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RESUMEN
El gluten, un componente muy común en la dieta humana, es capaz 

de activar la patogénesis de la enfermedad celiaca en individuos genéti-
camente predispuestos. Aunque se conoce muy bien la función de las en-
zimas digestivas humanas sobre las proteínas del gluten, existe un gran 
desconocimiento sobre el papel que lleva a cabo la microbiota intestinal en 
el metabolismo del mismo. El objetivo de este estudio fue analizar molecu-
larmente mediante PCR-DGGE la microbiota duodenal que participa en 
el metabolismo del gluten. Para ello se cultivaron biopsias duodenales de 
niños y adultos en un medio de cultivo (MCB) que contenía gluten como 
única fuente de nitrógeno. 

El análisis mediante PCR-DGGE mostró que la microbiota duodenal 
capaz de crecer en MCB está dominada por Streptococcus salivarius y S. 
oralis. Sin embargo, también se detectaron otros géneros como Lactoba-
cillus, Gemella, Haemophilus, Clostridium, Granulicatella y Staphylo-
coccus, aunque con una frecuencia más baja. Por tanto, aunque no se 
pudo asociar ningún perfil electroforético a la enfermedad, sí que se ha 
observado una gran diversidad de bacterias duodenales que podrían estar 
involucradas en el metabolismo del gluten. Son necesarios más estudios 
que permitan caracterizar en detalle la microbiota duodenal asociada al 
metabolismo de gluten, con el fin de plantear en un futuro posibles alter-
nativas terapéuticas.

INTRODUCCIÓN
La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatía infla-

matoria crónica del intestino delgado que aparece en 
individuos genéticamente susceptibles y es causada por 
una respuesta inmune inapropiada a las proteínas del 
gluten (1, 2). Actualmente, el único tratamiento efectivo 
para la EC es la eliminación total del gluten de la dieta 
durante toda la vida del paciente (3). 

El gluten está formado principalmente por proteínas, 
las cuales son resistentes a la digestión completa por las 
enzimas digestivas humanas debido a su alto conteni-
do en prolina y glutamina. Como consecuencia de esta 
digestión parcial, se originan péptidos de gran tamaño 
que aparecen en el lumen intestinal, los cuales generan 
una respuesta inmune inadecuada en pacientes con EC 
(4). Estudios recientes han mostrado que la microbiota 
intestinal desarrolla una intensa actividad metabólica 
en el organismo humano, actuando en la digestión de 
componentes de la dieta, como polisacáridos complejos 
y, en menor medida, proteínas, entre las que se incluye 
el gluten (5). Sin embargo, hay un conocimiento escaso 
sobre el papel que llevan a cabo los microorganismos en 
el metabolismo del gluten. Estudios recientes han mos-
trado que la microbiota intestinal puede ejercer un pa-
pel fundamental en la digestión de las proteínas del glu-
ten y de los péptidos derivados. Aunque se considera 
que la digestión de los compuestos proteicos comienza 
en el estómago, se ha descrito una actividad proteolítica 
de origen bacteriano en la cavidad oral. Esta actividad 
es capaz de hidrolizar péptidos ricos en prolina como 
los que aparecen en las proteínas del gluten (6). Dentro 
de las bacterias orales que generan esta actividad se 
han identificado Rothia mucilaginosa y R. aeria, las cua-
les son capaces de digerir eficientemente estas proteínas 
(7). Curiosamente, especies de Rothia han sido también 
descritas en el duodeno (8). Otras bacterias relacionadas 
con el metabolismo del gluten en la cavidad oral son 
Streptococcus mitis, S. pneumoniae, Staphylococcus epider-
midis, Bifidobacterium longum y B. dentium (7). A esta idea 
se suma un estudio realizado por nuestro grupo, que ha 
descrito una actividad glutenásica fecal (AGF) relacio-
nada directamente con la ingesta de gluten; dicha acti-
vidad podría ser derivada del metabolismo microbiano 
en el intestino (5). Otros estudios muestran que cepas de 
Bifidobacterium y Bacteroides fragilis, aisladas de las 
heces humanas, son capaces de digerir péptidos deri-
vados del gluten (9, 10). Caminero et al (11) mostraron una 
amplia variedad de microorganismos pertenecientes a 
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la microbiota fecal capaces de utilizar el gluten como 
nutriente, lo que apunta claramente a la gran importan-
cia de la microbiota en el metabolismo del gluten. En 
consecuencia de este hecho y de acuerdo con las nuevas 
evidencias que señalan a una posible contribución bac-
teriana en el desarrollo de la EC (12, 13, 14, 15), nos plantea-
mos estudiar molecularmente, mediante PCR-DGGE, la 
microbiota duodenal que participa en el metabolismo 
del gluten a partir del cultivo de biopsias de niños y 
adultos en un medio que contiene gluten como única 
fuente de nitrógeno.

