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1. MicrobiotaMicrobiota intestinal

Simbiosi

Microbiota

Simbiosi



Superfícies mucoses
(400 m2)

1. MicrobiotaMicrobiota intestinal

Microbiota

90 bil·lions de microorganismes

500-1000 espècies 

Pérez-Cano et al., 2007 (Material formatiu-Danone)



1. MicrobiotaMicrobiota intestinal

Kovatcheva-Datchari et al., The Prokariotes 2013



Funció protectora

Microbiota

1. MicrobiotaMicrobiota intestinal

Funció immunomoduladora
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Microbiota

Barrera epitelial
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Diferències 
interindividuals

Canvis associats 
a l’edat

Diversitat
microbiana

1. MicrobiotaMicrobiota intestinal

Ottman et al., Front. Cell. 2012. Arumugam et al., Nature. 2011 



Adult Nounat

Composició de la microbiota intestinal

1. MicrobiotaMicrobiota intestinal

Pérez-Cano et al., 2007 (Material formatiu-Danone)



Influència de la lactància en la 
microbiota intestinal

1. MicrobiotaMicrobiota intestinal

Pérez-Cano et al., 2007 (Material formatiu-Danone)



Conclusió parcial 1

- La microbiota realitza funcions importants

(immunomoduladora) per a la salut de l’hoste. 

- Principalment es troba a nivell intestinal i varia

amb l’edat i condicions fisiopatològiques.

2. Paper de les bactèries de llet materna
ObjectiuObjectiu: Estudis “in vitro”

I a la llet materna?



2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

BactèriesBactèries
de llet

materna

Martin et al., J Pediatr. 2003



        Especies bacterianas aisladas de leche materna  

      de mujeres sanas  (modificada de Martin et al., 2003, 2005) 

Staphylococcus spp.  Streptococcus spp. 

S. epidermis       S. salivarus 

S. hominis      S. mitis 

 S. captis       S. parasanguis 

 S. aureus       S. peores 

Bifidobacterium

B. breve

B. bifidum

B. longum

B. adolescentis

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

Lactobacillus spp.  Enterococcus spp. 

L. gasseri       E. faecium 

 L. rhamnosus       E. faecalis 

 L. acidophilus 

 L. plantarum 

 L. fermentun 

 L. salivarus 

 L. reuteri 

B. adolescentis

B. pseudocatenulatum

Altres gèneres i espècies

103 – 104 UFC/mL

Paper immunomodulador?



Lactobacillus salivarius CECT5713  (Lf) 

Lactobacillus fermentum CECT5716 (Ls)

(control negatiu: medium)

2. Efecte de les soques probiòtiques de 
llet materna ObjectiuObjectiu: Estudis “in vitro”

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

ThTcNK

Mo

(control negatiu: medium)
(controls positius: 1µµµµg/mL conA and 1 ng/mL LPS)

24 h
A. Establiment relació bacteria/PBMC
B. Canvis en el fenotip linfocitari
C. Producció de citocines
D. Mecanisme d’acció

Pérez-Cano et al., Immunobiol, 2011



WPC

CD4 CD8αβαβαβαβ CD56 CD56

?

CD25

CD69
Efecte sobre el fenotip i estat

d’activació?

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

CD3

Th

CD3

Tc

Mo

CD3

NKT NK

CD8αααααααα

CD14

T cells
NK cells



MATERIAL I MÈTODES

Immunofenotipat (3 colors)

mAb-FITC
mAb-PE

?

