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1. EL GLUTEN 

1.1. Evolución de los cultivos de trigo 

El comienzo de la agricultura supuso un gran paso en la evolución ya que el simple 

hecho de poder almacenar el grano de los cultivos permitió pasar de una vida nómada, 

al asentamiento y formación de una civilización (Fasano, 2009). El trigo se comenzó a 

domesticar con el fin de usarlo para el consumo humano hace aproximadamente 10000 

años en la región denominada el Creciente Fértil la cual se corresponde con parte de 

los territorios del Levante mediterráneo, Mesopotamia y Persia.  

Las primeras especies de trigo cultivadas fueron diploides y tetraploides. Mediante 

la selección artificial por parte del hombre, estas especies de trigo fueron evolucionando, 

sufriendo varios cambios morfológicos como por ejemplo el agrandamiento de los 

granos. Otro de los grandes cambios que sufrió el trigo, fue la hibridación del trigo 

tetraploide con una hierba salvaje dando lugar a un trigo con genoma hexaploide. Este 

trigo representa el 95% del trigo consumido en la actualidad (Curtis y Halford, 2014). 

El trigo junto con el arroz son hoy en día los cereales más importantes empleados 

para el consumo humano (Shewry y Halford, 2002; Curtis y Halford, 2014). Se estima 

que se cosechan alrededor de 600 millones de toneladas de trigo al año, a lo largo de 

un área geográfica extensa. Parte del éxito de este cereal se debe a la gran capacidad 

de adaptación que tiene y a los altos rendimientos que producen sus cultivos, pero el 

factor clave que ha hecho que predomine sobre otros cereales, es que la masa 

elaborada con su harina presenta unas propiedades únicas que son muy apreciadas en 

la industria alimentaria. Estas propiedades se deben a las proteínas que conforman el 

gluten (Shewry, 2009). 

 

1.2. Qué es el gluten 

Estrictamente hablando, el gluten se puede definir como la masa que queda tras 

eliminar los componentes solubles en agua de la harina de trigo. Dependiendo de la 

intensidad del lavado, el sólido resultante contendrá entre un 75-85% de proteínas y 

entre un 5-15% de lípidos y carbohidratos insolubles en agua. Sin embargo, 

comúnmente empleamos el término gluten para referirnos a las proteínas de reserva del 

trigo; las gliadinas y gluteninas (Wieser, 2007).  
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El gluten fue por primera vez aislado y descrito por Beccari en el año 1745 (Shewry 

y Halford, 2002) y desde entonces se han realizado varias clasificaciones de su complejo 

entramado proteico. Una de las clasificaciones más utilizadas se basa en la solubilidad 

de las proteínas, y fue realizada por Osborne et al., (1924). Siguiendo este criterio, las 

proteínas que se encuentran en el endospermo del trigo se pueden clasificar en las 

albúminas solubles en agua, las globulinas solubles en soluciones salinas, las gliadinas 

solubles en soluciones alcohólicas, y las gluteninas insolubles en soluciones acuosas, 

salinas y alcohólicas (Ciccocioppo et al., 2005). La fracción que denominamos gluten 

está compuesta por las gliadinas y gluteninas. A su vez, ambas están compuestas por 

una mezcla compleja de más de 50 proteínas individuales que se pueden observar por 

electroforesis en 2D (Wieser, 2007). 

Ambas fracciones proteicas contribuyen de forma notable a las propiedades 

reológicas de la masa de harina de trigo, pero sus funciones son divergentes. Mientras 

que las gliadinas contribuyen principalmente a la viscosidad y extensibilidad de la masa, 

las gluteninas le aportan cohesión y elasticidad (Wieser et al., 2006). El conjunto de 

todas estas propiedades es lo que hace que el trigo sea uno de los alimentos que forman 

la base de la pirámide de la alimentación hoy en día. 

 

1.2.1. Gliadinas 

Las gliadinas son proteínas generalmente monoméricas, solubles en etanol al 

60%. En base a su movilidad electroforética a bajo pH se pueden clasificar en: 

α-gliadinas, β-gliadinas, γ-gliadinas y ω-gliadinas. Sin embargo una clasificación más 

reciente las ordena según la secuencia aminoacídica de la región N-terminal, y las 

α-gliadinas y β-gliadinas pasan a constituir un solo grupo denominado α-gliadinas 

(Shewry et al., 1986; Wieser et al., 1987). Las ω-gliadinas se caracterizan por tener 

mayor peso molecular (40-50 kDa), presentar casi en su totalidad regiones repetitivas 

ricas en glutamina (Q) y prolina (P) tales como PQQPFPQQ, y carecer prácticamente 

todas de residuos de cisteína. En cambio α-gliadinas y γ-gliadinas tienen menor peso 

molecular (28-35 kDa) y menos contenido de prolina y glutamina con respecto a las 

ω-gliadinas. Además poseen cisteína en su secuencia aminoacídica que le permite 

formar enlaces disulfuro. La principal diferencia entre las α-gliadinas y γ-gliadinas es el 

contenido de algunos aminoácidos como la tirosina y la presencia de diferentes dominios 

N-terminal y C-terminal. La región N-terminal de ambas gliadinas se caracteriza por la 

presencia de regiones repetitivas ricas en glutamina, prolina, fenilalanina y tirosina. En 

las α-gliadinas, estas regiones repetitivas son dodecapéptidos como QPQPFPQQPYP 
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que se repiten normalmente cinco veces y pueden verse modificados por la sustitución 

de residuos únicos. En las γ-gliadinas aparece repetida hasta 16 veces la secuencia 

QPQQPFP con residuos adicionales intercalados. Sin embargo, la región C-terminal de 

las gliadinas no tiene regiones repetitivas y presenta una menor proporción de residuos 

de prolina y glutamina que el dominio N-terminal. Aunque este dominio es similar en 

ambos casos, las α-gliadinas tienen seis cisteínas y las γ-gliadinas ocho, por lo que 

pueden formar seis y ocho enlaces intercadena respectivamente (Wieser, 2007). 

Aparte de las α, ω y  γ, existen otros tipos de gliadinas que son minoritarias y se 

caracterizan por tener una proporción anormal de cisteínas. Estas gliadinas se conocen 

como gliadinas de alto peso molecular (GAPM), y se cree que su función podría ser la 

de actuar como terminadores en la polimerización de las gluteninas (Wieser, 2007).  

 

1.2.2. Gluteninas 

Las gluteninas son proteínas poliméricas insolubles en alcohol. Estas proteínas 

son capaces de formar alguno de los polímeros proteicos más grandes y complejos de 

la naturaleza, pudiendo alcanzar un tamaño de 10 millones de Da. Cuando las 

gluteninas son reducidas, se rompen los puentes disulfuro intercatenarios que 

mantenían unida la estructura y se liberan dos tipos de subunidades las cuales 

presentan una solubilidad en alcohol similar a la de las gliadinas. En función de su peso 

molecular las subunidades se clasifican como gluteninas de bajo peso molecular 

(GLBPM) con un tamaño aproximado entre 20-45 kDa y gluteninas de alto peso 

molecular (GLAPM) con un tamaño aproximado de 70-90 kDa (D'Ovidio y Masci, 2004; 

Wieser et al., 2006; Wieser, 2007; Hurkman y Tanaka, 2007). 

Las GLBPM son las gluteninas predominantes y representan aproximadamente el 

20% de las proteínas del gluten (Wieser y Kieffer, 2001). Tanto por su composición 

aminoacídica como por su tamaño,  son muy similares a las α-gliadinas y γ-gliadinas. Al 

igual que estas, tienen dos dominios diferenciados; el dominio N-terminal contiene 

secuencias repetidas ricas en prolina y glutamina como es QQQPPFS, y el dominio 

C-terminal contiene ocho residuos de cisteína (Wellner et al., 2006).  Seis de estos 

residuos están en posiciones homólogas a los de α/β-gliadinas y γ-gliadinas y permiten 

uniones disulfuro intracatenarios. Los dos residuos de cisteína adicionales, únicos en 

GLBPM, no pueden formar enlaces intracatenarios, quedando libres para generar 

uniones intercatenarias con otras proteínas del gluten diferentes (Wieser, 1996; Wieser, 

2007). 
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Las GLAPM son las proteínas minoritarias del gluten, representando solo el 10% 

de las mismas. Estas proteínas pueden ser divididas según su peso molecular en dos 

tipos: tipo-X (83-88 kDa) y tipo-Y (67-74 kDa). Todas ellas están formadas por 3 

dominios estructurales: un dominio N-terminal no repetitivo (Dominio A) de 80-105 

residuos, una región central (Dominio B) mayoritaria (480-700 residuos) formado por 

regiones repetitivas del hexapéptido QQPGQG con otros hexapéptidos y tripéptidos 

insertados; y el dominio C-terminal de 42 residuos (Dominio C). Las diferencias más 

importantes entre las GLAPM tipo-X y las tipo-Y se encuentran en los dominios A y B. 

Por ejemplo, las tipo-Y presentan una inserción de 18 residuos con dos cisteínas en el 

dominio A y los motivos repetidos son menos frecuentes y se encuentran más 

modificados en el dominio B (Wieser, 2007). 

 

1.2.3. Prolaminas 

Las gliadinas y gluteninas se denominan comúnmente prolaminas debido a su alto 

contenido en residuos de prolina y glutamina los cuales pueden llegar a representar 

entre un 60 y 80% del total de aminoácidos. Todas las prolaminas presentan una 

estructura similar con dominios conservados característicos de cada tipo de prolamina, 

secuencias típicas en el extremo N-terminal y extensas regiones de secuencias 

repetitivas (Shewry y Halford, 2002). Las regiones repetitivas son características de las 

prolaminas, y en ellas siempre hay prolinas y glutaminas. Los extremos N-terminal y 

C-terminal y algunas secuencias intercaladas tienen estructura secundaria de α-hélice. 

Sin embargo, las secuencias repetitivas forman estructuras de giro-β. Esta estructura 

de giro-β aparece con regularidad, debido a la presencia frecuente de las secuencias 

repetitivas, dando lugar a la formación de una estructura cilíndrica con 13 residuos por 

vuelta, denominada espiral-β. Esta conformación secundaria confiere a las prolaminas 

una estructura compacta, muy estable a la temperatura y a los diferentes agentes 

desnaturalizantes (Miles et al., 1991). 

Las prolaminas de las que hemos hablado hasta ahora son las gliadinas y 

gluteninas, las cuales se encuentran el endospermo del grano de trigo. Sin embargo, 

estas no son las únicas prolaminas que existen; todos los cereales tienen prolaminas 

cuya función es actuar como proteínas de reserva, y aportar el nitrógeno necesario para 

la síntesis de proteínas durante su germinación. La cebada y el centeno son cereales 

evolutivamente relacionados con el trigo, perteneciendo los tres a la tribu Triticeae, y 

presentan grupos de proteínas, como las prolaminas, con homología y propiedades 

físico-químicas en común (Hamer, 2005) (Tabla 1). Las prolaminas presentes en la 
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cebada y el centeno son denominadas hordeínas y secalinas respectivamente. Estas 

proteínas también están presentes en otros cereales de consumo menos frecuente que 

están relacionados evolutivamente con el trigo como son la espelta (también llamada 

trigo salvaje) o el triticale (híbrido de trigo y centeno) (San Mauro Martin et al., 2014). 

Hay que tener en cuenta por lo tanto, que cuando comúnmente hablamos de 

gluten, no nos referimos solo a las prolaminas del trigo, sino a todas las proteínas 

desencadenantes de la enfermedad celiaca, y esto incluye también a las prolaminas de 

la cebada, el centeno, y de aquellos cereales que están estrechamente relacionados.  

En el caso de la avena, esta se encuentra en la misma subfamilia que los cereales 

anteriores (Pooideae), pero pertenece a la tribu Aveneae y presenta algunas 

características diferentes. El análisis de secuencia de sus prolaminas, denominadas 

aveninas, mostró que, a pesar de que existen secuencias de unidades repetitivas, estas 

difieren de las encontradas en el trigo, la cebada y el centeno (Shewry y Tatham, 1990; 

Mills et al., 2004). Además las aveninas tienen significativamente menos prolinas que 

sus homólogas (Kilmartin et al., 2003). Hasta el día de hoy, hay mucha controversia 

acerca de su toxicidad para los enfermos de celiaquía, y no se ha llegado a ningún 

acuerdo. Algunas de las explicaciones propuestas son que solo ciertas variedades de 

avena son tóxicas, que la toxicidad depende del individuo, o que aquellos casos en los 

que se demostró su patogenicidad la avena sufría una contaminación cruzada con trigo, 

cebada o centeno (Ellis y Ciclitira, 2008; Comino et al., 2011; Richman, 2012; Real et 

al., 2012). 

 

 Tabla 1. Grupos de prolaminas presentes en el trigo la cebada y el centeno. 

 Prolaminas 

   Gliadinas  Gluteninas 

Trigo  α‐gliadinas  ω‐gliadinas  γ‐gliadinas  GLBPM  GLAPM 

Cebada  ‐  C‐hordeínas γ‐hordeínas B‐hordeínas  D‐hordeínas 

Centeno  ‐  ω‐secalinas  γ‐secalinas  GLBPM‐secalinas GLAPM‐secalinas

 

 

1.3. Enfermedades relacionadas con la ingesta de gluten 

El trigo, se encuentra presente en muchos de los alimentos que forman parte de 

nuestra dieta diaria y constituye una fuente importante de proteínas y minerales 

(Shewry, 2009). Sin embargo, cada vez son más las patologías que se asocian a la 
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ingesta del gluten. Aunque el incremento en el número de individuos que padecen estas 

enfermedades podría deberse a la mejora de las técnicas de diagnóstico, hay varios 

factores adicionales que podrían haber contribuido a este aumento. Por una parte, hay 

que considerar que hay una expansión a nivel global de la dieta mediterránea, y esta 

dieta incluye muchos alimentos con gluten. Se estima que un adulto que siga esta dieta 

consume una media de 20 g gluten/día. Por otra parte, la mecanización de los cultivos 

así como el uso de pesticidas han favorecido el desarrollo de nuevas variedades de trigo 

con un mayor contenido en péptidos tóxicos. Además, la industrialización ha hecho que 

las masas empleadas para elaborar el pan y otros productos de repostería se fermenten 

menos tiempo, y tengan mayor cantidad de gluten ahora que en el pasado (Volta et al., 

2013).  

En los años 80 la clasificación de los desórdenes causados por gluten era sencilla, 

ya que las únicas enfermedades en cuya patogénesis estaba claramente implicado eran 

la enfermedad celiaca y la dermatitis herpetiforme. Posteriormente se descubrió que 

había personas que mostraban una respuesta alérgica al trigo mediada por IgE. Más 

recientemente, se ha podido observar que entre el 0,6 y 6% de la población presenta 

sintomatología relacionada con la ingesta de gluten, pero tras realizar las pruebas 

correspondientes, la alergia y la enfermedad celiaca son descartadas como causas. 

Esta nueva patología se conoce como sensibilidad al gluten no celiaca (Sapone et al., 

2012; DiGiacomo et al., 2013). 

La última nomenclatura y clasificación de los desórdenes relacionados con el 

gluten, de acuerdo a la Conferencia Consenso en desórdenes relacionados con el gluten 

II que tuvo lugar en Londres en el 2011, incluye un total de 5 patologías: enfermedad 

celiaca, ataxia de gluten, dermatitis herpetiforme, alergia al trigo y sensibilidad al gluten 

(Sapone et al., 2012) (Figura 1). 

 

Figura 1. Patologías relacionadas con el gluten de acuerdo a la Conferencia Consenso en 
desórdenes relacionados con el gluten II (Londres, 2011). 
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A pesar del gran número de patologías emergentes relacionadas con el consumo 

del gluten, la más estudiada y conocida a día de hoy sigue siendo la enfermedad celiaca. 

Pero, ¿Qué hace que el gluten sea tan dañino? Cuando un individuo ingiere un 

alimento, para obtener los nutrientes nitrogenados las proteínas son digeridas por las 

enzimas gastrointestinales, generándose productos más pequeños. Estos pequeños 

péptidos o los aminoácidos son absorbidos por los enterocitos y son incorporados al 

metabolismo del individuo. Sin embargo, esto no ocurre con las prolaminas que forman 

el gluten. Estas proteínas contienen un alto número de residuos de prolina y glutamina 

lo que hace que no puedan ser digeridas completamente en el tracto gastrointestinal 

(Hausch et al., 2002). Esto se debe a que la prolina tiene una configuración espacial que 

dificulta el acceso de las proteasas a las regiones adyacentes, por lo que los péptidos 

ricos en prolina están protegidos frente a la hidrólisis enzimática (Vanhoof et al., 1995; 

Walker et al., 2003). Para su degradación son necesarias unas enzimas específicas 

denominadas prolilendopeptidasas (PEPs), y aquí radica el principal problema a la hora 

de la digestión del gluten; las enzimas gástricas, pancreáticas y del cepillo intestinal 

humano carecen de dicha actividad. La digestión incompleta del gluten va a resultar en 

la formación de péptidos de gran tamaño ricos en prolina y glutamina, que van a generar 

una respuesta inflamatoria en aquellos individuos que tienen una predisposición 

genética a padecer la enfermedad celiaca. 

 

2. LA ENFERMEDAD CELIACA 

2.1. Concepto e historia 

La Organización Mundial de Gastroenterología define a la enfermedad celiaca 

(EC) como una enteropatía inflamatoria crónica de carácter autoinmune que afecta al 

intestino delgado en adultos y niños predispuestos genéticamente (Bai et al., 2012).  

El primer caso descrito se remonta al año 250 después de Cristo cuando Areteo 

de Capadocia, un médico griego describió por primera vez casos de diarrea, pérdida de 

peso y malestar general. Areteo denominó a la enfermedad que presentaba esta 

sintomatología koiliakos, por la palabra griega koelia que significa abdomen (Fasano, 

2009; Gasbarrini y Mangiola, 2014). La antigüedad de la EC es apoyada por estudios 

más recientes. En el año 2012 Gasbarrini et al. extrajeron ADN de los restos de una 

mujer con signos de malnutrición encontrada en el yacimiento arqueológico de Cosa, y 

descubrieron que era portadora del haplotipo que predispone genéticamente a padecer 

la celiaquía; HLA-DQ2/DQ8. Los trabajos de Areteo fueron editados y traducidos por 
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Francis Adams y publicados por la Sydenham Society en 1856 pero no fue hasta 1888 

cuando el médico Británico Samuel Gee daba a conocer un informe clínico claro sobre 

la condición celiaca con el título de “La afección celiaca” (Gee, 1888; Singer, 1942). En 

él se describe la EC como “una especie de indigestión crónica que podía observarse en 

todas las edades si bien ocurría, especialmente, en niños con edades comprendidas 

entre uno y cinco años”. Este médico británico llegó a sugerir correctamente que “la 

causa podría deberse a errores en la dieta”. Aunque la idea era acertada, la verdadera 

causa de la enfermedad se escapaba de su conocimiento, ya que llegó a sugerir como 

tratamiento alimentar a estos niños con finas rebanadas de pan tostadas por ambos 

lados (Fasano, 2009). 

La identificación del gluten como el desencadenante de la EC no tuvo lugar hasta 

después de la segunda guerra mundial, cuando el pediatra holandés Willem-Karel Dicke 

asoció la escasez de pan que hubo en Holanda debido a la guerra con una disminución 

significativa de las muertes de niños afectados por la EC. Este pediatra también 

describió que una vez finalizado el conflicto, el pan volvió a ser un alimento asequible, y 

las muertes se incrementaron de nuevo a los niveles previos. Gracias a esta 

observación, otros científicos comenzaron a estudiar los distintos componentes del trigo, 

concluyendo finalmente que el desencadenante de la EC era el gluten (Fasano, 2009). 

Gracias a este descubrimiento, a partir de 1950 el tratamiento de los pacientes celiacos 

se ha basado en la dieta libre de gluten. Años más tarde, John W. Paulley describió los 

cambios histológicos que tenían lugar en el intestino de pacientes con EC (Paulley, 

1954) 

 

2.2. Presentación clínica y diagnóstico 

La EC es una patología de distribución global, inicialmente asociada a una 

enfermedad infantil, aunque hoy en día es habitual su diagnóstico en adultos (Farrell y 

Kelly, 2002). Esta patología puede manifestarse tanto en hombres como mujeres, pero 

la prevalencia es más alta en el sexo femenino (Bardella et al., 2005).  

La EC puede cursar con síntomas intestinales, siendo los más característicos 

atrofia de las vellosidades intestinales (Figura 2), hiperplasia de las criptas,  infiltración 

leucocitaria, diarrea o distensión abdominal, pero también puede presentar 

manifestaciones sistémicas como anemia u osteoporosis (Alaedini y Green, 2005). 

 



Introducción 

11 
 

 

Figura 2. Comparación de la arquitectura vellositaria en la biopsia duodenal de un individuo sano (A y B) y 
un individuo con EC (C y D).  

 

En función de las distintas manifestaciones de la enfermedad, la EC se clasifica 

como EC clásica, EC silente, EC latente y EC potencial. La EC clásica se caracteriza 

por ser una forma activa, con la presencia de una atrofia vellositaria intestinal intensa o 

total, y por presentar una serología positiva (Bernardo, 2008) además de cursar con los 

síntomas tradicionalmente asociados a la enfermedad como son la diarrea, o la 

distensión abdominal. Actualmente, a esta manifestación clásica se añaden nuevas 

presentaciones, que constituyen las manifestaciones no clásicas o atípicas de la 

enfermedad. Estas formas son la EC silente, latente y potencial (Ferguson et al., 1993). 

La EC silente es la que se asocia a aquellos individuos que presentan una 

alteración histológica duodenal, a pesar de que pueden ser completamente 

asintomáticos. Hablamos de EC latente cuando nos referimos a individuos que 

presentan marcadores serológicos positivos aunque no presentan atrofia vellositaria en 

el momento del diagnóstico, pero que han tenido las manifestaciones típicas incluyendo 

la atrofia intestinal en algún momento de su vida. Por último, La EC potencial abarca a 

todos los individuos que en el momento de diagnóstico no presentan la enfermedad, 

pero que debido a que portan el heterodímero HLA-DQ2/DQ8 y además en algunos 

casos son familiares de pacientes con la EC, podrían desarrollar esta patología 

(Bernardo, 2008). 

La EC tiene una prevalencia mundial alrededor del 1% (Siegel et al., 2006); sin 

embargo, se estima que solo el 10% de las personas afectadas son diagnosticadas 

(Vilppula et al., 2009). Esto se debe a que no en todos los casos la EC presenta los 

síntomas tradicionalmente asociados a la enfermedad. La distribución de los distintos 
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tipos de EC, sigue un modelo tipo iceberg o pirámide (Figura 3) en el que por encima de 

la línea de flotación se encontrarían los pacientes con manifestaciones clásicas, 

mientras que sumergidos se encontrarían la mayor parte de los pacientes, que son 

aquellos que presentan formas no clásicas, y que por lo tanto en la mayoría de los casos 

no son diagnosticados (Bernardo, 2008). 

 

 

2.3. Desencadenantes de la enfermedad 

2.3.1. Factor ambiental: el gluten 

Se sabe que la enfermedad celiaca se desencadena por la ingesta de gluten en la 

dieta. Las proteínas que forman parte del gluten (gliadinas, gluteninas, hordeínas y 

secalinas) se caracterizan por su alto contenido en glutamina y prolina (Wieser, 2007). 

Las enzimas gástricas, pancreáticas y del cepillo intestinal presentes en el cuerpo 

humano no tienen actividad prolilendopeptidásica y por ello las prolaminas no son 

digeridas completamente, generándose algunos péptidos dañinos, responsables del 

desarrollo de esta patología (Hausch et al., 2002). 

Los péptidos que se generan por la digestión incompleta del gluten se pueden 

clasificar en “péptidos tóxicos” y “péptidos inmunogénicos” en función de cómo estén 

involucrados en la patogenia de la EC.  

Los péptidos tóxicos son aquellos que inducen un daño en la mucosa mediante la 

activación de la respuesta inmune innata. Se ha visto que estos péptidos producen daño 

intestinal al ser añadidos a un cultivo de biopsia duodenal (Howdle et al., 1981) y también 

EC 

clásica

EC silente

EC latente

EC potencial

Figura 3. Modelo tipo pirámide o iceberg que indica las diferentes formas clínicas de la EC. La parte visible

sería la EC clásica mientras que la parte sumergida corresponde a las nuevas formas clínicas de la

enfermedad (EC silente, EC latente y EC potencial). 
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al ser administrados in vivo (Lahteenoja et al., 2000; Ellis y Ciclitira, 2001). Uno de los 

hechos que apoyan la teoría de que los péptidos tóxicos actúan a través de la respuesta 

inmune innata, es que se ha visto que inducen la producción de IL-15, una citoquina que 

está relacionada con este tipo de inmunidad. Gracias al conocimiento de la secuencia 

de la α-gliadina, se han podido sintetizar una serie de péptidos comprendidos en esta 

región, y su toxicidad ha sido analizada (Ciccocioppo et al., 2005). Algunos de los 

péptidos tóxicos más estudiados son el 19-mer (correspondiente a la región p31-49 de 

la α-gliadina) (de Ritis et al., 1988; Sturgess et al., 1994), o un fragmento más corto de 

este péptido, el 13-mer (p31-43) (Maiuri et al., 1996). 

Mientras que los péptidos tóxicos actúan a través de la respuesta inmune innata, 

los péptidos inmunogénicos son aquellos capaces de activar la respuesta inmune 

adaptativa. Estos péptidos inmunogénicos son capaces de estimular específicamente 

los linfocitos T restringidos por HLA-DQ2 o HLA-DQ8 obtenidos de la sangre periférica 

o de la mucosa intestinal de pacientes celiacos (Ciccocioppo et al., 2005). Algunos de 

estos péptidos son considerados inmunodominantes. Este término abarca dos 

conceptos. Por un lado, hay que tener en cuenta que el daño causado por los péptidos 

inmunogénicos puede variar de una persona a otra. Se consideran péptidos 

inmunodominantes aquellos capaces de inducir una respuesta inmune específica en 

prácticamente todos los enfermos celiacos (Camarca et al., 2012). Por otra parte,  si se 

administra gluten a un paciente que ha estado bajo una dieta sin gluten (DSG), las 

células T que responden frente a los péptidos inmunodominantes son detectadas en la 

sangre periférica significativamente antes que aquellas células T que responden al resto 

de péptidos inmunogénicos (Stern et al., 2001). 

Se han identificado varios péptidos inmunogénicos principalmente en las 

α-gliadinas y en las γ-gliadinas, aunque también con menor frecuencia en las gluteninas 

de alto peso molecular (Di Sabatino y Corazza, 2009). El péptido inmunodominante más 

conocido y estudiado se encuentra en la región p57-89 de las α-gliadinas y se conoce 

como 33-mer. Shan et al. (2002) demostraron que el 33-mer inducía una fuerte 

activación de células T humanas en todos los pacientes celiacos estudiados, sin 

excepción. El alto carácter inmunogénico de este péptido se debe a la presencia de seis 

secuencias parcialmente superpuestas que incluyen tres epítopos inmunoestimuladores 

diferentes (Figura 4). Además, 13 de sus 33 aminoácidos son prolinas, lo que hace que 

sea difícilmente hidrolizado. Hay datos tanto in vitro como in vivo en ratas y humanos 

que demuestran su estabilidad frente a la digestión por enzimas gástricas, pancreáticas 

y del cepillo intestinal (Shan et al., 2002). Otro factor a tener en cuenta es que cuando 
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se compara con otros péptidos que forman parte de la gliadina, se observa que el 33-mer 

se une al HLA-DQ2 con mayor afinidad (Shan et al., 2004).  

 

 

Figura 4. El 33-mer presenta 6 secuencias que incluyen 3 epítopos inmunoestimuladores diferentes, cada 
uno de ellos representado en un color. 

 

La secuencia de este péptido ha sido comparada con las prolaminas del centeno 

y de la cebada (Tabla 2), y se ha visto que estos cereales contienen péptidos con 

características muy similares, aunque no han sido estudiados en profundidad (Shan et 

al., 2002). 

 

Tabla 2. Péptidos similares al 33-mer presentes en el centeno y en la cebada. 

Péptido Prolamina de origen 

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF α2-gliadina (33-mer) 

QQQPFPQQPIPQQPQPYPQQPQPYPQQPFPPQQPF B1-hordeína 

QPFPQPQQPTPIQPQQPFPQRPQQPFPQPQ  ω-secalina 

 

2.3.2. Factor genético 

El hecho principal que sugirió que los factores genéticos debían jugar un papel en 

el desarrollo de la celiaquía es la alta incidencia que se observa en miembros de la 

misma familia. En el caso de gemelos monocigóticos esta tasa de concordancia es de 

aproximadamente un 85% (Nistico et al., 2006). Numerosos estudios demuestran que 

la presencia de los heterodímeros HLA-DQ2 (presente en el 90-95% de los pacientes) 

o HLA-DQ8 (presente en el 5-10% de los casos) es necesaria para el desarrollo de esta 

enfermedad.  Se estima que el efecto genético atribuible al complejo HLA es del 53% 

(Sollid y Lie, 2005). Los dímeros HLA-DQ2/DQ8 están formados a partir de dos cadenas 

(α y β) que se forman por la expresión de los alelos HLA-DQ que se encuentran en el 

cromosoma 6. Los complejos HLA-DQ2/DQ8 se encuentran en la superficie de células 

presentadoras de antígenos (APCs) donde gracias a su estructura van a unirse y a 

presentar péptidos derivados de la digestión del gluten a los linfocitos T CD4+ (Kagnoff, 
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2007). La ausencia de los alelos DQ2 o DQ8 predice negativamente el desarrollo de la 

EC en prácticamente el 100% de los casos, lo cual es de utilidad para descartar su 

diagnóstico. Sin embargo, muchos individuos que portan estos alelos no desarrollan la 

EC, por lo que su presencia es necesaria pero no suficiente para el desarrollo de esta 

patología (Kagnoff, 2007). Por esta razón se postula que un individuo además de ser 

susceptible genéticamente, tiene que presentar otra serie de factores que le 

predispongan a padecer la EC cuando ingiere gluten. La presencia de gemelos 

monocigóticos que difieren en la manifestación de la celiaquía apoya esta teoría 

(Brandtzaeg, 2006). Aunque se han estudiado otros genes fuera de la región HLA que 

podrían están relacionados con la EC, no hay datos que sean significativamente 

relevantes. Los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que el efecto de cada uno de 

estos genes sería muy pequeño (Sollid, 2002; Plenge, 2010). 

 

2.3.3. Otros factores ambientales 

Existen diversas y controvertidas opiniones acerca de los posibles factores 

implicados en el desarrollo de la EC. Uno de los factores debatidos más aceptados es 

la protección que ejerce la lactancia materna. Una revisión sistemática de todos los 

estudios realizados entre los años 1966 y 2004, recoge evidencia de que el incremento 

de la duración de la lactancia materna y la lactancia materna durante la introducción de 

gluten en la dieta, están asociados a un menor riesgo de desarrollar la EC. El 

inconveniente de estos estudios es que son a corto plazo y no queda claro si el papel 

de la lactancia materna es la protección frente a la enfermedad, o solo el retraso de su 

aparición (Akobeng et al., 2006). Además de la lactancia materna, la edad de 

introducción del gluten, así como las cantidades y la forma de introducción, también 

parecen afectar al desarrollo de la EC (Schaart y Mearin, 2014). A pesar de los 

numerosos estudios que apoyan estas teorías, el debate sigue abierto. Un estudio 

reciente en el que se analizó la incidencia de EC en niños de 3 años a los que se les 

había administrado, durante la lactancia, bien pequeñas cantidades de gluten o bien un 

placebo, determinó que ni la introducción del gluten en pequeñas cantidades en los 

primeros meses de vida, ni el hecho de introducir el gluten mientras se mantiene la 

lactancia ejerce un papel protector frente a la EC (Vriezinga et al., 2014). 

Hay varios estudios que asocian el padecimiento de ciertas infecciones 

intestinales con un mayor riesgo de desarrollar la EC. Kagnoff et al. (1984) descubrieron 

que el adenovirus enterocitario humano 12 poseía la proteína E1B con una secuencia 
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de 12 aminoácidos idéntica a un péptido 12-mer presente en las gliadinas. Según los 

autores, la similitud entre la proteína vírica y el péptido 12-mer podría favorecer una 

reacción cruzada en el organismo y con ello, el desencadenamiento de la enfermedad. 

En el año 2003, Nieuwenhuizen et al. observaron que la proteína HWP-1 de Candida 

albicans poseía una alta similitud con algunos de los epítopos tóxicos de las α y 

γ-gliadinas, y estipularon que las infecciones por esta levadura podrían promover la 

formación de anticuerpos frente al gluten y frente a la transglutaminasa tisular (TGt). Un 

estudio publicado por Corouge et al. (2015) apoya esta hipótesis. De forma similar, hay 

varios estudios que sugieren que las infecciones por rotavirus podrían estimular el 

desarrollo de la EC (Stene et al., 2006). Dolcino et al. (2013) demostraron que los 

anticuerpos que se producen frente a la proteína viral del rotavirus (VP7), están 

implicados en procesos de apoptosis, inflamación y alteración de la integridad de la 

barrera epitelial, siendo todas estas características típicas de la EC. El efecto de otros 

patógenos como Campylobacter jejuni o Giardia lamblia también ha sido planteado (Plot 

y Amital, 2009). 

Forsberg et al. (2004) encontraron por microscopía electrónica de barrido unas 

bacterias bacilares ancladas en el duodeno de niños con EC, que no estaban presentes 

en los niños sanos. Este estudio sugirió por primera vez el posible papel de las bacterias 

en la patogénesis de la EC. Desde entonces, son numerosos los estudios que intentan 

desenmascarar el papel, protector o dañino, que pueda ejercer la microbiota intestinal 

en relación con la EC. Las posibles implicaciones de la microbiota intestinal en la EC se 

tratarán con más detalle en el apartado 3 de la introducción de esta Tesis Doctoral. 

Estudios recientes muestran que existen unas proteínas  de bajo peso molecular 

presentes en el trigo y en los cereales relacionados, que son co-purificadas con algunas 

de las proteínas del gluten. Estas proteínas se denominan inhibidores de 

α‐tripsina/amilasa (ATIs). Experimentos realizados tanto in vitro como in vivo por Junker 

et al. (2012) han dejado en evidencia que los ATIs son fuertes activadores de la 

inmunidad innata. Por lo tanto, hay que tener en cuenta que si bien el gluten es el 

principal componente de los cereales que desencadena la EC, no es el único 

(Biesiekierski y Iven, 2015). 

 

2.4. Proceso patológico 

Debido al alto contenido en prolina del gluten y a la ausencia de actividad PEP por 

parte de las enzimas gástricas, pancreáticas y del cepillo intestinal, una vez que el gluten 
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es ingerido en la dieta, se va a digerir parcialmente dando lugar a la acumulación de 

péptidos relativamente grandes como son el 19-mer y el 33-mer, ricos en prolina y 

glutamina (Hausch et al., 2002; Shan et al., 2002; Qiao et al., 2004; Shan et al., 2005). 

Para el 99% de los individuos, incluyendo la mayor parte de los que presentan los 

complejos HLA-DQ2/DQ8 esto no representa ningún problema. Sin embargo, en 

aquellos individuos con haplotipo HLA-DQ2/DQ8 que además tienen una susceptibilidad 

mayor a padecer la EC por factores adicionales ya sean genéticos, inmunológicos, 

ambientales o una combinación de ellos, los péptidos de gluten generados se van a 

acumular en la lámina propia y van a desencadenar el proceso inflamatorio responsable 

de la EC (Kagnoff, 2007). 

Se han propuesto dos vías por las cuales los péptidos del gluten atravesarían la 

capa de células epiteliales y llegarían a la lámina propia; la vía paracelular y la vía 

transcelular. La vía transcelular está basada en la idea de que la permeabilidad de la 

mucosa está aumentada y los péptidos pasarían a la lámina propia a través de las 

zónulas oclusivas de las células epiteliales. Clemente et al. (2003) sugirieron que la 

sobreexpresión de zonulina producida por la presencia de gliadina podía producir un 

aumento de la permeabilidad y por lo tanto podía permitir el paso de los péptidos tóxicos 

desencadenándose la EC. Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que el 

tamaño máximo de molécula que podría pasar a través de la vía transcelular es de 600 

Da (Watson et al., 2001) y péptidos como el 19-mer o el 33-mer tienen un tamaño de 

2245 y 3900 Da respectivamente por lo que se sabe que al menos ciertos péptidos 

deben de seguir otra vía. A diferencia de la ruta transcelular, si se ha demostrado que 

la vía paracelular está implicada en el transporte de péptidos de gliadina a la lámina 

propia mediante transcitosis. Estos ensayos se han llevado a cabo tanto in vivo en 

pacientes celiacos, como in vitro con células epiteliales intestinales. Matysiak-Budnik et 

al. (2003) demostraron que, en individuos sanos y en pacientes celiacos tratados, 

aquellos péptidos que han escapado a la digestión completa por las enzimas digestivas 

pueden ser captados y degradados por los enterocitos. Sin embargo, observaron que 

en los pacientes celiacos activos péptidos como el 19-mer o el 33-mer eran 

transportados unidos a IgA a través de los enterocitos y llegaban prácticamente intactos 

a la lámina propia. Estos datos junto con los obtenidos a partir de otros ensayos 

realizados in vitro, apuntan a que la llegada a la lámina propia de los péptidos de gliadina 

ocurre por la ruta transcelular (Schumann et al., 2008; Barone et al., 2010; Zimmer et 

al., 2010). 