MATERIALES Y MÉTODOS 
Pacientes y Muestras duodenales
Se recogieron biopsias duodenales de forma consecu-

tiva de niños (rango de edad 1-12 años) y adultos (rango 
de edad entre 15-40 años) procedentes de los Servicios 
de Gastroenterología de adultos y pediátrica del Hospi-
tal de León que acudieron a la consulta con síntomas. 
24 sujetos fueron incluidos en este estudio: 8 individuos 
adultos no enfermos celiacos (No-ECA) (4 hombres y 4 
mujeres), 3 pacientes adultos enfermos celiacos activos 
(ECAA) (2 hombres y 1 mujer), 5 adultos enfermos celia-
cos tratados (ECTA) (2 mujeres y 3 hombres), 2 niños no 
enfermos celiacos (No-ECN) (1 niño y 1 niña) y 6 niños 
enfermos celiacos activos (ECAN) (4 niños y 2 niñas). 
Al diagnóstico, todos los pacientes celiacos presentaban 
datos clínicos compatibles con la enfermedad, como se-
rología positiva (anticuerpos transglutaminasa), genéti-
ca positiva (HLA-DQ2-DQ8), y alteraciones histológicas 
en la mucosa de la biopsia duodenal. Las muestras de 
los pacientes ECA fueron recogidas en el momento del 
diagnóstico antes de comenzar la dieta sin gluten. Los 
pacientes ECT en el momento de la toma de la biopsia 
llevaban más de un año en dieta sin gluten. En el caso 
de los individuos No-EC, las muestras de biopsias duo-
denales fueron obtenidas de pacientes que fueron refe-
ridos a las consultas de gastroenterología debido a otras 
patologías intestinales (diarrea crónica, hernia de hiato, 
etc.). Ninguno de los individuos incluidos en el estudio 
fue tratado con antibióticos durante al menos un mes 
antes de la toma de las muestras. Las biopsias fueron 
recogidas mediante pinza de biopsia convencional a tra-
vés del canal de trabajo de un videogastrocopio. En el 
caso de los niños se utilizó un fibrogastroscopio pediá-
trico con una pinza de menor tamaño adaptada para el 
canal de trabajo. En los niños se utilizó siempre sedación 
profunda que practicó un pediatra entrenado en la UCI 
pediátrica. En los adultos se ofrecía sedación profunda 
con propofol que controlaba el propio endoscopista que 
tomaba la biopsia. En total se tomaban 2 biopsias en los 
adultos y 3 en los niños de la segunda y tercera porción 
duodenal. Estas biopsias eran las primeras en tomarse, 
antes de las enviadas para anatomía patológica, y evitar 
así contaminaciones. Según eran tomadas las biopsias, 

se inoculaba directamente en un tubo de ensayo con 1 
cc de suero salino. Estas muestras eran procesadas de 
forma inmediata a temperatura ambiente. En todos los 
casos se obtuvo el consentimiento informado tanto de 
los padres de los niños, como de los pacientes adultos 
incluidos en el estudio a la toma de muestras. Los pro-
tocolos de estudio fueron aprobados por la comisión de 
ética del Hospital de León. Todas las muestras fueron 
extraídas mediante endoscopia alta con biopsia de la 2ª-
3ª porción duodenal y fueron procesadas de inmediato.

