, (Juntunen et al., 2001).

La actividad anti-infecciosa de Bifidobacteria probidticas contra Escherichia coli
productora de toxinas Shiga (STEC) O157:H7 fue evaluada en un modelo de
desafi6 empleando ratones ante la infeccion con STEC. La patogenicidad de la
infeccion de STEC, fue caracterizada por una marcada pérdida de peso
corporal y por la muerte posterior, observada en los controles infectados. El
tratamiento con probidtico produjo una concentracion elevada de acido acético
y una disminucion del pH en el intestino, estos efectos fueron relacionados con
la actividad anti-infecciosa, ya que la combinacion de una concentracion
elevada de acido acético y de un pH bajo inhiben la producciéon de STEC
durante el crecimiento “in vitro” (Asahara et al., 2004).

La presencia de microorganismos con propiedades probidticas en el intestino
es de gran importancia, puestos que estos componen un ecosistema,
impidiendo la colonizacibn por especies patogénicas como Listeria
monocytogene, E. coli, Salmonella sp. Es un efecto competitivo en el cual se
producen compuestos inhibitorios (Jacobsen et al., 1999).

Varios microorganismos como /lactobacilos, bifidobacteria, enterococos y
levaduras, son considerados microorganismos probiéticos, por presentar gran
resistencia a la condiciones acido lacticas del ambiente gastrointestinal, poseen
elevada capacidad de adherencia al mucus intestinal, asi como actividad
antagonista con otros microorganismos patdgenos (Weese et al., 2003).
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Las especies de Lactobacillus que colonizan la mucosa intestinal, se adhieren a
este tejido, estabilizando la microbiota local de los animales durante las fases
de desarrollo y de adultes (Pefia et al., 2004).

Diversos modos de accion probidtica ya fueron considerados, la interferencia
bacteriana con patdgenos intestinales es una modalidad bien establecida de
accion y puede ser mediada por las bacteriosinas, sustancias antimicrobianas,
especificas, que antagonizan con patégenos intestinales. Entretanto los
probidticos parece también afectar directamente la funcion inmune de la
mucosa con una modulacion de sintesis de inmunoglobulina A (IgA), la
formacion del mucus y la atenuacion del proceso antinflamatorio mediado por la
citoquinas locales (Wehkamp et al., 2004).

El uso de agentes probioticos parece ser muy significativo contra diarreas
virales, sugiriendo que exista un mecanismo inmunoldgico responsable por
este beneficioso. También puede ser observado con respecto a la afinidad de
microorganismos a la mucosa intestinal, una activacion del sistema inmune
innato, estimulando la actividad de células Natural Killer (Novak et al., 2001).

Un trabajo realizado por Perdigén et al. (1986) evidencio que dos dias después
de administrar un producto probidtico con células viables y no viables, fue
observada in vitro la actividad fagocitica de macrofagos peritoniales en ratones,
superior al grupo control.

Muchos trabajos cientificos también se preocupan por una posible reaccion de
hipersensibilidad con agentes probidticos. Sin embargo no existen indicadores
posibles capaces de atribuir esta reaccién a las bacterias acido lacticas, con
frecuencia se observa un aumento de la respuesta fagocitaria de modo
general, la manera como esto ocurre aun no esta determinada (Erickson y
Hubbard 2000).

También se ha estudiado la maduracion de las células dendriticas y su
estimulacion a través de las moléculas coestimuladoras de la familia B7 en
probioticos “in vitro”, observando un modesto aumento de su expresion (Drakes
et al., 2004).

Los probidticos fueron probados para aumentar las diferentes barreras del
tracto gastrointestinal, por exclusion competitiva, eliminacion inmune vy
regulacion inmune. Fueron probados también para estimular la resistencia
inespecifica del hospedero, ayudando de ese modo a la eliminacién de
patdgenos. Consecuentemente la aplicaciéon clinica mejor documentada de los
probiotico no esta en tratamientos de diarreas agudas. Los seres humanos, los
efectos documentados fueron relatados para aliviar la inflamacion intestinal, la
normalizacion de las funciones de la mucosa intestinal y el control de las
reacciones de hipersensibilidad. Estos datos demuestran que los probidticos
promueven mecanismos endogenos de defensa del hospedero. Asimismo, la
modificacion de la microflora intestinal por terapia probidtica puede ofrecer un
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potencial terapéutico en circunstancia clinicas asociadas con las funciones de
la barrera intestinal y la respuesta inflamatoria (Isolauri, 2001).

