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Formarea si structura microflorei intestinale
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— REZUMAT —

Populatia bacteriana a tractului digestiv matur este cuprinsa in principal in 2 increngaturi: Bacteriodetes si Fir-
micutes. Formarea microbiotei intestinale parcurge o evolutie stadiala. Colonizarea bacteriana se considera
recent ca incepe in utero. Prezenta bacteriilor in tesutul placentar, in membranele fetale, lichidul amniotic si in
sangele cordonului ombilical la feti si nou-nascuti sanatosi sugereaza contactul precoce cu lumea bacteriana
ca prim pas de instructie imunologica. Colonizarea tractului digestiv este continuata si amplificata dupa nastere.
Nasterea pe cale vaginala induce o populare intestinala care reflecta structura florei vaginale materne. Micro-
biota intestinala a nascutilor prin cezariana este dominata de flora cutanata si orala materna, insa cuprinde si
ecosistemul cutanat al personalului medical si germeni provenind de pe suprafete. Laptele matern contine
bacterii vii provenind din ductele mamare, areold, dar mai ales din intestinul matern, acesta fiind o sursa de
colonizare naturala a intestinului neonatal. Popularea bacteriena fiziologica a intestinului moduleaza expresia
genelor epiteliului pentru toleranta imunologica, furnizeaza nutrimente gazdei si contribuie la maturarea imuni-
tatii sistemice.

— Cuvinte cheie: intestin, bacterii, colonizare, imunitate —_—

Corpul uman si patrimoniul sau microbian sunt
componente ale unui imens ecosistem n care popu-
latia bacteriana contine de 100 ori mai multe gene
si de 10 ori mai multe celule decat cele umane (1,2).
Bacteriile sunt organisme monocelulare procariote
la care materialul genetic nu este protejat de o
membrand nucleara. Fata de eucariote, ele se dife-
rentiazd prin prin prezenta urmatoarelor compo-
nente: perete celular si membrana plasmatica, cito-
plasma in stare coloidala, ribozomi (sintezd pro-
teica), informatie genetica Intr-un cromozom circu-
lar (nucleozom) si plasmide (contin ADN dublu ca-
tenar), multiplicare de obicei prin diviziune directa.
Din punct de vedere taxonomic se diferentiaza prin
marile domenii, Increngaturi (phylum), clase, ordi-
ne, familii, genuri, specii si subspecii (2). In practi-
ca aceasta ierarhie taxonomica nu este functionala.
In textele stiintifice vom gisi mai degraba referiri
la specii sau subspecii bacteriene, fiind evitata de-
rularea unui lung lant de ranguri taxonomice. Cel
putin pentru tractul digestiv sunt importante 2 in-
crengaturi: Bacteroidetes si Firmicutes. Acestea
constituie flora dominanta in populatiile de tip ves-
tic; alte Increngaturi detin in jur de 10% din micro-
biom (Proteobacteria — 4,5%), in proportii mici ge-

nul Escherichia, Helicobacter si Actinobacter (3).
Colonizarea microbiana normala a corpului uman
este dependentad de conditiile mediului chimic lo-
cal, de gradul de oxigenare, de aportul nutritiv al
tesutului gazda si de interventia sistemului imun.
Unele specii prolifereaza folosind conditiile de nu-
tritie locald, aderda in nisele diferitelor organe si
prin succesiunea lor constituie baza unor populatii
stabile. In totalitate, microorganismele care coloni-
zeaza suprafetele si unele cavitati ale organismului
formeaza microbiota indigena. Formarea microbio-
tei intestinale parcurge o evolutie stadiald. Putem
descrie o etapa prenatald, perioada alimentatiei ex-
clusive la san sau prin formule de lapte, modificari-
le microflorei dupa introducerea alimentatiei solide
si formarea microbiotei stabile.

Colonizarea bacteriana in utero

Conform opiniilor acceptate, mediul amniotic
este considerat steril in cazul sarcinilor normale, la
termen. In lumea animala insa, transmiterea micro-
biomului matern la fat este considerata un fenomen
comun. Transmiterea verticald a microbiomului
matern uman in placenta si In meconiul fetal suge-
reaza ca procesul de colonizare incepe inaintea nas-