Una vez atravesada la barrera epitelial, estos péptidos son desaminados por la 

TGt, reconocida como el autoantígeno de la EC (Dieterich et al., 1997; Schuppan et al., 
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1998). La TGt es una enzima que se activa tras una lesión tisular y que posee alta 

afinidad por determinadas regiones ricas en glutamina presentes en los péptidos 

derivados de la digestión del gluten. La acción de la TGt sobre los péptidos del gluten 

va a resultar en la desaminación de ciertos residuos de glutamina, generándose 

residuos de ácido glutámico, que poseen carga negativa. Esta carga negativa es la que 

va a favorecer la unión de estos péptidos a las moléculas de HLA-DQ2/8 que están 

expuestas en la superficie de las células presentadoras de antígeno (Vader et al., 2002). 

Tras la unión de los péptidos desaminados a los heterodímeros, estos quedan 

expuestos al reconocimiento por linfocitos T CD4+ restringidos por HLA-DQ2 y/o DQ8 

en la lámina propia, produciéndose la activación de los mismos. Una vez que los 

linfocitos T se encuentran activados, van a promover la activación de células B 

productoras de anticuerpos anti gliadina y anti TGt, además de la producción de distintas 

citoquinas entre las que se incluye el interferón-γ. La acción conjunta de todas estas 

moléculas producidas, va a resultar en el daño tisular característico de la EC (Kagnoff, 

2007) (Figura 5). 

 

Figura 5. Proceso patológico de la EC. Los péptidos de gluten con alto contenido en prolina y glutamina se 
acumulan en el lumen intestinal y van a acceder a la lámina propia bien mediante la ruta paracelular por 
una permeabilidad aumentada, o bien mediante la ruta transcelular. En la lámina propia la TGt desamina 
residuos de glutamina convirtiéndolos en ácido glutámico con carga negativa lo que aumenta la afinidad del 
HLA-DQ2/DQ8 por los péptidos. Ciertos péptidos considerados tóxicos pueden desencadenar la respuesta 
inmune innata, en la que las APCs producirían moléculas proinflamatorias como IL-15. Otros péptidos como 
el 33-mer desencadenan la respuesta inmune adquirida. Estos péptidos una vez unidos a HLA-DQ2/DQ8 
son presentados por las APCs a los linfocitos T que se activan y van a producir citoquinas proinflamatorias 
como IFN-γ o TNF-α, y metaloproteasas. A su vez van a activar a los linfocitos B que van a producir de 
forma específica anticuerpos frente al gluten o frente a la TGt. El conjunto de citoquinas proinflamatorias, 
metaloproteasas y anticuerpos producidos van a ser los responsables de la degradación de la mucosa y 
del aumento de los linfocitos intraepiteliales (IEL). 
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2.5. Tratamiento actual y su problemática 

El único tratamiento seguro que está aceptado a día de hoy consiste en llevar a 

cabo una DSG de por vida. Esto implica llevar una dieta muy restrictiva, ya que el 

enfermo debe eliminar de la dieta no solo aquellos alimentos que contengan trigo, sino 

también aquellos que contengan cebada, centeno o cereales relacionados. Además, 

hay que tener en cuenta que por las propiedades que le confieren las prolaminas, el 

gluten es un aditivo muy común en numerosos alimentos incluyendo embutidos, 

yogures, conservas, helados, etc (Makharia, 2014) por lo que los individuos celiacos 

deben tener especial cuidado al ingerir cualquier tipo de alimento, aunque su base 

nutricional no sea un cereal. Además de la ubicuidad del gluten hay otros factores que 

dificultan el cumplimiento de esta dieta como son la contaminación cruzada de alimentos 

y el etiquetado inadecuado de los mismos. Es frecuente que un paciente que esté 

realizando una DSG, en realidad esté consumiendo de forma inadvertida pequeñas 

trazas de gluten que podrían estar presentes bien en los propios alimentos, o bien en 

superficies como puede ser la vajilla empleada para comer (Francavilla et al., 2014). 

Además este tratamiento puede tener un impacto negativo en la calidad de vida del 

paciente celiaco, pudiendo producir un estrés psicológico, económico y social (Caputo 

et al., 2010). Estudios nutricionales han mostrado que la DSG también puede acarrear 

deficiencias en micronutrientes tales como el hierro, calcio, magnesio, cinc, vitamina D, 

vitamina B12, ácido fólico, etc (Kupper, 2005). Finalmente, un pequeño grupo de 

pacientes con EC (2-5%) no presentan una respuesta clínica ni histológica a la retirada 

del gluten de la dieta. Esta complicación de la enteropatía se conoce como EC 

refractaria (McAllister y Kagnoff, 2012). Por lo tanto, aunque una DSG es segura y 

efectiva para la mayoría de los pacientes celiacos, la presencia de las complicaciones 

citadas con anterioridad hace necesaria la búsqueda de tratamientos alternativos, o al 

menos complementarios para la EC. 

 

2.6. Tratamientos alternativos 

El desarrollo patológico de la EC es un proceso complejo en el que tienen que 

sucederse una serie de eventos para que se desarrolle la enfermedad. Esto ha permitido 

la búsqueda de tratamientos con múltiples enfoques y niveles de actuación (Figura 6).  
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Figura 6. En esta imagen se muestran algunos de los tratamientos propuestos alternativos a la DSG. (1) 
Reducción de toxicidad del gluten ex vivo; (2) Terapia oral con proteasas para hidrolizar los epítopos tóxicos 
del gluten; (3) Uso de copolímeros que secuestren el gluten; (4) Disminución de la permeabilidad celular; 
(5) Inhibición de la TGt; (6) Bloqueo de HLA-DQ2/DQ8; (7) Modulación de la respuesta inmune bien por el 
uso de probióticos, bien por inducción de la tolerancia oral. 

 

2.6.1. Reducción del gluten ex vivo 

El gluten es el desencadenante de la EC, por lo que una de las formas de abordar 

el problema sería  reducir la exposición a esta proteína. 

Con este fin se han propuesto dos alternativas. Una de ellas sería la creación de 

cultivos genéticamente modificados que carezcan en la medida de lo posible de los 

epítopos tóxicos. Aunque pueda parecer sencillo, llevar a cabo este proyecto supone un 

gran desafío, ya que el gluten contiene un gran número de estos epítopos y además se 

encuentran situados en distintos loci genéticos (Makharia, 2014).  

La otra alternativa se basa en el pretratamiento del gluten antes de su ingesta con 

proteasas bacterianas o fúngicas. Se ha visto que ciertas cepas de lactobacilos cuando 

son añadidas a la masa madre durante el proceso de fermentación, son capaces de 

hidrolizar los péptidos del gluten ricos en prolina y glutamina, reduciendo su 

inmunotoxicidad. Rizzello et al. (2007) comprobaron que podía reducirse el contenido 

en gluten hasta alcanzar un valor de 10 ppm, inferior a los 20 ppm que se considera el 

límite de seguridad para los enfermos celiacos.  
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Estas alternativas permitirían evitar alguno de los problemas que acarrea la DSG 

como la deficiencia nutritiva, pero hay que tener en cuenta que los problemas sociales 

y económicos seguirían existiendo ya que los pacientes celiacos deberían seguir 

llevando a cabo una dieta especial. 

 

2.6.2. Terapia oral 

El gluten, a diferencia de otras proteínas de la dieta, es resistente a la digestión 

total por las enzimas gastrointestinales. Como consecuencia de esta digestión 

incompleta, se van a generar péptidos de alto peso molecular ricos en prolina y 

glutamina, que van a desencadenar la respuesta inmune característica de la EC. Por 

eso uno de los tratamientos alternativos que se postulan es la administración oral de 

proteasas que hidrolicen los epítopos tóxicos del gluten.  

Las enzimas más estudiadas por su capacidad de romper enlaces en los que 

participa la prolina son las PEPs. Estas enzimas que pertenecen a la familia de las serín 

proteasas, han sido descritas tanto en microorganismos como en plantas, y fueron 

propuestas por primera vez para destoxificar el gluten in vivo por Shan et al. (2002). 

Para poder ser empleadas en terapia oral, estas proteasas no solo deben 

hidrolizar los péptidos inmunotóxicos del gluten, sino que idealmente deben cumplir otra 

serie de requisitos. El primero de ellos, es que estas enzimas deben resistir el pH ácido 

del estómago. Además deben ser capaces de hidrolizar la mayor parte del gluten en ese 

ambiente ácido, minimizando su exposición en el duodeno.  Por último,  las PEPs deben 

ser resistentes a la digestión por las enzimas gástricas, pancreáticas y del cepillo 

intestinal (Caminero et al., 2014b). 

Actualmente existen varias PEPs de microorganismos descritas como son las 

aisladas de Flavobacterium meningosepticum (FM-PEP) o Myxococcus xanthus 

(MX-PEP) (Shan et al., 2004). Aunque estas enzimas mostraron destoxificar 

eficazmente el gluten, eran inactivadas al pH ácido del estómago (Freeman, 2015). En 

otros casos detallados a continuación las enzimas han cumplido todos los 

requerimientos necesarios, y se encuentran en una fase de estudio avanzada. 
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 AN-PEP 

El ingrediente activo de AN-PEP es una PEP producida por el hongo Aspergillus 

niger que ha sido formulada por la multinacional holandesa DSM. Estudios in vitro han 

mostrado que la enzima es activa a pH entre 2 y 8 con actividad óptima a pH entre 4 y 

5, y además es capaz de digerir la gran mayoría del gluten antes de que este llegue al 

intestino delgado. AN-PEP resiste la acción de la pepsina, y ha sido capaz de degradar 

todos los péptidos del gluten analizados hasta el momento (Mitea et al., 2008). Un 

estudio reciente en el que se compara la AN-PEP con varios suplementos enzimáticos 

comercializados actualmente para ayudar a la digestión del gluten en pacientes celiacos, 

pone de manifiesto la alta efectividad in vitro de esta enzima (Janssen et al., 2015). 

Basándose en el éxito de estos ensayos in vitro, se han llevado a cabo varios 

ensayos clínicos. El último de ellos, un ensayo clínico de doble ciego en Fase II llevado 

a cabo con pacientes celiacos, demostró que AN-PEP es segura y bien tolerada, pero 

no se pudo demostrar su eficacia ya que el grupo suplementado con placebo no mostró 

un empeoramiento significativo.  

 ALV003 

ALV003 ha sido desarrollado por Alvine Pharmaceuticals Inc; es un compuesto 

formado por la mezcla de dos glutenasas: ALV001 y ALV002. ALV001 es una 

endoproteasa específica de glutamina presente en la semilla de la cebada (EP-B2) 

mientras que ALV002 es una PEP que deriva de la bacteria Sphingomonas capsulata 

(SC-PEP). Ambas enzimas han mostrado ser activas en el ambiente ácido del 

estómago, y se ha visto que combinadas en proporciones 1:1 tienen un efecto mayor 

sobre el gluten. (Gass et al., 2007a). Los dos últimos ensayos clínicos completados 

hasta la fecha fueron de Fase IIa y han sido publicados por Lähdeaho et al. (2014). En 

estos ensayos de doble ciego, durante seis semanas los dos grupos de pacientes 

adultos celiacos consumieron de manera aleatoria ALV003 o un placebo, junto con 2 g 

de gluten/día. Aunque los dos grupos no mostraron diferencias significativas en cuanto 

a los síntomas, el estudio concluyó con éxito. La comparación de las biopsias 

duodenales antes y después del estudio permitió determinar que ALV003 si produce 

una mejora del daño causado por el gluten en el intestino delgado. 

Actualmente se está llevando a cabo un estudio clínico en Fase IIb para evaluar 

la seguridad y la eficacia de distintas dosis de ALV003 en 500 pacientes celiacos que 

muestran síntomas a pesar de estar siguiendo una DSG (Gottlieb et al., 2015). 
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Hay que tener en cuenta que aunque estos estudios son prometedores, la eficacia 

de estas enzimas solo ha sido demostrada para eliminar pequeñas cantidades de gluten.  

Para que un paciente celiaco pudiera ingerir una dieta normal (20 g de gluten/día), 

deberían administrarse altas cantidades de enzima, y además el tiempo de actuación 

de las PEPs debería ser mayor. No obstante,  estas enzimas podrían ser empleadas 

como coadyuvante a la DSG para eliminar los efectos causados por la ingesta 

inadvertida de pequeñas cantidades de gluten. En cualquier caso, existen varias líneas 

de investigación abiertas que siguen centrándose en la búsqueda de enzimas que 

hidrolicen el gluten, o en el estudio de efectividad de aquellas ya existentes. La última 

enzima propuesta este mismo año (2015) ha sido la α-triticaína, una cisteín proteasa del 

trigo con actividad glutenásica y colagenásica (Savvateeva et al., 2015). 

 

2.6.3. Probióticos 

Otro método para modular la homeostasis intestinal es mediante el uso de 

microorganismos probióticos. Se ha demostrado que algunas cepas bacterianas, 

pertenecientes principalmente al grupo de los lactobacilos y las bifidobacterias, son 

capaces de ejercer un efecto protector frente a los péptidos del gluten. Estudios previos 

han mostrado que cepas de Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum y 

Bifidobacterium lactis pueden ejercer un efecto protector frente a la respuesta 

inflamatoria y al daño a la mucosa generado por los péptidos de gliadina. Precisamente 

la cepa B. longum CECT 7347 se está empezando a utilizar en formulaciones 

alimentarias como complemento a la DSG (Medina et al., 2008; Cinova et al., 2011; 

Olivares et al., 2012; Laparra et al., 2013; Olivares et al., 2014). Dentro del género 

Lactobacillus, se ha descrito que las especies L. casei, L. paracasei, L. fermentum, así 

como Lactococcus lactis tienen un efecto inmunomodulador en el intestino (D'Arienzo et 

al., 2008; Huibregtse et al., 2009).  

Una de las preparaciones probióticas más conocidas es VSL#3; una mezcla de 

bacterias ácido lácticas y bifidobacterias que ha demostrado ser capaz de hidrolizar por 

completo los péptidos p62-75 y 33-mer de la α-gliadina. Además se ha visto que este 

preparado probiótico es capaz de estabilizar las  uniones intraepiteliales promoviendo el 

efecto barrera que impide la entrada de péptidos tóxicos a la lámina propia (De Angelis 

et al., 2006). 
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2.6.4. Bloqueo del gluten por copolímeros 

Otro enfoque terapéutico distinto aunque poco estudiado es el uso de copolímeros 

para secuestrar el gluten en el lumen intestinal. Pinier et al. (2012) observaron que el 

polihidroximetilmetacrilato-co-estireno sulfonato [P(HEMA-co-SS)] forma de manera 

específica un complejo con la α-gliadina y se ha demostrado que reduce su toxicidad 

tanto in vitro como in vivo en un modelo murino.  

Actualmente, la empresa BioLineRx ha desarrollado a partir de este compuesto 

un copolímero de sodio estireno sulfonato (SSNa) y 2-Hidroximetil metacrilato (HEMA) 

denominado BL-7010. Los resultados obtenidos de un ensayo clínico en Fase I/II han 

demostrado que la ingesta del polímero es segura y se tolera bien (Gottlieb et al., 2015). 

 

2.6.5. Disminución de la permeabilidad celular 

El desarrollo de la EC podría verse favorecido por el aumento de la permeabilidad 

del epitelio intestinal que se produce por una sobreexpresión de zonulina inducida por 

la presencia de gliadina. La empresa Alba Therapeutics ha desarrollado un fármaco, el 

larazotide acetato (AT-1001) que actúa bloqueando el receptor de zonulina (Paterson et 

al., 2007). Hasta el momento, se han completado seis ensayos clínicos (tres en Fase I 

y tres en Fase II) en los que se ha demostrado que es seguro y parece mejorar la 

sintomatología, aunque no se han detectado cambios significativos en la permeabilidad 

celular (Kelly et al., 2013; Freeman, 2015). 

 

2.6.6. Bloqueo de la TGt 

Una vez que los péptidos llegan a la lámina propia, por sí mismos no van a 

provocar una respuesta inmune. Sin embargo, una vez que estos péptidos son 

desaminados por la TGt, quedan cargados negativamente y se van a unir al complejo 

HLA-DQ2/DQ8 que se encuentra en la superficie de las células presentadoras de 

antígeno desencadenando la respuesta inflamatoria. Por esta razón, otro de los 

mecanismos para combatir la EC consistiría en el bloqueo bien de la TGt o bien de los 

complejos HLA-DQ2/DQ8. Aunque se han hecho algunos ensayos preliminares 

prometedores, ninguno se ha realizado in vivo, y se desconoce en profundidad los 

efectos nocivos que podría tener el bloqueo de estas moléculas en el ser humano 

(Molberg et al., 2001; Maiuri et al., 2005; Siegel et al., 2007; Silano et al., 2008). 
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2.6.7. Inducción de tolerancia oral 

Aproximadamente el 1% de la población muestra intolerancia al gluten y desarrolla 

EC, por lo que parece lógico pensar que si tolerasen el gluten, los problemas asociados 

a su consumo desaparecerían. Para ello se ha propuesto la inmunización utilizando 

péptidos antigénicos capaces de generar células T reguladoras. Estas son las 

principales células homeostáticas del sistema inmune, y tienen un papel central en el 

control de la inflamación, al inhibir la respuesta de los linfocitos Th1 y la liberación del 

interferón-γ característicos de la EC (Larche y Wraith, 2005; Ali y Larche, 2005). 

Basándose en este tipo de terapias de desensibilización, la empresa ImmuSanT ha 

desarrollado Nex Vax2.  

Nex Vax2 es una vacuna que emplea tres péptidos del gluten hipotéticamente 

capaces de inducir tolerancia en pacientes celiacos. Aunque se han llevado a cabo 

estudios en ratones que demuestran su eficacia y ensayos clínicos en Fase I que 

demuestran que es segura a corto plazo, quedan muchas cuestiones sin resolver como 

si es segura a largo plazo, si es realmente eficaz en humanos o si es capaz de crear 

tolerancia frente a los múltiples epítopos tóxicos que contiene el gluten (de Kauwe et al., 

2009; Brown et al., 2011; Makharia, 2014). 

 

3. MICROBIOTA INTESTINAL Y METABOLISMO DEL GLUTEN 

La primera vez que se describió la presencia de seres vivos en el tracto 

gastrointestinal fue en 1681, cuando Antonie van Leeuwenhoek informó de la presencia 

de “pequeños animales” en sus muestras de heces (Dobell, 1932). No fue hasta 1854 

que Casimir Davaine describió por primera vez con detalle el cultivo puro de un 

microorganismo intestinal, el parásito Pentatrichomonas hominis (Hemmeter, 1902). 

Este estudio no tuvo un gran impacto pero sin embargo, el descubrimiento de la bacteria 

Escherichia coli por el pediatra alemán Teodor Escherich en 1885, despertó el interés 

científico por el estudio de la microbiota intestinal (Shulman et al., 2007). Desde 

entonces, el número de microorganismos intestinales descritos, en especial del Dominio 

Bacteria, ha aumentado de manera considerable hasta las ~1000 especies que se 

conocen hoy en día. Los dos hechos más importantes que han permitido el avance en 

el estudio de la microbiología humana han sido la introducción en este campo de 

técnicas de cultivo completamente anóxicas (Hungate, 1969), y la introducción más 

reciente de técnicas moleculares (Rajilic-Stojanovic y de Vos, 2014). 
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3.1. Desarrollo y composición de la microbiota intestinal 

La microbiota intestinal humana está formada por trillones de microorganismos; 

diez veces superior al número de células que forman el cuerpo humano (Zhu et al., 

2010). Aunque estos microorganismos incluyen arqueas, bacterias, virus y eucariotas, 

las bacterias son el grupo mayoritario (Qin et al., 2010; Wang et al., 2015). Estudios de 

metagenómica indican que cada individuo alberga en su intestino al menos 160 especies 

bacterianas diferentes (Qin et al., 2010). A pesar de las diferencias entre individuos, se 

ha demostrado que existe un core de bacterias que aparece representado en un alto 

porcentaje de individuos; 75 de las especies son comunes en >50% de los individuos, y 

57 especies son comunes en >90% de los individuos (Tap et al., 2009).  

El proceso de colonización intestinal se inicia en el propio proceso del nacimiento. 

Se ha establecido que los niños que nacen de forma natural adquieren la microbiota 

vaginal e intestinal de la madre, que está dominada por géneros bacterianos como 

Lactobacillus, Prevotella, Atopobium o Sneathia. Sin embargo, aquellos que nacen por 

cesárea presentan mayor proporción de bacterias encontradas normalmente en la piel 

como son Staphylococcus, Corynebacterium o Propionibacterium. Inicialmente la 

microbiota del niño es inestable y poco diversa, pero con el paso del tiempo va 

evolucionando hasta mostrar a los 2-4 años de vida una microbiota más estable y similar 

a la de un adulto (Duda-Chodak et al., 2015). Hay estudios que describen cómo en la 

primera semana de vida el intestino de un niño está habitado por enterobacterias, 

estreptococos, enterococos y estafilococos. El consumo de oxígeno gradual por estas 

bacterias, hace que se vayan estableciendo las condiciones anóxicas que favorecerán 

la implantación de los microorganismos anaerobios característicos del intestino como 

son los lactobacilos, bifidobacterias o bacteroides (Sakata et al., 1985).  

Los factores que condicionan el desarrollo de la microbiota son muy diversos, 

incluyéndose entre ellos el método de nacimiento, la lactancia materna, la toma de 

antibióticos, las infecciones bacterianas, el estrés o la dieta (Duda-Chodak et al., 2015). 

En función de todos estos factores, cada individuo va  a tener una microbiota única. Las 

interacciones que se producen constantemente entre la microbiota y el individuo hacen 

que el microbioma intestinal esté estrechamente relacionado con la salud del 

hospedador (Chow et al., 2010). 

La distribución de la microbiota a lo largo del tracto gastrointestinal es muy variable 

(Figura 7). La presencia específica de cada una de las bacterias en las distintas regiones 

va a estar determinada por factores como el pH, los movimientos peristálticos, el 

potencial rédox, la cooperación o antagonismo bacteriano, la secreción de mucina,  la 
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dieta o la disponibilidad de nutrientes (Hao y Le, 2004). La densidad bacteriana va  a ir 

aumentando desde 103 unidades formadoras de colonia (UFC)/mL de secreción 

intestinal en el tracto superior hasta 1014 UFC/mL de secreción intestinal en el colon 

(Gasbarrini et al., 2007). En la boca es más difícil estimar esta cantidad, pero se calcula 

que podría ser aproximadamente 1011 UFC/mL. 

Es complicado determinar la microbiota de la cavidad oral, ya que está formada 

por distintas regiones anatómicas, y además está constantemente expuesta al ambiente 

externo. Zilberstein et al. (2007) realizaron un cultivo con muestras de saliva, raspado 

de lengua, y biopelícula tanto de la parte superior como de la inferior y determinaron que 

aunque la microbiota es muy diversa, los géneros mayoritarios en todas las muestras 

fueron Streptococcus y Veillonella, seguidos por otros menos representativos como 

Lactobacillus, en la saliva y la lengua, o Propionibacterium en la biopelícula. 

Gran parte de las bacterias que se encuentran en el esófago son adquiridas por 

la ingesta de saliva (Zilberstein et al., 2007). Por eso no es sorprendente que las 

bacterias encontradas con más frecuencia en el esófago pertenezcan a los géneros 

Streptococcus, Veillonella y Prevotella (Pei et al., 2004). El estómago tradicionalmente 

se ha considerado que presenta una microbiota limitada debido a su bajo pH. Sin 

embargo Bik et al. (2006) determinaron la existencia de una comunidad más diversa en 

la que había representantes de los filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, 

Bacteroidetes y Fusobacteria. En individuos sanos se ha visto que las bacterias que se 

aíslan con mayor frecuencia de la mucosa gástrica son Veillonella spp., Lactobacillus 

spp. y Clostridium spp. (Zilberstein et al., 2007). Sin embargo, un estudio llevado a cabo 

en España mediante técnicas dependientes e independientes de cultivo, encontró que 

las bacterias más abundantes en el estómago son Propionibacterium spp., Lactobacillus 

spp., Streptococcus spp. y en menor medida Staphylococcus spp. (Delgado et al., 2013). 

A lo largo del intestino delgado, la distribución de la microbiota también es variable. 

La densidad bacteriana aumenta desde 104 UFC/g de contenido intestinal en el duodeno 

proximal hasta alcanzar 107 UFC/g de contenido intestinal en el íleon terminal (Rastall, 

2004). Los estudios llevados a cabo sobre la microbiota del intestino delgado son 

escasos, debido a que se trata de una zona de difícil acceso para la toma de muestras. 

La mayor parte de los estudios sobre la microbiota duodenal han determinado la 

presencia de bajas concentraciones de bacterias probablemente debido al pH ácido que 

presenta, a los movimientos peristálticos y a la secreción de jugos pancreáticos y ácidos 

biliares. Una gran parte de  los microorganismos aislados del duodeno son bacterias 

ácido-tolerantes como los Lactobacillus y Streptococcus, aunque también se han 
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descrito en menor proporción bacterias de los géneros Bacteroides, Bifidobacterium, 

Veillonella, Staphylococcus, enterobacterias y levaduras (Wilson, 2005). Otro estudio 

más reciente basado en técnicas de cultivo, describe cómo los géneros predominantes 

en individuos sanos son Lactobacillus, Veillonella y Clostridium (Zilberstein et al., 2007).  

El yeyuno e íleon están colonizados predominantemente por microorganismos 

aerobios gram negativos y algunos anaerobios obligados (Guarner, 2007). Wang et al. 

(2003) mostraron la presencia de Bacteroidetes y Clostridium como las especies 

dominantes en biopsias procedentes de la mucosa del íleon. En un estudio posterior, se 

determinó que Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus y representantes del filo 

Proteobacteria, aparecían con frecuencia en biopsias procedentes del yeyuno (Wang et 

al., 2005). Zilberstein et al. (2007) mostraron más recientemente mediante cultivo que 

las especies predominantes tanto en el yeyuno como en el íleon son Bacteroides spp., 

Proteus spp., Staphylococcus spp. y Veillonella spp. 

El colon es la región del tracto gastrointestinal donde mayor número y diversidad 

bacteriana hay. Los factores que facilitan el desarrollo bacteriano son la elevación del 

pH hasta valores próximos a la neutralidad, la disminución de la concentración de ácidos 

biliares, y la baja motilidad que presenta. Esto hace que  el tránsito a lo largo del colon 

sea lento y proporciona a las bacterias el tiempo suficiente para fermentar los sustratos 

disponibles derivados de la dieta o de las secreciones endógenas (Guarner, 2007; Zhu 

et al., 2011). El ambiente reductor que presenta el colon tiene como consecuencia que 

a  pesar de la enorme diversidad bacteriana que lo habita, el 99,9% de esta microbiota 

es anaerobia estricta (Hao y Le, 2004). Dentro de la microbiota comensal del colon, el 

género Bacteroides es uno de los más abundantes (Tannock, 1995). Otros 

microrganismos abundantes pertenecen a los géneros Eubacterium, Bifidobacterium, 

Peptostreptococcus, Ruminococcus o Clostridium (Conway, 1995). En menor 

proporción también se han descrito bacterias anaerobias facultativas o aerotolerantes 

como enterobacterias, enterococos, lactobacilos y estreptococos (Hagiage, 1993; 

Wilson, 2005). 
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Figura 7.  Distribución de la microbiota más representativa a lo largo del tracto gastrointestinal. 

 

 

3.2. Funciones de la microbiota intestinal 

La microbiota intestinal y el hospedador mantienen una estrecha relación de 

simbiosis, en la que ambas partes se ven beneficiadas (Chow et al., 2010; Gibson et al., 

2014). Entre las funciones importantes para el hospedador en las que interviene la 

microbiota intestinal deben incluirse no solo la metabólica y la protectora, de las que 

hablaremos más en detalle, sino también otras menos conocidas como las de contribuir 

a la maduración del tracto gastrointestinal, participar en la regulación de la 

permeabilidad paracelular o regular la angiogénesis (Stappenbeck et al., 2002; Hooper, 

2004; Neu et al., 2007). A cambio, las bacterias comensales van a aprovecharse del 

ambiente protector y nutritivo que les proporciona el hospedador (Tsuji et al., 2008). 

 

3.2.1. Función metabólica 

Los genes codificados por los microorganismos intestinales representan en 

número más de 100 veces los genes presentes en el genoma humano (Tsai y Coyle, 

2009; Carding et al., 2015; Wang et al., 2015). Esta gran diversidad genética tiene como 

consecuencia la producción de diversas enzimas y rutas bioquímicas que son distintas 
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a las producidas por el ser humano. Las numerosas funciones metabólicas en las que 

participa la microbiota intestinal han hecho que se considere al conjunto de los 

microorganismos que la componen como un órgano más del ser humano (el 

microbioma), que es adquirido tras el nacimiento (O'Hara y Shanahan, 2006; Lievin-Le 

Moal y Servin, 2006).  

Muchos alimentos ingeridos en la dieta no pueden ser digeridos por las enzimas 

digestivas del tracto digestivo. El metabolismo microbiano es responsable de la 

conversión de muchas de estas sustancias en nutrientes que pueden ser absorbidos y 

utilizados por el huésped (Hooper et al., 2002). Uno de los productos más importantes 

producidos por el metabolismo bacteriano son los ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC), principalmente acético, propiónico y butírico (Laparra y Sanz, 2010a). La 

importancia de estos ácidos grasos radica en que constituyen la fuente de energía 

principal de las células del epitelio intestinal en el colon y participan en el control de 

varios procesos metabólicos.  

El ácido butírico es, en su mayor parte, metabolizado en el epitelio intestinal, 

constituyendo la fuente energética principal para el epitelio del colon. Por otro lado, el 

acético y el propiónico acceden a la circulación portal y participan en el metabolismo del 

colesterol y los lípidos (Topping y Clifton, 2001; Blaut y Clavel, 2007). Se ha descrito, 

que el ácido propiónico disminuye la expresión de enzimas lipogénicas en el hígado, 

implicadas en la síntesis de novo de triglicéridos y ácidos grasos, y reduce los niveles 

de colesterol (Hosseini et al., 2011). Por el contrario, el acético reduce los niveles séricos 

de ácidos grasos, aunque aumenta los de colesterol (Teitelbaum y Walker, 2002). Se 

considera que globalmente la microbiota intestinal beneficiosa puede contribuir a reducir 

la colesterolemia mediante su capacidad para modular el equilibrio y composición entre 

estos AGCC. 

Los AGCC favorecen también la absorción de minerales (calcio, magnesio y 

hierro) clínicamente relevantes para el tratamiento y prevención de ciertas 

enfermedades como la osteoporosis y la anemia. Esta absorción se produce como 

consecuencia de la reducción del pH luminal que aumenta la solubilidad de los minerales 

y favorece la entrada por difusión pasiva (Teitelbaum y Walker, 2002). Además, en la 

dieta se consumen sustancias como aditivos, fármacos, contaminantes, etc que pueden 

ser absorbidas. Estas sustancias llegan al hígado a través de la circulación sanguínea, 

donde son destoxificados por procesos de oxidación y conjugación. La mayoría de las 

sustancias extrañas son eliminadas por la orina pero otras moléculas son excretadas 

vía bilis, por lo que vuelven al lumen intestinal donde se encuentran con la microbiota 
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presente en el intestino. Muchas de estas sustancias son desconjugadas y 

destoxificadas por bacterias del intestino, permitiendo así su vuelta al torrente sanguíneo 

(van der Waaij, 1992).  

Así mismo, el metabolismo bacteriano también va a estar implicado en la 

producción de vitaminas (K, B12, biotina, ácido fólico y pantoténico) o en la síntesis de 

aminoácidos a partir del amoníaco o la urea (Hooper et al., 2002). 

Sin embargo, no toda la actividad metabólica de la microbiota intestinal ejerce un 

efecto positivo. De esta actividad metabólica se desprenden también algunas 

actividades potencialmente dañinas para el organismo. Aunque también está implicado 

en la producción de AGCC, el metabolismo anaeróbico de los péptidos y proteínas a 

nivel del intestino genera una serie de sustancias potencialmente tóxicas como amonio, 

aminas, fenoles, tioles e indoles (Macfarlane et al., 1986; Hooper et al., 2002). 

 

3.2.2. Función protectora 

Una de las funciones más relevantes de la microbiota humana es la regulación y 

estabilización del ecosistema, tanto intestinal como del resto de las mucosas, evitando 

la colonización por parte de microorganismos patógenos (Lievin-Le Moal y Servin, 

2006). La microbiota comensal constituye una primera barrera de defensa frente a las 

infecciones. Los mecanismos mediante los cuales van a impedir la invasión de agentes 

patógenos son fenómenos de competición tanto por los nutrientes como por el espacio. 

Además, la microbiota intestinal va a producir compuestos como ácido láctico o 

bacteriocinas que va a restringir el crecimiento de otros microorganismos (O'Hara y 

Shanahan, 2006). 

La microbiota intestinal no solo nos protege físicamente, sino que ejerce un papel 

esencial en el desarrollo del sistema inmunitario (Gronlund et al., 2000; Noverr y 

Huffnagle, 2004). Los estudios con animales gnotobióticos (libres de bacterias) han 

demostrado que estos animales presentan un gran número de alteraciones en el sistema 

inmunitario, como por ejemplo una bajada en la densidad de células linfoides en la 

mucosa intestinal, estructuras foliculares linfocitarias pequeñas o una baja 

concentración de inmunoglobulinas circulantes en la sangre (Butler et al., 2000; 

Tannock, 2001). La inmadurez del sistema inmunitario de estos animales, demuestra 

que la microbiota intestinal podría actuar como un estímulo inmunogénico importante 

permitiendo la maduración del tejido linfoide asociado al tejido intestinal (Shroff et al., 
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1995; Helgeland et al., 1996). Dicha hipótesis queda demostrada cuando se induce 

experimentalmente la colonización bacteriana en estos animales y se comprueba la 

recuperación de la mayoría de los parámetros inmunitarios afectados por la ausencia de 

microorganismos (Hooper y Gordon, 2001). 

 

3.3. Microbiota intestinal y enfermedad 

Aunque cada día nuevos estudios aportan datos que nos ayudan a comprenderlo 

mejor, el papel que ejercen los microorganismos intestinales en la salud y en la 

enfermedad sigue siendo en gran parte desconocido. A pesar de la complejidad de esta 

microbiota,  existe un balance delicado en las poblaciones bacterianas, que si se ve 

alterado puede producir un desequilibrio microbiano conocido como disbiosis (Pagliari 

et al., 2015). Además de la EC de la que hablaremos en más detalle a continuación, la 

disbiosis de las comunidades bacterianas intestinales está relacionada con otras 

patologías como alergias, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, obesidad, diabetes e 

incluso cáncer (Zhang et al., 2015). 

La EC, al igual que la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn es una enfermedad 

que presenta datos de inflamación y lesión a nivel intestinal. En aquellos pacientes con 

colitis ulcerosa se ha descrito una disminución en las poblaciones de lactobacilos en la 

fase activa de la enfermedad, que aumentan de nuevo cuando la enfermedad se 

encuentra en fase de remisión (Bullock et al., 2004). Estudios en un modelo de colitis 

ulcerosa de ratón mostraron que los animales en fase aguda de inflamación tenían una 

menor diversidad bacteriana y presentaban un número mayor de clostridios en el colon 

(Heimesaat et al., 2007). El desarrollo de la colitis también se ha asociado a la mayor 

presencia de E. coli en el colon, o a la reducción de las bacterias Roseburia hominis y 

Faecalibacterium prausnitzii entre otros (Sokol et al., 2009; Zhang et al., 2015). Seksik 

et al. (2003) observaron que aquellos pacientes con enfermedad de Crohn tanto en 

forma activa como inactiva, tenían una microbiota fecal más rica en enterobacterias que 

los individuos sanos. Otro estudio llevado a cabo en un amplio grupo de niños relacionó 

el estado de la enfermedad de Crohn con un aumento de Enterobacteriaceae, 

Pasteurellaceae, Veillonellaceae y Fusobacteriaceae y una disminución en 

Erysipelotrichales, Bacteroidales y Clostridiales (Gevers et al., 2014). Aunque existen 

varios estudios que aportan información sobre el papel que juega la disbiosis en el 

desarrollo de estas enfermedades, aún no hay un consenso sobre qué microorganismos 

son relevantes y de qué forma están implicados. 