Medio de cultivo y condiciones de cultivo
Para el aislamiento de los microorganismos a partir 

del cultivo de biopsias se empleó el medio líquido MCB 
diseñado en nuestro laboratorio que contiene gluten 
como única fuente de nitrógeno: CaCl2 2mM, ZnSO4 
2mM, Glucosa 2%, Tween 80 0.1% (v/v), FeCl3 20µM, 
Gluten (Sigma-Aldrich) 3%, y digerido de gluten con 
pepsina 0.5%. El pH fue ajustado a 6,5 con un tampón 
fosfato (1%). El medio se esterilizó en el autoclave du-
rante 20 minutos a 121ºC. Seguidamente mediante culti-
vo en placa se comprobó que el medio estaba totalmente 
estéril. 

El digerido de gluten al 3% (100 mL) se obtuvo al in-
cubar 3 g de gluten con 1 g de pepsina a pH 2 ajustado 
con HCl (10M). La mezcla se incubó durante 2 horas a 
37ºC con agitación (250 rpm). Seguidamente se elevó el 
pH a 6,5 con NaOH (1M) y posteriormente se esterilizó 
a 121ºC en el autoclave durante 20 minutos. 

La biopsia se inoculó en un matraz con 10 mL de me-
dio de cultivo y se incubó durante 48 horas a 37ºC con 
agitación (100 rpm) en condiciones microóxicas.

Extracción de ADN de los cultivos  
de biopsia y amplificación por PCR
Las extracciones de ADN genómico de los cultivos 

de biopsia se llevó a cabo siguiendo las instrucciones 
del protocolo del kit SpeedTools Tissue DNA Extraction 
(Biotools, España). La concentración de ADN fue de-
terminada empleando el espectrofotómetro NanoDrop 
ND-1000 (Saveen&Werner, Limhann, Suecia). 

Para caracterizar molecularmente la microbiota duo-
denal se amplificó mediante PCR dos regiones variables 
de diferente tamaño del ADN ribosomal 16S y así poder 
comparar los resultados obtenidos con ambos fragmen-
tos. Para la amplificación de los genes del ARNr 16S ello 
se empleóaron dos parejas de cebadores. la pareja de 
oligonucleótidos HDA1GC y HDA2 (16) que amplifican 
un fragmento de unos 200 pb correspondientes a la re-
gión V3 del ADNr 16S y la pareja de cebadores F968GC 
y R1401 (17) que amplifican un fragmento de aproxima-
damente 450 pb de la región V6-V8 del ADNr 16S. Para 
dichas amplificaciones se usó el kit comercial iProof Hi-
gh-Fidelity Master Mix (BioRad). El programa de PCR 
que se utilizó para este kit consistió en una desnatura-
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lización inicial de 98ºC durante 30 segundos y a partir 
de aquí 30 ciclos con las siguientes temperaturas: 98ºC 
durante 10 segundos, 56ºC ó 55ºC durante 30 segundos 
y 72ºC, 30 segundos. El programa de PCR finalizó con 
una extensión a 72ºC durante 10 minutos.

Análisis de la microbiota obtenida a partir 
del cultivo de biopsias duodenales mediante 
electroforesis en gradiente desnaturalizante 
(DGGE)
Los productos de PCR de la región V3 y V6-V8 del 

