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1. INDICE DE SIGLAS Y ACRONIMOS

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

TAR o TARGA: tratamiento antirretroviral (de gran actividad)
GALT: Gut Associated Limphoid Tissue

LPS: lipopolisacaridos de la pared celular bacteriana

LBP: Lipid- Binding Protein

SIV: virus de la inmunodeficiencia del simio

Gl: gastrointestinal

INR o ID: Immunologic non-responders o inmunodiscordantes
IR: Immunologic responders o respondedores inmunolégicos
ITT: Andlisis por intencién de tratar

OT: Analisis “on treatment”

sCD14: CD14 soluble

TNF-a: factor de necrosis tumoral a

IL: interleuquina

PCR: proteina C reactiva

VSG: velocidad de sedimentacién globular

NNRTI: Inhibidores de la Transcriptasa Inversa No ananologos de los Nucleésidos

IP: Inhibidores de la Proteasa
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La infeccion por VIH deteriora el tracto gastrointestinal: la translocacion

microbiana.

Gracias al tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA o TAR), la supresion
virolégica mantenida en el tiempo, es posible incluso en pacientes con infeccién por el
VIH, incluso los que han recibido multiples tratamientos y presentan altos niveles de
resistencia. Sin embargo, la inmunoactivacion persistente crénica, que contribuye a la
progresion de la enfermedad y a las complicaciones clinicas en individuos viralmente
suprimidos apunta a factores adicionales que contribuyen a la inflamacion sistémica

distintos de la replicacion del VIH: la translocaciéon microbiana es uno de esos factores.

Las células dendriticas y los linfocitos localizados en la lamina propia de las mucosa
rectal constituyen el sistema GALT (Gut-Associated Limphoid Tissue), donde mas del
90% de los linfocitos se encuentran en estado de activacién, y representa la primera
diana de la infeccion por el VIH, independientemente de la via por la que se haya
adquirido la infeccion (1). La consecuencia es que durante los primeros dias de la
infeccidn se produce una destruccion masiva de los linfocitos de la lamina propia
intestinal, que representa mas del 50% de los linfocitos totales del organismo, sobre todo
a nivel del ileon (2,3). La destruccion se produce por efecto citopatico directo del virus
sobre las células infectadas pero también por mecanismos apoptéticos inducidos por las
proteinas virales, especialmente la gp160. Este dafio es irreversible, por lo que la barrera
estructural e inmune, que protege al organismo del paso de gérmenes a través de la
mucosa intestinal, se ve profundamente danada tras la primoinfeccion, y se mantiene en
el tiempo al no ser restaurada a pesar de la administracion de un TAR efectivo (4,5). La
pérdida masiva de LT CD4+ intestinales y la alteracion anatomo-funcional del epitelio
intestinal (aumento de la permeabilidad) tiene como consecuencia la aparicion de fugas
en la circulacion sistémica de subproductos bacterianos, como lipopolisacaridos (LPS) de
la pared celular bacteriana de las bacterias Gram-negativas y al acido lipoteicoico de las
bacterias Gram-positivas que contribuyen a una activacion inmune sistémica, fendmeno

denominado “Translocacién microbiana” (6,7).

La translocacion microbiana:

Las estructuras del sistema GALT estan estratégicamente situadas en las zonas donde
se encuentra mayor concentracion de microbioma (Placas de Peyer y foliculos linfoides)
(8). En ausencia de patologia, la interaccidon hospedador-microbioma conduce a un

predominio de los mecanismos de tolerancia hacia el microbioma residente. El sistema
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inmune es el encargado de controlar el delicado equilibrio entre el crecimiento microbiano
y su contencion. El muestreo y reconocimiento del contenido del intestino es crucial ya
que la microbiota (microorganismos que componen el microbioma) es responsable del
70% del total de respuesta inmune. Cuando la célula presentadora de antigenos
reconoce las particulas bacterianas y estimula la expansion clonal de los linfocitos T, ha
de haber un equilibrio entre la respuesta Th17 (reclutandose neutrdfilos al sistema GALT
y aumentando la secrecién de citoquinas proinflamatorias) y la respuesta mediada por las
células T reguladoras (Treg), que producen citoquinas antiinflamatorias y son los
elementos responsables de la tolerancia inmunolégica a estos bioproductos. La
destruccién de las células T CD4+ asociada con la activacion inmune en el intestino
conduce a la infiltracién masiva de células T CD8+ y al dafio celular epitelial, aumentando
la produccion de IFN-y, IL-6, IP-10 (9). Una de las consecuencias mas significativas del
deterioro del sistema GALT provocado por la infeccion por VIH es la disminucion drastica
de las células Th17 y un aumento en la frecuencia inmunosupresora de las células Treg
en el GALT (10). La alteracion del equilibrio Th17 / Treg en el GALT a favor de las Treg
inducida por el VIH compromete la inmunidad intestinal, y expone al huésped, mediante
la translocacion bacteriana, a una amplia gama de bioproductos microbianos que pasan
al torrente sanguineo y que tienen como consecuencia una activacion inmunitaria

generalizada y persistente y a la progresion de la enfermedad (11,12).
¢, Como medimos la translocacion microbiana?

La translocacion bacteriana induce la produccion de moléculas del sistema inmune
innato en respuesta a productos bacterianos circulantes; como la Lipid- Binding Protein
o LBP. La LBP es una molécula que forma parte de la inmunidad innata, producida en los
hepatocitos asi como por las células epiteliales del intestino y los pulmones tras la
induccién de IL-6 e IL-1, y media la respuesta del huésped frente a componentes de la
membrana celular de las bacterias Gram negativas (como los lipopolisacaridos de la
pared bacteriana o LPS) y el acido lipoteicoico de las bacterias Gram positivas presentes
en la circulacion sistémica (13). La LBP media la iniciacion de la respuesta inmunitaria del
huésped ante los acidos lipopolisacaridos o lipoteicéicos facilitando su transferencia a los
“toll-like receptors” ligados a la membrana del CD14, que finalmente activan la
transduccién de sefnalizacion de citocinas por monocitos y neutréfilos para controlar asi la
translocacion microbiana circulante (14). Los niveles elevados de LBP se correlacionan
con mayor inflamacién sistémica y peor respuesta inmunolégica, tanto en individuos VIH
negativos, como VIH positivos, por lo que ha quedado establecido como marcador

indirecto de la translocacién microbiana (12,15).
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Los niveles de translocacién microbiana también se pueden medir mediante la forma
soluble de CD14 (sCD14), un correceptor de los LPS que se libera en la circulacién por
los monocitos tras la estimulacion del producto microbiano translocado (16,17). Otro
parametro de translocacion utilizado en diferentes investigaciones es la medida de los
niveles de rDNA bacteriano en plasma. Ambos parametros se correlacionan con los
niveles de LPS translocados y la magnitud de la inmunoactivacién; su elevacién
persistente también se correlaciona con menor recuperacion inmunologica y progresion a
SIDA (18-20, Figura 1).
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Figura 1: Los niveles de translocacion bacteriana medidos mediante el CD14 soluble (sCD14), Lipid- Binding
Protein (LBP) y 16s DNA plasmaticos son significativamente mas elevados durante la infeccién aguda o
temprana por VIH, y mas aun cuando la enfermedad progresa.

Brenchley JM, et al. Nat Med. 2006;12:1365-71

Efectos sistémicos de la translocacién bacteriana: la inmunoactivacién crénica y la

progresion de la enfermedad

El Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA) ha permitido mejorar
radicalmente las expectativas de la infeccién por VIH, controlandola en diferentes
aspectos. Sin embargo, numerosos estudios han demostrado que el deterioro
permanente e irreparable de la barrera mucosa intestinal y la consecuente translocacién
bacteriana que ocurre durante la infecciéon por el VIH desde el inicio, no mejora
completamente tras la instauracion del TARGA (21, Figura 2), ni a pesar de conseguir

una supresion virolégica mantenida en el tiempo.
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Figura 2. El dafio del tracto gastrointestinal durante la infeccion por VIH. Los niveles de lipopolisacaridos
bacterianos (LPS) son mas elevados segun progresa la infeccion por VIH (a) y no se normalizan a pesar de
instaurar TAR (b).

Adaptado de Brenchley JM, et al. Nat Med. 2006;12:1365-71

El paso continuo de productos microbianos del epitelio intestinal al torrente sanguineo
juega un papel fundamental en el mantenimiento de la activacion permanente del sistema
inmune, y tiene como consecuencia efectos en todo el organismo (22,23). Los productos
proinflamatorios derivados de la flora intestinal translocada (LPS, peptidoglicanos, ac.
lipoteicoico, flagelina, DNA ribosomal, etc), producen efectos locales, y, tras atravesar el
higado, efectos sistémicos al estimular las células del sistema inmune innato
(particularmente macroéfagos y cél. dendriticas) y adaptativo (Linf. T), pero también
células no inmunes (como las células endoteliales del sistema cardiovascular) (Figura 3).
Multiples estudios observacionales, en pacientes VIH tratados y sin TAR, han objetivado
una correlacion directa entre la deteccion de diferentes parametros de translocacion

microbiana, la inmunoactivacion cronica y la progresion de la enfermedad (24-29).
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Figura 3. La translocacién microbiana (LPS) contribuye a la activacion de la inmunidad adaptativa e innata.
Correlacioén entre los niveles de LPS y la frecuencia de %CD38+ HLA-DR+ LT CD8 e IFa circulantes en
individuos con infeccion por VIH crénica.Brenchley JM, et al. Nat Med. 2006;12:1365-71
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Esta hiperactivaciéon inmunitaria o “inflamacion crénica” mantenida en el tiempo, genera
una liberacién constante de citoquinas proinflamatorias y sustancias pro-coagulantes, y
tiene como consecuencia efectos sistémicos deletéreos, relacionados directamente con la
translocacion bacteriana, demostrados en diferentes estudios realizados en pacientes
VIH: incremento del riesgo cardiovascular secundario a arteriosclerosis (30), disfuncion
endotelial (31), HTA (32), e hipercoagulabilidad: la exposicion crénica a productos
bacterianos (LPS) tras la el aumento de permeabilidad de la mucosa intestinal activa al
CD14 y TLR4 (“Toll-like receptors”), aumentandose la expresién del factor tisular en los
monocitos activados y activandose la cascada de la coagulacion (33,34).También se le
ha atribuido a la translocacion microbiana un papel importante en la patogénesis de
neoplasias asociadas o no a SIDA, como linfomas (35), en la senescencia precoz y los
déficits neurocognitivos (36), incluso aceleran la progresion de la infeccion cronica por
VHB y VHC en los pacientes coinfectados (37-40). Ademas, la translocacion bacteriana
esta asociada con la insuficiente reconstituciéon de células T CD4+ y contribuye a la

patogénesis de la inmunodiscordancia.

El problema de la inmunodiscordancia en los pacientes VIH

Los pacientes con infeccion por VIH con deficiencia de recuento de células T CD4+
(<250 cél/ml) a pesar de recibir un tratamiento antirretroviral eficaz y mantenerse
viroldgicamente suprimidos durante afos, se han definido como no respondedores
inmunoldgicos (‘immunologic non-responders” o INR) o inmunodiscordantes (ID). Se
estima que representan hasta el 30% de todos los sujetos infectados con VIH tratados.
Esta ausencia de respuesta inmunoldgica es de gran relevancia clinica, ya que se ha
demostrado desde hace tiempo su clara asociaciéon con una morbi-mortalidad mas alta
(41). Este fendmeno ha sido ampliamente estudiado utilizando diferentes enfoques, y su
patogénesis esta relacionada con la edad avanzada, el nadir bajo de T CD4+ al inicio del
TAR, la reduccioén de la funcién timica, la co-infeccidon por virus hepatotropos y a multiples
variantes genéticas (42). Sin embargo, la causa ultima de la respuesta discordante es la
excesiva destruccion de células T CD4+ debido a su hiperactivacion, la replicacién viral
residual y la estimulacion antigénica persistente debido a la translocacion microbiana
(43,44) .

12
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Figura 4: Dinamica de la poblacién de LT CD4+.
Adaptado de Gazzola et al, 2009, CID 48:328-37

Se ha demostrado, incluso en pacientes con TAR, que existe una correlacion entre los
niveles de translocacién microbiana y la insuficiente reconstitucién de linfocitos T CD4+
(45,46). Se cree que una historia de inmunosupresion mas avanzada condiciona el
deterioro irreversible de la arquitectura del tejido linfoide timico e intestinal (GALT),
limitando su capacidad para controlar la translocaciéon bacteriana. Esto favorece la
inmunoactivacion cronica y la escasa recuperacion inmunoldgica o agotamiento inmune

que define la inmunodiscordancia (47-49, Figura 4).