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?
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2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

Lf Ls

R4 R5

100 101 102 103 104

FL2-H

100

101

102

F
L3

-H

74.5%
(T)

C
D

5
6

CD3

Pérez-Cano et al., Immunobiol, 2011

NE  LPS



B. Canvis en el fenotip linfocitari

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

Pérez-Cano et al., Immunobiol, 2011



B. Canvis en el fenotip linfocitari

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

Pérez-Cano et al., Immunobiol, 2011



B. Canvis en el fenotip linfocitari

E

A. B. 

0.23±±±±0.03 11.30±±±±1.96

Treg

N.E

mAb-PE mAb-PerCP mAb-FITC

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

Pérez-Cano et al., Immunobiol, 2011

Lf Ls

C. D. 

CD25

C
D

4

0.55±±±±0.08* 0.37±±±±0.08

mAb-PE mAb-PerCP mAb-FITC

CD4 Foxp3 CD25



WPC

control LPS Lf Ls

CCL5

C5a

IL-1β 32 moleculesC. Producció de citocines (Protein-array)

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

MIP-1β

MCP-1

IFN-γ
MIP-1α

GM-CSF

Pérez-Cano et al., Immunobiol, 2011



IL-10

C. Producció de citocines (Bead-immunoassay)

TNFα

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

Pérez-Cano et al., Immunobiol, 2011



Expressió de CD14 en PBMCs

<1%

11%

ThTcNK

PBLs

Mo

D. Mecanisme d’acció

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

Separació 

CD69 en  Monòcits (CD14+) (MFI)

ThTcNK

Mo

?

X

>93%

ThTcNK

Mo

PBMCs

MFIcontrol: 6.87±0.51

24 h

MFILs: 21.72±2.83*

MFILf: 9.40±1.14*



D. Mecanisme d’acció

ThTcNK

PBLs

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

MoX



D. Mecanisme d’acció

2. Paper de les bactèries de llet materna?actèries de llet materna?

ThTcNK Mo



Conclusió parcial 2

Les soques probiòtiques aïllades de llet materna
presenten un potent paper immunoregulador: 

-modifiquen l’estat d’activació i les citocines
secretades per les cèl·lules del sistema immunitari

- poden actuar directament sobre els limfòcits

Aquest efecte immunomodulador és
útil en primeres etapes de vida?

3. Probiòtics i desenvolupament del lactant
ObjectiuObjectiu : Estudis “in vivo” en model de salut



Microorganismes vius que confereixen

un benefici sobre la salut de l’hoste quan

s’administren en quantitat adequada

Es poden formular en diferents tipus de 

Probiòtics (OMS, 2011)

3. ProbiòticsProbiòtics i desenvolupament del lactant??

Es poden formular en diferents tipus de 
productes: aliments, medicaments i 

suplements dietètics

Efectes soca-dependents: 

Els efectes dels probiòtics només poden atribuir-se a la soca 

analitzada i no a latres soques de la mateixa espècie o gènere.



Mecanismes d’acció

3. ProbiòticsProbiòtics i desenvolupament del lactant??



Probiòtics 
immunoestimuladors

Probiòtics 
immunoreguladors

IL-12 IL-10

Probiòtics multifuncionals

Funció 
immunomoduladora

3. ProbiòticsProbiòtics i desenvolupament del lactant??

Càncer
Infecció
Al·lèrgia

Inflamació intestinal
Autoimmunitat

Al·lèrgia

NK Th1 Treg

Th2 Th1 Th2 Th17Cell C/i

Castell i Pérez-Cano et al., 2011 (FUNIBER)



Llista QPS

3. ProbiòticsProbiòtics i desenvolupament del lactant??

EFSA., 2007



3. Probiòtics i desenvolupament del lactant??

ObjectiuObjectiu : Estudis “in vivo” en model de salut

Nutrients/Aliments

Sistema immunitari

Pérez-Cano et al., J Comp Dev Immunol, 2011

Immunonutrició



3. Probiòtics i desenvolupament del lactant??

Bifidobacterium 
breve M-16V

Li et al., Pediatr Int 2004
Akiyama et al., Acta Neonat Jpn, 1994

breve M-16V

Verheijden et al., Eur J Nutr 2015
Hougee et al., Int Arch Allergy Immunol, 2010
De Kivit et al., J Innate Immun 2013
Van De Pol et al., Allergy 2011
Schouten et al., J Nutr 2009
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3. Probiòtics i desenvolupament del lactant??

MelsaMelsa
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3. Probiòtics i desenvolupament del lactant??