Introducción 

33 
 

3.3.1. Microbiota intestinal y enfermedad celiaca 

El hecho de que el gluten resulte inofensivo para la mayor parte de la población, 

incluyendo a aquellos individuos que presentan susceptibilidad genética, demuestra que 

otros factores ambientales diferentes al gluten podrían estar implicados en el desarrollo 

de la EC. Forsberg et al. (2004) mostraron por microscopía electrónica de barrido, unas 

bacterias bacilares ancladas en el duodeno de niños con EC, que no estaban presentes 

en individuos sanos. Este trabajo sugirió por primera vez el posible papel de las 

bacterias intestinales en la patogénesis de la EC. Desde entonces son varios los 

trabajos que han descrito un desequilibrio en la microbiota intestinal entre los pacientes 

celiacos y los individuos sanos. 

 Microbiota duodenal y EC 

La EC es una enfermedad que afecta al intestino delgado, por lo que a pesar de 

la dificultad que supone obtener las muestras, es lógico que los estudios se centren en 

estudiar la microbiota asociada a esta región.  

Un estudio utilizando la técnica de hibridación fluorescente in situ (FISH) mostró 

una reducción en la población de Lactobacillus y Bifidobacterium, así como un 

incremento en la población de Bacteroides y E. coli, en las biopsias duodenales de niños 

celiacos con respecto a niños sanos (Nadal et al., 2007). Posteriormente, Collado et al. 

(2008) y (2009) analizaron las heces y biopsias de niños sanos y celiacos mediante la 

técnica de PCR a tiempo real y mostraron que tanto en las heces como en las biopsias 

duodenales se veía un incremento de Bacteroides sp. y Clostridium leptum en los niños 

celiacos, mientras que Bifidobacterium longum se veía disminuida. También, 

establecieron que los niveles de E. coli y Staphylococcus fueron significativamente más 

altos en las heces y las biopsias duodenales de niños con EC activa con respecto a 

pacientes tratados y controles. Los datos obtenidos por Sanchez et al. (2010) son sin 

embargo contradictorios. Mediante la técnica de DGGE, observaron que había una 

reducción en la diversidad de Bacteroides en las biopsias de niños celiacos 

independientemente del tratamiento. De este modo, especies bacterianas como 

Bacteroides distasonis, B. fragilis, B. uniformis y B. ovatus aparecían más 

frecuentemente en controles sanos que en celiacos activos y tratados, mientras que 

B. vulgatus aparecía incrementado solo en sanos. En cambio, la diversidad de 

bifidobacterias era mayor en celiacos, presentándose las especies Bifidobacterium 

adolescentis y B. animalis más frecuentemente en pacientes celiacos activos que en 

sanos y celiacos en DSG. 



Introducción 

34 
 

En un estudio similar, llevado a cabo por Schippa et al. (2010), se analizó, 

mediante electroforesis en gradiente temporal de temperatura (TTGE), la composición 

de la microbiota asociada a la mucosa duodenal de niños con EC y de niños sanos. Los 

resultados mostraron una mayor diversidad en la mucosa duodenal de pacientes con 

EC y un perfil de bandas característico que podría estar asociado a la enteropatía. 

Además, los niños con EC presentaban perfiles electroforéticos diferentes mediante 

TTGE antes y después del tratamiento con la DSG. Recientemente, Sánchez et al. 

(2013) cultivaron la microbiota presente en biopsias duodenales de niños enfermos 

celiacos activos, tratados y controles no celiacos. A nivel de filo, concluyeron que en los 

niños que presentaban una forma activa de la enfermedad las proteobacterias eran más 

abundantes, mientras que con los firmicutes ocurría lo contrario. Más específicamente, 

encontraron que las especies Klebsiella oxytoca, Staphylococcus epidermidis y 

Staphylococcus pasteuri eran más abundantes en enfermos celiacos activos que en los 

controles. En cambio, especies pertenecientes a la familia Streptococcaceae aparecían 

de forma menos abundante en los enfermos celiacos. Por último, observaron una 

presencia mayor de Streptococcus anginosus y Streptococcus mutans en controles, que 

en los dos grupos de enfermos celiacos.  

Además de las diferencias en la composición de la microbiota duodenal entre 

sanos y celiacos, la actividad de esta microbiota también parece estar alterada. 

Bernardo et al. (2009) mediante zimografía, observaron que los pacientes celiacos 

tenían un perfil de proteasas bacterianas capaces de hidrolizar gliadina que estaba 

ausente en sanos. Este resultado muestra que además de un desequilibrio en la 

microbiota intestinal, los niños celiacos también presentan una actividad proteolítica de 

origen bacteriana diferente. 

No obstante, no todos los estudios muestran diferencias claras entre la microbiota 

de niños sanos y celiacos. Ou et al. (2009) llevaron a cabo la caracterización de la 

microbiota de la parte proximal del intestino delgado mediante la secuenciación de una 

región del ADNr 16S y no encontraron diferencias en las poblaciones bacterianas entre 

las biopsias de niños con EC y niños sanos. 

Todos estos trabajos realizaron un estudio descriptivo de la microbiota presente 

en el duodeno de niños sanos y celiacos. Sin embargo la EC no es una enfermedad que 

aparece únicamente en niños; hoy en día, se sabe que la EC puede ser diagnosticada 

a cualquier edad. Aunque la caracterización de la microbiota asociada a la EC en adultos 

también es importante, son pocos los trabajos enfocados a lograr este objetivo.  
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Nistal et al. (2012a) mediante la construcción de una colección de clones del ADNr 

16S, caracterizaron la microbiota duodenal de niños y adultos no celiacos, celiacos 

activos y celiacos tratados. Los resultados mostraron diferencias en función de la edad 

(diferencias significativas entre niños celiacos y adultos celiacos); y de la dieta 

(diferencias significativas entre celiacos activos y tratados). Sin embargo no se 

mostraron diferencias claras asociadas al diagnóstico de la enfermedad. 

Además de estos estudios enfocados a ver diferencias en la población general de 

bacterias entre sanos y enfermos tanto celiacos como tratados, en individuos adultos se 

han llevado a cabo otra serie de estudios más específicos. Lebba et al. (2013) mediante 

PCR a tiempo real empleando cebadores específicos de grupo, observaron que 

Bdellovibrio bacteriovorus está presente de forma significativa en biopsias duodenales 

de niños sanos y sin embargo, no aparece en casi ninguna biopsia de niño con 

enfermedad celiaca activa. Por último, con el fin de analizar si las diferencias en las 

poblaciones estaban no solo asociadas al diagnóstico sino también a la sintomatología, 

Wacklin et al. (2013) llevaron a cabo un estudio mediante DGGE y secuenciación del 

ARNr 16S. Los distintos grupos de estudio estaban formados por enfermos adultos 

celiacos que presentaban síntomas gastrointestinales, dermatitis herpetiforme o 

anemia, celiacos asintomáticos o controles (adultos con dispepsia). Esta investigación 

dio como resultado, una marcada diferencia en la diversidad y composición de la 

microbiota intestinal entre aquellos individuos enfermos celiacos con síntomas 

gastrointestinales clásicos, y aquellos con síntomas extraintestinales, lo que sugiere que 

la microbiota intestinal podría estar afectando o verse afectada por la forma en la que 

se manifiesta la EC.  

 Microbiota fecal y EC 

A pesar de que la EC afecta a la parte superior del intestino delgado, la facilidad 

en la obtención de muestras fecales frente a la toma de biopsias duodenales ha hecho 

que numerosos estudios se centren en analizar los cambios en la microbiota a nivel del 

intestino grueso. Además, aunque las poblaciones bacterianas en las dos regiones son 

diferentes, se ha demostrado que la microbiota fecal es capaz de reflejar una pequeña 

parte de la microbiota presente en el intestino delgado (Collado et al., 2009).  

Un método indirecto para estudiar la microbiota intestinal en las heces es mediante 

la cuantificación de los productos del metabolismo bacteriano. Tjellström et al. (2005) 

llevaron a cabo un estudio comparativo de la actividad metabólica de la microbiota fecal 

entre niños con EC y niños sanos. Este trabajo concluyó que los niños con EC, 

independientemente de la dieta, presentaban un patrón diferente de AGCC con respecto 
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a los niños sanos. Años después, Nistal et al. (2012b) observaron estos mismos 

resultados en adultos.  El uso de diversas técnicas moleculares también ha servido para 

establecer diferencias en la composición de la microbiota fecal. Empleando la técnica 

de DGGE varios trabajos comparan los patrones de bandas generados por las muestras 

fecales de voluntarios sanos y pacientes celiacos. Nistal et al. (2012b) mediante DGGE 

y posterior análisis por UPGMA observaron cómo la microbiota de adultos sanos y de 

adultos con EC activa formaba dos clúster claramente diferenciados. Además, en una 

alta proporción de los adultos EC tratados se concluyó que la microbiota era restaurada 

a condiciones “normales”, ya que se agrupaban dentro del clúster de los individuos 

sanos. El patrón de bandas resultante del DGGE no solo mostró que los adultos celiacos 

activos presentan una microbiota diferente que los voluntarios sanos, sino que también 

existe un desequilibrio en el grupo de las bifidobacterias. 

 Otros estudios similares han mostrado diferencias en función del diagnóstico en 

niños. Sanz et al. (2007) empleando cebadores universales, determinaron que la 

diversidad de la microbiota fecal de niños con EC era significativamente mayor que la 

de niños sanos. Además, utilizando cebadores para bacterias ácido lácticas observaron 

un desquilibrió en los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Bifidobacterium. El estudio 

llevado a cabo por Di Cagno et al. (2011) también mostró que los niños celiacos activos 

presentaban un desequilibrio tanto en la comunidad del género Bifidobacterium como 

en la de Lactobacillus. 

Mediante FISH, Collado et al. (2007) determinaron que los niños con EC en 

comparación con niños sanos presentaban un número significativamente más alto de 

bacterias pertenecientes al grupo Bacteroides-Prevotella, Clostridium histolyticum, 

Eubacterium rectale-C. coccoides, Atopobium y bacterias reductoras de sulfato. Las 

bifidobacterias tendían a estar más elevadas en sanos, aunque las diferencias no fueron 

significativas. De Palma et al. (2010) corroboraron estos resultados, pero en este caso 

empleando cebadores específicos frente a los principales grupos de microorganismos 

de la microbiota intestinal. También observaron un incremento de bifidobacterias y una 

reducción de bacterias del grupo Bacteroides-Prevotella en niños sanos frente a niños 

con EC. De forma contradictoria al estudio anterior, observaron que Clostridium 

histolyticum era más abundante en sanos. De forma más general, observaron que los 

niños con EC activa o tratada mostraban un ratio de bacterias G+/G- significativamente 

más reducido que los niños control.   

Aunque como vemos cada estudio de la microbiota fecal aporta unos resultados 

particulares, la gran mayoría, incluyendo los que aplican técnicas dependientes de 



Introducción 

37 
 

cultivo, parecen coincidir en una reducción de las poblaciones de bifidobacterias y 

lactobacilos en enfermos celiacos (Golfetto et al., 2014; Lorenzo-Pisarello et al., 2015).  

 

3.4. Metabolismo del gluten: microorganismos implicados 

Las proteínas ingeridas en la dieta aportan al organismo los aminoácidos y el 

nitrógeno necesario para llevar a cabo numerosas funciones metabólicas esenciales 

para el correcto funcionamiento del organismo (Tome, 2013). 

Antes de que las proteínas de la dieta puedan ser asimiladas, estas tienen que ser 

hidrolizadas a su paso por el tracto digestivo hasta formar productos que puedan ser 

absorbidos por el organismo (Chung et al., 1979). La mayor parte de las proteínas y 

oligopéptidos van a ser rápidamente degradados en el tracto digestivo humano, pero 

algunos de estos compuestos, tiene una estructura aminoacídica que le hace 

particularmente resistente a la hidrólisis. Este es el caso de las proteínas del gluten.  

Siguiendo una dieta occidental típica se ingieren aproximadamente 100 g de 

proteína al día, de los cuales se estima que unos 20 g son gluten (Gass et al., 2007b). 

Además, a este consumo de proteínas hay que sumarle las secreciones proteicas 

salivares y gastrointestinales (35 g/día aproximadamente) que también son 

metabolizadas (Ganapathy et al., 2006). 

 Cavidad oral 

Aunque tradicionalmente se ha considerado que la digestión de las proteínas 

comienza en el estómago, hay trabajos enfocados en el metabolismo del gluten que 

demuestran que el primer contacto de las proteínas con enzimas hidrolíticas podría tener 

lugar en la cavidad oral. Helmershorst  et al. (2010) observaron una actividad enzimática 

en la cavidad oral capaz de digerir distintos péptidos del gluten. Posteriormente, aislaron 

los microorganismos  tanto de la saliva como de la placa dental, y observaron que varios 

de ellos producían proteasas que reconocían tripéptidos comunes en las regiones 

inmunogénicas de las gliadinas. Además, algunos de estos microorganismos eran 

capaces de hidrolizar in vitro el 33-mer. Las cepas que presentaron mayor interés fueron 

Rothia mucilaginosa y Rothia aerea. Otras bacterias orales que mostraros estar 

implicadas en el metabolismo del gluten fueron Actinomyces odontolyticus, 

Streptococcus mitis, Streptococcus sp, Neisseria mucosa y Capnocytophaga sputigena 

(Fernandez-Feo et al., 2013; Tian et al., 2014).  
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 Estómago 

A pesar de que la microbiota de la boca ejerce una actividad proteolítica, la 

hidrólisis proteica tal y como la entendemos comienza en el estómago gracias a la 

acción de la pepsina. Esta enzima es secretada al estómago en forma de pepsinógeno, 

y una vez allí, es activada por el pH ácido de este compartimento (Ganapathy et al., 

2006). La activación de esta enzima inicia la digestión de las proteínas en el estómago 

generando productos proteicos parcialmente digeridos que llegan al intestino delgado 

(Roberts, 2006). Varios estudios realizados in vitro han mostrado que el estómago solo 

es capaz de hidrolizar parcialmente las proteínas del gluten, por lo que van a llegar al 

duodeno  péptidos de gluten de elevado peso molecular (Frazer et al., 1959; Shan et al., 

2002). 

 Intestino delgado 

En el intestino delgado tiene lugar la mayor parte del proceso hidrolítico de las 

proteínas (Hausch et al., 2002). Cuando el contenido del estómago llega al intestino 

delgado, las células endocrinas del duodeno se estimulan por la bajada del pH y por la 

llegada del bolo alimenticio, secretando la hormona secretina y la coleocistoquinina. La 

secretina actúa en el páncreas y en los conductos biliares del hígado induciendo la 

secreción de bicarbonato que permite la neutralización del pH. En cambio la 

coleocistoquinina induce la secreción del fluido pancreático, rico en enzimas digestivas, 

y la contracción de la vesícula biliar que permite la llegada de la bilis al duodeno 

(Ganapathy et al., 2006; Whitcomb y Lowe, 2007). Las enzimas digestivas secretadas 

por el páncreas son la tripsina, quimotripsina, elastasa, carboxipeptidasa A y 

carboxipeptidasa B. Estas enzimas son secretadas como precursores inactivos 

(tripsinógeno, quimotripsinógeno, proelastasa y procarboxipeptidasas). Una vez que la 

tripsina ha sido activada en el duodeno, es esta enzima la responsable de actuar sobre 

los demás zimógenos y activarlos. Las enzimas pancreáticas van a actuar a pH neutro 

digiriendo las proteínas de forma específica. Como resultado de esta digestión se 

generan principalmente péptidos de 6 a 8 aminoácidos y una proporción mucho menor 

de aminoácidos libres, dipéptidos y tripéptidos. Posteriormente, las peptidasas del 

cepillo intestinal de los enterocitos van a digerir todos estos péptidos, generando 

dipéptidos, tripéptidos y aminoácidos libres. Estos productos de la degradación proteica 

van a ser transportados a través de distintos sistemas de transporte específicos al 

interior de los enterocitos, en el interior de los cuales hay peptidasas que actuarán sobre 

los dipéptidos y tripéptidos generando aminoácidos libres. Los aminoácidos libres son 

capaces de llegar a la circulación portal atravesando la membrana basolateral del 
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enterocito. A través de este proceso quedan complementados los requerimientos 

nutricionales de aminoácidos en el ser humano (Ganapathy et al., 2006; Whitcomb y 

Lowe, 2007). 

Es precisamente en el intestino delgado donde se produce la mayor diferencia 

entre la digestión del gluten, y las demás proteínas. Estudios in vitro han mostrado que 

las prolaminas del gluten son recalcitrantes a la digestión por las enzimas pancreáticas 

y del cepillo intestinal (Frazer et al., 1959). La razón por la cual no pueden ser 

hidrolizadas completamente es que las prolaminas contienen un gran número de 

residuos de prolina, que protege a los péptidos frente a la hidrólisis. Aunque algunas 

enzimas del cepillo intestinal como la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV), dipeptidil 

carboxipeptidasa 1 (DCP1) y la aminopeptidasa N (AMN) son capaces de hidrolizar 

péptidos con residuos de prolina, estas enzimas no digieren completamente las 

proteínas del gluten (Matysiak-Budnik et al., 2003; Matysiak-Budnik et al., 2005; Robic 

et al., 2011). Para hidrolizar enlaces peptídicos en los que participan residuos de prolina 

son necesarias enzimas con actividad prolilendopeptidásica, y las enzimas proteolíticas 

presenten en el tubo digestivo humano carecen de esta actividad (Tiruppathi et al., 1993; 

Shan et al., 2002; Hausch et al., 2002). Por tanto, las proteínas del gluten van a ser 

resistentes a la digestión completa por las enzimas digestivas humanas, generándose 

en el intestino delgado péptidos relativamente grandes ricos en prolina y glutamina. 

Algunos de estos péptidos van a ser dañinos para aquellos individuos susceptibles, y 

van a generar la respuesta inflamatoria característica de la EC (Shan et al., 2002; 

Hausch et al., 2002).  

Aunque hasta la fecha no hay ningún estudio realizado in vivo que lo demuestre, 

hay varios trabajos que sugieren la participación de la microbiota del intestino delgado 

en el metabolismo de las proteínas. Ciertos estudios llevados a cabo con enterocitos 

aislados a partir de intestino delgado de cerdos parecen indicar que las bacterias del 

intestino delgado podrían estar catabolizando los aminoácidos libres que han sido 

generados tras la digestión proteica (Chen et al., 2009; Davila et al., 2013).   

No solo se ha planteado la hipótesis de la posible participación bacteriana en el 

metabolismo de aminoácidos libres, sino que un estudio reciente llevado a cabo por 

Duar et al. (2015) demuestra de forma más directa, la participación de bacterias del 

intestino delgado en la degradación de péptidos completos. En concreto, el estudio se 

centra en la búsqueda de lactobacilos que estén implicados en la degradación de 

péptidos  derivados de la digestión incompleta del gluten. Las bacterias objeto de estudio 

fueron aisladas del intestino delgado de cerdos alimentados con una dieta rica en gluten. 
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Mediante ELISA y espectroscopía de masas se buscó en las distintas cepas aisladas la 

presencia de una actividad proteolítica frente a alguno de los péptidos del gluten que 

son recalcitrantes a la digestión humana, y tóxicos para los enfermos celiacos (16-mer, 

17-mer y 33-mer). Fruto de este análisis, se identificaron un total de cuatro especies de 

lactobacilos degradadores de péptidos del gluten: L. amylovorus, L. salivarius, 

L. johnsonii y L. ruminis. A pesar de que los cuatro microorganismos fueron capaces de 

degradar estos péptidos en mayor o menor medida, ninguno de ellos consiguió erradicar 

la presencia de los epítopos tóxicos en su totalidad. Se ha establecido que 

fisiológicamente el ser humano comparte muchas características con el cerdo, por lo 

que los resultados obtenidos en este trabajo nos podrían orientar a lo que podría ocurrir 

en el intestino de humanos.  

Nistal (2011) aisló los microorganismos crecidos a partir de cultivos de biopsias 

duodenales humanas en un medio que contenía gluten como fuente exclusiva de 

nitrógeno (MCG-1). En este medio, la microbiota asociada al cultivo de biopsias 

duodenales apareció dominada por Streptococcus salivarius, Lactobacillus gasseri, 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis y Escherichia coli. Estos 

resultados fueron similares a los que se obtuvieron mediante PCR-DGGE y mediante la 

construcción de una colección de clones a partir del ADNr 16S. Además, cuando estos 

microorganismos fueron testados para ver si mostraban actividad proteolítica 

extracelular, se encontró que S. hominis y S. epidermidis eran capaces de degradar el 

gluten. Además S. hominis, S. epidermidis y L. gasseri hidrolizaban gelatina. Hasta 

donde conocemos, este es el único estudio realizado en humanos que muestra la 

presencia de bacterias duodenales capaces de metabolizar el gluten.  

 Intestino grueso 

A pesar de que el sistema digestivo humano es un sistema altamente eficiente, se 

ha descrito que una parte de las proteínas ingeridas en la dieta, incluidas las proteínas 

del gluten, son capaces de atravesar el intestino delgado y llegar al intestino grueso 

(Evenepoel et al., 1998; Comino et al., 2012; Caminero et al., 2012). Una vez allí, la 

extensa y diversa microbiota del colon va a metabolizar estas proteínas con el fin de 

obtener nutrientes para su propio metabolismo. Los compuestos generados pueden ser 

aprovechados por las bacterias colónicas pero difícilmente por el hospedador debido a 

que el colon parece no llevar a cabo una función significativa en la absorción de 

aminoácidos, dipéptidos y tripéptidos (Davila et al., 2013). Sin embargo, la detección de 

gluten parcialmente digerido en las muestras fecales de pacientes sanos y enfermos 

celiacos demuestra que, al menos una parte del gluten consumido en la dieta, es capaz 
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de atravesar el tracto digestivo y es excretado por las heces (Comino et al., 2012; 

Caminero et al., 2012). 

La implicación de la microbiota del colon en el metabolismo del gluten ha sido 

estudiada más ampliamente que la del intestino delgado, debido principalmente a la 

facilidad de obtención de la muestra. Aunque la microbiota del colon podría reflejar una 

pequeña parte de la microbiota del intestino delgado, las diferencias fisiológicas y 

ambientales de los dos compartimentos son muy grandes como para poder establecer 

comparaciones. El colon presenta una mayor densidad y diversidad bacteriana, así 

como un ambiente más reductor y un pH superior al encontrado en el intestino delgado. 

Además carece de la secreción de bilis, que es un agente antibacteriano.   

Se ha descrito que bacterias del grupo de las bifidobacterias aisladas de heces 

como  Bifidobacterium longum CECT 7347, Bifidobacterium animalis IATA-A2 o 

Bifidobacterium bifidum IATA-ES2, así como cepas de Bacteroides fragilis podrían llevar 

a cabo la hidrólisis de péptidos del gluten (Sanchez et al., 2010; Laparra y Sanz, 2010b; 

Laparra et al., 2012). En un estudio posterior, Caminero et al. (2014b) caracterizaron por 

primera vez la microbiota fecal involucrada en el metabolismo del gluten. Empleando un 

medio con gluten como fuente principal de nitrógeno, aislaron 144 cepas a partir de 

muestras de heces humanas, que mostraron estar implicadas en el metabolismo del 

gluten. Los microorganismos aislados pertenecieron principalmente a los géneros 

Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Clostridium y Bifidobacterium. Además, 

se demostró la presencia de una intensa actividad proteolítica fecal de origen microbiano 

que era capaz de hidrolizar los péptidos inmunotóxicos del gluten, como el 33-mer. Entre 

las bacterias capaces de hidrolizar dicho péptido se encontraron especies de los 

géneros Lactobacillus, Bacillus, Paenibacillus, Clostridium, Staphylococcus y 

Enterococcus. 
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La EC es una enfermedad en cuyo desarrollo se sabe que, además del gluten, 

debe de haber otros factores ambientales implicados. Se postula que la microbiota 

podría tener un papel fundamental y sin embargo, son pocos los estudios que analizan 

la microbiota del intestino delgado y aún menos los que lo hacen en individuos adultos. 

Además, la importancia de esta microbiota podría radicar en su funcionalidad y no en 

su identidad. Actualmente no hay ningún estudio que analice la relación de la microbiota 

duodenal con el metabolismo del gluten. Por otra parte, a día de hoy el único tratamiento 

disponible para los enfermos celiacos es llevar a cabo una DSG de por vida y cumplir 

con esta restricción no sólo es complicado, sino que a veces aun realizando esta dieta, 

se consumen trazas de gluten de forma inadvertida que impiden la mejoría de los 

pacientes celiacos. Aunque hay varios estudios enfocados a encontrar tratamientos 

alternativos o complementarios para solventar estos problemas, actualmente ninguno 

ha sido aceptado para el tratamiento de la EC. 

Partiendo de estas premisas, los objetivos planteados en este trabajo fueron: 

1. Estudio de las diferencias en la microbiota duodenal implicada en el 

metabolismo del gluten en función de la EC en celiacos activos, celiacos tratados con 

dieta sin gluten, familiares de celiacos con susceptibilidad genética e individuos sanos. 

2. Caracterización fenotípica de la microbiota duodenal implicada en el 

metabolismo del gluten en función del diagnóstico. 

3. Búsqueda de lactobacilos con potencial probiótico en el duodeno. 

4. Búsqueda y caracterización de enzimas con actividad glutenásica a partir 

de la microbiota duodenal y ambiental.
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1. SUJETOS DE ESTUDIO Y OBTENCIÓN DE MUESTRAS 

Las muestras biológicas utilizadas fueron explantes duodenales obtenidos 

mediante biopsia proporcionadas por  el Dr. Santiago Vivas del Servicio de 

Gastroenterología Adulta y Pediátrica del Hospital de León. Todas las muestras fueron 

extraídas mediante endoscopia alta con biopsia de la 2ª-3ª porción duodenal y se 

almacenaron en una solución de suero salino hasta su procesamiento, el cual tuvo lugar 

en menos de 3 h tras la toma de muestra.  

Se recogieron biopsias duodenales provenientes de individuos adultos que 

presentaban uno de los siguientes diagnósticos: pacientes con enfermedad celiaca 

activa antes de haber comenzado una dieta sin gluten (CA), pacientes celiacos tratados 

con dieta sin gluten durante más de 1 año, en los que se realizaba la biopsia para 

comprobar la evolución de la atrofia vellositaria (CT), familiares con un HLA-DQ 

susceptible a la EC (F) y familiares de celiacos sin susceptibilidad genética, que fueron 

considerados como sanos (S). 

Al diagnóstico, todos los pacientes celiacos presentaban datos clínicos 

compatibles con la enfermedad, como serología positiva (anticuerpos 

antitransglutaminasa), genética positiva (HLA-DQ2/DQ8), y alteraciones histológicas en 

la mucosa de la biopsia duodenal. Al momento de la recogida de la muestra, todos los 

pacientes CA presentaban alteraciones de la mucosa y una serología positiva. Por el 

contrario, los pacientes CT presentaban recuperación de la lesión histológica (Marsh 

1-0), además de serología negativa desde al menos un año. Los familiares de pacientes 

celiacos seleccionados eran todos adultos y padres y/o hermanos de sujetos con EC 

que no presentaban alteraciones histológicas tras la biopsia duodenal. Estos familiares 

se clasificaron en dos grupos en base a su susceptibilidad genética a presentar la 

enfermedad. Aquellos familiares que presentaban HLA-DQ2/DQ8 en las pruebas 

genéticas se englobaron en un grupo (F) y los que no lo presentaban en otro (S). A los 

familiares se les realizó la biopsia duodenal bien por presentar síntomas que sugerían 

que era necesario realizar la endoscopia, o bien por ofrecerse a formar parte del estudio 

a pesar de no presentar ningún síntoma. 

Ninguno de los individuos incluidos en el estudio fue tratado con antibióticos 

durante al menos un mes antes de la toma de las muestras. En todos los casos se 

obtuvo el consentimiento informado de los pacientes incluidos en el estudio a la toma 

de muestras. Los protocolos de estudio fueron aprobados por la Comisión de Ética del 

Hospital de León. 
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Para el cultivo de la microbiota duodenal se incluyeron en el estudio 42 individuos 

adultos: 5 enfermos celiacos activos (rango de edad comprendido entre 25 y 44 años, 

edad media 35 años), 14 enfermos celiacos tratados (rango de edad comprendido entre 

18 y 69 años, edad media 45 años), 16 familiares de celiacos DQ2+/DQ8+ (rango de 

edad comprendido entre 28 y 65 años, edad media 42 años) y 7 familiares de celiacos 

DQ2-/DQ8- considerados sanos (rango de edad comprendido entre 23 y 63 años, edad 

media 43 años) (Anexo I). 

Para el estudio de la microbiota a nivel molecular mediante PCR-DGGE se 

incluyeron en el estudio 52 individuos adultos: 5 enfermos celiacos activos (rango de 

edad comprendido entre 25 y 44 años, edad media 35 años), 14 enfermos celiacos 

tratados (rango de edad comprendido entre 18 y 69 años, edad media 45 años), 26 

familiares de celiacos DQ2+/DQ8+ (rango de edad comprendido entre 28 y 65 años, 

edad media 42 años) y 7 familiares de celiacos DQ2-/DQ8- considerados sanos (rango 

de edad comprendido entre 23 y 63 años, edad media 43 años) (Anexo I). 

 

2. MEDIOS DE CULTIVO 

 MCG-1 

Este medio fue diseñado en nuestro laboratorio. Es un medio pobre que contiene 

gluten como única fuente de nitrógeno. 

Componente Cantidad 

Gluten 30 g 

Glucosa 20 g 

Tween 80 0,1% (v/v) 

CaCl2 0,05 g 

ZnSO4 0,07 g 

Buffer fosfato pH 6,5 1% (v/v) 

Agua destilada Hasta 1 L 

 

Para su uso como medio sólido se añadió agar al 1,5%. Se esterilizó en autoclave 

durante 15 min a 121 °C. Para bioensayo se añadieron 15 g de gluten en lugar de 30 g 

y se añadieron 12,5 mL de medio por cada placa de 5,5 cm de diámetro. Una vez 

solidificado se hizo un pocillo en cada placa. 
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En aquellos casos en los que se estudió el crecimiento de los microorganismos o 

la actividad glutenásica a varios pHs, los tampones empleados fueron: Ácido 

cítrico/NaOH (pH 2-5), Tris/HCl (pH 6-7) y Glicina (pH 8-12). 

Para ensayar la inhibición de metaloproteasas se añadió al medio EDTA 5 mM. 

 

 MCG-3 

Se empleó para el aislamiento y mantenimiento de la microbiota duodenal. Fue 

obtenido por la modificación del medio utilizado por Zamakhchari et al., (2011) para la 

búsqueda de microorganismos degradadores de gluten en la cavidad bucal. Este medio 

contiene gluten como fuente principal de nitrógeno. 

Componente    Cantidad 

Gluten 20 g 

Digerido de gluten* 0,5 g 

Tampón fosfato pH 7 1% (p/v) 

Glucosa 1 g 

Piruvato sódico 1 g 

Succinato sódico 0,5 g 

Extracto de carne 1 g 

Peptona de carne 1 g 

Pirofosfato soluble 0,25 g 

Vitamina K1 0,0001% (v/v) 

Tiamina 0,001 g 

Riboflavina 0,001 g 

Biotina 0,001 g 

CaCl2 0,05 g 

ZnSO4 0,07 g 

NaCl 5 g 

CaOH2 0,15 g 

L-Cys 0,5 g 

L-Arg 1 g 

Hemina 0,01 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

 

*El digerido de gluten se obtuvo tras la incubación de 0,5 g de gluten con 1,7 g de pepsina en 500 mL de 

agua durante 2 h a 37 °C a pH ácido (pH 2) y agitación 180-200 rpm. 

 

Para su uso como medio sólido se añadió agar al 1,5%. Se esterilizó en autoclave 

durante 15 min a 121 °C. 
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 MSG-3 

Este medio es igual que MCG-3 pero eliminando el gluten y el digerido de gluten. 

Se empleó como método de selección en la caracterización de bacterias implicadas en 

el metabolismo del gluten. 

 

 MCGel 

Es igual que MCG-3 pero sustituyendo el gluten por gelatina, y el digerido de 

gluten por digerido de gelatina. 

 

 Medio LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972) 

Se empleó como medio general para el crecimiento de E. coli.  

Componente Cantidad

Bacto triptona 10 g 

Extracto de levadura 5 g 

NaCl 10 g 

Agua destilada Hasta 1L 

 

Se ajustó el pH a un valor de 7,5. Para su uso como medio sólido se añadió agar 

al 2%. Se esterilizó en autoclave durante 20 min a 121 °C.  

 

 Medio TB (Terrific Broth) (Maniatis et al., 1982) 

Medio tamponado y enriquecido para la propagación de E. coli. Formulado 

específicamente para incrementar el rendimiento de ADN plasmídico obtenido de 

transformantes de E. coli. 

Componente Cantidad 

Bacto triptona 12 g 

Extracto de levadura 24 g 

Glicerol 4 mL 

Agua destilada Hasta 0,9 L 
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Se esterilizó en autoclave durante 20 min a 121 °C. Antes de su utilización, se 

mezcló con 100 mL de una solución estéril de KH2PO4 170 mM y K2HPO4 720 mM. 

Para su uso como medio sólido se añadió agar al 2%. 

 

 Medio MRS (de Man, Rogosa Sharpe) (de Man et al., 1960) 

Este medio se empleó para el crecimiento de bacterias del género Lactobacillus. 

Componente Cantidad

Peptona 10 g 

Extracto de carne 10 g 

Extracto de levadura 5 g 

Glucosa 20 g 

Polisorbato 80 1 g 

Acetato de sodio 5 g 

Citrato de amonio 2 g 

Sulfato de magnesio 0,1 g 

Sulfato de manganeso 0,05 g 

Agua destilada Hasta 1L 

 

Se esterilizó en autoclave durante 15 min a 121 °C. Para su uso como medio sólido 

se añadió agar al 1,6%.  

 

3. MICROORGANISMOS Y ENZIMAS EMPLEADOS 

Serratia marcescens CECT 846 fue cedida por el Área de Microbiología de la 

Universidad de León para poder llevar a cabo este estudio. Esta cepa fue obtenida de 

la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT). 

La enzima serrapeptasa fue comprada en Advanced Enzyme Technologies Ltd 

Para su obtención se llevó a cabo una fermentación controlada de bacterias del género 

Serratia, que secretan al medio esta enzima en grandes cantidades. Se distribuye en 

forma de polvo. 2000-2600 U/mg. 
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4. MANIPULACIÓN DE MICROORGANISMOS 

4.1. Aislamiento de microorganismos de biopsia 

El procedimiento empleado fue el siguiente: 

1. Se pasó la biopsia junto con el suero salino en el que se mantenía a un tubo 

estéril de 2 mL y se centrifugó a baja velocidad para recuperar todas las 

bacterias que pudiera haber en suspensión. 

2. Se eliminó el sobrenadante y se añadieron 2 mL de medio MCG-3. 

3. Se incubaron las biopsias a 37 °C durante 48 h a 100 rpm. 

4. A partir de los cultivos de biopsia se realizaron diluciones seriadas 1/10 

utilizando NaCl al 0,9%, hasta la dilución 10-6. 

5. Se añadieron por duplicado 100 µL de cada dilución en placas de Petri con 

MCG-3 sólido.  Se introdujo dentro de una jarra de anaerobios una de las 

réplicas junto con un sobre de ácido ascórbico para generar condiciones 

anóxicas y un indicador con resazurina, y la otra junto con un sobre de ácido 

ascórbico específico para generar condiciones microóxicas. Se incubaron  a 

37 °C durante 48 h. 

6.  Tras la incubación, se analizaron las distintas morfologías de las colonias 

crecidas en las dos condiciones y se hicieron siembras sucesivas en 

aislamiento con el fin de obtener un cultivo puro de cada una de ellas.  

 

4.2. Mantenimiento de los microorganismos 

Las cepas aisladas se conservaron a una temperatura de 4 °C, en placas de Petri 

selladas con Parafilm®, durante un mes como máximo. Para períodos de conservación 

más largos, las bacterias se almacenaron congeladas a una temperatura de -80 °C. El 

procedimiento empleado para almacenar las cepas a -80 °C fue el siguiente: 

1. Se crecieron las cepas puras en medio MCG-3 sólido en las mismas 

condiciones en las que fueron aisladas.  

2. Las células se recogieron directamente de la placa añadiendo 1 mL de glicerol 

al 40% que ejerce como protector de la membrana bacteriana.  
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3. Las cepas diluidas en glicerol se guardaron en el arcón de -80 °C. 

 

4.3. Curvas de crecimiento 

1. Se inoculó una colonia aislada en 10 mL de MRS líquido y se incubó a 100 rpm 

y 37 °C hasta alcanzar una DO600 de 1-1,2.  

2. Se añadieron 20 µL de una dilución 1/5 a 180 µL de MRS previamente añadido 

en placas de 96 pocillos.  