Teniendo en cuenta el escaso éxito de diferentes tratamientos probados para mejorar la
inmunidad en los pacientes inmunodiscordantes, controlar la translocacién microbiana
podria posicionarse como una nueva diana terapéutica. Para ello es indispensable
conocer en mas profundidad la bioestructura del microbioma intestinal de este grupo de
pacientes en especial riesgo.
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El microbioma intestinal: el “6rgano olvidado” y la revolucién de la metagendmica

Es un tema de gran interés para la comunidad cientifica en general el impacto que tiene
la composicidon de nuestro microbioma sobre determinadas enfermedades. El tracto
gastrointestinal humano esta poblado por una compleja comunidad de microorganismos
cuya composicién estd modulada por el sistema inmune del huésped, con el que esta
intimamente ligado (50). Es el 6rgano inmune mas grande del organismo, ya que aloja el
90% del total de linfocitos, que se encargan de controlar una inmensa biomasa (10'-10"
células procariotas, 500-1000 especies bacterianas) que establecen relaciones
simbidticas, mutualistas o patégenas con nuestro organismo, y que contienen un numero
de genes 100 veces mayor que el genoma humano (“metagenoma”). Las bacterias
comensales tienen funciones protectoras (desplazamiento de patégenos, “efecto barrera”,
competicion por nutrientes y receptores, produccion de factores antimicrobianos),
estructurales (fortificacion de la barrera, induccién de IgA, adelgazamiento apical de las
uniones estrechas), troficas (desarrollo del sistema inmune, control de la proliferacion y
diferenciacion de las células epiteliales) y metabdlicas (metabolismo de los carcinégenos
de la dieta, sintesis de vitaminas, fermentacion de los residuos no digeribles de la dieta y
de la mucosidad derivada del epitelio, absorcién de iones y ahorro de energia). Una
alteracion del microbioma intestinal, afecta a sus funciones estructurales, inmunitarias y
metabdlicas, y estas comunidades bacterianas (incluidos sus genes y sus rutas
metabdlicas), influencian directamente sobre el huésped, por lo que un microbioma
disbiotico contribuye al mantenimiento de un estado de inflamacion (local y sistémica)

persistente (51).
Pero, ¢qué es un microbioma intestinal disbiotico?

Hasta hace poco, las propiedades del microbioma eran desconocidas. El cultivo in vitro,
que ha sido la piedra angular de la microbiologia desde el siglo XIX, no puede aplicarse al
estudio de la relacion de las comunidades microbianas entre ellas y con el huésped. Las
nuevas técnicas de secuenciacion masiva y las herramientas de bioinformatica
disponibles recientemente, que trabajan con los genes que codifican la 16S rDNA vy
permiten secuenciar el DNA de genomas completos, suponen una herramienta pionera
que permite reconstruir filogenias o comparar perfiles de comunidades microbianas de la
flora intestinal de cada individuo (52). Las plataformas de secuenciacién han permitido
ademas comparar enterotipos entre individuos sanos (53), o en un mismo individuo tras
una intervencioén (p.ej, toma de TAR o probidticos), y ha supuesto una revolucion en el

estudio del origen de determinadas enfermedades relacionadas con un disbalance de
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determinadas especies en el microbioma intestinal, que abarcan desde las enfermedades
inflamatorias intestinales (54), diarrea crénica (55), la obesidad (56,57), la diabetes

(568,59), el cancer (60) o el envejecimiento prematuro (61), entre otras.

La gran relevancia que ha adquirido el microbioma intestinal en la patogénesis o la
perpetuacion de diferentes enfermedades y la posibilidad de estudiar su composicion y
dinamica con mas profundidad ha hecho que se esté abriendo paso a nuevas estrategias
terapéuticas que permitan modificar el llamado “gran 6rgano olvidado” hacia uno mas

beneficioso para el huésped (62).

El microbioma en la infeccién por VIH

Se ha podido demostrar por tanto, como un deterioro en el epitelio intestinal y en el
sistema GALT conducido por la infeccion por VIH favorece la translocacién bacteriana y
como consecuencia, la inmunoactivacion cronica. Sin embargo, gracias a las nuevas
técnicas de metagendmica, que permiten el estudio exhaustivo del ecosistema
microbiano de los pacientes, se ha podido profundizar en estos hallazgos preliminares,
encontrando ademas diferencias significativas no sélo en la estructura del epitelio y en los
mecanismos de regulacion inmune, sino también en la composicion del microbioma
intestinal en los pacientes VIH en comparacion con los sujetos no infectados. La propia
infeccidn por VIH puede generar un microambiente disbiético que facilita la adherencia de
bacterias menos beneficiosas y la pérdida de las comensales habituales, que podrian

contribuir a perpetuar la inmunoactivacion crénica (63-65, Figura 5).
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Figura 5: Asociaciones entre los 25 géneros mas abundantes en los sujetos infectados con HIV-1 con
diversos parametros clinicos e inmunes. Los géneros tienen un cédigo de colores basado en su respectivo
filo. EI Heatmap representa asociaciones positivas (sombreado azul) y negativas (sombreado rojo) entre el
recuento de CD4+, la carga viral plasmatica y tisular, la frecuencia de las células T de la mucosa, la
activacion, T helper cell (Th)1, Th17 y Th22 y IFN- y asi como frecuencia y activacion de cél. Dendriticas
(CD1c + mDC). #: Numero por gramo de tejido mucoso; * Porcentaje de células T CD4+ o CD8+ activadas
dentro de células CD45+ viables. *p<0.05, 2p<0.06, ¢p<0.07, ¥p<0.08..

Dillon et al. Mucosal Immunol. 2014

Ellis et al. objetivaron como los niveles mas altos de Enterobacteriales vy
Bacteroidales se correlacionaban con la disminucion de TCD4+ del GALT y mayor
activacion inmune en pacientes con VIH en comparacién con los controles sanos (66).
Gori et al. observaron una sobrerrepresentacion de especies potencialmente patégenas,
(Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa) durante la primoinfeccion (67). Mutlu et
al. demostraron, en pacientes VIH virolégicamente suprimidos, que los niveles mas altos
de Bifidobacterias y Lactobacillus se asociaban con una disminucién de la translocacion
microbiana y porcentajes mas altos de células T CD4+ en el intestino y la periferia (63).
Estas especies se agotaban en el microbiota fecal de pacientes con VIH no tratados
(63,67,68). Vujkovic-Cvijin et al. objetivaron mediante biopsias intestinales, que los
pacientes con VIH virémicos tenian comunidades de microbiota claramente enriquecidas
en Proteobacteria, mas notablemente la familia Enterobacteriaceae, patdégenos entéricos
que se relacionaron con la inflamacion sistémica (IL-6), asi como una disminucion en las
proporciones de Bacteroides y Alistipes, que se también se agotan en la enfermedad

inflamatoria intestinal (69). Lozupone et al. analizaron la dindmica del microbioma

16



Introduccion

intestinal en pacientes VIH en distintos periodos de tiempo, concluyendo que los géneros
de bacterias que se elevaban en los pacientes VIH+ como Peptococcus disminuyeron al
instaurarse el TAR, hasta alcanzar niveles cercanos (pero no iguales) a los de los sujetos
sanos (70). El microbioma intestinal no sdélo tiene una funcién estructural e inmunitaria; su
actividad metabdlica influye a su vez en el metabolismo del hospedador (57).
Dependiendo de los diferentes grupos de bacterias que colonicen el epitelio intestinal, se
activaran diferentes vias metabdlicas que tendran repercusién sobre el huésped, ya que
pueden propiciar el mantenimiento de la inmunoactivacién crénica y la progresion de la
enfermedad (69). A su vez, esta inumnoactivacion fomenta un ecosistema donde
predomine un microbioma disbiético o pro-inflamatorio, por lo que nos encontrariamos

ante un bucle de retroalimentacion auto-sostenible.

En pacientes inmunodiscordantes el estudio del microbioma mediante secuenciacion
masiva practicamente no se ha explorado; en un estudio reciente, que objetivd
diferencias taxondmicas significativas al estratificar por orientaciéon sexual, el grupo de

pacientes ID mostraron una menor diversidad de especies (71).

Sin embargo, todos estos estudios aportan sélo datos preliminares sobre los efectos
especificos que el VIH ejerce sobre la composicién microbiana y los mecanismos exactos
que relacionen los diferentes patrones con los procesos inflamatorios y su influencia en la
progresion de la infeccion por VIH. Esta comprension es fundamental para el desarrollo
de terapias eficaces dirigidas a modificar el microbioma intestinal hacia uno menos

disbidtico.
El microbioma como nueva diana terapéutica en el paciente VIH:

Recientemente, el microbioma intestinal se ha propuesto como un nuevo objetivo
terapéutico para la reduccion de la inflamacion crénica también en la infeccion por VIH
(72,73). Se han propuesto diferentes intervenciones para modificar la flora residente
intestinal como prebidticos (74), aunque los resultados mas prometedores por el
momento se han obtenido administrando probiéticos, definidos como microorganismos
vivos no patogénicos que colonizan el intestino y proveen de un potencial beneficio al
huésped. Determinadas cepas han demostrado mejorar el epitelio intestinal desde el
punto de vista estructural e inmunomodulador, siendo efectivos como prevencion y/o
tratamiento de patologias caracterizadas por inflamacion en el tracto gastrointestinal (75-
77).
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Con respecto a la infeccién por VIH, los primeros estudios se realizaron con
Bifidobacterium lactis (78) y Streptococcus thermophilus en nifios infectados por el VIH en
Brasil (79), Lactobacillus rhamnosus GR-1 y L. reuteri RC-14 en nifios en Nigeria (80) y
en Tanzania (81,82). Estos suplementos lacteos protegieron contra la pérdida de LT
CD4+, mejoraron las curvas de crecimiento y los sintomas gastrointestinales a pesar de
no administrarse TAR. Klatt et al. demostraron mediante biopsias intestinales de macacos
con SIV que la suplementacion con un simbidtico (probiotico/prebidtico) aumenté la
frecuencia y la funcionalidad de las células presentadoras de antigenos y de los LT CD4+
del colon, pero no periféricos, redujo la fibrosis de los foliculos linfoides en el colon,
disminuyendo la translocacion bacteriana y la inflamacion (83). Pero no todos los
probidticos han demostrado la misma eficacia: Bacillus coagulans durante 3 meses no
aumenté el recuento de células T CD4+ en plasma ni redujo los niveles de IL-6 ni
dimero-D, comparado con placebo (84) y el probiédtico VSL#3, compuesto por especies
de Bifidobacterium, Lactobacillus y Streptococcus ha mostrado resultados discordantes
(85,86).

Por tanto, ¢ qué probiético elegir?

Determinados probidticos se han mostrado eficaces a la hora de disminuir la
permeabilidad intestinal al mejorar su bioestructura, sinembargo los efectos
inmunomoduladores de los probidticos son cepa-dependientes, y no todos reducen la
inflamacién intestinal en el mismo grado. S. boulardii es uno de los probidticos cuyas
caracteristicas se encuentran mejor avaladas por numerosos estudios cientificos
exhaustivos (87,88). El uso terapéutico de la levadura Saccharomyces boulardii para la
prevencion y el tratamiento de diferentes enfermedades se basa en su mecanismo de
accion, farmacocinética y eficacia clinica demostrada tanto en modelos animales como en
ensayos clinicos, sin objetivarse efectos adversos (89). Sus caracteristicas, entre las que
destacan su efecto trofico reparador de la mucosa intestinal, (con la consecuente
disminucion de la permeabilidad), su accién anti-toxina y su efecto inmunomodulador, no

se observan en otros probioticos.

Propiedades de S. boulardii :

» Sobrevive a la temperatura corporal (37°C), resiste el PH gastrico y a los acidos
biliares.

» Propiedades farmacocinéticas: se administra via oral, alcanza concentraciones
maximas los tres primeros dias (en heces, 2 x 107/g) y se elimina en un plazo de 3-5

dias después de haberse interrumpido el tratamiento.
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Mecanismos de accion de S. boulardii (Figura 6):

Accién luminal: Mejora la integridad de la unién estrecha entre los enterocitos y las
cadenas (AGCC), que estan alterados cuando existe una enfermedad subyacente.
Accién anti-toxina: Interfiere con las toxinas patégenas dificultando su unién a la luz
intestinal mediante el bloqueo de los receptores de las toxinas patégenas, o actuando
como un receptor sefuelo para la toxina y la destruccion directa.

Actividad antimicrobiana: S.boulardii inhibe directamente el crecimiento de
patdgenos, tales como Candida albicans, Salmonella Typhimurum, Yersinia
enterocolitium, Aeromonas, etc.

“Cross-talk” con la microbiota normal: labor conjunta, ademas de la digestién, en la
"resistencia a la colonizacién". Produce bacteriocinas (enzimas perjudiciales para el
crecimiento de patogenos). Actia como sustituto de la microflora normal hasta que se
logra su restablecimiento cuando ha sido alterada.

