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RESUMEN 

La fibrosis quística (FQ) es una patología genética de carácter multisistémico, 
originada por una mutación en el gen que codifica la proteína CFTR. Esto conlleva a 
disfunciones respiratorias y digestivas que resultan en déficits de crecimiento, 
infecciones respiratorias crónicas, daño progresivo del tejido pulmonar y mortalidad 
prematura. Actualmente se han logrado avances significativos en la calidad de vida 
mediante terapias génicas que regulan la actividad de la proteína CFTR, pero la 
disbiosis persistente en la microbiota ha suscitado el interés por abordar la aplicación 
de moduladores de la microbiota colónica con el objetivo de mitigar sus efectos 
adversos en la salud de estos individuos. En este estudio, se realizó una simulación 
de la fermentación colónica utilizando el sistema dinámico SHIME®, en el que se 
suministró una cepa de Bifidobacterium a la microbiota colónica de tres pacientes 
pediátricos con FQ. Los resultados obtenidos mostraron diferentes respuestas en 
cada uno de los pacientes en función de las características de su microbiota basal. 
En algunos casos la cepa logró incrementar la presencia de microorganismos 
beneficiosos como Akkermansia y reducción de otros perjudiciales como Hungatella 
o Lachnoclostridium. La suplementación indujo un incremento en la producción de 
los ácidos grasos de cadena corta. No obstante, el incremento de la presencia de 
algunos géneros bacterianos patógenos, así como de la producción de ácidos grasos 
de cadena corta ramificada, plantean reservas de cara a la aplicación a corto plazo 
de esta cepa probiótica en pacientes con FQ. Para ello, se requiere de 
investigaciones adicionales para evaluar con mayor profundidad la eficacia y 
seguridad de esta intervención como posible opción terapéutica en el contexto de la 
FQ.  

RESUM: La fibrosi quística (FQ) és una patologia genètica de caràcter 
multisistèmic, originada per una mutació en el gen que codifica la proteïna CFTR. 
Això comporta disfuncions respiratòries i digestives que resulten en dèficits de 
creixement, infeccions respiratòries cròniques, dany progressiu del teixit pulmonar i 
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mortalitat prematura. Actualment s'han aconseguit avanços significatius en la qualitat 
de vida mitjançant teràpies gèniques que regulen l'activitat de la proteïna CFTR, però 
la disbiosi persistent en la microbiota ha suscitat l'interés per abordar l'aplicació de 
moduladors de la microbiota colònica amb l'objectiu de mitigar els seus efectes 
adversos en la salut d'estos individus.  En este estudi, es va realitzar una simulació 
de la fermentació colònica utilitzant el sistema dinàmic SHIME®, en el qual es va 
subministrar un cep de Bifidobacterium a la microbiota colònica de tres pacients 
pediàtrics amb FQ. Els resultats obtinguts van mostrar diferents respostes en 
cadascun dels pacients en funció de les característiques de la seua microbiota basal. 
En alguns casos el cep va aconseguir incrementar la presència de microorganismes 
beneficiosos com Akkermansia i reducció d'altres perjudicials com Hungatella o 
Lachnoclostridium.  La suplementació va induir un increment en la producció dels 
àcids grassos de cadena curta. No obstant això, l'increment de la presència d'alguns 
gèneres bacterians patògens, així com de la producció d'àcids grassos de cadena 
curta ramificada, plantegen reserves de cara a l'aplicació a curt termini d'este cep 
probiòtic en pacients amb FQ. Per això, es requerix d'investigacions addicionals per 
avaluar amb major profunditat l'eficàcia i seguretat d'esta intervenció com a possible 
opció terapèutica en el context de la FQ. 

ABSTRACT: Cystic fibrosis (CF) is a multisystemic genetic disease caused by a 
mutation in the gene encoding the CFTR protein. It leads to respiratory and digestive 
dysfunctions resulting in growth deficits, chronic respiratory infections, progressive 
lung tissue damage and premature mortality. Significant advances in quality of life 
have now been achieved through gene therapies that regulate CFTR protein activity, 
but persistent dysbiosis in the microbiota has sparked interest in addressing the 
application of colonic microbiota modulators with the aim of mitigating their adverse 
effects on the health of these individuals. In this study, a simulation of colonic 
fermentation was performed using the dynamic SHIME® system, in which a 
Bifidobacterium strain was supplied to the colonic microbiota of three pediatric CF 
patients. The results obtained showed different responses in each of the patients 
depending on the characteristics of their basal microbiota. In some cases, the strain 
increased the presence of beneficial microorganisms such as Akkermansia and 
reduced the presence of other harmful microorganisms such as Hungatella or 
Lachnoclostridium. Supplementation induced an increase in the production of short-
chain fatty acids. However, the increased presence of some pathogenic bacterial 
genera, as well as the increased production of branched short-chain fatty acids, 
raises concerns about the short-term application of this probiotic strain in CF patients. 
Additional research is needed to further evaluate the efficacy and safety of this 
intervention as a potential therapeutic option in the context of CF. 

PALABRAS CLAVE: Microbiota colónica, disbiosis, digestión in vitro, 
fermentación colónica, probiótico, bifidobacterium, fibrosis quística 
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1. INTRODUCCIÓN  

La fibrosis quística (FQ) es una enfermedad genética multisistémica 
caracterizada por disfunciones digestivas y respiratorias que contribuyen a 
déficits de crecimiento, infecciones respiratorias crónicas, daño progresivo del 
tejido pulmonar y muerte prematura, reduciendo la esperanza de vida a 53 años 
(Ong & Ramsey, 2023). La mutación responsable de esta patología se encuentra 
en el gen que codifica la proteína CFTR (Cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator), involucrada en el transporte de iones cloruro en las 
células epiteliales (Tam et al., 2022; Thavamani et al., 2021). El defecto conlleva 
a la secreción de moco espeso, con implicaciones sobre todo a nivel pulmonar y 
digestivo. Durante los últimos años, se han desarrollado tratamientos que 
modifican la actividad de la proteína CFTR, consiguiendo una mayor 
funcionalidad y por lo tanto aportando mejoras en las diferentes funciones 
alteradas (Shteinberg & Taylor-Cousar, 2020; Thavamani et al., 2021) y, 
actualmente, en pacientes con FQ (pcFQ) tratados con el medicamento de 
terapia génica Kaftrio, el modulador de CFTR más reciente, se ha visto una 
mejora de la función pulmonar, del estado nutricional y la calidad de vida (Aspinall 
et al., 2022; Shteinberg & Taylor-Cousar, 2020).   