La respuesta inmune puede ayudar a controlar las bacterias intestinales, limitar
la trans locacion y disminuir los riesgos de infeccion. Con el tiempo la
microbiota intestinal puede inducir una tolerancia inmunoldgica, trayendo como
resultado la disminucién de la capacidad de reacciones en algunos de sus
componentes. Estos microorganismos aumentan constantemente las lineas de
defensa del tracto gastrointestinal a través de mecanismos como exclusion
inmunoldgica, eliminaciéon del caracter inmune y regulacion inmune, que
permite el establecimiento de esta convivencia dinamica entre los seres
humanos y los microorganismos (Novak et al., 2001).

Los mecanismos de accion antiflamatoria aparente, de los organismos
probidticos es oscuro. El Lactobacillus reuterii es eficaz contra colitis inhibiendo
la interlucina-10 (ratones de IL-10) deficiente. El factor de crecimiento de
NERVO (NGF), ademas la actividad de crecimiento neural, tiene efectos
antiflamatorios significativos en diversos sistemas experimentales “in vitro” e “in
vivo”, incluido un modelo de colitis. Estos autores realizaron un experimento
para explorar el mecanismos de efecto de Lactobacillus reuteri en lineas
epiteliales humanas T84 e HT29 y en sintesis de NGF y la respuesta en IL-8 en
el factor de necrosis tumoral alfa (Tnf-a). Concluyeron que Lactobacillus
reuterii tiene actividad antinflamatoria al epitelio humano, siendo probablemente
relacionado y actividad de probioticos ingeridos (Ma et al., 2004).

Fagocitosis

La fagocitosis es un mecanismo de los llamados no especificos de la respuesta
inmune. Este mecanismo es activado por ciertas moléculas que actian como
senales, varios autores han demostrado la activacion de esta funcién cuando
se administran leches fermentadas con Lactobacilos. Se observé un aumento
en la capacidad fagocitica, en 28 voluntarios humanos después de consumir 7
x 10 ' CFU / dia de B. bifidum o de L. acidophilus contenidos en 360 ml de
leche fermentada. Dicho efecto ha sido observado inmediatamente después de
concluidas 3 semanas de ingerir el producto fermentado. Sin embargo,
curiosamente la actividad fagocitica se incrementa aun mas cuando se mide 6
semanas después de interrumpir la ingesta de la leche fermentada (Wehkamp
et al, 2004).

Efecto de los probidticos sobre la respuesta inmune especifica:

El sistema inmune de la mucosa gastrointestinal es estimulado diariamente por
el pasaje continuo de los alimento y de antigenos microbianos. El efecto de
estas proteinas en la mucosa intestinal es la activacion y supresion de células
T, conduciendo a una respuesta de antigenos proteicos ingeridos,
representando una tolerancia oral. La supresiéon activa es definida como un
estado de respuesta de linfocitos T inducido por la accion directa de células T
regulatorias, que secretan factores inhibitorios tales como el factor 3 y el factor
de crecimiento y la interluquina-10 (IL-10). Muchos factores parecer afectar la
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induccidon de tolerancia, incluido la edad del hospedero, la naturaleza del
antigeno, y la frecuencia de alimentacion, la microbiota intestinal presenta un
papel principal en la induccién y manutencion de la tolerancia, sin embargo sus
mecanismos no estan bien esclarecidos (Prioult et al., 2004).