Efectos tréficos: S. boulardii reduce la mucositis, restaura las vias de transporte de
fluidos, y tiene un efecto tréfico por la liberacion de espermina y espermidina, que
ayudan a la maduracion de los enterocitos (90).

Regulacién de la respuesta inmune y accion antiinflamatoria: S. boulardii actua
como inmunomodulador, tanto dentro de la luz intestinal como a nivel sistémico.
Aumenta los niveles de IgA secretora en el intestino y reduce las respuestas pro-
inflamatorias, al afectar la migracion de las células T, promoviendo su acumulo en los
ganglios linfaticos mesentéricos y limitando tanto la infiltracion de las células Th1 en el
célon como la amplificacion de la inflamacién inducida por la produccion de citocinas
proinflamatorias (91); funcion similar al efecto protector de la flora normal del célon.
Ademas, S. boulardii tiene un efecto antiinflamatorio adicional inhibiendo la activacion

de las células dendriticas inducida por los LPS (92,93).
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Figura 6. Esquema del tracto gastrointestinal, ilustrando los diferentes mecanismos de accion de
Saccharomyces boulardii (Sb). A la izquierda, se representan los efectos de diferentes microbios patégenos.
A la derecha, se representan siete efectos protectores diferentes de S. boulardii. Dentro del lumen intestinal,
S. boulardii puede degradar las toxinas de los patégenos, interferir con la adherencia patogénica, modular la
microbiota habitual y preservar la fisiologia intestinal normal. S. boulardii también puede restaurar
indirectamente el equilibrio normal de acidos grasos de cadena corta (SCFA, aumentar los niveles de IgA
secretora (slgA) o actuar como un regulador inmunolégico al influir en los niveles de citoquinas.

Mc Farland et al. World J Gastroenterol. 2010

Los recientes avances en la comprension de la inmunologia de la mucosa Gl y la
evidencia de los efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios de S. boulardii abren
perspectivas prometedoras (87,94). Estos resultados sugieren que la administracion de S.
boulardii puede tener un efecto beneficioso en el tratamiento de enfermedades
caracterizadas por un aumento de la permeabilidad intestinal, la inflamaciéon y la
translocacion bacteriana (95,96). Por lo tanto, y aunque hasta ahora no se habia
investigado, también puede ser capaz de reducir la translocacion bacteriana y la

consiguiente inflamacioén cronica que caracteriza la infeccion por el VIH.
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Hipotesis de trabajo

En los pacientes VIH persiste un estado de inflamacién crénica a pesar de un TAR
eficaz, debido en parte a la translocacion bacteriana intestinal secundaria a la disbiosis
propia de la infeccion.

La suplementacién oral con el probidtico Saccharomyces boulardii disminuiria la
enteropatia asociada a la infeccion por VIH, y, como consecuencia, minimizaria la
translocacion microbiana y la inmunoactivacién crénica secundaria, incluso en
pacientes con supresién virologica. Este efecto beneficioso podria deberse en parte a
que el probiotico produce un cambio en la composicién del microbioma intestinal, hacia
un patrén menos proinflamatorio.

Los pacientes inmunodiscordantes presentan mas translocacion microbiana e
inflamacién sistémica, asi como una como un microbioma intestinal alterado, por lo

que podrian beneficiarse también de este tratamiento.
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Objetivos

Principal:

Analizar el efecto del probidtico Saccharomyces boulardii sobre la translocacion
bacteriana, la inflamacion sistémica y la composicion del microbioma intestinal en un
grupo de pacientes VIH virolégicamente suprimidos, la mitad de ellos

inmunodiscordantes.

Objetivos secundarios:

1. Analizar si el probiético tiene un efecto sobre la reconstituciéon inmune
(recuento de T CD4/CDS8).

2. Explorar la tolerancia y la seguridad del probiético en pacientes VIH+.

Analizar la duracion en el tiempo de los efectos del probidtico sobre la
translocacion bacteriana y la inflamacion tras la interrupcion del mismo.

4. Estudiar si la translocacion microbiana se relaciona con la inflamacion
sistémica.

5. Evaluar si el probidtico modifica la composicion del microbioma intestinal
disminuyendo especies que se correlacionan con mayor translocacion
bacteriana e inflamacién sistémica.

6. Analizar si los pacientes inmunodiscordantes presentan mayor translocacién
bacteriana, inflamacién sistémica y un patron diferente de microbioma

intestinal.
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4.1. PRIMER ARTICULO

“Efecto de los probiéticos (Saccharomyces Boulardii) sobre la translocacion
microbiana y la inflamacién en pacientes VIH tratados: ensayo clinico doble ciego,

aleatorizado, controlado con placebo.”

Objetivo principal: Analizar los cambios en los parametros de la translocacion

microbiana medida mediante la Lipid-Binding Protein (LBP) después del tratamiento con
el probidtico Saccharomyces boulardii en un grupo de pacientes infectados por VIH con

supresion virolégica.

Objetivos secundarios:

- Estudiar los cambios en los marcadores de actividad inmune, como el factor de
necrosis tumoral (TNF-a), interleuquina 6 (IL-6), PCR de alta sensibilidad, B2
microglobulina, VSG y fibrinbgeno, ademas de las concentraciones plasmaticas de
CD14 soluble (sCD14) y el recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ tras la
administracion del probiético, comparado con placebo.

- Analizar la seguridad y tolerabilidad del probiético S. boulardii en pacientes VIH.

Diseno del estudio: Estudio controlado prospectivo aleatorizado, doble ciego.

Sujetos: Pacientes afectos de infeccién cronica por VIH con seguimiento en el Hospital
del Mar. Tamano muestral: 44 casos, previamente seleccionados y divididos en 2 grupos

en base a los siguientes criterios de inclusion:

— (1) Pacientes con CD4+>400 cél/ml (“Immunologic responders” o IR) y carga viral

indetectable desde hace mas de 2 afos bajo tratamiento antirretroviral (n=22)

— (2) Pacientes con criterios de inmunodiscordancia (“Immunologic non-responders” o
ID), definida como recuperaciéon de células TCD4+<350 células/ml a pesar de 4—-7
anos de TAR efectivo (n=22).

Los criterios de exclusién fueron los siguientes:

» Exposicién a alimentos o suplementos que contuvieran probiéticos en los 6 meses
anteriores a la inclusién.

» Cambios en el régimen de TAR en los 2 afos previos.

» Presencia de una enfermedad concomitante grave en el momento de la inclusién o

anomalias en las pruebas de laboratorio de cualquier grado.
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* El uso previo de antibioticos o su utilizacion durante el estudio por cualquier patologia
concomitante no supuso un criterio de exclusion, pero se tuvo en cuenta a la hora de

realizar el analisis de los datos.

Intervencion: Los pacientes se randomizaron (1:1) mediante una lista de aleatorizacién
generada por un ordenador en el Servicio de Farmacia a 2 subgrupos segun la

intervencion asignada (doble ciego):

— (A) se les asigno suplementacion oral diaria con S. boulardii (capsulas con
56,5 mg o 1 billén de levaduras vivas, 2 capsulas 3 veces al dia) ( n = 22)

durante 12 semanas.

— (B) se les asigné placebo, 2 capsulas 3 veces al dia ( n = 22) durante 12

semanas.
RESULTADOS
Sujetos

Entre agosto de 2012 y julio de 2013, 44 pacientes fueron incluidos en el estudio: 22
inmunodiscordantes y 22 immunorespondedores al TAR, la mitad de cada grupo se le
asigné tratamiento con placebo, y la otra mitad con el probidtico (Figura 1 del articulo).
La mayoria de los parametros demograficos y clinicos estaban bien apareados entre el
grupo de tratamiento probidtico (n = 22) y el grupo de placebo (n = 22) tal y como se
muestra en la Tabla 1 del articulo. La mediana de edad fue de 47,5 anos, el 84% eran
varones, y los factores de riesgo para la adquisicion de la infeccién fueron: contagio por
via heterosexual (46%), hombres que tienen sexo con hombres (38%) y usuarios de
drogas por via parenteral (16%). Todos los pacientes habian suprimido la carga viral
durante una mediana de 4,7 afnos, recibian un TAR basado en NNRTI (75%) o en IPs
(25%). La mediana de T CD4+ nadir fue de 108 células/pl, y el 41% tenia diagndstico de
SIDA.

Con respecto a los analisis de seguridad, no hubo cambios significativos en los
marcadores bioquimicos o hematolégicos plasmaticos ni en la morfologia fecal (medida
por la escala de Bristol) ni en la frecuencia de las deposiciones. Todos los participantes
completaron el estudio; ninguno suspendid su participacion debido a los efectos

secundarios de los tratamientos o a enfermedades concomitantes.
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Cambios en los parametros de translocacién microbiana e inflamacién después de

la intervencion

En el analisis cuantitativo por intencién de tratar (ITT, n = 44), en la que los 44 los
pacientes fueron incluidos, sélo los niveles de [(2-microglobulina mostraron una
tendencia decreciente en el grupo probidtico vs el grupo placebo (p= 0,06). En el analisis
cualitativo (definido como una disminuciéon o un aumento de los valores en relacién con
los parametros basales) por intencion de tratar (ITT), el unico parametro que disminuyd
significativamente después de 12 semanas de tratamiento fue la LBP: 13,6% (n = 3) en el
grupo placebo vs 50% (n = 11) en el grupo probidtico (p = 0,02). Los niveles de (32-
microglobulina también mostraron una disminucion significativa en la semana 24 (p =
0,01) en el grupo de los pacientes que recibieron el probidtico. Estos resultados se

especifican en la Tabla 2 del articulo.

Cuando se realiz6é un analisis “On treatment” (OT, n = 35), en el que se excluyeron los
pacientes que sufrieron eventos clinicos significativos durante el curso del estudio (como
la sepsis urinaria 0 neumonia, que requirieron de una terapia antimicrobiana de amplio
espectro), se objetivd una disminucién significativa en los niveles cuantitativos de LBP (p
=0,02) e IL-6 (p = 0,00) (Figuras S1 y S2 del contenido suplementario del articulo), asi
como una tendencia decreciente en los niveles de PCR ultrasensible (p = 0,07) en el
grupo probidtico frente al grupo placebo después de 12 semanas de tratamiento. Los
cambios en la LBP y la IL-6 se mantuvieron estadisticamente significativos a los 3 meses
después de la interrupcion del tratamiento. Ademas, los niveles de B2-microglobulina
mostraron una disminucion significativa en la semana 24 (p = 0,05). Sin embargo, dadas
las diferencias significativas que se encontraron basalmente entre los 2 grupos asignados
al azar en los niveles de P2-microglobulina, este resultado debe interpretarse con
precaucion (Figura S3 del del contenido suplementario del articulo). En el analisis
cualitativo OT, se observd nuevamente un descenso de la LBP tras las 12 semanas de
tratamiento (disminucion de 57,9% y 6,2% en el grupo probidtico y grupo placebo,

respectivamente; p = 0,002). Estos resultados se muestran en la Tabla 3 del articulo.

El probidtico no mostré efectos significativos sobre los marcadores inmunolégicos IgE,
IgG, interferébn gamma e IL-10. Asimismo, no hubo cambios en el recuento de linfocitos T
CD4+ y CD8+ (totales ni porcentaje). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los paramétros de inflamacién e inmunidad en el grupo de
inmunodiscordantes comparado con el grupo de respondedores inmunoldgicos (eficacia

similar en ambos).
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“Effect of probiotics (S.Boulardii) on microbial translocation and inflammation in
HIV-treated patients: a double-blind, randomized, placebo-controlled trial”. J
Acquir Immune Defic Syndr. 2015 Mar 1;68(3):256-63.

doi: 10.1097/QAI.0000000000000468

28



doi: 10.1097/QAI.0000000000000468

Publicaciones

29



doi: 10.1097/QAI.0000000000000468

Publicaciones

30



doi: 10.1097/QAI.0000000000000468

Publicaciones

31



doi: 10.1097/QAI.0000000000000468

Publicaciones

32



doi: 10.1097/QAI.0000000000000468

Publicaciones

33



doi: 10.1097/QA1.0000000000000468

Publicaciones

34



doi: 10.1097/QAI.0000000000000468

Publicaciones

35



IL6 change from baseline to 3 months

LBP Change from baseline to 3 months

Publicaciones

CONTENIDO SUPLEMENTARIO DEL PRIMER ARTICULO

Figura S$1: Cambios en IL-6 tras 3 meses de tratamiento
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Figura S3: Cambios en 32 microglobulina tras 3 meses de tratamiento
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4.2. SEGUNDO ARTICULO

“Impacto del probiético Saccharomyces boulardii en la composiciéon del
microbioma intestinal en pacientes VIH tratados: ensayo doble ciego, aleatorizado,

controlado con placebo.”

