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El microbioma, cambio de paradigma?

Durante muchos afos se ha planteado en la medicina
el paradigma acerca de que el hombre y los microbios
son fundamentalmente antagonistas que interactuan
en un combate en el que el mejor elemento de
defensa consiste en el desarrollo de nuevos y mejores
antibidticos que actuen contra los microbios.

Sin embargo, en los ultimos afios, el desarrollo
de la ciencia nos ha permitido comprender que
la interacciébn de los microorganismos con su
hospedador, esto es el ser humano resulta en un
mecanismo complejo, atractivo y revolucionario.

Por otra parte, resulta interesante que ello trasciende
el ambito de la medicina dado que por ejemplo en
gastronomia se ha logrado tener en cuenta que
las interacciones entre la dieta y el microbioma
influyen en la biologia humana, por ello se estan
re-descubriendo ciertos sabores tales como los
resultantes de la fermentacion extrema.

Es evidente que para los profesionales de la medicina
es muy importante conocer los pormenores de la
interaccion de los microorganismos con el ser humano.

Conceptualmente, se entiende por microbiota el
conjunto de microorganismos que ocupan un habitat
especifico y se encuentran de forma habitual en el
cuerpo humano, y resulta similar aunque no idéntico el
concepto de microbioma el que consiste en el conjunto
de genomas de la comunidad de microorganismos
que conviven con nosotros.

Pero ademas se ha superado la idea de que los
microorganismos constituyen una entidad aislada
y sin comunicacion con su hospedador; dado que
actualmente se considera que enrealidad se relacionan
y vinculan de tal manera que la ruptura de su equilibrio
podria desencadenar un cuadro patolégico.

Por ello hemos decidido encarar este numero de
Educandonos pensando especialmente en aportar a
los sefiores profesionales algunos conceptos acerca
de este tema tratando de abordarlo de manera
conceptual, didactica y fundamentada para lo que
hemos recurrido a destacados especialistas, con
trayectoria en el area, para que nos ilustren y aporten
su conocimiento, entre ellos la Prof. Dra. Alicia Farinati
(Profesora Emérita Titular de Microbiologia Clinica
y Parasitologia de la Universidad del Salvador), el
Dr. Ignacio Dei Cas (Doctor en medicina con su
tesis titulada “Caracterizacion de la microbiota
intestinal en pacientes con psoriasis de Argentina”
y médico dermatodlogo), la Dra Carina Boncompain
(Doctora en ciencias biomédicas con su tesis titulada
“Bacteriofagos como herramientas de intervencién
antibacteriana: aislamiento, caracterizacion y usos
biomédicos” y médica dermatologa), John Gaviria
(médico dermatdlogo con una maestria en Biologia
Molecular cutanea y capilar de la Université de Paris) y
la médica Maria Florencia Mascardi (Becaria doctoral
del CONICET en el Instituto de Medicina Traslacional e
Ingenieria Biomédica). Simplemente, el agradecimiento
por aportarnos su saber y a traves de ello permitirnos
poder comprender y valorar este novedoso tema.

Roberto Glorio
Profesor Regular Adjunto UBA
Doctor en medicina UBA
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PERSPECTIVA HISTORICA

" Médico dermatologo de planta. Doctor en medicina UBA.

PROYECTO MICROBIOMA
HUMANO

Antes de completar el proyecto de secuenciacién del
genoma humano, algunos investigadores predijeron
que se encontrarian ~ 100000 genes. Sin embargo,
para sorpresa de muchos, los resultados arrojaron
que nuestro genoma solo contiene alrededor de
20000 genes codificantes de proteinas, un ndmero
no muy diferente que el de la mosca de la fruta. Sin
embargo, al ampliar la visién de nosotros mismos, el
numero 100000 probablemente sea una subestimacion.
Los genomas colectivos de nuestros simbiontes
microbianos (el microbioma) nos proporcionan rasgos
que no hemos tenido que evolucionar por nuestra
cuenta. Si nos consideramos un complejo de especies
microbianas y humanas, nuestro bagaje genético es un
resumen de los genes incorporados en nuestro genoma
humano y microbioma, y nuestro metabolismo presenta
una coalescencia de rasgos humanos y microbianos.
Surge asi la figura de un “supraorganismo humano”.
Por lo tanto, comprender el rango de la diversidad
genética y fisiolégica humana significa que debemos
caracterizar nuestro microbioma y los factores que
influyen en la distribucion y evolucion de nuestros
socios microbianos. El resultado puede proporcionar
una perspectiva adicional sobre la evolucion humana
contemporanea, con sus cambios en nuestros estilos
de vida y biosfera, y por lo tanto en nuestra salud y
predisposicion a las enfermedades.

mid-1600s:
First microbes
described

Microbiota. 7

El Proyecto Microbioma Humano (PMH) es una extension
conceptual y experimental del proyecto Genoma
Humano. EI PMH no es un proyecto Unico, sino una suma
de multiples proyectos que se lanzaron simultaneamente
en multiples zonas del mundo. Los secuenciadores de
ADN y espectrometros de masas estan impulsando a la
microbiologia a una nueva era que extiende su enfoque
de las propiedades de organismos aislados al estudio
de comunidades enteras. EIl PMH abordd algunas de
las preguntas mas inspiradoras, desconcertantes y
fundamentales de la ciencia del siglo XXI.2 El 13 de junio
de 2012, un importante hito del PMH fue anunciado
por el director del National Institutes of Health (NIH).
Dicho anuncio se acompafné de una serie de articulos
publicados en Nature el mismo dia.®* Mediante el mapeo
de la composicién microbiana normal de humanos
sanos, gracias al uso de técnicas de secuenciacion de
genoma, los investigadores del PMH crearon una base
de datos de referencia e introdujeron los primeros datos
de la variacion del microbioma en los humanos.

Partiendo de 242 voluntarios sanos en Estados Unidos, se
recolectaron mas de 5000 muestras de 15 localizaciones
corporales diferentes en hombres y de 18 localizaciones
en mujeres como la boca, nariz, piel, intestino, vagina,
etc. Todo el ADN, humano y microbiano, fue analizado
mediante técnicas de secuenciacion de ADN. La
informacién acerca del genoma microbiano se extrajo
mediante la identificacion del ARN ribosomal 16S.

1800s - Present:
Culture, staining,
and microscopy
used to study
microbes that can
be cultured

circa 1600: 1800s: 1990s:
Microscope Connection DNA sequencing
invented made between becomes available,
microbes and ‘ allowing study of
disease microbes that cannot
be cultured

Figura 1. Perspectiva historica del estudio de los microorganismos.
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Figura 2. Sistema de clasificacion de 3 dominios. Los organismos procariotas incluyen a las Bacterias y Archaeas y el dominio
Eukarya incluye a las células eucariotas. Este sistema de clasificacion no incluye a los virus. Extraido de Nester’s Microbiology.”

Se calculé que mas de 10.000 especies microbianas
habitaban el ecosistema humano, identificando el 81-
99% de los géneros.

Ademas de establecer la base de datos de referencia
del microbioma humano, el proyecto también descubrio
algunas “sorpresas”, como las siguientes:

¢ Los microbios aportan mas genes responsables
de la supervivencia humana que los genes propios de
los humanos. Se estima que los genes codificadores de
proteinas bacterianas son 360 veces mas abundantes
que los genes humanos.

e Las actividades metabdlicas microbianas
(por ejemplo, digestion de grasas) no siempre son
proporcionadas por la misma especie bacteriana. Asi, la
propia presencia de dichas actividades parece importar
mas que qué especie en concreto la realice.

e Los componentes del microbioma humano
cambian con el tiempo, y son afectados por enfermedades
y medicacion. Sin embargo, el microbioma finalmente
vuelve a un estado de equilibrio, aunque cambie la
composicién de los tipos bacterianos.*®

MUNDO MICROBIANO

Afines de ladécadade 1970, Carl Woese y col. determinaron
la secuencia de nucledtidos del ARN ribosomal en una
amplia variedad de organismos. Sobre la base de estos
datos, reconocieron que los procariotas podrian dividirse
en dos grupos principales que difieren entre si tanto

como difieren de las células eucariotas. Esto llevé a un
revolucionario sistema de clasificacion que separa a los
procariotas en dos dominios: Archaea y Bacterias. Todos
los organismos eucariotas, incluidos los humanos, se
encuentran en un tercer dominio: Eukarya.® (Fig. 2)

Estrategias utilizadas para clasificar
microorganismos®

Comprender la relacion evolutiva, o filogenia de
los microorganismos es importante para crear una
clasificacion. Sin embargo, determinar la relacion
evolutiva entre los microorganismos es mas dificil que
para las plantas y los animales. Los microorganismos no
solo tienen pocas diferencias en tamafo y forma, sino
que también no se someten a la reproduccion sexual.
Histéricamente, los taxonomistas se han basado en
caracteristicas fenotipicas, como el tipo de pared celular
y la capacidad de degradar ciertos compuestos, para
clasificar a los procariotas. En la actualidad, el desarrollo
y la aplicacion de técnicas moleculares permiten
determinar la filogenia de los microorganismos.

Jerarquias taxonomicas®

Las categorias de clasificacion taxonémica se organizan
en orden jerarquico, siendo la especie launidad basica. La
designacion de la especie otorga un estatus taxondmico
formal a un grupo de microorganismos o cepas
relacionados, que a su vez, permite su identificacion.

Las categorias taxonomicas incluyen:

e FEspecie: Grupo de cepas estrechamente
relacionadas. Los miembros de una especie no son
todos idénticos. La dificultad reside en determinar cuan
diferentes deben ser dos microorganismos para ser
clasificados como especies separadas en lugar de cepas
de la misma especie.

e Género: Coleccién de especies similares.

e Familia: Coleccion de géneros similares. En
la nomenclatura procariética, el nombre de la familia
termina en el sufijo -aceae.

e Orden: Coleccién de familias similares. En la
nomenclatura procariotica, el nombre de la orden termina
en el sufijo -ales.

e Clase: Coleccioén de 6rdenes similares.

¢ Filo o Division: Coleccion de clases similares.

¢ Reino: Coleccion de filos o divisiones similares.

® Dominio: Coleccion de reinos similares. El dominio
refleja las caracteristicas de las células que forman el
organismo (Archaea, Bacteria, Eukarya).

Bacteria Archaea

Microbiota.

Sistemas de clasificacion®

Los sistemas de clasificaciéon cambian con los afios a
medida que se descubre nueva informacién. El esquema
de clasificacion actualmente aceptado por la mayoria de
los microbidlogos es el sistema de tres dominios. Esto
designa a todos los organismos como pertenecientes
a uno de los tres dominios: Bacterias, Archaea, y
Eukarya. El sistema se basa en el trabajo de Carl Woese
y sus colegas, quienes compararon las secuencias de
nucledtidos en el ARN ribosomal de una amplia variedad
de organismos. Los datos de ARN ribosomal son
similares entre las bacterias y las arqueas.

Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey®

Alli se describen todas las especies de bacterias y
arqueas conocidas. Si las propiedades de un organismo
procariotico recientemente aislado no concuerdan con
alguna descripciéon en el Manual de Bergey, entonces
se presume que se ha aislado un nuevo organismo. La
edicién mas reciente de este completo manual se publico
en cinco voliumenes y clasifica las bacterias y las arqueas

Figura 3. Evolucion del holobionte y transmision vertical a través de las generaciones. Extraido de Dominguez Bello y col.



segun la informacioén mas reciente sobre su filogenia. En
algunos casos, esta clasificacion difiere sustancialmente
de la de la edicién anterior, que agrupaba los organismos
segun sus caracteristicas fenotipicas.

Conceptos generales

Los microorganismos procariotas (bacterias y arqueas)
han conquistado esencialmente todos los habitats de
la tierra y por lo tanto pueden considerarse ubicuos.
Ocupan ambientes que difieren profundamente en sus
condiciones fisicoquimicas y los sustratos disponibles
para el crecimiento. Los habitats microbianos abarcan
desde ambientes marinos y de agua dulce, respiraderos
hidrotermales de aguas profundas, suelo y aire, hasta
plantas y animales. Los microbios que prosperan en
un habitat dado se adaptan de manera o6ptima a las
condiciones que prevalecen en él. Algunas comunidades
microbianas soportan condiciones duras como alta
temperatura, altasalinidad y pH alto o bajo. La capacidad
de los procariotas para colonizar esencialmente todos
los habitats de la tierra refleja 4 mil millones de afios de
evolucion. Dependiendo del ambiente, los organismos
procariéticos pueden ser fototréficos, quimiotréficos,
litotréficos, autoétrofos, heterdtrofos y combinaciones
de los mismos, lo que indica una alta variabilidad
metabdlica. Ademdas de desempefar funciones
esenciales en los ciclos globales de carbono, nitrégeno
y azufre, también se encuentran procariotas en animales
y humanos donde una temperatura constante favorece
el crecimiento microbiano.?

En todas las etapas de la vida, los humanos conviven
asociados con microorganismos y sus productos. Las
bacterias aparecen hace alrededor de 3.8 mil millones
de afios y el linaje eucariota, que incluye a las células
humanas hace aproximadamente 2.4 mil millones de
afios junto con la oxigenaciéon de la atmodsfera.’” Los
seres humanos evolucionaron conjuntamente con los
microbios del medio ambiente, y cada habitat corporal
tiene un conjunto Unico de microorganismos en su
microbiota. El microbioma (término acufiado por Joshua
Lederberg) consiste en la comunidad ecolégica de
microorganismos comensales, simbiéticos y patégenos
que comparten nuestro cuerpo.’'? Los holobiontes
son entidades formadas por la asociacion de diferentes
especies que dan lugar a unidades ecolégicas. Se utiliza
comunmente para referirse a la asociacién entre un
macroorganismo (animal o planta) y los microorganismos

simbidticos que componen su microbiota. A su vez, el
contenido gendémico colectivo del genoma del huésped,
las organelas y el microbioma asociado se conoce como
el “hologenoma”."®

Los holobiontes y los hologenomas representan una
unidad critica de la organizacion biolégica, que incluye
el genoma nuclear, las organelas y el microbioma. Se
pueden producir cambios beneficiosos, neutrales y
perjudiciales en cada uno de los tres subniveles anteriores
y contribuyen a la variacién de los rasgos holobiontes,
que a su vez son la materia prima sobre la que puede
actuar la seleccién. En consecuencia, la variacion en el
microbioma también puede contribuir a la adaptacion y
la evolucion de una especie determinada.' (Fig. 3)

Se estima que el cuerpo humano esta compuesto por 3
x 1013 células eucaridticas y 3,9 x 10'® microorganismos
colonizadores, de manera que las células huésped y la
microbiota son casi del mismo numero en un individuo
a diferencia de lo que se creia anteriormente cuando
se calculaba que la relacion microorganismos/células
humanas era de 10/1."® Las mayores concentraciones de
microbios ocupan el intestino, la piel y la cavidad oral. La
microbiota de nuestro organismo es tolerada por nuestro
sistema inmunoldgico debido a la evolucién conjunta
de ambos a lo largo del tiempo. A nivel intestinal, la
abrumadora mayoria de las microbiota corresponde a las
Eubacterias. El metagenoma de la microbiota entérica
contiene mas de 100 veces el nimero de genes que el
del genoma humano, y hay aproximadamente 10 veces
mas genes en cada uno de nuestros microbiomas que
en cada uno de nosotros, codificando la mayor fuente de
antigenos potenciales con los que debe hacer frente el
sistema inmune.™ En los seres humanos, el microbioma
interviene en el metabolismo de los glucanos,
aminoacidos y xenobioticos. También es responsable de
la sintesis de vitaminas, isoprenoides y otros nutrientes
que hacen que los humanos sean “sUper organismos”
cuyo metabolismo representa una amalgama de
funciones humanas y microbianas.™

Composicion del microbioma
Organismos Procariotas

La clasificacién de los Procariotes (LPSN; http://
www.bacterio.net) incluye dos dominios (Bacterias y
Archaeas), subdivididos a marzo de 2020 en 42 filos
en el dominio Bacterias y 5 filos en el dominio Archaea.
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Juntos, estos 47 filos abarcan mas de 400 familias y
2500 géneros.'!17:18

La capacidad de obtener la secuencia de los genes
utilizados para la clasificacion filogenética (16S rARN,
recA, rpoB, gyrB, etc.) utilizando métodos independientes
del cultivo permite la descripcién de nuevos organismos.
Se sabe que al menos 30 filos y 950 géneros estan
asociados con el microbioma humano.'®

Organismos eucariotas

Poco se conoce del rol de los organismos eucariotas
(extremadamente diversos) en el microbioma basandose
el conocimiento actual principalmente en su rol como
agentes causales de enfermedad y encontrandose solo
pocos estudios que hayan evaluado su impacto en
individuos sanos.?

El microbioma eucariota humano incluye patégenos,
comensales y organismos benéficos. Los hongos
albergan una amplia diversidad de organismos. Como
los hongos son parte del medio ambiente y de la
alimentacion humana, puede ser dificil diferenciar entre
organismos transitorios y comensales sin un estudio
longitudinal, a menos que ocurra una enfermedad o
una infeccién oportunista.?’ Los helmintos, que se
clasifican como parte de los animales, incluyen los

Predominance
.\'lclp/l\/m occt
Streprococci
Lactobacillus
Bifidobacterium

|

. |
adulthood /\ | cl_dg_r_ly_‘ >

Distinct differentiated W Diversity
microbiota Y Firmicutes

A Stability A Bactervides

* Firmicutes * Proteobacteria
* Bac l('l“l&l('\

cestodos, trematodos y nematodos y suelen ser causa
de enfermedades en millones de personas en todo el
mundo. Los protozoos incluyen una gran cantidad de
organismos que son médicamente importantes, aunque
no todos los portadores sean sintomaticos.?

Virus

El microbioma intestinal incluye bacteriéfagos cuyo
huésped son las bacterias. Los bacteriéfagos en el
intestino humano son de tres clases: un conjunto de
bacteridfagos centrales compartidos entre mas de la
mitad de la poblacién humana, un conjunto comun de
bacteriéfagos que se encuentra en el 20% al 50% de los
individuos y un conjunto de bacteriéfagos que son Unicos
para una persona. El fagosoma intestinal (conjunto de
bacteriofagos en el intestino) disminuye significativamente
en individuos con enfermedades gastrointestinales.® El
Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus en su
version de 2018 enumerd 149 familias y 5561 especies
de todos los virus conocidos.?* El viroma humano se
superpone con otros viromas animales.

Variaciones del microbioma segun localizacion
corporal y el tiempo

Elucidar la biogeografia de las comunidades bacterianas
en el cuerpo humano es fundamental para establecer
como base saludable (microbiota saludable) a partir de la



cual detectar diferencias asociadas con enfermedades.
Hace mas de una década Costello y col., con el objeto
de obtener una vision integrada de la distribucion
espacial y temporal de la microbiota humana, estudiaron
la composicién bacteriana de 27 sitios corporales
diferentes en 7-9 adultos sanos, en cuatro oportunidades.
Descubrieron que la composicion de la comunidad
bacteriana estaba determinada principalmente por la
zona corporal. Dentro de los hébitats, la variabilidad
interpersonal fue alta, mientras que los individuos
exhibieron una variabilidad temporal minima. Varias
ubicaciones de la piel albergaban comunidades mas
diversas que el intestino y la boca, y las ubicaciones de
piel diferian en sus patrones de ensamblaje comunitario.
Estos resultados indican que nuestra microbiota, aunque
personalizada, varia sistematicamente entre los habitats
y en menor medida a través del tiempo, pudiendo revelar
tales tendencias como los cambios en el microbioma
causan o previenen enfermedades. Los habitats
corporales diferian en el grado en que sus comunidades
bacterianas exhibian variacién compositiva. Si bien
las diferencias intrapersonales (a lo largo del tiempo)
fueron menores que las diferencias interpersonales (en
cada dia) dentro de todos los habitats examinados, las
comunidades de la cavidad oral fueron significativamente
menos variables en términos de membresia, que todos
los otros hébitats. La estructura de la comunidad
intestinal fue muy variable entre las personas, pero
exhibié una variabilidad minima dentro de las personas a
lo largo del tiempo. Las comunidades de la piel (cabello,
orificio nasal y conducto auditivo externo) tuvieron los
niveles mas altos de variabilidad intrapersonal a lo largo
del tiempo, y estuvieron aproximadamente a la par con el
intestino en términos de variabilidad interpersonal.™

Microbioma en la infancia

Histéricamente, la placenta era considerada un entorno
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intrauterino “estéril”. Aagaard y col. describieron que el
microbioma placentario es consistentemente diferente al
de otras partes del cuerpo, incluyendo la piel y el tracto
urogenital. Curiosamente, el microbioma placentario es
mas similar al de la cavidad oral.?® Sin embargo, otros
estudios no han encontrado evidencia suficiente para
desterrar el concepto de “placenta: tejido estéril”?6?7,
requiriéndose mayor numero de investigaciones
para clarificar esta discrepancia. Las comunidades
microbianas asociadas a los lactantes inicialmente

poseen altas concentraciones de anaerobios facultativos

como Escherichia coli y Streptococcus spp., pero estas
poblaciones son reemplazadas posteriormente por
anaerobios estrictos que coinciden con una reduccién en
la tensiéon de oxigeno.?® Aunque existe evidencia reciente
de que el feto se encuentra con bacterias placentarias y
amnidticas en el Utero, esta claro que el parto contribuye
a la primera inoculacién de microbios colonizadores.?
Las comunidades microbianas colonizan las superficies
externas del bebé inmediatamente después del
nacimiento. La ruptura de membranas durante el parto
expone al bebé a los microbios vaginales y fecales.
Un trabajo de parto prolongado aumenta el riesgo de
infecciones oportunistas.®® Ya a la semana de vida, la
microbiota establecida en el recién nacido es muy similar a
la encontrada en lactantes de 1 mes. Durante los primeros
6 meses los metabolitos dependientes de la leche modulan
la microbiota del lactante y promueven la generacién de
células T regulatorias. Las bacterias también inducen al
tejido linfoide intestinal asociado a la mucosa a través
de receptores Toll like, y modulan la inmunidad mediada
por células Th. Por lo tanto, la activacién, polarizacion
y expansion de las células T virgenes pueden adquirir
un perfil Th1 y / o células efectoras Th17.'° Después de
terminada la lactancia estricta, comienza la denticion y el
aparato Gl del bebé ha madurado hasta poder incorporar
alimentos semisélidos a la dieta que brindan nuevos
sustratos. Estos soélidos cambian las condiciones en el
intestino inferior y la diversidad microbiana del intestino
aumenta hasta los 3 afios de edad.?! Estudios recientes
demostraron que los bebés nacidos por via vaginal son
mas saludables en comparacion con los bebés nacidos
por cesarea. Los nifios nacidos por via vaginal tienden
a albergar la microbiota que se encuentra tipicamente
en el tracto reproductivo femenino, como Lactobacillus.
En contraste, el parto por cesarea se asocia tipicamente
con Staphylococcus spp. y otras bacterias asociadas con
la piel de la madre y el entorno hospitalario.® Los nifios
nacidos por cesarea tienen un riesgo significativamente
mayor de asma, enfermedades del tejido conectivo,
artritis juvenil, Ell, deficiencias inmunitarias, leucemia3
y enfermedad de Crohn®, aunque algunos estudios
contradicen estos hallazgos®, requiriéndose estudios de
cohorte para concluir relaciones causales en este sentido.

El microbioma infantil exhibe varios atributos compartidos
independientemente del método de nacimiento. En
general, el microbioma infantil a menudo esta dominado
por los géneros Bifidobacterium, Bacteroides y miembros

detaxones clostridiales.'® Modificaciones en el microbioma
a edades tempranas podrian aumentar potencialmente
el riesgo de desarrollar enfermedad celiaca, asma,
diabetes tipo 1 y obesidad.® Estas condiciones podrian
tener implicancias médicas a largo plazo que interactian
reciprocamente con el microbioma intestinal.

Las principales alteraciones del microbioma infantil
suelen ser secundarias a la hospitalizacion y el uso
de antibidticos, en especial durante los primeros afios
de vida. Como los antibiéticos seleccionan cepas
resistentes, el uso indiscriminado de antimicrobianos
conduciria a la disbiosis intestinal, lo que podria
aumentar la susceptibilidad a infecciones bacterianas
agresivas como enterocolitis por C. difficile y bacteriemia
por Enterococcus resistente a la vancomicina.®”

La dieta, al igual que en el adulto, ejerce una fuerte
influencia en lacomposicién estructural del microbioma del
recién nacido. Diversos estudios indican que los lactantes
alimentados a pecho a menudo poseen un microbioma
intestinal significativamente diferente y menos diverso
en relacion a los lactantes alimentados con formula. La
leche humana incorpora varios compuestos bioactivos
importantes para la nutricion infantil, incluidos los lipidos,
las proteinas y la lactosa. Ademas, varias moléculas de la
leche mejoran el desarrollo inmunolégico y neurolégico.

Llamativamente la leche humana posee glucanos que
escapan a la digestion por las glicosil hidrolasas del
huésped y son utilizados por la microbiota intestinal
del lactante. Por lo tanto, estos oligosacaridos de la
leche humana (HMO) estan disponibles para guiar el
establecimiento y la funcion del microbioma infantil.

El desarrollo de la microbiota intestinal durante la
infancia puede tener efectos duraderos en la salud futura
del individuo.°

La leche humana es generalmente aceptada como la mejor
nutricién para los recién nacidos y se ha demostrado que
apoya el crecimiento y desarrollo éptimos de los bebés. La
leche humana también proporciona componentes bioactivos
que son importantes para optimizar la colonizacion
microbiana intestinal, la maduracién inmune, el desarrollo
metabdlico e incluso el desarrollo cognitivo. La leche materna
tiene una menor capacidad buffer que haria al intestino
mas susceptible a una disminucién del pH secundaria a

la producciéon de é&cido por la fermentacion bacteriana
en el colon. El pH fecal del lactante alimentado con leche
materna esta entre 5 y 6 con predominio de Bifidobacterias,
mientras que los lactantes alimentados con férmula tienen
un pH fecal en el rango de 8-9. El pH mas bajo en el intestino
es un factor importante para restringir el crecimiento de
Enterobacterias, Clostridios y Bacteroides, y favorece la
proliferacién de Bifidobacterias y Lactobacilos tolerantes al
acido. La leche humana también contiene muchos factores
antimicrobianos, como péptidos parcialmente digeridos o
fermentados, acidos grasos de la leche, lactoferrina, lisozima
e IgA secretora (slgA). Estos factores pueden disminuir la
prevalencia de patdégenos en el ecosistema intestinal de los
bebés. La amplia gama de oligosacaridos no digeribles que
se encuentran especificamente en la leche humana pero no
en la leche de otros mamiferos es un factor importante en
la prevencion del crecimiento de patégenos en el tracto G138
(gastrointestinal)

Microbioma y envejecimiento

A medida que los humanos envejecen, la composicién
del microbioma también cambia. El envejecimiento esta
acompafado por la apariciéon de una gran cantidad de
cambios clinicos, incluido un estado proinflamatorio
basal (“inflamacién-envejecimiento”) que se relaciona
directamente con la microbiota de los adultos mayores
y aumenta su susceptibilidad a las enfermedades que
acompafan el envejecimiento. Los estudios en adultos
mayores demuestran que la microbiota intestinal se
correlaciona con la dieta, el nivel basal de inflamacion y
el lugar de residencia (por ejemplo, vivienda comunitaria,
instituciones geriatricas).*®* Se han establecido vinculos
entre la microbiota y una variedad de problemas clinicos
que afectan a adultos mayores, como el sindrome de
fragilidad fisica (sindrome clinico-biolégico caracterizado
por una disminucién de la resistencia y de las reservas
fisiolégicas del adulto mayor ante situaciones
estresantes, a consecuencia del acumulativo desgaste
de los sistemas fisiologicos, causando mayor riesgo
de sufrir efectos adversos para la salud como: caidas,
discapacidad, hospitalizacién, institucionalizacién y
muerte, colitis, atrofia vulvovaginal, carcinoma colorrectal
y enfermedad aterosclerética).*?