Las bacterias acido lacticas comprenden un porcentaje grande de la microbiota
normal de tracto gastrointestinal, estos microorganismos ejercen varios efectos
beneficiosos en el hospedero. Modulan la funciéon inmune del individuo, los
antigenos del lumen intestinal llegan al tejido linfoide de la mucosa a través de
las placas de Peyer en el intestino delgado. La entrega de los antigenos
directamente a este sitio podria realzar la posibilidad de encontrar unos
antigenos inmunizantes. Las vacunas actualmente elaboradas son eficaces
contra bacterias patogénicas atenuadas tales como Micobacterium,
Salmonella, Clostridium, muchos de los cuales fueron estudiados asociado con
las placas de Peyer. Las bacterias acido lacticas son considerados
microorganismos seguros y estan siendo evaluados para un uso como sistema
de entrega de antigenos en modelos biolégicos. Las bacterias acido lacticas se
asocian al tracto gastrointestinal de diversas maneras (Plant y Conway 2001).

Las bacterias acido lacticas recombinantes probaran ser inmunogénicas por la
ruta intranasal en ratones y excitar respuestas sistémicas muy elevadas de
inmunoglobulinas G (IgG1, 1gG2b, e IgGa) correlacionada con dosis de
antigenos (Grangette et al, 2001).

Después del tratamiento con componentes bacterianos, en las placas de Peyer
los linfocitos migran para todas las paredes del tracto gastrointestinal
diseminando respuestas inmunes por todo el intestino (Novak et al., 2001).

Las células linfoides se situan en tres compartimentos distintos en el tracto
gastrointestinal: en el tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal (GALT).
El GALT comprende las placas de Séller, el apéndice y los numerosos
linfonodos. Se considera que estos lugares son inductivos para respuestas
inmune intestinales. La lamina propia y compartimiento epitelial constituyen
locales efectores, mas no son importantes en los términos de expansién celular
y de diferenciacion dentro del sistema inmune de la mucosa. El GALT y otras
estructuras del tejido linfoide asociado con la mucosa son cubiertos por un
epitelio caracteristico asociado a foliculo que contienen las células de la
membrana (M).

Estas células epiteliales finas especializadas son particularmente eficaces en la
captacidon de antigenos vivos e inoperantes del lumen intestinal, especialmente
quedando naturalmente  articulado, muchas bacterias infecciosas
enteropatdégenas y agentes virales usan las células M como portal de entrada
(Brandtzaeg, 2002).

Citoquinas
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En estudios "in Vitro" se ha podido observar que al incubar células
mononucleares de sangre periférica con L. casei, L. acidophilus o
Bifidobacterium sp se favorece la produccion de IL1-a , TNF-a y IFN-g . Tanto
las bacterias intestinales como las lacticas inducen la secrecion de citoquinas,
por lo que podria existir una relacion entre algunos alimentos, la flora intestinal
y la regulacién del sistema inmune (Donglai et al, 2004).

El L. acidophilus Ke-10 posee también un efecto inmunomodulador en
experimentos tanto "in Vivo" como "in Vitro". Asi, se ha comprobado su
capacidad para restablecer la actividad proliferativa de linfocitos y para producir
IL2 en ratas con inmunodeficiencia inducida por radiacion (Zalashko et al,
1997).

También se ha observado que el L. acidophilus, tanto en cepas activas como
en producto terminado induce la produccion de IFN-g por macréfagos
(Kitazawa et al, 1994). Otros investigadores han descubierto que, después de
probar distintas bacterias lacticas, solo el Lactobacillus helveticus en un medio
cuya fuente proteica es la b -caseina, es capaz de modular la proliferacion de
linfocitos, aunque no ejerce accién alguna sobre la actividad citotoxica de las
células "natural killer". Cuando el sobrenadante del cultivo es activado por el
mitégeno concavalina A se produce un incremento en la produccion de IFN g y
una disminucién de los niveles de IL2, resultados que se correlacionan con un
descenso en la proliferaciéon de linfocitos. Los autores concluyen que la
actividad del sobrenadante del cultivo podria estar relacionada con la
interaccién con monocitos-macrofagos y células T "helper", especialmente del
tipo Th1 (Laffineur et al, 1996).

Con el fin de estudiar los mecanismos de accién debidos a la fermentacion de
la leche con las bacterias lacticas, se han llevado a cabo diversos estudios para
investigar qué componentes procedentes de las LAB podrian intervenir en el
desarrollo de la actividad inmunomoduladora (Donglai et al, 2004).