3. La placa con los cultivos se incubó a 37 °C y se midió la DO600 en un lector de 

placas Genios Plus a lo largo de 72 h en intervalos de 1 h.  

Como la DO del inóculo inicial no se ajustó a un valor exacto sino que se ajustó 

dentro de un rango, la absorbancia inicial no fue la misma en todos los casos. Para 

normalizar las curvas de crecimiento se representó el ln(DO/DOi). 

 

4.4. Lisado de los microorganismos 

En todos los casos el procedimiento inicial a seguir fue el mismo: 

1. Se inocularon 10 mL de MRS a partir de una colonia aislada. 

2. Se incubó a 100 rpm y 37 °C durante 24 h. 

3. 150 µL de este cultivo se emplearon para inocular 50 mL de MRS. 

4. Este cultivo se incubó a 100 rpm y 37 °C durante 24 h. A continuación se 

siguieron los pasos específicos descritos en cada uno de los apartados. 

 Lisis enzimática mediante lisozima 

5. Se tomó una alícuota de 2 mL de cada uno de los cultivos y se centrifugó a 

4000 xg durante 10 min.  

6. El pellet se lavó con 1 mL de NaCl 0,9% y se centrifugó a 4000 xg durante 5 min.  

7. Se añadieron al pellet 2 mL de buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 8, 0,1% Tritón 

X-100, 2 mg/mL lisozima). Como control negativo se tomó otra alícuota a la que 

solo se le añadió Tris-HCl 50 mM pH 8.  
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8. Ambas alícuotas se incubaron a 100 rpm durante 1 h a 37 °C.  

 Lisis mecánica mediante molino de bolas 

5. Se centrifugaron 50 mL de cada uno de los cultivos a 12000 rpm durante 10 min. 

6. El pellet se resuspendió en 30 mL de Tris-HCl 50 mM pH 8, MgCl2 25 mM.  

7. Se añadieron a las células esferas de 0,17 mm y se les sometió a dos pulsos de 

40 s en un molino de bolas AG (B. Braun, Melsungen, Alemania) refrigerado con 

CO2. Como control negativo se tomó otra alícuota del cultivo inicial y se le aplicó 

el mismo tratamiento excepto la disrupción mecánica.  

 Lisis mecánica mediante sonicación 

5. Se cogieron 5 mL del cultivo y se centrifugaron a 4000 xg durante 10 min.  

6. El pellet se resuspendió en 5 mL de NaCl 0,9% y se sonicó con un 

homogeneizador ultrasónico Sonifier B-12 (Branson, Danbury, Estados Unidos) 

a una amplitud del 70% con 5 pulsos  de 30 s intercalados con 1 min de reposo 

en hielo para evitar el sobrecalentamiento. Como control negativo se tomó otra 

alícuota que no fue sonicada. 

En todos los casos, la degradación de la pared celular se comprobó mediante 

siembra en placas de MRS y mediante microscopía 100X (Nikon ECLIPSE E400). 

 

5. MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

5.1. Extracción de ADN genómico de cultivos bacterianos 

Se empleó el kit SpeedTools Tissue DNA Extraction (Biotools). El procedimiento 

llevado a cabo fue el siguiente:  

1. Las células se recogieron directamente de un cultivo puro en placa, añadiendo 

200 µL de NaCl 0,9% y se recuperaron mediante centrifugación a 8000 xg 

durante 5 min.  

2. Se pre-incubó la muestra con enzimas líticas. Se resuspendió el pellet en 

180 µL de tampón: 20 mM Tris/HCl; 2 mM EDTA; 1% Tritón X-100; pH 8 
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suplementado con 20 mg/mL de lisozima. Se incubó a 37 °C durante 30-60 

min. 

3. Se añadieron 180 µL de tampón BT1 y 25 µL de proteinasa K. La muestra se 

mezcló con el vórtex de forma vigorosa y se incubó a 56 °C hasta obtener una 

lisis completa (1-3 h). Durante el período de incubación se mezcló 

ocasionalmente con el vórtex.  

4. Se mezcló la muestra con el vórtex y se añadieron 200 µL de tampón BB3 de 

lisis. Se mezcló de nuevo con el vórtex de forma vigorosa (10-20 s) y se incubó 

a 70 °C durante 10 min. Se mezcló con el vórtex brevemente. 

5. Se añadieron 210 µL de etanol (96-100%) al lisado y se mezcló bien usando 

el vórtex.  

6. Se cargó el lisado en una columna. Se centrifugó 1 min a 11000 xg y se 

desechó el tubo con el filtrado. Tras este paso el ADN queda unido a la 

columna. 

7. Se llevaron a cabo dos lavados de la membrana de sílica del filtro. En el primer 

lavado se añadieron 500 µL de tampón BBW, se centrifugó 1 min a 11000 xg 

y se desechó el tubo con el filtrado. En el segundo lavado se añadieron 600 µL 

de tampón BB5 y se centrifugó de nuevo 1 min a 11000 xg. Se desechó el tubo 

y el filtrado. 

8. Para eliminar el etanol residual se colocó la columna en un tubo de 1,5 mL y 

se centrifugó durante 1 min a 11000 xg. 

9. Para la elución del ADN puro se añadieron 100 µL de tampón BBE, 

precalentado a 70 °C, directamente en la membrana. Se incubó a temperatura 

ambiente durante 1 min y seguidamente se centrifugó durante 1 min a 

11000 xg. El eluído contiene el ADN puro de la muestra. 

10.  Una vez extraído el ADN se cuantificó la concentración de los ácidos nucleicos 

midiendo la absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotómetro 

(NanoDrop ND-1000, Biocompare). Este sistema permite medir la 

concentración de ADN expresada en ng/µL a partir de un volumen de muestra 

de 1,5 µL. Al mismo tiempo mide los ratios de absorbancia entre 230/260 nm 

y 260/280 nm que permiten evaluar la pureza del ADN obtenido.  
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5.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La PCR es un método simple y muy sencillo, descrito inicialmente por Mullis y 

Faloona (1987), que permite la amplificación in vitro de fragmentos de ADN, mediante 

una serie de incubaciones a distintas temperaturas. Se empleó un termociclador de 

Biometra, modelo TProfessional Gradient. 

Mediante esta técnica se amplificaron fragmentos de ADN codificante para el 

ARNr 16S. La región codificante del ARNr 16S es frecuentemente empleada para la 

identificación bacteriana, debido a que esta región presenta zonas hipervariables 

intercaladas entre regiones ampliamente conservadas (Anexo II). 

La rTaq polimerasa se empleó para identificar las bacterias aisladas por cultivo de 

biopsias (oligos 27F-E939R), amplificar el ADN extraído de bandas escindidas del 

DGGE (oligos HDA1-HDA2) y amplificar el gen codificante de la serrapeptasa (oligos 

SmarF-SmarR). Las secuencias de los oligos empleados se muestran en la Tabla 3. Los 

componentes y sus concentraciones empleados en la reacción de PCR se muestran en 

la Tabla 4.  

La reacción de PCR se inició con una desnaturalización a 94 °C durante 4 min, y 

a partir de aquí se llevaron a cabo 30 ciclos con las siguientes etapas: desnaturalización 

del ADN a 94 °C durante 30 s, hibridación de las cadenas de ADN a 42 °C (oligos 

27F-E939R), 62 °C (oligos HDA1-HDA2) o 59 °C (oligos SmarF-SmarR) durante 30 s, y 

extensión durante 1 min a 72 °C. Tras los 30 ciclos de amplificación se mantuvo la 

muestra a 72 °C durante 7 min para completar la extensión de las cadenas. La reacción 

se mantuvo a 4 °C. Para amplificar el gen de la serrapeptasa se redujo el número de 

ciclos a 20 con el fin de evitar el mayor número posible de errores. 

 

Tabla 3. Cebadores empleados para las reacciones de PCR. 

Cebador Secuencia (5'-3') 
Tamaño 

amplificado (pb) 
Temperatura de 
anillamiento (°C) 

27F AGAGTTTGATCATGGCTCAG 
~900 42 

E939R CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC 

HDA1GC GCclamp*-ACTCCTACGGG AGGCAGCAGT 
~200 

56 con GCclamp  

HDA2 GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 62 sin GCclamp 

SmarF  GAGTGGAATCGAACCAATGC 
1491 59 

SmarR  CCGTTGCTGTGTTACACGAT 
GC‐clamp*: GCCGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCACGGGGGG 
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Tabla 4. Componentes y concentraciones para la reacción de PCR en un volumen final de 25 µL empleando 

la enzima rTaq polimerasa.  

Componentes Volumen Concentración final 

10X tampón PCR  2,5 μL 1X 

10 mM dNTP mezcla 0,5 μL 0,2 mM de cada dNTP 

10 μM cebador directo 2,5 μL 1,0 μM 

10 μM cebador reverso 2,5 μL 1,0 μM 

ADN molde 20-50 ng 20-50 ng 

rTaq polimerasa           
(5 U/μL) 

0,2 µL 0,04 U/µL 

Agua milli-Q Hasta 25 μL - 

 

Para llevar a cabo la PCR previa al DGGE se usó el kit comercial iProof 

High-Fidelity Master Mix (BioRad) que permite la amplificación de moldes con alto 

contenido GC o con estructuras secundarias complejas. Para llevar a cabo la reacción 

se emplearon los cebadores HDA1GC y HDA2 que presentan la peculiaridad de que 

uno de los oligonucleótidos porta una cola de GC en el extremo 5’ (GC-clamp) (Tabla 

3). 

Los componentes y las concentraciones de los mismos empleadas en la reacción 

de PCR mediante el kit  iProof High-Fidelity Master Mix se muestran en la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Componentes y concentraciones para la reacción de PCR-DGGE empleando el kit iProof 

High-Fidelity Master Mix. 

Componentes Volumen Concentración final 

2X Buffer-enzima 10 µL 1X 

10 µM cebador directo 0,5 µL 0,5 µM 

10 µM cebador reverso 0,5 µL 0,5 µM 

DMSO 1 µL - 

ADN molde 3 µL 20-50 ng 

Agua milli-Q Hasta 20 µL - 

 

El programa de PCR que se utilizó para este kit consistió en una desnaturalización 

inicial de 98 °C durante 30 s y a partir de aquí 30 ciclos con las siguientes etapas: 

desnaturalización del ADN a 98 °C durante 10 s, hibridación de las cadenas de ADN a 

56 °C durante 30 s, y extensión durante 30 s a 72 °C. El programa de PCR finalizó con 

una extensión a 72 °C durante 10 min. La reacción se mantuvo a 4 °C. 
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5.3. Ligación del ADN en un vector 

Se empleó el kit comercial StrataClone PCR Cloning (Stratagene). La ligación se 

preparó siguiendo las indicaciones del kit comercial: 

1. Se mezclaron en orden las siguientes cantidades: 3 µL del tampón 

StrataClone, 2 µL del producto de PCR (5-50 ng), 1 µL del vector StrataClone 

amp/kan.  

2. La mezcla se incubó durante 5 min a temperatura ambiente y a continuación 

se colocó en hielo. En este paso el fragmento de ADN queda insertado en el 

vector comercial. 

El vector proporcionado por Stratagene es el plásmido pSC-A-amp/kan que 

presenta un tamaño de 4,3 kb. Sus características principales son las siguientes: 

‐ Contienen un fragmento del gen LacZ (subunidad α de la 

β-galactosidasa) capaz de complementar la mutación presente en la 

β-galactosidasa que tienen las cepas de E. coli portadoras de la deleción 

LacΔM15 (proceso denominado α-complementación). Esta complementación 

permite la selección de los transformantes en los que se ha integrado el 

plásmido por la aparición del color azul al incubarlos en presencia de X-gal. 

‐ Porta los genes de resistencia a la kanamicina y a la ampicilina.  

‐ Posee el origen de replicación monocatenario del fago f1. 

‐ Presenta los sitios loxP que son reconocidos por la Cre recombinasa. 

‐ Contiene el origen de replicación del pUC. 

Este vector se comercializa como una mezcla de dos fragmentos de ADN. Cada 

uno de los cuales presenta en uno de los extremos la Topoisomerasa I covalentemente 

unida al vector junto con una uridina terminal modificada (U*). En el otro extremo 

aparece la secuencia loxP. Los productos de PCR originados por la Taq polimerasa, 

que contienen colas 3’-adenosina, son eficientemente ligados al vector en una reacción 

de ligación, a través de la unión A-U*, seguida por la ligación de ambos brazos por la 

topoisomerasa I. La molécula linear resultante es (vectorori-producto de 

PCR-vectoramp/kan (Figura 8). 
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5.4. Transformación de E. coli 

Los productos de la reacción de ligación se transformaron en células comerciales 

químicamente competentes de E. coli (StrataCloneTM SoloPack® Competent cells). 

Estas cepas fueron proporcionadas por el kit StrataClone PCR Cloning (Stratagene). 

Entre las características más destacables de estas células está la de presentar una 

deleción en el gen Z del operón lac, esto permite la selección por color de aquellos 

transformantes portadores de un plásmido capaz de originar la α-complementación de 

dicha mutación. Además, son capaces de expresar la enzima Cre recombinasa la cual 

es capaz de reconocer los sitios loxP del plásmido lineal y llevar a cabo la recombinación 

entre ambos, dando lugar a una molécula de ADN circular (pSC-A-amp/kan, Figura 8). 

Estas cepas bacterianas también son resistentes a la estreptomicina. El proceso de 

transformación se llevó a cabo siguiendo las indicaciones del kit comercial StrataClone 

(Stratagene): 

1. Se descongelaron las células competentes lentamente en hielo durante unos 

5 min. Una vez descongeladas, se mezcló el contenido de ese vial con 1 µL 

de la reacción de ligación. La mezcla se incubó en hielo durante 20 min y 

durante este período de incubación, se precalentó el medio LB a 42 °C. 

2. Se dio un choque térmico a las células en un baño a 42 °C sin agitación durante 

45 s. A continuación se enfrió rápidamente la mezcla en hielo durante 2 min. 

3. Se añadieron 250 µL de medio LB precalentado a la mezcla de reacción de 

transformación y se incubó a 37 °C con agitación (250 rpm) durante 60 min. 

4. Se sembró una alícuota de cada transformación en placas de Petri con medio 

LB al que se había añadido X-Gal y como antibiótico de selección kanamicina. 

5. Se incubaron las placas a 37 °C durante toda la noche. 

Para llevar a cabo este protocolo se necesitaron los siguientes productos:  

Kanamicina (kam): El stock de este antibiótico se preparó a una concentración de 

50 mg/mL en agua milli-Q. Para la selección de bacterias portadoras del plásmido con 

resistencia a este antibiótico se añadió a una concentración de 50 µg/mL. 

X-gal: se preparó a una concentración de 25 mg/mL en dimetilformamida. En los 

experimentos de transformación de E. coli se utilizó a una concentración de 40 µg/mL. 



 

62 
 

 

 

5.5. Extracción del ADN plasmídico de E. coli: minipreparaciones 

Se siguió un método basado en el protocolo descrito por Holmes y Quigley (1981). 

1. Se inoculó una colonia aislada de E. coli en 1 mL de medio TB, suplementado 

con el antibiótico kanamicina. Después se incubó a 37 °C con agitación 

(250 rpm) durante al menos 6 h. 

2. Se recogieron las células por centrifugación a 10000 rpm durante 2 min. El 

precipitado se resuspendió en 350 µL de STET y se añadieron en la tapa del 

tubo eppendorf 10 µL de solución de lisozima (a una concentración de 10 

mg/mL disuelta en agua) con el objetivo de lisar las células. 

3. Se mezcló con el vórtex durante 1 min para que se resuspendiera bien el 

precipitado y seguidamente se hirvió durante 45 s. Las proteínas y el ADN 

cromosómico se precipitaron por centrifugación a 14000 rpm durante 10 min. 

Figura 8. Mecanismo de acción del StrataClone PCR cloning (Stratagene). 
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4. Se eliminó el precipitado obtenido (restos celulares y ADN cromosómico) con 

un palillo estéril y el sobrenadante se precipitó con 1/10 de acetato sódico 3 M, 

pH 5,2 y un volumen de isopropanol. Se mezclaron y se mantuvieron a 

temperatura ambiente durante 10 min. 

5. Se centrifugó a 14000 rpm durante 5 min y se lavó el precipitado resultante, 

que contenía los restos plasmídicos, con etanol al 70%. Se secó el precipitado 

y se resuspendió en 30 µL de TE (Tris-EDTA). Se usaron 2 µL del total para el 

análisis por digestión con endonucleasas de restricción. 

Para llevar a cabo este protocolo se necesitaron las siguientes soluciones: 

STET: Sacarosa 8% (p/v), Tritón X-100 0,5% (v/v), Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 

50 mM. 

Tampón TE: Tris-HCl 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM, pH 8. 

 

5.6. Digestión del ADN con enzimas de restricción 

Una vez extraído el ADN plasmídico, para comprobar si la clonación había 

concluido con éxito se llevó a cabo una digestión con EcoRI, que reconoce dos puntos 

de corte en el vector utilizado en la ligación, liberando el fragmento clonado. EcoRI fue 

empleada siguiendo las recomendaciones del proveedor (Fermentas). Como norma 

general, el volumen de enzima añadido a la mezcla de digestión no debe superar 1/10 

de volumen total, esto es debido a la alta concentración de glicerol de las soluciones de 

almacenamiento que podrían inhibir la actividad enzimática, si el volumen añadido es 

elevado. Así mismo, es muy conveniente que el ADN esté lo suficientemente diluido y 

limpio con el fin de no alterar las condiciones de reacción. El protocolo que se llevó a 

cabo fue el siguiente: 

1. Se mezclaron el tampón de la enzima de restricción (un 1/10 del volumen total 

de digestión), 2 µL de ADN disuelto en tampón TE, 5 U de enzima y agua 

destilada estéril hasta completar el volumen de digestión. 

2. Se incubó a la temperatura recomendada durante 2-3 h y se analizó el 

resultado de la digestión mediante electroforesis en geles de agarosa. 
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5.7. Purificación del ADN plasmídico 

La extracción y purificación del ADN plasmídico se llevó a cabo siguiendo el 

protocolo del kit Illustra plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare). Mediante este método 

se obtiene una extracción plasmídica más limpia que la que se obtiene mediante 

minipreparaciones.   

1. Se inoculó una colonia de un transformante de E. coli en 1,5 mL de medio TB 

suplementado con kanamicina y se incubó a 37 °C con agitación (250 rpm) 

durante un mínimo de 6 h. (Para conseguir una cantidad mayor de plásmido 

se empleó un cultivo de 3 mL). 

2. Se centrifugó a la máxima velocidad (~16000 xg) durante 30 s. Se descartó el 

sobrenadante y se centrifugó de nuevo. Se eliminó cuidadosamente todo el 

sobrenadante con una pipeta.  

3. El pellet se resuspendió en 200 μL de la solución I proporcionado por el kit 

utilizando el vórtex. El objetivo de este paso es el lisado de las células. 

4. Se añadieron a continuación 200 μL de la solución II de lisis y se mezcló 

inmediatamente por inversión (aproximadamente unas 5 veces) hasta que la 

solución era clara y viscosa (La reacción de lisis no debe de exceder más de 

5 min). 

5. El siguiente paso fue la neutralización. Se añadieron 400 μL de la solución III 

y se mezcló inmediatamente por inversión (~10 veces) hasta que el precipitado 

estaba totalmente homogeneizado para así asegurar un aislamiento del 

plásmido puro y de alto rendimiento. Se centrifugó a la máxima velocidad 

(~16000 xg) durante 4 min. 

6. Se transfirió cuidadosamente el sobrenadante a una columna de purificación 

preparada y se colocó la columna en un tubo eppendorf (es importante evitar 

transferir restos celulares a la columna ya que pueden afectar a la pureza del 

plásmido). Se centrifugó a la máxima velocidad durante 30 s y se eliminó el 

filtrado.  

7. Cuando se emplean cepas de E. coli que contienen el gen EndA+ tipo silvestre 

es necesario realizar un lavado adicional con 400 μL de la solución III. Se 

centrifugó a la máxima velocidad durante 30 s y se desechó el fluido que pasó 
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a través de la columna. Este paso es necesario para eliminar nucleasas 

potenciales y contaminación de carbohidratos. 

8. Se añadieron 400 μL de la solución de lavado etanólica y se centrifugó a la 

máxima velocidad durante 1 min. Cuidadosamente se descartó el fluido que 

pasó a través de la columna. Para eliminar todo resto de etanol se volvió a 

centrifugar durante 30 s. 

9. Se transfirió la columna de purificación a un tubo eppendorf nuevo y se 

añadieron 100 μL del tampón de elución directamente en el centro de la 

columna. Se incubó durante 30 s y seguidamente se centrifugó a la máxima 

velocidad durante 30 s. El eluído se envió al servicio de secuenciación de 

Ácidos Nucleicos del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la 

Universidad de León (descrito en el apartado 6). 

 

5.8. Electroforesis en geles de agarosa 

Las condiciones de electroforesis para separar moléculas de ADN en geles de 

agarosa se basan en las descritas previamente por Maniatis et al. (1882) y Sambrook et 

al. (1989). Para la preparación del gel, se utilizó agarosa D1-electroendosmosis media 

(Pronadisa) a diferentes porcentajes (desde 0,8% hasta 2% dependiendo de los 

tamaños de los fragmentos a separar), y Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X como tampón 

para polimerizar la agarosa.  

Las muestras de ADN que se cargaron en el gel se prepararon añadiendo tampón 

de carga 6X que permite dar densidad a la muestra y ver cómo avanza en el gel durante 

la electroforesis. Una vez cargadas en el gel, se desarrolló la electroforesis en tampón 

TAE 1X aplicando un voltaje aproximado de 5 V por cm2 de la cubeta. Una vez finalizada 

la electroforesis, el gel se tiñó con bromuro de etidio durante 15-20 min. El bromuro de 

etidio es un agente que se intercala en la doble hélice de ADN, permitiendo que este se 

haga visible cuando incide sobre él la luz ultravioleta. El tamaño de las bandas de ADN 

en los geles de agarosa se estimó por comparación con varios marcadores de peso 

molecular. A continuación, se citan algunos de ellos y el tamaño de los fragmentos de 

ADN que los componen: 

 ʎ/HindIII: 23130; 9416; 6557; 4361; 2322; 2027; 564; 125 pb. 
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 ʎ/PstI: 11509; 5080; 4649; 4505; 2840; 2577; 2454; 2443; 2140; 1980; 1700; 

805; 516; 467; 448; 339; 265; 247; 210 pb. 

Para llevar a cabo este apartado se necesitaron estas soluciones: 

TAE 50X: 242 g de Tris-HCl; 100 mL de EDTA 0,5 M; pH 8,0; 57,1 mL de ácido 

acético y agua destilada hasta 1 L. 

Tampón de carga 6X: Sacarosa 40% (p/v); azul de bromofenol 0,25% (p/v) y xileno 

cianol 0,25% (p/v). 

Bromuro de etidio: 10 mg/mL en agua.  

 

5.9. Electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante (DGGE) 

El DGGE permite separar moléculas de ADN de doble hebra e igual tamaño, 

según su temperatura de fusión (Tm), la cual está directamente relacionada con su 

secuencia nucleotídica. Se trata de geles de acrilamida con un gradiente creciente de 

urea-formamida. Como en una electroforesis convencional, las moléculas de ADN 

corren hacia el polo positivo, pero en este caso, cada molécula se va a detener cuando 

la concentración de urea-formamida sea suficiente para producir la desnaturalización 

del ADN, de modo que al cambiar su estructura y dejar de ser soluble no podrá seguir 

avanzando entre los poros de la poliacrilamida. Las moléculas de ADN que se analicen 

por este sistema deben llevar adheridas en uno de sus extremos una secuencia rica en 

los nucleótidos G y C (GC-clamp) idéntica para todas ellas. De este modo, cuando el 

ADN se desnaturalice por efecto del gradiente, las dos hebras no llegarán a separarse 

totalmente y se detendrán (Figura 9). Esta técnica es capaz de separar moléculas de 

ADN que se diferencian en un solo nucleótido. 
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Figura 9. Esquema del fundamento de la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE). 

Cuando el ADN se desnaturaliza queda atrapado en el gel. R: Perfil de referencia; A: Microorganismo 

1; B: Microorganismo 2; C: Microorganismo 3; M y S: Muestras polimicrobianas procedentes de 

diferentes orígenes. 

 

 Elaboración de los geles 

La técnica del DGGE se basa en la separación de moléculas de ADN del mismo 

tamaño en base a su temperatura de desnaturalización. Los geles tienen una 

concentración de acrilamida-bisacrilamida constante que va a depender del tamaño de 

los fragmentos amplificados. Además, estos geles tienen un gradiente creciente de 

urea-formamida, que son los agentes desnaturalizantes, que van a hacer que el ADN 

se desnaturalice y deje de migrar. 

El porcentaje de acrilamida empleado va a depender del tamaño del ADN 

amplificado que se quiera separar. En nuestro caso el tamaño de fragmento de ADN 

que se amplificó era de 200 pb. Utilizando la tabla de referencia incluida en el manual 

del DCode Universal Mutation Detection System, se eligió un porcentaje de 

acrilamida/bisacrilamida al 30%. 

La cantidad de urea y formamida de las soluciones del DGGE dependen del 

gradiente desnaturalizante que se quiere obtener en el gel. En la Tabla 6 se muestran 

las cantidades de urea y formamida necesarias para generar los porcentajes de 

concentración del 10% al 90% en base a la tabla de referencia incluida en el manual del 

DCode Universal Mutation Detection System. En este trabajo se llevó a cabo un 

gradiente desnaturalizante del 35% al 55% ya que era el empleado en la bibliografía 

para bacterias no específicas.  
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Tabla 6. Volumen y cantidad de formamida y urea que es necesario añadir para soluciones 

desnaturalizantes entre el 10% y 90% de acrilamida/bisacrilamida. 

 

Solución 
desnaturalizante 

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 

Formamida (mL) 4 8 12 16 20 24 28 32 36 

Urea (g) 4,2 8,4 12,6 16,8 21 25 29 33,6 37,8 

 

 

Los geles se elaboraron a partir de la combinación de dos soluciones 

desnaturalizantes cuya composición se indica en la Tabla 7. 

 

Tabla 7. Componentes empleados en la elaboración de las soluciones desnaturalizantes. 

Reactivos Solución al 35% Solución al 55% 

Acrilamida/Bisacrilamida (30%)  27 mL (8%) / 33 mL (10%) 27 mL (8%) / 33 mL (10%) 

TAE 50X 2 mL 2 mL 

Formamida desionizada  14 mL 22 mL 

Urea  14,7 g 23,1 g 

Agua destilada Hasta 100 mL Hasta 100 mL 

 

Ambas soluciones una vez preparadas se desgasificaron durante 15 min, se 

filtraron a través de un filtro de 0,45 μm y finalmente se guardaron a 4 °C (en una botella 

protegida de la luz) hasta un mes. 

Para realizar la polimerización de la acrilamida se añadieron 50 L de persulfato 

amónico (Sigma-Aldrich) al 10% y 18 L de TEMED (N,N,N´N´- tetrametiletilendiamina) 

(Sigma-Aldrich). Se dejó polimerizar aproximadamente durante 1,5 h a temperatura 

ambiente. 

El gradiente del gel se preparó utilizando un sistema manual de ruleta 

proporcionado con el DCode Universal Mutation Detection System. La correcta 

formación del gradiente en el gel, se comprobó añadiendo 100 µL del reactivo DCode 

dye solution por cada 5 mL de solución de alta concentración de urea y formamida. 

(Solución DCode Dye: Azul de bromofenol 0,5%; xileno cianol 0,5%, y TAE 1X 10 mL). 

De este modo, la parte superior del gel de acrilamida no tiene color (la solución con 

menor concentración de soluciones desnaturalizantes no lleva tinte) y a medida que se 

desciende en el gel se va incrementando la coloración azul. 
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 Electroforesis del ADN en DGGE 

La electroforesis de los productos de PCR en el DGGE se realizó en el aparato 

DCode Universal Mutation Detection System (BioRad) con una fuente de alimentación 

Power Pac 300 (BioRad).  

Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: Se empleó TAE 1X como 

tampón de electroforesis a una temperatura constante de 60 °C durante 15 h a 70 V. El 

control de la temperatura es muy importante ya que también puede actuar como factor 

desnaturalizante. El volumen de las muestras cargadas en el gel fue variable 

dependiendo de su concentración, añadiéndose el mismo volumen de tampón de carga 

2X que de muestra de PCR (Tampón de carga 2X: Azul de bromofenol 0,05%; xileno 

cianol 0,05%; glicerol 70% y agua destilada hasta 10 mL). 

Transcurrido ese tiempo el gel se tiñó con bromuro de etidio (10 mg/mL) durante 

15 min y seguidamente se destiñó en TAE 1X durante 10 min dos veces consecutivas. 

Una vez teñido el gel se visualizó bajo un transiluminador y se fotografió (Quantityone, 

GelDoc).  

 Extracción del ADN de bandas 

A partir de los geles de DGGE, se seleccionaron aquellas bandas más intensas 

que aparecían a distintas alturas, y se extrajeron para identificar a qué microorganismos 

correspondían. 

Las bandas de interés fueron cortadas del gel de poliacrilamida con un cubre 

estéril bajo luz ultravioleta e incubadas en 20 µL de agua milli-Q estéril a 4 °C durante 

toda la noche.  

 

6. SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 

La secuenciación de los fragmentos de ADN se realizó utilizando los servicios de 

secuenciación automática del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad 

de León con el objetivo de identificar en la medida de lo posible las bacterias aisladas 

en MCG-3 y las bandas generadas en el DGGE. En las reacciones de secuenciación se 

usaron entre 300-500 ng de ADN plasmídico (en un volumen de 5-15 µL de tampón de 

elución del kit Illustra plasmidPrep Mini Spin), utilizando el kit Thermo Sequenase 

Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing (Amersham Pharmacia Biotech), de 
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acuerdo con las especificaciones indicadas por el fabricante, en un secuenciador 

automático (MEGABACE 500, Amersham Bioscience). 

Las secuencias de ADN, una vez obtenidas, fueron editadas y revisadas con la 

ayuda de los programas informáticos BioEdit y Editseq. El alineamiento de las 

secuencias y el análisis filogenético de las mismas se llevó a cabo con el programa 

MEGA versión 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). 

El programa BioEdit (Biological sequence alignment editor para winXP, Tom Hall, 

Ibis Biosciences) se utilizó para abrir los cromatogramas de las secuencias obtenidas 

del Servicio de Secuenciación de la Universidad de León.  

El programa EditSeq (Lasergene, DNASTAR Inc.) permite editar los 

cromatogramas. Se utilizó para eliminar los restos del vector y las zonas que 

presentaban muchos errores.  

Una vez corregidas y revisadas las secuencias se llevó a cabo un análisis 

comparativo de estas secuencias con las depositadas en la base de datos GenBank del 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), utilizando el método BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) y más concretamente el algoritmo BLASTN, que es específico 

para nucleótidos. De forma complementaria, para la identificación de las secuencias 

también se empleó el software Ribosomal Database Project 10 (RDP). 

Se realizó un alineamiento múltiple de todas las secuencias estudiadas junto con 

las secuencias de referencia obtenidas en la búsqueda con el BLASTN. Estos 

alineamientos permiten asegurar que las posiciones nucleotídicas comparadas son 

homólogas en todas las secuencias. El alineamiento se realizó utilizando el sistema 

ClustalW mediante el programa MEGA versión 5.  

Para la clasificación de las secuencias estudiadas se llevó a cabo un análisis 

filogenético con el programa informático MEGA versión 5. Se incluyeron las secuencias 

de ADN obtenidas en el estudio, así como las secuencias con mayor similitud obtenidas 

en las comparaciones hechas con la base de datos empleando el algoritmo BLASTN. 

Se construyeron árboles filogenéticos empleando el método Minimum Evolution, 

implementado por el programa MEGA versión 5. Según este modelo, el árbol óptimo es 

aquél que presenta los brazos más cortos. Como modelo de medición de distancia se 

eligió el modelo Tamura-Nei, que da distinta probabilidad a la aparición de mutaciones 

por transiciones y transversiones, y tiene en cuenta el porcentaje de AT o GC de cada 

linaje evolutivo. Esta distancia se calculó por parejas de secuencias (pairwise delection) 
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con la eliminación de los gaps únicamente cuando está presente en una de las 

secuencias estudiadas. 

 

7. MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS 

7.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida y zimografía 

El procedimiento fue el siguiente: 

1. Se elaboraron dos geles al 10% según lo descrito en la Tabla 8. 

2. En cada pocillo se cargaron 30 µL de una mezcla 1:1 muestra:tampón de carga 

2X. Cuando fue necesario las muestras se concentraron empleando un 

Amicon® Ultra 15 mL.  Como marcador se empleó el marcador de bajo peso 

molecular de BioRad. 

3. La electroforesis se desarrolló a 100 V durante 2 h en tampón de electroforesis 

en un equipo MiniProtean (BioRad).  

4. Una vez acabada la electroforesis, uno de los geles se tiñó con azul coloidal 

toda la noche, y se destiñó con agua milli-Q hasta ver las bandas de proteína 

sobre un fondo claro.  

5. El otro gel se lavó 2x15 min con una solución de Tritón para eliminar el SDS, 

y después el Tritón se eliminó mediante 2x15 min de lavado en agua milli-Q. 

El gel se incubó 15 min en una solución de incubación. Una vez preparado, se 

puso en un recipiente estéril en contacto con una cobertera de gliadina 

(Tabla 8) y se mantuvo a 37 °C toda la noche.  

6. Al día siguiente, se desechó  el gel que había estado en contacto con la 

cobertera, y esta se tiñó con azul coloidal y destiñó con agua milli-Q de la 

misma forma descrita anteriormente. En este caso, lo que se observa son 

bandas claras producto de la hidrólisis de gliadina, sobre un fondo oscuro 

debido a la gliadina que contiene la cobertera.  
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Tabla 8. Composición de los geles de poliacrilamida. 

    Gel separador Cobertera 
Stacking 

 8%  10%  8% 

Agua destilada 3,8 mL 3,4 mL 3,8 mL 3,2 mL 

Acrilamida/Bisacrilamida 40% 1,4 mL 1,8 mL 1,4 mL 0,5 mL 

Solución B 1,75 mL 1,75 mL 1,75 mL - 

Solución F - - - 1,25 mL 

SDS 10% 70 µL 70 µL - 50 µL 

APS 10% 50 µL 50 µL 50 µL 100 µL 

TEMED 3,5 µL 3,5 µL 3,5 µL 5 µL 

Gliadina - - 14 mg - 

 

Las soluciones necesarias tanto para la elaboración de los geles como para su 

procesado fueron: 

Solución F: Tris/HCl 1,5 M pH 8,8. 

Solución B: Tris/HCl 0,5 M pH 6,8. 

Tampón de carga 2X: solución saturada de sacarosa 96,25 µL, solución F 93,75 µL, 

azul de bromofenol 1% 10 µL, SDS 10% 250 µL, agua destilada 50 µL. 

Tampón de electroforesis: Tris 3 g/L, glicina 14,4 g/L, SDS 1 g/L. 

Azul coloidal: Metanol 20%, Ácido ortofosfórico 40%, (NH4)2SO4 5%, coomasie G250 

0,06%. 

Solución de Tritón: solución al 2,5% de Tritón X-100. 

Solución de incubación: Tris 6,06 g/L, ZnSO4 1,44 g/L, CaCl2 0,56 g/L pH 6,5. 

 

7.2. Western Blott 

Los ATIs fueron proporcionados por el laboratorio del Dr. Schuppan, donde fueron 

purificados siguiendo el protocolo descrito por Junker et al., (2012). Los anticuerpos 

frente a las fracciones de los ATIs CM3 y 0.19 también fueron proporcionados por el 

laboratorio del Dr. Schuppan.  Se siguió el siguiente protocolo: 

1. Se crecieron las bacterias en 10 mL de LB durante 24 h a 37 °C. 

Posteriormente 150  µL de este cultivo se usaron para inocular 30 mL de LB. 
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Este inóculo se incubó en las mismas condiciones hasta alcanzar una DO600 

de 0,5. 

2. Se añadieron 50 µL de ATIs a 950 µL del cultivo (concentración final 

2 µg ATIs/µL cultivo). En el caso de la serrapeptasa, se añadieron 50 µL de 

ATIs a 10 mg de la enzima disueltos en 950 µL de LB. 

3. Las muestras se siguieron incubando en las mismas condiciones, y se tomaron 

alícuotas a distintos tiempos. Cada una de las alícuotas se centrifugó a 

16000 xg 10 min 4 °C y el sobrenadante se guardó a -80 °C hasta su uso. 

Como controles se añadieron: 

 950 µL LB + 50 µL ATIs. 

 950 µL de cada cultivo o solución de serrapeptasa+ 50 µL PBS. 

4. Se mezcló 21 µL de cada muestra (equivalente a 50 µg de ATIs iniciales) con 

1,2 µL de ditiotreitol (DTT) y 7 µL de Laemmli Sample Buffer 4X (BioRad) y se 

incubó a 99 °C durante 10 min para desnaturalizar las proteínas.  