Corresponding author:
Prof. Dr. Sorin Buzinschi
E-mail: buzinschis@gmail.com

Article History:
Received: 2 June 2018
Accepted: 15 June 2018

86 REvisTA ROMANA DE PEDIATRIE — VoLumuL LXVII, Nr. 2, AN 2018



REvisTA ROMANA DE PEDIATRIE — VorLumuL LXVII, NRr. 2, AN 2018 87

terii. Odata cu dezvoltarea neurologica fatul inghite
lichid amniotic, in special in al 3-lea trimestru de
sarcina, ceea ce constituie inceputul colonizarii.
Prezenta bacteriilor in tesutul placentar, in mem-
branele fetale, in lichidul amniotic si in sangele
cordonului ombilical la feti $i nou-ndscuti sanatosi,
fara semne de infectie sau inflamatie, sugereaza
contactul precoce cu lumea bacteriand ca prim pas
de instructie imunologica (4,5). Flora microbiana
din 320 specimene placentare recoltate steril a fost
investigata prin secventierea genetica 16STRNA in
corelatie cu investigatii similare ale microflorei
gravidelor din cavitatea orala, piele, cai respiratorii
(nazal), vaginala, si ale microbiomului intestinal de
catre Aagard et al. (4). Autorul specificd biomasa
scazutd a microbiomului placentar (0,002 mg ADN
bacterian extras la 1 g tesut placentar). Profilul ni-
sei microbiomului placentar studiat a cuprins genul
Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Bacterio-
detes si Fusobacterii, tulpini comensale nepatoge-
ne (4,5). Paradigmele curente considera ca majori-
tatea infectiilor intrauterine soldate cu nasteri
premature 1si au originea in tractul genital inferior
prin ascensionarea germenilor in mediul steril in-
trauterin. Cu toate acestea numeroase clase bacteri-
ene detectate local nu au provenit din tractul uroge-
nital, ci au reprezentat specii comensale din cavitatea
oralda a gravidei (4). Unii dintre acesti germeni ca
Fusobacterium nucleatum (oral anaerob Gram -)
transmis hematogen, functioneaza ca un deschizator
de drum pentru alti comensali comuni ca tulpini de £
coli. Dintre speciile bacteriene identificate in placen-
ta, £ coli a fost, surprinzator, printre tulpinile cele
mai abundente. Intr-o trecere in revisti a datelor care
aratd transmiterea materno-fetald a comunitatilor
bacteriene, Keeler si Weilkamp (6) au evidentiat co-
lonizarea bacteriand comensalad a meconiului la 2 ore
dupa nastere chiar inainte de alimentatie si prezenta
populatiei microbiene in segmentele de intestin reze-
cat imediat dupa nastere in cazul unor malformatii.
Bacteriile comensale din lichidul amniotic inghitit
contribuie la maturarea intestinului fetal, la dezvol-
tarea sistemului imun si la protectia prin competitie
fata de potentialii patogeni.

Popularea bacteriana uterina in conditii fizio-
logice inafara sarcinii poate fi impartita intre
germeni rezidenti, ,turisti“ si invadatori. Unele
date infirma existenta unei populatii stabile ute-
rine care ar avea rol In mentinerea homeostaziei
locale (12). In cursul sarcinii, in opozitie cu para-
digma mediului uterin steril, tehnicile de identi-
ficare moleculard a comunitatilor bacteriene au
evidentiat achizitia unui microbiom care, asa

cum s-a aratat, contribuie la stabilirea unor relatii
imune, structurale si metabolice cu gazda. Unele
opinii considera ipoteza colonizarii intrauterine
insuficient fondata prin limitarea metodelor mo-
leculare la studiul biomasei minimale, lipsa unui
control adecvat al contaminarii §i incapacitatii de
a dovedi viabiliatea bacteriana.

Prezenta abundenta a bacteriilor in lichidul am-
niotic provoacd corioamniotita, cresterea locald a
leucocitelor, a citochinelor proinflamatorii, fiind
identificata ca o cauza pentru nastereca prematura
(7). Bacteriile care produc infectii vaginale, urinare
sau ale lichidului amniotic declanseaza productia
peptidelor antimicrobiene si a citochinelor care
sunt implicate in nagterea prematura si/sau ruperea
precoce a membranelor. Cu toate ca infectiile sunt
factorii declansatori importanti, modificarea casca-
dei inflamatorii prin polimorfisme ale genelor
TLR4, 1L-1B, IL-4, IL-10, IL-1ra, TNF-a poate fi
considerata una dintre premisele genetice ale naste-
rii premature (8). Cresterea severitatii prematurita-
tii se coreleaza cu nivelul ridicat al citochinelor
proinflamatorii in lichidul amniotic, cu dezvoltarea
abundenta a microbiotei in meconium §i cu structu-
ra comunitatii microbiene (9). Tulpinile de Entero-
bacter, Enterococcus si Lactobacillus sunt corelate
negativ cu varsta gestationala din cauza raspunsu-
lui inflamator pe care il declanseaza (9).