Sin embargo, a pesar de los avances en tratamientos farmacológicos, se ha 
detectado una alteración de la microbiota colónica (disbiosis) en pcFQ 
persistente (Coffey et al., 2019), en la que se observa una tendencia de aumento 
y disminución de ciertos géneros y especies (Tam et al., 2022).  

Cada vez es mayor el interés por estudiar el efecto de moduladores de la 
disbiosis (probióticos, prebióticos, simbióticos) sobre la microbiota con el objetivo 
de mejorar la función pulmonar de los pacientes y otra sintomatología de FQ 
como la inflamación intestinal (Caley et al., 2023), pero actualmente el número 
de trabajos que evalúan el efecto de prebióticos y probióticos en pcFQ sobre la 
microbiota colónica es escaso y sus resultados contradictorios (Thavamani et al., 
2021).  

Existen diversas herramientas que permiten estudiar el efecto de los 
moduladores de la disbiosis sobre la microbiota colónica, las principales son los 
modelos de la fermentación colónica in vitro en estático o en dinámico, los 
ensayos utilizando modelos animales y los ensayos clínicos con pacientes in vivo 
(Wolfe et al., 2023). Mientras que la simulación en estático es el primer paso para 
valorar el efecto y las propiedades de estos moduladores, esta dura un máximo 
de 48 horas. Si bien estos modelos en estático son útiles para cribar aquellos 
probióticos o prebióticos con mayor potencial, es necesaria una simulación que 
aproxime mejor la realidad del proceso de digestión y fermentación colónica y 
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que permita estudiar a más largo plazo los efectos de los bióticos, antes de 
realizar ensayos clínicos y evitando a su vez los inconvenientes éticos del uso de 
modelos animales. Para este fin, los modelos de simulación en dinámico se 
presentan como una herramienta adecuada. Entre ellos, el sistema SHIME® 
(Simulador del ecosistema microbiano intestinal humano) permite investigar de 
forma preliminar las interacciones entre ecosistemas microbianos complejos y 
evaluar el impacto de cambios concretos en el flujo de entrada sobre la 
microbiota colónica como consecuencia de la exposición a un compuesto 
bioactivo, como son los probióticos (Gościniak et al., 2022; Nissen et al., 2020). 

Actualmente existe evidencia sobre algunas cepas de probióticos (sobre todo 
de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium comerciales) en la mejora de 
algunos parámetros en niños con FQ, pero de momento se carece de estudios 
suficientes que permitan establecer una recomendación sobre qué cepa 
probiótica es la más adecuada en este contexto. Así, recientemente se ha 
apuntado a que otras cepas podrían mostrar mejores resultados, y por otro lado, 
que la elección del probiótico debería hacerse de forma personalizada en función 
de las características individuales de cada sujeto (van Dorst et al., 2022).  

El objetivo de este trabajo es estudiar el impacto de la suplementación con 
una nueva cepa de Bifidobacterium (Bifidobacterium animalis subsp. lactis – 
IATA01) sobre la microbiota de pacientes con FQ con diferentes características 
clínicas (toma de antibióticos, terapia génica y malabsorción severa) mediante el 
modelo de simulación de la fermentación colónica en dinámico SHIME®. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención y tratamiento de la cepa probiótica 

Se utilizó una cepa de Bifidobacterium animalis subsp. lactis (IATA01) 
procedente de la colección del IATA-CSIC, aislada de microbiota fecal de una 
madre voluntaria sana en periodo de lactancia de la cohorte MAMI (MAternal 
MIcrobes) descrita en García-Mantrana et al., (2019) y seleccionada de entre 
otras cepas en el marco del proyecto NutriPRO-FQ (CIGE/2022/122). La cepa se 
cultivó en caldo MRS DifcoTM (BD, France) y se traspasó a tubos con agua de 
peptona en una concentración mínima de 109 Unidades Formadoras de Colonias 
(UFC)/ mL. Los tubos se congelaron a – 80ºC hasta su uso y se comprobó que la 
viabilidad no se modificaba tras el tiempo de congelación.  

Reclutamiento de sujetos de estudio 

Para poder simular el entorno colónico de tres niños con FQ se emplearon 
tres muestras fecales humanas procedentes de heces recogidas de tres niños/as 
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de entre 7 y 8 años (FQ1, FQ2 y FQ3) con diferentes condiciones: FQ1: sujeto 
sin terapia génica, sin antibióticos y con malabsorción severa; FQ2: sujeto con 
terapia génica y con antibióticos; FQ3: sujeto con terapia génica. La recogida de 
las muestras de los niños fue aprobada por el Comité Ético de la Universitat 
Politècnica de València (Ref. P09_24_11_2021). Estas muestras se recogieron el 
mismo día de la inoculación y se almacenaron en condiciones anaeróbicas en un 
periodo inferior a 6 horas hasta la extracción de la microbiota y su posterior 
inoculación. 