ADNr 16S fueron separados mediante la técnica del 
DGGE en geles del 10% y 8% de acrilamida/bisacrila-
mida en un gradiente desnaturalizante de urea (7M) y 
formamida (40% v/v) del 35-55% y 40-60% respectiva-
mente. El análisis de DGGE de los productos de PCR 
se realizó en el aparato DCode Universal Mutation De-
tection System (Bio-Rad, Richmond, CA), a un voltaje 
constante de 70 V y una temperatura de 60ºC durante 15 
horas. Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio 
durante 30 minutos y visualizados bajo un transilumi-
nador con luz ultravioleta. Las bandas de interés fueron 
cortadas del gel de poliacrilamida con un cubre estéril 
bajo luz ultravioleta e incubadas en 20 µL de agua mi-
lliQ estéril a 4ºC durante toda la noche. Alícuotas de 
5 µL fueron empleadas como molde en una nueva re-
acción de PCR. Se llevó a cabo la reamplificación de la 
región ribosomal con el par de oligonucleótidos corres-
pondiente pero sin portar la cola de poli-GC. Los frag-
mentos reamplificados fueron purificados y clonados 
con el sistema StrataClone PCR Cloning (Stratagene, 
La Jolla, CA) para posteriormente ser secuenciados en 

el Servicio de secuenciación de la Universidad de León 
y estas se compararon con las secuencias depositadas 
en la base de datos de GeneBank con el algoritmo del 
BLASTn. Para completar la identificación molecular de 
estas secuencias, se llevó a cabo un análisis filogenético. 
Las secuencias con un porcentaje ≥ 97% de identidad 
con respecto a las secuencias de bacterias conocidas 
después del análisis filogenético fueron consideradas 
de la misma especie.

Análisis estadístico
Las diferencias en número de especies entre los distin-

tos grupos de poblaciones fueron analizadas emplean-
do el test “chi-cuadrado” (se aplicó la corrección de 
Yates). La significación estadística fue establecida para 
valores de p<0.05.

 RESULTADOS
Análisis molecular mediante PCR-DGGE  
de la región V3 del ADNr 16S
En la Figura 1 se observan los perfiles de DGGE ob-

tenidos a partir de los productos de PCR de la región 
V3 empleando como molde el ADN de los cultivos de 
biopsias duodenales. Los diferentes perfiles mostraron 
entre 1 a 5 bandas intensas y bien resueltas. El resto de 
las bandas eran tenues o daban lugar a un smear. No se 
observaron diferencias estadísticamente significativas 
en cuanto al número de bandas entre los perfiles elec-
troforéticos de individuos sanos y de enfermos celiacos, 
tanto activos como tratados, ni tampoco se apreciaron 
diferencias asociadas a la edad. 
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Figura 1.- Perfiles de DGGE de las comunidades de bacterias obtenidas a partir del cultivo en un medio con gluten de biopsias procedentes 
de niños no enfermos celiacos (No-ECN) (carriles 1 y 2), niños enfermos celiacos activos (ECAN) (carriles desde el 3 al 8), adultos no enfermos 
celiacos (No-ECA) (carriles del 9 al 16), adultos enfermos celiacos activos (ECAA) (carriles del 17 al 19) y adultos enfermos celiacos tratados 
(ECTA) (carriles del 20 al 24). Los cebadores empleados para llevar a cabo la reacción de PCR fueron HDA1GC/HDA2. Los números indican los 
fragmentos secuenciados, cuya identificación se muestra en la Tabla I
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Se seleccionaron varias bandas para llevar a cabo su 
identificación molecular. Los productos de PCR que 
fueron identificados por secuenciación a partir de las 

bandas del DGGE aparecen en la Tabla I. Para comple-
tar la identificación molecular de cada una de las ban-
das secuenciadas se llevó a cabo un análisis filogenético. 
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Tabla I
ESPECIES DEL DOMINIO BACTERIA IDENTIFICADAS  

A PARTIR DE LA SECUENCIACIÓN DE BANDAS DE DGGE AMPLIFICADAS  
A PARTIR DEL ADN DEL CULTIVO DE BIOPSIAS DUODENALES CON  

LOS OLIGONUCLEÓTIDOS HDA1GC/HDA2. 