Metodele traditionale de identificare a germeni-
lor prin culturi ofera date incomplete asupra popu-
latiilor bacteriene ale microbiomului uman. Tehni-
cile metagenomice si tehnologia de secventiere a
revolutionat intelegerea noastra asupra populatiilor
microbiene. Secventierea unei gene ribozomale
(16SrRNA) specific conservata la procariote (bac-
terii) permite diferentierea intre specii si identifica-
rea unora care nu au putut fi cultivate. Desi para-
digmele curente considera ca infectiile intrauterine
care provoaca nasteri premature sunt datorate ger-
menilor din tractul genital inferior, in baza noilor
tehnologii agentii cel mai frecvent identificati sunt
comensali din cavitatea orala (Fusobacterium nu-
cleatum, Gram -, anaerob si altii), transmisi pe cale
hematogena.

Sistemului imunitar 1i revine rolul de a controla
dezvoltarea microbiotei in perioada perinatala pen-
tru ducerea la termen a sarcinii si pentru controlul
antigenilor in vederea constituirii starii de imunoto-
leranta.

Microbiomul intestinal neonatal

Colonizarea tractului digestiv initiatd din viata
intrauterind este continuata si amplificata cu rapidi-
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tate dupa nastere. Numerosi factori determina com-
pozitia microbiotei in primele etape de viata: tipul
de nastere (vaginalad/cezariand), alimentatia natura-
la/artificiala, mediul, igiena si utilizarea de antibio-
tice. Microbiota vaginald sufera modificari impor-
tante in cursul sarcinei. Desi compozitia tulpinilor
bacteriene izolate difera in unele studii, microbio-
mul vaginal apare a fi dominat de specii ca Lacto-
bacillus, Clostridium si Actinomicetes (4,5,10). In-
tre acestea, tulpinile de Lactobacillus prin productia
de acid lactic scad pH-ul local (sub 4,5) cu efect
protector fata de colonizarea cu alte specii, in spe-
cial patogene (10). Reducerea diversitatii microbi-
ene intestinale a gravidei in trimestrul 3 de sarcina
comparativ cu primul sugereaza modificari simila-
re cu cele din sindromul metabolic in care obezita-
tea si rezistenta la insulina au fost corelate cu struc-
tura microbiotei intestinale (11). In opozitie cu
efectele negative ale obezititii, cresterea adipozita-
in sarcind deoarece furnizeaza mai multd glucoza
pentru fat si pregatesc corpul pentru solicitarile
energetice ale lactatiei (11). Nasterea pe cale vagi-
nald induce o colonizare intestinala care reflecta
structura florei vaginale materne, dominata de spe-
cii de Lactobacillus si Prevotella primele detinand
50% din intregul ecosistem bacterian (12). Alaturi
de flora vaginala, flora fecald materna contribuie la
diversitatea colonizarii cu Lactobacillus, Bifido-
bacterium, E coli si Enterococcus. In prima sapta-
mana de viata, microbiomul nou-nascutului la ter-
men este colonizat rapid cu specii din increngatura
Actinobacteria (incluzand Bifidobacterium), Prote-
obacteria, Bacteroidetes $i mai putin Firmicutes
(4,13). In cazul nasterilor premature sub 1.200 g
microbiomul intestinal este dominat de genul Fir-
micutes si Tenericutes si mai putin de Actinobacte-
ria (4,5).

Ecologia intestinald la prematuri se caracteri-
zeaza prin densitatea mica a germenilor si a diver-
sitatii In functie de tipul nasterii, spitalizare si mo-
dul de alimentatie. Acest aspect nu este lipsit de
importantd deoarece colonizarea primara a intes-
tinului este prima lectie de imunitate a copilului.
Colonizarea cu germeni materni permite o comuni-
care cu acestia, exprimarea unor gene in epiteliul
intestinal §i initierea circuitelor imune. Spre deose-
bire de nasterile pe cale vaginald, microbiota intes-
tinald a nascutilor prin interventie cezariana este
dominata de flora cutanatd si orald materna prin
Propionilbacterium, Corynebacterium si Strepto-
coccus (10), cu o colonizare scazuta cu anaerobi ca
Bacteroides si Bifidobacterium (13). In microbio-
mul acestora se mai reflecta si ecosistemul cutanat