El cambio mas drastico asociado con el envejecimiento
intestinal es un cambio en la proporcién relativa de
organismos, por ejemplo, los Firmicutes dominan en los
jovenes y los Bacteroidetes en los ancianos.



La evaluacién de la expresion de miRNA en todo
el genoma revel6 que la mayoria de los miRNAs
disminuyen con la edad. Curiosamente, los miRNAs
derivados del huésped también pueden influir en la
composicién del microbioma intestinal.*!

Se ha documentado que la restriccion de calorias puede
aumentar la vida util de los organismos. Zhang y col.*?
demostraron que la restriccion de calorias enriquece
positivamente los filotipos bacterianos relacionados
con la vida. Se ha demostrado que las bacterias del
género Lactobacillus aumentan en animales con una
dieta baja en grasas, y este entorno reduce los filotipos
que se correlacionan negativamente con la vida. Los
cambios inducidos por la restriccion calérica en la
microbiota intestinal ocurren concomitantemente
con una reduccion significativa en los niveles séricos
de la proteina de unién a lipopolisacaridos (LPS), lo
que sugiere que los animales sometidos a restriccion
caldrica establecen una arquitectura estructuralmente
equilibrada de microbiota intestinal que ejerce un
beneficio para la salud mediante la reducciéon de la
carga antigénica.

Los cambios relacionados con la edad en el sistema
inmune también parecen afectar la produccion de
citocinas y el envejecimiento esta relacionado con la
produccion excesiva de citocinas proinflamatorias
“geriatricas”, como IL-6, TNFa e IL-1b. Una posible
explicacién podria ser que el envejecimiento afecta
la funcién de las células epiteliales intestinales (CEl),

células que regulan la funcién efectora de varios tipos
de células en la mucosa intestinal, como las CD vy las
células Treg. 4

Se demostré que los cambios en la microbiota ocurren
durante el envejecimiento y se correlacionan con el
estado de salud y la dieta.44 Uno de estos cambios
relacionados con la edad en la composicion de la
microbiota intestinal es un aumento en la abundancia
de bacterias Gram-negativas productoras de LPS, como
Bacteroides, Proteobacterias y otros patdgenos. El
aumento de bacterias que producen LPS, que pueden
actuar como endotoxinas, podria causar inflamacién en
el intestino. Ademas, otro factor que podria contribuir
a aumentar las enfermedades relacionadas con el
intestino en los ancianos es una disminucién en las
concentraciones intestinales de 4acidos grasos de
cadena corta (SCFA), especialmente acetato, butirato y
propionato, y una reduccién en el filo Firmicutes, cuyo
producto final metabdlico primario es el butirato, en
comparacion a sujetos jovenes.*

La relacién entre el envejecimiento y el microbioma no
es estrictamente unilateral. Existen multiples lineas de
evidencia que demuestran la capacidad de los microbios
para cambiar sustancialmente la fisiologia del huésped.*6

En consecuencia, la manipulacién del microbioma de
los adultos mayores resulta prometedora como una
estrategia innovadora para intervenir en el desarrollo de las
comorbilidades asociadas con el envejecimiento.*” (Fig. 4)
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La ubicuidad de los metabolismos dominantes “centrales™
contrasta con la variabilidad de las funciones de baja
abundancia especificas de nicho, muchas de las cuales
permanecen sin caracterizar. Se sabe que los inmigrantes
de paises en desarrollo pierden diversidad a través de las
generaciones, a medida que adquieren estilos de vida y
enfermedades del mundo occidental.? Centrarse en las
funciones, en lugar de los taxones, puede ser importante
para abordar algunas preguntas de investigacion y
clinicas, pero puede no ser aplicable a otras, porque cada
cepa ofrece una combinacion de funciones bajo presiones
de seleccién multiples y, por lo tanto, es dificil determinar
qué componentes del ecosistema puede ser manipulado
sin consecuencias involuntarias.

DISBIOSIS

La incidencia de muchas enfermedades humanas
multifactoriales frecuentes, como la diabetes, la obesidad,
las alergias, el asma, los trastornos neurodegenerativos y
la Ell (enfermedad inflamatoria intestinal), ha aumentado
significativamente durante los dos ultimos siglos. La corta
duracidondeeste periodo, que abarcasolo unnumerolimitado
de generaciones humanas, hace improbable que estos
trastornos puedan explicarse solo por factores genéticos.
Los cambios en el estilo de vida y las modificaciones
de los factores ambientales post revolucion industrial
probablemente se asocian con la creciente incidencia de
estas enfermedades autoinmunes e inflamatorias. y las
enfermedades metabdlicas. Estos factores ambientales y
de estilo de vida incluyen alteraciones en la dieta, actividad
fisica, higiene, longevidad, exposicion a xenobidticos y la
capacidad humana para controlar la luz y la temperatura.
Recientemente se ha reconocido que es necesario
considerar otro conjunto de genes al evaluar el impacto de
dichos factores ambientales en la salud humana, a saber,
el metagenoma de la totalidad de los microorganismos
que colonizan el cuerpo humano.® El microbioma ha
evolucionado conjuntamente con el genoma eucariota de
su huésped y tanto el genoma humano como el genoma
microbiano han estado sujetos a presiones dietéticas y
ambientales.”

Los tiempos de generacion sustancialmente mas cortos
de los microorganismos comensales, en relaciéon con
los humanos, hacen que el microbioma sea susceptible
de cambios evolutivos rapidos en una escala de tiempo
mucho mas corta y puede sugerir que la adaptacion
del metagenoma a los cambios en las condiciones
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ambientales es mas rapida que la del genoma del huésped.
En los Ultimos anos, muchas de las enfermedades
multifactoriales modernas que muestran una incidencia
cada vez mayor se han asociado con una estructura
microbiana anormal, denominada disbiosis.

La comunidad microbiana intestinal sana se puede
caracterizar en términos de diversidad, estabilidad y
resistencia, y resiliencia, que se definen respectivamente
como la riqueza del ecosistema, su capacidad de
perturbacion y su capacidad para volver al estado previo
a la perturbacion.™ Una definicion comin de disbiosis la
describe como una alteracion compositivay funcional en la
microbiota que es impulsada por un conjunto de factores
ambientales y relacionados con el huésped que perturban
el ecosistema microbiano que excede su capacidad de
resistencia y resiliencia."

Hay una serie de limitaciones en la definicion basica
de disbiosis como un estado alterado de la comunidad
bacteriana. Primero, la enorme variabilidad interindividual
en la composicién de la microbiota (que depende tanto de
la ubicacion geogréfica, la edad y los habitos dietéticos'
plantea la pregunta acerca de qué es una poblaciéon de
referencia y lleva a que casi cualquier configuracion
microbiana pueda ser llamada “disbiética” cuando se la
compara con un control particular.

Ademas, las adaptaciones del microbioma a condiciones
ambientales alteradas o cambios en el estado del huésped,
que resultan en una composicién y funcién anormales de
la comunidad, pueden tener consecuencias beneficiosas,
neutrales o perjudiciales.

ORIGENES DE LA DISBIOSIS

Infeccion e inflamacion: La disbiosis causada por una
infeccion entérica se observo por primera vez en modelos
de ratones con infeccion por Citrobacter rodentium y
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium,
en la que la inflamacion comprometié la capacidad de la
microbiota de proporcionar resistencia a la colonizacién
contra microorganismos invasores. La inflamacién inducida
por el sulfato sodico de dextrano o la deficiencia genética
de la interleucina-10 (IL10) condujo en ratones a cambios
en la comunidad microbiana y favorecié el crecimiento
de patégenos entéricos.”! Ademas de la infeccion
intestinal, el crecimiento de los miembros de la familia
Enterobacteriaceae inducido por la inflamacién puede
promover el desarrollo de cancer colorrectal y sepsis.'®



Dieta y xenobidticos: La dieta tiene una influencia
considerable a corto y largo plazo en la composicién
de la microbiota intestinal. En ratones alimentados
con una dieta baja en fibra, la diversidad microbiana
se reduce progresivamente a lo largo de generaciones
consecutivas.' Del mismo modo, una dieta alta en grasas
reduce la diversidad microbiana en ratones.'®* Ademas del
contenido nutricional de los alimentos, los xenobibticos
(todo compuesto quimico que no forme parte de la
composicién de los organismos vivos) tienen el potencial
de alterar la colonizacion comensal homeostatica. Esto
ha sido descripto en el caso de los antibiéticos’® pero
también para los edulcorantes artificiales no caléricos'y
los emulsionantes dietéticos.'®

Genética: Ademas de los factores ambientales, la
genética del huésped participa en la conformacién de la
composicion de la microbiota intestinal. Un estudio en
gemelos monocigéticos identificd que multiples taxones
de la microbiota intestinal eran compartidos entre ellos
avalando lainfluencia de la genética del huésped.'® El locus
que codifica el receptor humano de vitamina D, y varios
otros loci humanos involucrados en funciones inmunes y
metabdlicas actuarian como potenciales impulsores del
control microbiano a través de la genética del huésped.?
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Sin embargo, el impacto de la dieta excederia a los
antecedentes genéticos del huésped.?!

Transmision familiar: La colonizacién intestinal después
del nacimiento estd determinada por la microbiota
materna y en particular, por el tipo de parto (parto
vaginal o cesarea). Sin embargo estudios tanto en
ratones libres de gérmenes como en neonatos humanos
han demostrado que los factores maternos por si solos
no son suficientes para explicar el ensamblaje de la
microbiota de un individuo. La transmisiéon ambiental
parece tener una importancia adicional, ya que los
microbiomas de los miembros de un hogar en particular
son mas similares entre si que a los microbiomas de
los miembros de otros hogares. Tanto la transmision
microbiana familiar como la ambiental pueden tener
una importancia fenotipica en algunos trastornos al
introducir un componente de microbiota transmisible en
las enfermedades no infecciosas, pero también pueden
provocar una falsa disbiosis.?

Otras causas: Se han sugerido otros factores como
posibles instigadores de disbiosis dentro de los que se
incluyen las alteraciones del ritmo circadiano?®, la dieta
materna con alto contenido de grasa® vy el embarazo,
entre otros.?
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LOS DESAFIOS

El método: Cuando se comprendié la importancia del
estudio del microbioma, nos encontramos con un gran
desafio: la vasta mayoria de los microorganismos eran
dificiles de estudiar, ya que ello dependia de cultivos
en laboratorio, técnica que consume tiempo, detecta
un estrecho rango de especies y aporta informacion de
escasa profundidad. La historia dio un giro en los afios
70 con el desarrollo de métodos independientes de
cultivo, basados en la extraccién, secuenciacion y analisis
del ADN de muestras bioldgicas.” Desde entonces, y
gracias al impulso generado a partir del Proyecto Genoma
Humano, las técnicas se han ido perfeccionando hasta
el punto de permitir cuantificar a todos los miembros de
una comunidad microbiana, identificar diferencias entre
las especies que la conforman, y conocer sus actividades
biomoleculares a nivel individual y poblacional.

El costo: Aunque la secuenciacion de ADN existe desde
larga data, histéricamente ha sido una técnica costosa.
Considerando que el estudio del microbioma requiere del
andlisis de millones de secuencias a la vez, el segundo
gran desafio tecnologico fue superar el problema de los
costos. No fue sino hasta el afio 2005 que el advenimiento
de la secuenciacion de alto rendimiento convirtié esta
tarea en algo econémicamente factible' (Fig. 1) (Tabla).

Los datos: Mientras que los métodos de secuenciacion
de alto rendimiento supieron dar respuesta a los
desafios mencionados, simultaneamente nos presentan
un nuevo reto: analizar eficientemente la inmensa
cantidad de datos que se obtienen como resultado.
Los datos crudos de la secuenciacién, llamados
lecturas, consisten en millones de secuencias cortas
que corresponden a las regiones de los genomas de las
células presentes en una muestra. La bioinformatica es
la ciencia que combina los conocimientos de la biologia
y programacién para la gestion de estos datos.™ La
constante evolucion de este area y el desarrollo de
procesadores de eficiencia creciente nos permiten
conocer al microbioma cada vez en mas profundidad;
pero los largos tiempos requeridos y la falta de un
diagrama de trabajo “Gold Standard” para estos analisis
demuestran que aun hay mucho que mejorar.

LAS PREGUNTAS

La eleccién del término comunidad para referirse al
microbioma no es casual. Esta perspectiva ecolégica

Métodos de estudio del microbioma.
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Figura 1. A) Secuenciacion de alto rendimiento (secuenciacion
de nueva generacion, o secuenciacion NGS). Esta
secuenciacion permite analizar mdltiples muestras y miles
de genes simultaneamente en un mismo proceso, mientras
que la secuenciacion de primera generacion (secuenciacion
de Sanger) sdlo puede utilizarse para realizar |a lectura de una
muestra a la vez.

B) Evolucion temporal en los costos de la secuenciacion
de ADN por megabase de secuencia Imagen tomada de:
Wetterstrand, K. (Ago. 2020). DNA Sequencing Costs: Data
Recuperado de: https://www.genome.gov/about-genomics/
fact-sheets/DNA-Sequencing-Costs-Data

hace foco en las interacciones dinamicas de los
microorganismos entre si y entre ellos y el huésped,
dando visibilidad a patrones mucho mas estables y
significativos que el analisis de organismos individuales.
Es importante detenerse a reflexionar este concepto
previo a comprender la metodologia y estadistica detras
del estudio del microbioma.

Por otro lado, gracias a los recursos tecnolégicos
aportados por la secuenciacion de nueva generacion
y la Bioinformatica, se han desarrollado campos de
conocimiento que se subespecializan en el estudio de
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distintos niveles moleculares. En conjunto se denominan
ciencias omicas, y al estudiar el microbioma desde
la perspectiva ecolégica, buscan dar respuesta a las
siguientes preguntas:

e;Cémo estd compuesta la comunidad
microbiana?

Los estudios de diversidad taxonomica son los que
investigan este aspecto.

*;Qué actividades y vias metabdlicas pueden
realizar los miembros de la comunidad microbiana?

La metagenémica funcional se encarga de describir
qué funciones biolégicas ejercen los miembros de una
comunidad.

*;Qué actividades y vias metabdlicas estan
realizando los miembros de la comunidad microbiana?
La transcriptomica se dedica a estudiar la expresion
génica, es decir, el ARN.

*;Qué proteinas se sintetizan a partir de la
actividad de la comunidad microbiana?

La protedmica es el campo que estudia y analiza las
proteinas y péptidos.

¢; Qué productos se generan a partir de las vias
metabdlicas activadas por la comunidad microbiana?

La metaboldmica representa el campo de estudio que
se encarga de identificar y cuantificar los metabolitos
presentes en un organismo (aminodcidos, hidratos
de carbono, lipidos, acidos nucleicos, y derivados
metabdlicos de todos ellos).

Estas preguntas pueden combinarse con distintas
variables, como caracteristicas y habitos del huésped o
paciente, para responder cuestiones como:

* ;Qué participacion tienen las caracteristicas
del microbioma en la salud o enfermedad?

¢; Como inciden las caracteristicas o habitos del
paciente sobre los microorganismos que lo colonizan?

En ultima instancia, las ciencias traslacionales que
investigan al microbioma buscan identificar potenciales
blancos para la intervencién terapéutica, y huellas
moleculares que permitan realizar diagnésticos y
prondsticos de manera costo-efectiva (biomarcadores).'®

Diversidad taxonémica y secuenciacion del gen 16S
rRNA

La comunidad que conforma al microbioma es,
esencialmente, una coleccibn de especies de
microorganismos, cada uno con su propio genoma
distintivo. Por lo tanto, a partir de la secuenciacién de alto
rendimiento, podemos asignar una frecuencia absoluta

TABLA. Principales diferencias entre las técnicas de
secuenciacion de Sanger y de alto rendimiento Tabla
adaptada de: Dutta, D. (Nov. 2020). Does Next Generation
Sequencing (NGS) make Sanger Sequencing outdated?
Recuperado de: https://debprasaddutta.wixsite.com/
debprasad/single-post/2018/11/18/does-next-generation-
sequencing-ngs-make-sanger-sequencing-outdated
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a cada uno de estos genomas distintivos, o, desde una
perspectiva estadisticamente mas util, se puede hablar en
términos de la abundancia relativa que representa cada
genoma dentro de la comunidad de la muestra.

En un contexto de investigacion traslacional, en el que
se busca identificar patrones y diferencias en cuanto a la
taxonomia del microbioma de distintas muestras, interesa
conocer la diversidad poblacional. Esta es una medida
de la distribucion taxondmica dentro de una comunidad,
la cual puede plantearse en términos de cuantos taxones
distintos hay, o en términos de su distancia filogenética
(distancia evolutiva; qué tan similares o distintos son
los genomas de los taxones). Al momento de evaluar
taxonomia, no resulta practico obtener la secuencia
completa de todos los genomas del microbioma que
debemos analizar. Existen genes conocidos como
marcadores, que son secuencias de ADN especificas
que permiten identificar microorganismos al nivel de
especie y cepa. Dentro de la variedad marcadores que
podrian emplearse para un andlisis taxonémico, el mas
utilizado es el gen de la subunidad 16S del ARN ribosomal
(comunmente referido como 16S rRNA o, simplemente,
gen 16S).%"7 La subunidad 16S del ARN ribosomal es
ubicua en todas las células procariotas, y por lo tanto, la
secuenciacion del gen que codifica para esta subunidad
es especialmente utilizada cuando se busca conocer qué
especies de bacterias (y, en menor medida, de arqueas),
se encuentran presentes en una muestra. Este gen consta
de 9 regiones hipervariables, cada una de ellas flanqueada
por ADN altamente conservado. Son las regiones
hipervariables las que proporcionaran la informacion
respecto a qué especie o cepa bacteriana corresponde
cada genoma.”® Aunque esta técnica es relativamente
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economica y simple, y muy frecuentemente utilizada para
describir la poblaciéon que conforma un microbioma, no
debe olvidarse que excluye del analisis a virus y hongos,
que a pesar de estar presentes en una proporcion mucho
menor que las bacterias, existen evidencias crecientes
de su impacto en la dinamica del sistema y en los
procesos de salud-enfermedad.’®?® Algunos marcadores
alternativos que se utilizan para estudiar taxonomia de
hongos son el gen de la regién del espaciador transcripto
interno (gen ITS) y el gen codificante para la subunidad
18S del ARN ribosomal.?' En cuanto a los virus, aiin no se
ha identificado un gen ubicuo que pueda hacer las veces
de marcador.

Un aspecto importante a tener en cuenta es que,
incluso en individuos de la misma especie, puede haber
pequeias diferencias en sus genoma, y por lo tanto, las
puede haber en la regién variable del gen 16S.22 Mas aun,
en el proceso de secuenciacion existen ciertas chances
de que se introduzca algun error en la lectura. Por lo tanto,
a la hora de realizar el andlisis taxonédmico no se puede
ser estrictamente conservador y pretender agrupar en la
misma especie solamente a aquellos individuos con 100%
de identidad. Existe cierto grado de divergencia permitido
por consenso, siendo habitualmente 97% el punto de corte
en similitud de secuencias.?® El grupo o cluster resultante
de la clasificacion de genomas asumidos como idénticos
se conoce como Unidad Taxonémica Operacional u OTU
(por las siglas en inglés de Operational Taxonomic Unit).

Andlisis de la diversidad del microbioma en términos de
OTUs
Una vez obtenidas la frecuencia absoluta y abundancia
relativa de cada OTU, estas pueden expresarse en
histogramas, o pueden utilizarse para los conocidos
Anadlisis de Componentes Principales (PCA) o Andlisis
de Correlacion Canonica (CCA), que permiten identificar
correlaciones con otras variables (por ejemplo, con las
caracteristicas clinicas del paciente) y evaluar cuan
significativa es la relacién de cada OTU con las variables
analizadas.?* Los estimadores de diversidad taxonémica
basados en OTUs son (Fig. 2):

eDiversidad alfa Se utiliza para expresar
cuantos tipos diferentes de especies y en qué cantidad
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se encuentran presentes en una muestra en particular.
Es decir, resume diferencias taxonémicas dentro de
la muestra, y mayor diversidad alfa significara mayor
variedad en ella.

® Diversidad beta Se utiliza como medida de
similitud entre muestras, y valores menores de diversidad
beta implican menor diferencia entre las comunidades
analizadas.
Estos estimadores pueden ser utilizados para describir
cualquier tipo de variable categodrica.

Andlisis de la diversidad del microbioma en términos de
filogenia

Laestructurade unacomunidad también puede serdescrita
acorde a su distribucion filogenética, la cual ademas de
clasificar taxonémicamente a los microorganismos segun
sus genomas, considera y expresa qué tan similares o
diferentes son. Esto es importante porque genomas como
los de las bacterias son muy variables y las regiones
utilizadas para identificarlas varian en un continuo (Fig.
3A) . La métrica de distancia mas utilizada para expresar
diversidad a partir de una distribucion filogenética es
UniFrac.

UniFrac, que deriva de unique fraction (fracciéon Unica),

es una medida que se obtiene al comparar arboles
filogenéticos de muestras de microbioma, identificar
las especies que las diferencian (es decir, las que estan
presentes en una pero no en la otra), e inferir la distancia
filogenética entre estas especies (Fig. 3B). Por ejemplo:
al comparar el microbioma de los pacientes A, B y C,
se observé prevalencia de Bacteroides fragilis (familia
Bacteroidaceae, orden Bacteroidales) en el paciente A,
mientras que el paciente B presenta mayor abundancia
de Bacteroides caccae (familia Bacteroidaeceae, orden
Bacteroidales), y en el paciente C predomina Prevotella
copri (familia Prevotellaceae, orden Bacteroidales).
Entonces, la distancia UniFrac entre el microbioma del
paciente Ay B seria menor que entre los pacientes Ay C.
Existen distintas variantes de esta métrica, pero las mas
importantes a conocer son:

e Distancia UniFrac no ponderada Permite
calcular las diferencias cualitativas entre las muestras
analizadas. Se calcula considerando solamente la
presencia o ausencia de las especies en el microbioma de
una u otra muestra.

e Distancia UniFrac ponderada Permite calcular
las diferencias cuantitativas entre las muestras, ya que
considera los valores de abundancia relativa de los
microorganismos de las comunidades.?®

Metagendémica funcional y secuenciacién shotgun

Como se menciond anteriormente, el abordaje del
estudio del microbioma puede realizarse desde
la pregunta “;Como estan compuestas estas
comunidades?”, para lo cual se utilizan técnicas de

secuenciacion de un gen marcador; pero también
se puede plantear desde “;Qué funciones tienen los
microorganismos de estas comunidades?”. Este ultimo
tipo de enfoque, mas complejo que el anterior, se vale de
otro tipo de secuenciacién de alto rendimiento, conocida
como secuenciacion del metagenoma completo o
secuenciacion shotgun (secuenciaciéon WMS por whole-
metagenome shotgun sequencing). Estas técnicas

pueden generar decenas de millones de lecturas de
todos los metagenomas presentes en las muestras
de microbioma que se analizan en simultaneo. Como
toda secuenciaciéon NGS, dichas lecturas corresponden
a pequefios fragmentos de ADN, que luego son
contrastadas contra una base de datos con genomas
de referencia para identificar a qué gen corresponden y
de qué microorganismo provienen (proceso de mapeo).
Al hacer este mapeo con una base de datos que
contenga genomas completos, podrian ensamblarse
las lecturas obtenidas (proceso de ensamblado) y
entonces obtenerse metagenomas completos. De todas
formas, el ensamblado de genomas completos exige de
recursos computacionales y humanos muy avanzados,
por lo que hoy en dia es posible lograrlo en un nimero
limitado de circunstancias.?®

Al obtenerse lecturas de todos los genes de una
muestra, no solo se puede identificar “quién esta ahi”
sino que también es posible saber “qué pueden hacer”
los microorganismos presentes. Por supuesto, esto es
un proceso relativamente sencillo cuando se dispone
de informacion de todos los genes en una base de
datos, pero se convierte en una tarea ampliamente mas
dificil cuando se desconoce la funcion de los genes
identificados o se carece de base de datos completas
y curadas. Es por eso que, al dia de hoy, estudiar el
genoma fungico (micobioma) o viral (viroma) presente
en una muestra del microbioma constituye un desafio
mucho mas grande que el estudio de genoma humano
o bacteriano, para los cuales se dispone de bases de
datos mucho mas completas.

Como la secuenciacion shotgun no inicia las lecturas
desde sitios especificos sino azarosos, los fragmentos
de reads crudas que se obtienen pueden corresponder
a porciones de genes adyacentes o s6lo a una fraccién
de un gen. Por lo tanto, para lograr analizarlos, es
necesario ensamblar los fragmentos consolidando
contigs (deriva de contiguos; son el resultado del
ordenamiento de las lecturas crudas en relacion al
genoma usado como referencia). (Fig. 4)

La secuenciacion de todo el ADN presente en el
microbioma permite saber qué genes se encuentran
alli, pero ello no implica que esos genes sean
transcripcionalmente activos, es decir que no
necesariamente se estan expresando. Siguiendo el
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mismo pensamiento, hablar de que un microorganismo
estd presente en una muestra no tiene la misma
implicancia que hablar en términos de que ese
microorganismo estd mas o menos activo en el
paciente. Si pensamos en la idea de metagendmica
funcional, resulta mucho mas util conocer qué
actividades efectivamente estan llevando a cabo los
microorganismos de la comunidad analizada. Por lo
tanto, con este fin se implementa la secuenciacién del
ARN, denominada RNA-seq, y el resultado de este
tipo de técnica da lugar al metatranscriptoma de la
muestra (es decir, la totalidad de secuencias de ARN
presentes). Debido a que las técnicas de secuenciacion
son dirigidas a la lectura de ADN, la RNA-seq implica
un paso previo, que es la sintesis de ADNc (ADN copia;
resultado de la transcripcion inversa de ARN a ADN).

Analisis de enriquecimiento

Habitualmente, los genes o contigs son agrupados
por homologia funcional, eliminando la variable de
qué especie los lleva o expresa, conformando grupos
de genes ortélogos. Luego de esta reagrupacion, es
posible hacer un andlisis de enriquecimiento, esto
es, realizar su identificacion mediante descriptores
funcionales, los cuales se expresan mediante codigos
especificos segun la base de datos que se emplee.
Algunos de los descriptores funcionales mas utilizados
son los de la base de datos KEGG (clasifica acorde a las
vias metabdlicas que representan los genes)?” y Gene
Ontology (agrupa a los genes o transcriptos de acuerdo
a las caracteristicas del producto que codifican, ya sea
un componente celular, o un mediador de procesos
bioldgicos o sus funciones moleculares).?