Deslletament

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

PRO

Saldaña et al., 2015 (Premi millor poster a la SCI)

Administració diària de B. Breve M-16V 
(4.5x108CFU/100g de pes)

Ganglis

Intestí

Melsa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21



3. Probiòtics i desenvolupament del lactant??

Poblacions limfocítiques

GanglisGanglis IntestíIntestíMelsaMelsa

PROREF PROREF PROREF

Saldaña et al., 2015 (Premi millor poster a la SCI)



3. Probiòtics i desenvolupament del lactant??
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3. Probiòtics i desenvolupament del lactant??

ααEE CD62LCD62L

MelsaMelsa (αE-CD62L+)

Mobilització cap el compartiment intestinal

Saldaña et al., 2015 (Premi millor poster a la SCI)

GanglisGanglis (αE-CD62L+) IntestíIntestí (αE+CD62L-)



3. Probiòtics i desenvolupament del lactant??
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Conclusió parcial 3

La suplementació preclínica amb B. Breve M16V durant

la lactància: 

-potencia la capacitat d’interacció immunitària a nivell

intestinal “cross-talk i homing intestinal”
- potencia la resposta humoral mucosal: IgA intestinal

Aquests efectes poden ser útils en un procés
infecciós en primeres etapes de vida?

4. Probiòtics en les infeccions del lactant 
Objectiu:Objectiu: Estudis “in vivo” en model d’infecció vírica



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

ObjectiuObjectiu: Estudis “in vivo” en model d’infecció vírica

rotavirus



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

ObjectiuObjectiu: Estudis “in vivo” en model d’infecció vírica

Gastroenteritis agudes per rotavirus
Diarrea, vòmits, febre

48-72h

Intervenció amb probiòtics??



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

Szajewska et al., JPGN, 2014



Estudis In vitro 

Estudis In vivo
L.rhamnosus

L.reuteri
L.acidophilus

L.casei
L.rhamnosus

L.reuteri
L.acidophillus
L.fermentum
L.pentosus
L.plantarum

L. paracasei tolerans

Bifidobacterium longum

Bacteroides thetaiotaomicron

Saccharomyces boulardii

Pediococcus pentosaceus

Enterococcus faecium

4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

9 estudis en cèl·lules epitelials

Assajos Clínics

17 estudis en animals nounats
L.acidophilus

L.casei
L.paracasei
L.johnsonii

Bifidobacterium lactis
Bifidobacterium bifidum

Streptococcus thermophilus

13 estudis amb nens (1 mes - 6 anys)

L.rhamnosus (5 ≠ strains)
L.acidophilus

L.casei
L.paracasei

L.sporogenes

Bifidobacterium lactis
Bifidobacterium longum

Streptococcus thermohilus

Saccharomyces boulardii



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

Model d’estudi?

Pérez-Cano et al.,  Ped Res, 2007



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

REF

N=21

N=21
Inoculació

amb RV

RV

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

N=21

ADMINISTRACIÓ DEL PROBIÒTIC 

Faeces: Clinical evaluation

BIF

Sang

DI= 2 DI= 3 DI= 4



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants
B

od
y 

w
ei

gh
t (

g)

10

12

14

16

18

20

22

24

26

28

RV inoculation

%
 D

F

60

80

100

*

*

% Femtes amb diarrea REF

RV

BIF

Corba ponderal Incidència

Age (days)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
4

6

8

10

* P < 0.05 vS RV group  (U-Mann  whitney)
Rigo et al.,  Eur J Nut, 2016 (in press)

Age (days)

7 8 9 10 11 12 13 14

%
 D

F

0

20

40

*
*

* * *



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants
D

I

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

* * *

*

REF

RV

BIF

RV PRO

In
ci

d
en

ce

MDA 85.71 66.67

MDAd 3 DPI 2 DPI

daAUC 328.57 238.10

daAUCn 328.57 238.10

MDF 90.00 70.00

MDFd 3 DPI 2 DPI

dfAUC 362.06 262.86

dfAUCn 362.06 262.86

Gravetat Altres indicadors

age (days)