Bandas identificadas	 Especie identificada	 Identidad (%)
H22	 Bacillus cereus (JF798687)	 100
H26	 Clostridium perfringens (AB627081)	 100
H32	 Granulicatella elegans o G. adiacens (JF803525)	 100
H63	 Haemophilus influenza (JF803592)	 100
H35	 Lactobacillus crispatus (AY335504)	 100
H44	 Lactobacillus gasseri (JF7200071)	 100
H31	 Lactobacillus mucosae (FR693800)	 100
H56, H58	 Staphylococcus epidermidis (JF799903)	 100
H38, H59	 Staphylococcus hominis (JF799908)	 100
H23, H27, H34, H42, H54, H60, 	 Streptococcus oralis o S. mitis  
	 (GU326240 o AF543291)	 100
H21, H25, H33, H45, H46,  
H53, H55, H64	 Streptococcus salivarius (JF803598)	 100

Entre paréntesis se indica el número de acceso de los parientes más próximos determinado por la búsqueda  
de secuencias similares con el GenBank empleando el algoritmo BLASTN.

Tabla II
FRECUENCIA DE DETECCIÓN DE LAS DIFERENTES ESPECIES  

IDENTIFICADAS MEDIANTE PCR-DGGE EMPLEANDO  
LOS CEBADORES UNIVERSALES HDA1GC/HDA2 A PARTIR  

DEL ADN EXTRAÍDO DEL CULTIVO DE BIOPSIAS DUODENALES

Grupo bacteriano	 No-ECN	 ECAN	 No-ECA	 ECAA	 ECTA 
	 N=2	 N=6	 N=8	 N=3	 N=5
Bacillus cereus	 0	 1	 0	 0	 0
Clostridium perfringens	 0	 0	 0	 1	 0
Granulicatella elegans o G. adiacens	 0	 0	 2	 0	 0
Haemophilus influenza	 0	 1	 0	 0	 0
Lactobacillus crispatus	 0	 0	 1	 0	 0
Lactobacillus gasseri	 0	 0	 0	 0	 1
Lactobacillus mucosae o L. fermentum	 0	 2	 0	 0	 0
Staphylococcus epidermidis	 1	 0	 0	 0	 0
Staphylococcus hominis	 1	 0	 1	 0	 0
Streptococcus oralis o S. mitis	 0	 2	 5	 1	 4
Streptococcus salivarius	 1	 4	 6	 2	 4

Niños no enfermos celiacos (No-ECN).           Niños enfermos celiacos activos (ECAN).  
Adultos no enfermos celiacos (No-ECA)       Adultos enfermos celiacos activos (ECAA)  Adultos enfermos celiacos tratados (ECTA).
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La frecuencia de las diferentes especies detectadas me-
diante PCR-DGGE se muestra en la Tabla II. Dentro de 
las diferentes especies identificadas, predominó Strepto-
coccus salivarius y S. oralis que se detectaron en práctica-
mente todos los individuos, tanto niños como adultos 

independientemente de la enfermedad. Por el contrario, 
Bacillus cereus, Haemophilus influenza, Lactobacillus muco-
sae y Staphylococcus epidermidis sólo fueron detectados a 
partir del cultivo de biopsias de niños, pero con una fre-
cuencia muy baja. A partir del cultivo de biopsias proce-
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Figura 2.- Perfiles de DGGE de las comunidades de bacterias obtenidas a partir del cultivo de biopsias en un medio con gluten de niños no en-
fermos celiacos (No-ECN) (carriles 1 y 2), niños enfermos celiacos activos (ECAN) (carriles del 3 al 8), adultos no enfermos celiacos (No-ECA) 
(carriles del 9 al 16), adultos enfermos celiacos activos (ECAA) (carriles del 17 al 19) y adultos enfermos celiacos tratados (ECTA) (carriles del 
20 al 24). Los cebadores empleados para llevar a cabo la reacción de PCR fueron F968GC/R1401. Los números indican los fragmentos secuen-
ciados, cuya identificación se muestra en la Tabla III

Tabla III
ESPECIES DEL DOMINIO BACTERIA IDENTIFICADAS  

A PARTIR DE LA SECUENCIACIÓN DE BANDAS DE DGGE AMPLIFICADAS  
A PARTIR DEL ADN DEL CULTIVO DE BIOPSIAS DUODENALES CON  

LOS OLIGONUCLEÓTIDOS F968GC/R1401. 