En este sentido, se ha atribuido la produccién de citoquinas al efecto que
podria ejercer un componente de la pared celular de las bacterias lacticas
(Solis et al, 1991). Por su parte, Rangavajhyala et al (1997) ha determinado
que la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL1-a y TNF-a) a partir de
macrofagos por una determinada cepa de L. acidophilus (LA1) depende de un
componente de naturaleza no lipopolisacarida procedente del LA1, ya que el
LPS de E. coli a distintas concentraciones no consigue estimular la secrecion
de dichas citoquinas. Un estudio para conocer en que medida el yogur
favorecia la recuperacion de un grupo de anoréxicas, se midio la sintesis de
Interferén g (INF-g), las Interleuquinas 2, 4, y 6 y el factor de necrosis tumoral a
(TNFa). Los resultados demostraron un aumento significativo de todas estas
citoquinas en el periodo en que los pacientes tomaron el yogurt (Marcos et al,
2000).

En un reciente e innovador estudio de investigacion llevado a cabo "in Vitro" se
comparan los efectos inmunolégicos de LAB y distintas enterobacterias sobre
enterocitos humanos (Delneste et al, 1998 y Pefa et al, 2004). Mientras que las
enterobacterias son capaces de activar las células epiteliales del intestino por
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si mismas, las LAB lo hacen mediante la induccién de la expresion de ciertos
marcadores superficiales en las células epiteliales intestinales haciéndolas mas
sensibles a la exposicion simultanea de IFN-g. Por otra parte, el mecanismo
disparado por las enterobacterias da lugar a una respuesta inflamatoria local
(con produccién de IL-8, MCP-1, TNF-a y GM-CSF) que no ocurre con las LAB,
caracteristica interesante en relacion con su papel protector de la mucosa
intestinal.

Probidticos de Bacterias acido lacticas.

Estudios realizados con bacterias acido lacticas demuestran que los probidticos
tienen efecto inmunoestimulante en animales y en el hombre, a pesar de que
aun no estan esclarecidos los mecanismos de accion por lo que esto ocurre
(Cross, 2002). Este efecto puede estar relacionado con la capacidad de los
microorganismos probidticos de integrarse con las placas de Peyer y las
células epiteliales intestinales, estimulando las células B productoras de IgA y
la migracion de células T del intestino (Perdigén y Holgado, 2000). También ha
sido demostrado que los probidticos favorecen la actividad fagocitaria
inespecifica de macrofagos alveolares, sugiriendo una accién sistémica por
secrecion de mediadores que estimulan el sistema inmune.

Maassen (2000) comprobaron que la sintesis de citoquinas por la mucosa
intestinal dependia de la cepa de Lactobacillus utilizada, con la necesidad de
realizar una cuidadosa seleccion de cepas de candidatas a ser probidticas.
Lactobacillus. casei presenta efecto inmunomodulador similar al de Bacillus
calmette-guerin (BCG), Corynebacterium parvum y Streptococcus pyogenes
(Perdigon y Alvarez, 1992). Este /actobacillus induce una respuesta celular tipo
1 en modelos murinos, aumentando la produccion in Vitro de IL-2 por células
peritoniales y de IFN-y por células esplénicas (Neuman, 2000). Su
administracién protege a los ratones contra los patdégenos intestinales por la
induccion del aumento de la capacidad fagocitica de macrofagos peritoniales y
la actividad de enzimas envueltas en la fagocitosis (Kato et al., 1983; Perdigon
y Alvarez, 1992), la actividad de las células asecinas (Natural killer) (Kato et al.,
1984), la producciéon del factor citotoxico por las células de Kupfer o de
macréfagos peritoniales (Hashimoto, 1985), y la secrecion de IgA en el lumen
intestinal (Perdigon, 1991; Perdigon, 1995).

El efecto de otros /actobacillus sobre la inmunidad también ha sido estudiado.
Avila, (1998) compararon la eficiencia de L. acidophilus, y de una vacuna
especifica y, la asociacion de estos dos productos en el control de la diarrea
por E. coli enterotoxigenica en cerdos y demostraron que los mejores
resultados fueron obtenidos con la combinacion de la vacuna y el probidtico. L.
casei cepa Shirota, estimula la respuesta inmune celular, aumentando la
concentracion de IFN-y, IFN- a y IL- 12, provocando una reduccion en los virus
predominantes del tracto respiratorio, cuando fue administrada por via nasal
(Hori, 2001) y oral (Hori, 2002).