5. Se cargó cada una de las muestras en un pocillo de un gel de poliacrilamida 

al 10% (Tabla 8) y se desarrolló la electroforesis a 60 V durante 15 min y 110 V 

durante 1,5 h.  

6. Transferencia semi-húmeda: el tiempo de la transferencia fue 30 min. Se 

usaron membranas de Polifluoruro de vinilideno (PVDF) (BioRad). 

7. Bloqueo: se incubó la membrana durante 1 h con agitación a temperatura 

ambiente en 50 mL de solución de bloqueo. 

8. Incubación con anticuerpo primario: Se retiró la solución de bloqueo y se 

añadió el anticuerpo primario (anti-CM.3 o anti-0.19) diluido 1:1000 en TTBS. 

Se incubó toda la noche a 4 °C con agitación. 

9. Lavados: se lavó 5x10 min con TTBS y con agitación. 

10. Incubación con anticuerpo secundario: se incubó la membrana con el 

anticuerpo secundario (anti-rabbit IgG) diluido 1:10000 en TTBS durante 1 h a 

temperatura ambiente. 

11. Lavados: se lavó 6x10 min con TTBS con agitación. 
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12. Revelado: se añadió sustrato Immun-Star HRP (mezcla 1:1 de luminol y 

tampón peróxido) (BioRad) y se incubó 3 min a temperatura ambiente. 

13. Se detectó la luminiscencia usando el Software Image Lab 3.0. 

14. Para poder emplear un segundo anticuerpo sobre la misma membrana, se lavó 

la membrana con una solución de stripping durante 45 min a 50 °C. 

Posteriormente se lavó 3x10 min con PBS y 3x10 min con TTBS, y se procedió 

a repetir todos los pasos desde el bloqueo. 

Las soluciones necesarias para realizar este protocolo son las siguientes: 

TTBS: NaCl 8 g/L, KCl 0,2 g/L, Tris base 3 g/L, Tween 0,05% (v/v), pH 7,5.  

Solución de bloqueo: Leche descremada 5%, en TTBS. 

PBS: NaCl 8 g/L, KCl 0,2 g/L Na2HPO4 1,44 g/L, KH2PO4 0,24 g/L, pH 7,5.  

Solución de stripping: SDS 20 g/L, Tris/HCl pH 6,7 1 M 6,25% (v/v), 

β-mercaptoetanol 0,7%.  

 

8. ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS 

8.1. Actividad glutenásica y actividad gelatinásica 

Para detectar las actividades glutenásica y gelatinásica los microorganismos se 

crecieron en MCG-1 y MCGel respectivamente, en las mismas condiciones en las que 

fueron aislados. La actividad glutenásica se observó directamente mediante la 

formación de un halo de degradación del gluten alrededor de la colonia que lo produce 

en medios de cultivo con gluten. Para revelar la actividad gelatinásica, fue necesario 

añadir a la placa ácido tricloroacético (TCA) 30%. Este ácido tiene la capacidad de 

precipitar las proteínas dando un color blanco al medio con gelatina. La hidrólisis se 

observó por la formación de un halo transparente alrededor de las colonias que poseían 

dicha actividad. 
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8.2. Actividad peptidolítica frente al 33-mer  

La hidrólisis del péptido 33-mer se analizó mediante dos técnicas distintas: 

cromatografía e inmunoensayo. 

 Análisis mediante cromatografía 

El procedimiento empleado fue el siguiente: 

1. Se incubaron 4,7 µL del péptido 33-mer a una concentración final de 60 µM 

con 3,4 µL de las muestras a analizar en PBS pH 7,3. El volumen final de 

reacción fue de 40 µL y la incubación se realizó a 37 °C durante 24 h de forma 

rutinaria.  

2. A su vez, también se incubaron los siguientes controles: 

 Blanco: 60 µL de PBS. 

 Control negativo: 4,7 µL péptido 33-mer (60 µM) + 35,3 µL de PBS. 

3. Una vez llevadas a cabo las incubaciones, se pararon las reacciones 

calentando las mezclas a 100 °C durante 10 min.  

4. Se filtró por amicones con un tamaño de poro de 0,22 µm, centrifugándolos 

durante 2 min a 8000 rpm. Los eluidos se pasaron a viales de HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography) y se mantuvieron a 4 °C. 

5. Las muestras se analizaron en un HPLC Waters Alliance utilizando una 

columna Lichrospher 100 RP18 de 25 cm de longitud y 0,4 cm de diámetro 

(Teknokroma SL). Es una columna de fase reversa con un relleno esférico de 

5 µm de partícula de carácter hidrofóbico (Lichrospher).  

Las fases móviles que se emplearon fueron una fase móvil A con agua milli-Q + 

ácido trifluoroacético al 0,1% y una fase móvil B con acetonitrilo + ácido trifluoroacético 

al 0,1%. 

El volumen de inyección fue 10 µL y la técnica de inyección fue automática. El flujo 

se mantuvo durante todo el programa a 1 mL/min. La temperatura de la columna fue de 

35 °C. El programa empleado se describe en la Tabla 9. 
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Tabla 9. Programa empleado para análisis de las muestras mediante HPLC. 

Tiempo (min) Fase A (%) Fase B (%) 

0 100 0 

2 100 0 

22 0 100 

27 0 100 

32 100 0 

35 100 0 

 

Se utilizó un detector PDA (Photodiode Array) 2998. Se midió la absorbancia a 

una longitud de onda de 215 nm. Para el análisis de los resultados su utilizó el software 

Empower 2 Pro (Waters 2005). 

 

 Análisis mediante inmunoensayo 

Para detectar la actividad peptidolítica del 33-mer mediante inmunoensayo se 

empleó el Kit ELISA GlutenTox. Este kit consiste en un ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) competitivo, que emplea el anticuerpo G12 que reconoce 

específicamente los epítopos tóxicos del 33-mer. El protocolo que se siguió fue el 

siguiente:  

1. Se prepararon diluciones de las muestras a analizar con la solución de dilución 

proporcionada por el kit. 

2. Se preparó el anticuerpo G12-HRP conjugado 50X diluyéndolo en el volumen 

apropiado de solución de dilución del kit para el número de muestras que se 

pretendía analizar.  

3. Se mezclaron 150 µL del anticuerpo G12-HRP con 150 µL de las diluciones 

de las muestras a analizar utilizando viales de ensayo. El mismo proceso se 

llevó a cabo con los distintos puntos de la recta (120; 60; 30; 15; 7,5 ng/mL), 

el control positivo y el negativo proporcionados por el kit. Las mezclas de 

ensayo se incubaron durante 45 min a temperatura ambiente con agitación 

suave. En este punto es cuando el anticuerpo se une a la muestra de una 

manera proporcional a la cantidad de gluten presente en la mezcla. 

4. En la placa de ELISA se colocaron el número necesario de tiras revestidas con 

gliadina y en ellas se añadieron 200 µL de las mezclas de ensayo (muestras 
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diluidas, puntos de la recta y controles). Los pocillos se cubrieron y se 

incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. En esta parte los 

anticuerpos que no se unen a la muestra quedan retenidos en los pocillos 

revestidos con gliadina. 

5. Tras la incubación se eliminó el contenido de los pocillos y se llevaron a cabo 

los lavados. La solución de lavado proporcionada por el kit se diluyó diez veces 

en agua destilada y se añadieron 300 µL en todos los pocillos. Este proceso 

se repitió unas cuatro veces más hasta completar un total de cinco lavados. 

Después del último lavado se invirtió la placa y se golpeó suavemente hasta 

eliminar todo el líquido residual. 

6. Se añadieron 100 µL de la solución de sustrato proporcionada por el kit y se 

incubó a temperatura ambiente durante 15 min protegido de la luz. Esta 

solución contiene el sustrato de la peroxidasa, junto con un cromóforo que se 

va liberando por la acción de la enzima. De modo que a mayor cantidad de 

anticuerpo en el pocillo (menos gluten presente en la muestra) se libera más 

cantidad de cromóforo. 

7. Se añadieron 100 µL de solución de parada en todos los pocillos para parar la 

reacción. 

8. Se leyó la absorbancia en un lector de placas a una densidad óptica de 450 nm 

en el plazo máximo de 1 h. 

9. A partir de los resultados de absorbancia generados se construyó una recta 

patrón polinómica representando el logaritmo de las concentraciones de 

gliadina de cada uno de los patrones del kit (eje Y) frente a las respectivas 

absorbancias obtenidas (eje X). Los resultados se expresaron como partes por 

millón (ppm) de gluten presentes en la muestra.   

 

8.3. Actividad PEP 

Las PEPs son endoproteasas pertenecientes a la familia se las serín proteasas, 

que tienen la capacidad de degradar los enlaces peptídicos en el extremo carboxilo de 

residuos internos de prolina. El ensayo para determinar la actividad PEP de bacterias 

se realizó siguiendo el método fluorimétrico descrito por Goossens et al. (1992) con 

modificaciones: 
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1. Se añadieron 10 µL de la muestra a analizar en 100 µL de buffer fosfato 

100 mM (pH 7,5) con EDTA 1 mM y DTT 1 mM preincubado a 37 °C. Para 

iniciar la reacción se añadieron 5 µL del sustrato fluorogénico 

N-benzoiloxicarbonil- glicil-prolil-7-amino-4-metilcumarina (concentración final 

0,12 mM) (Bachem), disuelto en DMSO. La reacción se llevó a cabo en placas 

de 96 pocillos oscuras con la base transparente.  

2. La placa su incubó durante 120 min a 37 °C totalmente protegida de la luz y 

se paró añadiendo 50 µL de ácido acético 1 M. 

3. Las muestras se analizaron mediante espectrofluorescencia a una longitud de 

onda de excitación de 370 nm y de emisión de 440 nm. El valor real de 

fluorescencia se calculó restando al valor obtenido tras la incubación el de la 

muestra parada a tiempo cero. 

4. Los valores de PEP se expresaron en unidades internacionales/mL de cultivo 

o unidades internacionales/g enzima. La unidad de actividad PEP se definió 

como la cantidad de enzima que cataliza la formación de 1 nmol de 

7-amino-4-metilcumarina por minuto. Para ello se realizó previamente una 

curva estándar. 

 

8.4. Actividad DPPIV 

La DPPIV es una exoproteasa perteneciente a la familia de las serín proteasas 

que tiene la capacidad de degradar péptidos con residuos de prolina. La actividad DPPIV 

se caracteriza por hidrolizar los dos últimos restos aminoacídicos del extremo N-terminal 

cuando aparece un residuo de prolina en la posición dos. El ensayo para determinar la 

actividad DPPIV en heces se realizó utilizando el sustrato colorimétrico 

glicil-prolil-p-nitroanilina tosilada descrito por Nagatsu et al. (1976) y el protocolo descrito 

por Elgün et al., (1999) con modificaciones: 

1. Se añadieron 10 µL de la muestra a analizar en 100 µL de PBS 100 mM 

(pH 7,5)  preincubado a 37 °C. Para iniciar la reacción, se añadieron 5 µL del 

sustrato cromogénico glicil-prolil p-nitroanilina tosilada (concentración final 

3 mM) (Bachem) disuelto en Tritón X-100. La reacción se llevó a cabo en 

placas de 96 pocillos transparentes. 
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2. La placa su incubó durante 30 min a 37 °C y se paró añadiendo 50 µL de ácido 

acético 1 M. 

3. Las muestras se analizaron mediante espectrofotometría a una longitud de 

onda de 385 nm. El valor real de absorbancia se calculó restando al valor 

obtenido tras la incubación el de la muestra parada a tiempo cero. 

4. Los valores de DPPIV se expresaron en unidades internacionales/mL de 

cultivo. La unidad de actividad DPPIV se definió como la cantidad de enzima 

que cataliza la formación de 1 nmol de p-nitroanilina por minuto. Para ello se 

realizó previamente una curva estándar utilizando 4-nitroanilina. 

 

8.5. Actividad caseinolítica 

Esta técnica fue puesta a punto por Salamone y Wodzinski (1997). Se basa en la 

propiedad de las proteínas de absorber a una longitud de onda de 280 nm y en la 

capacidad del TCA para precipitar proteínas, pero no péptidos pequeños o aminoácidos. 

De esta forma, cuando se incuba una enzima con el sustrato (caseína), si la enzima no 

tiene actividad, todo el sustrato estará en forma de caseína, y al añadir TCA precipitará 

por lo que el sobrenadante no dará absorbancia a 280 nm. Por el contrario si la proteína 

tiene actividad, hidrolizará la caseína en péptidos más pequeños que no precipitarán 

con el TCA, dando lugar a una lectura de absorbancia a 280 nm más alta. Los pasos a 

seguir fueron los siguientes: 

1. Se pesaron 10 mg de serrapeptasa y se disolvieron en 1 mL de Tris/HCl pH 8 

0,1 M. En función de la característica a estudiar se siguió uno de los pasos 

siguientes: a) para ensayar la estabilidad a distintas temperaturas, se 

añadieron 4,25 µL de la solución de enzima a 95,75 µL de Tris/HCl pH 8 0,1 M, 

y cada muestra se incubó durante 60 min a 10, 20, 30, 37, 40, 50 y 60 °C; b) 

para ensayar la estabilidad a distintos pH, se añadieron 4,25 µL de la solución 

de enzima a 96,75 µL del buffer correspondiente (ácido cítrico para pH 2-5, 

Tris/HCl para pH 6-7, Glicina/NaOH pH 8-12) y cada muestra se incubó 

durante 60 min a 37 °C. 

2. A cada tiempo, se sacaron las muestras y se añadieron 10 µL de cada una en 

un tubo eppendorf que contenía 750 µL buffer Tris/HCl pH 8 0,1 M, 1% 

caseína, 20 mg/mL MgCl2 y 90 µL agua milli-Q. 
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3. Se incubó en un baño a 30 °C durante 30 min. 

4. Se paró la reacción añadiendo 500 µL TCA 10%. 

5. Se incubó en un baño a 30 °C durante 15 min. 

6. Para eliminar la proteína que no había sido hidrolizada y que por lo tanto había 

precipitado con el TCA, se centrifugó a 10000 xg durante 10 min. El 

sobrenadante se pasó a un tubo limpio. 

7. La A280 se midió usando para ello el espectrofotómetro NanoDrop ND-1000, 

Biocompare. 

 

8.6. Actividades elastásica y mucilaginásica 

Para analizar las actividades elastásica y mucilaginásica los microorganismos se 

crecieron en placas de MRS que contenían 0,1% de elastina-congo rojo o 0,5% de 

mucina gástrica porcina respectivamente. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h 

empleando para cada microorganismo las mismas condiciones de oxígeno en las que 

se aisló. Las placas se procesaron según lo descrito por Pruteanu et al. (2011): 

1. Para detectar la actividad elastásica, las placas se almacenaron a 4 °C durante 

3 días. La actividad elastásica se detectó por la formación de un halo alrededor 

de las colonias que la producen.  

2. Para detectar la actividad mucilaginásica las placas se tiñeron con una 

solución 0,1% de negro de amida durante 30 min y posteriormente se 

destiñeron con una solución de 25% isopropanol y 10% ácido acético. Las 

zonas donde la mucina ha sido degradada aparecen como zonas descoloridas 

alrededor de las colonias.  

 

8.7. Actividad peptidoglicano hidrolásica 

La presencia de la actividad lítica se determinó basándose en el método descrito 

por Østile et al. (1995) bien haciendo réplicas de los microorganismos en placas de MRS 

que contenían células autoclavadas de lactobacilos o bien añadiendo el sobrenadante 

de los microorganismos a ensayar en pocillos de placas de bioensayo con el mismo 

medio. La presencia de enzimas líticas se observa mediante la formación de un halo de 
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degradación del peptidoglicano (contenido en la pared celular de las bacterias 

autoclavadas que forman el medio) alrededor de la colonia o del pocillo analizado. El 

medio de cultivo con células autoclavadas se realizó de la siguiente manera:  

1. Se inoculó una colonia aislada en 50 mL de MRS líquido y se incubó a 100 rpm 

y 37 °C. 

2. Cuando los cultivos alcanzaron DO600 1,2 se centrifugaron a 4000 xg durante 

10 min a 4 °C y se lavaron con agua destilada tras lo cual se volvieron a 

centrifugar. 

3. El pellet se resuspendió en 15 mL de agua destilada y se autoclavó durante 

1 h.  

4. El cultivo autoclavado se centrifugó a 4000 xg durante 10 min a 4 °C y el pellet 

se resuspendió en 250 µL de agua destilada y se añadió a 50 mL de MRS 

fundido. 

5. Se repartió el medio en placas de Petri y se dejó solidificar. Para hacer 

bioensayo de autolisis, en cada placa de Petri de diámetro 5,5 cm se añadieron 

12,5 mL del medio y una vez solidificado se hizo un pocillo en cada placa.
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1. IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN PRELIMINAR DE 

MICROORGANISMOS DUODENALES 

El gluten es el factor ambiental responsable de la activación de la EC. Aunque se 

postula que los microorganismos pueden ser importantes para el desarrollo de esta 

enfermedad, se desconoce el papel que pueden jugar los microorganismos duodenales 

en el metabolismo del gluten. 

Por este motivo, nos planteamos la caracterización de la microbiota duodenal 

capaz de crecer en un medio con gluten (MCG-3), en individuos adultos sanos, enfermos 

celiacos activos, enfermos celiacos tratados y familiares de celiacos con susceptibilidad 

genética. Para ello se llevó a cabo de forma paralela un estudio molecular mediante 

PCR-DGGE, y un cultivo de la microbiota presente en biopsias duodenales. 

 

1.1. Análisis molecular mediante PCR-DGGE de la microbiota duodenal 

La microbiota del tracto GI cumple varias funciones importantes para el 

hospedador, como son la producción de vitaminas, la protección frente a 

microorganismos patógenos o la ayuda en la digestión de alimentos (Patrick 2009). Se 

sabe que un balance en la composición de las comunidades microbianas del tracto 

gastrointestinal es esencial para el mantenimiento de la salud. Son muchas las 

enfermedades descritas hasta el momento en las que se ha observado una disbiosis 

intestinal que podría jugar un papel importante en su desarrollo, entre ellas la EC. 

La finalidad de este estudio fue determinar qué microorganismos son capaces de 

crecer en un medio con gluten y comparar esta microbiota entre los distintos grupos de 

individuos en función del diagnóstico. 

Para hacer este análisis se realizaron cultivos en MCG-3 a partir de 52 biopsias 

duodenales de individuos adultos, distribuidas en función del diagnóstico de la siguiente 

manera: pacientes con enfermedad celiaca activa (CA) (N=5), pacientes celiacos 

tratados (CT) (N=14), familiares con HLA-DQ susceptible a la EC (F) (N=26) y familiares 

de celiacos sin susceptibilidad genética, que fueron considerados como sanos (S) (N=7). 

Las biopsias fueron inoculadas en medio MCG-3 e incubadas durante 48 h a 37 °C. Tras 

la incubación se extrajo el ADN a partir del pellet obtenido tras centrifugar 500 µL del 

cultivo durante 15 min a 10000 rpm y mediante PCR se amplificó la región V3 del ADNr 

16S (Anexo II) de aproximadamente 200 pb empleando los cebadores universales 

HDA1GC/HDA2. Los productos de PCR fueron separados mediante DGGE en geles del 



Resultados y Discusión 

86 
 

10% de acrilamida/bisacrilamida en un gradiente desnaturalizante de urea y formamida 

(35-55%). La electroforesis se llevó a cabo a 70 V y a 60 °C durante 15 h. 

En la Figura 10 se observan los perfiles de DGGE obtenidos a partir de los cultivos 

de biopsias duodenales. Los distintos perfiles mostraron entre 1 y 13 bandas intensas y 

bien resueltas. No existe una diferencia respecto al número de bandas en función del 

diagnóstico, sino que el número de bandas parece ser dependiente de cada individuo. 

Aunque uno de los objetivos que se pretendía era observar si se producía un 

agrupamiento en función del diagnóstico mediante el método UPGMA basado en el 

coeficiente de Dice, debido a la simplicidad de los perfiles electroforéticos no se pudo 

realizar este estudio. 

A partir del DGGE se seleccionaron varias bandas para llevar a cabo su 

identificación molecular (Figura 10). Para identificar estas bandas se secuenció el ADN, 

y el estudio se completó mediante un análisis filogenético cuyo resultado se muestra en 

la Tabla 10. El árbol filogenético empleado para el análisis se muestra en el Anexo III. 

La frecuencia de las diferentes especies detectadas mediante PCR-DGGE se muestra 

en la Tabla 11. 

Tabla 10. Identificación de las distintas bandas extraídas y secuenciadas del DGGE. 

Bandas identificadas Especie identificada Identidad (%)

B11, B16, B28, B59, B66, B67, B68, B70 Lactobacillus gasseri 100 

B35, B36, B50 Lactobacillus fermentum 100 

B72, B26, B32 Staphylococcus epidermidis  100 

B25, B21, B41, B46, B48, B52, B53, B54, 
B74, B75, B78, B86, B87 

Streptococcus sp. 100 

B43 Lactobacillus brevis 100 

B69 Lactobacillus helveticus 100 

B45, B55 Haemophilus parainfluenzae 99 

B12 Shigella sp. 100 

B38 Pseudomonas aeruginosa 98 

B76 Staphylococcus warneri/pasteuri 100 

B39, B40 Enterococcus faecalis 100 

B47 Streptococcus oligofermentas/parasanguinis 99 

B61 Neisseria flavescens 100 

B22, B31, B37, B42, B49, B65, B79 Streptococcus salivarius/thermophilus 100 

B20 Lactobacillus oris 100 

B57 Bacillus anthracis/cereus/thuringiensis 100 

B14, B62 Escherichia coli/fergusonii 100 

B33, B63, B64, B58 Veillonella atypica/sp. 100 

B77 Stenotrophomonas maltophilia 100 

B7, B34, B71, B15 Lactobacillus reuteri/vaginalis 100 
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Los microorganismos dominantes en el cultivo en MCG-3 fueron las bacterias 

lácticas, principalmente los estreptococos seguidos por los lactobacilos. A pesar de que 

de nuevo, debido a la simplicidad de los perfiles electroforéticos y al pequeño tamaño 

muestral de alguno de los grupos no es correcto llevar a cabo un análisis estadístico, se 

pueden apreciar algunas diferencias llamativas. Si nos fijamos a nivel de especie 

(Tabla 11), podemos observar que Streptococcus salivarius/thermophilus aparece en el 

100% de los voluntarios sanos y solo en un 20% de los celiacos activos. También es 

notable la ausencia de Veillonella atypica/sp. en sanos, mientras que aparece 

aproximadamente en el 40% de celiacos activos. En cambio, si nos fijamos a nivel de 

género (Figura 11) no hay una diferencia tan grande en cuanto a Streptococcus, y lo 

más llamativo sigue siendo la ausencia de Veillonella así como de Staphylococcus en 

sanos. 

 

 

 

Figura 10. Perfiles de DGGE de las comunidades de bacterias obtenidas a partir del cultivo en MCG-3 de biopsias 
duodenales de adultos. Los números en la parte superior de cada carril indican el paciente. Los números incluidos 
en el gel y precedidos por la letra B indican las bandas secuenciadas cuya identificación se muestra en la Tabla 10.
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Tabla 11. Frecuencias de las diferentes especies detectadas mediante DGGE en función del diagnóstico. 

Microorganismo F % (N=26) S % (N=7) CT % (N=14)
CA % 
(N=5) 

Total no EC 
(N=33) 

Total EC 
(N=19) 

Bacillus anthracis/cereus 
/thuringiensis 

0,0 (0/26) 0,0 (0/7) 7,1 (1/14) 0,0 (0/5) 0,0 (0/33) 5,3 (1/19) 

Enterococcus faecalis 15,4 (4/26) 14,3 (1/7) 7,1 (1/14) 20,0 (1/5) 15,2 (5/33) 10,5 (2/19) 

Escherichia coli/fergusonii 3,9 (1/26) 0,0 (0/7) 14,3 (2/14) 0,0 (0/5) 3,0 (1/33) 10,5 (2/19) 

Shigella sp. 7,7 (2/26) 14,3 (1/7) 0,0 (0/14) 0,0 (0/5) 9,1 (3/33) 0,0 (0/19) 

Haemophilus parainfluenzae 3,9 (1/26) 14,3 (1/7) 7,1 (1/14) 0,0 (0/5) 6,1 (2/33) 5,3 (1/19) 

Lactobacillus brevis 7,7 (2/26) 0,0 (0/7) 0,0 (0/14) 0,0 (0/5) 6,1 (2/33) 0,0 (0/19) 

Lactobacillus fermentum 23,1 (6/26) 14,3 (1/7) 14,3 (2/14) 0,0 (0/5) 21,2 (7/33) 10,5 (2/19) 

Lactobacillus gasseri 30,8 (8/26) 14,3 (1/7) 21,4 (3/14) 40,0 (2/5) 27,3 (9/33) 26,3 (5/19) 

Lactobacillus helveticus 3,9 (1/26) 0,0 (0/7) 0,0 (0/14) 0,0 (0/5) 3,0 (1/33) 0,0 (0/19) 

Lactobacillus oris 11,5 (3/26) 0,0 (0/7) 7,1 (1/14) 0,0 (0/5) 9,1 (3/33) 5,3 (1/19) 

Lactobacillus reuteri/vaginalis 26,9 (7/26) 14,3 (1/7) 7,1 (1/14) 20,0 (1/5) 24,2 (8/33) 10,5 (2/19) 

Neisseria flavescens 0,0 (0/26) 0,0 (0/7) 7,1 (1/14) 0,0 (0/5) 0,0 (0/33) 5,3 (1/19) 

Pseudomonas aeruginosa 0,0 (0/26) 0,0 (0/7) 7,1 (1/14) 0,0 (0/5) 0,0 (0/33) 5,3 (1/19) 

Staphylococcus epidermidis 23,1 (6/26) 0,0 (0/7) 7,1 (1/14) 20,0 (1/5) 18,2 (6/33) 15,8 (3/19) 
Staphylococcus 
warneri/pasteuri 

3,9 (1/26) 0,0 (0/7) 7,1 (1/14) 20,0 (1/5) 3,0 (1/33) 10,5 (2/19) 

Stenotrophomonas maltophilia 0,0 (0/26) 0,0 (0/7) 0,0 (0/14) 20,0 (1/5) 0,0 (0/33) 5,3 (1/19) 
Streptococcus 

oligofermentans/parasanguinis 
3,9 (1/26) 14,3 (1/7) 0,0 (0/14) 20,0 (1/5) 6,1 (2/33) 5,3 (1/19) 

Streptococcus 
salivarius/thermophilus 

69,2 (18/26) 100,0 (7/7) 71,4 (10/14) 20,0 (1/5) 75,8 (25/33) 57,9 (11/19)

Streptococcus sp. 57,7 (15/26) 57,1 (4/7) 71,4 (10/14) 80,0 (4/5) 57,6 (19/33) 73,7 (14/19)

Veillonella atypica/sp. 15,4 (4/26) 0,0 (0/7) 14,3 (2/14) 40,0 (2/5) 12,1 (4/33) 21,1 (4/19) 

 

 

Figura 11. Representación del porcentaje de individuos que presenta un determinado género bacteriano, 
en función del diagnóstico. 
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Analizando la Figura 12 en la que se muestra la distribución de los 

microorganismos a nivel de género según el diagnóstico, se pueden apreciar los mismos 

resultados que los obtenidos al representar el porcentaje de individuos que presentan 

un determinado género. Los individuos sanos son los que presentan una frecuencia 

mayor de Streptococcus. Además en los sanos, los géneros Veillonella y 

Staphylococcus, que representan entre un 5-10% de los microorganismos totales en los 

otros grupos, están ausentes. 

 

Figura 12. Porcentaje que representa cada género bacteriano respecto al 100% de microorganismos 
presentes para cada grupo en función del diagnóstico.  

 

1.2. Aislamiento e identificación de la microbiota duodenal implicada en el 

metabolismo del gluten 

Se sabe que la técnica PCR-DGGE (Cocolin et al., 2001; van Beek y Priest, 2002) 

es capaz de detectar las especies más abundantes de una comunidad. Sin embargo, se 

obvian aquellas que están menos representadas. Aunque esta técnica nos proporciona 

una visión general de la microbiota duodenal que crece en un medio con gluten, no nos 

permite estudiar en detalle aquellos aspectos funcionales de las bacterias que nos 

interesan. Por esta razón se decidió de forma paralela al DGGE, aislar los 

microorganismos duodenales implicados en el metabolismo de gluten y caracterizarlos. 

Para ello se llevaron a cabo cultivos en MCG-3 a partir de 42 biopsias duodenales 

de individuos adultos distribuidas en función del diagnóstico de la siguiente manera: 

pacientes con enfermedad celiaca activa (CA) (N=5), pacientes celiacos tratados (CT) 
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(N=14), familiares con un HLA-DQ susceptible a la EC (F) (N=16) y familiares de celiacos 

sin susceptibilidad genética, que fueron considerados como sanos (S) (N=7).  

Las biopsias fueron inoculadas en medio MCG-3 e incubadas durante 48 h para 

enriquecer el cultivo en microorganismos  capaces de crecer en un medio con gluten 

como fuente principal de nitrógeno. Posteriormente se plaquearon diluciones seriadas 

en MCG-3 sólido y se incubaron a 37 °C por duplicado; una réplica se incubó en 

condiciones anóxicas y la otra en condiciones microóxicas. Después de la incubación 

se llevó a cabo un análisis de visu de las distintas morfologías y se obtuvo un cultivo 

puro de cada una de ellas.  

Para la identificación, con cada una de las bacterias seleccionadas se hizo un 

cultivo puro en medio líquido con el objetivo de amplificar el número de células y extraer 

el ADN. Tras la extracción, se cuantificó el ADN y se amplificó un fragmento codificante 

para el ARNr 16S mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) empleando los 

cebadores 27F y E939R. Este fragmento se clonó en el vector StrataClone amp/kam y 

se transformó en E. coli con el kit comercial StrataClone Cloning (Stratagene). 

Posteriormente se comprobó que las bacterias transformadas poseían el fragmento a 

secuenciar. El ADN plasmídico de aquellas bacterias que tenían el fragmento clonado 

se purificó y se envió al Servicio de Secuenciación de Ácidos Nucleicos del Laboratorio 

de Técnicas Instrumentales de la Universidad de León. La identificación molecular de 

las cepas se llevó a cabo mediante diversos programas bioinformáticos; para después 

ser comparados en la base de datos GenBank del NCBI. La identificación se completó 

mediante un estudio filogenético (Anexo IV). 

El criterio seguido para la selección de los microorganismos de interés fue llevar 

a cabo la  identificación solo de aquellas colonias que cumplieron al menos uno de los 

siguientes requisitos: i) formaban un halo de degradación de gluten alrededor de la 

colonia; ii) eran incapaces de crecer en MSG-3 y por lo tanto eran capaces de 

metabolizar el gluten.  

Siguiendo estos criterios se aislaron e identificaron 114 microorganismos 

pertenecientes a 13 géneros y 32 especies bacterianas distintas (Tabla 12), lo que 

corrobora que el medio MCG-3 es un medio apropiado para crecer una gran diversidad 

de microorganismos implicados en el metabolismo del gluten.  

En función de las condiciones de oxígeno: se aislaron 60 cepas en condiciones 

microóxicas englobadas en 9 géneros y 24 especies distintas, y 54 cepas en condiciones 

anóxicas que forman parte de 9 géneros y 20 especies distintas (Figura 13). En cualquier 
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caso, hay que tener en cuenta que algunas de estas especies se aislaron en presencia 

y ausencia de oxígeno. Estas especies fueron: Actinomyces sp., A. naeslundii, Bacillus 

subtilis/amyloliquefaciens, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, 

Lactobacillus vaginalis, L. reuteri, L. casei/paracasei, L. oris, L. gasseri, L. crispatus y 

L. brevis. 

Todas las bacterias se clasificaron dentro de los 4 filos principales que se han 

descrito que habitan el tracto gastrointestinal humano (Tabla 13). La mayor parte de las 

cepas pertenecían al filo Firmicutes (88%), y un alto porcentaje de estos al género 

Lactobacillus. El 8% de las cepas se clasificaron dentro del filo Actinobacteria y en 

menor proporción dentro de los filos Proteobacteria (3%) y Bacteroidetes (1%) 

(Figura 13).  

 

Figura 13. Distribución de los microorganismos aislados de las biopsias duodenales en función del filo (A) 
y del género (B). 



 

 
 

Tabla 12. Microorganismos aislados a partir del cultivo de biopsias duodenales de individuos sanos (S), celiacos tratados (CT), celiacos activos (CA) y familiares de celiacos con 
susceptibilidad genética (F). En la tabla se muestra la presencia o ausencia de crecimiento del microorganismo cuando se retira el gluten del medio, la actividad glutenásica, la 
actividad gelatinásica, el crecimiento en medio MCG-1 y la degradación del péptido 33-mer. 

 

Microorganismo 
S (N=7) CT (N=15) CA (N=5)  

F (N=27) 
Crecimiento 
MCG-3/MSG

Actividad 
glutenásica

Crecimiento 
MCG-1 

Actividad 
gelatinásica

Degradación  
33-mer 

Actinomyces sp. CT64.5  F42.11  F42.5 +/- - - -  CT64.5 

Actinomyces naeslundii F43.3  F43.4 +/- - + - F43.3  F43.4 

Atopobium parvulum F42.12 +/- - - -   

Bacillus licheniformis 
S52.1  F42.6  F42.7  F8.2 +/+ + + + S52.1  F8.2 

CT45.1 +/- - + + CT45.1 

Bacillus subtilis S52.2  CA48.2  CA48.4  CA48.5 +/+ + + + 
S52.2  CA48.2  

CA48.4  CA48.5 

Bacillus 
subtilis/amyloliquefaciens 

F8.3  F51.1 +/+ + + + F8.3  F51.1 

F51.10 +/- - + + F51.10 

Bacillus pumilus CT56.5 +/+ + + + CT56.5 

Bifidobacterium longum CT49.2  S52.5 +/- - + -  

Bifidobacterium dentium F50.1 +/- - - -   

Lactobacillus brevis F51.4  F51.5  F51.6  F51.8 +/- - + -  

Lactobacillus crispatus CT56.4  CT56.8 +/- - + -   

Lactobacillus fermentum CT45.2  F39.3 +/- - + - F39.3 

Lactobacillus frumenti F54.3 +/- - - -   

Lactobacillus gasseri 

S32.3  S32.5  S32.6  S59.1  
S59.2  S59.3  CT61.2  CT61.4  
CA37.1  CA37.4  F8.7  F8.12  

F12.4  F12.11  F12.12  F12.17  
F12.18  F12.25  F12.26  F12.28  

F38.1  F38.4  F39.4  F39.9 

+/- - + - F39.4 

Lactobacillus oris F12.19  F12.21 +/- - + -  F12.19 



 

 
 

Lactobacillus casei/paracasei 
F51.3  F51.7 +/- - + -  

S19.9  S19.11  CT25.1  CT25.3 +/+ + + -  

Lactobacillus reuteri 
CT46.4  F12.8  F12.22 +/- - + -   

F8.5  F8.11  F12.7 +/- - - -   

Lactobacillus rhamnosus S32.2 +/- - + - S32.2 

Lactobacillus salivarius S32.1  F38.2 +/- - + - F38.2  S32.1 

Lactobacillus vaginalis 

CT56.2  CT56.3  CT56.6  
CT61.1  CT61.3  CA37.2  

CA37.3  F12.9  F12.10  F12.24  
F36.1  F36.2  F36.4  F36.5  
F38.3  F44.1  F44.2  F44.3 

+/- - - - 
F36.2  F44.1  

F44.2 

Neisseria flavescens/perflava CT64.2 +/- - + -   

Prevotella histicola F42.10 +/- - - + F42.10 

Pseudomonas aeruginosa CT46.1 +/+ + + + CT46.1 

Staphylococcus aureus F39.1  F39.5 +/+ + + +  

Staphylococcus epidermidis 

F12.27 +/- - + -   
F35.1  F35.3  F39.2  F55.4 
CT40.1  CT40.2  CT64.1  

CT64.4 
+/+ + + +   

Staphylococcus 
warneri/pasteuri 

CA18.6 +/- - + -  

Stenotrophomonas 
maltophilia 

CA18.4  CA18.5 +/+ + + + CA18.4  CA18.5 

Streptococcus parasanguinis F55.2 +/- - + -  
Streptococcus 

salivarius/thermophilus 
F55.3 +/+ + + -   

Streptococcus anginosus CT46.3 +/- - + -  

Veillonella atypica/sp. CT56.9  CT60.3  F39.8 +/- - + -   

Virgibacillus pantothenticus S52.4 +/+ + - +   
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Tabla 13. Clasificación taxonómica de los microorganismos aislados de los cultivos de biopsias duodenales. 