al personalului medical, colonizarea microbiana a
suprafetelor etc ceeace genereaza riscul popularii
intestinale cu germeni rezistenti la antibiotice. In
populatia lor intestinald s-a identificat o proportie
ridicata de gene bacteriene de rezistenta la antibio-
tice. Tulpinile meticilino-rezistente de Staphylo-
coccus aureus [MRSA] (prezent la 64-82% dintre
acestia) ar explica prezenta infectiilor cutanate cu
acest germene (10). Tratamentul cu antibiotice ina-
inte sau in cursul nasterii moduleaza ecosistemul
intestinal neonatal prin modificarea raportului din-
tre germenii Gram + si cei Gram - si posibil prin
inductia rezistentei bacteriene la antibiotice. Poli-
morfismul colonizarii intestinale poate explica di-
ferentele mari intre studiile publicate privind struc-
tura, ponderea si evolutia microbiotei neonatale.
Primele bacterii colonizatoare structureaza expre-
sia genelor in celulele epiteliului intestinal crean-
du-si un habitat favorabil in detrimentul urmatori-
lor locuitori (13). Este important de subliniat ca
flora constituita la nastere influenteaza diversitatea
si functionarea microbiomului intestinal luni, ani
dupa nastere sau chiar compozitia florei la adulti.

Alimentatia naturala si colonizarea intestinala

Laptele uman asigura dezvoltarea optima si sa-
nitoasi a copilului. In afara de principiile alimenta-
re care asigura nutritia sugarului in laptele matern
se gasesc numeroase tipuri de oligozaharide, neu-
trofile, macrofage, celule T si B dar si bacterii vii.
Unele dintre acestea provin din ductele mamare sau
areold, dar altele sunt componente intrinseci ale
laptelui si provin din microbiomul intestinal matern
(14-16). Observatiile ca laptele matern nu este ste-
ril, chiar colectat aseptic, sprijind idea cad acesta
este o sursd de colonizare bacteriana naturala a in-
testinului neonatal prin faptul ca fragmente identice
de ADN bacterian pot fi identificate in fecalele ma-
terne, sange, lapte ca si in scaunele sugarilor (15).
In cazul alimentatiei naturale transferul bacterian
prin lapte reprezintd o modalitate de colonizare a
intestinului neonatal cu o flora aseméanéatoare cu cea
materna realizandu-se circulatia germenilor prin
circuitul entero-mamar-enteral.

Transferul bacteriilor viabile sau materialul ge-
netic al acestora este asigurat de celulele mononu-
cleare materne atat in cursul sarcinii, cat si dupa
nastere (6,14). Greutatea maternd influenteaza mi-
crobiota intestinald si compozitia florei transferate
prin lapte (10). La femeile obeze gravide s-a con-
statat abundenta tulpinilor de S. aureus in primele 6
luni de lactatie si a celor de Lactobacillus in prima
luna (10). Microbiomul matern este influentat de
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FIGURA 1. Transferul de informatie imund de la intestinul matern la intestinul sugarului hrénit natural

factori genetici, imunologici, dietd si medicatie,
elemente care 1i determind structura florei intesti-
nale si configuratia germenilor transferati la copil
(6). Colonizarea intestinala a nou-nascutului si su-
garului mai este dependenta de tegumentele sanului
(pentru Staphylococcus, Corynebacteria si alte
bacterii cutanate ca Propionilbacteria), cavitatea
orala materna (Fusobacterium nucleatum, Bre-
geyella spp, Porphyromonas gingivalis etc) (17).
Intr-un studiu pe 1.032 de sugari in varsta de 1 lun
Penders et al (18) au constatat cd nascutii prin ceza-
riand au o microflord intestinald saraca in Bifido-
bacteria si Bacteroides, fiind mai frecvent coloni-
zati cu CI difficile fatd de cei nascuti pe cale
vaginald. Sugarii alimentati exclusiv cu formule de
lapte sunt mai frecvent colonizati cu E coli, CI dif-
ficile, Bacteroides si Lactobacillus. Spitalizarea si
prematuritatea cresc colonizarea tulpinilor de CI/
difficile pe cand tratamentul cu antibiotice scade
populatia de Bifidobacteria si Bacteroides (18). Di-
ferentele dintre sugarii alimentati la san si cei hra-

niti cu formule de lapte nu se rezuma la compozitia
florei intestinale dar si la efectele protectoare pe
care le exercitd Tabelul 1.