Finalmente, al igual que se explico para la clasificacion
taxondmica, los resultados obtenidos de la clasificacion

funcional pueden utilizarse para realizar analisis
multivariados que incluyan, por ejemplo, caracteristicas
de los grupos de pacientes de los que provienen las
muestras de microbioma. Asi, podrian identificarse
biomarcadores o blancos terapéuticos al determinar las
consecuencias fenotipicas de la composicién de una
comunidad y su actividad biomolecular.?¢3°
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MICROBIOMA ORAL

En contraste con los estudios numerosos sobre la
microbiota oral, la estructura de dicha comunidad,
incluyendo levaduras y Archeas, ha sido sélo
recientemente examinado. Hay muchos procesos locales
y sistémicos vinculados a la microbiota oral: formacion
de la placa dentaria y desarrollo de caries, asociaciéon
con el cancer oral, enfermedades cardiovasculares,
neumonias, nacimiento de pretérmino y diabetes. Es en
esta zona del organismo, conjuntamente con el tracto
intestinal, en la que se han estudiado exhaustivamente
las interacciones de los microorganismos. (Fig. 3) La
cavidad bucal puede servir de reservorio de patdbiontes
intestinales potenciales que pueden exacerbar una
enfermedad intestinal.

MICROBIOMA RESPIRATORIO

S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis y
Staphylococcus aureus junto a una microbiota
importante de microorganismos anaerobios, colonizan
habitualmente de forma asintomatica la nasofaringe
de los nifios pequefios. Los antibidticos y las vacunas
pueden modificar la microbiota al eliminar ciertas
bacterias que forman precisamente parte de la misma.
Estos organismos estan en una relacién compleja pero
equilibrada entre si'y, por lo tanto, la manipulacién de uno
puede desencadenar efectos en los otros componentes.
No debemos olvidar la interaccién de las especies, ya que
la supervivencia de uno puede incidir en la desaparicion
o incrementar la de otro. Ademas, los factores del
hospedero parecen influir en el resultado de esta
competencia o interrelacién. Hay numerosos ejemplos
de las intrerrelacoiones de los microorganismos Uno de
ellos y relacionado con los integrantes de la microbiota
respiratoria, es la de la actividad del sobrenadante de
un cultivo de S.pneumoniae que inhibe el crecimiento
de H.influenzae “in vitro”, mientras que el sobrenadante
de cultivo de H. influenzae no tiene ningun efecto sobre
el crecimiento de S.pneumoniae. Este efecto selectivo
parece estar causado por la produccién de peréxido
de hidréogeno por S. pneumoniae en condiciones
de crecimiento aerdbico. En iguales condiciones, S.
pneumoniae secreta una neuraminidasa que desialila
(retira el acido sialico) el lipopolisacarido de la pared
celular de H. influenzae. Esta desialilacién probablemente
aumenta el efecto bactericida de dicho factor sobre H.
influenza. Es importante tener en cuenta la influencia
de las infecciones virales ya que provocan alteraciones
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Figura 2. Participacion en % de las diferentes microbiotas en
el microbioma humano

en el tejido respiratorio. H.influenza no tipificable (HINT)
y S.pneumoniae se recuperan con mas frecuencia de
pacientes con infecciones virales que de los que no las
tienen, lo que sugiere un vinculo entre la infeccién viral y
la colonizacién bacteriana postulada desde hace tiempo.
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También M. catarrhalis es un patdégeno importante
tanto en nifios como en adultos. Existe variabilidad en
la epidemiologia entre sitios geograficos. En nuestro
medio quizds es menos relevante y su hallazgo en las
patologias infecciosas del aparato respiratorio superior
esta bastante por debajo de los reportados en otros
paises. Es posible que la baja recuperacion obedezca
a un reservorio en el tejido linfoideo y penetracién
intracelular ya que la la inmunidad a largo plazo sugiere
que la colonizacién por Moraxella catarrhalis es mas
frecuente de lo que determina el cultivo de rutina.

MICROBIOMA INTESTINAL

Uno de los héabitats con mayor diversidad de
microorganismos es el tracto gastrointestinal, por
caracteristicas tales como las condiciones estables de
temperatura, osmolaridad y suministro de alimentos.
La microbiota intestinal mantiene la homeostasis en el
tracto gastrointestinal y la alteracion de este equilibrio
da como resultado infeccién e inflamacion. Tal es el caso
del estébmago: a esta altura, el tracto digestivo tiene
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un pH 2 (muy acido), en el que no todas las especies
de microorganismos pueden sobrevivir y prosperar.
No obstante, en este nicho pueden desarrollarse las
especies aerobias y resistentes a la acidez, como
Helicobacter pylori, bacteria relacionada con gastritis,
Ulceras y hasta tumores. El intestino delgado tiene
un pH 4 (4cido) y poco oxigeno, por lo que ahi se
encuentran especies aerotolerantes. Aqui se presentan
principalmente bacterias de los géneros Streptococcus
y Lactobacillus. El colon humano tiene un pH 7 o mayor,
es estéril al nacer, y la inoculacién microbiana ocurre
durante el parto.!

Generalmente, los primeros colonizadores son
anaerobios facultativos, enterococos y enterobacterias,
seguidos de anaerobios obligados. La microbiota es
diversa y favorecida por el pH. En términos de las
poblaciones plancténicas y luminales, las especies
numéricamente dominantes en esta microbiota adulta
compleja son anaerobios no formadores de esporas
pertenecientes a los géneros Bacteroides, Eubacterium y
Bifidobacterium. Las especies bacterianas que podemos
encontrar aqui son Faecalibacterium, Escherichia y
Lactobacillus tanto aerobios como anaerobios, de
relevancia clinica por su relaciéon con enfermedades y

con su tratamiento. En menor medida, también estan
presentes los cocos grampositivos anaerdbicos y
clostridios.2 Estas bacterias, y muchas mas, constituyen
un ecosistema microbiano en la magnitud de 1013 UFC.
La comunidad microbiana intestinal representa una de
las fuentes mas importante de diversidad metabolica y
genética. Podemos encontrar tres modelos de simbiosis
microbiana-huésped: =~ Competicion, = Combinacion,
Cooperacion.

Aparte de la simbiosis microrganismo-huésped debemos
mencionar la simbiosis microorganismo-microorganismo
para lograr el metabolismo de ciertos compuestos. Las
bacterias del tracto digestivo requieren carbohidratos
como nitrégeno para crecer en forma optima. Para
permitir la obtencién maxima las bacterias podrian
funcionar sincrénicamente. Esto ha sido bien estudiado
en relaciéon con las bacterias celuloliticas en rumiantes.
Recordemos que la microbiota intestinal es la mas
afectada posiblemente con el uso de antimicrobianos
que se eliminan por via digestiva sin metabolizarse. La
presiéon de seleccion es notable y los microorganismos
resistentes seleccionados se diseminan luego al
ambiente. Desde el estémago hasta el colon, el tracto
gastrointestinal esta cubierto con una capa de moco que
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Figura 6. BP de S.typhimurium (b) y el control donde la BP esta ausente (microscopia electronica'®.

Heinreich Lunsdorf).

forma una interfaz entre el huésped y la luz intestinal.® De
hecho, este moco, adherido a la superficie de las células
epiteliales, forma un gel protector de tal manera que, en
la situacion saludable normal, las células huésped nunca
estan expuestas directamente al contenido luminal. Esta
capa continua varia en grosor mostrando un aumento
general desde el colon derecho hasta el recto. De hecho,
el grosor del moco varia de 48 a 273 pm. Ademas de
su funcion protectora generalmente aceptada, esta
capa también actua como lubricante para el transito del
contenido luminal a lo largo del tracto digestivo. También
es interesante destacar que este mucus y posiblemente
el exopolimero de las BP permita el atrapamiento de
los bacteriéfagos. Esta hipotesis denominada BAM
(bacteriophage adhering to mucus) sugiere un unico
componente del sistema immune animal gobernado por
una interaccion mutualista entre diferentes reinos. Los
anaerobios predominantes que se encuentran asociados
con el tejido mucoso son Bacteroides y Fusobacterium
spp. De hecho, se ha descubierto que las fusobacterias
tienen una funcién de “puente” dentro de las BP, formando
puentes de cohesion entre colonizadores tempranos
y colonizadores tardios y, por lo tanto, contribuyen al
establecimiento y acumulacion de BP3.

Grupos bacterianos asociados con el ambiente luminal
y mucoso del colon humano.

e Bacterias luminales / plancténicas: Bacteroides -
Eubacterium- Bifidobacterium - Lactobacillus - cocos
grampositivos - Clostridium

e Bacterias asociadas a la mucosa / BP: Bacteroides-
Fusobacterium -Espiroquetas - Escherichia coli -
Helicobacter -Bifidobacterium- Cocos gram positivos.
Parece probable que ciertas bacterias tengan una
ventaja competitiva al colonizar la capa mucosa. Por
ejemplo, las espiroquetas tienen una estructura Unica
que da como resultado una motilidad que les permite
nadar en medios altamente viscosos como es el
mucus protector. Por lo tanto, estas bacterias pueden
penetrar con éxito el moco del colon y residir en él. En
el intestino, L. reuteri produce abundante formacién
de BP en presencia de lactosa, galactosa y glucosa.
Sin embargo, un aumento gradual en la concentracién
de azlcar provoca una disminucién significativa en su
formacién Ademas, las condiciones relacionadas con el
entorno gastrointestinal, como el bajo pH, la presencia
de bilis y mucinas, modulan la la produccion de BP,
como ya explicamos sobre la importancia de estos
factores. Un nuevo estudio* de Hold G y Allen-Vercoe
E que proporciona informacién mecanicista sobre el
potencial carcinogénico de las BP microbianas de la
mucosa del colon humano, confirmando que tanto la
composicion como la organizacion de la microbiota,
junto con la respuesta inflamatoria del huésped, son
factores que contribuyen a crear la “tormenta perfecta”
en términos de carcinogénesis colorrectal. La capa
mucosa también actia como fuente de nutrientes
para las bacterias intestinales. Las bacterias luminales
estan mejor equipadas para fermentar los sustratos
dietéticos exdgenos de cadena mas corta que los que

poseen cadena larga. Los microorganismos que se
extienden en el limite entre el huésped y la luz pueden
desempefar un papel fundamental en el estado de
salud de un individuo. De hecho, existe un estado
de mutualismo entre las bacterias que residen en
esta capa de moco y los colonocitos del huésped. Ya
comentamos el rol que desempefian microorganismos
que no estan habitualmente colonizando la mucosa
coldnica y provenientes de la zona orofaringea, como
K.pneumoniae, que provocan una respuesta TH1
importante al colonizar el colon proximal.

¢Se puede hablar de especificidad de colonizacion?

El grupo de Clostridiales contribuye a la resistencia a la
colonizacion de patdgenos y protege a los ratones recién
nacidos de la infeccién.’ En ratones gnotobidticos, la
restriccion de fibra dietética disminuye el suministro
de nutrientes al colon, promueve el crecimiento de
Akkermansia  muciniphila que degrada la mucina
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Figura 7. Eje intestino-vagina-aparato urinario.

Alteraciones en la

microbiota urinaria
Uropatdgenos

Comensales
Loctobocillus

Loctobacilvs Alteracion
microbiota vaginal

Infeccion Patégenos  Alteracion
urinaria microbiota intestinal

Edadt

Figura 8. Interacciones entre microbiota intestinal, vaginal e infecciones urinarias.
(Modificado de Perez-Carrasco y cols. Microbiome:Ying and Yang of the Urinary Tract Front Cell.Infect.Microbiol , 2021 https.//doi.

0rg/10.3389/fcimb.2021.617002"

y reduce el grosor de la barrera mucosa colbnica,
lo que facilita acceso e infeccion por Citrobacter
rodentium.® Es interesante destacar que algunos
estudios observacionales resaltan el valor de algunos
probioticos y su influencia en el microbioma de recien
nacidos prematurios. Tal es el caso de algunas especies
de Bifidobacterium, entre otros B.bifidum, que puede
persistir y modular la microbiota intestinal con buena

persistencia en el intestino. Las preguntas son: ¢como
persiste? ¢Lo hace como BP? Es probable que sea
asi y entonces la investigacion de probiodticos tendria
que orientarse en cual o cudles especies son las que
forman BP rotundas ya que de esta manera les facilitaria
la permanencia. Esto no sélo es importante para los
probidticos intestinales sino para otros que se postulan
como reguladores de la microbiota de otras regiones



del organismo. Existe casi una interdependencia de la
microbiota intestinal con la obesidad mérbida, la diabetes
tipo 2 y otros trastornos metabdlicos. Hay factores de
esta microbiota, como de su metabolismo, que influyen
en procesos neurolégicos. Veremos en el capitulo 10,
la importancia que tienen las enterohormonas y otras
moléculas como la dopamina en la regulacién de esta
microbiota, ademas de la importancia que pueden tener
los factores exdgenos , sean los antimicrobianos , dieta,
probiéticos y prebidticos.

Aunque normalmente se asocian las BPs con procesos
infecciosos, es necesario sefalar que pueden tener
también papel protector, tal como vimos que ocurre en
el intestino. La microbiota vaginal depende en gran
medida de la produccion de estrogenos y la acumulacién
de glucégeno en las capas superiores del epitelio vaginal
estratificado. Los lactobacilos, ademas de condicionar el
nivel de acido lactico, disminuyen el pH vaginal, producen
bacteriocinas (compuestos antimicrobianos), que les
permite competir con otros integrantes de la microbiota
vaginal y previenen de esa manera la colonizacién por
microorganismos patdgenos. Los andlisis moleculares
de alto rendimiento permiten una caracterizaciéon mas
profunda y precisa de la microbiota vaginal y una visién
del papel de especies o clados especificos en el riesgo de
enfermedad. Hay cinco tipos principales de microbiota
vaginal, denominados “tipos de estado comunitario” o
tipos de comunidad lactobacilar (CST). (Cuatro de estos
CST estan dominados por Lactobacillus crispatus (CST
), L. gasseri (CST Il), L. iners (CST Ill) o L. jensenii (CST
V). Ademas, CST IV no contiene una especie significativa
de Lactobacillus, sino que comprende una mezcla
polimicrobiana de anaerobios estrictos y facultativos
que incluyen especies de los géneros Gardnerella,
Atopobium, Mobiluncus, Prevotella y otros del orden
Clostridiales. Después de haber analizado brevemente
las diferentes microbiotas veamos cémo interactian a
través de los denominados ejes.

Los ejes son las conexiones que se establecen a
partir generalmente de productos metabdlicos que
producen los microorganismos presentes en una
determinada region y que influyen sobre aspectos
fisiolégicos y/o patolégicos de otras zonas alejadas.

(Fig. 4) El intestino, al ser la zona del organismo mas
densamente poblada es el que se destaca en este
tipo de comportamiento como influyente. Los factores
que influyen en la microbiota intestinal son multiples.
Podemos mencionar el tipo de nacimiento, si hubo o
no amamantamiento, el medio en que se desarrolla
el niflo, la edad gestacional materna, la genética , la
exposicion a infecciones vy el uso de antimicrobianos.
Las variaciones de esta microbiota influyen positiva
0 negativamente en la funcion cerebral.” Los
microorganismos pueden producir neurotransmisores,
hormonas y otras moléculas que son aprovechados
por las células, es decir que actuan como verdaderos
6rganos. Esto posiblemente se acentle cuando estan
formando biopeliculas (BP). Podemos citar algunos
ejemplos: especies del género Bacillus (Bacillus
spp) producen oxitocina (hormona relacionada con
comportamiento social), serotonina (felicidad), GABA
(atencion), entre otras. Hay otros microorganismos,
levaduras del género Candida, que son importantes en
personas con trastornos alimenticios. En algunos casos
de produccion disminuida de neurotransmisores como
dopamina, serotonina y GABA se logra aumentar la
presencia de los mismos mediante el uso de alimentos
y medicina psicobiotica.® Es interesante mencionar el
efecto de la dopamina. La dopamina enddgena propia
es recibida por las células. En el intestino la dopamina
también tiene otros receptores: bacterias. Escherichia
coli tiene receptores dopaminérgicos y de esta manera
influye en el comportamiento bacteriano también.
Hemos demostrado que la misma in vitro es capaz de
fomentar la formaciéon de BP. También demostramos
que esto ocurre sobre otras enterobacterias, como
Proteus mirabilis. (Fig. 5) Se observa la formacion de
BP con concentraciones de dopamina a nivel sérico (+
6-7 ng )y sobre el nivel sérico (13 ng) en diferentes horas
de incubacion. Esto estaria permitiendo suponer que el
estimulo facilitaria la formacién de estas BP, que, como
veremos mas adelante, pueden representar un riesgo
si las mismas estan formadas por bacterias con algun
factor de virulencia importante o bien ser un beneficio.
Todo estara supeditado al tipo de microorganismo que
se encuenter en el intestino. En una disbiosis podriamos
estar ante un sobrecrecimiento de bacterias que no
pueden ser erradicadas o moduladas con facilidad.® En
la figura 6 se observa la formacién de BP de Salmonella
typhimurium. (Fig. 6)

La comunicacién intestino-vagina es notablemente
bidireccional. Se ha relacionado la microbiota intestinal y
su influencia sobre la vaginal en el desarrollo de cancer
genital. (Fig. 7) Otro tema a considerar es la participacion
en problemas urinarios-urolégicos con la interaccion
de la microbiota intestinal, vaginal y su influencia en las
infecciones urinarias. (Fig. 8) El tema sobre la esterilidad
vesical hoy ya se aclarado bastante. Se sabe que existe
una microbiota vesical y se postula que muchos casos
de incontinencia urinaria se deberian a la alteracion de
la misma. En pacientes cateterizados con incontinencia
se identifican bacterias tales como Methylobacterium,
Brevundimonas, Chitinophaga y Sphingomonadales.™

La regién cervicovaginal alberga billones de bacterias.
El origen de los microorganismos que la colonizan
es el intestino y el recto que posiblemente sean los
reservorios.'>'® Se han identificado las mismas especies
bacterianas en el recto y la vagina del 36% de una
cohorte de 132 mujeres embarazadas con 68% de las
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especies que comparten genotipos idénticos.' Ambas
microbiotas interactuan con el sistema inmunolégico y
modulan la respuesta inmunitaria del huésped. Aunque
la microbiota intestinal se ha estudiado extensamente
y se describe como similar a un o6rgano soélido con
diversas funciones, el complejo y la naturaleza dinamica
de la microbiota cervicovaginal esta comenzando
ser apreciada especialmente en relacion con la salud
femenina y los resultados reproductivos (concepcion
y nacimiento).'” (Fig. 9) Como se puede observar en la
figura 7, los AGCC promueven la eubiosis, la tolerancia y
la homeostasis en el intestino al suprimir la translocacion
de bacterias y lipopolisacaridos (LPS) en la circulacién
sistémica, inhibiendo la produccién de quimiocitocinas
proinflamatorias y aumentando la PGE2, IL-10 y Células
T Foxp3 +. Por el contrario, los AGCC promueven
principalmente la disbiosis y la inflamacién en la vagina.

Los detalles del microbioma en relacién con las BP se
analizan en el capitulo 4. La importancia del eje intestino-
cuténeo y los otros correspondientes a la microbiota oral
y faringea seran tratados en el capitulo 9.

VAGINA
Gardnerella
Prevotella
Mobiluncus
Firmicutes
Mycoplasma
quimiotaxis PMN
Lactato
ACETATO
BUTIRATO é
PROPIONATO
AGCC
VAGINA



Microbioma compartamentalizado: relaciones
y ejes importantes: intestinal, cutaneo, vaginal.
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Es por todo esto que son causantes de graves problemas
de salud ya que estan implicados en infecciones
cronicas, lentas, resistentes a los tratamientos, se
forman en superficies de tejidos naturales e implantes
artificiales y explican caracteristicas de las infecciones
de valvulas cardiacas nativas o protésicas, protesis
articulares, catéteres diversos, canulas de Scribner,
derivaciones ventriculo-peritoneales, dispositivos
intrauterinos (DIUs), tubos endotraqueales, etc..Los
principales microorganismos que estan involucrados en
estos problemas de salud son Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Candida y otros
oportunistas.

ETAPAS EN EL PROCESO DE
FORMACION DE LA BIOPELICULA

Para poder establecer métodos que inhiban el desarrollo
de biopeliculas es necesario entender el complejo
proceso de formacion de las mismas, que progresa por
etapas. (Fig. 2)

Adherencia o adhesion, Colonizacién, Maduracion,
Dispersion

La etapa inicial del proceso de formacién es la adherencia
y colonizacién sobre una superficie. En bacterias gram
negativas (Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae,
Escherichia coli, Salmonella enterica) se ha visto que
los flagelos, las fimbrias de tipo I, IV y los “curli” son
importantes para la etapa de adherencia primaria. La
movilidad parece que ayuda a la bacteria a alcanzar la
superficie y contrarrestar las repulsiones hidrofébicas.
Sin embargo, aunque esta ayuda al proceso no parece
ser un requisito esencial, pues muchas bacterias
gram positivas inméviles como  estafilococos,
estreptococos y micobacterias son capaces de formar
biopeliculas. En el caso de las bacterias gram positivas
se ha descrito la participacién de proteinas de superficie
(AtIE, Bap, Esp) en esta primera etapa de adherencia
primaria.>® En Staphylococcus aureus es importante la
expresion de agr como se observa en la figura 2 que es
un modelo de su expresion en BP de S.aureus. Después
de la colonizacion inicial por células individuales (paso
1), las microcolonias alcanzan una densidad celular
suficiente para la expresion génica dependiente de agr
(paso 2) y quizas la sefializacién entre microcolonias
(paso 3, flechas). Porciones de la BP se desprenden
a través de mecanismos aun desconocidos (paso
4), ya sea como grandes agregados o como células
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Figura 1. Dispositivo de vidrio con biopelicula en su superficie
después de un enérgico lavado.

Figura 2. Etapas en la formacion de la BP. Modelo de
expresion de agr en BP de S.aureus (Adaptado de Jeremy
M. Yarwood y cols. J.Bacteriol 2004, 186. 1838-1850)
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individuales. Simultdneamente, partes de la poblacion
se vuelven metabdlicamente inactivas y pierden la
integridad de la membrana y la fluorescencia verde. A
esto le sigue un nuevo crecimiento en los huecos que
dejan las células desprendidas (paso 5) y se repite el
ciclo. La microcolonia finalmente alcanza un estado
relativamente inactivo donde cualquier crecimiento es
lento y la expresidon de agr es indetectable (paso 6).”
Nosotros efectuamos la evolucion de la formaciéon de
una BP de Staphylococcus como podemos ver en la
figura 3. Numerosas evidencias experimentales sugieren
que el proceso de formacién de la BP esta regulado
por una compleja cascada de reguladores: proceso
de quorum sensing (QS) o autoinduccién. El sistema
de quorum sensing es un mecanismo de regulacién
dependiente de la acumulaciéon en el medio ambiente
de una molécula sefial, autoinductor, que permite a la
bacteria “sentir” la densidad de poblacién existente.
En bacterias gram negativas el principal autoinductor
es acilhomoserina lactona, mientras que en bacterias
gram positivas los autoinductores son péptidos. (Fig.
4) Estas moléculas son tan importantes que de ellas
y otros reguladores globales (por ejemplo CsrA en
E. coli, CytR de V. cholerae) depende la formacion de
las BPs y constituyen un posible blanco para futuros
desarrollos de moléculas que los bloqueen. El ejemplo
interesante es la denominada “Furanona” producida
por el alga Delisea pulcra, con una estructura similar a
las acilhomoserina lactonas. Estas moléculas se unen
a los mismos receptores, pero en lugar de activarlos,
los bloguean, inhibiendo la consiguiente formacion de
BPs.2® En la actualidad se esta intentando desarrollar
inhibidores de la formacién de la biopelicula basados
en derivados de la furanona, ya que esta molécula es
extremadamente toxica. De forma similar en S. aureus
se ha descrito un péptido denominado RIP, que inhibe un
sistema de Quorum-Sensing y el proceso de formacién
de la biopelicula.’ Hay bacterias que adhieren mas
avidamente que otras y esto puede ser también tiempo
dependiente. Pueden expresar diversos factores que
facilitan la adherencia de bacterias adicionales. Por
ejemplo Escherichia coli expresa Ag43 que es una
proteina que favorece la autoagregacion de bacterias no
fimbriadas. Hay interaccion intergenérica y esto es bien
conocido en la microbiota oral. Esta se puede comparar
con lo que ocurre en la vagina. Una vez que la bacteria
se ha adherido a la superficie, comienza a dividirse y las
células hijas se extienden alrededor del sitio de unién,

a-BP de Esche- b-BP de c-BP de Escherichia
richia colien Escherichia colien su fase de
su fase inicial o coliformada dispersion (cristal
de adherencia (cristal violeta) violeta)
(isletas)(cristal

violeta)

formando una microcolonia similar a lo ocurre durante
el proceso de formacién de colonias en placas de agar
(acumulacién 3). En una etapa posterior la bacteria
comienza a secretar un exopolisacarido que constituye
la matriz de la BP y forma unas estructuras similares a
setas entre las cuales se observa la presencia de canales
(maduracién 4). La composicion del exopolisacarido
es diferente en cada bacteria y varia desde alginato
en P. aeruginosa, celulosa en S. typhimurium, un
exopolisacérido rico en glucosa y galactosa en V.
cholerae, poly-N-acetilglucosamina en S. aureus, etc.
Ademas, estudios recientes han puesto de manifiesto

que incluso una misma bacteria, dependiendo de las
condiciones ambientales en las que se encuentre, puede
producir distintos exopolisacaridos como componentes
de la matriz de la biopelicula. Asi, algunas cepas de P.
aeruginosa son capaces de producir, ademas de alginato,
un polisacarido rico en glucosa que forma una pelicula en
la interfase medio-aire. Ademas del polisacarido que es
predominante, en el exopolimero hay proteinas y acidos
nucleicos. Finalmente, algunas bacterias de la matriz se
liberan de la BP para poder colonizar nuevas superficies
cerrando el proceso de desarrollo (dispersion 5). La
liberacién de las bacterias desde la BP es el proceso
que menos se conoce. En el caso de Staphylococcus
aureus se ha descrito un proceso de variaciéon de fase
producido por la insercién reversible de un elemento
de insercion (1IS256) en el interior del operon (icaADBC)
responsable de la sintesis del exopolisacarido de la BP.
El proceso de inserciéon del elemento parece ocurrir
aleatoriamente en la poblacion con una frecuencia de
10-6 y produce bacterias deficientes en la sintesis del
exopolisacéarido y por tanto deficientes en la formacién
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Figura 9. (Carolina Tropini y cols Cell Host & Microbe, 2017; 21:433-
442)

A: Colon distal: verde-mucus, azul en epitelio, rojo en la luz.
Amarillo: Firmicutes, Marron ; Bacteroidetes

By C: Colon distal - animales gnotobi6ticos colonizados con
B.thetaiotaomicron (B) dieta con fibra o con polisacaridos (C)
verde-mucus; rojo-bacterias; epitelio-azul; amarillo material
vegetal. Diferencia grosor de capa de mucus

Figura 10. (Presencia de hifas sobre células epiteliales
vaginales utilizadas como soporte biético para la formacion
de BP

de la BP. Esto permite a la bacteria mantener un pequefio
porcentaje de la poblaciéon incapaz de sintetizar el
exopolisacarido y poder escapar de lamisma. En
Actinobacillus actinomicetecomitans se ha descrito
una actividad enzimatica, denominada dispersina que
degradan de forma especifica el exopolisacarido de la
matriz de la BP. La presencia en distintos genomas de
hipotéticas proteinas (endoglucanasas), que podrian
ser responsables de una funcién similar, sugiere que la
degradacion controlada del exopolisacarido puede
representar un mecanismo controlado de liberacién de
bacterias de la BRP."! (Figs. 5y 6)

BIOPELICULAS COMO
MICROBIOTA NORMAL
Y PATOLOGICA

Las bacterias y otros microorganismos pueden vivir de
manera planctoénica y formando BP. La forma en que
habitualmente estudiamos a los microorganismos
en las muestras clinicas destinadas a la investigacion
etiologica es la plancténica. Sin embargo en el organismo
la mayor parte lo hace viviendo como BP. El microbioma
humano es una verdadera comunidad ecolégica de
microorganismos comensales y simbidticos. Los
patégenos se agregan desencadenando infecciones y
compitiendo con los de lamicrobiota normal. Actualmente
el estudio del microbioma humano es un gran proyecto
que depara y deparara a futuro importantes avances en
el conocimiento de la fisiopatologia de infecciones e
inclusive de otros procesos considerados por ahora
no infecciosos.