Bandas identificadas	 Especie identificada	 Identidad (%)
F30	 Bacillus cereus (DQ884352)	 100
F38	 Clostridium perfringens (AB588015)	 100
F66	 Gemella haemolysans (JF803540)	 100
F70	 Gemella sanguinis (NR026419)	 99
F32, F34, F46	 Granulicatella elegans o G. adiacens  
	 (AB252689 o HM856620)	 100
F50	 Lactobacillus crispatus (FR683088)	 99
F54, F62	 Lactobacillus gasseri (GU454858)	 99
F52, F67	 Staphylococcus hominis (HQ908730)	 99
F33, F40, F53, F55, F69	 Streptococcus oralis (GU326240)	 99
F29, F31, F35, F47, F49, F51,  
F56, F58, F63, F65, F71 	 Streptococcus salivarius (AB608747)	 99
F39	 Streptococcus peronis (EU156772)	 98

Entre paréntesis se indica el número de acceso de los parientes más próximos determinado por la búsqueda  
de secuencias similares con el GenBank empleando el algoritmo BLASTN.
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dentes de individuos adultos, también aparecieron con 
baja frecuencia especies como Clostridium perfringens, 
Granulicatella elegans o G. adiacens, Lactobacillus crispatus 
y L. gasseri.

Análisis molecular mediante PCR-DGGE de la 
región V6-V8 del ADNr 16S
Los productos de PCR generados por los cebadores 

F968GC/R1401 fueron separados mediante DGGE en 
geles del 8% de acrilamida/bisacrilamida en un gra-
diente desnaturalizante del 40-60% de urea y formami-
da. Como se observa en la Figura 2, los patrones de ban-
das de DGGE obtenidos con los cebadores universales 
correspondientes a la región V6-V8 del ADNr 16S, mos-
traron muy pocas bandas (entre 1 a 4 bandas), pero la 
gran mayoría estaban bien resueltas. No se pudo asociar 
ningún perfil electroforético a la enfermedad. Tampoco 
se observaron diferencias en cuanto a número de ban-
das presentes en los perfiles electroforéticos de niños y 
de adultos, ni entre sanos y enfermos.

A partir de los geles, se seleccionaron varias bandas 
para llevar a cabo su identificación molecular. Los pro-
ductos de PCR que fueron identificados por secuencia-
ción a partir de las bandas del DGGE aparecen en la 
Tabla III. La frecuencia de cada una de esas bandas se 
muestra en la Tabla IV. Los resultados fueron simila-
res a los obtenidos con los cebadores que amplifican la 
región V3, ya que las especies identificadas fueron las 

mismas, con la aparición de algunas nuevas. De nuevo, 
los fragmentos amplificados correspondientes a las es-
pecies Streptococcus oralis y S. salivarius aparecieron en 
prácticamente todos los individuos sanos y enfermos, 
independientemente de la edad. Por el contrario Granu-
licatella elegans o G. adiacens fue detectada en 4 de los 6 
niños ECA y no aparece en ninguno de los niños sanos. 
El resto de las especies identificadas presentaban una 
frecuencia muy baja, ya que aparecían en tan solo una o 
dos de las biopsias analizadas (Tabla IV).