Filo Clase  Orden Familia Género Especie 

Actinobacteria Actinobacteria 

Actinomycetales Actinomycetaceae Actinomyces Actinomyces sp. 

      A. naeslundii 

Coriobacteriales Coriobacteriaceae Atopobium A. parvulum 

Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium 
B. longum 

B. dentium 

Firmicutes 
Bacilli 

Bacillales 

Bacillaceae 
Bacillus 

B. licheniformis 

B. pumilus 

B. subtilis 

B. 
subtilis/amyloliquefaciens

Virgibacillus V. pantothenticus 

Staphylococcaceae Staphylococcus 

S. aureus 

S. epidermidis 

S. warneri/pasteuri 

Lactobacillales 

Lactobacillaceae Lactobacillus 

L. brevis 

L. casei/paracasei 

L. crispatus 

L. fermentum 

L. frumenti 

L. gasseri 

L. oris 

L. reuteri 

L. rhamnosus 

L. salivarius 

L. vaginalis 

Streptococcaceae Streptococcus 

S. anginosus 

S. parasanguinis 

S. 
salivarius/thermophilus 

Negativicutes Selenomonadales Veillonellaceae Veillonella V. atypica/sp. 

Proteobacteria 

Betaproteobacteria Neisseriales Neiseriaceae Neisseria N. flavescens/perflava 

Gammaproteobacteria 
Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas P. aeruginosa 

Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas S. maltophilia 

Bacteroidetes Bacteroidetes Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella P. histicola 

 

 

Las bacterias que participan en el metabolismo del gluten fueron aisladas a partir 

de los 4 grupos de individuos incluidos en este estudio. Empleando MCG-3 para su 

crecimiento, no se observa una microbiota duodenal estable entre los distintos 

individuos, sino que las especies aisladas parecen ser dependientes de cada persona. 

Para analizar si existen especies compartidas o no por los distintos grupos, se 

representaron las especies aisladas en función del diagnóstico mediante un diagrama 

de Venn (Figura 14). Esta representación se hizo teniendo en cuenta los tres grupos 

considerados más relevantes: sanos (N=7), celiacos activos (N=5) y celiacos tratados 

(N=14). Al analizar los resultados no se observó una distribución clara de ningún grupo 

bacteriano para alguno de los conjuntos de individuos incluidos en el estudio. Esta 
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representación permite apreciar que a mayor número de individuos que forman un 

grupo, mayor es la diversidad bacteriana que aparece en él. Si comparamos esto último 

con la Tabla 12, los datos sugieren que las especies aisladas son características del 

individuo y no del diagnóstico. Lo que si se observa en todos los casos, es que 

Lactobacillus es el grupo bacteriano principal, siendo la especie más frecuente 

L. gasseri. Precisamente es L. gasseri el único microorganismo que aparece 

representado en S, CA y CT.  

A pesar de no observarse diferencias en función del diagnóstico de los sujetos de 

estudio, algunos grupos bacterianos sólo se aislaron en grupos específicos. 

Curiosamente, algunos patógenos oportunistas como Pseudomonas aeruginosa, 

Stenotrophomonas maltophilia o Streptococcus anginosus solo fueron aislados de 

enfermos celiacos. 

 

Figura 14. Diagrama de Venn que muestra el número de especies compartidas por los distintos grupos en 
función del diagnóstico. 
 

De los 114 microorganismos, 84 se seleccionaron por no ser capaces de crecer 

cuando se retiraba el gluten del medio de cultivo, y 30 por presentar actividad 

glutenásica. No hubo ningún microorganismo que cumpliese ambos criterios, aunque si 

encontramos ciertas especies  como son B. licheniformis, B. subtilis/amyloliquefaciens, 

L. casei/paracasei y Staphylococcus epidermidis, en las cuales las distintas cepas 

fueron seleccionadas unas por degradar gluten, y otras por no crecer cuando este se 

eliminaba del medio (Tabla 12).  

Entre los microorganismos capaces de hidrolizar el gluten encontramos 

principalmente especies de los géneros Bacillus, aunque también se observa esta 

actividad en L. casei/paracasei, Virgibacillus pantothenticus, Stenotrophomonas 

maltophilia, P. aeruginosa, Streptococcus salivarius/thermophilus, Staphylococcus 
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epidermidis y Staphylococcus aureus (Tabla 12). Estos microorganismos se encontraron 

en todos los grupos de individuos, por lo que no parece estar relacionado con el 

diagnóstico. La misma conclusión se obtiene cuando analizamos los microorganismos 

seleccionados por su capacidad para metabolizar el gluten. 

 

1.3. Estudio de las actividades glutenásica y gelatinásica 

El medio que se ha empleado para el aislamiento de microorganismos contiene 

gluten digerido y sin digerir como fuente principal pero no exclusiva de nitrógeno. Hemos 

visto que algunos microorganismos aislados degradan el gluten extracelularmente, y en 

otros casos sabemos que utilizan el gluten para crecer. Sin embargo, no sabemos si 

todos estos microorganismos serían capaces de crecer empleando el gluten sin digerir 

como única fuente de nitrógeno o si por el contrario necesitan otras fuentes de nitrógeno 

o gluten digerido. Para comprobarlo, cada una de las bacterias fue replicada en MCG-1, 

un medio diseñado en nuestro laboratorio cuya única fuente de nitrógeno es gluten sin 

digerir. Además para caracterizar si presentaban actividad gelatinásica, se hicieron 

réplicas en placas de MCGel; el mismo medio que el empleado para el aislamiento pero 

que contiene gelatina en lugar de gluten. Cada microorganismo fue incubado durante 

48 h a 37 °C en las mismas condiciones de oxígeno en las que se aisló. La actividad 

gelatinásica se reveló añadiendo TCA 30% a las placas. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Tabla 12. 

La mayoría de los microorganismos testados crecieron en MCG-1, lo cual confirma 

su implicación en el metabolismo del gluten. Las excepciones fueron principalmente 

microorganismos con requerimientos de crecimiento muy estrictos como son 

Actinomyces, Atopobium o Bifidobacterium. Salvo V. pantothenticus, el resto de 

microorganismos que no crecieron en MCG-1 habían sido seleccionados previamente 

por emplear el gluten para crecer. Estos resultados sugieren que este grupo de 

microorganismos en lugar del gluten como tal, lo que podría estar empleando para el 

crecimiento son los péptidos generados por la digestión del gluten con pepsina. 

El crecimiento en placas con gelatina reveló que todas las especies de Bacillus, 

independientemente de su actividad glutenásica, tienen actividad gelatinásica. Esta 

actividad también la presentaron otros microorganismos degradadores de gluten como 

son P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Stenotrophomonas maltophilia y V. pantothenticus y un microorganismo que no 

degradaba gluten extracelularmente, Prevotella histicola. Es común que las proteasas 
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tengan actividad sobre diferentes sustratos, por lo que inicialmente se pensó en la 

posibilidad de que la enzima con actividad gelatinásica y glutenásica fuesen en realidad 

la misma. Sin embargo, hay determinadas especies que muestran solo actividad 

glutenásica, o solo actividad gelatinásica bajo las mismas condiciones de cultivo, lo que 

sugiere que estos microorganismos poseen enzimas específicas para cada uno de los 

sustratos.  

 

1.4. Estudio de la digesión del 33-mer 

El péptido 33-mer de la α-gliadina es uno de los péptidos inmunotóxicos más 

estudiados en el campo de la celiaquía. El objetivo de este apartado fue comprobar si 

las distintas cepas aisladas a partir de cultivo de biopsias duodenales presentaban 

actividad peptidolítica sobre el 33-mer. A partir de cada cultivo puro se inoculó una 

colonia aislada en 10 mL de MCG-3 líquido y se incubó durante 24 h a 37 °C y 100 rpm. 

Posteriormente 50 µL de estos cultivos se usaron para inocular 10 mL de MCG-3 que 

se incubaron en las mismas condiciones durante 24 h. 

Cada uno de los cultivos bacterianos se incubó con el 33-mer durante 24 h a 37 °C. 

Posteriormente se analizó la estabilidad del péptido 33-mer mediante HPLC. En la 

Figura 15 están representados mediante cromatogramas los perfiles de degradación del 

33-mer. En la Figura 15 A aparece representado el 33-mer intacto. El perfil producido 

por Actinomyces sp. CT64.5 y A. naeslundii F43.3 y F43.4 (Figura 15 B) es similar al 

que genera L. salivarius S32.1 (Figura 15 C), con una pequeña diferencia en el tamaño 

de los picos correspondientes al 33-mer, y al producto de degradación que aparece en 

el minuto 18. Lo mismo ocurre con B. subtilis CA48.2, CA48.4 y CA48.5 (Figura 15 D) y 

B. licheniformis S52.1, F8.2 y CT45.1 (Figura 15 E) solo que en este caso el producto 

de degradación aparece un poco más tarde del minuto 18. Además se puede observar 

que el pico correspondiente al producto de degradación es el mismo que el generado 

por B. subtilis S52.2 (Figura 15 F) el cual hidroliza completamente el 33-mer. Es posible 

que la diferencia entre las Figuras 15 B y 15 C y entre las Figuras 15 D, 15 E y 15 F se 

deba a que al añadirse el cultivo en crudo, no se ajustó la cantidad de enzima. En el 

caso de L. oris F12.19 (Figura 15 G), se observa una disminución del 33-mer pero no 

se ven productos de degradación, lo que podría indicar que es hidrolizado a productos 

tan pequeños que no son detectados en el HPLC. Si la concentración de enzima añadida 

o el tiempo de incubación se incrementase, probablemente en todos los casos el pico 

del 33-mer acabaría desapareciendo por completo. Tanto el ya mencionado 
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B. subtilis S52.2 como B. subtilis/amyloliquefaciens F8.3, F51.1 y F51.10 hidrolizan por 

completo el 33-mer, aunque por la posición en la que aparece el péptido resultante, se 

puede suponer que solo se están eliminando algunos aminoácidos y se está generando 

un péptido de 31-32 residuos (Figura 15 F). P. aeruginosa CT46.1 hidroliza por completo 

el 33-mer y genera varios subproductos de degradación que se muestran como picos 

entre los minutos 13,5 y 17 (Figura 15 H) mientras que en el caso de Prevotella histicola 

F42.10 (Figura 15 I), B. pumilus CT56.5 (Figura 15 J) y Stenotrophomonas maltophilia 

CA18.4 y CA18.5 (Figura 15 K) también lo hidrolizan del todo pero solo se observan 

como productos de la degradación pequeños picos residuales. En los cromatogramas 

de L. fermentum F39.3, L. gasseri F39.4, L. rhamnosus S32.2, L. salivarius F38.2 y 

L. vaginalis F36.2, F44.1 y F44.2 la hidrólisis es completa; solo se observa la línea base 

(Figura 15 L), por lo que parece que estos lactobacilos hidrolizan el 33-mer a péptidos 

muy pequeños, o incluso a aminoácidos.  

Todos los microorganismos representados en la Figura 15 han hidrolizado en 

mayor o menor medida el 33-mer generándose distintos patrones de degradación. En 

algunos casos como B. subtilis o L. salivarius, las distintas cepas muestran distintos 

niveles de degradación del péptido. Aunque aparentemente algunos microorganismos 

o cepas no sean capaces de hidrolizar el 33-mer por completo, esto puede deberse a 

que no se ajustó la cantidad de enzima inicial que se añadió. Si el 33-mer se hubiese 

incubado con mayor cantidad de enzima, durante más tiempo o se hubiese ajustado el 

pH, las sales, etc. es posible que en todos los casos se hubiese observado la 

desaparición por completo del pico correspondiente al 33-mer. 
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Figura 15. Perfiles de degradación obtenidos como resultado de incubar el 33-mer durante 24 h con cultivos 
de: Actinomyces sp. CT64.5 y A. naeslundii  F43.3 y F43.4 (B); L. salivarius F32.1 (C); B. subtilis CA42.2, 
CA48.4 y CA48.5 (D); B. licheniformis S52.1, F8.2 y CT45.1 (E); B. subtilis S52.2, 
B. subtilis/amyloliquefaciens F8.3, F51.1 y F51.10 (F); L. oris F12.19 (G); P. aeruginosa CT46.1 (H); 
P. histicola F42.10 (I); B. pumilus CT56.5 (J); Stenotrophomonas maltophilia CA18.4 y CA18.5 (K); L. gasseri 
F39.4, L. rhamnosus S32.2, L. fermentum F39.3, L. vaginalis F36.2, F44.1 y F44.2 y  L. salivarius F38.2 (L). 
El pico correspondiente al 33-mer intacto se muestra en el primer cromatograma (A). 
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2. CARACTERIZACIÓN DE LOS LACTOBACILOS AISLADOS DE BIOPSIAS 
DUODENALES 

Los lactobacilos son un grupo de microorganismos muy interesantes, debido al 

gran potencial que presentan para su empleo como probióticos. No solo son resistentes 

al pH ácido, y son QPS (Qualified Presumption of Safety), sino que además en algunos 

casos se ha comprobado que son capaces de modular la respuesta inmune.  

Durante el estudio de degradación del 33-mer llevado a cabo con estos 

microorganismos, se observó que aquellos lactobacilos que lo digerían, solo lo hacían 

en algunas ocasiones. Esto nos llevó a plantearnos qué podía estar ocurriendo en estos 

microorganismos para que no siempre hidrolizasen el 33-mer. 

Los lactobacilos utilizan los aminoácidos tanto como fuente de nitrógeno como 

para su metabolismo energético y por ello han desarrollado un sistema proteolítico y 

peptidolítico muy complejo. Presentan proteasas asociadas a la membrana así como 

varios sistemas de transporte que les permite tomar los péptidos del medio de cultivo y 

transportarlos al interior celular. Una vez allí, las enzimas proteolíticas intracelulares son 

capaces de hidrolizar estos péptidos con el fin de obtener los aminoácidos necesarios 

para su metabolismo. Esto nos hizo plantearnos la posibilidad de que la presencia o 

ausencia de degradación del 33-mer que observábamos se debiese a que en algunos 

casos las enzimas intracelulares o asociadas a membrana se hubiesen liberado al medio 

extracelular, y en otros casos no. Revisando la literatura encontramos que se han 

descrito bacterias que presentan un fenómeno de autolisis, el cual podría ser la 

explicación a las diferencias observadas.  

La autolisis ha sido descrita en varios grupos bacterianos, y se puede definir como 

un mecanismo por el cual los microorganismos liberan al medio extracelular enzimas 

conocidas como autolisinas, capaces de destruirles a sí mismos (Ostlie 1995). Las 

autolisinas son peptidoglicano hidrolasas, por lo que su mecanismo de actuación 

consiste en hidrolizar los enlaces covalentes del peptidoglicano; el componente principal 

de la pared celular (Cibik 2004).  

Por lo tanto, el objetivo que nos propusimos en este apartado fue caracterizar con 

más detalle los lactobacilos aislados de las biopsias duodenales para comprender mejor 

su implicación en el metabolismo del gluten, con el fin de poder ser empleados en un 

futuro como probióticos.  
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2.1. Estudio de la presencia de factores de patogenicidad 

Tanto la actividad elastásica como la actividad mucilaginásica son dos actividades 

consideradas habitualmente factores de virulencia. En concreto la actividad 

mucilaginásica es una de las actividades cuyo análisis es recomendado por la FAO para 

determinar la capacidad probiótica de una cepa aunque, existe un pequeño debate al 

respecto ya que en algunos casos, esta actividad no se considera un factor de 

patogenicidad sino una actividad necesaria para el crecimiento del microorganismo en 

la mucosa intestinal. 

Para comprobar si nuestras cepas tenían actividad elastásica y mucilaginásica, se 

crecieron los lactobacilos en placas que contenían elastina-rojo congo y mucina 

respectivamente. Ambas actividades se manifiestan como un halo claro de degradación 

transparente alrededor de las colonias que las producen. 

En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos. Ninguno de los lactobacilos 

analizados presenta actividad elastásica. La actividad mucilaginásica parece ser 

dependiente de especie ya que solo la presenta L. gasseri, y además todas las cepas 

con la excepción de CA37.1 (Figura 16). Por lo tanto, excepto L. gasseri ningún otro 

lactobacilo presenta los posibles factores de patogenicidad ensayados.  

 

 

Figura 16. Ejemplo de actividad mucilaginásica producida por L. gasseri F8.7. 
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Tabla 14. Caracterización de la actividad elastásica y mucilaginásica en lactobacilos seleccionados. 

Especie Cepa Actividad elastásica Actividad mucilaginásica 

L. reuteri 

F8.5 - - 

F12.7 - - 

CT46.4 - - 

L. gasseri 

S32.3 - + 

S59.1 - + 

F8.7 - + 

F12.4 - + 

F39.4 - + 

F38.1 - + 

CT61.2 - + 

CA37.1 - - 

L. vaginalis 

F12.9 - - 

F36.1 - - 

F38.3 - - 

F44.1 - - 

F44.3 - - 

CT56.2 - - 

CT61.1 - - 

CA37.2 - - 

L. oris F12.19 - - 

L. paracasei 
S19.9 - - 

CT25.1 - - 

L. salivarius 
S32.1 - - 

F38.2 - - 

L. rhamnosus S32.2 - - 

L. fermentum 
F39.3 - - 

CT45.2 - - 

L. crispatus CT56.4 - - 

 

 

2.2. Caracterización de los patrones de crecimiento 

Con el fin de tener caracterizado el crecimiento de los lactobacilos para poder 

establecer los tiempos de inóculo y recogida de células en los estudios posteriores de 

lisis, se hicieron curvas de crecimiento en medio MRS. Para ello se seleccionaron 27 

cepas de lactobacilos de las 68 aisladas de biopsia duodenal y tras inocular colonias 

aisladas de cada microorganismo en 10 mL de MRS líquido, se  incubaron a 100 rpm y 

37 °C hasta que alcanzaron una DO600 de aproximadamente 1,2. Una vez alcanzada la 
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DO deseada, se inocularon 20 µL de una dilución 1/5 a 180 µL de MRS y se midió la 

DO600 a lo largo de 72 h. En la Figura 17 se representan las curvas de crecimiento 

obtenidas hasta las 50 h, ya que a partir de ese tiempo todos los microorganismos 

habían alcanzado la fase estacionaria. 

Todas las cepas testadas excepto L. gasseri S32.2, F12.4 y F39.4 muestran una 

curva de crecimiento típica con una fase lag (en determinadas cepas la fase lag es 

inexistente), una fase exponencial y una fase estacionaria. Sin embargo, L. gasseri 

S32.2, F12.4 y F39.4 una vez finalizada la fase de crecimiento exponencial entran en 

una fase de muerte celular para luego mantenerse en fase estacionaria a una densidad 

muy baja. Esta bajada podría estar relacionada con mecanismos de autolisis del propio 

microorganismo para regular su población y no agotar los nutrientes del medio.    

 



Resultados y Discusión 

105 
 

 

 

Figura 17. Curvas de crecimiento de cepas de L. gasseri, L. vaginalis, L. crispatus, L. fermentum, 
L. rhamnosus, L. paracasei, L. salivarius, L. reuteri y L. oris. 

 

2.3. Estudio de la producción de autolisinas 

Las autolisinas actúan hidrolizando el peptidoglicano de la pared celular 

bacteriana. Esta acción hidrolítica podría ser la responsable de la liberación al medio 

extracelular de enzimas implicadas en la degradación de péptidos inmunotóxicos del 

gluten. Para determinar qué lactobacilos presentan actividad autolítica, se seleccionaron 

varias cepas de 9 especies distintas y cada una de ellas se creció sobre una placa de 

MRS que contenía células autoclavadas de esa misma cepa. Las cepas analizadas 

fueron L. reuteri F8.5 y CT46.4; L. gasseri F8.7, S32.3, CA37.1, F39.4, CT61.2; 

L. paracasei S19.9, CT25.1; L. oris F12.19; L. vaginalis CT56.2, CA37.2, F44.1; 

L. salivarius S32.2, F38.2; L. rhamnosus S32.2; L. fermentum F39.3, CT45.2; 

L. crispatus CT56.4. Cada uno de los lactobacilos se incubó en las mismas condiciones 

en las que había sido aislado y pasadas 72 h se procedió a observar la presencia o 

ausencia de autolisis (Tabla 15). Aquellos microorganismos que secretan autolisinas 

forman un halo alrededor de la colonia debido a la hidrólisis del peptidoglicano presente 

en el medio de cultivo (Figura 18).  
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Figura 18. Efecto lítico de algunas cepas de lactobacilos sobre la pared celular de L. oris F12.19. 

 

Todas las cepas testadas que mostraron autolisis pertenecían a las especies 

L. reuteri, L. gasseri, L. vaginalis y L. fermentum. En la Tabla 15 se puede observar que 

los lactobacilos con capacidad autolítica no parecen estar relacionados con el 

diagnóstico del paciente del que fueron aislados. 

 

Tabla 15. Caracterización de la actividad autolítica en las distintas cepas de lactobacilos ensayadas. 

Especie Cepa Autolisis 

L. reuteri 
F8.5  + 

CT46.4  + 

L. gasseri 

F8.7  + 

S32.3  + 

CA37.1  ‐ 

F39.4  + 

CT61.2  + 

L. paracasei 
S19.9  ‐ 

CT25.1  ‐ 

L. oris  F12.19  ‐ 

L. vaginalis 

CT56.2  ‐ 

CA37.2  + 

F44.1  + 

L. salivarius 
S32.1  ‐ 

F38.2  ‐ 

L. rhamnosus  S32.2  ‐ 

L. fermentum 
F39.3  + 

CT45.2  + 

L. crispatus  CT56.4  ‐ 
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2.4. Estudio de la especificidad de las lisinas 

Es posible que las interacciones que tienen lugar entre los lactobacilos y las 

autolisinas sean más complejas y las lisinas producidas por los lactobacilos no sean 

específicas para la cepa que las produce sino que puedan actuar sobre la pared celular 

de otras cepas y/o especies. En este apartado nos planteamos testar varios lactobacilos 

no solo para ver su capacidad autolítica, sino también para analizar las posibles 

relaciones líticas entre cepas o especies. En el estudio se analizaron 28 cepas de 

lactobacilos, entre las que incluyeron las 19 cepas en las que había sido testada 

previamente su actividad autolítica. Para llevar a cabo este análisis se hicieron réplicas 

de los distintos lactobacilos en varias placas de MRS cada una de las cuales contenía 

las células autoclavadas de un lactobacilo sobre el cual se quería ensayar la lisis. Cada 

uno de los lactobacilos testados se incubó en las mismas condiciones en las que fue 

aislado y pasadas 72 h se procedió a observar la presencia o ausencia de lisis mediante 

la formación del halo hidrolítico tal y como se describe en el apartado anterior. 

Gracias a este análisis pudimos determinar que aproximadamente el 60% de las 

cepas analizadas producen enzimas líticas y todas se engloban dentro de las especies 

L. gasseri, L. reuteri, L. vaginalis y L. fermentum (Tabla 16). En ningún caso las enzimas 

actúan de forma específica solo frente a la propia cepa que las produce. La enzima más 

restrictiva parece ser la de L. vaginalis F38.3 que solo es capaz de actuar frente a otra 

cepa de su misma especie. Dentro de las bacterias con actividad lítica, el 60% de las 

bacterias son capaces de producir la lisis de todos los lactobacilos sobre los que se 

testaron y el 40% solo produjo lisis sobre determinadas cepas. Aunque la producción de 

enzimas líticas pudiera ser una característica condicionada por la especie (podemos 

observar en ningún caso, L. oris. L. paracasei, L. salivarius, L. rhamnosus o L. crispatus 

producen lisis), solo algunas cepas parecen expresar dicha actividad. Además, también 

parece que depende de la cepa y no de la especie la especificidad del microorganismo 

sobre el que actúa ya que por ejemplo si nos fijamos en L. vaginalis F12.9 vemos que 

lisa la pared celular de L. gasseri CA37.1 mientras que L. vaginalis F36.1 no lo hace. En 

ningún caso se observa una relación entre función hidrolítica y el diagnóstico del 

individuo del que se aisló el microorganismo. Igualmente, no parece existir una relación 

entre la producción de enzimas líticas y la degradación del 33-mer que habíamos 

observado previamente en el apartado 1 de Resultados y Discusión (Tabla 17) ya que 

se observan los cuatro casos posibles: i) microorganismos  que digieren el 33-mer y no  

producen lisinas; ii) microorganismos que digieren el 33-mer y producen lisinas; iii) 

microorganismos que no digieren el 33-mer pero si producen lisinas; iv) 

microorganismos que ni digieren el 33-mer ni producen lisinas.



 

 
 

Tabla 16. Resultados obtenidos del ensayo de actividad lítica inter e intraespecie. Se ha empleado un código de colores para los distintos diagnósticos: F, CA, CT, S. 

Especie/cepa testada 

Especie de la que se obtuvieron las células autoclavadas 

L. reuteri L. gasseri L. vaginalis L. oris L. paracasei L. salivarius L. rhamnosus L. fermentum L. crispatus 

F8.5 CT46.4 S32.3 CA37.1 CT61.2 CA37.2 CT56.2 F12.19 S19.9 CT25.1 S32.1 F38.2 S32.2 F39.3 CT45.2 CT56.4 

L. reuteri 

F8.5 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

F12.7 – – – – – – – – – – – – – – – – 

CT46.4 + + – + – ± – – - - + + – + + – 

L. gasseri 

F8.7 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

F12.4 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

S32.3 +++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ 

CA37.1 – – – – – – – – – – – – – – – – 

F38.1 – – – – – – – – – – – – – – – – 

F39.4 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

S59.1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

CT61.2 + + ++ ++ ++ - + + + ++ – – + + + - 

L. vaginalis 

F12.9 ++ + – ± – + – – – – + + – + + – 

F36.1 ++ + – – – – – – – – + + – ++ ± – 

CA37.2 + + – – – +++ – – – – +++ +++ – + – – 

F38.3 – – – – – +++ – – – – – – – – – – 

F44.1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + + ± ± + +++ ++ ++ 

F44.3 +++ +++ +++ ++ ++ +++ – ++ ++ + ± ± ± +++ +++ ± 

CT56.2 – – – – – – – – – – – – – – – – 

CT61.1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

L. oris F12.19 – – – – – – – – – – – – – – – – 

L. paracasei 
S19.9 – – – – – – – – – – – – – – – – 

CT25.1 – – – – – – – – – – – – – –    – 

L. salivarius 
S32.1 – – – – – – – – – – – – – – – – 

F38.2 – – – – – – – – – – – – – –    – 

L. rhamnosus S32.2 – – – – – – – – – – – – – – – – 

L. fermentum 
F39.3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

CT45.2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ± 

L. crispatus CT56.4 – – – – – – – – – – – – – – – – 
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Está claro que los microorganismos englobados en los grupos i y iv no producen 

lisinas y por lo tanto estas no pueden estar relacionadas de ninguna forma con la 

degradación del 33-mer. Sin embargo, en el caso de las cepas que sí producen lisinas 

pero no hidrolizaron el 33-mer  podrían estar ocurriendo tres situaciones: 

‐ No existe una relación entre la producción de enzimas líticas y la liberación 

de enzimas intracelulares que hidrolicen el 33-mer. 

‐ Sí existe una relación, pero el momento en el que se tomó la muestra para 

analizar la degradación del 33-mer no fue el adecuado. 

‐ Estas cepas no producen enzimas intracelulares. 

Tabla 17. Presencia de enzimas líticas e hidrólisis del 33-mer de lactobacilos seleccionados. 

        Especie            Cepa 
Hidrólisis 
del 33-mer

Autolisis 
Lisis de otros 

microorganismos 

L. reuteri 

F8.5 - + + 

F12.7 - ND - 

CT46.4 - + +/- 

L. gasseri 

F8.7 - + + 

F12.4 - ND + 

S32.3 - + + 

CA37.1 - - - 

F38.1 - ND - 

F39.4 + + + 

S59.1 - ND + 

CT61.2 - + +/- 

L. vaginalis 

F12.9 - ND +/- 

F36.1 - ND +/- 

CA37.2 - + +/- 

F38.3 - ND +/- 

F44.1 + + + 

F44.3 - ND +/- 

CT56.2 - - - 

CT61.1 - ND + 

L. oris F12.19 + - - 

L. paracasei 
S19.9 - - - 

CT25.1 - - - 

L. salivarius 
S32.1 + - - 

F38.2 + - - 

L. rhamnosus S32.2 + - - 

L. fermentum 
F39.3 + + + 

CT45.2 - + + 

L. crispatus CT56.4 - - - 
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2.5.  Relación entre la producción de autolisinas y la hidrólisis del 33-mer 

empleando MRS como medio de crecimiento 

Para establecer si es cierto que existe una relación entre la autolisis y la 

degradación del 33-mer pero el momento en el que se tomó la muestra para este último 

análisis no fue el adecuado, decidimos incubar con el 33-mer muestras tomadas del 

cultivo en distintos puntos de la producción de las autolisinas. Debido a que el método 

empleado para determinar la autolisis requiere un tiempo de incubación, no es 

inmediato, lo primero que necesitamos es establecer una relación entre la producción 

de autolisinas y la DO del cultivo. De esta forma, podremos seleccionar los puntos de 

análisis en función de la DO.  

Este estudio se realizó con cuatro lactobacilos que habían mostrado previamente 

autolisis, y todos obtenidos de familiares de celiacos: L. fermentum F39.3, L. gasseri 

F39.4, L. gasseri F8.7 y L. reuteri F8.5. Los dos primeros habíamos visto que digerían 

el 33-mer y los otros dos no.  

Para establecer la relación entre la producción de autolisinas y la DO600 del cultivo 

se inocularon colonias aisladas de los microorganismos seleccionados para el estudio 

en 10 mL de MRS líquido y se incubaron a 100 rpm y 37 °C. Una vez alcanzada DO6001, 

se inocularon a partir de estos cultivos 50 mL de MRS, y se crecieron en las mismas 

condiciones. Entre los tiempos 0 y 36 h en intervalos de 4 h se extrajeron dos alícuotas 

de cada uno de los cultivos. Una alícuota fue empleada para medir la DO. La otra 

alícuota se centrifugó a 10000 xg durante 5 min. Se añadieron 100 µL del sobrenadante 

en placas de bioensayo de autolisis que contenían MRS y las células autoclavadas del 

microorganismo a testar. Los bioensayos se incubaron a 37 °C durante 24 h. Para su 

representación gráfica, cuando los cultivos alcanzaron DO600 1 se hicieron varias 

diluciones y se plaquearon en MRS. Tras 48 h a 37 °C se procedió al recuento de 

colonias y se estableció la relación entre DO y UFC/mL. 

En la Figura 19 se puede apreciar que no existe una diferencia notable entre las 

distintas cepas en cuanto a la curva de crecimiento y a la producción de autolisinas. En 

todos los casos la autolisis comienza durante la fase exponencial de crecimiento, y se 

mantiene durante 12-20 h dependiendo de la cepa, momento tras el cual deja de 

detectarse por completo. El momento en el cual desaparece la autolisis coincide en 

todos los casos con la fase estacionaria de crecimiento. 
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Figura 19. Relación entre la fase de crecimiento (  ) y la producción de autolisinas  (  ) de 
L. fermentum F39.3, L. reuteri F8.5, L. gasseri F8.7, L. gasseri F39.4.  

 

Teniendo en cuenta estos resultados, se volvieron a crecer los microorganismos 

en las mismas condiciones y se seleccionaron tres puntos distintos de la curva de 

autolisis para analizar mediante HPLC la degradación del 33-mer en función de la 

presencia de autolisinas.  

A tiempos 8, 20 y 36 h se añadieron 3,4 µL de los cultivos a 60 µM de 33-mer en 

PBS pH 7,3 en un volumen final de 40 µL y las reacciones se incubaron a 37 °C durante 

24 h, tiempo tras el cual se procedió a su análisis mediante HPLC. 

Los cromatogramas obtenidos mostraron que ninguno de los microorganismos 

ensayados, cualquiera que fuese el punto de la curva de autolisis en el que se tomó la 

muestra, hidrolizan el 33-mer (Datos no mostrados).  

 

2.6. Determinación de la localización celular de la enzima con actividad 

peptidolítica frente al 33-mer 

El objetivo de este apartado fue analizar si podemos descartar que exista una 

relación entre producción de autolisinas e hidrólisis de 33-mer, o si lo que podría estar 

ocurriendo es que determinadas cepas o en determinadas ocasiones no se producen 

enzimas intracelulares con la capacidad para lisar este péptido. Para ello lo primero que 

se hizo fue determinar el mejor método para lisar la pared celular y liberar el contenido 

intracelular. Para llevar a cabo este ensayo se seleccionaron cinco cepas de L. gasseri 
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(por ser el microorganismo que apareció con más frecuencia tanto en cultivo de biopsias 

duodenales como en DGGE) y se lisó por métodos enzimáticos (lisozima) y mecánicos 

(molino de bolas y sonicación) siguiendo los métodos descritos en Materiales y Métodos 

en el apartado 4.4. A pesar de no producir enzimas líticas, L. gasseri CA37.1 fue incluido 

en el estudio para poder determinar si tiene enzimas peptidolíticas intracelulares frente 

al 33-mer que pudieran ser liberadas cuando las lisinas de otros microorganismos 

degraden su pared celular. Una vez lisados los cultivos se plaquearon en MRS y se 

incubaron durante 48 h en las mismas condiciones en las que fueron aislados, tras lo 

cual se procedió al recuento de colonias (Tabla 18). De forma complementaria, se 

observó el estado de las células mediante microscopía (Figura 20). En todos los casos 

la lisis enzimática mostró mejores resultados, por lo que fue seleccionada como método 

de lisis para este estudio.  

Tabla 18. Recuento de colonias tras la ruptura celular por distintos métodos de lisis. 

  UFC/mL 

Cepa de L. gasseri 
Control 
negativo 

Lisozima Sonicación Molino de bolas 

F8.7 1,5x107 11 1,2x105 1,0x105 

CA37.1 2,0x106 900 1,0x106 1,5x106 

F39.4 5,1x108 142 4,8x108 3,0x108 

S59.1 5,0x107 2 2,7x106 1,9x106 

CT61.2 1,7x107 69 7,4x106 1,0x107 

 

 

Figura 20. Imagen tomada mediante microscopía 100X como resultado de la lisis por métodos 
mecánicos (A) y métodos enzimáticos (B). 
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Una vez tomada esta decisión, se lisó mediante lisozima un cultivo crecido en 

MRS de cada una de las cinco cepas de L. gasseri, y se incubó con el 33-mer el pellet 

por un lado y el sobrenadante por otro, así como con un control que consistió en el 

cultivo inicial. La estabilidad del 33-mer se analizó por HPLC, y se observó que en ningún 

caso el 33-mer había sido hidrolizado (Tabla 19).  

 

Tabla 19. Hidrólisis del 33-mer tras su incubación con varias fracciones del cultivo de distintos 
L. gasseri crecidos en medio MRS sin gluten. 

 Hidrólisis 33-mer tras cultivo en MRS 

 F8.7 CA37.1 F39.4 S59.1 CT61.2 

Cultivo intacto - - - - - 

Pellet - - - - - 

Sobrenadante - - - - - 

 

Como la hidrólisis del 33-mer descrita en el apartado 1.4 se había observado tras 

crecer los lactobacilos en un medio con gluten, este mismo experimento se repitió pero 

suplementando al medio MRS con 0,5% de gluten para estimular la actividad 

degradadora de esta proteína. En este caso, sí se pudo observar degradación total del 

33-mer, pero solo cuando se incubaba con el sobrenadante resultado de la lisis 

enzimática de la pared celular de la cepa F39.4 (Figura 21, Tabla 20).  

 

Tabla 20. Hidrólisis del 33-mer tras su incubación con varias fracciones del cultivo de distintos 
L. gasseri crecidos en medio MRS con gluten. 

 Hidrólisis 33-mer tras cultivo en MRS+0,5% gluten 

 F8.7 CA37.1 F39.4 S59.1 CT61.2 

Cultivo intacto - - - - - 

Pellet - - - - - 

Sobrenadante - - + - - 

 

Estos resultados parecen indicar que la enzima capaz de hidrolizar el 33-mer de 

los lactobacilos es intracelular, y no es dependiente de especie sino de cepa. Además, 

se ha comprobado que la producción de la enzima con actividad peptidolítica frente al 

33-mer es estimulada por la presencia de gluten en el medio. Estos datos corroboran lo 

que ya habíamos visto previamente; de todos los L. gasseri aislados de biopsia duodenal 

solo F39.4 digiere el 33-mer.  
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Figura 21. En azul se muestra el cromatograma resultado de la incubación del sobrenadante de 
L. gasseri F39.4 tras haber sido lisado mediante lisozima. La línea roja representa el control negativo, 
el 33-mer. 