Simulación in vitro de la fermentación colónica 

Para simular la fermentación colónica se utilizó el equipo SHIME® (Simulador 
del ecosistema microbiano intestinal humano) el cual permite la realización de 
estudios in vitro en dinámico utilizando condiciones intestinales específicas. La 
configuración elegida para llevar a cabo el estudio fue TripleSHIME®, en la que 
el estómago e intestino delgado fueron simulados en un mismo biorreactor, 
mientras que las regiones colon proximal (PC) y colon distal (DC) se estudiaron 
en distintos compartimentos, con diferentes rangos de pH: 5,6-5,9 y 6,6-6,9, 
respectivamente. Con esta configuración, se pudo estudiar la respuesta al 
probiótico de tres sujetos al mismo tiempo.  

Durante la digestión y fermentación colónica, los caudales de entrada y salida 
en cada reactor, el pH, tiempo de retención y temperatura (37 °C) fueron 
controlados de manera automática. Además, se mantuvo el sistema en 
anaerobiosis añadiendo un flujo de nitrógeno diario durante 30 minutos. Los tres 
inóculos fecales se prepararon mezclando 20 g de materia fecal en 100 mL de 
tampón fosfato (0,1 M; pH 6,5), homogeneizando durante 10 minutos en un 
Stomacher y vertiendo la suspensión obtenida en tubos falcon de 50 mL. 
Después, se centrifugaron las muestras durante 2 minutos a 500 g-force, se 
recogió el sobrenadante de los tres inóculos y se inyectaron 25 mL en los 
biorreactores del colon proximal y 40 mL en los del colon distal.  

Para la simulación de la digestión gastrointestinal se preparó el jugo 
pancreático compuesto por NaHCO3 (12,5 g/L), oxgall (0,06 g/L) y pancreatina 
(0,9 g/L), y se mezcló siguiendo las instrucciones de Prodigest®. Durante todo el 
experimento se introdujo en el sistema un medio de cultivo (PDNM002B) 
adquirido en Prodigest® (Gante, Bélgica) para mantener las bacterias vivas.  Este 
medio nutritivo estuvo compuesto por arabinogalactano (1,2 g/L), pectina (2 g/L), 
xilano (0,5 g/L), glucosa (0,4 g/L), extracto de levadura (3 g/L), peptona especial 
(1 g/L), mucina (1 g/L), L-cisteína-HCl (0,5 g/L) y almidón (4 g/L). El ácido y la 
base utilizados para controlar el pH en los distintos recipientes fueron NaOH (0,5 
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M) y HCL (0,5 M), respectivamente, suministrados por Chem Lab (Zedelgem, 
Bélgica). 

El experimento con el equipo SHIME® tuvo una duración total de 9 semanas 
que se dividieron en cuatro etapas: 1) el periodo de estabilización, en las dos 
primeras semanas se llevó a cabo la estabilización de la microbiota en los 
biorreactores tras la introducción del inóculo fecal de los tres niños en sus 
correspondientes vasos (PC y DC); 2) el periodo de control, en las dos semanas 
siguientes (15 días), consistió en mantener las mismas condiciones que el 
periodo anterior para poder obtener la línea base de la microbiota; 3) el periodo 
de tratamiento, éste consistió en suministrar el probiótico diariamente durante 2 
semanas (15 días) asumiendo una concentración de 109 UFC/ml en el 
compartimento colónico; y 4) el periodo de postratamiento, que tuvo una 
duración de 10 días y consistió en volver a las condiciones de la línea base 
(periodo de control) sin suplementar con el probiótico. Se tomaron dos alícuotas 
en los diferentes periodos y se almacenaron a -80ºC hasta su análisis. 

Secuenciación del gen 16S 

El DNA fecal total se aisló de las muestras recogidas utilizando el kit comercial 
Stool DNA Isolation Kit de Norgen Biotek Corp® (Ontario, Canadá), siguiendo el 
protocolo y las recomendaciones del fabricante. La concentración del DNA 
extraído se estimó empleando los reactivos para la cuantificación con el 
fluorómetro Qubit de Invitrogen Co. (Carlsbad, EEUU). Las muestras de la 
extracción se enviaron al servicio de secuenciación FISABIO (Valencia, España), 
donde emplearon cebadores específicos para la amplificación de las regiones 
V3-V4 del gen 16S del RNA ribosómico (rRNA). Los amplicones se verificaron 
con un chip Bioanalyzer DNA 1000 y las bibliotecas se secuenciaron utilizando 
una tirada de 2 × 300 bp paired-end (MiSeq Reagent kit v3) en una plataforma 
MiSeq-Illumina.  

Las lecturas se filtraron utilizando el pipeline de DADA2 y después se infirieron 
las variantes de secuencia de amplicón exactas (ASVs). La asignación 
taxonómica de ASVs fue realizada también por DADA2 utilizando el conjunto de 
entrenamiento de la base de datos SILVA (versión 138.1). La riqueza y alfa-
diversidad de la microbiota se estimaron mediante el cálculo del índice Chao1 
para cada muestra utilizando el paquete Microbiome de R. Este análisis 
bioinformático se realizó con el apoyo del equipo perteneciente al grupo 
FooDiHealth. 