L. rhamnosus reduce la morbilidad provocada por E. coli O157: H7 en ratones

infectados experimentalmente, estimulando el aumento de la actividad
fagocitica y de anticuerpos predominantes especificos en la IgA (Shu y Gill,
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2002). Perdigén, (1999) demostraron que L casei y L. plantarum se integran
con las células M de las placas de Peyer, estimulando la inmunidad secretora
especifica. Vitini, (2000) demostraron la influencia de administrar por via oral,
los diferentes especies de bacterias acido lacticas tales como L. casei, L.
acidphilus, L. rhamnosus, L. delbrueckii sudsp. Bulgaricus, L. plantarum,
Lactococcus lactis y Streptoccus thermophilus, y verificaron que el aumento de
la produccion de IgA no siempre estuvo correlacionado con el aumento del
numero de células T CD4, indicando que algunas bacterias sometidas a
experimentos inducen una activacion de células B productoras de IgA. También
fue observado que no hubo influencia sobre las células T CD8, indicando que
esas bacterias no fueron capaces de inducir citotoxicidad.

Otras bacterias acido lacticas también presentaron actividad inmuno-
moduladora. Yasui, (1999) comprobdé que la administracion de Bifidobacterium
breve estimuld el sistema inmune humoral en ratones provocando un aumento
de la produccion de IgA anti-Rotavirus y de IgG antivirus de la influencia,
protegiéndolos contra las infecciones. Shu et al, (2001) relataron que cerdos
tratados con B .lactis HN109 presentaron una disminucion de diarrea asociada
con Rotvirus y E.coli, unido a eso un aumento de los anticuerpos contra
patdogenos especificos en el tracto gastrointestinal, de la concentracion de
neutrofilos sanguineos y de la respuesta proliferativa de linfocitos T.

Con relacion a las bacterias no acido lacticas, se puede citar entre otros, el
trabajo de Coppola et al. (2004) que estudiaron el efecto de los probidticos
preparados con Bacillus cereus var. toyoi y con Saccharomyces boulardii la
repuesta inmune de ratones y la vacunacion simultanea con una bacterina
tetravalente de E.coli patogénica para cerdos y una vacuna replicante contra
Parvovirus canina. Comprobaron que el probiético de S. boulardii induce una
respuesta humoral significativamente mas alta que la bacterina, en cuanto al
probiotico de B.cereus var. toyoi induce una respuesta significativamente mas
alta que la vacuna de Parvovirus en canino. Fue detectado que esplendcitos de
ratones suplementados con S. boulardii producian IL-4 quedando estimuladas
con fimbrias purificadas de E. coli in Vitro.

Probidticos de Saccharomyces boulardii.

Saccharomyces boulardii es una levadura, no patogénica, utilizada en la
prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades gastrointestinales
(Lourdes-Hattingh y Viljoen, 2001), que mantiene sus propiedades probioticas
aun cuando es administrada junto con antimicrobianos (Rolfe, 2000). Los
probioticos preparados, con esa levadura protegen los ratones de las toxinas
de Clostridium difficile (Corthier, 1992), en ratones convencionales vy
gnotobioticos contra infecciones por Salmonella typhimurium y Shigella flexnei
(Rodriguez, 1996). La administracion aumento significativamente la
concentracion de IgA intestinal en ratones (Buts et al., 1990), asi como de
antitoxina A de C. difficile en IgA intestinal (Qamar, 2001). Una porteasa
extraida de levadura inhibié los efectos de las toxinas A, B de C. difficile en la
mucosa del colon humano (Castagliuolo, 1999).
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La administracién de probidtico elaborado con la levadura favorece la repuesta
inmune celular tipo 1 y 2 estimulando la produccion de IFN-y, y la IL-4 en
ratones gnotobioticos (Rodriguez, 2000). Coppola et al. (2004) comprobaron
que S. boulardii aumento la respuesta inmune humoral de ratones a una
bacterina de E. coli.