7 8 9 10 11 12 13 14
0,0

0,5

1,0

* *
* *

*

*

* P < 0.05 vS RV group  (U-Mann  whitney)

dfAUCn 362.06 262.86

D
u

ra
ti

o
n DDB 1.4 ± 0.1 1.8 ± 0.2

DDE 4.0 ± 0.2 3.4 ± 0.2

DP 3.6 ± 0.2 2.5 ± 0.3#

DwD 3.3 ± 0.2 2.4 ± 0.3#

Se
ve

ri
ty

MDI 3.05 ± 0.11 2.74 ± 0.14#

MDId 2.0 ± 0.3 2.1 ± 0.2

sAUC 5.99 ± 0.47 4.32 ± 0.39#

sAUCn 5.99 ± 0.47 4.32 ± 0.39#

Rigo et al.,  Eur J Nut, 2016 (in press)



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

RV PRO

Sè
ru

m

d14

A 313.8 ± 15.8 277.8 ± 27.4

G 183.6 ± 24.8 116.0 ± 36.1

M 297.4 ± 74.2 529.9 ± 98.5

d21

A 334.5 ± 23.8 166.0 ± 34.5#

G 1615.4 ± 417.0 1168.3 ± 71.5
ELISA

Resposta immunitària

d21 G 1615.4 ± 417.0 1168.3 ± 71.5

M 457.5 ± 143.6 297.4 ± 21.2

In
te

st
í d14

A 75.7 ± 11.3 111.7 ± 13.9

M 96.2 ± 6.2 106.9 ± 10.8

d21
A 181.2 ± 24.5 149.0 ± 15.8

M 138.2 ± 10.5 131.0 ± 11.1

ELISA

Rigo et al.,  Eur J Nut, 2016 (in press)



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

Zipckovick et al., PNAS, 2011

Oligosacàrids/prebiòtics de llet materna (HMO)



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

ObjectiuObjectiu ++: Efecte dels prebiòtics presents en llet materna
sols o en combinació amb el probiòtic (simbiòtics)

short chain GalactoOligoSacaride 

(scGOS)

long chain FructoOligoSacaride 

(lcFOS)

Low molecular weight

Enzymatic from lactose

[Gal(ββββ1-]1- 4 3/4/6)Gal(ββββ1-4)Glc]-lactose [Frc(ββββ2-]n>8 1)Frc(ββββ2-1)Glc]-sucrose

High molecular weight

Fraction from chicory

Rigo et al.,  Eur J Nut, 2016 (in press)



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

ObjectiuObjectiu ++: Efecte del probiòtic o simbiòtic en un model de 
doble infecció amb rotavirus

Inoculació
amb SA-11

Inoculació
amb EDIM



4. Probiòtics en les infeccions dels lactants

ObjectiuObjectiu ++: Efecte d’altres probiòtics d’interès en primeres
etapes de vida (sols i com a simbiòtics) en salut/malaltia

Bifidobacterium
breve M-16V

Lactobacillus spp.
(aïllat de femtes de 

lactant)

Lactobacillus spp.
(aïllat de llet materna)



Conclusió parcial 3

La suplementació preclínica amb B. Breve M16V durant

la lactància: 

- aporta protecció enfront la diarrea aguda associada a 
la infecció per rotavirus

Com és traslladen aquests resultats a la 
societat?

5. On es poden trobar?
Objectiu: Objectiu: Estudi de camp (TFG)



5. On els podem trobar?

ObjectiuObjectiu: Estudi de camp (TFG )

Micronutrients

Macronutrients

Components bioactius
(PrebiòticsPrebiòtics ii probiòticsprobiòtics )

Fòrmules d’inici
(0-6 mesos)

Fòrmules de continuació
(de 6 fins 12-18 mesos)

Fòrmules
infantils



5. On els podem trobar?

ObjectiuObjectiu: Estudi de camp (TFG Anna Sabaté)

Contingut N (total 30)

Res 6

Prebiòtics 12

Probiòtics 10

Simbiòtic 2

P
e

rc
e

n
ta

tg
e

(%
)

80%

Simbiòtic 2
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e
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n
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