 

2.7. Relación entre la producción de autolisinas y la hidrólisis del 33-mer 

empleando MCG como medio de crecimiento 

Se ha observado que la actividad degradadora del 33-mer es producida por 

enzimas intracelulares y es estimulada por la presencia de gluten en el medio. Por lo 

tanto, los experimentos realizados hasta el momento no son suficientes para poder 

establecer una relación entre la autolisis y la degradación del 33-mer. Para poder 

confirmar o descartar la hipótesis de que las variaciones observadas en la degradación 

del 33-mer puedan estar directamente relacionadas con la producción de autolisinas, se 

procedió a repetir el experimento descrito en el apartado 2.5 de Resultados y Discusión 

con la diferencia de que esta vez se añadió gluten al medio de crecimiento. Se 

seleccionó L. gasseri F39.4 como modelo de estudio. 

Se inoculó una colonia aislada de L. gasseri F39.4 en 10 mL de MCG-3 y se incubó 

a 100 rpm y 37 °C durante 24 h. Posteriormente 250 µL de este cultivo se usaron para 

inocular 50 mL de MCG-3 que se incubó en las mismas condiciones. A distintos tiempos 

entre 0 y 48 h se extrajeron dos alícuotas de cada uno de los cultivos. Una de las 

alícuotas se empleó para hacer diluciones seriadas y sembrar en MRS sólido con el fin 

de realizar una curva de crecimiento. Tras 48 h a 37 °C en condiciones microóxicas se 

procedió al recuento de colonias. La otra alícuota se centrifugó a 10000 xg durante 5 

min y se añadieron 100 µL del sobrenadante en placas de bioensayo de autolisis que 

contenían MRS y células autoclavadas de L. gasseri F39.4. Además a cada uno de los 

tiempos se incubó una muestra del cultivo con el 33-mer durante 24 h a 37 °C para 

analizar posteriormente la estabilidad del 33-mer mediante HPLC. 

Como se puede observar en la Figura 22, al igual que ocurría al crecer el 

microorganismo en MRS, las autolisinas comienzan a producirse durante la fase 

exponencial. Sin embargo, al crecer L. gasseri F39.4 en MCG-3, una vez alcanzado el 
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pico de autolisis a las 8 h de crecimiento, la actividad autolítica comienza a disminuir 

hasta las 24 h; tiempo que coincide con una gran disminución del número de UFC en el 

cultivo. Curiosamente a partir de este tiempo, la actividad autolítica comienza a 

aumentar alcanzando a las 48 h una actividad elevada, igual que la producida a las 8 h. 

Una posible explicación podría ser que el microorganismo una vez que ha agotado los 

nutrientes disponibles del medio, como mecanismo de supervivencia produce 

autolisinas para intentar disminuir drásticamente su población y así poder mantenerse 

hasta la llegada de nuevos nutrientes que le permitan volver a crecer.  Otra diferencia 

respecto al crecimiento en MRS, es que al crecerlo en MCG-3, cuando la actividad 

autolítica disminuye lo hace hasta valores bajos, pero en ningún caso desaparece por 

completo.  

 

Figura 22. Relación entre la fase de crecimiento ( ) y la producción de autolisinas  (  ) de 
L. gasseri F39.4.  

El análisis de degradación del 33-mer muestra que el péptido es hidrolizado por 

completo a los tiempos 8, 12 y 48 h mientras que permanece intacto a los demás tiempos 

estudiados. Precisamente son a esos tiempos (8, 12 y 48 h) a los que se midió por 

bioensayo una mayor actividad autolítica. Aunque solo se ha estudiado en detalle 

L. gasseri F39.4, los resultados obtenidos parecen indicar que si existe una relación 

entre la producción de autolisinas por los lactobacilos y la degradación del péptido 

33-mer. Las enzimas peptidolíticas una vez liberadas al medio, parece que podrían ser 

poco estables; eso explicaría que las enzimas que se encuentran en el medio y digieren 

el 33-mer a tiempo 12 h, no son activas a tiempo 16 h. Lo que nos condujo en primer 

lugar a estudiar si existía una relación entre la lisis de los lactobacilos y la degradación 

del 33-mer fue el hecho de que en el ensayo preliminar que se llevó a cabo con todas 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

0,0E+00

2,0E+08

4,0E+08

6,0E+08

8,0E+08

1,0E+09

1,2E+09

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

H
al

o 
(c

m
)

U
F

C
/m

L

Tiempo (h)

L. gasseri F39.4



Resultados y Discusión 

117 
 

las bacterias aisladas de biopsia duodenal los lactobacilos mostraban resultados 

variables. Estas variaciones podrían deberse a pequeñas diferencias en el crecimiento 

entre los distintos días (por la temperatura ambiente a la que se encontraba el medio de 

cultivo, la colonia a partir de la cual se hizo el inóculo…), que llevó a la toma de muestra 

en distintos puntos de la producción de autolisinas. Esto condujo a que en unos casos 

las enzimas con actividad peptidolítica se encontrasen intracelularmente y no pudieran 

acceder al 33-mer, y en otros casos hubieran sido liberadas al medio extracelular y 

digirieran el péptido. 

En aquellos lactobacilos capaces de hidrolizar el 33-mer, pero que sin embargo 

no producen autolisinas lo que podría estar ocurriendo es que tengan otros mecanismos 

de regulación que causen su lisis o simplemente mueran cuando se acaban los 

nutrientes, liberando al medio el contenido intracelular incluyendo las enzimas 

degradadoras del 33-mer.  

 

3. CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD GLUTENÁSICA EXTRACELULAR DE 

B. pumilus CT56.5, S. maltophilia CA18.5, P. aeruginosa CT46.1 Y 

Ser. marcescens CECT 846  

Hasta la fecha, el único tratamiento aceptado para el tratamiento de la EC es llevar 

a cabo una DSG de por vida. Sin embargo, cumplir con este requisito no siempre es 

posible, ya que muchas veces el paciente celiaco consume trazas de gluten de forma 

inadvertida. Por esta razón es importante la búsqueda de alternativas, una de las cuales 

es el uso de enzimas capaces de eliminar las trazas de gluten. Hasta este momento hay 

varias enzimas en diversas fases de estudio, pero ninguna ha sido aceptada aún como 

alternativa o complemento a la DSG.  

Mediante el cultivo de biopsias hemos encontrado al menos 10 especies de 

bacterias distintas capaces de hidrolizar por completo el 33-mer. De todos los 

microorganismos que poseen esta actividad peptidolítica se seleccionaron Bacillus 

pumilus CT56.5, Stenotrophomonas maltophilia CA18.5 y Pseudomonas aeruginosa 

CT46.1 para estudiarlos más en profundidad. El motivo para seleccionar estos 

microorganismos y no otros, es que no solo hidrolizan el 33-mer, sino que también 

muestran actividad proteolítica extracelular frente al gluten cuando se crecen en MCG-3 

y MCG-1 (Figura 23). Por lo tanto, producen enzimas que tienen una gran actividad 

hidrolítica frente al gluten y además son secretadas al medio, lo que facilita su estudio.  
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Además en este apartado también nos propusimos buscar una nueva enzima con 

actividad hidrolítica frente al gluten en un ecosistema distinto al tubo digestivo humano. 

Para ello, se hizo un screening a partir de varias cepas cedidas por la colección de 

cultivos del Área de Microbiología de la Universidad de León. El método de selección 

consistió en crecer las cepas en MCG-1, un medio que contiene gluten como única 

fuente de nitrógeno, y observar la formación de un halo de degradación de gluten 

alrededor de la colonia. De entre todas las cepas testadas, se seleccionó Serratia 

marcescens CECT 846 por mostrar un mejor crecimiento en MCG-1, y por hidrolizar el 

gluten (Figura 23). 

 

Figura 23. Crecimiento e hidrólisis de gluten en MCG-1 de Ser. marcescens CECT 846, S. maltophilia 
CA18.5, P. aeruginosa CT46.1 y B. pumilus CT56.5. 

 

3.1. Estudio del crecimiento empleando gluten como fuente de nitrógeno en 

Ser. marcescens CECT 846, S. maltophilia CA18.5, P. aeruginosa CT46.1 y 

B. pumilus CT56.5 

El primer paso para la caracterización fue observar a qué temperaturas y pHs 

podían crecer los distintos microorganismos en medios con gluten. Además de 

proporcionar una información básica, este ensayo nos permitiría en caso de detectar 

alguna diferencia muy notable, poder ajustar las condiciones de incubación de los 

microorganismos y así favorecer una mayor producción de la actividad enzimática 

extracelular para el resto de ensayos. 

B. pumilus Ser. marcescens

S. maltophilia

P. aeruginosa
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Para determinar el rango de temperatura de crecimiento, los microorganismos se 

crecieron en MCG-1 a pH 6,5. Las placas se incubaron a temperaturas entre 10 y 60 °C. 

Para determinar el rango de pH de crecimiento, los microorganismos se sembraron en 

MCG-1 tamponado entre pH 2 y pH 12. Las placas se incubaron a 37 °C. Tras 24 h se 

observó la presencia o ausencia de crecimiento.  

B. pumilus CT56.5, P. aeruginosa CT46.1 y Ser. marcescens CECT 846 fueron 

los microorganismos que mostraron un mayor rango de temperaturas de crecimiento (de 

20 a 50 °C). S. maltophilia CA18.5 creció a temperaturas entre 20 y 40 °C (Tabla 21). 

Sin embargo, cuando analizamos el crecimiento a distintos pH, vemos que el 

microorganismo más restrictivo es B. pumilus CT56.5, ya que solo es capaz de crecer a 

pH entre 6 y 8. Tanto S. maltophilia CA18.5 como P. aeruginosa CT46.1 tienen un amplio 

rango de pH de crecimiento que va desde pH 5 hasta pH 10. Ser. marcescens CECT 

846 crece entre pH 6 y 10 (Tabla 22). 

Aunque no se puede medir de forma precisa, se estimó a simple vista que las 

mejores temperaturas para el crecimiento de los cuatro microorganismos se situaban 

entre los 30 y 37 °C y los mejores pH entre 6 y 8. Mediante esta observación, se 

estableció que para llevar a cabo el resto de experimentos enfocados a la 

caracterización de las actividades enzimáticas, los microorganismos se crecerían en 

MCG-1 (pH 6,5) a 37 °C. En todos los casos que hubo crecimiento también se produjo 

hidrólisis de gluten, observada mediante la formación de un halo transparente alrededor 

de la colonia como el que se mostró anteriormente en la Figura 23. 

Tabla 21. Temperaturas de crecimiento de B. pumilus CT56.5, S. maltophilia CA18.5, P. aeruginosa CT46.1 
y Ser. marcescens CECT 846. 

  Microorganismo 
  B. pumilus S. maltophilia P. aeruginosa Ser. marcescens 

Te
m

pe
ra

tu
ra

 

10 X X X X 

20 ✓ ✓ ✓ ✓ 

30 ✓ ✓ ✓ ✓ 

37 ✓ ✓ ✓ ✓ 

40 ✓ ✓ ✓ ✓ 

50 ✓ X ✓ ✓ 

60 X X X X 
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Tabla 22. pHs de crecimiento de B. pumilus CT56.5, S. maltophilia CA18.5, P. aeruginosa CT46.1 y 
Ser. marcescens CECT 846. 

  Microorganismo 

  B. pumilus S. maltophilia P. aeruginosa Ser. marcescens 

p
H

 

2 X X X X 

3 X X X X 

4 X X X X 

5 X ✓ ✓ X 

6 ✓ ✓ ✓ ✓ 

7 ✓ ✓ ✓ ✓ 

8 ✓ ✓ ✓ ✓ 

9 X ✓ ✓ ✓ 

10 X ✓ ✓ ✓ 

11 X X X X 

12 X X X X 

 

 

3.2. Estudio de las actividades glutenásicas en función de la temperatura y del pH 

El objetivo de este apartado fue determinar los rangos de temperatura y pH a los 

que eran activas las actividades enzimáticas degradadoras de gluten de los distintos 

microorganismos, para así poder valorar junto con los datos aportados por el resto de 

estudios el posible interés que pueden tener estas actividades para su aplicación en el 

campo de la celiaquía. 

Habíamos visto que los microorganismos objeto de este estudio secretan las 

proteasas con actividad glutenásica al medio de cultivo. Por lo tanto, son proteasas 

extracelulares. Esto nos permitió analizar mediante bioensayo tanto los rangos de 

temperatura y pH, como la temperatura y el pH óptimo de dichas actividades. Lo primero 

que se hizo fue estudiar la relación entre el crecimiento del microorganismo y la 

producción de enzima con actividad glutenásica. Para ello se inoculó una colonia aislada 

de cada uno de los microorganismos en MCG-1 líquido, se incubó a 37 °C y se extrajeron 

alícuotas a distintos tiempos entre 0 y 24 h. Los sobrenadante una vez filtrados se 

añadieron a placas de bioensayo con MCG-1. Se determinó que la mayor actividad 

glutenásica en todos los casos se producía tras 24 h de cultivo (Figura 24).  
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Figura 24. Producción de enzimas con actividad glutenásica en medio MCG-1 en cultivos de 
Ser. marcescens CECT 846, B. pumilus CT56.5, S. maltophilia CA18.5 y P. aeruginosa CT46.1. 

 

Se inoculó una colonia aislada de cada uno de los microorganismos a partir de un 

cultivo puro en 10 mL de MCG-1 y se incubó durante 24 h a 200 rpm y 37 °C. 

Posteriormente 50 µL de este cultivo se usaron para inocular 10 mL de MCG-1 que se 

incubó en las mismas condiciones. Los sobrenadantes se recogieron, tras 24 h de 

incubación, por centrifugación a 16000 xg durante 10 min y filtración por 0,22 μm para 

eliminar la carga bacteriana. La actividad glutenásica se determinó mediante bioensayo 

en MCG-1. Los bioensayos se incubaron durante 24 h en una estufa en las siguientes 

condiciones: a) para el análisis de actividad a distintos pHs la temperatura de incubación 

fue 37 °C; b) para el análisis de actividad a distintas temperaturas, cada una de los 

bioensayos se incubó a 10, 20, 30, 37, 40, 50 y 60 °C. Tras las 24 h de incubación se 

midieron los diámetros de los halos de degradación generados alrededor de los pocillos. 

El rango de pH de actividad es similar para las actividades glutenásicas de los 

cuatro microorganismos, aunque hay ciertas diferencias (Figura 25). Mientras que 

S. maltophilia CA18.5, P. aeruginosa CT46.1 y Ser. marcescens CECT 846 muestran 

actividad entre pH 5 y 12, la actividad de B. pumilus CT56.5 está inhibida a pH 5. 

B. pumilus CT56.5 produce el mismo halo de degradación entre los pH 6 y 12, sin 

mostrar un óptimo, por lo que la enzima actúa a pHs neutros-básicos. Aunque 

S. maltophilia CA18.5 tiene actividad a pH 5 y 6, esta es muy baja en comparación con 

los demás valores. El mayor halo de degradación para este microorganismo se observa 

a pH 8, lo que también nos inclina a pensar que la enzima responsable de dicha actividad 

pueda ser una proteasa alcalina. Lo mismo se podría decir de P. aeruginosa CT46.1, 
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aunque en este caso no es tan claro, porque aunque muestra una alta actividad a pH 

alcalinos, a pH 6 la actividad es similar, y la degradación óptima tiene lugar a pH 7. 

Ser. marcescens CECT 846 tiene el mismo patrón de comportamiento que 

P. aeruginosa CT46.1; tiene una alta actividad a pHs alcalinos pero a pH entre 5 y 7 

también tiene una actividad notable. En este caso tiene el máximo de actividad a pH 8. 

Fijándonos en el otro parámetro estudiado, las temperaturas, podemos observar 

que los tres microorganismos aislados de biopsias duodenales liberan al sobrenadante 

proteasas que son activas en todo el rango ensayado (10-60 °C) (Figura 25). Sin 

embargo, Ser. marcescens CECT 846 solo es activa entre 10 y 50 °C. Tanto en el caso 

de B. pumilus CT56.5 como de P. aeruginosa CT46.1, la actividad se ve incrementada 

con la temperatura, hasta llegar a un máximo a los 50 °C a partir de los cuales vuelve a 

descender. Esta bajada no se observa en el caso de S. maltophilia CA18.5 para la cual 

el aumento de la actividad es acorde al aumento de la temperatura hasta los 60 °C. En 

Ser. marcescens CECT 846 la actividad glutenásica se incrementa con la temperatura, 

hasta un máximo que se produce a 40 °C, y a 50 °C la actividad desciende 

notablemente. 
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Figura 25. Rango de actividad glutenásica a distintas temperaturas y pHs en los sobrenadantes de cultivos 
con Ser. marcescens CECT 846, S. maltophilia CA18.5, B. pumilus CT56.5 y P. aeruginosa CT46.1. 

 

3.3. Determinación de las actividades PEP y DPPIV 

El gluten, una vez que es consumido se digiere por las enzimas del tracto 

gastrointestinal. Sin embargo, esta digestión es incompleta, ya que se generan péptidos 

ricos en prolina que no son sustrato para las enzimas digestivas. Estos péptidos pueden 

desencadenar la EC en aquellos individuos con susceptibilidad genética. Para saber si 

los microorganismos son potencialmente interesantes a la hora de degradar péptidos 

ricos en prolina, se analizó si tenían actividades PEP y/o DPPIV. Ambas son actividades 

degradadoras de péptidos con residuos de prolina. Para ello se creció cada uno de los 

cuatro microorganismos en 10 mL de MCG-1 y se incubó durante 24 h a 37 °C y a 

200 rpm. Posteriormente, 50 µL de este cultivo se emplearon para inocular 10 mL de 

MCG-1 que se incubó en las mismas condiciones durante 24 h. Los cultivos fueron 

centrifugados a 16000 xg durante 5 min y los sobrenadantes se incubaron con los 

sustratos correspondientes para cada una de las actividades (Z-Gly-Pro-AMC para la 

actividad PEP y H-Gly-Pro-pNa para la actividad DPPIV). La elaboración de una recta a 

partir de distintas concentraciones de los sustratos nos permitió la cuantificación de 

estas actividades enzimáticas. 

Ni B. pumilus CT56.5 ni P. aeruginosa CT46.1 presentaron ninguna de las 

actividades ensayadas. Sin embargo, Ser. marcescens CECT 846 sí que demostró tener 

actividad PEP (117 U/mL de cultivo), y S. maltophilia CA18.5 presentó tanto actividad 

PEP (908 U/mL de cultivo) como DPPIV (11 U/mL de cultivo) (Tabla 23).  
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Aunque la actividad PEP de S. maltophilia CA18.5 dio un valor superior al de 

Ser. marcescens CECT 846, esto no significa que la proteasa de S. maltophilia CA18.5 

sea más potente, ya que no se sabe si la actividad detectada se debe a una única 

enzima en cada microorganismo y además, no se cuantificó la carga microbiana que 

había en el momento en que se recogieron los sobrenadantes ni la concentración de 

proteína.  

Tabla 23. Actividades PEP y DPPIV. 

 PEP (U/mL) DPPIV (U/mL) 

B. pumilus CT56.5 - - 

S. maltophilia CA18.5 908 11 

P. aeruginosa CT46.1 - - 

Ser. marcescens CECT 846 117 - 

 

3.4. Estudio de la hidrólisis del 33-mer en función del tiempo de incubación 

Como ya se ha comentado con anterioridad, es importante buscar 

microorganismos que puedan digerir el 33-mer, ya que este péptido es uno es uno de 

los péptidos más inmunotóxicos en la enfermedad celiaca y no puede ser hidrolizado 

por las enzimas del tracto gastrointestinal humano. En el apartado 1.4 ya se había visto 

que B. pumilus CT56.5, S. maltophilia CA18.5 y P. aeruginosa CT46.1 eran capaces de 

hidrolizarlo en 24 h de incubación. Sin embargo, 24 h es un plazo de tiempo muy largo; 

ese primer ensayo simplemente era método de screening para hacer una selección 

preliminar. Lo que realmente interesa es que la hidrólisis sea efectiva y ocurra en el 

menor tiempo de incubación posible. Además también se quiso determinar si el nuevo 

microorganismo incluido en el estudio, Ser. marcescens CECT 846,  hidroliza el 33-mer. 

En este apartado nos propusimos analizar la degradación del 33-mer a distintos 

tiempos (0, 3, 6, 12 y 24 h). Para ello se crecieron los distintos microorganismos en 

MCG-1 durante 24 h. Posteriormente 50 µL de este cultivo se usaron para inocular 

10 mL de MCG-3 que se incubó en las mismas condiciones durante 24 h. Con cada uno 

de los cultivos se prepararon 5 reacciones de incubación de 33-mer. Cada una de estas 

reacciones se paró a los distintos tiempos y se guardó a 4 °C. La estabilidad del 33-mer 

a los distintos tiempos fue analizada mediante HPLC.  

Los resultados muestran distintos patrones de degradación en función del 

microorganismo estudiado (Figura 26). Ser. marcescens CECT 846 es capaz de 

hidrolizar por completo el 33-mer en tan solo 3 h. El aumento del tiempo de incubación 

parece tener poco efecto en los picos resultantes. P. aeruginosa CT46.1 tras 3 h de 
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incubación fue capaz de digerirlo en más de un 90%, y a partir de 6 h se observa una 

degradación completa. Los picos generados no parecen variar mucho con el aumento 

del tiempo de incubación. En los cromatogramas de Ser. marcescens CECT 846 y 

P. aeruginosa CT46.1, se puede observar que el patrón de picos generados por 

hidrólisis del 33-mer es similar. Sin embargo los perfiles de B. pumilus CT56.5 y 

S. maltophilia CA18.5 son muy distintos. Cuando se incuba con B. pumilus CT56.5, a 

las 3 h de incubación el pico correspondiente al 33-mer disminuye en un 90%, y a las 

6 h la hidrólisis es del 100%. El incremento del tiempo de incubación hasta las 24 h 

produce que dos pequeños picos que se observaban anteriormente en torno al minuto 

16 desaparezcan, y que aumente ligeramente un pico en el minuto 13,9. En el caso de 

S. maltophilia CA18.5 se puede observar cómo va disminuyendo el 33-mer con el paso 

del tiempo, pero no es hasta las 12 h de incubación que se puede considerar que el 

péptido desaparece por completo. 
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Figura 26. Perfiles de degradación del 33-mer obtenidos como resultado de su incubación durante distintos 
tiempos con cultivos de P. aeruginosa CT46.1, Ser. marcescens CECT 846, B. pumilus CT56.5 y 
S. maltophilia CA18.5. 

 

3.5. Estudio de destoxificación del 33-mer puro 

Hemos visto que los microorganismos seleccionados son capaces de degradar 

por completo el 33-mer, pero no sabemos si está hidrolizando sus epítopos tóxicos, o 

por el contrario está dejando estos epítopos intactos, y se están formando péptidos más 

pequeños pero igual o más tóxicos. 

Para comprobar si además de digerir el 33-mer, son capaces de destoxificarlo, se 

llevó a cabo un análisis con el kit de ELISA GlutenTox que detecta específicamente los 

epítopos tóxicos del 33-mer. Las posibles interferencias entre el gluten del medio y el 

33-mer se evitaron creciendo los microorganismos en MCGel que contiene gelatina en 

lugar de gluten. 

Tras crecer los microorganismos durante 24 h en 10 mL de MCGel a 200 rpm y 

37 °C, se añadieron 42,5 µL de los cultivos a una solución 10 µM de 33-mer en PBS en 

un volumen de 0,5 mL. La mezcla de reacción se incubó de nuevo en las mismas 

condiciones, y tras 24 h se procedió a realizar el ELISA. 

El análisis mostró que los cuatro microorganismos eran capaces de reducir más 

de 1000 veces la concentración de los epítopos tóxicos del 33-mer (Tabla 24).  
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Tabla 24. Reducción de la concentración del 33-mer analizado mediante ELISA tras su incubación con 
cultivos de S. maltophilia CA18.5, Ser. marcescens CECT 846, B. pumilus CT56.5 y P. aeruginosa CT46.1. 

Especie Reducción de 33-mer 

S. maltophilia CA18.5 10 µM → 0,007 µM 
Ser. marcescens CECT 846 10 µM → 0,004 µM 

B. pumilus CT56.5 10 µM → 0,001 µM 
P. aeruginosa CT46.1 10 µM → 0,006 µM 

 

 

3.6. Estudio de reducción de epítopos tóxicos en un cultivo con gluten 

A pesar de ser capaces de destoxificar el 33-mer cuando este se encuentra puro 

en el medio, aún no sabemos la capacidad real que tienen estos microorganismos de 

eliminar los epítopos tóxicos presentes en un cultivo de gluten.  

Para estudiar la degradación de gluten, cada microorganismo se creció en 10 mL 

de MCG-1 que contenía 30000 ppm de gluten inicial a 200 rpm y 37 °C durante 24 h. 

Posteriormente 150 µL de este cultivo se emplearon para inocular 30 mL de MCG-1. 

Este nuevo cultivo se incubó en las mismas condiciones, y a los tiempos 0, 6, 12 y 24 h 

se tomaron alícuotas para su análisis mediante ELISA.   

En la Figura 27 se muestra la representación de los datos que aparecen en la 

Tabla 25. En el caso de S. maltophilia CA18.5 y P. aeruginosa CT46.1, no hay datos 

para los tiempos 6 y 12 h ya que los valores obtenidos no entraron en la recta patrón. 

Como se puede observar, en 24 h los cuatro microorganismos reducen más de 500 

veces la concentración de los epítopos tóxicos contenidos en el gluten inicial.  

 

Tabla 25. Concentración de gluten a tiempos 0, 6, 12 y 24 h en cultivos de Ser. marcescens CECT 846, 
B. pumilus CT56.5, S. maltophilia CA18.5 y P. aeruginosa CT46.1 en MCG-1. 

 Gluten (ppm) 

 t=0 h  t=6 h t=12 h t=24 h 

Ser. marcescens CECT 846 30000 28476 7277 575 

B. pumilus CT56.5 30000 29372 2048 433 

S. maltophilia CA18.5 30000 - - 80 

P. aeruginosa CT46.1 30000 - - 595 
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Figura 27. Curva de consumo de gluten en un cultivo inoculado con Ser. marcescens CECT 846, B. pumilus 
CT56.5, S. maltophilia CA18.5 y P. aeruginosa CT46.1. La cantidad inicial de gluten se ajustó a 30000 ppm. 

 

 

3.7. Estudio de la actividad hidrolítica frente a los ATIs 

Recientemente Junker et al., han descrito que los ATIs son co-purificados junto 

con el gluten y al igual que este, son capaz de desencadenar la respuesta inmune 

característica de los individuos celiacos.  

Gracias a la colaboración del Dr. Schuppan, durante una estancia en su 

laboratorio en Mainz (Alemania), se pudo analizar si los cuatro microorganismos 

seleccionados eran capaces no solo de hidrolizar el gluten, sino también los ATIs. 

Para llevar a cabo este estudio se crecieron Ser. marcescens CECT 846, 

B. pumilus CT56.5, S. maltophilia CA18.5 y P. aeruginosa CT46.1 en LB (para evitar 

que el gluten del medio interfiriese con el ensayo) y posteriormente se incubaron con 2 

µg/µL de ATIs y se tomaron alícuotas a las 4 y 16 h que fueron centrifugadas y su 

sobrenadante recogido para el análisis mediante Western Blott. Los anticuerpos 

empleados para detectar los ATIs fueron producidos frente a dos de las fracciones más 

abundantes que los componen: CM3 y 0.19. Como control positivo se añadió una 

solución de ATIs, y como control negativo se añadieron los cultivos bacterianos sin ATIs.  

En la Figura 28 se puede observar que Ser. marcescens CECT 846, S. maltophilia 

CA18.5 y P. aeruginosa CT46.1 son capaces de degradar la fracción CM3 a las 16 h de 

incubación. El microorganismo que lo hace de forma más eficaz es P. aeruginosa 

CT46.1, seguido por S. maltophilia CA18.5 y Ser. marcescens CECT 846. Respecto a 
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la fracción 0.19, vemos que hay dos bandas. Mientras que la banda inferior corresponde 

a proteínas monoméricas de ~14 kDa, la banda superior corresponde con asociaciones 

diméricas de ~28 kDa. Solo Ser. marcescens CECT 846 y en menor medida 

S. maltophilia CA18.5 parecen hidrolizar en parte la fracción 0.19.  

Aunque mediante Western Blott observamos los diversos grados de degradación 

de los ATIs, es necesario llevar a cabo otra serie de estudios complementarios que 

demuestran la eficacia de estas bacterias para eliminar su toxicidad.  

 

 

 

 

Figura 28. Análisis mediante Western Blott de la degradación de las fracciones de ATIs CM3 y 0.19 a 
distintos tiempos por Ser. marcescens CECT 846, S. maltophilia CA18.5, B. pumilus CT56.5 y P. aeruginosa 
CT46.1. C+: control positivo. C-: control negativo. 

 

3.8. Identificación de las enzimas responsables de la actividad glutenásica 

La identificación de las proteasas con actividad glutenásica de Ser. marcescens 

CECT 846 y S. maltophilia CA18.5 se realizó mediante SDS-PAGE y zimografía en geles 

de gliadina. En el caso de B. pumilus CT56.5 y P. aeruginosa CT46.1 las pruebas 

realizadas no concluyeron con éxito y no se pudieron identificar sus proteasas. 

Para obtener la muestra objeto de estudio, se inoculó una colonia en 10 mL de 

MCG-1 y se creció durante 24 h a 37 °C y 200 rpm. Posteriormente, 50 µL de este cultivo 

se usaron para inocular 10 mL de MCG-1 que se incubó en las mismas condiciones 

durante 24 h. Para obtener los sobrenadantes, los cultivos se centrifugaron a 16000 xg, 

y se filtraron empleando filtros de acetato de celulosa con un tamaño de poro de 0,22 
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µm. En el caso de S. maltophilia CA18.5, para poder observar la proteína mediante 

SDS-PAGE, fue necesario concentrar el sobrenadante 100X.  

Cada uno de los sobrenadantes fue sometido a dos electroforesis paralelas en 

dos geles de poliacrilamida al 10%. Una vez finalizada la electroforesis, uno de los geles 

se tiñó y las proteínas se revelaron como bandas oscuras sobre un fondo transparente. 

El otro gel se puso en contacto con una cobertera de gliadina toda la noche a 37 °C. Al 

día siguiente se tiñó la cobertera, y la/s banda/s de actividad se revelaron como bandas 

transparentes sobre un fondo oscuro, debido a la hidrólisis de la gliadina. Comparando 

la posición de estas bandas de actividad con el gel que se había teñido directamente, 

se pudo determinar qué bandas se correspondían con las proteínas responsables de la 

hidrólisis de la gliadina. 

 

3.8.1. Identificación de la enzima con actividad glutenásica de Ser. marcescens 

CECT 846 

A partir del sobrenadante de Ser. marcescens CECT 846 pudimos determinar que 

la banda de actividad se correspondía con una única proteína de ~50 kDa (Figura 29). 

La banda proteica fue cortada del gel y enviada al servicio de proteómica del Instituto 

de Biotecnología de León (INBIOTEC) para su identificación mediante MALDI-TOF 

(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time Of Flight).  

La comparación con las bases de datos indicó que la proteína con actividad 

glutenásica de Ser. marcescens CECT 846 es una metaloproteasa ya descrita en la 

literatura, la serrapeptasa. 

 

Figura 29. Banda de degradación de gliadina producida por el sobrenadante de Ser. marcescens CECT 846 
obtenida mediante zimografía en gel de gliadina. 
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3.8.2. Identificación de las enzimas con actividad glutenásica de S. maltophilia 

CA18.5 

En el caso de S. maltophilia CA18.5 se detectaron 2 bandas que se correspondían 

con dos 2 proteínas de ~45 y ~55 kDa (Figura 30). Ambas bandas proteicas fueron 

cortadas del gel y enviadas al servicio de proteómica del Instituto de Biotecnología de 

León (INBIOTEC) para su identificación mediante MALDI-TOF.  

El análisis de las bandas de ~45 kDa y ~55 kDa de S. maltophilia CA18.5 indicó 

que se trataba de dos serín proteasas de la familia de la subtilisina, descritas con 

anterioridad por Windhorst et al., (2002) y Ribitsch et at., (2012) y denominadas StmPr1 

y StmPr3 respectivamente. El tamaño real de estas proteasas es de 63 kDa StmPr1 y 

61 kDa StmPr2. La diferencia entre el tamaño real y el observado podría deberse a que 

en nuestra muestra las proteínas estuviesen truncadas, o simplemente en su forma 

madura sin el péptido señal. 

 

Figura 30. Bandas de degradación de gliadina producidas por el sobrenadante de S. maltophilia CA18.5 
obtenidas mediante zimografía en gel de gliadina. 
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4. CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD GLUTENÁSICA DE LA 

SERRAPEPTASA 

La serrapeptasa, también conocida como serralisina o serratiopeptidasa, fue 

aislada y descrita por primera vez en 1970 por Miyata et al. Esta enzima lleva 

empleándose desde hace más de 40 años con fines terapéuticos en Europa y Japón. A 

pesar de que a lo largo de este tiempo varios investigadores la han caracterizado, su 

relación con la hidrólisis de gluten nunca ha sido descrita ni estudiada antes. Por esta 

razón, y en base a los resultados obtenidos de los ensayos preliminares llevados a cabo 

con Serratia marcescens CECT 846, decidimos seleccionar la serrapeptasa para 

estudiarla más en detalle.  

 

4.1. Comparación de la serrapeptasa de S. marcescens CECT 846 con las 

serrapeptasas ya descritas 

Empleando la técnica MALDI-TOF una vez que la proteína de interés se ha 

digerido con tripsina, se obtienen pequeños péptidos. Las secuencias de estos péptidos 

son comparadas con bases de datos, para observar su similitud con las proteínas que 

se encuentran en dicha base. Por lo tanto, mediante este método solo comparamos 

pequeñas fracciones de la secuencia. Con el fin de comprobar que la enzima producida 

por S. marcescens CECT 846 tiene al menos un 99% de similitud con aquellas 

serrapeptasas secuenciadas a partir de otras cepas, se procedió a la amplificación del 

gen.   

La amplificación del gen de la serrapeptasa de S. marcescens CECT 846 se hizo 

mediante PCR empleando oligos específicos. Para diseñar los oligos, se alinearon las 

secuencias codificantes para la serrapeptasa de distintas cepas de Serratia presentes 

en la base de datos GenBank del NCBI. Los oligos se diseñaron a partir de regiones 

flanqueantes al gen de la serrapeptasa, conservadas entre las distintas cepas de 

Serratia. 

Una vez amplificado el gen de la serrapeptasa de S. marcescens CECT 846, su 

secuencia fue depositada en GenBank con la referencia KR014114. Mediante análisis 

bioinformático pudimos concluir que la secuencia aminoacídica de la serrapeptasa 

producida por S. marcescens CECT 846 tiene una alta similitud (~99%) con varias de 

las serrapeptasas ya descritas (Figura 31). Por lo tanto, decidimos comprar la 
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serrapeptasa en Enzyme Technologies Ltd en lugar de purificarla a partir de la cepa de 

S marcescens CECT 846. 

De aquí en adelante el término serrapeptasa hará referencia a la enzima 

comercial, salvo que se especifique que se refiere a la serrapeptasa producida por 

S. marcescens CECT 846. 

 

Figura 31. Alineamiento  aminoacídico de la serrapeptasa de S. marcescens CECT 846 con la 
metaloproteasa de S. marcescens SM6 (gi|47238|X55521.1), serralisina de S. marcescens 2170 
(gi|558610979|AB873002.1), y metaloproteasa de Serratia sp. F1390 (gi|541129133|KF372856.1). Los 
aminoácidos que difieren entre cepas se encuentran marcados en rojo. 
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4.2. Estudio de inhibición de la actividad glutenásica de S. marcescens CECT 846 

por EDTA 

Con el fin de comprobar que la actividad glutenásica de S. marcescens CECT 846 

era debida a la serrapeptasa, se comprobó el efecto del EDTA, un inhibidor de 

metaloproteasas, tanto sobre la enzima comercial como sobre el sobrenadante de 

S. marcescens CECT 846. Para ello se prepararon placas de MCG-1 EDTA 5 mM, y se 

comprobó mediante bioensayo si el EDTA inhibía la formación del halo de degradación 

del gluten alrededor del pocillo sobre el que se añadió la muestra: 10 mg/mL de 

serrapeptasa en NaCl 0,9% o el sobrenadante obtenido tras crecer S. marcescens 

CECT 846 en MCG-1 durante 24 h. 

Como era de esperar, en ambos casos la actividad glutenásica se vio inhibida por 

completo en presencia de EDTA (Figura 32).  

 

 

Figura 32. Ensayo de inhibición por EDTA de las actividades 
glutenásicas de (A) serrapeptasa; (B) S. marcescens CECT 846. 
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A
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4.3. Estudio de la actividad glutenásica de la serrapeptasa en función de la 

temperatura y del pH 

Los posibles campos de aplicación de la enzima van a depender en gran medida 

de las condiciones de pH y temperatura a las que sea activa. Por ejemplo, si se fuese a 

emplear para consumo humano y quisiésemos que actuase a nivel duodenal la enzima 

necesitaría ser activa a 37 °C y a pH~6. Previamente hemos caracterizado las 

condiciones óptimas de actividad en S. marcescens CECT 846, pero las interacciones 

que tienen lugar en el medio extracelular pueden ser complejas, y la enzima en ese 

ambiente puede estar mostrando un comportamiento distinto al que mostraría en su 

estado puro. Para estudiar las condiciones óptimas de pH y temperatura de la 

serrapeptasa, se hizo bioensayo en placas de MCG-1, tamponado a pHs entre 2 y 12 e 

incubado a 37 °C o tamponado a pH 6,5 e incubado a temperaturas entre 10 °C y 60 °C. 