Determinaciones de metabolitos indicativos de actividad metabólica 
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Ácidos grasos de cadena corta (SCFAs) 

El análisis de la concentración de los ácidos grasos de cadena corta se realizó 
por cromatografía de gases con detector de ionización de llama (GC-FID) de 
acuerdo con el protocolo publicado por (Adorno et al., 2014). Para la realización 
de las curvas de calibrado (0 – 30 mM) de cada uno de los ácidos grasos se 
emplearon diferentes estándares analíticos obtenidos por Sigma Aldrich (St. 
Louis, EEUU): ácido acético (AA), ácido propiónico (PA), ácido butírico (BA), 
ácido valérico (VA), ácido caproico (CA), ácido isocaproico (ICA), ácido 
isovalérico (IVA) y ácido isobutírico (IBA). Las muestras obtenidas de los 
biorreactores del SHIME® (2 mL) se mezclaron con H2SO4 9,2 M (0,5 mL) y una 
pequeña cantidad de NaCl para eliminar de la muestra cualquier resto de agua. 
Posteriormente, se añadió 0,4 mL de estándar interno (Ácido 2-metilhexanoico al 
52,9 M) junto con 2 mL de éter dietílico y se agitaron con un vortex al menos 
durante un minuto. Después, las muestras se centrifugaron durante 3 minutos a 
3000 g-force y el sobrenadante fue transferido a un vial de cromatografía e 
inyectado en el equipo (Agilent GC7890B-5977B GC-FID con una columna 
SUPELCOWAX™ (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm). La temperatura del horno aumentó 
90ºC por cada minuto y la rampa de temperaturas comenzó en 190ºC y subió 
hasta mantenerse en 250ºC durante 30 minutos a una velocidad de 5ºC/minuto. 
El gas portador utilizado fue el helio a un caudal de 1 mL/min, la temperatura de 
inyección fue de 250ºC y el volumen de inyección de 2 µL. Los resultados de los 
ácidos grasos de cadena corta se expresaron como concentración milimolar 
(mM).  

Amonio y lactato  

Por otra parte, la concentración de amonio y lactato se midió mediante el uso 
de dos kits comerciales, Ammonia de R-Biopharm (Darmstadt, Alemania) y 
Lactate Assay kit de Sigma Aldrich® (Missouri, EEUU), respectivamente. Para el 
análisis se siguieron las instrucciones del fabricante y se utilizó un 
espectrofotómetro UV/vis Beckman Coulter (Ohio, EEUU) para el amonio y para 
el lactato un lector de placas Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Microplate 
Photometer 51119100 (Massachusetts, EEUU). 

Análisis estadístico 

Para estudiar el efecto de la suministración del probiótico sobre los índices de 
diversidad alfa, la composición de la microbiota y la producción de metabolitos 
en los diferentes periodos estudiados se realizaron ANOVAs simples con un 
intervalo de confianza del 95% (p<0,05) utilizando el software GraphPad Prism 9.  
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Por otro lado, se realizaron ANOVAs multifactoriales para evaluar las 
diferencias entre los metabolitos producidos entre periodos con un intervalo de 
confianza del 95% (p<0,05) utilizando el software GraphPad Prism 9. 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Efecto de la suplementación con Bifidobacterium animalis subsp. lactis 
IATA01 en la comunidad microbiana de pacientes con FQ (pcFQ) 

En primer lugar resaltar que se observaron diferencias significativas en la 
composición de la microbiota basal de los tres sujetos de estudio. El impacto 
observado del tratamiento de suplementación con el probiótico fue dependiente 
del sujeto y de la región colónica y, además, se detectaron respuestas específicas 
en algunos géneros bacterianos en el periodo posterior al tratamiento (Figura 1).  

En cuanto a la microbiota basal de los sujetos, el sujeto FQ1 se caracterizó 
por tener una alta presencia de Lachnoclostridium y Clostridium, que se ha 
relacionado con la administración de antibióticos a largo plazo y la aparición de 
diarrea grave y/o colitis pseudomembranosa (de Freitas et al., 2018). Por otra 
parte, la microbiota del sujeto FQ2 destacó por la elevada cantidad de Hungatella, 
que se ha descrito en estudios anteriores como potencial biomarcador asociado 
al cáncer colorectal, ya que promueve la proliferación del epitelio colónico a 
través de la hipermetilación del ADN en la región promotora de genes supresores 
de tumores (Gilbert et al., 2023). En cambio, en la microbiota del sujeto FQ3 se 
observó una composición de géneros más variada, coincidiendo con una mayor 
diversidad, aunque se detectó también la presencia del género Hungatella.  

Uno de los parámetros comúnmente empleados para la evaluación del estado 
de la microbiota es la α-diversidad, que resume la estructura de una comunidad 
microbiana teniendo en cuenta su riqueza (número de grupos taxonómicos) y/o 
uniformidad (distribución de las abundancias de estos grupos) (Kristensen et al., 
2020; Willis, 2019). En la Tabla 1 se muestra la representación de la α-diversidad 
según el índice Chao1. En ella se observa un aumento de la diversidad con 
respecto al control o línea base en los sujetos FQ1 y FQ3 durante la etapa de 
tratamiento y postratamiento en el colon proximal y distal (PC y DC). En cambio, 
en el sujeto FQ2, la α-diversidad aumentó únicamente en el PC, volviendo a los 
mismos valores que el control tras el postratamiento en el DC.   

Estudios realizados previamente relacionan una diversidad elevada con un 
mayor estado de equilibrio de la microbiota (Beyhan & Yıldız, 2023), mientras que 
se ha visto en varios estudios con pacientes con FQ que la disminución de este 
parámetro se relaciona con el estado de disbiosis intestinal (Bondue et al., 2020; 
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Coffey et al. 2019 & Nielsen et al., 2017). De acuerdo con los resultados 
obtenidos, este efecto positivo de aumento de la diversidad microbiana se ha 
observado en los días posteriores a la administración del probiótico, 
concretamente durante la etapa de postratamiento, aunque hubiera sido 
conveniente alargar esta etapa para comprobar si este efecto se mantiene con el 
tiempo. 

TABLA 1. α-diversidad según el índice Chao1 en las dos regiones del colon (PC: proximal; DC: 
distal) de los sujetos con FQ. C: Control o Baseline; T: tratamiento con probiótico; PT: 
postratamiento. 