Microbioma intestinal: Su estudio es del que hasta
ahora se ha aportado los mayores conocimientos. Como
vimos es el que se menciona siempre para establecer los
ejes de interaccién. Lo tomaremos como ejemplo de la
relacion microbiota —biopeliculas. El microbioma, como
se dijo, parece ser tanto una fuente de salud (en la medida
en que mantiene y regula la homeostasia intestinal) como
el origen de diferentes enfermedades. En cualquiera de
los dos casos es posible inferir que la posibilidad de
manipular el microbioma abriria las puertas de todo
un nuevo mundo de aproximaciones terapéuticas. Un
ejemplo de ello son los probidticos, microorganismos
normalmente incluidos en alimentos y llamados a
ejercer efectos beneficiosos sobre nuestra fisiologia.
Este tema se tratara en otro capitulo. Las bacterias que
se encuentran en la luz intestinal sean posiblemente las

desprendidas de las BP sobre la mucosa. El estudio de
la microbiota no contempla la situacién de las mismas.
Para su evaluacion es necesario disponer de cortes a
diferentes niveles del tracto digestivo. Se ha efectuado
en ratones y es bien diferente la distribucidon de los
microorganismos en las diferentes secciones. Carolina
Tropini y cols™ realizaron un estudio muy interesante
en ratones y comprobaron precisamente la diferente
distribucién de los microorganismos en BP sobre el colon
proximal, distal y ciego. (Figs 8 y 9) Evidentemente, para
comprobar mejor el comportamiento de las BP enrelacién
con la microbiota planctoénica, hay que hacer en paralelo
estudios adicionales que incluyan biopsias humanas, en
particular en muestras con moco conservado.

Microbioma vaginal: En la vagina también es importante
relacionar qué sucede con la microbiota plancténica y
las BP. La primera es la que habitualmente se estudia
para efectuar un diagndéstico microbioldgica en casos
de infecciones enddgenas del tracto genital como
candidiasis vulvovaginal (CVV), vaginosis bacteriana
(VB) y vaginitis aerobica (VA). (Fig. 10) Sin embargo, las
BP condicionan en muchos casos a dichas patologias y
son las facilitadoras en parte, de la recurrencia habitual
de las mismas. En la CVV se observa n BP sobre las
células vaginales con formacién de hifas (Fig. 10) y
suelen observarse blastosporos llamados opacos, cuya
presencia no se explica debidamente. Posiblemente
se deba a alteraciones metabdlicas que condicionan
esa modificacion estructural fenotipica. (Fig. 11) En las
mujeres sin patologia, las BP se forman inicialmente a
expensas de los cocos gram positivos contra lo que
se supone que son los lactobacilos los que efectuan
el proceso. Estas bacterias también forman BP sobre
la mucosas y podria ser que, segin la calidad de las
mismas, a través de su metabolémica, desempefien
funciones diferentes de acuerdo a las especies que la
constituyan. (Figs. 12 y 13) Esto también interesa cuando
se considera el uso de probidticos. Seguramente no
todos son capaces de formar BP vigorosas capaces de
desempefiar una funcion adecuada La restauracion del
balance de la microbiota deberia incluir este aspecto.
Ademas, Lactobacillus como L.jensenii, modificado
genéticamente para incluir el gen que codifica el
inhibidor del virus de la inmunodeficiencia adquirida,
cianovirina N, deberia poder formar una BP persistente
a los efectos de cumplir su cometido.™ (Fig.14) En
la VB hay gran diversidad de microorganismos que
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Figura 12. Cocos grampositivos iniciando la BP sobre células
vaginales .

Figura 13. BP de Lactobacillus spp
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forman una BP integrada mayormente por bacterias
anaerobias y los lactobacilos practicamente no figuran
que se forma sobre el epitelio vaginal. El tratamiento
antibiético con los nitroimidazoles suele ser efectivo
temporariamente ya que es incapaz de penetrar y
dispersar la BP. Recordemos que entre las propiedades
mas importantes de las BP esta en el impedimento que
le ofrecen a los antimicrobianos y a los anticuerpos.
Por eso es necesario dispersar la matriz de la BP y
entonces los antibiéticos podran penetrar. Esto se logra
con ciertas sustancias e inclusive con antimicrobianos
que puedan inmunomodular y ademas penetren como la
clindamicina. Otras moléculas disruptivas son la lisozima,
la ADNasa, sustancias catidnicas anfifilicas, acido bérico
que cuando se administran en forma conjuta son eficaes
para la eliminaciéon de la BP.

Figura 14. L.jensenii formando BP. Persistencia de L.jensenii

en ratones estrogenizados (Xiaowen Liu, y cols (2006)
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Figura 15. BP en V/B. Respuesta de las BP con tratamientos ¢ APYUVANTES

condicionales y con el agregado de otras moléculas o
adyuvantes (Adaptado de Chen X, y cols, 2021)
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Diarrea asociada a antibidticos (DAA) Los smtomas pueden aparecer cuando el paciente esta
tomando los anhbléﬁobs pero en la mayor parte de los casos se manifiestan entre 1y 10 dias después de
la suspension del tratamuento En algunos casos extremos, la diarrea puede aparecer hasta 45-60 dias

\"\“

después de terminar de tomar el farmaco . : S

Los probiéticos mantienen o restauran la microecologia intestinal durante o después del tratamiento
con antibiéticos a través de la competencia de receptores, Ia competencia por nutrientes, |a inhibicion
de la adherencia de microorganismos patégenos a la mucosa epitelial, la modulacion del pH col6nico
mas bajo que favorece el crecimiento de especies no patdgenas, la estimulacion de la inmunidad y la
produccion de sustancias antimicrobianas (AMPs).

Lactobacillus rhamnosus es una cepa probidtica con aval cientifico para ser usada en el tratamiento
de la diarrea asociada a antibidticos (DAA) estabmzando la microbiota intestinal durante y después
de la terapia con antibidticos @,
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. Esp. Enferm. Dig. 2006, 98(7): 550. .
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El acne vulgar, es una enfermedad cutanea comun, que
afecta mayoritariamente a adolescentes aunque puede
persistir en adultos.® Se presenta cuando se produce
un exceso de andrégenos que aumenta la produccion
de sebo junto con la hiper- queratinizacion folicular que
deriva en el taponamiento del foliculo. Esta situacion
propicia el crecimiento principalmente de la bacteria
C. acnes en el foliculo y consecuentemente el proceso
inflamatorio.®

Tanto S. aureus como C. acnes son patdégenos
oportunistas que forman parte de la MN de la piel y que
tienen la capacidad de desarrollar biopeliculas (BPs), lo
que les otorga un papel fundamental en la patogénesis
de las respectivas afecciones mencionadas.”® La
formacién de BPs, comunidades metabdlicamente
integradas que se constituyen por la agrupacion de
MOs embebidos en una matriz de exopolimero, en la
cual se hallan polisacéridos, proteinas y ADN, como ya
vimos, es compleja y comprende diferentes instancias,
desde la adhesién a una superficie hasta la formacién de
estructuras maduras. Ademas, es regulada por multiples
factores entre los que se destaca la comunicacién
microbiana a través de sefales moleculares o quorum
sensing (QS). Se conoce que, tanto en S. aureus y en C.
acnes, la formacion de BPs esta regulada también por
QS.° Las BPs, ademas, presentan una alta tolerancia
al tratamiento con antimicrobianos. En cuanto a lo
que a antibidticos respecta, estudios demuestran que
la formacion de BPs vuelve a la poblacién mil veces
mas resistente que en su vida plancténica®®. En el
tratamiento de afecciones causadas por bacterias,
ademas, existe un aumento de la resistencia de los
MOs como consecuencia del uso indiscriminado de
antibioticos a nivel mundial (datos de la OMS). Esto
motiva la denominada presion de seleccion que ha
desencadenado la aparicién de microrganismos multi
y extremadamente resistentes. Por tal motivo muchos
de los tratamientos antimicrobianos no resulta efectivo.
Frente a esta problematica, méas alla del desarrollo de
nuevas moléculas antibiéticas, se ha avanzado en
tratamientos alternativos o complementarios como el
uso de bacteriéfagos o liposomas''.Asimismo, dada la
importancia de la formacién de BPs, la ciencia estudia
estas formaciones. a fin de buscar posibles blancos
terapéuticos, del proceso de su desarrollo en si mismo
o de sus reguladores. Por ejemplo, se buscan moléculas
que inhiban la formacién de BPs o las disgreguen a fin
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Figura 1.a-b-c: BP de S.aureus sobre células epiteliales
obtenidas de pacientes con DA; d: Exopolimero de
BP de S.aureus en DA. Las BP se estudiaron sobre
dispositivos de vidrio, tefiidas con cristal violeta y
observadas con microscopio comun (1000x).
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Figura 2. Ensayo de adhesion con cristal violeta en policubeta
de S.aureus de DA. Los datos se analizaron con GraphPad

Prism.

de disminuir los efectos de las infecciones en pacientes
con afecciones cronicas. El xilitol es una pequefia
molécula natural que ha demostrado tener efectos
inhibitorios sobre la formacion de BPs de varias especies
bacterianas™. De la misma manera, la incorporacion de
xilitol en la formulacién de distintos medicamentos, ha
sido muy efectiva, como por ejemplo, en el caso de
los sprays nasales para enfermedades inflamatorias
del tracto respiratorio. Precisamente en procesos
inflamatorios infecciosos de la piel como el acné y la
dermatitis atopica en los que se demuestra la formacion
de BP, proponemos considerar la utilidad de moléculas
como el xilitol para el tratamiento de estas infecciones,
analizando su capacidad de alterar el desarrollo de las BPs
formadas por S.aureus, en el caso de DA y por C.acnes
y otros posibles microorganismos en el caso de acné
vulgar. Los resultados que hemos obtenido hasta ahora
con esta molécula son promisorios. Describiremos los

Figura 4. Bacterias desvitalizadas,

Figura 4. Testigo: es el mismo
perdieron la coloracion que evidencia aislamiento pero sin el lisado
alteracion de la pared celular.

Figura 3. a: Sin xilitol; b: Con xilitol. Se observa la inhibicion
de la adherencia de S.aureus de DA (microscopia confocal).

hallazgos efectuados en dermatitis atépica y acné vulgar,
tanto acerca de la formacion de BP y su implicancia en
la terapia como del uso de moléculas inhibitorias para
su control.

DERMATITIS ATOPICA

Es la segunda enfermedad de la piel mas diagnosticada
en el mundo, siendo su prevalencia mas alta en los paises
industrializados con indices que van de 15 a 30% de
los chicos y de 2 a 10% de los adultos' aunque en la
actualidad se ha observado un nimero creciente de casos
también en los paises en vias de desarrollo™®. El 90%

= {

Figura 4. DISPERSION a partir de la BP
formada ; estudio efectuado con el lisado
en buffer.
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Figura 5. Unidad pilosebacea.
v~ - (Adaptada de B.Oules y cols).

de los pacientes experimentan el inicio de la enfermedad
antes de los 5 afios e incluso el 80% antes de los 2
afios de edad. En la DA se ha demostrado la formacién
de BP en zonas lesionadas, (Fig. 1) incluso ocluyendo
los conductos sudoriparos, lo que explicaria también el
hallazgo de miliaria subclinica en las zonas afectadas
por DA."® Su presencia podria explicar la falta o escasa
respuesta a los tratamientos locales y antibiéticos.

Uso de xilitol y lisados de Lactobacillus en el tratamiento
de DA

El adecuado tratamiento de la DA es al mismo tiempo
sencillo y complejo. La inflamacion es la base clinica
e histologica de la enfermedad, que secundariamente
genera el prurito incoercible y el malestar por parte del
paciente. La piel del paciente con DA tiene tendencia
a la deshidratacion. Por tanto, uno de los pilares del
manejo debe ser restaurar la barrera cutanea mediante
cremas emolientes/hidratantes y que a su vez modulen
el microbioma de la piel, inhibiendo la formacién de
la biopelicula de S.aureus. De esta forma, un manejo
adecuado y preventivo del desarrollo de la biopelicula y
del proceso inflamatorio permitira controlar los brotes en
pieles atdpicas. (Figs. 2, 3y 4)

Experiencias con lisados bacterianos (Lactobacillus
reuterii) sobre S.aureus recuperado de Dermatitis
Atdpica: Hicimos experiencias con Lactobacillus reuterii
entero y lisado sobre las BP de S.aureus recuperados de
lesiones de DA. En la figura 4 se observan los primeros
resultados obtenidos con el lisado y posterior filtrado de
los microorganismos .
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Figura 6. Unidad pilosebacea, estructuras y sebocitos
(Adaptada de B.Oules y cols)

ACNE VULGAR

El acné vulgar es una enfermedad de la piel que se
caracteriza por una produccion excesiva de grasa,
puntos negros, puntos blancos, pustulas y cicatrices.
Es muy comun durante la pubertad, pero también puede
persistir o ocurrir mas tarde. En su patogenia subyacen
factores genéticos, hormonales e infecciosos pero aun
no se conocen completamente. Histéricamente se han
identificado cuatro factores principales que juegan un
papel clave: 1) Hiperqueratinizacion del infundibulo
(INF), que conduce a la oclusiéon del foliculo piloso. 2)
Produccién excesiva de sebo bajo control de andrégenos.
3) Alteracion de la microbiota del INF, que conduce a un
aumento de las especies de Cutibacterium (C. acnes). 4)
Liberacion de moléculas proinflamatorias.

Varias observaciones han arrojado nueva luz sobre la
fisiopatologia del acné.'® En particular, los pacientes con
acné a menudo presentan un aumento de la produccion
de andrégenos sistémicos y locales (es decir, producidos
por la glandula sebacea), lo que lleva a un aumento de
la proliferaciéon de sebocitos.'” También se ha observado
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IFE: epidermis interfolicular; INF: infudibulo; JZ:

zona de unidn; SD: ducto sebaceo; SG: glandula
sebacea

un desequilibrio hormonal adicional, como niveles mas
altos de esteroides e IGF1. Los andrégenos y el IGF1
mejoran la produccion de lipidos mediante la regulacion
positiva de las vias de sefalizacion SREBF1, mTor y
PPAR mientras inhiben el factor de transcripcién FoxO.®
Oules y cols sugieren que GATAB, que es expresada en
la unidad pilosebacea superior de la piel humana normal,
estd regulada a la baja en el acné. GATA6 controla
la proliferacion y diferenciacion de queratinocitos,
mediada por TGFB, y previene la hiperqueratinizacién
del infundibulo, que es el evento patolégico principal
en el acné. Recordemos que GATA6 es un factor de
transcripciéon codificado por el gen GATA, miembro de
una pequefa familia que juega un rol importante en la
regulacion de la diferenciaciéon celular y organogénesis
durante el desarrollo de los vertebrados. Se expresa
tempranamente en la embriogénesis y se localiza en
las células derivadas del endo y mesodermo en la
embriogénesis tardia. Su mutaciéon estd asociada a
defectos congénitos severos. Cuando se sobreexpresaen
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Figura 7. Comparacion entre lo que ocurre en la piel sana y
en el acné .Modelo del rol de GATAG en la zona superior del
foliculo pilosebaceo humano (Adaptada de B.Oules y cols).

sebocitos humanos inmortalizados, GATA6 desencadena
una zona de unién y un programa de diferenciacién
sebacea al tiempo que limita la produccién de lipidos y
la proliferacion celular. Modula elrepertorio inmunolégico
de sebocitos, notablemente regulando al alza PD-L1 e
IL10. (Fig. 5) La expresion de GATA6 contribuye al efecto
terapéutico del acido retinoico, el principal tratamiento
para el acné. Como esta molécula estd involucrada
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Figura 8. Secuencia del estudio de formacion de BP de C.acnes en acné vulgar . Actividad del xilitol en la adherencia y en la
dispersion a-cultivo inicial de pacientes; b-BP inicial; 3-testigo de adherencia sin xilitol; 4- adherencia con xilitol; 5-testigo de

dispersion sin xilitol; 6-dispersion con xilitol.

en la regulacién de la unidad pilosebacea superior y
su expresion contribuye al efecto terapéutico del acido
retinoico, puede ser un blanco para el tratamiento del
acné.”® (Figs. 6y 7)

ROL DE CUTIBACTERIUM ACNES

Cutibacterium acnes (C.acnes), es una bacteria
anaerobia grampositiva ubicua perteneciente al filo
Actinobacteria, forma parte de la microbiota normal
de la piel y reside predominantemente en el foliculo
sebaceo en contacto con los queratinocitos. Puede
actuar como un patdégeno oportunista en el acné
vulgar, que como vimos es una inflamacion dificil de
erradicar con antibacterianos. Esta caracteristica
podria deberse a su capacidad de formacion de
BP. Se nutre a expensas de los acidos grasos de
la piel.?° Entre los factores de virulencia, ademas de
la formacién de BP regulada por Quorum Sensing,
sintetiza y secreta lipasas®. Estas son las encargadas
de hidrolizar los enlaces ésteres de los triglicéridos
del sebo generando glicerol y acidos grasos.?' Otros
autores como Acheman Y vy cols.demostraron la
presencia de BP de C.acnes en tejidos profundos

Figura 9. a-Imagen de microscopio confocal; b-Dispersion
inicial de la BP de C.acnes.
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asociadas a prétesis.?2 En un trabajo preliminar
aislamos C.acnes el 33.3%.a partir de 10 pacientes
con acné vulgar severo. Estudiamos la presencia de
este y otros microorganismos y su capacidad de formar
BP, mediante la toma de muestras que incluyeron
la obtencion del foliculo pilosebaceo afectado.?®
Demostramos la actividad del xilitol sobre la formacién
de BP de C.acnes y de otros microorganismos
presentes , como S.aureus. La formacion de BP de
S.aureus la demostramos ampliamente en los casos
de DA. (Fig. 8) También se hicieron estudios de la
formacién de BP con microscopio confocal. (Fig. 9)
El xilitol demostré actividad sobre la adherencia y la
dispersion de la BP de C.acnes. Puede ser interesante
en la terapia de esta patologia para disminuir el
uso prolongado de antimicrobianos y corticoides de
empleo frecuente y no siempre con éxito.
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A modo de ejemplo, la catelicidina LL-37 activa una
cascada compleja que involucra IL-6, IL-10 y otras
citoquinas a través de receptores de superficie.® Entre las
propiedades constitutivas de la piel que ayudan a prevenir
la colonizacion y la infeccion por microorganismos se
encuentran finalmente su temperatura relativamente
baja y el pH acido.® La microbiota de la piel de los seres
humanos comprende bacterias, hongos (en su mayoria
levaduras), virus y arqueas, es decir, los tres dominios de
la vida. Ademas, se pueden hallar eucariotas parasitos (en
su mayoria artrépodos).®

MICROBIOTA CUTANEA
“NORMAL” DE ADULTOS SANOS

Para definir una microbiota cutanea “normal” se estudiaron
adultos sanos. La piel de un ser humano adulto sano esta
aproximadamente colonizada por 108-10'° microbios que
se distribuyen de forma desigual a través de los diferentes
nichos. Debido a sus condiciones fisicoquimicas, la piel
suele estar colonizada por microorganismos aerébicos
mesofilos, xerdfilos, acidofilicos, osmotolerantes y
facultativos. Sin embargo, dependiendo del nicho, también
pueden aparecer microbios con otros rasgos fisioldgicos.®
Aunque durante mucho tiempo se creyd que la vida
microbiana de la piel sana se restringe a la epidermis y los
apéndices como las glandulas sebaceas y sudoriparas,
en los Ultimos afos se publicaron estudios que también
sugieren vida microbiana en capas mas profundas de la
piel, es decir, la dermis y el tejido graso subyacente. Este
hallazgo es de gran importancia desde un punto de vista
inmunologico, porque sugiere una comunicacion directa
entre el huésped y las células microbianas en un tejido que
antes se consideraba estéril.” Recientemente Prast-Nielsen
y col. demostraron diferencias en el microbioma cutaneo de
muestras del mismo paciente obtenidas por hisopado o por
biopsia, donde los Clostridiales y Bacteroidetes resultaron
mas frecuentes en las muestras obtenidas por biopsia que
en aquellas obtenidas por hisopados y postulan un rol
patogénico de la bacterias ubicadas en capas profundas
de la piel, en especial en enfermedades con un fuerte
componente dérmico como la psoriasis.®

BACTERIAS

Las bacterias representan el grupo mas abundante y
mejor estudiado de microorganismos vivos en la piel
sana. Se considera que la piel humana esta colonizada
por 1 millén de bacterias/cm?. La gran mayoria de ellos
pertenecen atresfilos: Actinobacterias (Corynebacterium,

Microbiota cutanea y Psoriasis.

Cutibacterium, Micrococcus, Brevibacterium), Firmicutes
(Staphylococcus, Streptococcus) y Proteobacteria
(Acinetobacter,  Methylobacterium).  Sin  embargo,
estudios recientes han demostrado que la microbiota de
la piel es muy diversa y comprende miembros de 36 filos
diferentes, aungue en sumayoriacon pocaabundancia.®°
En un estudio pionero, Gao y col. tomaron muestras de
la cara interna de los antebrazos izquierdos y derechos
en seis sujetos adultos sanos mediante escarificacion e
identificaron 182 unidades taxonémicas operativas (OTU)
pertenecientes a 91 géneros y 8 filos. En promedio, se
detectaron 48 especies por individuo. Actinobacterias,
Firmicutes y Proteobacterias representaron ~ 95% de los
filos y el 85% de las secuencias correspondié a especies
conocidas y cultivables. Grice y col. analizaron més de
112000 secuencias de genes 16S rARN bacterianos de
longitud casi completa obtenidos de 20 sitios corporales
diferentes de 10 adultos sanos (en la mitad de ellos
hicieron una segunda determinacion con 6 meses de
diferencia) y detectaron 19 filos bacterianos, pero la
mayoria de las secuencias se asignaron a solo cuatro:
Actinobacteria (52%), Firmicutes (24%), Proteobacteria
(17%) y Bacteroidetes (6%). De los 205 géneros
identificados, tres se asociaron con mas del 62% de
las secuencias: Corinebacterias (23%, Actinobacterias),
Propionibacterias (23%; Actinobacterias) y Estafilococos
(17%; Firmicutes). Curiosamente, la diversidad y la
estabilidad temporal de la comunidad microbiana
dependian de las caracteristicas especificas del sitio de
la piel. Los sitios sebaceos estaban dominados por las
Propionibacterias y los Estafilococos, las Corinebacterias
y (en menor medida) los Estafilococos predominaron en
los sitios humedos. Una poblacién mixta de bacterias
residié en sitios secos, con una mayor prevalencia de
B-Proteobacterias y Flavobacteriales. La diversidad de
especies (medida por el indice de diversidad de Shannon)
fue dependiente de la zona corporal; fue mas baja para
las muestras de la espalda, el pliegue retroauricular y
mas alta para las muestras de fosa poplitea, talén y fosa
antecubital. La estabilidad temporal de la microbiota
cutanea también fue dependiente del sitio: fue alta para
sitios protegidos como las narinas y el conducto auditivo
externo y baja para muestras de sitios mas expuestos,
como gluteos y fosa poplitea. En resumen, este y otros
estudios demostraron la fuerte influencia del nicho en la
composicion de la microbiota cutanea, que de hecho es
mas dependiente del sitio de la piel investigado que del
individuo." 1213



En comparacioén con las bacterias, se sabe relativamente
poco sobre otros miembros de la microbiota de la piel
humana, como los hongos, las arqueas y los virus.
Estudios previos basados en cultivos demostraron
que la microbiota de la piel humana estad dominada por
levaduras, en particular especies del género Malassezia.

Curiosamente, las especies de Malazessia no fueron los
hongos mas abundantes en un estudio sobre la microbiota
fungica del cuero cabelludo sano ni en pacientes con
pitiriasis seca (caspa). Acremonium spp. representd
el 62% de todas las secuencias en el cuero cabelludo
sano, mientras que Malazessia spp solo el 0.07%.2"
Con excepcion del tracto intestinal humano, el papel de
las Archaeas en la microbiota humana es todavia poco
claro.’® Hasta hace poco tiempo, las Archaeas no se
podian detectar en muestras de piel humana, ni por cultivo
ni por métodos basados en PCR vy, por consiguiente, su
presencia era cuestionable. Solo unos pocos estudios
informaron la deteccién ocasional de arqueas en la piel
humana. Probst y col. sugirieron que las arqueas pueden
representar mas del 4% de la microbiota cutanea.'”'® Se
han detectado Taumarchaeota en un estudio de palmas
de dos individuos' mientras que tres filos diferentes
de Archaea (dos metandgenas y una archaeo haldfila)
aparecieron marginalmente en un gran subconjunto de
secuencias procariotas obtenidas a partir de muestras
de ombligo.?*?' Sin embargo, el papel fisiolégico de
estas arqueas es desconocido. Si bien esta ampliamente
aceptado que la piel humana, en particular la piel de las
manos, puede transmitir virus, se sabe muy poco acerca
del viroma cutaneo.?? La presencia de fagos, y su posible
influencia en poblaciones microbianas de piel sana, ha
sido especificamente investigado.? Foulongne y col.
estudiaron el viroma cutaneo de cinco pacientes sanos
y un paciente con cancer de piel y hallaron que mas del
87% de las secuencias correspondian a virus ADN, en su
mayoria poliomavirus, papilomavirus y circovirus, incluso
en piel aparentemente sana. El papel fisiologico de estos
virus en la piel normal es desconocido.?