Objetivo principal: Analizar, mediante técnicas de secuenciacion 16S rDNA en heces, el
impacto del tratamiento con el probiético Saccharomyces boulardii sobre la composicion
del microbioma intestinal de los 44 pacientes VIH incluidos en el estudio previo (la mitad
inmunodiscordantes), para determinar si su efecto beneficioso sobre los parametros de
translocacion e inflamacion puede deberse en parte a una modificacion de la composicién
del microbioma hacia especies que se correlacionaban con menos translocacion

bacteriana e inflamacion.
Objetivos secundarios:

- Determinar si los parametros plasmaticos de translocacion bacteriana se
correlacionaban con los de inflamacion sistémica.

- Analizar si las especies modificadas por el probidtico se correlacionaban con
determinados parametros de translocacion microbiana (LBP y CD14 soluble) e
inflamacién sistémica (IL6).

- Explorar si los pacientes inmunodiscordantes presentaban mas translocacion
bacteriana e inflamacién sistémica asi como a un patron de microbioma intestinal

diferente, comparado con los pacientes no inmunodiscordantes.

Disefio del estudio: Se analizaron de manera retrospectiva las muestras de heces
recogidas (y almacenadas a -80°C) durante el ensayo clinico prospectivo, randomizado,
doble ciego, recogidas al inicio de la intervencion y tras 12 semanas de tratamiento con el

probidtico S. boulardii o placebo.

Sujetos: 44 pacientes VIH, con carga viral plasmatica indetectable (<20copias/ml)
durante >2 afos, la mitad de ellos inmunodiscordantes (ID o INR) (T-CD4+<350 cél/ml),
randomizados a recibir durante 12 semanas suplementacion oral con S.boulardii o
placebo (Figura 1 del articulo). Las caracteristicas basales de los grupos placebo vy

probidtico se muestran en la Tabla S1, en la informacién de soporte del articulo.
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RESULTADOS
La translocacion microbiana se correlaciona con la inflamacién sistémica

Antes de la intervencién, se analizd la asociacion entre los marcadores en plasma de
translocacion microbiana y de inflamacion sistémica de los 44 pacientes, observando una
correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de LBP y los niveles
plasmaticos de CD14 soluble (r = 0,48, p = 0,001), PCR (r = 0,63, p = 0,0001), fibrinégeno
(r = 0,64, p = 0,0001), nadir de Cd4 (r = -0,53, p, 0,001), B2 microglobulina (r = 0,59, p =
0,0001), VSG (r=0.57, p= 0,0001), e IL - 6 (r = 0,58, p = 0,0001). Mediante un analisis de
regresion logistica multivariante, la LBP se correlacioné independientemente con PCR,
VSG y CD14 soluble (Tabla S2, informacién de soporte del articulo).

Saccharomyces boulardii produce cambios en algunas comunidades bacterianas

intestinales

El analisis de correspondencia candnica mostré la alta influencia del efecto probiético
frente al efecto del tiempo (eje vertical), como muestra la Figura 2 del articulo. Los
cambios en la composicion del microbioma intestinal después de las intervenciones se
muestran en la Figura S1 en la informacién de soporte del articulo, grupo de ID. Tras
12 semanas de tratamiento probiotico, se observd una disminucion significativa en los
niveles de algunas especies de Clostridiales con respecto a la linea de base en
comparacion con el placebo (Figura 3 del articulo). También se observé una disminucién
significativa en las comunidades de Catenibacterium (2,65 a 0,04, p = 0,00003), y un
aumento en los niveles de Megamonas (p = 0,02) y Desulfovibrionales (p = 0,05). Estos

hallazgos fueron similares en los grupos INR e IR.

Posteriormente se investigo si existia una correlacion entre estas diferentes poblaciones
modificadas por el probidtico y los parametros de translocacién microbiana e inflamacién
sistémica en plasma, observandose una correlacion estadisticamente significativa entre la
proporcion de determinados géneros de Clostridia y las concentraciones plasmaticas de
CD14 soluble (r = 0,63, p = 0,03), LBP R =0,71, p = 0,009), e IL-6 (r = 0,69, p = 0,0008).
Los resultados se muestran en las Figuras 4 a-c del articulo. Estas correlaciones se
objetivaron en el grupo INR, pero no en los IR, probablemente porque los IR tienen una
menor abundancia relativa de Clostridiaceae basalmente. Las correlaciones no son
estadisticamente significativas en el grupo tratado con probiéticos, probablemente debido
a que la representacion de estas comunidades bacterianas era muy baja por el efecto

probidtico (Figuras 5 a-c del articulo).
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La inmunodiscordancia se asocia con una mayor translocacién microbiana y la

presencia de algunas especies proinflamatorias

Las diferencias basales entre los grupos INR e IR se resumen en la Tabla 1 del articulo.
El analisis cuantitativo de los datos basales mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo INR y el grupo IR en las siguientes variables: edad,
coinfeccion por VHC, LBP y niveles de B2 microglobulina. Los INR tendieron a tener
niveles mas altos de fibrinbgeno y CD14 soluble. En comparacion con el grupo IR, el
grupo INR tuvo una mayor proporcion de individuos con valores superiores a la mediana
de LBP (68,2% vs 27,3%, p = 0,007); CD14 soluble (72,7% frente a 40,9%, p = 0,03); B2
microglobulina (66,7% frente a 33%, p = 0,022) y fibrindgeno (65% frente a 31,8%, p =
0,03).

La LBP elevada se asoci6é con la INR (Riesgo Relativo = 5,71; IC del 95% = 1,56-20,93;
p = 0,015) y en el andlisis de regresién condicional hacia atras, la LBP elevada fue la
Unica variable que pudo explicar la falta de respuesta inmunolégica (OR = 6,22, IC del
95% = 1,63 - 23,75, p = 0,007) (Tabla S3, informacién de soporte del articulo).

Al analizar la composicion del microbioma intestinal basalmente (antes de la
intervencion), se observé una mayor abundancia relativa de algunas especies de
Firmicutes (Clostridia) en el grupo INR con respecto al grupo IR, como Lachnospiraceae
(OR = 3,4, p = 0,05). La abundancia relativa del género Proteobacteria también fue
significativamente mayor en el grupo de inmunodiscordantes (Tabla S4, informacién de

soporte del articulo).
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Abstract

Dysbalance in gut microbiota has been linked to increased microbial translocation, leading
to chronic inflammation in HIV-patients, even under effective HAART. Moreover, microbial
translocation is associated with insufficient reconstitution of CD4+T cells, and contributes to
the pathogenesis of immunologic non-response. In a double-blind, randomised, placebo-
controlled trial, we recently showed that, compared to placebo, 12 weeks treatment with pro-
biotic Saccharomyces boulardii significantly reduced plasma levels of bacterial translocation
(Lipopolysaccharide-binding protein or LBP) and systemic inflammation (IL-6) in 44 HIV
virologically suppressed patients, half of whom (n = 22) had immunologic non-response to
antiretroviral therapy (<270 CD4+Tcells/uL despite long-term suppressed viral load). The
aim of the present study was to investigate if this beneficial effect of the probiotic Saccharo-
myces boulardiiis due to modified gut microbiome composition, with a decrease of some
species associated with higher systemic levels of microbial translocation and inflammation.
In this study, we used 16S rDNA gene amplification and parallel sequencing to analyze the
probiotic impact on the composition of the gut microbiome (faecal samples) in these 44
patients randomized to receive oral supplementation with probiotic or placebo for 12 weeks.
Compared to the placebo group, in individuals treated with probiotic we observed lower con-
centrations of some gut species, such as those of the Clostridiaceae family, which were cor-
related with systemic levels of bacterial translocation and inflammation markers. In a sub-
study of these patients, we observed significantly higher parameters of microbial transloca-
tion (LBP, soluble CD14) and systemic inflammation in immunologic non-responders than in
immunologic responders, which was correlated with a relative abundance of specific gut
bacterial groups (Lachnospiraceae genus and Proteobacteria). Thus, in this work, we
propose a new therapeutic strategy using the probiotic yeast S. boulardiito modify gut
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microbiome composition. Identifying pro-inflammatory species in the gut microbiome could
also be a useful new marker of poor immune response and a new therapeutic target.

Introduction

Recent studies have shown that gut microbiota is impaired in HIV-patients, even after effective
Highly Active Antirretroviral Therapy (HAART), and a large number of disease-associated
bacteria have been identified. HIV-infection severely damages the gastrointestinal mucosal
barrier resulting in microbial translocation [1-2], which in turn leads to continuous systemic
inflammation and disease progression despite effective HAART [3-6]. Using high-resolution
profiling of the bacterial community by 16S rDNA gene amplification and pyrosequencing,
previous studies have identified a dysbiotic gut pattern in HIV-infected individuals, character-
ized by increased microbial translocation, chronic inflammation and hyperactivation of CD4
+T cells, despite achieving long-term virologic suppression [7-11]. Moreover, microbial trans-
location is associated with insufficient reconstitution of CD4+T cells, and contributes to the
pathogenesis of immunologic non-response [12-16]. A recent study have reported that HIV
gut microbiome must be controlled for HIV risk factors, and after stratifying for sexual orien-
tation, there was no solid evidence of an HIV-specific dysbiosis, but HIV-1 infection remained
consistently associated with reduced bacterial richness and the lowest gut bacterial richness
was observed in immunologic non-responders patients [17].

Recently the intestinal microbiome has been proposed as a novel therapeutic target for
reducing chronic inflammation [18-19] and various interventions such as pre-probiotics have
been proposed to improve the resident gut microbiome [20-22]. Since the specific effects of
HIV infection on the particular gut bacterial taxa that contributes to chronic immunoactiva-
tion are unclear, it seems reasonable to propose treatments to improve the gut bacterial rich-
ness and HIV associated immune dysfunction. However, the beneficial effects of probiotics are
strain-dependent and not all interventions are equally effective [23-25]. Saccharomyces boular-
dii is a probiotic whose clinical efficacy, anti-inflammatory and immunomodulatory effects are
supported by extensive previous studies [26-30]. We recently demonstrated that treatment
with S. boulardii significantly decreased plasma levels of microbial translocation (Lipopolysac-
charide-binding protein or LBP) and inflammation parameters such as cytokine IL-6 in 44
HIV-treated patients, half of whom had an immunodiscordant response to antiretroviral ther-
apy [31]. The aim of the present study was to investigate if this beneficial effect of the probiotic
Saccharomyces boulardii is due to a modification in the gut microbiome composition of this
patients, with a decrease in some species associated with higher systemic levels of microbial
translocation and inflammation. In this study, we used 16S rDNA tagging to analyze the gut
microbiome communities in these 44 patients, to assess the impact of probiotic treatment with
S. boulardii compared to placebo.

In a sub-study of these patients, we explore if the immunological non-response was associ-
ated with higher systemic inflammation and microbial translocation parameters and a distinct
gut microbiome pattern.

Subjects, material and methods
Study design

We performed a double-blind randomized, placebo-controlled trial to analyze the composition
of the gut microbiota, microbial translocation, and inflammation parameters in 44 chronic
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HIV-infected patients with undetectable plasma viral load (<20 copies/mL) for at least 2 years
and a stable HAART regimen. Half of the patients (n = 22) had already been previously
selected as being immunodiscordant or immunological non-responders (INR), defined as
individuals with an persistent unfavorable immunologic response (<270 CD4+Tcells/uL
despite long-term suppressed viral load), while the other 22 had already been previously
selected as immunologic responders (IR: CD4+T count >400 cells/uL). Once the patients had
been included in the IR or INR group, they were double-blind randomized to oral supplemen-
tation with probiotic S. boulardii (capsules with 56.5 mg living yeasts, 2 capsules 3 times per
day, n = 22), or placebo (2 capsules 3 times per day, n = 22) for 12 weeks. All 44 participants
completed the study; none discontinued their participation because of side effects of the treat-
ments or adverse events. (Fig 1. CONSORT Flow diagram). Markers of microbial translocation
and inflammation, immunological and clinical data were collected before and after the inter-
vention (Baseline and week 12), and follow-up visits were conducted until 48 weeks (See “S1
and S2 Protocols” Files). We recently reported the plasma findings in these patients [31]. All
patients also provided 50gr of stool samples before and after the intervention, which were
stored at -80°C within the first 24-48 hours; to allow us to compare gut microbiome composi-
tion before and after a 12-week treatment with probiotic or placebo. A computer-generated
randomization list was used. Randomization was performed by a hospital pharmacist unre-
lated to the care of the patients, using sequentially numbered containers. The participants and
the care providers were blinded after assignment to interventions.