Etapa 
Días en 

cada 
etapa 

Sujeto FQ1 Sujeto FQ2 Sujeto FQ3 

PC1 DC1 PC2 DC2 PC3 DC3 

C 15 363 306 277 385 458 462 

T 
5 478 396 417 392 434 517 

15 411 367 400 423 474 554 

PT 10 530 351 522 391 584 707 

 Además de la α-diversidad, se estudiaron las diferencias en las abundancias 
relativas de géneros a lo largo del tratamiento. En la Figura 1 se muestra una 
selección de 17 géneros cuyos cambios se han relacionado previamente con la 
disbiosis de sujetos con FQ (Coffey et al., 2019; Gilbert et al., 2023b; Kristensen 
et al., 2020; Schippa et al., 2013; Tam et al., 2022; Thavamani et al., 2021).  

Respecto al efecto de la suministración del probiótico en el colon proximal 
(PC), en primer lugar, se detectó que la respuesta al probiótico sobre la 
microbiota fue diferente en cada uno de los sujetos. Durante la etapa de 
administración del probiótico y la etapa de postratamiento, se observaron 
diversas variaciones en las abundancias relativas. En los PCs de los sujetos FQ2 
y FQ3 se observó en común una mayor abundancia en Enterobacter junto a una 
reducción de Hungatella. En cambio, en el PC1, aumentaron los géneros 
Prevotella, Enterobacter, Lachnoclostridium, Acidaminococcus, Enterococcus y 
Pseudomonas, mientras que Bacteroides, Klebsiella y Clostridium disminuyeron 
tras el tratamiento. En el PC2, el tratamiento con el probiótico conllevó a un 
aumento de Bacteroides, Enterobacter, Pseudomonas y Lachnoclostridium, a la 
vez que a una disminución muy marcada de Hungatella. En el PC3, la 
bifidobacteria suministrada produjo un incremento del género Megasphaera así 
como Bacteroides y Acidaminococcus, mientras que la abundancia relativa de 
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Hungatella, al igual que en el PC2, disminuyó. Como se ha indicado 
anteriormente, Hungatella es un género asociado al cáncer colorectal, por lo que 
en estos sujetos la suplementación con el probiótico tendría un resultado 
beneficioso para mejorar la presencia de géneros de bacterias beneficiosas a 
partir de la reducción de aquellos géneros que no lo son.   

En cuanto al impacto del probiótico en el colon distal, se observó un 
incremento en el DC1 de Akkermansia, Prevotella, Veilonella, Enterobacter, 
Enterococcus y Acidaminococcus, mientras que la abundancia relativa de 
Bacteroides y Clostridium descendió. En la microbiota del DC2, aumentaron los 
géneros Enterobacter, Lachnoclostridum y Veillonella, mientras que en DC3 
aumentaron los géneros Enterococcus, Acidaminococcus y Megasphaera a la 
vez que disminuyó Clostridium. Sin embargo, tanto en DC2 como DC3 los niveles 
de Hungatella y Bacteroides fluctuaron durante toda la simulación. Así pues, no 
se pudo observar un aumento de Bacteroides frente a Hungatella en ninguno de 
estos sujetos (FQ2 y FQ3) tras el tratamiento.    

FIGURA 1. Abundancia relativa de géneros microbianos en el PC y DC de los sujetos con FQ. 

La alta abundancia relativa de los géneros Veillonella, Enterobacter y 
Pseudomonas se ha descrito como característico de los pcFQ y asociado a 
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disbiosis, junto con un descenso en Akkermansia, una bacteria beneficiosa 
implicada en la protección de las mucosas (Caley et al., 2023; Françoise & Héry-
Arnaud, 2020). Veillonella es un género que se ha visto incrementado en el tracto 
intestinal de pcFQ y en sus pulmones, señalando un eje intestino-pulmón en el 
que los microorganismos son diseminados desde el intestino hasta los pulmones 
(Price & O’Toole, 2021). Este mismo estudio indica que en el caso del género 
Pseudomonas la dirección de transferencia en el eje intestino-pulmón no está 
clara, pues se han detectado transferencias en ambas direcciones. Además, la 
presencia de Enterobacter como Pseudomonas se ha correlacionado con un 
aumento de la inflamación de las vías respiratorias (Zemanick et al., 2015). En 
cambio, la abundancia relativa de Bacteroides se ha correlacionado tanto positiva 
como negativamente en diversos estudios con FQ por lo que no ha sido posible 
encontrar un patrón (Caley et al., 2023). Por lo tanto, en base a la bibliografía 
actual, el aumento de estos géneros durante y tras el tratamiento con la cepa 
probiótica se considera un resultado perjudicial de la suplementación.  

Como características diferenciales entre sujetos, se puede destacar la 
presencia de Prevotella y Clostridium en FQ1 y de Megasphaera en FQ3. 
Además, cabe mencionar que el sujeto FQ3 es el que presentó menos 
fluctuaciones en las abundancias relativas de los diferentes géneros.  

Respecto al impacto del postratamiento sobre la microbiota colónica, se 
puede apreciar que para el FQ1 todos los cambios previamente descritos durante 
el tratamiento se mantuvieron tras suprimir la administración del probiótico. En el 
sujeto FQ2, Lachnoclostridium aumentó en la etapa final de tratamiento en el PC 
y durante el postratamiento en ambos PC y DC y cabe destacar la acusada 
disminución de Hungatella en el colon proximal y distal durante el postratamiento. 
Por el contrario, el sujeto FQ3 no experimentó variaciones significativas desde 
los niveles basales en el pretratamiento hasta el postratamiento, aunque sí 
aumentó la abundancia relativa de Megaesphaera en PC y DC. Estas respuestas 
podrían atribuirse a la heterogeneidad en la microbiota basal de los sujetos, 
influenciada por factores intrínsecos (genética, edad) y extrínsecos (medio 
ambiente, dieta, estilo de vida) del individuo (Ballan et al., 2020). La 
suplementación con la cepa de Bifidobacterium también presentó respuestas 
diferentes en cada sujeto, resultando la microbiota colónica del sujeto FQ3 la más 
resiliente ante cambios en la composición.  