Se han identificado varios factores que influyen en la
composicion de la microbiota cutanea. En general, estos
factores se pueden dividir en factores intrinsecos (huésped) y

extrinsecos (ambientales).® Dentro de los factores intrinsecos
que modulan la microbiota cutanea se mencionan la zona/
regién corporal, la edad, el sexo, la predisposicion genética,
la via de nacimiento, el estado inmunolégico y enfermedades
cuténeas y no cutaneas, entre otros.? Es probable que otros
factores influyan en la composicion de la microbiota de la
piel humana, como la dieta, el clima, la radiacién solar, la
ocupacion, los habitos de higiene, el uso de cosméticos,
el estilo de vida, la practica de deportes de contacto, la
localizacion geografica, el uso de antibidticos, etc. Sin
embargo, todavia faltan estudios apropiados que hayan
investigado esta variabilidad en profundidad.® Finalmente,
las interacciones entre los diferentes miembros de la
microbiota de la piel son otro factor muy poco conocido.
Los estafilococos pueden considerarse como las bacterias
mejor investigadas a este respecto. Se demostrd que
Staphylococcus epidermidis, un comensal tipico de la piel
humana, produce péptidos antimicrobianos, p. €j. modulinas
solubles en fenol, que inhiben selectivamente el crecimiento
de patdgenos de la piel como Staphylococcus aureus y
Streptococcus del grupo A3

En comparacién con la microbiota intestinal, se sabe mucho
menos sobre la funcionalidad de la microbiota de la piel
humanay su papel en la salud y las enfermedades humanas.

Funciones de proteccion de la microbiota de la piel
humana

Actualmente, se acepta que la colonizacion de la piel
humana con una microbiota normal, equilibrada o
saludable es en general beneficiosa ya que protege
de infecciones y otras enfermedades cutaneas, un
fendmeno también conocido como  “resistencia
a la colonizacion”. Sin embargo, en vista de las
pronunciadas variaciones temporales, intrapersonales e
interindividuales en la diversidad microbiana, resulta dificil
proponer una definicion de microbiota de piel “sana”,
“normal” o “equilibrada” como estado de homeostasis
microbioldgico. El “manto acido” de la piel con un pH de
5 representa una importante linea de defensa contra los
microorganismos patdgenos. Anaerobios facultativos,
como Cutibacterium acnes -que liberan acidos grasos
libres- contribuyen al pH acido.® Las interacciones entre
la microbiota y el sistema inmunitario humano son bien
conocidas en el tracto intestinal humano y lo mismo se
aplica a nivel cutaneo.?® Lai y col. demostraron que S.

epidermidis puede aumentar los mecanismos de defensa
de la piel contra la infeccion al mejorar la expresién génica
de péptidos antimicrobianos como las B defensinas.?”
S. epidermidis también puede modular la funcién de los
linfocitos T residentes de la piel y contribuir a la defensa
contra patdégenos cutaneos.?® Estos resultados sugieren
que los agentes comensales de la piel como S. epidermidis
y C. acnes son importantes impulsores y amplificadores
de la respuesta inmune cutanea y que el cuerpo humano
comprende varios nichos (ademas de los tracto intestinal),
donde los sistemas de inmunovigilancia estan ajustados
localmente por una microbiota comensal.?62°

En el pasado, las investigaciones sobre la relacion entre
microorganismos y las enfermedades dermatoldgicas han
dado lugar a varias asociaciones de un solo organismo:
Staphylococcus aureus y dermatitis atopica, Cutibacterium
acnes y acné y Malassezia furfur y dermatitis seborreica.®°
Diferentes estudios han demostrado que la microbiota de
la piel esta involucrada en el equilibrio entre la inflamacion
cutdnea y los mecanismos antiinflamatorios.®' Los
ratones libres de gérmenes (GF) presentan disminucion
de interferon-y y de la IL-17A producida por las células T
af y la colonizacion de la epidermis con Staphylococcus
restaura la produccion de IL-17A por las células T a nivel
de la piel.®? El papel de las bacterias -en particular los
estreptococos como un factor desencadenante potencial
para la psoriasis- llevd a la hipétesis de que la patologia
en si era una enfermedad autoinmune y mediada por
superantigenos del Streptococcus B hemolitico del
grupo A.®® Ademas de la asociacion entre infecciones
estreptocécicas y psoriasis en gotas, estudios recientes
sugieren que las faringitis estreptocécicas también se
asocian con exacerbaciones de la psoriasis en placa
cronica.®* Los estreptococos se han aislado de la
sangre de pacientes con psoriasis en placa crénica y
de pacientes con psoriasis en gotas, aunque con una
frecuencia variable.?® Aun no esté claro si los cambios en
el microbioma cutaneo son un efecto de los antigenos
estreptocécicos presentes en las amigdalas o son un
evento primario en el desarrollo de la psoriasis.

¢ Qué evidencia existe para demostrar que el
microbioma cutaneo esta alterado en la psoriasis?

Uno de los estudios iniciales que tuvo como objetivo
caracterizar el microbioma cutdneo en la psoriasis fue

realizado por Gao y col. Los autores informaron que las
placas de psoriasis tenian los taxones mas diversos, y
los Firmicutes formaban el filo mas abundante. De hecho,
los Firmicutes estaban excesivamente representados en
los pacientes con psoriasis (tanto en la piel con lesiones
como sin lesiones) vs los controles. Las Actinobacterias
fueron el filo mas prevalente y diverso en piel sana en
los sujetos control. Los taxones que representan el
género Streptococcus se detectaron significativamente
mas frecuentemente en la piel psoridsica afectada en
comparacion con la piel no afectada. Esto contrasta
con una reduccioén significativa de Cutibacterium en la
piel afectada. El andlisis de coordenadas principales
(PCoA) reveld que habia menos variacién intraindividual
que variacion interindividual dentro del microbioma. A
pesar de varios factores metodoldgicos como el nimero
relativamente pequefio de sujetos evaluados, la falta
de un ajuste estricto de los pacientes con psoriasis
con los controles, la extension diversa de la afectacion
de la psoriasis (area de superficie corporal 5-20%) y la
duracion variable de la enfermedad (1-24 afos), las
diferencias significativas en el microbioma cutaneo entre
sujetos sanos y pacientes con psoriasis fueron facilmente
detectables.®*®* Como parte del Proyecto Microbioma
Humano, Alekseyenko y col.*” (en una cohorte mas
pequefia que constituyé un subestudio longitudinal)
buscaron determinar hasta qué punto los cambios en el
microbioma cutédneo se asociaron con la psoriasis y si
estos cambios se vieron influenciados por el tratamiento
sistémico. El microbioma se determind mediante la
secuenciacion del gen 16S rARN y las muestras fueron
obtenidas mediante la técnica de hisopado de lesiones
psoriasicas y de zonas contralaterales no comprometidas
y de sujetos control. Aunque hubo una tendencia
hacia una menor diversidad bacteriana en la psoriasis,
particularmente en la piel afectada, los filos Firmicutes,
Actinobacteria y Proteobacteria dominaron en todos los
grupos. Sin embargo, en términos de géneros bacterianos,
hubo diferencias significativas en la abundancia relativa
de Cutibacterium, Corynebacterium, Streptococcus
y Staphylococcus entre la piel con y sin lesiones de
psoriasis y los sujetos control. El cuero cabelludo albergd
la comunidad microbiana mas diferente y el sitio de piel
analizado resulté ser una variable significativa, consistente
con la literatura.® Mientras que los autores concluyeron
que la correlacion entre la gravedad de la psoriasis y la
composicién microbiana cutanea era débil, la presencia
de la psoriasis era una fuente importante de variabilidad



microbiana e identificaron dos “tipos cutaneos”: La piel de
los sujetos control estaba dominada por Proteobacteria,
mientras que la piel psoriasica tenia una mayor abundancia
relativa de Actinobacteria y Firmicutes.*” Fahlen y col.
examinaron el microbioma cutaneo utilizando biopsias
de piel y se enfocaron en las regiones V3-V4 del gen 16S
rARN. La diversidad alfa (indice de diversidad de Shannon)
fue mayor en el grupo control en comparacion con el grupo
de psoriasis; sin embargo, esto no alcanzé significacion
estadistica. El analisis Unifrac reveld la agrupaciéon de
las muestras de psoriasis, mientras que las muestras
control tenian una microbiota cutanea mas diversa. Los
filos predominantes tanto en la piel sana como psoriasica
fueron Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria. Las
Actinobacterias fueron significativamente mas abundantes
en la piel normal que en la piel psoriasica (16% y 5%,
respectivamente) y la abundancia de Proteobacterias fue
significativamente mayor en muestras de piel psoridsica
del tronco en comparacion con las del grupo control. A
nivel de género, la prevalencia de Streptococcus superd
la de los Staphylococcus en la piel psoriasica, mientras
que en la piel sana se observé lo contrario. Tal vez, la
diferencia mas interesante reportada por Fahlen y col. fue
la abundancia de Proteobacterias en la piel psoriasicay la
representacion excesiva de Streptococcus tanto en la piel
psoriasica como en la sana.®®

Tett y col., en un estudio publicado en 2017, estudiaron
el microbioma cutaneo de 28 pacientes con psoriasis
mediante la técnica de shotgun. Las muestras fueron
obtenidas de codos y region retroauricular (bilaterales)
mediante la técnica de hisopado. Encontraron que
la regién retroauricular con lesiones de psoriasis
presentaba una menor diversidad y que la psoriasis
se asocié con un aumento de Staphylococcus. A nivel
de especies los microbiomas de los sitios psoriaticos
y no afectados mostraron pocas diferencias. Sin
embargo, a nivel de cepas encontraron variaciones
a nivel funcional y de colonizacién entre las zonas
afectadas y no afectadas por psoriasis, lo que los llevo
a postular que existiria una adaptacién y/o seleccién
especifica en la piel con psoriasis.®*® Langan y col.
caracterizaron y compararon el microbioma cutaneo de
23 pacientes con psoriasis (piel lesional vs piel sana) y
20 controles sanos mediante andlisis del gen 16S rARN
y el cultivo tradicional, combinado con espectrometria
de masa (MALDI-TOF) y determinaron cambios en
el microbioma durante el tratamiento. Las muestras

fueron obtenidas mediante hisopado. Encontraron que
la psoriasis se asocié con una mayor abundancia de
Firmicutes y una reducciéon de Actinobacteria, mas
marcada en la piel lesional, y al menos parcialmente
revertida durante el tratamiento sistémico. Los cambios
en la composicién de la comunidad bacteriana en las
lesiones de psoriasis se reflejaron en cambios similares
en las bacterias cultivadas. La composicién de las
comunidades microbianas varié segun el sitio de la
piel y el microambiente. Prevotella y Staphylococcus
se asociaron significativamente con la piel lesional y
Anaerococcus y Cutibacterium con piel sin lesiones
de psoriasis. No hubo diferencias significativas en
la cantidad de bacterias cultivadas en la piel de los
controles sanos y los pacientes con psoriasis.Los
autores concluyen proponiendo que cambios en el
microbioma cutaneo en la psoriasis, en particular
durante el tratamiento, podrian arrojar nueva luz sobre
la patogenia de la enfermedad y podrian ser de utilidad
para predecir la respuesta al tratamiento.®® En otro
estudio, Stehlikova y col. analizaron el microbioma
cutaneo de 34 pacientes con psoriasis y 25 sujetos
control mediante la secuenciacion de 2 grupos de
regiones diferentes del gen 16S rARN (V1-V2 y V3-V4).
Las muestras fueron obtenidas mediante hisopado,
escarificado y biopsia por “punch” para poder analizar
la presencia de diferencias dependientes del método.
También estudiaron por primera vez el micobioma
en psoriasis mediante técnicas de secuenciacion
NGS. Demostraron que el uso de la regién V3-
V4 condujo a una mayor riqueza y uniformidad de
especies que al usar la region V1-V2. En particular, los
géneros Staphylococcus y Micrococcus, fueron mas
abundantes cuando se usé la region V3-V4, mientras
que las Planococcaceae fueron detectadas solo por la
region V1-V2. El analisis detallado de la composicion
microbiana de la piel de las lesiones psoriasicas, la
piel sin lesiones de los pacientes psoriaticos y la piel
de los controles arrojé solo algunas caracteristicas
discriminatorias, en su mayoria especificas para el
sitio o método de muestreo (hisopado, escarificacién
o biopsia). Las muestras obtenidas por hisopado de
lesiones psoriasicas del dorso y el codo se asociaron
con una mayor abundancia de Brevibacterium y
Kocuria palustris 'y Gordonia, respectivamente.
En las muestras de lesiones psoriasicas de dorso
encontraron una abundancia significativamente mayor
del hongo Malassezia restricta, mientras que Malassezia

sympodialis predominé en el codo. En la piel psoriasica
del codo, encontraron una correlacién significativa entre
la aparicion de Kocuria, Lactobacillus y Streptococcus
con Saccharomyces, que no se observd en la piel
sana. Por primera vez, mostraron en pacientes con
psoriasis una correlacion especifica entre las especies
de hongos y bacterias, lo que sugiere un vinculo entre la
competencia por la ocupacién de un nicho especifico.
Sin embargo concluyen que aun queda por aclarar si el
cambio microbiano observado entre reinos es de origen
primario o secundario a la enfermedad.*' Recientemente,
Assarsson y col realizaron hisopados de la faringe y la piel
del codo de 39 pacientes con psoriasis y 70 controles y
encontraron diferencias significativas en la diversidad
alfa y beta en la piel, pero no en la faringe. También
encontraron diferencias significativas entre varios filos y
géneros tanto en la piel como en la faringe. La severidad
de la psoriasis no se correlaciond con ningin género en
la faringe, pero si con Capnocytophaga, Leptotrichia,
Abiotrophia y Tannerella en la piel. Los autores sugieren
que la composiciéon del microbioma faringeo y cutaneo
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LAS DOS CARAS DE C. ACNES
EN EL MICROBIOMA CUTANEO

La mayoria de las bacterias de la piel pertenecen a cua-
tro filos: Actinobacterias, Proteobacterias, Firmicutes y
Bacteroidetes. La composicion de la microbiota de la piel
varia segun los individuos, pero C. acnes se encuentra
sobre todo en las zonas sebaceas (cara, espalda y regiéon
pretoracica), lo que refleja su capacidad de sobrevivir en
condiciones anaerdbicas y ricas en lipidos.’

C. acnes es un bacilo gram positivo, anaerébico. Las
bacterias anaerdbicas se caracterizan por su incapaci-
dad para crecer en medios sélidos en presencia de oxi-
geno atmosférico. Sin embargo, este microorganismo
se considera un anaerobio aerotolerante porque posee
sistemas enzimaticos que le permiten desintoxicar el oxi-
geno, permitiendo que se mantenga en la superficie de
la piel. Tras su aislamiento, se lo incluyd por primera vez
en el género Bacillus como Bacillus acnes, y luego en
el género Corynebacterium debido a su morfologia. Ba-
sado en su capacidad para producir acido propidnico a
través de su catabolismo anaerébico, luego se le asigno
al género Propionibacterium, para posteriormente ser re-
bautizado como Cutibacterium. El género Cutibacterium
pertenece al filo Actinobacteria, familia Propionibacte-
triaceae. (Fig. 1).

Las cepas de C. acnes se clasificaron previamente en
dos filotipos principales, | y |, sobre la base de su conte-
nido en carbohidratos de la pared celular y en la respues-
ta a las lectinas del suero. Posteriormente se agregoé el
filotipo Il correspondiente a cepas filamentosas.?

La antigua hipétesis de que el acné es consecuencia
de la proliferacién de C. acnes ha ido evolucionado a lo
largo del tiempo, ya que esta bacteria también participa
en el mantenimiento de la homeostasis del ecosistema
cutaneo, siendo uno de los miembros mas abundantes,
y no parece existir diferencias cuantitativas entre la piel
sana y la piel afectada por el acné. Sin embargo, se ha
demostrado que el acné inflamatorio se desencadena
por un desequilibrio en la microbiota cutanea asociado a
la seleccién de tipos especificos de C. acnes (diferencia
cualitativa). El filotipo IA-1 esta fuertemente asociado al
acné inflamatorio y al acné fulminante. Este filotipo es
capaz de producir altos niveles de porfirinas, que gene-
ran una mayor repuesta inflamatoria.*

Las porfirinas son moléculas fluorescentes producidas
tanto por células eucariotas como procariotas. C. acnes

Desbalances en el microbioma. Sus implicancias
en el desarrollo y en el tratamiento del acné vulgar.

produce porfirinas como parte de la via de biosintesis
de la vitamina B12 (cobalamina), a la cual necesita para
el funcionamiento de varias enzimas. La coproporfirina
Il esté presente en grandes cantidades en las lesiones
del acné inflamatorio. Ademas, las cepas de C. acnes
de tipo Il asociadas a la piel sana s6lo producen niveles
bajos de porfirinas y poseen un gen llamado “deoR” que
reprime la biosintesis de estas moléculas. La poblacion
de microorganismos cutaneos debe considerarse bajo
una perspectiva dindmica, las comunidades bacteria-
nas interactian entre si y con el sistema inmune. como
también pueden verse influidas por cambios en las ca-
racteristicas del huésped (trastornos hormonales, estrés,
cambios ambientales), promoviendo la seleccién de ce-
pas patégenas de C. acnes capaces de producir varios
factores de virulencia (proteinas de superficie, neurami-
dasas, lipasas, sialicidasas) que aumentan la capacidad
inflamatoria. Ademas, estas cepas pueden formar biope-
liculas que aumentan la resistencia a antibiéticos.?

C. acnes inhibe el desarrollo de Staphylococcus epider-
midis en el foliculo pilosebaceo manteniendo acido el
pH del mismo, hidrolizando los triglicéridos del sebo y
secretando acido propidnico. Por otro lado, los acidos

Actinobacteria
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Figura 1. Clasificacion actualizada de las cepas de Cutibacterium
acnes.



grasos de cadena corta (AGCC) producidos por C. ac-
nes inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes, pero no el de otros miembros
de la microbiota comensal, aunque si interfieren en la for-
macién de biopeliculas por S. epidermidis. Mientras que
las protoporfinas, especialmente la coproporfirina lll pro-
ducida principalmente por el filotipo IA favorece la agre-
gacion y la formacion de biopeliculas por S. aureus.® La
inmunidad innata reconoce a los microorganismos que
se encuentran en la piel a través de los receptores de
reconocimiento de patrones (RRP), y dentro de este gru-
po podemos encontrar receptores de tipo Toll (TLRs). C.
acnes es capaz de activar el sistema inmune interactuan-
do con receptores de tipo TLR-2 y TLR-4, generando la
liberacién de moléculas pro inflamatorias dentro de las
cuales podemos citar IL-1a/B, IL-6, IL-8, IL-12, factor es-
timulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-
CSF), TNF-a, B-defensina-2 (hBD-2), metaloproteasas
de la matriz (MMP) por parte de queratinocitos, seboci-
tos y monocitos. 2® En la figura 2 se plantea un posible
modelo del rol de C. acnes en el acné vulgar.

Estudios cientificos demuestran que el microbioma in-
testinal es diferente en personas sanas vs personas con
acné; en estos ultimos disminuye el nimero de Actino-
bacterias y aumenta el de Proteobacterias. La disbiosis
a nivel intestinal conlleva a un aumento en la permeabi-
lidad de dicho 6rgano produciéndose una mayor libera-
cion de mediadores inflamatorios a nivel de la circulacion
tales como lipopolisacaridos y endotoxinas.®

Los tratamientos para el acné recomendados por las ac-
tuales directrices europeas incluyen productos tépicos:
retinoides, acido azelaico y perdxido de benzoilo y trata-
mientos sistémicos: antibiéticos e isotretinoina. Mientras
que los antiandrégenos orales se recomiendan como
tratamiento alternativo para las pacientes femeninas en
ausencia de contraindicaciones.” El uso de antibi6ticos
promueve la seleccidén de cepas resistentes y puede in-
crementar el desequilibrio en el microbioma. En la ac-
tualidad, hay una transformacion en la forma en que la
vida es comprendida. Los animales y las plantas ya no
son vistos como entidades autbnomas, sino como “ho-

lobiontes”, que se componen por el hospedador mas to-
dos los microbios simbibticos que en ellos habitan. Los
microbios simbiéticos son fundamentales para casi cada
aspecto del hospedador, como la forma, funcion vy fit-
ness, incluyendo las caracteristicas que parecen intangi-
bles a la microbiologia: comportamiento y sociabilidad.?
Por lo que es necesario plantear alternativas terapéuti-
cas que no perturben estas relaciones simbidticas.

Rebiosis: estableciendo una comunidad microbiana de

nuevo a un estado saludable

Los microorganismos comensales pueden ser utilizados
para corregir la disbiosis en la microbiota de la piel. Se
ha demostrado que el restablecimiento de bacterias be-
néficas puede proteger y aun curar enfermedades. En
vista a los nuevos resultados que se han observado, el
objetivo del tratamiento del acné no tiene que ser elimi-
nar C. acnes, sino restablecer el equilibrio perdido entre
los diversos filotipos y disminuir la repuesta inflamatoria.®
Desde una mirada holistica se proponen terapéuticas
mas integrales como, por ejemplo, el uso de probidticos,
prebidticos, bacteridéfagos y/o sus endolisinas.

Probidticos y prebidticos

La Organizacion Mundial de la Salud definié en el afio
2001 el termino probidtico como “microorganismos vi-
vos, los cuales, cuando son administrados en cantida-
des adecuadas, confieren un beneficio a la salud del
hospedador”. Las cepas de bacterias probioticas per-
tenecientes al género Bifidobacterium y Lactobacillus
son las mas comunes, aunque otras especies de otros
géneros tales como Bacillus, Enterococcus y Strep-
tococcus, ademas de la levadura Saccharomyces,
han sido descriptos como probiéticos.® Por otro lado,
los prebidticos son definidos como “ingredientes fer-
mentados selectivamente que permiten cambios es-
pecificos, tanto en la composicién y/o actividad en la
microflora gastrointestinal que confiere beneficios al
bienestar y la salud del hospedador”, promoviendo el
crecimiento de organismos deseables. En formulacio-
nes cosmeéticas, el termino prebidtico puede ser apli-
cado “en principio” a los carbohidratos que estimulan
selectivamente la actividad de la microbiota benéfica
“normal” de la piel. Algunos carbohidratos, €j. gluco-
mamanos de konjac, fructooligosacaridos, son capa-
ces de promover la salud de la piel.'® Tanto los pro-
bidticos como los prebidticos se complementan unos
con otros, la combinacion de los dos conceptos es
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llamado simbiotico, donde los sustratos (prebiéticos)
pueden incrementar la sobrevida de las cepas probié-
ticas.® Los efectos beneficiosos a nivel microbioma
cutaneo pueden lograrse ya sea por 1) la ingestién de
microorganismos vivos o por 2) aplicaciones topicas.
Los probidticos administrados de manera sistémica
pueden disminuir la repuesta inflamatoria. La aplica-
cion de probidticos sobre la piel posee muchos retos,
los cuales estan relacionados con poder asegurar la
viabilidad de la bacteria probidtica luego de su aplica-
cién en un ambiente no tan favorable.*!
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Bacteriofagos y endolisinas

Con la emergencia de muchos patdgenos resistentes a
drogas y un incremento en la falla de antibiéticos y anti-
microbianos comunes en la piel, la terapia fagica se pre-
senta como un método prometedor para tratar infeccio-
nes bacterianas y para mantener el estado saludable de
las comunidades microbianas, permitiendo realizar una
modulacién especifica de las mismas. Los bacteriéfa-
gos son virus que infectan bacterias y son componentes
importantes de la microbiota humana. Regulan tanto la
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abundancia como la diversidad de las bacterias hospe-
dadoras mediante predacion. Como dijimos previamente
C. acnes es la bacteria dominante a nivel de la unidad pi-
losebéacea y en paralelo los bacteriéfagos para esta bac-
teria también lo son. Se sabe hace ya mas de 50 afios
que los bacteriofagos de C. acnes existen en la piel y
que su morfologia corresponde a la de los Siphoviridae.
La relacién entre los fagos de C. acnes y C. acnes es de
aproximadamente 1:20 a nivel de unidad pilosebacea en
personas sanas, pero puede variar ampliamente entre in-
dividuos y a lo largo del tiempo. Se ha logrado demostrar
que el nimero de bacteri6fagos en personas con acné es
menor que en personas sanas.'?'® Una gran ventaja que
ofrece la modulacién del microbioma con bacteriéfagos
de C. acnes es que los mismos solo generan la lisis de
las cepas pertenecientes al filotipo |, por lo cual se res-
petaria la integridad de los filotipos Il y lll, como la de las
demas bacterias que integran este ecosistema.'?

Otra alternativa que se esta evaluando es la utilizacion
de enzimas derivadas de bacteri6fagos, las cuales tie-
nen la capacidad de lisar a los mismos hospedadores.
Estas enzimas liticas o endolisinas, son utilizadas por
los bacteri6fagos después de su replicacién en el inte-
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rior del hospedador para romper la pared de la bacteria
y salir al medio. Estas enzimas son modulares y poseen
generalmente dos tipos de dominios a) de union a la
bacteria hospedadora, lo que le brinda especificidad y
b) dominios activos que degradan la pared. El uso de
estas proteinas para el tratamiento de infecciones hu-
manas es por lejos el campo con mayor interés de to-
das las aplicaciones posibles para estas lisinas.'* Estas
terapéuticas podrian aplicarse de manera individual o
de manera combinada por ejemplo bacteri6fagos de C.
acnes mas probiodticos.

COMENTARIOS FINALES

En los ultimos afios gracias al desarrollo de las omicas
nuestro conocimiento sobre el microbioma ha crecido,
sobre todo a nivel de las comunidades bacterianas,
rompiendo viejos paradigmas y permitiendo darle otro
enfoque a enfermedades como el acné. Queda mucho
camino por recorrer y para responder interrogantes que
aun nos quedan, multiples investigaciones se estan lle-
vando a cabo, lo que si queda claro es que en la era del
holobionte se requieren nuevas terapéuticas que sean
sustentables con todo el ecosistema.

1. O’Neill AM, Gallo RL. Host-microbiome interactions and recent
progress into understanding the biology of acne vulgaris. Microbiome.
2018; 6 (1): 177.

2. Mayslich C, Grange PA, Dupin N. Cutibacterium acnes as an
opportunistic pathogen: An update of its virulence-associated
factors. Microorganisms. 2021; 9 (2): 1-21.

3. Spittaels KJ, Ongena R, Zouboulis CC, Crabbé A, et al. Cutibacterium
acnes Phylotype | and Il Strains Interact Differently With Human Skin
Cells. Front Cell Infect Microbiol. 2020; 10: 575164

4. Dagnelie MA, Montassier E, Khammari A, Mounier C, et al.
Inflammatory skin is associated with changes in the skin microbiota
composition on the back of severe acne patients. Exp Dermatol.
2019; 28 (8): 961-967.