The study was approved by the Clinical Research Ethics Committee of Hospital del Mar
Medical Research Institute, number 2011/4508, on data 01/Feb/2012, according to the princi-
ples of the Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained from all partici-
pants before enrollment in the study. Patients were recruited between August 2012-July 2013.
The study was registered during the enrollment because it had already been previously notified,
registered and approved by the Hospital del Mar Medical Research Institute Ethics Committee.
The authors confirm that related trial for this intervention is registered at ClinicalTrials.gov
(PROB-VIH, Trial number: NCT01908049). “S1 Checklist”

Microbial translocation markers

Serum levels of soluble CD14 were quantified using a ELISA kit (Quantikine™, R&D Systems,
Minneapolis, MN) on a Quanta-Lyser™ 160 robotic workstation (Inova Diagnostics, San
Diego, CA). Serum LBP was measured using the Immulite™ chemiluminescent immunometric
assay on its automated analyzer (Immulite One, Siemens Healthcare™, Llanberis, UK).

Inflammation markers

Milliplex MAP™ was used to analyze IL-6. Hs-CRP and 2 microglobulin were measured using
the Immulite One™, and plasma fibrinogen with HemosIL™ reagents.

Microbiome taxonomy analyses & bioinformatics

DNA was extracted from frozen stool samples and amplified by PCR targeting 16S gene
regions using primers described elsewhere [32]. We performed library preparation followed
by Illumina sequencing according to standard protocols described previously [33]. The taxo-
nomic composition of the intestinal microbiota was characterized by grouping sequences into
OTUs (Organizational Taxonomic Units). We used the QIIME open source algorithm for han-
dling and interpretation of the data from the raw sequences; following quality assessment of
sequence data, we assigned taxonomic affiliations using the RDP_classifier from the Ribo-
somal Database Project [34].
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0173802.g001

Analysed by intention to treat (n= 22 INR):

PROBIOTIC (n= 11)
PLACEBO (n= 11)
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Statistical analysis

No previous data were available to estimate the sample size; thus, for a Type I error rate of 0.05
and a 1-beta risk of 0.20 in a bilateral contrast, we computed that 22 patients were needed per
study group to detect statistically significant differences between proportions. The assumed
proportions for the power analysis for each group was 0.5. Continuous variables were
expressed as the median and interquartile range, and discrete variables as percentages. Cate-
gorical variables were described as proportions. The Mann-Whitney U-test was used to com-
pare medians, ANOVA to assess differences in continuous variables, and the Pearson’s y” test
to evaluate the association between categorical variables. We also conducted multivariate logis-
tic regression analysis to study the correlation between microbial translocation and systemic
inflammation parameters, and conditional backward stepwise regression analysis at baseline
to identify parameters that were correlated with the immunodiscordance. The enter criteria
was a p value<0.1. All the variables studied were selected based on the statistical significance.
For the analysis of qualitative differences between responders and non-responders, we per-
formed a median recoding of LBP, soluble CD4, B2 microglobuline and fibrinogen; the values
obtained were defined as high or low. Statistical analyses were performed using SPSS software
version 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL) and several open source libraries in R (R Core Team
2014. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-project.org/). The glm (R) function has been
used in the logistic regression analysis.

Results
Patient characteristics

This study included 44 patients. Half of each group were immunological non-responders
(INR), the median age was 47.5 years, 84% were male, and the risk factors for acquiring
HIV infection were Heterosexual (HTX) (46%), Men who Have Sex with Men (MHSM)
(38%) and Injection drug users (IDU) (16%). The profiles of demographic, biological and
clinical parameters were similar in the probiotic and placebo groups [31] (“S1 Table”). All
patients had suppressed viral load for a median of 4.7 years, with NNRTI-based (75%) or
PI-based HAART (25%). The median nadir CD4+T was 108 cells/ul, and 41% had AIDS
diagnosis.

Microbial translocation is correlated with systemic inflammation

We tested for association between microbial translocation measurements and baseline param-
eters from 44 patients, and observed a statistically significant correlation between LBP levels
and plasma levels of soluble CD14 (r = 0.48, p = 0.001), Hs-CRP (r = 0.63, p = 0.0001),

B2 microglobulin (r = 0.59, p = 0.0001), Erythrocyte Sedimentation Rate-ESR (r = 0.57,

p = 0.0001), Fibrinogen (r = 0.64, p = 0.0001), Cd4 nadir (r = -0.53, p = 0.0001), and IL-6
(r=0.58, p=0.0001). Using multivariate logistic regression analysis, we found that LBP was
independently correlated with Hs-CRP, ESR and soluble CD14 (“S2 Table”).

Saccharomyces boulardii produces changes in some gut bacterial
communities

Canonical correspondance analysis shows the high influence of probiotic effect versus the time
effect (vertical axis) (Fig 2). Changes in gut microbiome after the interventions are showed

at “S1 Fig” (INRs group). After 12 weeks of probiotic treatment, we observed a significant
decrease in levels of some Clostridiales species with respect to baseline compared with placebo
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Fig 2. Canonical correspondence analysis.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0173802.9g002

(Fig 3). We also observed a significant decreased in Catenibacterium communities (2.65 to
0.04, p = 0.00003), and an increase in levels of Megamonas (p = 0.02) and Desulfovibrionales
(Proteobacteria) (p = 0.05). These probiotic effects on gut microbiota composition were simi-
lar in the INR and IR groups.

We then investigated the correlation between these different stool bacterial populations,
parameters of microbial translocation and systemic inflammation, and observed a statistically
significant correlation between the proportion of Clostridia genera and plasma concentrations
of soluble CD14 (r = 0.63, p = 0.03), LBP (r = 0.71, p = 0.009), and IL-6 (r = 0.69, p = 0.0008;
Fig 4). These correlations were present at baseline in INR group but not in the IRs probably
because IRs have a lower relative abundance of Clostridiaceae at baseline. The correlations are
not statistically significant in probiotic treated group, probably because of a decrease in these
bacterial communities due to the probiotic effect (Fig 5).
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Fig 3. Changes in the proportion of Clostridiales after the interventions.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0173802.9003

Immunological non-response is associated with higher microbial
translocation and the presence of some pro-inflammatory species

The baseline differences between the INR and IR groups are summarized in Table 1. Quantita-
tive analysis of the baseline data indicates that the following variables showed statistically sig-
nificant differences between the INR and IR group: age, current CD4+T count, CD4+T nadir,
HCYV coinfection, LBP and 2 microglobulin levels. The INR groups tended to have higher
fibrinogen and soluble CD14 levels. Compared to the IR group, the INR group had a greater
proportion of individuals with values greater than the median of LBP (68.2% vs 27.3%,
p =0.007); soluble CD14 (72.7% vs 40.9%, p = 0.03); 82 microglobuline (66.7% vs 33%,
p = 0.022) and fibrinogen (65% vs 31.8%, p = 0.03).

High LBP was associated with being an INR (Relative Risk = 5.71; 95% CI = 1.56-20.93;
p = 0.015) and in the conditional backward stepwise regression analysis, high LBP was the
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Fig 4. Correlations between relative abundance of Clostridiales and soluble CD14 (4A), LBP (4B) and IL6 (4C) before the intervention (INR).
LBP, Lipopolisaccharide Binding-Proteine; IL6, interleukin-6.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0173802.9004
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only variable that could explain immunological non-response (OR = 6.22, 95% CI = 1.63-
23.75, p = 0.007) (“S3 Table”).

Analyzing gut microbiome composition at baseline, we observed a higher proportion of
some Firmicutes species (Clostridia) in the INR group than in the IR group. The proportion of
Proteobacteria was higher in immunodiscordant patients; the proportion of Lachnospiraceae
genera was significantly higher in the INR group (OR = 3.4, p = 0.05) (“S4 Table”).

Discussion

This is the first clinical trial to use 16S rDNA sequencing to analyze changes in gut microbiome
composition following treatment with Saccharomyces boulardii, and how these changes are
correlated with microbial translocation and inflammation in HIV patients.

Microbial imbalance in the gut has been associated with increased microbial translocation,
leading to chronic inflammation. In line with this, various microbial communities resident in
the gut are correlated with plasma bacterial translocation markers (soluble CD14 and LBP)
and pro-inflammatory cytokine interleukin-6 [10-11,35]. We recently reported a significant
reduction in LBP and IL-6 levels in a small cohort of HAART-treated HIV patients supple-
mented with 12 weeks treatment with probiotic S. boulardii compared to placebo [31]. Here,
we take a step further and use 16S rDNA tagging and high throughput sequencing to analyze
microbiome profiles before and after the intervention, and to evaluate whether some predomi-
nant species are associated with increased bacterial translocation, systemic inflammation and
poor immune response in these patients.

Following probiotic treatment, we observed a significant decrease in some Clostridiales,
such as Clostridiaceae and Catenibacterium communities. Previous studies have used PCR or
FISH techniques, rather than 16S rDNA sequencing, to evaluate the effects of supplementation
with specific prebiotics in HAART-naive infected HIV adults [21] and supplementation with
probiotic S.boulardii in HIV-negative adults with enteritis [36]; these studies reported a conse-
quent reduction in concentrations of pathogenic clostridia-related species, which are consid-
ered to be pro-inflammatory mucotropic bacteria, although these authors did not evaluate if
this was correlated with a decrease in systemic inflammation. Recent studies have reported a
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Table 1. Differences between Immunological Responders (IR) and Non-Responders (INR).

Responders Non-Responders p-value
(n=22) [(n=22)
Demographics |
Age (years) [SD] 44 (37-49) | 52 (47-57) 1 0.014
Male [n (%)] 21 (95.5) 16 (72.7) 0.042
HIV infection
Risk factor [n (%)] | |
IDU 0(0) | 6(100) 10.03
MHSM 12 (70.6) |5(29.4) |0.06
HTX 10(50) 110(50) Al
Time with viral load <50 copies/ml (years) [median (IQR)] 4.5 (3-9.25) 1 5(3.75-10) 1 0.463
Nadir CD4 cell count (/ml) [median (IQR)] 244 (105-293) | 47.5(9-113.75) | 0.000
Zenithviral load (log10) [median (IQR)] 4.88 (4.58-5.38) | 5.06 (4.39-5.41) 10.770
HCV co-infection [n (%)] 0(0) 8 (100) 0.002
Current ART [n (%)]
NNRTI 22 (68.8%) |10 (31.3%) | 0.000
PI 0 | 11 (52.4%) | 0.000
Absolute CD4T-count (cells/ul) [median (IQR)] 483 (413-630) | 219 (169-266) | 0.000
Absolute CD8T-count (cells/ul) [median (IQR)] 699.5(472.5-860.5) | 594 (353-781) 1 0.199
Microbial translocation parameters [median (IQR)] | |
LBP (pg/mL) 5.65 (5.2-6.5) |7.4(6.1-8.7) |0.011
Soluble CD14 (ug/mL) 1.43 (1.31-1.93) | 1.69 (1.55-2.11) | 0.082
Inflammation parameters[median (IQR)] | |
Hs-CRP(mg/d) 0.22 (0.07-0.35) 0.16 (0.07-0.40) 0.874
IL-6(pg/mL) 1.85(0.7-2.85) | 2.7 (1.02-40.15) | 0.466
Ig E (KU/L) 48.9 (16.8-157) 115 (21.6-360) 0.467
Fibrinogen (mg/dl) 257.5 (219-279) 293.5(259.5-324) | 0.062
TNF-a(pg/mL) 10.9 (8.7-12.3) | 12.7(7.8-16.9) 10.190
ESR (mm/h) 7 (2-10.5) | 10 (6-16.5) | 0.100
Vit D 25 OH (ng/mL) 30.97(20.07-0.33) | 37.04 (24.6-42.48) 1 0.253
B2microglobuline (ug/mL) 1.7 (1.54-2.06) | 2.12(1.93-2.86) 1 0.002
Gut microbiome composition (Relative abundance [%]) | |
Lachnospiraceae (Clostridia) 0.017% | 0.093% 10.03
Proteobacteria 0.053% 1 0.248% | 0.06

ART, antiretroviral therapy; PI, protease inhibitor; NNRTI, non-nucleoside; reverse transcriptase inhibitor; LBP, Lipopolysaccharide-binding protein; sCD14,
soluble CD14; hs-CRP, high sensitivity C-reactive protein; IL-6, Interleukin 6; ESR, Erythrocyte Sedimentation Rate; IQR, interquartile range.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0173802.t001

higher proportion of Catenibacterium in HIV patients than in healthy individuals [9,11]. Cate-
nibacterium is a Gram-positive, non-spore-forming and anaerobic genus from the family of
Erysipelotrichidae. Taxa in this family were the most enriched [7], or a significant enrichment
was reported [8-9], in the untreated HIV-infected subjects compared to HIV-uninfected indi-
viduals and was correlated with markers of microbial translocation and systemic inflammation
in HIV patients [8]. In our study, the concentration of Catenibacterium, which have also been
associated with other chronic diseases [37-39], also decreased following probiotic treatment.
We observed a relationship between bacterial translocation and various parameters of sys-
temic inflammation. These data are consistent with previous studies demonstrating, in both

treated and untreated HIV patients, a direct correlation between systemic parameters of
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bacterial translocation, and chronic immune activation and disease progression [40-48]. Fur-
thermore, we found significant correlation between some bacterial taxa (Clostridia) and
parameters of microbial translocation and systemic inflammation in immunological non-
responders group (INR). Recent studies also have demonstrated a statistically significant corre-
lation between some species of Clostridia, including Lachnospiraceae, and increased systemic
immune activation parameters (TNF) in HIV-infected patients [11]. While the immunologic
driving factors of gut dysbiosis related to HIV infection are likely to be complex interestingly,
our study showed a significant reduction in these bacterial communities following probiotic
treatment.