DISCUSIÓN
El conocimiento de las bacterias duodenales invo-

lucradas en el metabolismo del gluten es escaso. Es 
importante estudiar qué bacterias participan y cómo 
participan puesto que las proteínas del gluten son res-
ponsables de la activación de la patogénesis de la EC. 
Para el estudio de estas bacterias duodenales se ha em-
pleado un medio de cultivo diseñado en nuestro labo-
ratorio, el MCB, que lleva gluten como única fuente de 
nitrógeno, lo que va a permitir la proliferación de bac-
terias capaces de emplear las proteínas del gluten como 
nutriente. El análisis mediante PCR-DGGE mostró que 
la microbiota duodenal capaz de crecer en el MCB está 
dominada por Streptococcus salivarius y S. oralis, ya que 
fueron identificados en el 71% y 50% (respectivamente) 
de los cultivos de biopsias analizados. La predominan-
cia del género Streptococcus en el duodeno ha sido refle-
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Tabla IV
FRECUENCIA DE DETECCIÓN DE LAS DIFERENTES ESPECIES  

IDENTIFICADAS MEDIANTE SECUENCIACIÓN DE LAS DIFERENTES BANDAS  
OBTENIDAS EMPLEANDO LOS CEBADORES UNIVERSALES F968GC/R1401  
A PARTIR DEL ADN EXTRAÍDO DEL CULTIVO DE BIOPSIAS DUODENALES

Grupo bacteriano	 No-ECN	 ECAN	 No-ECA	 ECAA	 ECTA 
	 N=2	 N=6	 N=8	 N=3	 N=5
Bacillus cereus	 0	 1	 0	 0	 0
Clostridium perfringens	 0	 0	 0	 2	 0
Gemella haemolysans	 0	 0	 1	 0	 0
Gemella sanguinis	 0	 1	 0	 0	 1
Granulicatella elegans o G. adiacens	 0	 4	 2	 0	 2
Lactobacillus crispatus	 0	 0	 1	 0	 0
Lactobacillus gasseri	 0	 0	 1	 0	 1
Staphylococcus hominis	 1	 0	 1	 0	 0
Streptococcus oralis	 0	 1	 3	 1	 3
Streptococcus salivarius	 1	 5	 6	 1	 3
Streptococcus peronis	 0	 0	 0	 1	 0

Niños no enfermos celiacos (No-ECN).           Niños enfermos celiacos activos (ECAN).  
Adultos no enfermos celiacos (No-ECA)       Adultos enfermos celiacos activos (ECAA)   
Adultos enfermos celiacos tratados (ECTA).
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jada previamente en varios trabajos que han empleado 
técnicas clásicas de cultivo para identificar la microbiota 
duodenal (18, 19). Además, estudios de caracterización de 
la microbiota intestinal involucrada en el metabolismo 
del gluten en la cavidad oral y el intestino grueso han 
mostrado la presencia de cepas de Streptococcus capaces 
de hidrolizar el gluten (11, 20, 21). Por tanto, estas bacterias 
duodenales podrían jugar un papel importante en el 
metabolismo del gluten, participando en la hidrólisis 
bacteriana de péptidos inmunogénicos del gluten en el 
intestino delgado. En los últimos años, varias bacterias 
capaces de digerir gluten han sido propuestas como po-
sible tratamiento de la EC (21, 22); sin embargo ninguna 
de ellas es miembro hospedador de la microbiota duo-
denal, lo que dificulta su uso clínico. Así mismo, dife-
rentes estudios han descrito que determinadas cepas de 
Streptococcus salivarius pueden ser empleadas como pro-
bióticos, ya que son capaces de inducir una respuesta 
anti-inflamatoria y ejercer un efecto protector frente a la 
apoptosis inducida por patógenos (23, 24).