TABELUL 1. Diferente intre colonizarea intestinala a
sugarilor alimentati natural vs. artificial si protectia imuna
oferita (13,18,19)

Sugari alimentati natural
Tractul digesBlv este colonizat
primar de Bifidobacteria,
Bacteroides

Sugari alimentati artificial
Tractul digesBlv este colonizat
cu o flora diversa care contine
E coli, Cl difficile, Bacteriodes,
Prevotella si Lactobacillus
Laptele uman contine Flora microbiand complex3;
numerosi factori an@microbieni | in proportie ridicata anaerobi
si imunomodulatori care facultallv/obligatoriu ca
limiteaza cresterea patogenilor, | Enterobacteria, Streptococcus
celule vii (neutrofile, si Cl difficile

macrofage, limfocite T si B)

Colonizarea intestinald cu microbiota materna
este optima 1n nasterea pe cale vaginala, la domici-
liu si in conditiile alimentatiei naturale. In materni-
tati si mai ales in spitale existd sanse pentru coloni-

TABELUL 2. Microbiota intestinala la sugar gi relatia comensal& sau simbioticd cu gazda sa. Trecere in revista a speciilor

considerate semnificative (10,13,19,20,21).

Specii din flora intestinala | Colonizare

Bifidobacterii

Colonizeazd abundent tractul digesBlv al sugarilor mai ales prin B bifidus, B breve, B infanBls. Sunt germeni
Gram + anaerobi; se localizeaza in stransa legatura cu stratul mucos al epitelului.

Lactobacillus

Germeni Gram + colonizeazd mai ales colonul. Tn intesEnul nou-nascutilor provin din flora vaginald maternd
si din laptele matern. L acidophilus, cea mai comuna specie de Lactobacillus, urmeaza bifidobacteriilor ca
importanta in intesBnul sugarilor alimentati natural. Adeziunea la epiteliul intes@nal ii confera proprietati
protectoare fata de colonizarea cu patogeni.

Clostridium

Germeni Gram +, obligatoriu anaerobi, formatori de spori. Colonizeaza fiziologic tractul intes@nal Tnsa au
capacitatea de a elabora exotoxine (A si B) fiind patogeni prin acestea si potential patogeni prin formarea
de spori. Dintre speciile de Clostridium, Cl difficile colonizeaza intesBInul sugarului fara a produce efecte
nocive n conditii normale. Majoritatea sugarilor colonizati cu Cl difficile sunt asimptomakBlci si prezinta
anBlcorpi de Blp 1gG fatd de toxina A si B care le confera o imunitate de lunga durata.

Bacteroides

Germeni Gram -, obligatoriu anaerobi, comensali si conditionat patogeni, detin ~¥30% din masa bacteriana
a intesBnului. Prezinta relatii mutuale cu gazda prin descompunerea substraturilor vegetale. Se dezvolta
abundent in tractul diges?v uman; consumul ridicat de proteine si grasimi animale 1i favorizeaza colonizarea
pe cand consumul predominent de carbohidrati favorizeaza dezvoltarea speciilor de Prevotella. Bacteroides
fragilis, anaerob, in general comensal, face parte din flora colonicad. Excretat in proportie de 0,5% din
bacteriile prezente in scaun. Implicat Tn infectiile cu anaerobi proveniti din flora intes@nala.

Escherichia coli

Germene Gram - facultallv anaerob, colonizeaza precoce intes@nul sugarului. Laptele matern are efect
protector fata de acesta prin inhibitia colonizarii. Unele specii sunt comensale, parBcipa la sinteza vitaminei
K si B, sBmuleazd limfocitele sa secrete IgA. Tulpini ca O157:H7, secretoare de verotoxina pot produce
efecte severe ca enteritd hemoragica si sindrom hemoliBlc uremic.
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zarea diversd, cu influente pe termen lung asupra
microbiomului nou-nascutului si sugarului. Odata
cu diversificarea si introducerea alimentelor solide
se produc schimbari in compozitia microbiotei in-
testinale prin dezvoltarea unor specii prevalente la
adulti (Bacteroidetes, Firmicutes si Clostridium)
(10). Modificarile florei depind de evolutia substra-
tului nutritional, sursd pentru speciile comensale
care extrag energie, produc vitamine, acizi grasi cu
catena scurtd si aminoacizi.

Odata format, microbiomul intestinal stabileste
relatii simbiotice cu gazda sa prin prelucrarea sub-
straturilor nedigerate, limitarea nutrimentelor pen-
tru patogeni si competitie de spatiu cu acestia, for-
marea starii de tolerantd imuna intre bacterii si
sistemul imun, instructia si dezvoltarea imunitatii
sistemice. Tulburarile de formare §i mentinere a
microbiotei intestinale pot constitui factori de risc
pentru patologia inflamatorie si metabolica a adul-
tului.
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