HIV-patients with deficient CD4+Tcell count recovery despite HAART have been defined
as Immunological non-responders (INRs), and are estimated to account for up to 30% of
all treated HIV-infected subjects. This is relevant because this subpopulation is associated
with higher morbi-mortality. This phenomenon has been widely studied using different
approaches, and its pathogenesis is known to be related to older age, nadir CD4 T-cell count,
reduced thymic function, co-infection with hepatotropic viruses, and multiple genetic variants
[12,13]. However, the ultimate cause of the discordant response is excessive CD4 T-cell
destruction due to CD4+T hyperactivation [14], residual viral replication, and persistent anti-
genic stimulation due to microbial translocation. HAART-treated individuals have been
reported to show an inverse correlation between levels of microbial translocation and sus-
tained failure on CD4+T cell reconstitution [15,16]. A history of more advanced immunosup-
pression and the resulting damage to gut immunity and integrity are thought to be an
important factor in the differences observed between groups in gut microbiome and markers
of bacterial translocation and inflammation [49-51]. Our results are consistent with these find-
ings, and extend them by comparing the composition of the gut microbial community in
immunological responders and non-responders. Interestingly, the relative abundance of spe-
cific gut bacterial groups in INR patients is associated with greater bacterial translocation.
Recent studies have shown that Proteobacteria, which are over-represented in our group of
INRs, are responsible for much of the translocation after SIV-infection [52]; although the
mechanisms remain unknown, Brenchley et al.[53] suggested their motility, high metabolic
rate and possession of immune evasion genes as posibble reasons. Identifying gut species that
contribute to the pathogenesis of immunologic non-response and persistent immune activa-
tion could be a new diagnostic and therapeutic tool in this group of HIV-patients with an
increased risk of clinical progression and death.

The multiple anti-inflammatory mechanisms produced by S. boulardii provide molecular
explanations to support its effectiveness in intestinal inflammatory states [30]. It has also been
demonstrated that S. boulardii increases absolute numbers of the main habitual fermenting
bacterial groups, and decreases concentrations of mucotropic occasional bacterial communi-
ties [54]. Several mechanisms of action have been identified directed against the host and path-
ogenic microorganisms, suppressing “bacteria overgrowth” and host cell adherence [30]. One
limitation of this study is that, since S. boulardii is a yeast, we did not perform 16S rDNA gene
amplification and parallel sequencing to demonstrate colonization by the probiotic, or changes
in the gut mycobiome. A decrease in some dysbiotic bacterial genera, replacement of inflam-
mogenic yeast and/or improved functional biostructure of colonic microbiota following S.
boulardii treatment may prevent microbial translocation [54], although our study was not
designed to determine the mechanism through which changes in gut microbiome composition
alter its functional anatomy, metabolomics or mycobiome. Our study has some of the limita-
tions of other studies in this topic. All are small works, and more extensive studies with better
tools than 16s sequencing are needed before drawing definitive conclusions, including selec-
tion of the patients who could best respond to the probiotic treatment, as well as the doses and
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duration of the therapy. However, given the increasingly widespread use of metabolomic and
metagenomic techniques, analysis of gut bacterial contents could be used in the future as a
marker of a dysbiotic microbiome that contributes to chronic systemic inflammation and HIV
progression. More importantly, the gut microbiome can be modified using certain strains of
probiotics to generate a less pro-inflammatory profile; this new therapeutic target is worthy of
further exploration.

Conclusions

We observed a change in gut microbiome composition following probiotic treatment (S. bou-
lardii), with a decrease in some species which are directly correlated with systemic levels of
microbial translocation and inflammation. The use of specific probiotics could be a new thera-
peutic strategy for HIV patients. In addition, our data suggest that identifying pro-inflamma-
tory species in the gut microbiome could be a new marker of poor immune response.
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INFORMACION DE SOPORTE DEL SEGUNDO ARTICULO

Tabla S1. Caracteristicas basales de los pacientes de los grupos probidtico y

placebo
Probidtico Placebo P
N 22 22 1
Demograficas
Edad (afios) [SD] 49.45 (7.75) 455 (7.75) 0.16
Hombres [n (%)] 20 (90.9) 17 (77.3) 0.41
Grupo étnico [n (%)]
Caucasicos 17 (77.3) 17 (77.3) 1
Infeccion VIH
Factor de riesgo [n (%)]
ADVP 3(13.6) 4 (18,2) 0.80
HMX 9 (40.9) 8 (36.4) 0.80
HTX 10 (45.5) 10 (45.5) 1
Tiiempo desde el diagndstico del VIH 15 (6-21) 10 (6-20) 0.39
(afios) [mediana (IQR)]
Tiempo con carga viral <50 copias/m 5.5 (5-10) 4 (3-9) 0.06
(afos)
[mediana (IQR)]
Nadir CD4 T (cél/ml) [mediana (IQR)] 90 (49-243) 126 ( 33-268) 0.93
Diagnostico de SIDA [n (%)] 10 (45.5) 8 (36.4) 0.54
VIH RNA (% < 50 copias/ml) [mediana 100 100 1
(IQR)]
Inmunodiscordantes [n (%)] 11 (50%) 11 (50%) 1
Carga viral Zenith (log10) [mediana(lQR)]  4.93 (4-5.43) 4.91 (4.67-5.31) 0.76
VHC co-infeccion [n (%)] 5(22.7) 3(13.6) 0.70
TAR actual [n (%)]
NNRTI 17 (77.3) 16 (72.7) 1
IP 5(22.7) 6 (27.3) 1
Recuento absoluto de CD4 T (cel/ul) 328 (220-457) 328 (207-503) 0.82
[mediana (IQR)]
Recuento de CD4 T (% linfocitos) 24.1(19.2-30.4) 24.6 (16.2-32.2) 0.92
[mediana(IQR)]
Recuento absoluto de CD8 T (cel/ pl) 697 (538-833) 481.5 (350-791) 0.17
Recuento de CD8 T (% linfocitos) 458 ( 41.4- 37.9(32-55.4) 0.17
53.45)
Parametros de translocation microbiana
[mediana (IQR)]
LBP (pg/mL) 6.6 (5.8- 8.6) 5.95 (5.3-8.3) 0.35
CD14 soluble (ug/mL) 1.7 (1.4-2.1) 1.55 (1.3-1.9) 0.37
Parametros inflamatorios [mediana (IQR)]
PCR ultrasensible (mg/dl) 024 ( 0.07- 0.14 (0.07-0.34) 0.59
0.48)
IL-6 (pg/mL) 2.7 (1.5-3.3) 1.4 (0.7-3.4) 0.12
Fibrinégeno (mg/dl) 265 (225.5- 273.5 (236-317) 0.91
346.5)
TNF-a (pg/mL) 11.9 (8.7-13.2) 10.6 (8-16) 0.68
VSG (mm/h) 10 (7-18) 7 (5-10) 0.11
32 microglobulina (ug/mL) 211 ( 1.87- 1.77 (1.51-2.13) 0.02
2.45)
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Tabla S2: Analisis de regresioén logistica multivariado de la LBP

sCD14 (ug/mL) 215 (Cl195%:0.18-4.12) p:0.03
CD4 nadir (cells/ yl) -0.59  (Cl 95%: -1.41-0.23) p: 0.15
IL-6 (pg/mL) 0.11  (Cl 95%:-0.01-0.21) p: 0.06
Fibrindgeno (mg/dl) -0.03  (Cl 95%:-0.19 -0.14) p: 0.75
B2microglobulina (ug/mL) -1.09  (Cl 95%: -2.62 - 0.45) p: 0.16
VSG (mm/h) 1.28  (Cl 95%: 0.31 - 2.26) p: 0.01
PCR ultrasensible (mg/dl) 1.97  (Cl 95%: 0.06 - 3.90) p: 0.04

Tabla S3: Analisis de regresion condicional hacia atras

B E.T. Wald gl
LBP_Basal 1,135 ,782 2,103 1
Gender 1,374 1,251 1,207 1
B2microglob -,839 ,802 1,093 1
1st Step
Fibrinogen -1,028 ,753 1,864 1
sCD14 -,237 ,825 ,082 1
Constant ,273 ,843 ,105 1
LBP_Basal 1,184 ,765 2,395 1
Gender 1,409 1,245 1,280 1
2nd Step  B2microglob -,926 ,744 1,550 1
Fibrinogen -1,036 ,753 1,892 1
Constant ,188 ,788 ,057 1
LBP_Basal 1,385 ,735 3,551 1
p2microglob -,913 ,728 1,574 1
3rd Step
Fibrinogen -,913 ,728 1,574 1
Constant ,192 ,782 ,060 1
LBP_Basal 1,584 ,710 4,977 1
4th Step  Fibrinogen -1,008 ,710 2,016 1
Constant -,341 ,646 ,278 1
LBP_Basal 1,828 ,684 7,152 1
5th Step
Constant -,981 ,479 4,198 1
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Tabla _S4: Regresion logistica de los resultados de 16s DNA en

inmunodiscordantes

modelDfDevianceResid. DfResid. DevPr(>Chi)

NULLNANA2333.2710646669NA

InmunoD ~ p.Proteobacteria_c.Betaproteohacterial3.43195509862229.83910956830.0639463583

InmunoD ~ p.Firmicutes_c.Clostridia f.Lachnospiraceae14.53867132532125.3004382430.0331373035

InmunoD ~ p.Proteobacteria_c.Betaproteobacteria:p.Firmicutes_c.Clostridia_f.Lachnospiraceae15.44907590152019.85136234150.0195786804

Figura S81. Cambios en la composicion del microbioma en los grupos probiético y placebo (ID).
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PROTOCOLO S1: protocolo del ensayo clinico en castellano

PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA INDEPENDIENTE
Expediente n2

| SPI1/2885/2011

TITULO: Tratamiento con probiodticos (Saccharomyces boulardii) y su papel en la translocacién
bacteriana y la reconstitucidon inmune en la infeccion por el VIH.

Solicitante: Judit Villar Garcia

Investigador/a principal: Judit Villar Garcia

TIPO DE PROYECTO: INDIVIDUAL | X | MULTICENTRICO

NOMBRE COORDINADOR/A (MULTICENTRICOS DE VARIAS SOLICITUDES):

RESUMEN (Objetivos y metodologia del proyecto):

Objetivos:

PRINCIPAL: Evaluar la evolucién de la translocacidn bacteriana tras el tratamiento con bifidus
(Saccharomyces boulardii) en pacientes VIH+ y su papel sobre la reconstitucion inmune. OBJETIVOS
SECUNDARIOS: 1) Analizar la evolucién de los marcadores de actividad inmune tras la administracién de
los bifidus. 2) Estudiar la evoluciéon de los linfocitos CD4+ y la carga viral del VIH en los pacientes tras la
toma de los probiéticos.

Metodologia: Disefio: Estudio controlado prospectivo aleatorizado doble ciego a realizar en un hospital de
tercer nivel en Barcelona. Sujetos: Pacientes afectos de infeccidon crénica por VIH. Tamafio muestral: 44
casos. Se dividiran en 2 grupos: (1) Pacientes con linfocitos CD4+>400 cél/ml y carga viral indetectable
desde hace mas de 2 afios (22 casos) y (2) Pacientes con criterios de inmunodiscordancia, definida como
recuperacion de células TCD4+<350 células/ml a pesar de 4—7 afios de tratamiento antirretroviral efectivo
(22 casos). Intervencién: Los pacientes se randomizardn en 2 subgrupos: (A) recibirdn suplementacion oral
diaria con S. boulardii durante 3 meses y (B), recibirdan placebo durante 3 meses. Variables a estudio:
niveles de lipopolisacaridos bacterianos en plasma (LBP) y parametros de activacién inmune (sCD14, IFN-
Y, TNF, IL-2, IL-5, IL-6, IL-12), y andlisis de microbioma fecal previo al uso de probidticos (basal) alos3y 6
meses. Se determinardn asimismo datos inmunoldgicos y clinicos. Medidas de resultado: cuantificacion de
niveles de translocacién bacteriana, marcadores de actividad y andlisis del microbioma fecal mediante
secuenciaciéon 16s rDNA. Andlisis de datos: Se compararan variables a estudio antes y después de la
intervencidn. El andlisis se realizard por eficacia bioldgica e inmunoldgica.