Efecto de la suplementación con Bifidobacterium animalis subsp. lactis 
IATA01 sobre la producción de metabolitos  

Lactato 
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El lactato es un metabolito producido en el intestino como resultado del 
metabolismo fermentativo de las bacterias presentes. Este compuesto no suele 
acumularse ya que es precursor de otros metabolitos como ácido acético, 
butírico y propiónico (SCFAs) (Wang et al., 2019).   

La Figura 2 muestra la concentración de lactato en las diferentes partes del 
colon (proximal y distal) en los periodos estudiados. Se puede observar que 
previamente a la administración del probiótico, los niveles de lactato fueron 
superiores en el PC1 y el PC2, mientras que en PC3 la concentración de este 
metabolito aumentó tras 15 días de tratamiento con el probiótico.   

Por otra parte, en el DC se observó un aumento significativo (p<0,05) de los 
niveles de lactato para los tres pcFQ en el tiempo 15 de tratamiento con respecto 
al control. Además, en el postratamiento de FQ3 también se mantuvieron los 
niveles de lactato significativamente superiores al control, mientras que en FQ1 
y FQ2 no mostraron diferencias con los niveles pretratamiento.  

Estos cambios en la concentración se relacionan con la presencia de géneros 
de bacterias productoras y consumidoras de lactato a lo largo de las diferentes 
etapas, como son Bifidobacterium y Blautia; y Eubacterium, Anaerostipes, 
Megaesphaera, Veillonella y Prevotella, respectivamente (Caley et al., 2023; 
Firrman et al., 2023; Martín-Núñez et al., 2021; Peterson et al., 2022). 

Amonio 

El amonio es producido por la actividad proteolítica de las bacterias a la vez 
que el catabolismo de proteínas en aminoácidos. Este ion suele ser absorbido y 
excretado en la orina, aunque la acumulación del metabolito en el colon se ha 
relacionado con una disminución de la absorción de SCFAs, por lo que una 
elevada concentración es indeseada (Scott et al., 2013).  

En el PC se observó un descenso estadísticamente significativo en todos los 
pcFQ en el día 5 de tratamiento que solo se mantuvo a lo largo del tratamiento 
para el FQ2, mientras que en FQ1 y FQ3 los valores en el día 15 de tratamiento 
aumentaron hasta volver a alcanzar los valores del control. Sin embargo, en los 
días posteriores al tratamiento los niveles de amonio aumentaron 
significativamente con respecto al pretratamiento.   

En el DC se produjo una bajada en los niveles de amonio durante el 
tratamiento en FQ1, y en FQ2 y FQ3 la concentración de amonio fue aumentando 
durante tratamiento y postratamiento hasta alcanzar niveles significativamente 
superiores a los del control.  
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Este aumento en los niveles de amonio se relaciona con un aumento del 
metabolismo de la fermentación proteolítica y de géneros productores de 
amonio, siendo Bacteroides el principal. Además, lo esperable es que la mayor 
actividad de fermentación proteolítica se produzca en el colon distal, puesto que 
las bacterias colónicas suelen favorecer la fermentación de carbohidratos 
inicialmente y la proteolítica queda relegada para el momento en el que no 
quedan carbohidratos y el pH es superior (Korpela, 2018).  

FIGURA 2. Concentración de lactato en colon proximal (A), lactato en colon distal (B), amonio en 
colon proximal (C) y amonio en colon distal (D). *p-value<0,05; **p-value<0,01; ****p-
value<0,0001.  

Ácidos grasos de cadena corta (SCFAs) 

Los SCFAs son unos de los metabolitos resultantes de la actividad de la 
microbiota colónica, producidos por la fermentación bacteriana de fibras como 
almidón resistente, azúcares simples y polisacáridos y han mostrado funciones 
reguladoras en el metabolismo del colesterol y la glucosa, la respuesta 
antiinflamatoria e inmune y la integridad de la barrera intestinal (Nogal et al., 
2021). Los SCFAs lineales principalmente estudiados son ácido acético, ácido 
butírico y ácido propiónico y habitualmente se calcula su ratio, siendo este en 
pacientes adultos sanos de 60:20:20 (Nogal et al., 2021) y en pacientes neonatos 
sanos 75:19:6 (Bondue et al., 2020). Los bSCFAs conocidos como ácidos grasos 

 

 

 

 



14 

de cadena corta ramificados son aquellos que se relacionan con la presencia de 
ciertos géneros, principalmente Bacteroides y Clostridium, que destacan por su 
mayor actividad proteolítica. A continuación, la Figura 3 muestra la concentración 
de los tres SCFAs mayoritarios: ácido acético, propiónico y butírico así como de 
los ácidos grasos ramificados (bSCFAs) que son la suma de la concentración del 
ácido isovaleríco, isobutírico e isocapróico.  

FIGURA 3. Concentración de SCFAs y bSCFAs (mM) de los tres donantes en el colon proximal 
(PC) y colon distal (DC) durante las diferentes etapas: SCFAs en PC (A); SCFAs en DC (B); 
bSCFAs en PC (C); bSCFAs en DS (D). 

En cuanto a los niveles generales de SCFAs, lo habitual es que haya una 
mayor concentración en el colon proximal y que esta disminuya en el colon distal 
debido a la absorción de estos metabolitos (Nogal et al., 2021). Sin embargo, 
como el SHIME® no dispone de estos mecanismos de absorción, se produce una 
acumulación de SCFA en los PCs.  