5. Bruggemann H, Salar-Vidal L, Gollnick HPM, Lood R. A Janus-Faced
Bacterium: Host-Beneficial and -Detrimental Roles of Cutibacterium
acnes. Front Microbiol. 2021; 12. Fecha de consulta: 31/10/21.
Disponible  online:  https://www.readcube.com/articles/10.3389/
fmicb.2021.673845

6. Dréno B, Dagnelie MA, Khammari A, Corvec S. The Skin Microbiome:
A New Actor in Inflammatory Acne. Am J Clin Dermatol. 2020; 21
(1): 18-24.

~

Nast A, Dréno B, Bettoli V, Bukvic Mokos Z, et al. European evidence-

based (S3) guideline for the treatment of acne — update 2016 - short

version. J. Eur. Acad. Dermatol. Venereol. 2016; 30 (8): 1261-1268.

8. Bordenstein SR, Theis KR. Host biology in light of the microbiome:
Ten principles of holobionts and hologenomes. PLoS Biology. 2015;
13 (8): €1002226.

9. Zawistowska-Rojek A, Tyski S. (2018). Are probiotic really safe for
humans? Pol J Microbiol. 2018; 67 (3): 251-258.

10. Al-Ghazzewi FH, Tester RF. Impact of prebiotics and probiotics on
skin health. Benef Microbes. 2014; 5 (2): 99-107.

11. Franca K. Topical Probiotics in Dermatological Therapy and Skincare:
A Concise Review. Dermatol Ther. 2021; 11 (1): 71-77.

12. Castillo DE, Nanda S, Keri, J. E. (2019). Propionibacterium
(Cutibacterium) acnes Bacteriophage Therapy in Acne: Current
Evidence and Future Perspectives. Dermatol Ther. 2019; 9 (1): 19-31.

13. LiuJ, Yan R, Zhong Q, Ngo S, et al. The diversity and host interactions
of Propionibacterium acnes bacteriophages on human skin. ISME J.
2015; 9 (9): 2078-2093.

14. Jonczyk-Matysiak E, Weber-Dabrowska B, Zaczek M, Miedzybrodzki

R, et al. Prospects of phage application in the treatment of acne

caused by Propionibacterium acnes. Front Microbiol. 2017; 8: 164.

c L I DAN LOCION

INNOVACION EN EL

XYLITOL

INHIBE EL BIOFILM

DE C. ACNES

CONTROL DEL ACNE

9

Microbiome

| CLINDAMICINA

.LINDAMICINA
XYLITOL
VIACINAMIDA

ASOCIACION DE ACTIVOS PARA PONER
FIN A LA RESISTENCIA BACTERIANA

Cassara

NIACINAMIDA

RESTAURA
BARRERA CUTANEA



Microbiota
intestinal y
Psoriasis.

Autor

/ Dei-Cas Ignacio’
Fecha de recibido: 10/10/21 / Fecha de aceptado: 03/11/21

CARACTERISTICAS, COMPOSICION
YFUNCIONESDELAMICROBIOTAINTESTINAL

FACTORES QUE MODIFICAN
EL MICROBIOMA INTESTINAL

— Correspondencia

1 Médico dermatdlogo de planta. Doctor en medicina UBA.
Ignacio Dei-Cas.

E-mail: ideicas@hotmail.com

La evidencia sugiere que las exposiciones ambientales du-
rante los primeros dias de vida, incluida la dieta, son res-
ponsables de estas variaciones. La colonizacién intestinal
del recién nacido ocurre en una sucesién de etapas. Inicial-
mente, el intestino se coloniza principalmente por organis-
mos aerdbicos, tales como Enterobacterias, Estafilococos y
Estreptococos, muchos de los cuales tienen el potencial de
ser patdgenos. Estos primeros colonizadores comienzan a
cambiar el entorno intestinal, allanando el camino para la
colonizacion por una comunidad de microbios cada vez
mas anaerobica. La estructura de la comunidad intestinal
contindia cambiando durante el primer afio de vida y poste-
riormente en respuesta a factores externos como la dieta 'y
el uso de antibidticos, la lactancia materna, el destete y la
introduccién sucesiva de diferentes tipos de alimentos. 3°

Edad gestacional del recién nacido: La edad gestacional
es un determinante clave en la colonizacién por la micro-
biota. La composicién de la microbiota intestinal es dife-
rente en menores de 37 semanas que en recién nacidos
de término. En los pretérmino la colonizacién bacteriana
se ve modificada por la inmadurez de los tejidos como
por factores ambientales como el uso de antibiéticos, la
hospitalizacion y la alimentacién enteral, entre otros.®

Alimentacion durante los primeros meses de vida: La le-
che materna es el alimento éptimo para los bebés, ya
que cumple con todos sus requerimientos nutriciona-
les y fisiolégicos. La leche humana contiene proteinas,
grasas y carbohidratos, asi como inmunoglobulinas y
endocannabinoides. La leche materna no es estéril, ya
que contiene hasta 600 especies diferentes de bacte-
rias beneficiosas incluyendo Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium bifidum, y Bifidobacterium dentium.
Ademas de contener lactosa, el componente de car-
bohidratos de la leche humana también contiene oli-
gosacaridos. Estos oligosacaridos de la leche humana
son polimeros no digeribles formados por un pequefio
numero de monosacaridos diferentes que sirven como
prebidticos estimulando selectivamente el crecimiento
de miembros de la microbiota del género Bifidobacte-
rium. Se ha demostrado que las bifidobacterias aumen-
tan la produccién de inmunoglobulina A, que se correla-
ciona con la modulacion del sistema inmune intestinal.
La aerotolerancia de la microbiota intestinal también
parece diferir entre lactantes alimentados con leche
materna y con férmula.>”8

Microbiota intestinal y Psoriasis.

Cambios en el microbioma intestinal con la edad: La
composicion de microbiota intestinal se transforma a lo
largo de las primeras etapas del desarrollo humano y esta
influenciada por la dieta. Cuando la dieta de un bebé com-
prende leche materna y formula, el microbioma posee mini-
ma diversidad y esté enriquecido en genes para facilitar la
utilizaciéon de lactato. Previo a la introduccién de alimentos
sélidos se produce un cambio en la microbiota con la ad-
quisicion de bacterias que poseen la capacidad de degra-
dar glicanos derivados de plantas. Cuando un nifio tiene
alrededor de 3 afios, la composicién bacteriana se asemeja
ala de un adulto y permanece estable hasta la vejez, cuan-
do aumenta la variabilidad en la composicién de la comu-
nidad bacteriana. En términos de sucesion ecoldgica, la
microbiota con predomino de Bifidobacterium en los nifios
cambia a una microbiota con predominio de Bacteroide-
tes y Firmicutes en el adulto. Esta distribucion se mantie-
ne bastante estable durante la edad adulta en ausencia de
perturbaciones, como cambios en la dieta a largo plazo o
uso repetido de antibiéticos. Existen diferencias notables
en la microbiota entre personas mayores en comparacion
con adultos jévenes, predominando los Bacteroidetes en
personas mayores en comparacion con mayor proporcion
de Firmicutes en adultos jévenes. Sin embargo, la micro-
biota presenta menores variaciones interindividuales.®°

Influencias geograficas en el microbioma intestinal: Se
ha demostrado que la ubicacion geogréfica y el origen ét-
nico son determinantes de la diversidad y composicion
general de la microbiota.' Un estudio de 2013 realizado
por Prideaux y col. examind sujetos caucasicos y chinos
en los Estados Unidos y Hong Kong y descubri6é que la
composicién microbiana diferia entre paises y entre etnias
dentro del mismo pais."?

Influencias de la dieta en el microbioma intestinal: La
dieta se ha convertido en uno de los factores mas rele-
vantes para influir sobre el microbioma intestinal. Cambios
significativos en la microbiota intestinal se han asociado
con la dieta, principalmente con el consumo de fibra die-
tética de frutas, vegetales y otras plantas. Una dieta va-
riada y compleja esta asociada con un microbioma mas
diverso." A nivel mundial, se observa que la composicién
del microbioma es diferente entre distintas poblaciones y
culturas. De Filippo y col. compararon el microbioma in-
testinal de nifios de 1 a 6 afios que viven en una aldea
de Africa rural, en un ambiente que se asemeja al de los
agricultores del Neolitico, con la microbiota intestinal de
nifos europeos (Florencia, Italia) de la misma edad, con



habitos alimenticios y condiciones de vida tipicas de los
paises desarrollados. Mientras que se encontraron bacte-
rias productoras de acidos grasos de cadena corta (SCFA)
en ambas poblaciones, ciertas bacterias (Xylanibacter,
Prevotella, Butyrivibrio, y Treponema) que usan Xxilano,
xilosa y carboximetilcelulosa para producir altos niveles
de SCFA vy tienen un rol protector contra la inflamacién
intestinal se encontraron exclusivamente en los nifios afri-
canos. En particular, los nifios africanos tenian mayores
niveles de SCFA totales, con niveles 4 veces mayores de
butirato y propionato que los nifios europeos.™

El enriquecimiento microbiano se ha asociado con dietas al-
tas en frutas, verduras y fibra en comparacién con una dieta
occidental rica en grasas, azUcares y proteinas animales y
sin fibra.’ La menor diversidad de la microbiota intestinal en
personas que consumen una dieta occidental se asocia con
una mayor incidencia de obesidad, enfermedad coronaria,
sindrome metabdlico y ciertos tumores malignos.®'”

indice de masa corporal (BMI): Bervoets y col. demostra-
ron que la microbiota de nifios obesos presenta un aumen-
to en la relacién Firmicutes:Bacteroidetes en comparacién
con la microbiota de nifios delgados.' Riva y col. confirma-
ron que la obesidad esta asociada con niveles elevados de
Firmicutes como Ruminococcaceae y niveles disminuidos
de Bacteroidetes como Bacteroidaceae y Bacteroides. Los
niveles de SCFA son mayores en nifios obesos, lo que su-
giere una elevada utilizacion del sustrato. Estos hallazgos
sugieren que la disbiosis de la microbiota intestinal pue-
de contribuir a la fisiopatologia de la obesidad y la mayor
proporcién de Firmicutes:Bacteroidetes se asocia con una
mayor producciéon de SCFA y aumento de la produccion de
energia en el colon.” Un BMI bajo también se asocié con
profundas variaciones en la microbiota intestinal. Los resul-
tados mostraron que la microbiota intestinal en pacientes
con anorexia nerviosa presentaban un aumento significati-
vo en Enterobacteriaceae y Methanobrevibacter smithii en
comparacion con los controles sanos.?’ Los valores de BMI
representan un valor predictivo valido para la disbiosis de la
microbiota intestinal. Los estudios han demostrado que las
variaciones de la microbiota estan correlacionadas con una
produccién aumentada o reducida de SCFA que pueden
contribuir respectivamente a la fisiopatologia de la obesi-
dad o la anorexia nerviosa.

Estrés: El tracto gastrointestinal y la microbiota intestinal
son sensibles al estrés. Las bacterias entéricas responden
a la liberacion de mediadores neuroquimicos por parte del
huésped, que pueden influir en la respuesta frente a una
infeccion bacteriana. Teorias recientes sugieren que las

bacterias podrian actuar como vehiculos para la entrega
de compuestos neuroactivos y por lo tanto pueden afectar
las caracteristicas fisiolégicas del huésped.5*!

Ejercicio fisico: Bai y col. sugirieron en nifios y adolescen-
tes una relacién entre la frecuencia del ejercicio fisico y la
composicién de la microbiota.?? Realizar ejercicio diaria-
mente aumenta la diversidad bacteriana con un aumento
de Firmicutes: Clostridiales, Roseburia, Lachnospiraceae y
Erysipelotrichaceae productores de SCFA que aumentan
la expresién de proteinas de unién en el epitelio intestinal,
reduciendo la permeabilidad de la mucosa e inhibiendo ci-
tocinas inflamatorias.?® Clarke y col. investigaron el impac-
to de una dietarica en proteinas y del gjercicio en atletas y
encontraron mayor diversidad en este grupo (presentaron
mayor riqueza con mas de 20 filos que los controles).?

Farmacos: La microbiota intestinal ayuda a la conversion
de compuestos inactivos (p.gj. prodrogas) y bioactivos die-
téticos en sus productos activos. Por ejemplo, la sulfasa-
lazina (utilizada en el tto de la colitis ulcerosa, entre otras
patologias) permanece inactiva hasta que alcanza intesti-
no distal donde es transformada en el compuesto activo.
Asimismo, alimentos como frutas, verduras, cereales y café
contienen hidroxicinamatos conjugados, compuestos an-
tioxidantes y antiinflamatorios que son activados luego de
la biotransformacién microbiana. Por lo tanto, surge la pre-
gunta de si la variacién en la respuesta a ciertos farmacos
entre las personas se debe a alteraciones en su microbio-
ma intestinal. Datos actuales sugieren que la microbiota in-
testinal protege al huésped de patdégenos compitiendo por
sitios de union y nutrientes y por inhibicién directa a través
de la liberaciéon de moléculas inhibidoras.® Cuando se inte-
rrumpen estos mecanismos de proteccion, puede produ-
cirse también un desequilibrio en la microbiota intestinal.

Supresion de acido gastrico: Varias afecciones como la
dismotilidad intestinal, alteraciones anatémicas del tubo
digestivo, deficiencias inmunes e hipoclorhidria son facto-
res predisponentes para el sobrecrecimiento de bacterias
intestinales. Si bien la hipoclorhidria puede ser el resultado
de la colonizacién por Helicobacter pylori o secundaria al
envejecimiento, muchas personas también toman medica-
mentos para disminuir la acidez gastrica o como profilaxis
de Ulcera gastroduodenal o enfermedad por reflujo gas-
troesofagico. Dado el papel protector que tiene la acidez
gastrica protegiendo al huésped contra los patégenos in-
geridos, es factible que el uso prolongado de inhibidores
de la bomba de protones como el omeprazol contribuya al
sobrecrecimiento bacteriano.?%2¢

Antibidticos: Las terapias con antibidticos se dirigen no
solo a los microorganismos patégenos sino también (de
forma no intencionada) a las comunidades microbianas
intestinales asociadas al huésped. La mayoria de los an-
tibiéticos tienen una actividad de amplio espectro. Por lo
tanto, aunque los antibiéticos son disefiados para atacar
organismos patdgenos, la microbiota también se ve afec-
tada, dejando un efecto negativo duradero en la comuni-
dad microbiana intestinal que persiste mucho tiempo des-
pués luego que el tratamiento antibiético ha concluido.
Los antibiéticos también pueden promover la expansion
de cepas resistentes a los antibiéticos, que pueden actuar
Ccomo reservorio para genes de resistencia en el microam-
biente intestinal. Generalmente, luego del tratamiento an-
tibidtico se constata disminucion de la diversidad en el mi-
crobioma, y aunque la mayor parte de la microbiota vuelve
a los niveles pretratamiento, algunos miembros de la co-
munidad bacteriana se pierden para siempre. Ademas,
la dosis del antibiético es importante para determinar el
impacto ecoldgico que tendra en la microbiota. Mientras
que dosis de antibiéticos subterapéuticas a menudo uti-
lizados por la agricultura y para promover el crecimiento
animal no reducen la masa bacteriana total, este uso es
criticado ya que cambia la composicion de la microbiota
y promueve peligrosos niveles de resistencia a los anti-
biéticos. De manera similar, en humanos, las dosis tera-
péuticas estan disefiadas para minimizar estos efectos,
aunque a pesar de estos esfuerzos, la microbiota puede
cambiar a una mayor colonizacion por patégenos oportu-
nistas como Clostridium difficile y Candida albicans. Es-
tos efectos del suministro de antibiéticos no se limitan a
la administracion oral. Las alteraciones de la comunidad
microbiana intestinal secundarias al uso de antibidticos
pueden provocar disregulacion de la homeostasis inmune
del huésped y una mayor susceptibilidad a diversas enfer-
medades como la Ell, y asma entre otras patologias.?”°
Hace ya mas de una década, Chang y col. identificaron
que los pacientes con infecciones recurrentes por C. diffi-
cile poseian una microbiota caracterizada por una reduc-
cion en la diversidad bacteriana en comparacion con los
controles y con pacientes que tuvieron un Unico episodio
de infeccién por C. Difficile.*® Erradicar la colonizacién por
C difficile y corregir la disbiosis intestinal mediante el tras-
plante de materia fecal ha demostrado ser un tratamiento
exitoso para eliminar la infeccion recurrente y refractaria
por C difficile y para restablecer la microbiota con tasas
de curacion mayores al 90%. 332 (Fig. 1)

Una forma de estimar la herencia de los rasgos microbianos
es mediante estudios basados en gemelos, que comparan
la similitud de la abundancia de taxones microbianos. Dos
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estudios de gemelos realizados en 2009 y 2012 mostraron
poca o ninguna evidencia de la presencia de herencia en el
microbioma intestinal.®*** Sin embargo, un estudio mas re-
ciente que consistié en una muestra mas grande (1126 pares
de gemelos) mostré que el 8,8% de los taxones microbianos
intestinales fueron hereditarios.®® Los autores demuestran
ademas que estos taxones hereditarios son temporalmente
estables durante largos periodos, lo que sugiere un efecto
menor de los factores ambientales en su abundancia relativa.
En resumen, aunque existen muy pocos datos humanos
hasta la fecha, parece que los miembros del microbioma
intestinal experimentan una evolucién adaptativa dentro de
las personas. Sin embargo, en base a estas observacio-
nes iniciales y que las estimaciones de nuevas mutaciones
dentro del microbioma intestinal son del orden de miles de
millones por dia, ahora esta claro que las consideraciones
evolutivas deben extenderse a la escala mas fina posible,
es decir a la evolucién de microbiomas personales.®

Alteraciones en la simbiosis entre los microbios y el cuer-
po humano han sido implicadas en el desarrollo de mul-
tiples enfermedades inflamatorias inmunomediadas. En



particular, la disbiosis intestinal se ha relacionado con la
estimulacién inmunoldgica continua, lo que resulta en res-
puestas inmunes sistémicas, que pueden inducir procesos
inflamatorios crénicos, como la psoriasis.®” Zakostelska y
col. han demostrado que la exposicion de ratones a anti-
biéticos inhibié el desarrollo de psoriasis, sugiriendo que
el microbioma intestinal estaria implicado en la génesis de
la psoriasis.®® Los ratones se caracterizaron por presentar
un aumento de lactobacilos fecales, que suprimen el eje
IL-23/Th17, implicado en la patogénesis de la psoriasis.
Otros investigadores han demostrado que el tratamiento
neonatal de ratones con vancomicina y polimixina condu-
jo a la desregulacion de la microbiota intestinal y cutanea
en la edad adulta, como se manifiesta por la exacerbacién
de la psoriasis inducida por imiquimod.®*® De manera si-
milar, los cambios en la microbiota intestinal observados
entre los pacientes con artritis psoriasica incluyeron una
disminucién de la diversidad microbiana, con una abun-
dancia relativa reducida de Akkermansia, Ruminococcus y
Pseudobutyrivibrio en comparacién con controles sanos.*
Hallazgos recientes demuestran la presencia de ADN bac-
teriano en muestras de sangre periférica de pacientes con
psoriasis, acompafnado de elevacién en los valores san-
guineos de mediadores inflamatorios involucrados en la
patogénesis de la psoriasis como TNF-a, IFN-y, IL-18 ,
IL-6 e IL-12, sin proceso infeccioso concurrente.*! Este
fendmeno se conoce como translocacion bacteriana (TB)
de la luz intestinal y esta relacionado con la integridad de
la barrera intestinal, que se ha descripto en otras afeccio-
nes, como la EC y la cirrosis hepatica.*?#* Codoiier y col.
estudiaron un total de 52 pacientes diagnosticados con
psoriasis en placas y detectaron ADN bacteriano en 13
muestras de sangre (13/52 = 25%) considerandose pa-
cientes con TB positiva. Ademas, observaron diferencias
significativas al comparar la diversidad de pacientes con
TB positiva y TB negativa (p = 0.013). La variabilidad fue
menor y mas estable en pacientes con TB positiva que en
pacientes con TB negativa. En ese estudio, el microbio-
ma psoriasico resulté mas diverso que el de la poblacion
sana. El analisis mostrd algunos géneros presentes dife-
rencialmente en individuos psoriaticos, siendo relevante el
aumento de Faecalibacterium y la disminucién de Bacte-
roides. Los géneros Akkermansia y Ruminococcus mos-
traron valores mas altos en los pacientes psoriaticos.

La comparacion de sujetos con psoriasis TB+/ TB- versus
la poblacién sana no identificd bacterias especificas para
la TB. Los grupos de Parabacteroides, Collinsella, Blautia
y Ruminococcus se presentaron diferencialmente solo en
sujetos con TB+, pero considerandose que el grupo con

TB+ representaba solo el 25% de las personas psoriasi-
cas incluidas en el estudio, estas diferencias deben con-
siderarse como un resultado puntual, requiriéndose mas
estudios para confirmar estos hallazgos.* Tan y col. eva-
luaron 14 pacientes con psoriasis y 14 controles y aunque
no encontraron diferencias significativas en diversidad alfa
entre los dos grupos, los sujetos con psoriasis mostraron
una diversidad ligeramente disminuida en comparacion
con los controles sanos. A nivel de filo, encontraron que la
abundancia relativa de Verrucomicrobia y Tenericutes dis-
minuyd drasticamente en pacientes con psoriasis. A nivel
de familia, la abundancia relativa de Verrucomicrobiaceae
y S24-7 disminuyd, mientras que la abundancia relativa de
Bacteroidaceae y Enterococcaceae aumentd en la pso-
riasis. A nivel de género, encontraron disminucion de la
abundancia de Akkermansia y aumento de Enterococcus
y Bacteroides en pacientes con psoriasis. A nivel de es-
pecies encontraron menor abundancia de Akkermansia
muciniphila y mayor de Clostridium citroniae en los pa-
cientes con psoriasis en comparaciéon con los controles
sanos.” La A. mucinophila es una bacteria Gram negativa
que reside en el tracto intestinal de humanos y animales,
y pertenece a Verrucomicrobia (filo), Verrucomicrobiae
(clase), Verrucomicrobiales (orden), Verrucomicrobiaceae
(familia), Akkermansia (género) y muciniphila (especie).
En condiciones normales, la poblacion de A. muciniphila
constituye aproximadamente el 3% -5% de las especies
intestinales colonicas de los adultos y representa mas del
1% de la microbiota total en las heces.*® Estudios recien-
tes mostraron que A. muciniphila podria asociarse con las
células intestinales para mantener la funcién de barrera
celular, mientras que un estudio de intervencion dietética
demostré que A. muciniphila puede actuar como un indi-
cador de estado de salud. La evidencia ha demostrado
que la abundancia de A. muciniphila se reduce significa-
tivamente en pacientes con enfermedades inflamatorias
cronicas, incluida la obesidad, asi como diversas enfer-
medades intestinales como la EC.4"* Hidalgo Cantabrana
y col. analizando 19 pacientes con psoriasis y 20 contro-
les encontraron menor diversidad alfa en pacientes con
psoriasis, en comparacion con el grupo control. Ademas,
los analisis de diversidad B realizados en una matriz de
distancia UniFrac no ponderada revelaron una agrupacién
significativa de individuos sanos y pacientes con psoriasis
apoyando el teoria de que la composicién de la microbiota
intestinal difiere entre ambos grupos. Las Actinobacterias
y Firmicutes aumentaron significativamente en el grupo de
psoriasis en comparacién con el grupo control, mientras
que Bacteroidetes y Proteobacterias se redujeron signifi-

cativamente. El numero de OTU identificadas en la micro-
biota fecal del grupo de psoriasis fue significativamente
menor en comparacioén con los controles sanos. Encontra-
ron un aumento en la relacion Firmicutes:Bacteroidetes en
los pacientes con psoriasis en comparacion con el grupo
control sano. Ademas, detectaron diferencias significati-
vas en la abundancia relativa de ciertas familias de bacte-
rias en pacientes con psoriasis. A nivel de género, Blautia,
Bifidobacterium, Collinsella y Slackia estaban significati-
vamente sobrerrepresentadas en el grupo de psoriasis,
mientras que Bacteroides, Parabacteroides, Barnesiella,
Alistipes y Paraprevotella estaban subrepresentadas. Fae-
calibaterium fue significativamente menor en el grupo de
psoriasis y Akkermansia no mostrd variabilidad entre los
grupos.*® Chen y col., en un estudio que incluy6 32 pa-
cientes con psoriasis y 64 controles, no encontraran di-
ferencias significativas entre ambos grupos al analizar la
diversidad alfa. Los pacientes con psoriasis mostraron un
aumento de Firmicutes y una disminucion de Bacteroide-
tes en comparacién con los controles. La disminucion de
Bacteroidaceae, Prevotellaceae y el aumento de las fami-
lias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae se observaron
en pacientes con psoriasis. El analisis de coordenadas
principales (PCoA) revel6 una diferencia significativa en
la composicion de las OTU bacterianas entre la psoriasis
y los controles en aquellos con valores de BMI inferiores
a 25, pero no entre sujetos obesos (BMI > 25). Rumino-
coccus, Megasphaera, Dialister y Dorea, pertenecientes al
filo de Firmicutes, fueron los géneros aumentados de la
microbiota fecal de pacientes con psoriasis, mientras que
Sutterella y Paraprevotella resultaron ser los dos principa-
les en los sujetos control. Hallaron una disminucién de la
abundancia de Akkermansia en pacientes con psoriasis,
que fue consistente con un estudio previo en pacientes
con PsA de reciente comienzo. Otras covariables, como el
sexo, la severidad de la enfermedad evaluada por el indice
PASI, el tratamiento con fototerapia, la presencia de artri-
tis psoriasica, asi como la dieta, el consumo de alcohol,
café o té, el tabaquismo, y la actividad fisica no afectaron
significativamente el perfil de abundancia de la microbiota
intestinal entre los pacientes con psoriasis y sin psoriasis.
Se encontraron diferencias estadisticamente significati-
vas entre cada uno de estos tres grupos de pacientes:
controles, pacientes con psoriasis que usan DMARDS o
biolégicos; y pacientes con psoriasis que no usan DMARD
o productos biolégicos. Estos resultados revelaron que el
tratamiento sistémico, incluidos los productos biolégicos,
no hizo que el intestino psoriatico fuera mas parecido al
intestino sano, sino que cred un perfil microbiano espe-

cifico para los pacientes bajo tratamiento sistémico.®
Huang y col. incluyeron 35 pacientes con psoriasis y 27
controles. Entre los pacientes con psoriasis, 16 fueron
diagnosticados con psoriasis en placas, 8 con psoriasis
pustulosa, 7 con artritis psoriasica y 4 con eritrodermia
psoriasica. Del total pacientes, 12 fueron confirmados
como casos graves. Los controles sanos estaban com-
puestos por 16 hombres y 11 mujeres sin antecedentes
de psoriasis. No encontraron diferencias estadisticamente
significativas en relacion a la diversidad alfa entre los gru-
pos con psoriasis y controles mediante los indices Simp-
son o Shannon lo que demostré que el nivel de diversidad
fue similar en estos dos grupos. Firmicutes resulté ser el
filo predominante, representando el 59.10% vy el 45.82%
de la microbiota intestinal en individuos sanos y pacien-
tes con psoriasis, respectivamente. Bacteroidetes fue el
segundo filo mas abundante en ambos grupos y, con una
proporcién de 12.04% en sujetos sanos y 36.60% en los
pacientes con psoriasis. No encontraron un aumento en
la relacion Firmicutes:Bacteroidetes. A nivel de género,
Bacillus, Bacteroides, Sutterella, Lactococcus, Lachnospi-
raceae UCGO004, Lachnospira, Mitochondria_norank, Cya-
nobacteria_norank y Parabacteroides fueron relativamen-
te mas abundantes en pacientes con psoriasis, mientras
que Thermus, Streptococcus, Rothiala, Granulica, Albaria,
Gordon, Granul, Caultel, Granul, Caultel, Granulca, Granul,
y Carnobacterium en los sujetos control. En relacion a la
variedad clinica de psoriasis, a nivel de filo, los autores
no encontraron diferencias significativas entre los cuatro
grupos evaluados.®

Scher y col. analizando un total de 48 muestras fecales de
pacientes con artritis psoriasica (PsA), psoriasis y sujetos
sanos e identificaron un total de 2835 OTU. En compara-
cion con los sujetos sanos, la diversidad microbiana alfa
se redujo significativamente en las muestras de pacien-
tes con PsA y psoriasis. En los pacientes evaluados, la
abundancia relativa de varios géneros microbianos dismi-
nuyd tanto en PsA como en psoriasis cutanea. Utilizando
tecnologia NGS, los autores encontraron por primera vez,
que los pacientes con PsAy psoriasis tienen menor diver-
sidad en su microbiota intestinal, principalmente debido a
la menor abundancia relativa de varios taxones. Parte de
esta reduccion de taxones se comparte entre ambas con-
diciones [i.e. OTU 43 (Coprococcus)]. Sin embargo, otros
géneros como Ruminoccocus y Akkermansia se reduje-
ron solo en PsA. El perfil de la microbiota intestinal de la
psoriasis, segun los autores, seria intermedio entre la PsA
y los sujetos sanos, lo que sugiere un posible espectro



continuo en la desaparicion de los taxones intestinales a
través de la historia natural de la enfermedad.*

Shapiro y col. estudiaron la microbiota intestinal de 24 pa-
cientes con psoriasis y 22 sujetos control. En relacion a la
diversidad alfa, no encontraron diferencias significativas en-
tre ambos grupos. Sin embargo, al considerar la diversidad
beta, el andlisis UniFrac revel6 una diferencia significativa en
las comunidades bacterianas de los grupos psoriaticos ver-
sus control siendo esta diferencia significativa tanto en los
analisis ponderados (weighted) como no ponderados (un-
weighted). A nivel de filo, hubo un aumento significativo en la
abundancia relativa de Firmicutes en la cohorte de pacientes
psoriaticos, y una proporcion significativamente menor del
filo Bacteroidetes en comparacion con el grupo de control.
Esto se tradujo en un aumento significativo en la relacién
Firmicutes:Bacteroides en la cohorte psoriasica. Las propor-
ciones de 11 géneros fueron significativamente diferentes
entre las dos cohortes. Algunos de los grupos bacterianos,
generalmente asociados con propiedades antiinflamatorias,
como Blautia y Faecalibacterium, fueron mas prominentes en
las muestras fecales de los pacientes psoriticos en com-
paracion con los participantes del grupo control. Estas dife-
rencias se mantuvieron significativas para la mayoria de los
grupos bacterianos después de la correccion por edad, sexo
e BMI. A nivel de especie, hubo aumentos significativos en
las proporciones relativas de Ruminoccocus gnavus, Dorea
formicigenerans y collinsella aerofaciens en el grupo psoriati-
co, mientras que Prevotella copri se incremento significativa-
mente en el grupo control.