TITLE: Treatment with probiotics (Saccharomyces boulardii) and its role in bacterial translocation
and immune reconstitution in HIV infection

SUMMARY (Objectives and methodology):

Objectives: MAIN: To evaluate the parameters of bacterial translocation after treatment with probiotics
(Saccharomyces boulardii) in HIV+ patients and its role on immune reconstitution. SECONDARY OBJECTIVES:
1) To analize the progress of immune activity markers after the administration of probiotics. 2) To determine
the improvement of CD4+ lymphocytes and HIV viral load in patients after taking probiotics.

Methods: Design: A prospective randomized open controlled doble-blinded trial, to be performed at a
tertiary care hospital in Barcelona. Subjects: Cronic HIV infected patients. Sample size: 44 cases. They’ll be
divided in 2 groups: (1) Patients with CD4 +> 400 cells / ml and undetectable viral load for more than two
years (22 cases) and (2) Patients with inmunodiscordancy, defined as patients with CD4 + T cells lower than
350 cells / ml despite 4-7 years of effective antiretroviral therapy. (22 cases). Intervention: Patients were
randomized in 2 subgroups: (A) they’ll receive daily oral supplementation with S. boulardii for 3 months and
(B) they ‘Il receive placebo. Variables: bacterian lipopolisacarid levels (LBP), parameters of immune
activation in plasma (sCD14, IFN-Y, TNF, IL-2, IL-5, IL-6, IL-12) and fecal microbiome prior to the use of
probiotics (baseline), at 3 and 6 months. Immunological and clinical data. Qutcome measures: quantification
of bacterial translocation levels, markers of activity and 16S rDNA gene amplification and parallel sequencing
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of fecal microbiome. Analysis: Comparison of variables before and after the intervention. The analysis will be
performed by biological and immunological effectiveness.

PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA INDEPENDIENTE: PROTOCOLO
Expediente n2

| SPI1/2885/2011

IP: Judit Villar Garcia

Hipatesis de trabajo

La suplementacion alimentaria oral con Saccharomyces boulardii disminuye la enteropatia asociada a la
infeccion por VIH, y, como consecuencia, minimiza las translocacién microbiana y la inmunoactivacion
crénica secundaria.

Objetivos
Principal:
Evaluar la evolucién de la translocacién bacteriana y los cambios en el microbioma intestinal tras el

tratamiento con bifidus (Saccharomyces boulardii) en pacientes VIH positivos con TAR efectivo y su papel
sobre la reconstitucion inmune.

Objetivos secundarios:

1) Analizar la evolucién de los marcadores de actividad inmune tras la administracion de los probidticos y su
relacidn con la translocacién bacteriana y la inflamacion sistémica.

2) Estudiar si los pacientes inmunodiscordantes presentan mayor translocacion bacteriana, inflamacion
sistémica y un patrdén diferente de microbioma intestinal.

Metodologia: Diseiio del estudio

Estudio experimental controlado, prospectivo aleatorizado, doble ciego.

Ambito: Institut Hospital del Mar d'Investigacions Mediques. Laboratorio de Referencia de Catalunya.
Periodo de estudio: Enero - diciembre del 2012

Poblacidn en estudio. Criterios de inclusidn/exclusidn

La poblacién en estudio estd constituida por pacientes con infecciéon crénica por VIH controlados en el
Hospital del Mar.

Se dividiran en 2 grupos (22 pacientes por grupo):

- Grupo 1: Pacientes con linfocitos CD4+ > 400 cél/ml y carga viral indetectable desde hace mas de dos afios.
- Grupo 2: Pacientes con criterios de inmunodiscordancia, definida como recuperacion de células T CD4+
inferior a 350 células/ml a pesar de 4-7 afios de tratamiento antirretroviral efectivo (carga viral
indetectable).

Aleatorizacién:
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Se utilizard una lista de aleatorizacién generada por computadora, que llevara a cabo un farmacéutico del
hospital no relacionados con el cuidado de los pacientes, los recipientes seran numerados secuencialmente.
Tanto los participantes como los investigadores desconoceran el contenido de la asignacion de las
intervenciones (doble ciego).

Los pacientes de ambos grupos se randomizardn en 2 subgrupos:

(A) pacientes que recibiran suplementacion oral diaria con S. boulardii durante 3 meses, tras los cuales
parardn el tratamiento.

(B) pacientes que recibiran placebo blanco (lactosa)durante 3 meses.

Criterios de exclusion:

- Pacientes que reciban o hayan recibido en los Ultimos 6 meses complementos alimenticios que
contengan probidticos.

- Pacientes que hayan recibido tratamiento antibidtico en los Ultimos 2 meses, o que, por su patologia
de base diferente al VIH, requieran la toma de antibidticos mas de 2 veces al afio.

- Latoma de antibidticos durante el estudio, no excluira a los pacientes del mismo.

- Pacientes a los que se les presuponga mala adherencia a los suplementos alimenticios.

- Pacientes que hayan cambiado el TAR en los ultimos 3 meses.

- Pacientes que no firmen el consentimiento informado.

Intervencion:

- La intervencion sera llevada a cabo un médico experto en Enfermedades Infecciosas (IP).

- Se prescribirdn a todos los pacientes tratamiento diario (S. boulardii VS placebo) en dosis de 2 cépsulas
cada 12 horas, como minimo media hora antes de la ingesta.

- Se realizara extraccidon de muestras sanguineas y recogida de heces antes de iniciar los probidticos (basal) a
los 3y 6 meses.

- La realizacion del estudio no conllevard ninguna modificacion de la practica clinica habitual salvo Ia
obtencidn de muestras sanguineas con la periodicidad sefialada y la suplementacidn alimentaria durante los
meses que se hayan determinado de forma aleatoria.

Variables principales y secundarias

En cada caso se incluirdn las siguientes variables en la hoja de recogida de datos:

- Datos de filiacién y demograficos, altura, peso, habitos tdxicos, habito deposicional.

- Se aplicara la escala HANDS de ansiedad/depresion.

- Se registraran las fechas de inicio y de finalizacién de la medicacidn antirretroviral pasada y actual, asi
como de la medicacidon concomitante administrada durante el estudio, incluida la toma de antibidticos.

- Latoma de antibidticos durante el estudio, no excluira a los pacientes del mismo, ya que la cepa a estudio
(S. boulardii 17) es resistente a antibidticos, pero se registrara como una variable por si pudiera alterar los
resultados.

- Se registraran posibles efectos adversos derivados de la toma de bifidus.

- Seregistrard la adherencia al tratamiento, con conteo de las capsulas que se devuelven en cada visita.

Variables a estudio:
Se realizard extraccidn analitica y recogida de heces a todos los pacientes previo al uso de probidticos
(basal), a los 3 y 6 meses, determinandose los siguientes parametros:

Variable principal:
Niveles de lipopolisacaridos bacterianos en plasma: Lipopolisaccharide Binding Proteine (LBP), como
marcador de translocacidn bacteriana.
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Variables secundarias:

- Marcadores de actividad inmune: CD14 soluble (sCD14), Interferén gamma (IFN-Y), Factor de necrosis
tumoral (TNFa), IL-2, IL-5, IL-6, IL-12, VSG, PCR ultrasensible, D-dimero, fibrindgeno, Ig G, e Ig E.

- Parametros que determinan el estado inmunolégico: cifra de linfocitos CD4 +, CD 8 +.

- Cargaviral del VIH.

- Analisis de microbioma intestinal mediante secuenciacién 16s rDNA.

- Recogida de datos: Los datos recogidos se incluirdn en una base de datos especificamente disefiada.
- Procedimiento:

- Los andlisis se realiza’ran en muestras de sangre extraidas en Hospital de Dia de Enfermedades
Infecciosas. Se usaran tubos de 9 mL Vacuette (Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Austria). A
los 30 minutes tras la puncién, la sangre se centrifugara a 3000 rpm durante 15 minutes, y las
muestras de suero seran alicuotadas y congeladas a -80°C hasta su analisis posterior.

- Para todas las determinaciones, las muestras de suero descongeladas se someteran a vértice y se
centrifugaran a 14.000 rpm durante 10 minutos. Ademas de las alicuotas requeridas en la extraccién
analitica habitual para el control de la infeccidn por VIH, se afiadird un tubo de suero de 3 mLy uno
de EDTA.

- Los pacientes aportardn 50gr de heces recogidas en un contenedor estéril hace <24 h y se
congelardn inmediatamente, siendo conservadas una vez entreagadas al investigador a -80°C.

- Este procedimiento se repetird en las visitas BASAL, a los 3 y a los 6 meses, en ambas ramas del
estudio.

- Una vez recogidas todas las muestras del estudio, se enviardn en nieve carbdnica al Laboratorio de
Referencia de Cataluiia, donde seran analizadas.

-Andlisis de las muestras:

- Para el andlisis de marcadores de inflamacidn (IL-6 y FNT-a) se usara MAPA basado en microesferas
fluorescentes (Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania; Luminex / Bioplex200-Luminex
Corp., Austin, TX y BioRad, Hercules , CA). El perfil multianalisis de las concentraciones séricas se
realizard usando un kit de inmunoensayo multiplex disponible comercialmente (HSCYTMAG-60K;
Millipore, Billerica, MA).

- La PCR ultrasensible y la B2 microglobulina se mediran utilizando el ensayo inmunométrico
qguimioluminiscente Inmulite en su analizador automatico (Inmulite Uno; Siemens Healthcare,
Llanberis, Reino Unido).

- El fibrindgeno plasmatico se medira utilizando el método de Clauss coagulativa con reactivos
HemoslL (Instrumentation Laboratory, Bedford, MA).

- La translocacidon microbiana (niveles de séricos de CD14 soluble) se cuantificard por duplicado con
un kit de inmunoensayo multiplex comercial (Quantikine; R & D Systems, Minneapolis, MN)
utilizando una estacién de trabajo robotizada Quanta-Lyser 160 (Inova Diagnostics, San Diego, CA).
La concentracién mas baja detectable sCD14 es 0,25 ng / ml .

- La LBP sérica se midid usando el ensayo inmunométrico quimioluminiscente Immulite en su
analizador automatizado.

- Todos los ensayos se realizaran de acuerdo con las instrucciones del fabricante.Para el analisis de
control de calidad se utilizaran los materiales que incorporan los kits, y sera interno.

- Andlisis del microbioma fecal: Se extraerd ADN de las muestras de heces congeladas y se
amplificaran por PCR las regiones 16S usando cebadores descritos previamente (Klindworth
A,Nucleic Acids Res. 2013); Se realizard secuenciacién Illumina de acuerdo a protocolos estandar
descritos previemente (Caporaso JG, ISME J. 2012). La composicion taxondmica de la microbiota
intestinal se caracterizard mediante agrupacién de secuencias en Otus (Unidades de Organizacion
taxondmica).

Andlisis de los datos:

- Se analizaran los datos mediante el paquete estadistico SPSS 19.0. El analisis se realizara de “eficacia
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bioldgica e inmunoldgica” y segun el tratamiento recibido y su duracidn. Las variables cuantitativas se
describiran con la media (y desviacion estandar) o la mediana (y la amplitud intercuartil) en funcién de
su homogeneidad, y las cualitativas en nimeros absolutos y porcentajes. Las variables categdricas
(porcentajes) se compararan mediante una prueba de X2 (o de Fisher, si procede) y las cuantitativas
mediante una prueba de t de Student (o la prueba U de Mann-Whitney, en su caso). En caso de que
hubiera diferencias significativas o relevantes entre las caracteristicas basales de los grupos en
comparacion, respecto a alguna variable, se ajustara el analisis por dicha variable, mediante un andlisis
de regresion logistica. Las incidencias y riesgos relativos se calcularan con un intervalo de confianza (IC)
del 95%. Se considerara significativo un valor de p < 0.05.

- Para el andlisis taxondmico y bioinformatico del microbioma fecal se utilizarad el algoritmo de cddigo
abierto QIIME para el manejo e interpretacién de los datos de las secuencias en bruto; después de la
evaluacion de calidad de los datos de secuencias, se asignardn afiliaciones taxonémicos utilizando el
RDP_classifier del Proyecto de base de datos ribosomal ( Wang, Q, Appl Environ Microbiol. 2007).

Aspectos éticos: Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica del Hospital del Mar —Instituto de
Investigaciones biomédicas segun la Declaracion de Helsinki (anexo). La firma del consentimiento informado
serd requisito indispensable para la inclusién de los pacientes en el estudio de manera izada (anexo).

Aspectos relacionados con el medicamento en investigacidn(fabricacion, etiguetado, distribucion...)
- Probidtico: Nombre comercial: Ultra — Levura ® liofilizada

Responsable de la fabricaciéon: BIOCODEX.

Medicamento comercializado y distribuido en Espafa por Laboratorios Zambon S.A.