El sujeto FQ1 mostró un aumento en BA y PA, el FQ2 un aumento en PA y el 
FQ3 un aumento de los tres SCFAs: AA, BA y PA. Los estudios realizados señalan 
que el ácido acético es el SCFA más abundante en PC y DC puesto que es un 
subproducto de la fermentación sacarolítica de numerosas bacterias, entre ellas 
las bifidobacterias (Moens et al., 2019). Esto se puede relacionar con el aumento 
general en AA observado durante la administración de la cepa de Bifidobacterium 



15 

estudiada. Además, el AA sirve como sustrato para la producción de BA por otras 
bacterias, como las del género Megaesphaera y el aumento de este SCFA se ha 
relacionado con una mejoría en el estado de salud (Moens et al., 2019; Ríos-
Covián et al., 2016). Por lo tanto, el aumento observado en BA durante y después 
de la administración del probiótico tendría un potencial efecto beneficioso.  

En cambio, uno de los objetivos buscados para mejorar la disbiosis en pcFQ 
es disminuir los niveles de bSCFAs, ya que estos se relacionan con un 
empeoramiento de la salud (Moens et al., 2019). Tras el estudio de estos SCFAs, 
se observó que los ácidos grasos ramificados de cadena corta no cambiaron 
significativamente en PC1, mientras que en PC2 aumentaron significativamente 
en las etapas de tratamiento como postratamiento y en PC3 aumentaron al inicio 
del tratamiento (t5), volviendo posteriormente a unos valores similares a los de la 
línea base (t15). Para el colon distal, en DC1 se observó un aumento significativo 
en el tiempo 5 del tratamiento y en el postratamiento, al igual que en DC2 y DC3, 
pero en este último se observó una bajada significativa en el tiempo 15 de 
tratamiento. Esta tendencia sugiere que con una exposición más prolongada al 
tratamiento se podría conseguir la disminución de estos bSCFAs en pcFQ, dando 
el sujeto FQ3 una respuesta más rápida. Además, también se observa que los 
niveles de bSCFAs en FQ1 son inferiores en todos los casos con respecto al resto 
de pacientes.  

Estudio de las posibles asociaciones entre la microbiota y los metabolitos 
producidos en pcFQ suplementados con Bifidobacterium animalis subsp. 
lactis IATA01 

Para comprender mejor la relación entre los metabolitos y la función de la 
comunidad microbiana, se realizó el análisis de correlaciones de Spearman de la 
microbiota del colon distal y proximal de cada sujeto y de los metabolitos 
producidos (Figura 4). Sin embargo, antes de analizar las particularidades de 
cada sujeto, es necesario introducir el concepto de redundancia funcional, es 
decir, el hecho de que distinta composición bacteriana puede mostrar similar 
funcionalidad (Ferrer et al., 2014; Moya & Ferrer, 2016). Es por ello que pueden 
existir correlaciones de metabolitos con diferentes bacterias en función del 
entorno de cada sujeto y que la actividad metabólica en una comunidad 
microbiana puede variar entre ecosistemas, es decir, puede producirse un 
cambio en las asociaciones metabolito-microorganismo entre etapas dentro de 
un mismo individuo debido a la incorporación de un nuevo miembro, como sería 
la cepa probiótica, dando lugar a cambios en la composición de géneros e 
intercambios en las actividades metabólicas de los distintos géneros.  
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Los resultados de este análisis mostraron correlaciones estadísticamente 
significativas para ciertos metabolitos, diferentes entre sujetos. Empezando por 
el amonio, este únicamente mostró correlaciones significativas en el PC con 
Bacteroides, en el sujeto FQ2 y con Escherichia-Shigella en el sujeto FQ3, ambas 
positivas y relacionadas con un metabolismo fermentativo de proteínas 
previamente observado en ambos géneros (Richardson et al., 2013; Vince & 
Burridge, 1980). Estos resultados son coherentes puesto que la mayor actividad 
de producción de amonio ocurre en el DC, donde sí se encontraron correlaciones 
positivas entre el amonio y distintos géneros, como Acidaminococus, 
Pseudomonas, Akkermansia o Enterococcus, aunque estas correlaciones 
variaron entre sujetos; y correlaciones negativas entre el metabolito amonio y 
Clostridium para los sujetos FQ1 y FQ3.  

En cuanto al lactato, inicialmente cabría esperar una correlación positiva entre 
la producción de lactato y géneros como son Enterococcus y Bifidobacterium, 
pues estos taxones convierten la lactosa en lactato (LAB - Lactic Acid Bacteria). 
Sin embargo, eso no ocurre así y se puede explicar debido a que el lactato no 
suele acumularse en el tracto gastrointestinal porque es utilizado rápidamente 
por los bacterias intestinales. Por otra parte, Acidaminococcus fue negativamente 
correlacionado con el lactato para los sujetos FQ1 y FQ3 en el colon proximal, 
mientras que en el colon distal apenas hubieron correlaciones con lactato salvo 
Escherichia-Shigella en los sujetos FQ1 y FQ3 y Enterococcus en el sujeto FQ3, 
ambas positivas. Estas pocas correlaciones encajan con lo esperado ya que en 
el colon distal el metabolismo principal es el de proteínas y no el de 
carbohidratos. 

En cuanto a la producción de SCFAs, para el ácido acético (AA) no se 
observaron correlaciones significativas en el colon proximal pero sí en el colon 
distal, siendo estas positivas para Enterobacter y Klebsiella en el sujeto FQ1 y 
para Bifidobacterium en el sujeto FQ3. El ácido propiónico (PA), por otra parte, 
se correlacionó negativamente con Klebsiella y positivamente con Escherichia-
Shigella en el colon proximal de los sujetos FQ1 y FQ3, solo en el PC1 
positivamente con Acidaminococcus y Prevotella y negativamente con 
Bacteroides, en el PC2 no se detectaron correlaciones y en el PC3 positivamente 
con Bacteroides y Enterococcus y negativamente con Hungatella y Clostridium. 
Para el colon distal, el PA mostró una relación directamente proporcional con 
Akkermansia, Acidaminococcus y Pseudomonas en los sujetos FQ1 y FQ3, 
siendo Akkermansia una de las principales especies productoras de este SCFA 
(Nogal et al., 2021). Para el DC1, Enterococcus, Veionella y Prevotella también 
mostraron una correlación positiva con PA y Hungatella y Clostridium una 
correlación negativa, mientras que en el DC2 el único género correlacionado 
positivamente con PA fue Bifidobacterium. En el DC3, Megasphaera y 
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Escherichia-Shigella se correlacionaron positivamente con PA y Bacteroides 
negativamente.  