Probidticos de Bacillus.

La principal ventaja de Bacillus sobre las bacterias acido lacticas, en la
elaboracion de un probidticos, reside en la capacidad de esporular, lo que les
confiere mayor sobre vivencia durante el; transito estomacal (Hoa, 2000),
durante la elaboracion, transporte y almacenamiento (Gil Turnes., 1999). Estos
probioticos promueven la ganancia de peso y el control de las diarreas,
reducen la mortalidad peri natal en cerdos (Zani, 1998), y en pollos (Richter et
al., 1999). Cuevas, (2000) comprobaron el aumento de la ganancia peso y la
disminucién significativa de la mortalidad por el sindrome de ascite en pollos,
Lohnert et al. (1999) comprobaron el aumento de la ganancia de peso al 10 %
en terneros machos suplementados con este probiotico.

Otras cepas de Bacillus fueron también utilizadas con resultados satisfactorios
como probidticos. B.cereus CIP 5832 produce efectos beneficiosos en cerdos
durante el fin de prefies y la lactancia, asi como en lechones en crecimiento
(Alexopoulos, 2001).

La eficacia de los probidticos depende de la concentracién bacteriana en la
dieta. Roth y Kirchgessner (1988a) comunicaron que el aumento de peso total y
la conversion, alimentaria de los cerdos mejoraron cuando el probiéticos fue
incluido en las concentraciones de 5x10® o 1x10° esporas viables por kg de
dieta, mas no en concentraciones menores. Eidelsburger et al. (1992) utilizaron
el mismo probidtico en concentraciones de 2,5x108 esporas por Kg de dieta, y
la ganancia de peso y el consumo de la racién cayeron 8,1% y 9,0%
respectivamente, entretanto la conversién alimenticia aumento en 5,6%.
Kyriakis, (1999) relataron que B.licheniformes fue mas efectivo en el control de
Escherichia coli entero tdxica en cerdos en concentracion de 1x10” esporas por
gramo de dieta que aun la concentracion diez veces menor. En terneros, se
encontré, también una relacion entre la concentracion y la eficacia, ya que el
aumento de peso y la eficiencia alimentaria aumentaron de 3,9% y 3,2 %
respectivamente. Cuando la concentracion de Bacillus cereus fue de 1x 10 °
esporas viables por Kg, entretanto en las concentraciones menores no tiene
efecto (Roth y Kirchgessner, 1988b).

Ademas de los efectos mencionados, las bacterias del genero Bacillus, pueden
estimular la respuesta inmune y ser utilizados como inmunomoduladoras. B.
firmus aumento la resistencia contra la infeccién experimental por Listeria
monocytogenes en ratones (Mara, 1994). Beliavskaia, (2001) demostraron que
B. subtilis recombinarte evita la inmunosupresion causada por la vacunas
replicantes contra Parvovirus y Cinomose, acelerando la formacién de clones
de memoria y aumentando la respuesta inmune especifica debido a la accién
del interferon y2 secretado por la bacteria no interior del lumen intestinal.
Conceicao et al. (2002) demostraron que el probiético Cen Biot estimula
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respuesta inmune humoral en una bacteria de Escherichia coli en ratones,
Coppola et al. (2003) comprobaron que este probidtico aumenta
significativamente la respuesta inmune de ratones en una vacuna replicante de
Parvovirus canino.

El Bacillus subtilis es un agente inmuno estimulador en una variedad de
enfermedades in Vitro y estimulador in vivo de secrecion de inmunoglobulina A
(Ig A) (Green et al., 1999).

Consideraciones finales.

Dentro de los efectos que provocan los probiéticos en animales y en el hombre
se destaca su accion estimulante sobre el sistema inmunolégico al favorecer la
diferenciacion de células supresoras o estimuladoras y como resultado final
mejorar los rendimientos productivos. Se han realizado muchas pesquisas para
demostrar dicho efecto, pero aun existe desconocimiento sobre los
mecanismos de accién, por lo que se hace necesario continuar el estudio para

esclarecerlos.
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