Otros géneros como Lactobacillus, Gemella, Haemophi-
lus, Clostridium, Granulicatella y Staphylococcus también 
se detectan mediante PCR-DGGE, aunque con una fre-
cuencia más baja. Lo que caracteriza a todos estos mi-
croorganismos, es que son capaces de crecer sobre un 
medio de cultivo que contiene el gluten como única 
fuente de nitrógeno. Esto puede ser explicado por dife-
rentes razones; i) presentan actividad proteolítica frente 
al gluten; ii) por el contrario carecen de esa actividad, 
pero son capaces de crecer en ese medio gracias a los 
nutrientes que le aportan otros microorganismos que si 
son capaces de hidrolizar el gluten; iii) o su crecimien-
to se ve favorecido, porque son capaces de emplear los 
péptidos de menor tamaño que se originan como con-
secuencia de la digestión parcial del gluten con pep-
sina. Estudios previos han mostrado distintas cepas 
bacterianas de géneros como Clostridium, Lactobacillus y 
Staphylococcus son capaces de hidrolizar gluten (11). Por 
tanto, estos microorganismos pueden tener un papel en 
el metabolismo del gluten en el duodeno. 

Varios trabajos han mostrado una disbiosis intestinal 
en pacientes con EC (12-15). Sin embargo, los mecanismos 
mediante los cuales las bacterias pueden participar en 
la patogénesis se desconocen. Se ha mostrado que algu-
nos de los grupos bacterianos alterados en la EC están 
relacionados con el metabolismo del gluten (11, 13, 14, 25, 26). 
Así mismo, Bernardo et al, (27) mostraron la existencia 
de un patrón específico de metaloproteasas bacterianas 
con capacidad de degradar gliadina en la mucosa duo-
denal de pacientes con EC diferente al patrón presente 
en los sanos. Nuestro trabajo teniendo en cuenta el nú-
mero reducido de pacientes analizados de cada tipo, no 
muestra un perfil de especies bacterianas asociadas a la 
EC o a los individuos no enfermos celiacos. Quizás las 
diferencias podrían estar asociadas a la funcionalidad 

de las distintas cepas que son capaces de crecer en el 
medio MCB. Los enterotipos que determinan la micro-
biota intestinal, en la mayoría de los casos se definen 
por la composición de especies. Pero las funciones mo-
leculares no siempre son llevadas a cabo por las espe-
cies más abundantes. Por ello resulta necesario llevar a 
cabo también un análisis funcional para poder entender 
el papel de las comunidades microbianas (28). Además, 
la técnica PCR-DGGE es capaz de detectar entre el 90-
99% de las especies más representativas de una comuni-
dad, sin discriminar entre células vivas, células muertas 
o células en un estado no cultivable. Sin embargo, esta 
técnica no refleja la presencia de otras especies de bacte-
rias menos representativas que si pueden ser detectadas 
mediante colecciones de clones o mediante técnicas clá-
sicas de cultivo (29, 30).

La baja diversidad bacteriana obtenida con el medio 
MCB puede deberse a las condiciones adversas que pre-
senta el duodeno como por ejemplo pH ácido, peristal-
tismo o la presencia de ácidos biliares. Además, se ha 
utilizado un medio de cultivo de enriquecimiento con 
gluten, el cual se caracteriza por presentar secuencias 
peptídicas de difícil digestión. Por estos motivos, es po-
sible que una parte de los microorganismos presentes 
en el duodeno no puedan crecer en el medio de cultivo 
MCB. Nistal et al, (8) mostraron que una parte importante 
de la microbiota duodenal de los adultos está formada 
por bacterias aún no cultivadas. A menudo, para el cul-
tivo de microorganismos del tracto gastrointestinal se 
emplean medios de cultivo complejos (como por ejem-
plo Brain Heart Infusion broth, Brucella broth, etc.,) (31, 

32) que se caracterizan por ser medios ricos en nutrientes 
ya que en su composición se incluyen hidrolizados de 
productos animales o vegetales, como caseína, carne, 
soja, extracto de levaduras u otras sustancias nutritivas 
que favorecen el crecimiento de muchos microorganis-
mos. Sin embargo, el medio MCB carece de esos compo-
nentes, lo que hace que se trate de un medio de cultivo 
más exigente para el crecimiento de los microorganis-
mos. Esto permite la proliferación y caracterización de 
bacterias que directa o indirectamente están involucra-
das en el metabolismo del gluten.
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