No encontraron diferencias significativas tanto para la diver-
sidad alfa y beta, ni en bacterias especificas a nivel de gé-
nero y especie entre los grupos al considerar el tratamiento
recibido al momento de la recolecciéon de las muestras (t6-
pico, bioldgico y sin tratamiento) ni al considerar la duracién
de la enfermedad.®

Recientemente publicamos un estudio que incluy6 55 pa-
cientes con psoriasis en placas crénica (28 con psoriasis
leve y 27 con psoriasis moderada-severa) y 27 controles no
relacionados pareados por sexo, edad y BMI con aquellos

Debnath N, Kumar R, Kumar A, et al. Gut-microbiota derived bioactive
metabolites and their functions in host physiology. Biotechnol Genet Eng
Rev. 2021; :1-49.

Clemente JC, Ursell LK, Parfrey LW, Knight R. The Impact of the Gut
Microbiota on Human Health: An Integrative View. Cell. 2012; 148:1258-
1270.

Wampach L, Heintz-Buschart A, Fritz JV, et al. Birth mode is associated with

pacientes con psoriasis moderada-severa, siendo hasta
la fecha el estudio con el mayor niUmero de pacientes con
psoriasis y el primero que evalla los cambios en la micro-
biota intestinal segun la severidad de la psoriasis basada
en criterios estrictos bien definidos. Incluimos solo pacien-
tes con psoriasis en placas crénica y excluimos pacientes
con PsA y enfermedad inflamatoria intestinal (comorbilida-
des de psoriasis que estan relacionadas con cambios en la
microbiota intestinal) y aquellos pacientes bajo tratamiento
sistémico (incluida la fototerapia) para eliminar los posibles
efectos del tratamiento sobre la microbiota intestinal. En re-
lacién a los resultados de la investigacion, no encontramos
una menor riqueza de taxones entre pacientes con psoriasis
y controles. Bacteroidetes y Firmicutes fueron los filos mas
prevalentes en pacientes con psoriasis y en controles. Sin
embargo, hubo diferencias significativas entre ambos gru-
pos de sujetos. La relacién Firmicutes:Bacteroidetes fue
de 0.94 en pacientes psoridticos y de 0.55 en controles. La
variacion en la composicion de géneros entre las diferentes
muestras o diversidad beta, mostré que los géneros Faeca-
libacterium y Blautia fueron los mas relevantes en pacien-
tes con psoriasis que discriminaron contra los controles sin
psoriasis. Faecalibacterium prausnitzii (F. prausnitzi) puede
regular la diferenciacién de células Th17/Treg y es una de las
principales bacterias intestinales productores de butirato. En
el grupo control, los géneros predominantes fueron Bacte-
roides y Paraprevotella. Evidencias crecientes proponen que
los Bacteroides aprovechan los glicanos complejos gracias
a su repertorio de loci de utilizaciéon de polisacéaridos. Los
pacientes con psoriasis moderada-severa presentaron me-
nor riqueza (diversidad alfa) en su microbiota intestinal que
los pacientes con enfermedad leve, aunque esta diferencia
fue sutil. Cuando comparamos si la microbiota de pacientes
con psoriasis leve versus pacientes con psoriasis moderada-
severa se veia afectada por la edad, el sexo, la edad de inicio
de la enfermedad, los afios de enfermedad y las comorbili-
dades como la hipertension o la diabetes, no encontramos
diferencias entre ambos grupos. Estos resultados también
podrian explicar que los cambios de la microbiota intestinal
en la psoriasis dependerian de la presencia de la enfermedad
y no se verian afectados por su severidad.*
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MICROBIOMA ORAL

En contraste con los numerosos estudios sobre la
microbiota oral, la estructura de dicha comunidad,
incluyendo levaduras y Archeas, ha sido sdlo
recientemente examinado. Hay muchos procesos locales
y sistémicos vinculados a la microbiota oral: formacion de
la placa dentaria y desarrollo de caries, asociacién con el
cancer oral, enfermedades cardiovasculares, neumonias,
nacimiento de pretérmino y diabetes . Es en esta zona del
organismo, conjuntamente con el tracto intestinal, donde
se han estudiado exhaustivamente las interacciones de
los microorganismos. La mayor parte de las BP que se
producen son mixtas. La cavidad bucal puede servir de
reservorio de patdbiontes intestinales potenciales que
pueden exacerbar una enfermedad intestinal. Esto se ha
demostrado en un trabajo reciente que utiliza animales
gnotobidticos. Se les administro Klebsiella spp aisladas
de la microbiota salival mutirresistente y resultaron ser
inductoras potentes de las células TH1 cuando colonizan
el intestino. Solamente la administracion oral de
K.pneumoniae indujo significativamente células TH1,ya
que una mezcla de otras cepas no lo hizo. Esto que
indica que K. pneumoniae fue el principal contribuyente
a la acumulacion de células TH1 observadas. Las
experiencias efectuadas con microorganismos muertos
y con E.coli no arrojaron los mismos resultados. Es
evidente que hay bacterias no comunes en el tracto
intestinal, que al colonizarlo dafan y/o estimulan
respuestas anormales Ademas es mas factible que lo
hagan cuando la microbiota intestinal es disbiética y el
huésped es genéticamente susceptible.

La cavidad bucal puede servir de reservorio de
patdbiontes intestinales potenciales que pueden
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exacerbar una enfermedad intestinal. Esto se ha
demostrado en un trabajo reciente que utiliza animales
gnotobidticos. Se les administré Klebsiella spp aisladas
de la microbiota salival mutirresistente y resultaron ser
inductoras potentes de las células TH1 cuando colonizan
el intestino.

PARTICIPACION DE LA
MICROBIOTA ORAL EN
PROCESOS ODONTOLOGICOS

El creciente nUmero de adultos mayores con diferentes
desérdenes en su salud bucal, son mas propensos al
desarrollo de patologia oral y sistémica y es un problema
médico en aumento. Hay una urgente necesidad de
prestar mas atencién a los componentes de la microbiota
oral, que son agentes etiolégicos de las infecciones
oportunistas humanas y son particularmente peligrosas
para los adultos de la tercera edad y también influye en la
mujer embarazada. Los factores predisponentes para las
infecciones orales son el contacto con los portadores de
patdgenos, el sistema inmunitario deteriorado, la mala
higiene bucal y el tabaquismo. La formacion de BP y su
sistema de quérum-sensing son fundamentales en la vida
bacteriana de Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivalis, ya que este tipo de crecimiento les ofrece las
condiciones 6ptimas para el funcionamiento del sistema
de sefializacion entre las células facilitando el intercambio
genético y la generacién de factores de virulencia. La
caries y la enfermedad periodontal son causadas por un
desequilibrio en las poblaciones bacterianas de BP que
se forman naturalmente y ayudan a mantener el estado
normal de la cavidad oral. En la periodontitis crénica,
la insercién del diente se pierde como resultado de
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Figura 1. Distribucion de microorganismos en la zona oral.
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la inflamacion, y se forman bolsas entre el diente y la
encia. La periodontitis cronica, enfermedad inflamatoria
causada por BPs polimicrobianas, se asocia con un mayor
riesgo de enfermedades cardiovasculares, infecciones
pulmonares y un control glucémico deficiente de la
diabetes. Esto puede deberse a la liberaciéon constante
de bacterias patégenas y citoquinas proinflamatorias
en el torrente sanguineo. La adherencia al sustrato se
puede hacer de diversasa maneras como se explica en el
mecanismo de formacion de BP. Eneste caso, el patégeno
periodontal Aggregatibacter actinomycetemcomitans
muestra dos estructuras de superficie proteica, las
fibrillas y la proteina A de unién a la matriz extracelular
no fimbrial (EmaA), como se observa por microscopia
electrénica. Las fimbrias participan en la biogénesis de
la BP y las adhesinas EmaA median la unién al colageno.
La modificacién también puede correlacionarse
con procesos no infecciosos como el liquen plano,
especulando si se trata la causa o la consecuencia. (Fig.
3) También se ha visto que la presencia de infecciones
orales (presencia de caries, gingivitis) pueden influir
negativamente durante el embarazo y particularmente

se sefiala a Fusobacterium nucleatum, Porphiromonas
gingivalis Filifactor alocisd, Campilobacter rectus, de este
proceso. Las vias probables pueden ser: A) diseminacion
hematégena de los microorganismos periodontales
desprendidos de las BP. B) diseminacién hematégena
de mediadores inflamatorios multiples generados por
el huésped y/o respuesta inmune fetal a las bacterias
patégenas. C) transmision de los microorganismos orales
con la consiguiente colonizacion vaginal por relaciones
sexuales orales. Esta influencia se puede traducir en
preeclampsia, nacimiento de pretérmino, bajo peso al
nacer con todo lo que eso significa en la evolucion del
nifio. Entre los procesos a distancia relacionados con la
microbiota oral y su perturbaciéon podemos mencionar
a: ateroesclerosis, enfermedades cardiovasculares,
accidentes cerebrovasculares, complicaciones de la
diabetes, enfermedad de Alzheimer entre otras.'??

La faringe conecta la cavidad bucal y las fosas nasales
con el eséfago y la laringe, respectivamente. Interviene
en numerosas funciones del aparato digestivo como la
salivacion, gustacién, y del aparato respiratoria como
la relacionada con el intercambio gaseoso, ademas
de la olfatoria y auditiva. En cuanto a la participacién
de la microbiota faringea en procesos respiratorios
del tracto superior e inferior es bien conocida. Hay
varios eventos importantes que se concatenan ya sea
para crear un escenario favorable o desfavorable.
(Fig. 4) Los microorganismos en las zonas donde
colonizan ejercen acciones interbacterianas fisicas y
metabdlicas e interacciones antagénicas. Hay numeros
ejemplos de todas estas actividades. Mencionaremos
algunos: Fisicas: Actinomyces reconoce los receptores
polisacéaridos para varias especies de Streptococcus.*
Metabdlicas: hay microorganismos incapaces de formar
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BP en forma individual como Streptococcus en sus
colonizacion inicial, Veillonella y P .gingivalis, pero si
cuando crecen en forma conjunta y simultaneamente.
Veillonella utiliza lactato como fuente de mayor energia
y es incapaz de producirlo porque carece de una via
glucolitica adecuada, pero este es excretado por los
estreptococos. A su vez P.gingivalis requiere Vitamina K
que no es sintetizada en los humanos. Hay un analogo
de la misma que se encuentra en los sobrenadantes de
cultivos de Veillonella. También existen antagonistas de
la interaccion interbacteriana y se producen cambios de
microorganismos en algunas superficies que pueden
condicionar efectos indeseados como la halitosis. En este
caso Streptococcus salivarius , el mayor componente de
la la colonizacion de la superficie lingual , es reemplazado
por Atopobium parvulum y otras bacterias anaerobias
posiblemente por el repertorio de adhesinas que poseen
ciertos estreptococos que los hacen muy versatiles en
el momento de su ubicacién. Dependera entonces de
la existencia de unos u otros para que se produzca el
cambio. Esto suele indicar la presencia de una patologia
como la gingivitis. Dentro de la microbiota faringea hay
microorganismos que se destacan por la produccién
de patologias sinusales vy 6ticas: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae no tipificable,
Moraxella catarrhalis y Staphylococcus aureus . Este
ultimo en menor proporcién. Las infecciones de oido
son frecuentes en la edad pediatrica, son resultado
de la afectacién de las vias respiratorias superiores, y

una de las principales causas de atencion médica. La

otalgia, otorrea e hipoacusia son los signos y sintomas
predominantes cuya atencién no sélo reducirda la
morbilidad, ademas evita complicaciones y secuelas. De
acuerdo al tipo de afeccion, se las clasifica en:

e Miringitis: Cuando se trata de la inflamacién de la
capa externa de la membrana timpanica (MT).

e Otitis media aguda supurada (OMA): Cuando es
una infeccién aguda del oido con exudado y de corta
duracion.

e Otitis media secretoria (otitis media serosa, otitis
media con derrame o efusion, otitis media mucosa)
(OME): Cuando hay presencia de liquido en el oido
medio, con MT integra y sin datos agudos evidentes.

¢ Otitis media cronica supurada (otitis media crénica)
(OMC): Ante presencia de otorrea cronica o MT
perforada.

Cuando se habla de OMA nos referimos a la participacion
de los microorganismos propios de la zona orofarigea
que ascienden por la trompa de Eustaquio hasta el oido
medio. En general hay referencias a un solo tipo de
microorganismo que interviene en la patologia. Muchas
veces los cultivos o busqueda de Ag en las OMA son
negativos pero esto ocurre a menudo en casos de
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Figura 6. M.catarrhalis y S.pneumoniae de una OMC de un nifio
al que se le iban a colocar tubos de timpanostomia.

OMC. Los estudios bacteriolégicos convencionales en
estos casos comparados con los estudios moleculares
han demostrado que el primero puede ser inadecuado.
Sin embargo, ninguno de los estudios generalmente
basados en la amplificacion de acidos nucleicos (PCR),
refleja completamente la dinamica de lo que sucede en
esta patologia. Hay hallazgos que apoyan la hipotesis de
que las BP juegan un papel etiolégico importante en la
otitis media y sus frecuentes complicaciones, incluida la
otorrea pos-timpanostomia. De esta forma, se perpetian
generando infecciones crénicas con un deterioro
grave del parénquima porque la respuesta inflamatoria
continua sin poder resolverse adecuadamente. Nosotros
estudiamos nifios con OMC a los que se les iba a colocar
tubos de timpanostomia. Ademas del estudio del material

del oido medio obtenido durante el acto quirurgico, se
efectué también el de las adenoides correspondientes.
El material del oido medio resulté sumamente escaso y
no se pudo investigar en todos los pacientes pero si
en el tejido adenoideo. Encontramos un neto predominio
de BP mixtas con la participacion predominante de
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y
Haemophilus influenzae. Probablemente esto dificulte
su erradicacion con los antimicrobianos habituales.
Nuestros hallazgos coincidieron con los de Thornton y
colaboradores en el hallazgo de especies multiples en las
BP. Es necesario entonces recurrir a combinaciones de
antibacterianos entre si que incluya alguno con actividad
inmunomoduladora y/o que actie sobre los Quorum
Sensing para bloquear la formaciéon del exopolimero
, o facilitar su dispersion. Pudimos comprobar que
la combinacién de claritromicina con amoxicilina-
sulbactam daba mejores resultados clinicos que el uso
de uno u otro por separado. También la asociacién
de un antibacteriano con otra molécula puede influir
favorablemente. El uso de xilitol aplicado en forma
de spray sobre la faringe de nifios sanos demostro
disminuir la presencia de Streptococcus pneumoniae.
(Figs. 5 a 9) Con respecto a Streptococcus pyogenes ,
que no forma parte de la microbiota habitual de faringe,
debemos destacar que se trata de un microorganismo
dotado de numerosos factores de virulencia que lo
ponen en 6ptimas condiciones de provocar patologia en

Figura 7. BP en tejido adenoideo de nifios con otitis media cronica. a-BP mixta Corynebacterium spp'y Neisseria spp ; b- idem; c-
S.aureus y Neisseria spp; d-Streptococcus pneumoniae, e- Streptococcus grupo viridans; f-Neisseria spp

Figura 8. BP de S.pneumoniae de un nifio con en OMC

Figura 9. BP de S.pneumoniae con eritromicina. Se observa
el exopolimero dispersandose. Igual efecto se obtiene con la
claritromicina.

la zona faringea. Debido a sus caracteristicas es capaz
de desarrollar complicaciones locales y a distancia. Estas
Ultimas relacionados con mimetismo molecular como es
la glomerulonefritis difusa aguda (GDA), la fiebre reumatica
(FR) y la corea menor o Corea de Sydenham debida a la
produccién de autoanticuerpos que reaccionan contra
los ganglios de la base tras una infeccion respiratoria
generalmente debida a S.pyogenes. La GDA es una lesiéon
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Figura 10. faringitis por S.pyogenes
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MOLECULAS EXOGENAS

Antibacterianos

Comencemos con la actividad que generan los antibac-
terianos (AB) sobre la microbiota intestinal que posible-
mente por sus caracteristicas es la mas estudiada. En la
figura 1 se observan los diferentes antibacterianos y los
microorganimos que pueden selelccionar den la microbio-
ta normal. (Fig. 1) Hay AB que ejercen mas influencia que
otros en la presién selectiva. Como ejemplos podemos
ver varios AM que, usados por mas de 7 dias provocan
la seleccién de MOS que causan importantes infecciones
a nivel institucional y ambulatorio. Ademas la alteraciéon
del equilibrio de la microbiota intestinal influye en lo que
denominamos ejes y que ya fueron explicados. Aunque
la diversidad del microbioma puede recuperarse y llegar
al estado pretratamiento, puede permanecer alterado, en
algunos casos, hasta cuatro afos postratamiento.*®

Probidticos

“Son microbios que administrados en cantidad adecua-
da confieren un beneficio saludable al huésped”, segun
definicion propuesta por la FAO en 2001. Este concepto
ha madurado recientemente y los probiéticos han toma-
do una gran importancia en la medida que se conoce la
composicién y la influencia sobre la salud y la enferme-
dad del microibioma. Hay varias categorias de microor-
ganismos probioticos. Los principales géneros son:

Lactobacillus spp
Bifidobacterium spp
Saccharomyces spp
Streptococcus spp

Posiblemente los mas conocidos y empleados sean los
lactobacilos y las bifidobacterias. Lactobacillus spp.:
Comprenden unas 113 especies reconocidas y 16 subti-
pos. Es un género de bacilos grampositivos muy hetero-
géneo. Constituyen uno de los integrantes mas comunes
de bacterias grampositivas en el microbioma humano. La
mayoria posee plasmidos con genes para el metabolis-
mo de la lactosa, sintesis de bacteriocinas, resistencia a
drogas, produccion de exopolisacaridos, entre otras fun-
ciones. Su uso como probidticos data desde hace afnos.
Demostraron poseer las caracteristicas que se exigen a
estos microorganismos para ser usados como tales: se-
guridad con escaso o nulo poder patégeno, capacidad
de sobrevivir y reproducirse en condiciones fisiolégicas
en el nicho elegido, produccién de moléculas con acti-
vidad antimicrobiana u otras sustancias que bloqueen el
establecimiento de patégenos. Desde el punto de vista
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médico se han empleado como candidatos viables para
portar moléculas destinadas a provocar la formacion de
anticuerpos ya que son capaces de expresarlas en su su-
perficie actuando como verdaderos vectores vaccinales.
En este sentido también pueden actuar como inductores
inespecificos de inmunidad. Se usan en la correccion de
problemas intestinales ya sea de disbiosis o intentando
eliminar a ciertos patogenos, en el aparato genitourinario
y en procesos dérmicos. En todos los casos los resulta-
dos no son iguales y habra que estudiar profundamente
el uso de estos en las diferentes patologias. Bifidobac-
terias: Son bacterias grampositivas con un elevado con-
tenido C+G, mno esporuladoas, inmoviles y anaerobias.
Adoptan formas en Y o en V y pueden ser pleomérficas en
presencia de determinados metabolitos. Se encuentran
en la microbiota de insectos, animales y en humano en la
cavidad oral, en el intestino y particularmente a partir de
la materia fecal de nifios alimentados con leche materna.
Poseen funciones metabdlicas interesantes como son la
sintesis de purinas, pirimidinas para la glutamina como
también los genes necesarios para la sintesis de acido f6-
lico y tiamina. B.longun posee los genes para la sintesis
de al menos 19 aminoacidos del amonio y los mayores
precursores biosintéticos (fosfoenolpiruvato, oxaloaceta-
to, oxoglutarato y fumarato). Como se ve representa un
grupo importante para tener en cuenta en el equilibrio de
la microbiota intestinal. Muchas de las moléculas nombra-
das forman parte de ciertos alimentos denominados fun-
cionales y son los que introducen los prebiéticos.

Prebidticos

Estos son ingredientes no digeribles que afectan beneficio-
samente al hospedador mediante la estimulacion selecti-
va del crecimiento y/o la actividad de una o de un limitado
ndmero de MOs en el colon.® Son sustancias, fundamen-
talmente oligosacaridos, que resisten la digestion en el in-
testino proximal y llegan intactas al colon donde ejercen su
actividad fisiologica y afectan al ecosistema estimulando el
crecimiento de los probidticos presentes. Su actividad de-
pende del grado de polimerizacién, pero recordemos que
no todos los carbohidratos de la dieta son prebi6ticos.

Dieta

La dieta es la gran modificadora del contenido intestinal
y la apariciéon o ausencia de determinados MOS por in-
fluencia de la dieta provoca severas alteraciones en el
individuo como la obesidad por ejemplo. 7 Posiblemente
junto con los antimicrobianos sea el factor destacado en
la constitucién del microbioma.
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OTRAS MOLECULAS
CON INFLUENCIA EN LA
MICROBIOTA INTESTINAL

Entre las de origen endégeno podriamos considerar a los
neuropéptidos que son moléculas pequefias, formadas
por la unién de dos 0 mas aminoacidos, y que se originan
por transduccién sinaptica cerebral. La dopamina Es el
neuropéptido predominante en el cerebro de los mamife-
ros. Permite la formacién de biopeliculas de enterobac-
terias como E.coli y Proteus mirabilis. Su influencia sobre
Candida spp es diferente: mientras que sobre C.albicans
no influye si lo hace sobre las especies no albicans de
Candida . Esto explicaria en parte la influencia del estrés
en las infecciones urogenitales. La melatonina también
influye y sabemos que E,coli produce melatonina a partir
de serotonina

serotonin N-acetiltransferasa (SNAT)

Serotonina » N-acetil-serotonina

N-acetilserotonin O-metiltransferasa (ASMT)

N-acetil-serotonina —> O-metilado NAS: MELATONINA

Posiblemente hay amuchas moléculas , tanto exégenas
como enddégenas con influencia en el equilibrio de la mi-
crobiota intestinal . hemos procurado destacar las mas
relevantes o por lo menos conocidas.

OTRAS MOLECULAS

Son numerosdas las moléculas exdgenas que pueden
provocar modificaciones en la microbiota intestinal y
otras microbiotas. Algunas ya han sido citadas, particu-
larmente las de uso tépico como el xilitol. Nuestra expe-
riencia ha sido positiva en cuanto a la influencia sobre la
adherencia y la dispersién de biopeliculas en los casos
de Dermatitis Atépica, Acné vulgar y en Candidiasis vul-
vovaginal (ver capitulos anteriores).

Referencias

Grupo ‘ Antimicrobiano ‘ Bacterias seleccionadas
Betalacta- Ampicilina o Cepas productoras de BLEE
micos amoxicilina- P, aeruginosa
sulbactam SAMR y SCNMR E. faecium
Amoxicilina/ Enterobacterias productoras de amp
clavulanico C derreprimida
P aeruginosa
Acinetobacter spp.
SAMR y SCNMR
Ticarcilina/ Enterobacterias productoras de ampC
clavulanico Acinetobacter spp.
SAMR y SCNMR
Neumococos
Piperacilina- SAMR y SCNMR
tazobactam Paeruginosa o Acinetobacter
resistentes a PIP/TAZ
Imipenem, S. maltophilia
meropenem Burkholderia spp.
E. faecium
Paeruginosa o Acinetobacter resis-
tentes a carbapenemas

C3G (cefotaxima,
ceftriaxona)

E.coli, K.pneumoniae, P. mirabilis

u otros BGN productores de BLEE
tipo CTX-M

E.cloacae, Citrobacter, Serratia , etc.
productores de amp C derreprimida
BGNNF (Paeruginosa, Acinetobacter,
etc)

Enterococos

SAMR o SCNMR

Ceftacidima

Estafilococos meti S y meti R
Enterococos

Neumococos y Estreptococos grupo
viridans

Productores de BLEE tipo SHV
Acinetobacter

CA4G : cefepima y

Enterobacterias productoras de

cefpiroma BLEE tipo CTX-M
Acinetobacter spp.
SAMR y SCNMR
Enterococos
Glicopéptidos | Vancomicina Enterocococos vancomicina
resistentes
Fluoroqui- Norfloxacina, Enterobacterias productoras de
nolonas en ofloxacina, BLEE (CTX-M o SHV)
general levofloxacina Acinetobacter spp.
P aeruginosa
Ciprofloxacina , Neumococos, estreptococos grupo
ademas de las viridans
anteriores SAMR Y SCNMR
Nitroimida- Metronidazol Enterococos resistentes a la vanco-
zoles micina (VRE)

Figura 1. Antimicrobianos y su actividad selectiva.
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:COMO SE LOS CLASIFICA?