La concentración de serrapeptasa que se usó fue de 0,1 mg/mL en NaCl 0,9%. 

Los resultados mostraron que el rango de temperatura a la cual la serrapeptasa 

es activa va desde los 10 °C a los 40 °C. Como era de esperar, la temperatura óptima 

de la serrapeptasa comercial fue la misma que la mostrada por la actividad glutenásica 

de S. marcescens CECT 846, 40 °C. A temperaturas por encima de los 40 °C, la enzima 

perdió toda su actividad (Figura 33 A). 

Respecto al pH, la serrapeptasa se mantiene activa entre pH 5 y 12 con un fuerte 

descenso de la actividad a pH 4. La actividad glutenásica está completamente inhibida 

por pH menores de 4. La proteasa mostró máxima actividad a pH 8 (Figura 33 B). 

Las únicas diferencias encontradas entre la actividad glutenásica de 

S. marcescens CECT 846 y la actividad de la serrapeptasa comercial, fueron que 

mientras que a 50 °C S. marcescens CECT 846 es ligeramente activa, la serrapeptasa 

comercial pierde toda su actividad. Respecto al pH, ocurre todo lo contrario; en este 

caso es la serrapeptasa comercial la que muestra un rango mayor (de pH 4 a 12) 

mientras que S. marcescens CECT 846 a pH 4 se muestra inactiva.  
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Figura 33. Rango de actividad de la serrapeptasa determinado mediante bioensayo en MCG-1 a distintas 
temperaturas (A) y pH (B). 

 

4.4. Estudio de la estabilidad de la serrapeptasa a distintas temperaturas y pHs 

A la hora de caracterizar una enzima es importante diferenciar entre actividad y 

estabilidad. Una enzima puede ser activa a una temperatura o pH y sin embargo podría 

no ser estable si se mantiene un cierto tiempo bajo esas condiciones. Igualmente, puede 

ocurrir que una enzima no sea activa a un determinado pH o temperatura, pero si sea 

estable. En este caso, cuando la enzima vuelva a estar en sus condiciones óptimas 

podría reactivarse y llevar a cabo su función. 

El ensayo de la estabilidad se llevó a cabo mediante un ensayo de digestión de 

caseína descrito por Salamone y Wodzinski (1997). Previamente se hizo una recta 

patrón empleando distintas concentraciones de serrapeptasa. Se decidió usar una 

concentración final de serrapeptasa de 5 µg/mL. 

El ensayo reveló que la serrapeptasa es estable cuando se incuba 1 h a 

temperaturas entre 10 y 40 °C. Cuando el periodo de incubación transcurre a 50 °C y a 

60 °C la actividad enzimática se pierde por completo (Figura 34 A). Respecto al pH, la 
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serrapeptasa es estable entre pH 5 y 9, con un acusado descenso de la actividad cuando 

se incuba 1 h a pH 4 y 3. La enzima perdió toda su actividad cuando se incubó 1 h a pH 

2 y a pH superiores a 9. Los pHs a los que muestra una mayor estabilidad fueron pH 7 

y 8 (Figura 34 B).  

Como se puede observar, el rango de actividad a distintas temperaturas coincide 

con el de estabilidad. Por el contrario, cuando se observa el pH, la actividad ocurre entre 

pH 4 y 12, y sin embargo el rango de estabilidad de la enzima es menor; solo es estable 

entre pH 5 y 9. Aunque es posible que a una condición dada la enzima sea activa pero 

no estable, no debería ser lo más común, sobre todo si se tiene en cuenta que en el 

ensayo de actividad, el tiempo necesario para que la enzima difunda y produzca un halo 

de degradación de gluten es superior al tiempo que se incubó la enzima para el ensayo 

de estabilidad. Por lo tanto, antes de que la serrapeptasa ejerciese su acción, habría 

tenido tiempo suficiente para ser inactivada. Una posible explicación sería que se han 

empleado métodos de ensayo distintos para determinar la actividad y la estabilidad. 

Quizás al ensayar la actividad mediante bioensayo, la matriz que compone el medio 

sólido proteja de alguna manera frente a la degradación enzimática. 

 

Figura 34. Ensayo caseinolítico que muestra la estabilidad de la serrapeptasa: (A) incubada a distintas 
temperaturas; (B) incubada a distintos pHs. 
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4.5. Determinación de las actividades PEP y DPPIV 

Anteriormente se había visto que S. marcescens CECT 846 tiene actividad PEP 

(apartado 3.3.) Aunque parece probable que la degradación de péptidos con residuos 

de prolina fuese fruto de la actividad de la serrapeptasa, es necesario comprobarlo. De 

la misma forma se quiso comprobar que al igual que S. marcescens CECT 846 no tenía 

actividad DPPIV, la enzima pura tampoco la tenía. Para hacer el ensayo se partió de 

una concentración inicial de serrapeptasa de 10 mg/mL en NaCl 0,9%. 

El ensayo con la enzima demostró que efectivamente la serrapeptasa no posee 

actividad DPPIV pero si tiene actividad PEP. La actividad PEP se cuantificó dando como 

resultado 1500 U/g de serrapeptasa.  

 

4.6. Estudio de la hidrólisis del 33-mer en función del tiempo de incubación 

Al igual que en el caso de S. marcescens CECT 846, se quiso comprobar si la 

serrapeptasa comercial presentaba actividad peptidolítica frente al 33-mer. El ensayo 

se realizó a distintos tiempos (0, 3, 6, 12 y 24 h). Con este fin, se prepararon varias 

reacciones de incubación de la serrapeptasa (200 U/mL) con 2,4 nmol de 33-mer. Las 

reacciones se pararon a los distintos tiempos y fueron guardadas a 4 °C para ser 

analizadas posteriormente todas juntas. La integridad del péptido se analizó mediante 

HPLC. Como muestra la Figura 35, el pico correspondiente al péptido 33-mer 

desaparece completamente en tan solo 3 h. El aumento del tiempo de incubación no 

parece afectar de forma significativa a una mayor hidrólisis. Por lo tanto, se puede 

concluir que 34 µg de serrapeptasa son suficientes para hidrolizar 2,4 nmol de 33-mer 

en un corto periodo de tiempo. 
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Figura 35. Perfil generado por la degradación del 33-mer tras su incubación durante distintos tiempos con 
la serrapeptasa. 

 

 

4.7. Estudio de la actividad hidrolítica frente a los ATIs 

En este apartado al igual que se hizo previamente con S. marcescens CECT 846, 

S. maltophilia CA18.5, B. pumilus CT56.6 y P. aeruginosa CT46.1, se pretende analizar 

si la serrapeptasa comercial además de hidrolizar el 33-mer es capaz de hidrolizar los 

ATIs que son frecuentemente co-purificados con el gluten y estimulan una respuesta 

inflamatoria en individuos celiacos. 

Este experimento se pudo realizar gracias a la colaboración del Dr. Schuppan, que 

proporcionó tanto el material como el lugar y la experiencia necesaria para realizarlo. 

Se incubó la serrapeptasa a una concentración final de 10 mg/mL en medio LB 

con 2 µg ATIs/µL a 37 °C a 200 rpm. A tiempos 2, 4 y 16 h se tomaron muestras y fueron 
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analizadas mediante Western Blott usando anticuerpos específicos frente a las 

fracciones de ATIs más abundantes: CM3 y 0.19. Como control positivo se añadieron 

ATIs sin incubar con la serrapeptasa, y como control negativo se añadió una solución 

con la serrapeptasa sin ATIs.  

Como se puede observar en la Figura 36, la serrapeptasa hidroliza de forma 

altamente eficiente la fracción CM3 de los ATIs. En tan solo 2 h, es capaz de hidrolizarla 

por completo dejando solo una pequeña cantidad residual. Sin embargo, en el caso de 

la fracción 0.19 solo se aprecia una pequeña reducción a las 16 h de incubación. 

Por lo tanto, podemos concluir que la serrapeptasa es capaz de hidrolizar 

eficientemente tanto el 33-mer como la fracción CM3 de los ATIs, aunque no la 0.19. 

Para analizar si se reducen los efectos inmunotóxicos de los ATIs al incubarlos con la 

serrapeptasa, sería necesario realizar otra serie de experimentos adicionales. 

 

 

Figura 36. Análisis mediante Western Blott de la degradación a distintos tiempos de las fracciones de ATIs 
CM3 y 0.19 por la serrapeptasa. C+: control positivo. C-: control negativo. 
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1. El intestino delgado humano está habitado por bacterias implicadas en el 

metabolismo del gluten 

La EC es una enfermedad compleja desencadenada por la ingesta de gluten en 

individuos genéticamente susceptibles. Sin embargo, no todos los individuos que tienen 

susceptibilidad genética e ingieren esta proteína enferman, por lo que se sabe que debe 

haber otros factores implicados (Kagnoff, 2007). Uno de los más importantes que se 

postulan es el papel que pueda jugar la microbiota intestinal en el desarrollo de la 

enfermedad. Hasta ahora, son varios los grupos que han intentado encontrar diferencias 

en la microbiota GI entre individuos sanos, enfermos celiacos tratados, enfermos 

celiacos activos y en algunos casos familiares de celiacos. La mayor parte de estos 

estudios se han centrado en la microbiota fecal, mientras que solo unos pocos han 

analizado la microbiota del intestino delgado. Además, de todos los estudios enfocados 

al análisis de la microbiota en el intestino delgado, solo dos han sido realizados en 

adultos (Nistal et al., 2012b; Wacklin et al., 2013). A pesar de que se ha descrito la 

existencia de una disbiosis intestinal en algunos pacientes celiacos, las implicaciones 

patofisiológicas de las bacterias intestinales siguen siendo desconocidas, y hay que 

considerar que quizás la importancia no radique en la presencia de unas comunidades 

bacterianas u otras, sino en la funcionalidad de estas especies.  

La parte superior del intestino delgado es comúnmente considerada un ambiente 

hostil para el crecimiento bacteriano debido a la presencia de sales biliares y al bajo pH 

entre otros factores. De hecho se estima que la densidad bacteriana en el duodeno es 

tan solo de 104 UFC/g de contenido (Booijink et al., 2007). En cualquier caso, el intestino 

delgado aporta un ecosistema rico en nutrientes provenientes la dieta a la microbiota 

que lo habita. Es en este compartimento donde tiene lugar la mayor parte de la 

degradación de las proteínas ingeridas en la dieta, generándose péptidos y aminoácidos 

que podrían ser incorporados al metabolismo microbiano. Entre estos péptidos se 

encuentran aquellos que son recalcitrantes a la digestión por las enzimas digestivas 

humanas, como los péptidos del gluten (Hausch et al., 2002). 

Hay estudios previos que muestran que las bacterias intestinales se ven afectadas 

cuando el gluten es retirado de la dieta, lo que indica que este componente participa en 

la nutrición bacteriana (De Palma et al., 2009; Sanz, 2010; Nistal et al., 2012b). En esta 

Tesis Doctoral, se ha estudiado la microbiota duodenal implicada en el metabolismo del 

gluten de individuos S, CA, CT y F mediante técnicas dependientes e independientes 

de cultivo. En ambos casos, se hizo previamente un cultivo de enriquecimiento a partir 
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de biopsias duodenales para incrementar el número de bacterias y favorecer el 

crecimiento de aquellas implicadas en el metabolismo del gluten.  

Mediante PCR-DGGE se identificaron al menos 19 especies pertenecientes a 12 

géneros bacterianos distintos. Todas las bacterias se incluyeron dentro de los filos 

Firmicutes (95%) y Proteobacteria (5%). Mediante técnicas dependientes de cultivo se 

aislaron e identificaron 114 cepas de bacterias duodenales que pertenecían a 32 

especies. La mayor parte de las bacterias se clasificaron dentro del filo Firmicutes (88%), 

principalmente del género Lactobacillus (68%), pero también se identificaron bacterias 

de los filos Actinobacteria (8%), Proteobacteria (3%) y Bacteroidetes (1%). Esto es 

acorde a estudios previos que establecen que estos son los filos bacterianos principales 

en el tracto gastrointestinal humano (Rajilic-Stojanovic et al., 2007; Sartor y Mazmanian, 

2012). 

En cualquier caso, como describen Hamer et al. (2012) en su revisión sobre el 

metabolismo de las bacterias del colon, la simple presencia de las bacterias o más 

específicamente de sus genes, no implica necesariamente que estos sean importantes. 

Para comprender mejor la funcionalidad de la microbiota intestinal humana, es necesario 

estudiar más en detalle sus funciones empleando para ello una diana apropiada. En esta 

Tesis Doctoral lo que se pretendía analizar es la implicación bacteriana en el 

metabolismo del gluten. Las proteínas que forman parte del gluten son parcialmente 

digeridas en el tracto GI generando péptidos de alto peso molecular capaces de 

desencadenar la EC. Aunque no se han visto diferencias entre pacientes celiacos y 

voluntarios sanos, si se ha puesto de manifiesto que los principales grupos bacterianos 

que habitan el tracto GI pueden estar participando en el metabolismo del gluten. De 

hecho, algunas de estas bacterias fueron capaces de hidrolizar el péptido inmunotóxico 

33-mer. Entre las bacterias que hidrolizan el 33-mer encontramos representantes de los 

géneros Actinomyces, Bacillus, Lactobacillus, Prevotella, Pseudomonas y 

Stenotrophomonas. 

A pesar de que las técnicas dependientes de cultivo no son las ideales para 

analizar diferencias entre comunidades microbianas, hay estudios que han descrito una 

disbiosis a nivel duodenal en pacientes enfermos celiacos, en la que están implicados 

algunos de los grupos bacterianos que hemos visto que participan en el metabolismo 

del gluten (Nadal et al., 2007; Collado et al., 2008; Collado et al., 2009; Nistal et al., 

2012b; Sanchez et al., 2013). Bernardo et al. (2009) mostraron mediante zimografía que 

los pacientes celiacos tenían un perfil de proteasas bacterianas capaces de hidrolizar 

gliadina que estaba ausente en sanos. Esto apoya la teoría de que no solo hay un 



Discusión general 

147 
 

desequilibrio en las poblaciones bacterianas sino que la funcionalidad de estas 

poblaciones podría estar alterada, aunque hacen falta más estudios para desentramar 

el papel real de las bacterias en el metabolismo del gluten y su implicación en el 

desarrollo de la EC.  

2. Lactobacillus es el género mayoritario identificado en el intestino delgado 

y algunas cepas poseen actividad peptidolítica frente al 33-mer  

Lactobacillus fue el género más representativo en este estudio, y es uno de los 

grupos principales que se han ligado a la EC. Existen diferentes evidencias que apoyan 

la idea de que los lactobacilos podrían estar implicados en el metabolismo del gluten. 

Para empezar, hay estudios previos que demuestran que el género Lactobacillus se ve 

afectado cuando el gluten es retirado de la dieta en enfermos celiacos, y en voluntarios 

sanos (De Palma et al., 2009; Sanz, 2010; Nistal et al., 2012b). Además, este género 

bacteriano tiene la peculiaridad de que necesita un alto aporte aminoacídico, ya que no 

solo emplean los aminoácidos como una fuente de nitrógeno, sino que también los usan 

para su metabolismo energético. Por esta razón, los lactobacilos han desarrollado 

sistemas proteolíticos y peptidolíticos complejos. Estos sistemas incluyen proteasas 

extracelulares e intracelulares, así como proteasas ancladas a la membrana y proteínas 

de transporte de membrana (Kunji et al., 1996; Liu et al., 2010). Se ha descrito que en 

el caso de los lactobacilos del tracto GI humano, estas proteasas podrían estar 

implicadas en la digestión de proteínas que han sido parcialmente hidrolizadas 

(Pessione, 2012). Es interesante fijarse en que precisamente varios microorganismos 

de este grupo (L. fermentum, L. gasseri, L. rhamnosus, L. salivarius y L. vaginalis) fueron 

capaces de hidrolizar el 33-mer completamente. Además, por los resultados obtenidos 

podemos concluir que la enzima responsable de dicha actividad al menos en el caso de 

L. gasseri es intracelular y se ve estimulada por la presencia de gluten en el medio. 

También se ha podido determinar que L. gasseri F39.4 degrada el 33-mer en aquellos 

momentos en los que muestra una alta actividad autolítica, por lo que existe una 

correlación entre la producción de autolisinas y la digestión de dicho péptido. Aunque 

posiblemente los demás lactobacilos tengan un comportamiento similar, sería necesario 

repetir los experimentos con cada una de las cepas para comprobarlo. Se podría 

concluir que la producción de enzimas con actividad peptidoglicano hidrolásica produce 

la liberación de las enzimas intracelulares de aquellas bacterias sobre las que actúan. 

En algunos casos como en L. gasseri F39.4, formando parte de este conjunto de 

enzimas intracelulares se encuentran enzimas con actividad peptidolítica frente al 

33-mer y por lo tanto la hidrólisis de este péptido se ve afectada de forma directa por la 
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producción de peptidoglicano hidrolasas por los diversos lactobacilos. Esto nos da una 

idea de la complejidad que pueden alcanzar las interacciones entre los microorganismos 

y de cómo, una bacteria que quizás por sí misma no sería capaz de ejercer un efecto 

beneficioso específico en el hospedador, en presencia de otras bacterias si podría 

ejercer este efecto. La evidencia de que los lactobacilos están implicados en el 

metabolismo del gluten se ve también apoyado por el hecho de que no es la primera 

vez que se describe a este género como el grupo bacteriano principal capaz de degradar 

el gluten en el tracto GI. Caminero et al. (2014b) aisló a partir de muestras de heces 

humanas L. amylovorus y L. rhamnosus con actividad peptidolítica sobre el 33-mer. Un 

estudio más reciente realizado por Duar et al. (2015) describe la presencia de varios 

lactobacilos (L. johnosii, L. amylovorus, L. ruminis y L. salivarius) con esta misma 

actividad peptidolítica en el intestino delgado de cerdos. En cualquier caso, esta es la 

primera vez que se describen lactobacilos capaces de hidrolizar el 33-mer en el intestino 

delgado humano.  

Lactobacillus es uno de los géneros más estudiados para su uso como probiótico 

por varias razones como que suelen ser considerados microorganismos seguros para 

su consumo, y además están adaptados a vivir en las condiciones que hay en el intestino 

humano (Fijan, 2014; Pandey et al., 2015). Por lo tanto, aquellos lactobacilos con 

actividad peptidolítica frente al 33-mer podrían ser administrados como probióticos, y 

empleados como un tratamiento adyuvante a la DSG para eliminar aquellas trazas de 

gluten que se consumen de forma inadvertida. Uno de los factores que recomienda tener 

en cuenta la FAO para el empleo de cualquier microorganismo como probiótico, es el 

estudio de su actividad mucilaginásica. Cuando realizamos esta prueba, observamos 

que sólo L. gasseri (y no todas las cepas) presentaban dicha actividad. En cualquier 

caso, L. gasseri es considerado un microorganismo QPS por la EFSA (European Food 

Safety Authority), y además existe un pequeño debate acerca de si la actividad 

mucilaginásica es un factor de virulencia o es una característica necesaria para el 

crecimiento de muchos de los microorganismos que habitan el tracto GI (Derrien et al., 

2004; Macfarlane et al., 2005). Por lo tanto, no se descarta el posible uso como 

probiótico de ninguno de los lactobacilos aislados, aunque hacen falta más ensayos que 

evalúen la eficacia de sus enzimas hidrolíticas del 33-mer in vivo. 

Además del uso como probiótico de los lactobacilos, hay otra serie de 

microorganismos duodenales y ambientales que hemos caracterizado por considerarlos 

de interés para diversas aplicaciones relacionadas con el campo de la celiaquía: Bacillus 

pumilus CT56.5, Stenotrophomonas maltophilia CA18.5, Pseudomonas aeruginosa 
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CT46.1 y Serratia marcescens CECT 846. El interés de estos microorganismos se 

discute en detalle en el apartado siguiente.   

3. Las bacterias B. pumilus CT56.5, S. maltophilia CA18.5, P. aeruginosa 

CT46.1 así como la enzima serrapeptasa reducen de forma efectiva la toxicidad 

del gluten  

Actualmente el único tratamiento posible para los enfermos celiacos es la total 

exclusión del gluten de la dieta. Sin embargo, se sabe que llevar a cabo una dieta 

completamente libre de gluten es muy difícil, debido a la presencia de trazas de gluten 

(Chand y Mihas, 2006; Siegel et al., 2006). Estas trazas se pueden encontrar tanto en 

la vajilla empleada para comer, como sobre superficies o incluso en alimentos 

etiquetados como libres de gluten, debido a la contaminación cruzada de los mismos 

(Francavilla et al., 2014). La ingesta inadvertida de estas trazas de gluten puede causar 

un daño intestinal (Gibert et al., 2013), llegando en algunos casos incluso a impedir la 

mejoría de los enfermos celiacos a pesar de estar llevando a cabo una DSG. Por lo 

tanto, se necesitan nuevos tratamientos alternativos para evitar el daño intestinal en 

pacientes celiacos que están bajo una DSG, pero inevitablemente consumiendo trazas 

de esta proteína. Una de las alternativas propuestas es el uso de proteasas, siendo las 

más estudiadas las prolilendopeptidasas (PEPs). 

Las PEPs son una familia de serín proteasas capaces de hidrolizar los enlaces 

peptídicos del extremo carboxilo de los residuos de prolina (Shan et al., 2004), y por lo 

tanto capaces de hidrolizar péptidos del gluten ricos en prolina hasta fragmentos 

pequeños que no estimulan la respuesta inflamatoria característica de la EC (Sollid y 

Khosla, 2005). Hasta la fecha se han realizado varios estudios clínicos tanto con PEPs 

como con otras proteasas purificadas de distintos organismos, pero ninguno de ellos ha 

sido aceptado aún como un tratamiento definitivo (Tack et al., 2013; Lahdeaho et al., 

2014). Además, se ha comprobado que en determinados casos la combinación de varias 

de estas enzimas puede mejorar su eficacia. Por lo tanto, sigue siendo necesaria la 

búsqueda y estudio de nuevas enzimas para eliminar trazas de gluten. 

En este trabajo, hemos identificado microorganismos que presentan un gran 

potencial para la eliminación de trazas de gluten a partir de dos ecosistemas distintos. 

Por un lado hemos aislado y caracterizado Bacillus pumilus CT56.5, Stenotrophomonas 

maltophilia CA18.5 y Pseudomonas aeruginosa CT46.1 de biopsias duodenales. Por el 

otro, hemos descrito y caracterizado la enzima serrapeptasa que fue identificada a partir 

de Serratia marcescens CECT 846; una bacteria que fue aislada originalmente del agua 
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de un estanque de la República Checa. Estos microorganismos no solo presentan 

actividad peptidolítica frente al 33-mer, sino que producen enzimas extracelulares con 

actividad glutenásica. 

Mediante el cultivo de biopsias se observó que tanto B. pumilus CT56.5 como 

S. maltophilia CA18.5 y P. aeruginosa CT46.1 producían enzimas extracelulares que 

degradaban el gluten. El sobrenadante del cultivo de estos microorganismos se empleó 

para caracterizar de forma preliminar el potencial que presentan sus enzimas con 

actividad glutenásica. En todos los casos los rangos de actividad a distintas 

temperaturas fueron muy amplios, situándose entre los 10 y 60 °C. Respecto al rango 

de pH, las enzimas producidas por los tres microorganismos fueron capaces de 

hidrolizar el gluten desde pHs ligeramente ácidos (pH 6 B. pumilus CT56.5 y pH 5 

S. maltophilia CA18.5 y P. aeruginosa CT46.1) hasta pH 12, que fue el mayor pH 

ensayado. En todos los casos las enzimas mostraron actividad óptima a pHs neutros-

alcalinos, con unos máximos de actividad a pH 8 S. maltophilia CA18.5 y pH 7 

P. aeruginosa CT46.1. B. pumilus CT56.5 mostró máxima actividad en todo el rango 

desde pH 7 hasta pH 12. Además hemos comprobado que en 24 horas estos 

microorganismos son capaces de reducir la concentración del 33-mer en más de 1000 

veces cuando este péptido se encuentra puro y también son capaces de reducir los 

epítopos tóxicos de un cultivo de gluten en más de 500 veces. De forma complementaria 

se ha comprobado que excepto B. pumilus CT56.5, los demás microorganismos son 

capaces de hidrolizar en menor o mayor medida las fracciones 0.19 y/o CM3 de los 

ATIs. Los datos obtenidos indican que estos microorganismos o sus enzimas podrían 

ser empleados en diversos campos de la celiaquía. B. pumilus es considerado un 

microorganismo QPS por la EFSA, por lo que tanto el uso del microorganismo en sí a 

modo de probiótico como de su enzima podría ser aceptado. Sin embargo, tanto 

S. maltophilia como P. aeruginosa son considerados patógenos oportunistas, lo que 

reduce las posibles aplicaciones al uso de la enzima una vez purificada. Aunque en un 

principio pueda generar rechazo el uso de enzimas de microorganismos potencialmente 

patógenos, no es la primera vez que se estudian este tipo de enzimas para consumo 

humano. De hecho, algunos de los ensayos clínicos que se han llevado a cabo hasta el 

momento en el campo de la celiaquía incluyen la proteasa de Sphingomonas capsulata, 

un microorganismo potencialmente patógeno (Lahdeaho et al., 2014). Además hay que 

tener en cuenta que el hecho de que un microorganismo sea patógeno, no quiere decir 

que sus enzimas sean dañinas. 
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En cualquier caso, los experimentos realizados en esta Tesis Doctoral se han 

llevado a cabo con los sobrenadantes de los microorganismos y no con las enzimas 

purificadas, por lo que los datos obtenidos de la caracterización de las actividades 

podrían sufrir ligeras variaciones empleando las enzimas puras. Además, también hay 

que contemplar la posibilidad de que la actividad glutenásica presente en cada una de 

las bacterias no se deba a una única enzima, como es el caso de S. maltophilia CA18.5 

donde mediante zimografía se identificaron dos serín proteasas con actividad 

glutenásica: StmPr1 y StmPr3. Por lo tanto, aunque estos resultados son prometedores, 

una vez comprobado su potencial, es necesario purificar las enzimas y caracterizarlas. 

Esto es precisamente lo que se ha hecho con el otro microorganismo estudiado que no 

fue aislado de biopsia duodenal, Serratia marcescens CECT 846. 

Los experimentos realizados con S. marcescens CECT 846 mostraron unos 

resultados muy similares a los descritos para los microorganismos aislados de biopsia 

duodenal. Mediante zimografía se identificó la enzima responsable de la actividad 

glutenásica, una metaloproteasa denominada comúnmente serrapeptasa, 

serratiopeptidasa o serralisina.  

El amplio espectro de pH y temperatura a los que actúa la serrapeptasa, permitiría 

emplearla potencialmente en un amplio abanico de aplicaciones para mejorar la calidad 

de vida de los pacientes con EC. Por una parte, el hecho de que la enzima sea alcalina 

y presente actividad entre 10 y 40 °C implica que posiblemente podría ser usada en la 

industria de detergentes con el fin de eliminar trazas de gluten. Estos detergentes 

podrían ser utilizados tanto por los enfermos celiacos, como por bares y restaurantes 

para asegurar la correcta eliminación de trazas de gluten que hayan quedado en 

utensilios de cocina, o en las superficies, así como por las compañías que producen 

alimentos libres de gluten y quieren evitar contaminación cruzada descontaminando las 

superficies, o la maquinaria. Se sabe que las proteasas bacterianas son habitualmente 

usadas en la industria de los detergentes desde 1960 (Saeki et al., 2007). Por lo tanto, 

la serrapeptasa podría ser añadida a los detergentes para asegurar una correcta 

eliminación del gluten en aquellas superficies a tratar. En cualquier caso, son necesarios 

más estudios que evalúen tanto la estabilidad como la actividad de la serrapeptasa en 

el ambiente característico de los detergentes. Otro posible uso de la enzima sería en la 

industria alimentaria para producir alimentos y bebidas libres de gluten. En este caso 

podría emplearse no solo para eliminar el gluten, sino también para reducir las trazas 

que hayan podido quedar debido a una eliminación incompleta del gluten, o a la 

contaminación cruzada. 
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Por otro lado, la temperatura óptima de la serrapeptasa se encuentra cercana a la 

temperatura del cuerpo humano, lo que permitiría a la enzima estar completamente 

activa si se emplease en terapia oral como adyuvante en una DSG en pacientes 

celiacos. Además, el pH del intestino delgado varía entre pH 6,5 en la parte proximal del 

duodeno y 7,5 en el íleon terminal (Evans et al., 1988; Nugent et al., 2001), 

encontrándose dentro del rango de actividad de la serrapeptasa, y cerca del óptimo. 

Esto supone que una vez que la serrapeptasa llegase al intestino delgado de los 

pacientes celiacos, se encontraría con unas condiciones óptimas de pH y temperatura 

para hidrolizar las trazas de gluten hasta péptidos más pequeños, presumiblemente no 

tóxicos por lo que se puede deducir de los experimentos mediante ELISA. Aunque 

hemos comprobado que la serrapeptasa hidroliza el 33-mer, es necesario evaluar su 

especificidad frente a distintos péptidos del gluten. 

Es importante tener en cuenta que a día de hoy la serrapeptasa se lleva usando 

desde hace 40 años en Japón y Europa para tratar dolor e inflamación en humanos 

(Bhagat et al., 2013). Inicialmente se administraba por vía parenteral, pero luego esta 

fórmula fue reemplazada por comprimidos con cubierta entérica para poder ser 

administrados por vía oral (Bhagat et al., 2013). A pesar de que la dosis no ha sido 

establecida (se han realizado ensayos clínicos con dosis entre 10-60 mg/día (Al-Khateeb 

y Nusair, 2008; Bhagat et al., 2013), esta enzima se está empleando actualmente para 

tratar dolor e inflamación, por lo que parece ser segura para su consumo humano. 

Mediante el análisis por HPLC hemos comprobado que in vitro, 34 µg de serrapeptasa 

son capaces de hidrolizar 2,4 nmol de 33-mer, lo que significa que 10 mg de 

serrapeptasa serían capaces de hidrolizar 2,8 mg de 33-mer. Si hacemos una 

equivalencia entre el 33-mer y el gluten, podemos estimar que in vitro, 10 mg de 

serrapeptasa podrían digerir hasta 225 mg de gluten. 

En esta Tesis Doctoral se ha realizado un ensayo preliminar de identificación y 

caracterización de bacterias del intestino delgado humano implicadas en el metabolismo 

del gluten. Así mismo se ha identificado y caracterizado una bacteria ambiental: 

S. marcescens CECT 846. Cada una de estas bacterias o sus enzimas degradadoras 

de gluten podrían ser empleadas para diversas aplicaciones como ser administradas a 

modo de adyuvantes de una DSG, o destoxificar el gluten ex vivo, pero todas ellas con 

un mismo fin: mejorar la calidad de vida de los enfermos celiacos. Para establecer su 

potencial real, tanto las bacterias como las enzimas deberán ser caracterizadas en 

profundidad en estudios posteriores. 
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1. El duodeno humano está habitado por bacterias implicadas en el metabolismo 

del gluten. 

2. La microbiota duodenal implicada en el metabolismo del gluten está dominada 

por los géneros Streptococcus y Lactobacillus.  

3. La presencia de bacterias duodenales que participan en el metabolismo del 

gluten es dependiente del individuo y no del diagnóstico.  

4. Algunas bacterias duodenales presentan actividad peptidolítica frente al 33-mer.  

5. Existe una relación directa entre la producción de autolisinas de L. gasseri F39.4 

y la degradación del péptido 33-mer.  

6. B. pumilus CT56.5, S. maltophilia CA18.5, P. aeruginosa CT46.1 y 

Ser. marcescens CECT 846 producen enzimas extracelulares capaces de reducir la 

toxicidad del 33-mer de manera altamente eficiente.  

7. S. maltophilia CA18.5, P. aeruginosa CT46.1 y Ser. marcescens CECT 846 son 

capaces de reducir algunas fracciones tóxicas de los ATIs.  

8. La serrapeptasa muestra características de actividad y estabilidad que hacen 

que esta enzima sea una buena candidata para eliminar trazas de gluten. 
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ANEXO I. Individuos incluidos en el estudio. 

Id  Sexo  Edad  Diagnóstico 
Analizado 
por cultivo 

Analizado 
por DGGE 

8  Hombre  41  Familiar  +  + 

10  Hombre  43  Familiar  ‐  + 

12  Hombre  43  Familiar  +  + 

14  Hombre  46  Familiar  ‐  + 

15  Mujer  40  Familiar  ‐  + 

16  Hombre  42  Familiar  +  + 

17  Mujer  58  Celiaco DSG  +  + 

18  Mujer  33  Celiaco activo +  + 

19  Hombre  23  Sano  +  + 

21  Mujer  43  Celiaco DSG  ‐  + 

22  Mujer  44  Familiar  ‐  + 

23  Mujer  38  Sano  +  + 

24  Mujer  43  Familiar  ‐  + 

25  Hombre  45  Celiaco DSG  +  + 

26  Mujer  45  Familiar  ‐  + 

27  Mujer  50  Celiaco DSG  +  + 

28  Hombre  44  Sano  +  + 

29  Mujer  42  Familiar  ‐  + 

30  Hombre  41  Sano  +  + 

31  Hombre  49  Familiar   ‐  + 

32  Hombre  63  Sano  +  + 

33  Hombre  44  Familiar  ‐  + 

34  Mujer  37  Familiar  ‐  + 

35  Hombre  45  Familiar   +  + 

36  Hombre  44  Familiar  +  + 

37  Hombre  25  Celiaco activo +  + 

38  Mujer  28  Familiar  +  + 

39  Hombre  65  Familiar  +  + 

40  Hombre  18  Celiaco DSG  +  + 

42  Mujer  39  Familiar  +  + 

43  Hombre  36  Familiar  +  + 

44  Mujer  38  Familiar  +  + 

45  Mujer  41  Celiaco DSG  +  + 

46  Mujer  27  Celiaco DSG  +  + 

47  Hombre  32  Familiar   +  + 

48  Mujer  35  Celiaco activo +  + 

49  Mujer  29  Celiaco DSG  +  + 

50  Mujer  43  Familiar  +  + 

51  Hombre  45  Familiar  +  + 

52  Hombre  43  Sano  +  + 

53  Mujer  37  Familiar  +  + 

54  Mujer  48  Familiar  +  + 

55  Hombre  41  Familiar  +  + 
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56  Hombre  41  Celiaco DSG  +  + 

57  Mujer  44  Celiaco activo +  + 

58  Mujer  48  Celiaco DSG  +  + 

59  Hombre  47  Sano  +  + 

60  Mujer  69  Celiaco DSG  +  + 

61  Hombre  61   Celiaco DSG  +  + 

62  Mujer  30   Celiaco DSG  +  ‐ 

64  Hombre  66   Celiaco DSG  +  + 

65  Mujer  29   Celiaco DSG  +  + 

66  Mujer  38   Celiaco activo +  + 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexos 

181 
 

ANEXO II. Secuencia del ADN ribosomal 16S. Se indica la posición de los cebadores empleados. 

 

AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCA

AGTCGAACGGTAACAGGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGT

AATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCG

CATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCA

GATGGGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTC

TGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG

CAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAG

AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTT

TGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT

AATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTT

TGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAA

GCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATC

TGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAA

AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAC

TTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTG

GGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG

Cebador 27 F

Cebador HDA1

Cebador HDA2

Cebador E939R

V1

V2

V3

V4

V5 
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GAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGG

AAGTTTTCAGAGATGAAAAGGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCT

TTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAA

GGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAA

TGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGT

AGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGA

TCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG

GAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTG

ATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCA

CCTCCT 

V6

V7 

V8

V9
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ANEXO III. Árbol filogenético construido con las secuencias de las bandas aisladas del PCR-DGGE. 
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Continuación del ANEXO III. Árbol filogenético construido con las secuencias de las bandas aisladas del 
PCR-DGGE. 
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Continuación del ANEXO III. Árbol filogenético construido con las secuencias de las bandas aisladas del 
PCR-DGGE. 
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ANEXO IV. Árbol filogenético construido con las secuencias del ADNr 16S de los microorganismos aislados 
mediante cultivo de biopsias. 
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Continuación ANEXO IV. Árbol filogenético construido con las secuencias del ADNr 16S de los
microorganismos aislados mediante cultivo de biopsias. 
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Continuación ANEXO IV. Árbol filogenético construido con las secuencias del ADNr 16S de los
microorganismos aislados mediante cultivo de biopsias. 