En cuanto a la producción de ácido butírico (BA), esta se correlacionó 
negativamente con Pseudomonas en el colon proximal de FQ1 y FQ3, mientras 
que se vio una correlación positiva en FQ2. Asimismo, el DC1 mostró correlación 
positiva de este metabolito con Bacteroides y negativa con Acidaminococcus y 
Escherichia-Shigella y el DC2, positiva con Enterobacter y Bifidobacterium y 
negativa con Hungatella. En cambio, en el colon distal se presentaron 
correlaciones positivas con PA para Klebsiella en FQ2 y FQ3. En el DC1 
Clostridium y Hungatella mostraron una relación directamente proporcional con 
PA, mientras que en Akkermansia, Acidaminococcus, Pseudomonas, 
Enterococcus y Bifidobacterium esta relación fue inversamente proporcional. En 
DC2, Lachnoclostridium y Veionella correlacionaron positivamente con el SCFA 
y mientras que en el DC3 solo Enterobacter mostró una correlación positiva con 
PA.  

Enterococcus, Veionella y Acidaminococcus son géneros productores de 
SCFAs que se han visto aumentados en pcFQ (van Dorst et al., 2022) y 
concretamente, los productos del metabolismo de Acidominococcus se han 
asociado con una respuesta tumorigénica (Gilbert et al., 2023a), aunque este 
género se vió correlacionado positivamente con PA y negativamente con BA. Con 
todas estas correlaciones, se debe tener presente la redundancia funcional, que 
explica por qué se observaron diferentes aumentos y reducciones de un género 
con respecto a un metabolito entre individuos y cólones.  

Bifidobacterium es un género implicado en la producción de ácido acético, 
butírico y propiónico, además de lactato (Nogal et al., 2021), con lo cual las 
correlaciones observadas en los distintos colones de los sujetos, positivas en su 
mayoría, apuntan hacia un efecto beneficioso de la bifidobacteria suministrada 
sobre la microbiota colónica del sujeto.  

Finalmente, para los ácidos grasos de cadena corta ramificada (bSCFAs), en 
FQ3 no se observó ninguna correlación estadísticamente significativa, en tanto 
que en el PC1 correlacionó positivamente Bacteroides con los bSCFAs y 
negativamente Pseudomonas y Escherichia-Shigella, en el FQ2 la relación fue 
directamente proporcional para Enterobacter y Pseudomonas e inversamente 
proporcional para Hungatella. Por otro lado, en el DC1, Enterobacter, Klebsiella 
y Prevotella mostraron una correlación positiva y Bacteroides y Clostridium 
negativa, si bien en FQ2 la única correlación significativamente positiva de los 
bSCFAs fue con Clostridium.  
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Con todo esto, se observa que los sujetos 1 y 3 (FQ1 y FQ3) coinciden en un 
gran número de correlaciones, siguiendo una tendencia similar en cuanto a 
relación metabolito-género. Esto podría indicar que, aunque las características 
clínicas no son las mismas, puesto que uno tiene malabsorción severa y el otro 
terapia génica, la respuesta de sus microbiotas a la bifidobacteria es similar. De 
hecho, en el trabajo llevado a cabo por Lkhagva et al.  (2021) se demostró que 
los factores externos de los pacientes, como puede ser el ejercicio físico, tenían 
un mayor impacto sobre la microbiota que la propia dieta, lo cual apunta hacia 
otras opciones de tratamiento para pcFQ más allá de la medicación. Por el 
contrario, la microbiota colónica del sujeto FQ2 responde de manera diferente 
posiblemente debido, en parte, al efecto del antibiótico, ya que se ha visto que 
en la FQ los antibióticos disminuyen la abundancia relativa de bacterias 
comensales, como Bifidobacterium y Bacteroides, y reducen la alfa-diversidad 
(Caley et al., 2023).  

 

FIGURA 4. Correlación de Spearman entre los taxones identificados y los metabolitos detectados. 
Los asteriscos indican correlaciones significativas con un coeficiente de Spearman superior a 0,7 
o inferior a -0,7) 

PC1 DC1 

PC2 DC2 

PC3 DC3 
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4. CONCLUSIONES 

Para concluir, si bien estos análisis sugieren que la suplementación con la 
cepa de Bifidobacterium estudiada en sujetos con FQ daría lugar a un aumento 
de la producción microbiana de SCFAs, lo cual se relaciona con una mejora de 
la disbiosis, es importante tener en cuenta otros posibles cambios perjudiciales 
sobre la microbiología intestinal. Además, cabe señalar la respuesta variable de 
la microbiota de los sujetos de estudio ante la suministración de una misma cepa 
probiótica, lo cual sugiere que el abordaje para modular esta microbiota, 
incluyendo qué cepa seleccionar, debe ser personalizado y teniendo en cuenta 
sus características clínicas.   

El conjunto de variables que intervienen sobre este ecosistema es muy amplio 
y sujeto-dependientes, lo cual dificulta encontrar correlaciones significativas. Por 
ello, la evidencia continúa siendo insuficiente y es necesario seguir investigando 
antes de poder recomendar específicamente la administración de probióticos 
para el tratamiento de la disbiosis intestinal en la fibrosis quística. 
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