Los bacteriéfagos, como todos los virus, son particulas
infecciosas que tienen al menos dos componentes: aci-
do nucleico y proteinas, siendo muy diversos en cuanto
a sus propiedades estructurales, fisicoquimicas y biolo-
gicas. Existen dos maneras principales de clasificarlos:
1) segun su morfologia y 2) segun el ciclo de vida que
realizan.

Clasificacion morfolégica: Los virus de procariotas
pueden ser, con o sin cola, polihédricos, filamentosos
o pleomérficos. Ellos contienen ADN simple hebra,
doble hebra o ARN. La mayoria de los bacteriéfagos
de arqueas y bacterias poseen cola, y pertenecen al
orden de los Caudovirales, tienen un genoma de ADN
doble hebra y se los agrupa en tres familias: Myoviri-
dae, Siphoviridae y Podoviridae. (Fig. 1) Los miembros
de la familia Siphoviridae se caracterizan por tener co-
las largas y no contréctiles, los Myoviridae, poseen co-
las largas y contractiles y la familia Podoviridae, tienen
colas cortas y no contractiles. 3

Clasificacion segun el ciclo de vida: Los bacteriéfa-

gos pueden ser clasificados como virulentos o tem-
perados (causando una infeccién litica o lisogénica,
respectivamente). (Fig. 2) Ambos ciclos de infeccion
comienzan con el paso de reconocimiento del hospe-
dador, y se produce gracias a la presencia de recep-
tores en la superficie de la bacteria que interaccionan
con proteinas ubicadas principalmente en la base de
la cola del fago. Esta interaccion determina la elevada
especificidad del fago y su hospedador, que incluso
puede llegar a nivel de cepa. Posteriormente se pro-
duce la inyecciéon del ADN del fago dentro de la bac-
teria, y utilizara toda la maquinaria de replicacién de
su hospedador para multiplicarse (parasito intracelu-
lar obligado). El ciclo litico continta con una rapida
multiplicacion dentro de la bacteria y la generacion
de la progenie fagica. Una vez finalizada esta etapa,
empleando enzimas codificadas por él (endolisinas), el
fago rompe la pared celular de la bacteria y libera su
progenie al medio extracelular. En cambio, en el ciclo
lisogénico, cuando el ADN del fago ingresa a la célula,
éste se integra al genoma de la bacteria y permanece
alli en esta de profago replicandose simultaneamente
con su hospedador. El fago puede permanecer en ese
estado un largo periodo de tiempo hasta que por con-
diciones fisiolégicas o medioambientales se active el
ciclo litico. *

Bacteriofagos: Actores claves de nuestro microbioma 87
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LOS FAGOS COMO PARTE
INTEGRAL DE NUESTRA
MICROBIOTA

En la actualidad estamos familiarizados con el hecho
de que nuestro cuerpo esta colonizado por millones de
bacterias, las que forman parte de nuestra microbiota.
Sin embargo, las personas saludables también se en-
cuentran colonizadas por virus, lo que se conoce como
“viroma”, el cual estd compuesto principalmente por
bacteriéfagos (conocido como, fagoma). El viroma tie-
ne una composicioén variable en funcién de las distintas
partes del cuerpo, por lo cual los bacteriéfagos también
varian su composicion en funcion del sitio anatéomico, y
esto puede estar directamente relacionado a la presen-
cia de sus hospedadores naturales. ® La estimacion de la
cantidad de virus totales que componen una muestra se
estima mediante el recuento de las VLP (del inglés, virus-
like particules), ya que, a diferencia de las bacterias, los
virus no poseen un gen marcador para su analisis meta-
gendmico. & Donde el tracto gastrointestinal es el princi-
pal sitio de colonizacién viral alcanzando ~10° VLP por
gramo de contenido intestinal, siendo los bacteriéfagos
los principales miembros. Un analisis de estos bacterio-
fagos ha demostrado que la mayoria de ellos en perso-
nas adultas pertenece al orden de los Caudovirales. ” Se
ha demostrado que el tracto respiratorio y los pulmones
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Figura 1. Morfologia de los Caudovirales. Este orden esta
compuesto por bacteriéfagos con ADN doble hebra y se divide
en tres familias Siphoviridae, de cola larga y flexible, Myoviridae,
Podoviridae, cola corta y no contractil.



de personas sanas poseen una gran diversidad viral. Sin
embargo, los datos sobre microbioma pulmonar ain son
limitados. Los bacteriéfagos encontrados en esta parte
del cuerpo, pertenecen principalmente a los Caudovira-
les, Microviridae e Inoviridae. La piel por su parte posee
una baja biomasa microbiana comparada con otras par-
tes del cuerpo, y en ciertos casos es dificil distinguir en-
tre el microbioma y viroma residente, del que proviene de
la contaminacion ambiental. Se ha demostrado ademas
que el viroma de la piel es dependiente de la localizacién
y posee variabilidad interpersonal. Los principales bac-
teriéfagos en la piel pertenecen al orden de los Caudovi-
rales Los analisis metagendmicos sugieren que los fagos
de Cutibacterium y Staphylococcus son los mas abun-
dantes de la piel, mientras que otros fagos, tal como los
de Streptococcus y Corynebacterium, estan también
presentes, pero en menor medida. &° Otras partes del
cuerpo donde se han encontrado diversidad y predomi-
nancia de estos virus son la sangre, el sistema urogenital
y el sistema nervioso. La Figura 3 muestra la distribucién
de los distintos tipos de bacteriéfagos en funcion de la
ubicacion corporal. Los bacteriéfagos como miembros
principales del viroma humano, pueden ejercer diferen-
tes efectos sobre el hospedador, ya sea indirectamente
modulando tanto la composicién como el fitness bacte-
riano, o mediante la interaccion directa con las células
humanas desencadenando la respuesta inmune. °

Ciclo litico
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Infeccién e inyeccién

El tracto gastrointestinal como dijimos previamente es
uno de los sitios con mayor variabilidad y contenido de
bacteridfagos, el cual se ve influenciado por diversos
factores, tales como, el tipo de nacimiento, la dieta y
otros factores ambientales. A su vez los bacteriéfagos a
través de la interaccion con sus hospedadores bacteria-
nos pueden afectar al hospedador humano. Por ejemplo,
cuando el ADN de un fago temperado se integra en la
bacteria, le puede aportar diferentes propiedades a su
hospedador; por ejemplo, le confiere resistencia a la in-
feccion por otros bacteriofagos o incrementa su virulen-
cia transfiriéndole determinados genes. También puede
ocurrir que la integracién del genoma del bacteriéfago
interrumpa genes del hospedador que incrementen su
fitness, lo que implica que aumente las oportunidades
de sobrevivir de ambos o que le genere perdida de de-
terminadas funciones. El estudio de las interacciones
entre el fagoma y el microbioma se ve afectado porque
la mayoria de los bacteriéfagos temperados que se ha-
llan en el intestino son desconocidos y no se encuentran
en ninguna de las bases de datos de secuencia (virales
y microbianas). " En este Ultimo tiempo, gracias al de-
sarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacién se ha
podido asociar desbalances en el microbioma (disbiosis)
con determinadas enfermedades como, arteriosclerosis,
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inflamacion, esclerosis lateral amiotrdéfica, esteatosis he-
patica. Sin embargo, en muchos casos se desconoce el
origen de la disbiosis, y los bacteriéfagos podrian estar
involucrados en ella. Un ejemplo, es la enfermedad infla-
matoria intestinal, en la cual se ha visto un incremento
en la abundancia de Caudovirales y disminucién de los
Microviridae cuando se compara con controles sanos.
Ademas, se observd que este cambio es inversamente
proporcional a la diversidad bacteriana. 2 Los dispara-
dores en el cambio del fagoma podrian ser productos
inflamatorios y/o cambios en los niveles de nutrientes
asociados al proceso inflamatorio, los cuales podrian
causar la escision de profagos para iniciar un ciclo litico.

De acuerdo a las caracteristicas que presentan los fagos
(principalmente su especificidad) poseen numerosas apli-
caciones, entre las mas destacadas podemos mencionar:
1) como agentes de biocontrol, en el cual uno o multiples
bacteriofagos (coctel) son empleados para destruir una
bacteria en particular o varias, 2) como moduladores del
microbioma, 3) como biosensores, principalmente me-
diante la modificacion genética de los mismos de manera
que podamos detectarlos, por ejemplo, al incorporar un
gen “reportero” y 4) los bacteriéfagos codifican enzimas
(endolisinas), con actividad litica sobre las bacterias, ya
que son utilizadas por los bacteriéfagos para su liberacién
post replicacion. Estas endolisinas han sido propuestas
para su uso como compuesto anti-bacteriano.

Frederick Twort, bacteridlogo inglés, report6 por primera
vez evidencia de bacteriéfagos (lisis de cultivos bacte-
rianos) en 1915 y sugirié que el efecto podria deberse a
la presencia de un virus o una enzima. Independiente-
mente, en 1917, Felix d’Herelle, un microbidlogo franco-
canadiense en el Instituto Pasteur, hizo observaciones
similares, atribuyendo rapidamente el efecto a un virus
y fue quien denomind a estos microbios “bacteriéfagos”
o “comedores de bacterias”; y fue el primero en utilizar
fagos como agentes antimicrobianos para tratar infec-
ciones. En aquella época las enfermedades infecciosas
eran la principal causa de mortalidad y morbilidad en
las poblaciones humanas.” Sin embargo, la década
de 1940 trajo una era dorada para la utilizacién de los
antibiéticos como agentes antimicrobianos con la intro-
duccién de la penicilina al mercado, y estos farmacos

rapidamente eclipsaron el uso de la terapia con fagos en
la medicina occidental. Actualmente uno de los desafios
mas grandes que tiene la ciencia y la medicina es hacer-
le frente a la creciente aparicion de bacterias resistentes
a multiples antibioticos. Se estima que aproximadamen-
te 700.000 personas mueren anualmente por infeccio-
nes causadas por bacterias resistentes. La Organizacion
Mundial de la Salud proyecta que para el afio 2050, este
nuimero podria ascender a 10 millones sino se buscan
alternativas para combatir a estos microorganismos.'
Es en este contexto mundial, es donde los bacteriéfagos
vuelven a cobrar vigencia convirtiéndose en una prome-
tedora alternativa, tanto para disminuir el uso indiscri-
minado de antibidticos en produccion animal intensiva
(ganaderia, agricultura, acuicultura, etc), preservacion
de alimentos, y hasta para uso preventivo y/o tratamien-
to en salud humana (terapia fagica).'® Sin embargo, su
aplicaciéon posee tanto ventajas como desafios (Fig. 4).
Entre las principales ventajas se encuentra su seguridad
clinica, que se ha demostrado en numerosos ensayos
clinicos que se estan llevando a cabo.' Otra caracteris-
tica es que, a diferencia de los antibioticos, los bacterid-
fagos no alteran la microbiota normal y tienen actividad
contra biopeliculas. Debido a la gran cantidad de bacte-
riofagos presentes en el medioambiente su aislamiento
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Ventajas

+ Seguridad clinica.

« Actividad bactericida
independientemente del perfil
de resistencia.

« Incrementa la concentracion
en el sitio de la infeccién.

« Reduce el dafio al
microbioma.

« Sinergia con los antibiéticos
in vivo.

« Actividad anti-biofilm.

+ Desarrollo farmacéutico
rentable.

+ Aislamiento sencillo y
relativamente rapido.

+ Posibilidad de modificacién
genética.

es relativamente sencillo y rapido. Como contraparte,
existen desafios que se deben superar, por ejemplo,
poseen un rango estrecho de hospedador, por lo que
hay que conocer exactamente al patégeno que causa
la enfermedad. Otra dificultad es que la Administracion
de Medicamentos y Alimentos (FDA) aun no ha apro-
bado su uso para tratamiento en humanos, sélo para
descontaminacion en alimentos, suplementos dietarios
y profilaxis medioambiental. Ademas, a pesar de los im-
portantes avances en el estudio de la terapia fagica aun
se requieren mayores conocimientos sobre los regime-
nes de tratamiento (dosificacién y frecuencia, duraciény
rutas de administracion).!” Para poder utilizar a los bac-
teriéfagos con fines terapéuticos, estos deben cumplir
una serie de requisitos: ser fagos liticos (virulentos), el
bacteriéfago no debe transducir en la bacteria hospeda-
dora, debe poseer el rango de hospedador adecuado, y
debe estar libre de genes de toxinas que puedan afectar
al paciente.®

De acuerdo a las propiedades que poseen los bacte-
ri6fagos, se los esta considerando como una alternati-
va para modular de forma especifica el microbioma en

Desafios

+ Estrecho rango de
hospedador.

+ Aspectos regulatorios.

+ Pueden actuar como motores
de evolucioén.

+ Seleccién de bacteri6fagos
terapéuticos

+ Regimenes de tratamiento.

patologias asociadas a disbiosis. De esta manera, los
fagos liticos o temperados, podrian actuar como he-
rramientas para llevar adelante terapéuticas basadas
en el microbioma. Estos desarrollos se ajustan a las
nuevas tendencias y a la implementacion de medici-
na de precision. Existen dos alternativas planteadas,
una es a través del uso de bacteriéfagos liticos, di-
rigidos especificamente contra la bacteria causal de
la disbiosis. La otra es emplear la induccién selectiva
de bacteriéfagos temperados albergados por las bac-
terias comensales. La primera alternativa posee los
mismos desafios que la terapia fagica, mientras que la
segunda, requiere la induccidn especifica de los fagos
temperados, la cual esta poco estudiada. En la actua-
lidad se estan desarrollando tecnologias basadas en
bacteriéfagos, para modular el microbioma. Por ejem-
plo, la empresa Intralytix (Columbia, EE.UU), demostro
que la administracién oral de cinco fagos liticos (Shi-
gActive™) contra la bacteria Shigella sonnei, fue ca-
paz de disminuir el recuento fecal de esta bacteria tan
efectivamente como la ampicilina; y sin generar un alto
impacto en el microbioma intestinal a diferencia del
antibiético. Por lo que proponen la administracion oral
de bacteriofagos liticos (fagobiéticos), para mantener
una microbiota intestinal saludable mediante la elimi-
naciéon de las bacterias patégenas.!® Ademas, se ha

demostrado en recientes publicaciones la potenciali-
dad de la aplicacion de bacteriéfagos en patologias
causadas por desbalances en la microbiota, como, por
ejemplo, el mal prondstico asociado a la presencia de
Enterococcus faecalis citolitica en pacientes con he-
patitis alcohdlica.?’® También se ha relacionado la pro-
gresion tumoral y la respuesta a quimioterapéuticos
con la microbiota simbidética en los tumores, la cual se
pudo modular empleando fagos bio-ingenieriados. 2!
Por ultimo, es importante remarcar que las bacterias
que componen la microbiota no son entidades indivi-
duales, sino que existe una interrelacion entre ellas. La
eliminacién de una de ellas por un bacteriéfago puede
significar una cascada de eventos. Esto lo demostro
un estudio realizado en ratones libre de microorganis-
mos, donde se los inocularon con las 10 bacterias mas
importantes presentes en la microbiota intestinal hu-
mana y se agregaron cuatro bacteriéfagos especificos
contra cuatro de ellas. Lo que se observé fue que los
bacteriéfagos tienen influencias sobre bacterias que
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no son sus hospedadores, resultando en un cambio
sustancial en la microbiota total, y afectando el perfil
metabdlico del hospedador. Este modelo propone una
nueva metodologia para estudiar la terapia fagica diri-
gida a la modulacién del microbiota intestinal.?

Las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva, han
correlacionado un gran numero de patologias con des-
balances del microbioma. Los bacteriéfagos juegan un
rol fundamental en la regulacién del mismo por lo que
son una atractiva propuesta para su modulacién. Que-
da un largo camino para que estos microorganismos
y 0 sus endolisinas sean utilizados como terapéutica
en el pais, pero el incremento de la resistencia a an-
tibidticos hace imperioso que sean evaluadas nuevas
alternativas, y el conocimiento actual nos permite sa-
ber que de eleccion las nuevas terapéuticas deberian
ser mas selectivas para no generar mayor dafio en el
ecosistema bacteriano.
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Diferentes cepas de probioticas han demostrado tener
efectos beneficiosos sobre la dermatitis atdépica mode-
rada-grave sugiriendo que la utilizacién de probioticos
podria tener un efecto potencial en el tratamiento.® En
un estudio clinico aleatorizado, doble ciego y controla-
do con placebo se analizé el efecto de un simbidtico de
siete cepas de bacterias probidticas (Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus, Bifido-
bacterium infantis, Lactobacillus bulgaricus) y fructooli-
gosacaridos en el tratamiento de la DA en nifios de 3
meses a 6 afos de edad. Los nifios del grupo simbidtico
lograron reducciones sustanciales y estadisticamente
significativas en el SCORAD después de 4 y 8 semanas.
Este estudio proporciona evidencia de que una mezcla
de siete cepas de probioticos y fructooligosacaridos
puede mejorar clinicamente la gravedad de la DA en ni-
flos pequefios.*

Navarro-Lépez y cols. realizaron un ensayo clinico en 50
nifios de edades comprendidas entre 4 y 17 afios para
evaluar el tratamiento oral con una mezcla de las cepas
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum (infan-
tis) y Lactobacillus casei durante 12 semanas en nifios
con dermatitis atépica moderada. La mezcla probiética
utilizada demostro ser eficaz reduciendo la intensidad y
duracion de los brotes, la extension e intensidad del ec-
zema y el uso de corticoides topicos. °

Se ha demostrado que los probioticos tienen un efecto
preventivo sobre el fotoenvejecimiento cutaneo indu-
cido por la irradiacion UV a corto plazo, sin embargo,
los mecanismos subyacentes siguen sin estar claros.
La administracién de Bifidobacterium breve tendi6é a
suprimir la produccion de interleucina-1f inducida por
UV en la piel. Estos resultados indican el uso potencial
del B. breve en la prevencion del fotoenvejecimiento
y el mantenimiento de la salud de la piel.® Se conoce
que el estrés crénico causa un cambio de la inmunidad
celular mediada por TH1 hacia la inmunidad humoral
mediada por TH2, que puede influir en el curso de una
infeccion y/o la susceptibilidad a un microorganismo.
Sin embargo, las bacterias también pueden responder
directamente a las sefales del huésped relacionadas
con el estrés. Las catecolaminas pueden alterar el cre-
cimiento, la motilidad, la formacién de biopeliculas y/o
la virulencia de patdégenos y bacterias comensales, y
como consecuencia pueden generar infecciones por
estas bacterias en muchos huéspedes. Para algunas
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bacterias, como Salmonella, Escherichia coli y Pseu-
domonas aeruginosa se demostro que esta influencia
esta regulada por mecanismos de quorum sensing
que activan la formacion de biofilms.” El estrés influye
entonces sobre la microbiota intestinal generando la
estimulacion de factores de virulencia de los microor-
ganismos comensales. En pacientes con psoriasis se
encontré que tenian mayores niveles de ADN bacteria-
no en el torrente sanguineo en comparacion con pa-
cientes con otros fenotipos de psoriasis y controles sa-
nos en los que no se detectd. La edad del paciente en el
momento del diagndstico de psoriasis y los afios desde
el primer episodio de psoriasis mostraron diferencias
estadisticamente significativas en pacientes con y sin
ADN bacteriano en sangre. La respuesta inflamatoria
sistémica fue significativamente mayor en pacientes
con ADN bacteriano en sangre, en comparacion con
otros pacientes y controles sanos encontrando niveles
aumentados de IL-1B, IL-6, IL-12, TNF e interferon y. E.
coli fue la fuente predominante y el resto de los frag-
mentos genémicos detectados también correspondian
al tipo de flora que se encuentra comunmente en la luz
intestinal. Este fendmeno se conoce como transloca-
cién bacteriana de la luz intestinal y esté relacionado
con la integridad de la barrera intestinal en pacientes
con psoriasis en placa activa.® Un estudio clinico eva-
lué el efecto de una mezcla de probidticos de Bifido-
bacterium longum, Bifidobacterium lactis y Lactobacillus
rhamnosus como tratamiento coadyuvante junto con
esteroides topicos en 90 pacientes con psoriasis en
placas durante 12 semanas. Los resultados mostraron
una mayor reduccion en la puntuacién de los indices
de gravedad en el grupo de probidticos en compara-
cién con el grupo de placebo. El analisis de la micro-
biota intestinal demostré la eficacia del probiético en
la modulacién de la composiciéon de la microbiota. Los
resultados mostraron un menor riesgo de recaida en
los pacientes del grupo de probidticos luego de 6 me-
ses de seguimiento. Esta mejor evolucion, junto con
los cambios observados en la microbiota intestinal en
pacientes que recibieron previamente la mezcla de pro-
bidticos, sugieren un papel preventivo de los probioti-
cos (mas tiempo libre de recaidas), y no solo un benefi-
cio terapéutico del tratamiento coadyuvante.®

En el tratamiento del acné vulgar leve a moderado la admi-
nistracion oral de probiéticos como terapia adyuvante cum-
ple un papel eficaz previniendo directamente el crecimiento
de bacterias oportunistas o controlando la inflamacién.



Jung y col. estudiaron su eficacia en 45 pacientes mu-

jeres de 18 a 25 afios con acné vulgar. Un grupo solo
recibié probidticos (Lactobacillus acidophilus, Lactobaci-
llus del brueckii subespecie bulgaricus, Bifidobacterium
bifidum), un segundo grupo que recibidé probidticos y
minociclina, y un tercer grupo solo recibié minociclina. El
numero total de lesiones disminuy6 significativamente en
todos los pacientes después de 4 semanas y la mejoria
continué durante un seguimiento de 12 semanas. Se ob-
servo una disminucion significativa en el nimero total de
lesiones en el grupo que recibié probiodticos y minociclina
en comparacion con los otros dos grupos, mientras que
el grupo que recibié minociclina sola desarrollé vaginitis
por Candida. Los probidticos pueden considerarse una
opcién terapéutica o un complemento para el acné vulgar
al proporcionar un efecto antiinflamatorio sinérgico con
antibidticos sistémicos al tiempo que reducen los posibles
eventos adversos secundarios al uso cronico de antibioti-
cos mejorando la salud del paciente y su calidad de vida.™

La misma Organizacién Mundial de la Salud ha propues-
to desde hace varios afios el “One Health Concept” cuyo
principio es el estudio de las relaciones entre las perso-
nas, los animales, las plantas y el medio ambiente que
todos compartimos. Ese principio ha sido llevado al ana-
lisis y estudio de la microbiota'' y empiezan a elucidarse
los mecanismos por los cuales los microbios (hongos, vi-
rus, parasitos y bacterias) interactian e impactan direc-
tamente la salud humana. Desde que la microbiota se ha
propuesto como otro érgano de nuestro cuerpo™ las in-

vestigaciones muestran cada vez mas variadas, diversas
y prometedoras funciones que nos obligaran a incluirla
dentro del algoritmo fisiolégico y terapéutico en los afios
venideros. Uno de esos campos, y que genera cada
vez mas interés en la comunidad cientifica es el llama-
do eje intestino-piel que vendria siendo la simplificacién
dermatoldgica de un principio mas global que es el eje
intestino-cerebro-piel. Desde que Parodi y colaborado-
res '® propusieron que los pacientes afectados con SIBO
(small intestinal bacterial overgrowth) mejoraban sus
cuadros de rosacea concomitante al erradicar el SIBO,
en nuestro grupo se empezo el disefio de un modelo que
nos permitiese documentar cientificamente las observa-
ciones anecddticas pero recurrentes de pacientes que
presentaban coincidentes cuadros de rosacea con enfer-
medad gastrointestinal de diversos tipos. Fue asi como
concebimos, después de varios casos exitosos, que los
probables protagonistas de nuestros buenos resultados
eran los probidticos, mas que los antibiéticos tipo rifaxi-
mina que anotaban algunas publicaciones. Iniciamos un
protocolo clinico para los pacientes de ROSACEA basa-
do en 4 preguntas de su vida gastrointestinal:

1. ¢Sufre de diarrea facil?

2 ¢Algun tipo de comida le genera intolerancia?
3.  ¢Esestrefiido?

4 ¢La morfologia de su deposicion no es tubular?

Si cualquiera de esas 4 preguntas tenia una respuesta
positiva, iniciabamos terapia con probiéticos en las do-
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sis convencionales con las cuales siempre fracasamos:
ni mejoraba el intestino, ni mejoraba la piel. Acudimos
entonces al principio basico de la ecologia: repoblar un
ecosistema requiere de muchos y muy variados indivi-
duos. En el caso de los probisticos, de muchas y muy
variadas cepas. Incorporamos el concepto de la aneste-
siologia de las “dosis de impregnacion” y a partir de alli
nuestra experiencia clinica exitosa se enriquecié dia a
dia al punto que hoy contamos con pacientes de 4 afios
de seguimiento que nos han ensefiado que la terapia
probidtica es el eje sobre el cual pivota toda nuestra te-
rapéutica contra la rosacea.

El advenimiento del conocimiento sobre péptidos anti-
microbianos™ y el poder de la microbiota de generarlos
ademas de la profundizacién en el ya mencionado eje
intestino-piel, esta abriendo un horizonte insospechado
de conocimiento acerca de la etiologia de enfermedades
que antes se consideraban de origen desconocido y que
en el futuro cercano sabremos probablemente sus cau-
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des cutaneas como acné, psoriasis, rosacea y dermatitis
atépica serian realmente una expresiéon del desbalance de
la microbiota (y su implicito poder de actuar sobre el sis-
tema inmune cutaneo y sistémico)'®. En el caso especifico
de la rosacea, es claro que hay una conexién entre la mi-
crobiota enteral y la inflamacion cutanea'.

En la figura 1 podra apreciarse la mejoria clinica en 7
dias de un caso de una rosécea unilateral severa de 5
meses de evolucién con el solo suministro de probio-
ticos. La paciente estd en su 6° mes de terapia y no
presenta recaidas a pesar del consumo de alcohol, el
sol y las comida picante o caliente que eran los dispa-
radores previos al inicio de su terapia. Los probiéticos
son, sin duda, el eje terapéutico sobre el cual se esta
construyendo el control futuro de la inflamacién. Hay
que seguir investigando para poder apreciar mejor sus
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bles efectos colaterales.
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