Presentacién: envase con 50 capsulas.

Composicidn cuantitativa: Cada capsula contiene 1.000 millones de gérmenes vivos ( 107) Saccharomyces
boulardii 17 liofilizado: 56.5 mg. Excipientes: Sacarosa (92.3mg), estearato magnésico c.s.p.

Precio de Venta del Laboratorio: 5,51 €/frasco de 50 comprimidos.

- Placebo blanco: Sacarosa

Responsable de la fabricacién: Kern Pharma

Fuentes de financiacidn: Ayuda a la Investigacién Clinica independiente del Ministerio de Sanidad
n2 SP1/2885/2011

Expediente n?

| SPI1/2885/2011

IP: Judit Villar Garcia

Plan de trabajo

El proyecto se realizara en el Hospital del Mar, siguiendo las diferentes etapas:

FASE 1: (Duracion: 3 meses)
- Seleccién de los pacientes que se incluirdn en el estudio.
- Puesta a punto del circuito de extraccién y procesamiento de las muestras.

FASE 2: (6 meses)
- Reclutamiento, inclusidon y aleatorizacién de los pacientes.
- Administracién de probidticos de forma controlada en la visita Basal, a los 3 meses y a los 6 meses
en el grupo seleccionado aleatoriamente.
- Obtencién de los datos basales y de las muestras en plasma y heces , a los 3 y a los 6 meses de los
pacientes.
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- Almacenamiento de los datos en la base disefiada para tal fin.
- Anadlisis preliminar de los datos.

FASE 3: (12 meses)

- Finalizacidn del seguimiento de los pacientes incluidos en el ultimo mes.
- Anadlisis definitivo de los datos.

- Publicacidn de los resultados y comunicacién de los mismos en un congreso internacional.
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ANEXOS: HOJA DE INFORMACION PARA EL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

INFORMACION PARA EL PACIENTE

Titulo del estudio: Tratamiento con probidticos (Saccharomyces boulardii) y su papel en la
translocacion bacteriana y la reconstitucion inmune en la infecciéon por el VIH. SP1/2885/2011

Hospital o Institucion

Departmento de Medicina Interna- Enfermedades Infecciosas
Hospital del Mar

Paseo Maritmo, 25-29

08003 Barcelona, Spain

Nombre y apellidos del paciente

1. NATURALEZAY OBJETIVO DEL ESTUDIO

Este es un documento de consentimiento informado. Contiene una explicacion completa del estudio al
qgue le invitamos a participar y un formulario de consentimiento que le pediremos que firme si decide
participar. Se le estd pidiendo que participe porque usted tiene una infeccién crénica por el VIH. Existe
una necesidad de avanzar en los conocimientos sobre el uso de probidticos en la préctica clinica. Por este
motivo, el Hospital del Mar estd realizando un estudio prospectivo vy controlado con suplementos
alimenticios para recopilar informacién adicional sobre sus efectos sobre la salud, en concreto sobre su
sistema inmunoldgico. Se le administrara, con éste fin, Saccharomices boulardii (Ultra-levura®), que
debera tomar diariamente siguiendo las preinscripciones de su médico. Los métodos para este estudio y el
presente FCl también han sido examinados y aprobados por el Comité Etico de Investigacién Clinica de
este hospital y por la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS).

2. DURACION PREVISTA DEL ESTUDIO Y NUMERO PREVISTO DE PARTICIPANTES

En este estudio participaran aproximadamente 44 personas. Usted estara en el estudio durante un periodo maximo de 6
meses.

3. EXPLICACION DE LOS PROCEDIMIENTOS A SEGUIR

Una vez haya cumplido los requisitos para formar parte del estudio, un médico le entrevistara y estudiara
su historia clinica para obtener la siguiente informacion:

e Fecha de nacimiento, sexo y raza/origen étnico.

e Altura, peso, e historia clinica general, incluidos los habitos tdxicos, habito deposicional y estado
animico. Se registraran las fechas de inicio y de finalizacion de la medicacién pasada y actual.

e Resultados de laboratorio de sus ultimos andlisis de sangre y la muestra de heces.

Se le asignard un grupo al azar, con un 50% de posibilidades de ser asignado a cada grupo, y
dependiendo de la asignacién tomara el probidtico o el placebo, durante 3 meses. Su asignacion a uno
u otro grupo no podra ser elegida por usted ni por su médico. Ni usted ni su médico conocerdn si esta
tomando probiéticos o placebo, aunque se podrd saber en cualquier momento si fuera necesario.

Se le realizaran analisis en la primera visita, a los 3 y a los 6 meses. En cada visita deberd aportar una
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muestra de heces de hace menos de 24h y mantenerla congelada hasta entregarla. Durante el estudio,
usted no podra tomar otros suplementos alimenticios, incluidos lacteos, que contengan probidticos, ya
que esto podria alterar los resultados.

SEGUIMIENTO

Se recogera informacién sobre su salud y sobre el tratamiento durante un minimo de 6 meses. Esta
informacién procedera de las visitas habituales a su médico y de su historia clinica asi como de cualquier
prueba que se realice como parte de su tratamiento estandar.

4. NOTIFICACION DE EFECTOS SECUNDARIOS

- No se han descrito contraindicaciones ni efectos secundarios al tomar Saccharomyces boulardii.
- Tampoco se han descrito interacciones con los farmacos que usted esté tomando para el VIH.

- Debera notificar a su médico en cuanto le sea posible si va a recibir o le han administrado tratamiento

antibidtico, ya que podria alterar los resultados del estudio.

- Debera notificar cualquier acontecimiento adverso que experimente a su médico. Si experimenta un
acontecimiento adverso grave, como una enfermedad que requiera hospitalizacion, informe de ello a
su médico del estudio inmediatamente o en cuanto le sea posible.

- En caso de embarazo (si es usted una mujer) mientras dure su participacion en este estudio, deberd
informar a su médico, aunque podra continuar tomando el tratamiento.

5. DERECHO A RETIRARSE DEL ESTUDIO

La participacién en este estudio es voluntaria. Puede decidir no participar o puede abandonar el estudio
en cualquier momento. Si decide no participar o abandonar el estudio, esto no tendrda ninguna
penalizacion para usted. No perderd ningun beneficio al que tuviera derecho ni su decisién afectara a su
acceso a la asistencia médica en el futuro. Al retirarse del estudio, los datos y las muestras que ya se
hayan tomado se analizaran tal como estd previsto, a menos que usted declare que no lo permite en el
momento de abandonar el estudio.

6. CONFIDENCIALIDAD

Acceso a su historia clinica: Los médicos del Centro que participan en este estudio necesitaran acceso a su
historia clinica, incluidos sus registros médicos pasados y los resultados de los andlisis para la finalidad de
este estudio. Con la firma del consentimiento informado usted autoriza este acceso y, en caso necesario,
el personal del estudio podra ponerse en contacto con su médico de familia y con otros profesionales
sanitarios para obtener acceso a su El acceso a su informacion personal estard limitado al médico del
estudio y a sus colaboradores, a las autoridades sanitarias y al Comité Etico de Investigacién Clinica. Todos
ellos actuaran de acuerdo con el secreto profesional inherente a su actividad, en caso necesario, para
comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero manteniendo siempre su confidencialidad de
conformidad con la legislacidn actual.

Abandono del estudio

Si desea retirarse del estudio, deberd comunicdrselo a su médico del estudio. Este podrd intentar
contactar con usted si abandona el estudio sin comunicarselo, para saber si desea continuar. Si decide
abandonar el estudio, el personal del estudio no recogera mas informacién sobre usted, aunque la
informacién sobre usted que ya haya sido recogida podra seguir utilizdndose segin lo especificado
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anteriormente. Si tiene alguna pregunta, le recomendamos que se la comente a su médico del estudio.

Cumplimiento de la legislacion actual sobre la confidencialidad de la informacion sobre su salud

El tratamiento de los datos seguird los principios establecidos en la Ley 14/2007 de Investigacion
Biomédica, en la Ley Organica 15/1999 de Proteccidén de Datos de Caracter Personal y en el Real Decreto
1720/2007 por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la Ley Orgénica 15/1999 de Proteccién
de Datos de Cardcter Personal.

7. COMPENSACION

El médico o su institucidn no recibirdn ninguna compensacién por parte del laboratorio que comercializa
el probidtico. Este estudio no tendrd ningln coste para usted, ya que se le administrara el probidtico de
forma gratuita durante las visitas. No recibird compensacién econdmica por participar en el estudio.

8. RESPUESTA A LAS PREGUNTAS ACERCA DE ESTE ESTUDIO

Antes de que firme este formulario, puede preguntar sobre cualquier cosa que no entienda. El personal
del estudio respondera a sus preguntas antes, durante y después del estudio.

Pdngase en contacto con en por alguno de los siguientes motivos:

e Sitiene alguna pregunta sobre su participacion en este estudio.

e Sitiene preguntas, preocupaciones o quejas sobre la investigacion.

Antes de que firme este formulario, puede preguntar sobre cualquier cosa que no entienda. El personal
del estudio respondera a sus preguntas antes, durante y después del estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: Tratamiento con probidticos (Saccharomyces boulardii) y su papel en la
translocacion bacteriana y la reconstitucion inmune en la infeccién por el VIH. SP1/2885/2011

Acepto participar en éste estudio prospectivo, aleatorizado, con un probidtico versus placebo, tal como se
especifica en el formulario informativo que se me ha entregado.

Entiendo que mi participacidn en este estudio es voluntaria y que puedo abandonar el estudio en
cualquier momento, sin especificar el motivo. He leido toda la informacién sobre este estudio y todas mis
preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Acepto que mis datos para el estudio arriba
mencionado se utilicen tal como se especifica en el formulario y que podran transferirse para su
evaluacidn, guardarse y gestionarse de forma electrénica de manera anénima. Entiendo que recibiré una
copia de este consentimiento, que he firmado, junto con la hoja de informacién que se me ha entregado.

Se me ha informado de que mi historia clinica podra ser objeto de una auditoria por parte del Comité
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ético/cientifico del Hospital o por parte del Comité Etico de Investigacién Clinica y las autoridades
sanitarias, en caso de que proceda, y doy mi consentimiento para ello.

(Paciente o representante legal)

Confirmo que el paciente ha sido informado sobre la naturaleza, el objetivo y los posibles resultados de
este estudio prospectivo, randomizado y controlado con un probiético. La informacidn para el paciente ha
sido comentada y proporcionada junto con el formulario de consentimiento informado.
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Estos son los dos primeros estudios publicados que evaluan el impacto del tratamiento

con el probidtico S. boulardii en pacientes VIH.

Ha quedado evidenciado en estudios previos como la enteropatia cronica producida por
la infeccion VIH y no reparada por el TAR se ha asociado con un aumento de la
translocacion microbiana, lo que es una de las causas de la persistencia de inflamacion
cronica, el compromiso inmunitario y la progresion de la enfermedad (25-27,97). Por
tanto, parece légico proponer intervenciones terapéuticas dirigidas a mejorar la
enteropatia asociada al VIH y modular el microbioma intestinal mitigando la disbiosis
intestinal (98,99).

En el primer articulo se muestra una reduccioén significativa en los niveles plasmaticos
de translocacion bacteriana (LPB) e inflamacion sistémica (IL-6) en un redicido numero
de pacientes VIH virolégicamente suprimidos tras la suplementacion durante 12 semanas
con el probidtico S. boulardii en comparacion con placebo. En el segundo articulo, se da
un paso mas mediante el andlisis de las muestras de heces con secuenciacién 16S para
analizar los patrones del microbioma intestinal antes y después de la intervencion, y para
evaluar si algunas especies predominantes se asocian con el aumento de la
translocacion bacteriana, la inflamacion sistémica y la pobre respuesta inmune en este

mismo grupo de pacientes.

Dado que el primer estudio se centra en la inflamacién y la translocacion bacteriana, los
pacientes que presentaron eventos clinicos durante el mismo (sepsis o infeccién), que
ademas requirieron de la administracion de antibidticos de amplio espectro, fueron
analizados de forma separada para evitar posibles factores de confusion. El analisis por
intencion de tratar (ITT), que incluyé todos los pacientes, mostré una disminuciéon de la
LBP durante la administracion del probiético. El analisis que excluyé los pacientes con
posibles factores de confusion (OT), mostré una disminucién de los valores de
translocacion bacteriana e inflamacion sistémica (IL-6), que ademas se mantuvieron a los
3 meses tras la retirada del probiodtico. Estas observaciones, si se confirman en estudios
posteriores mas extensos, son de gran relevancia clinica, dada la clara relacion
establecida entre la elevacion persistente de la IL-6 y el aumento de la morbilidad y
mortalidad en los pacientes VIH (26,100,101). Sin embargo, al no estar establecidos los
valores optimos de la LBP o la IL-6 en la poblacion general, la repercusion clinica de

estos hallazgos aun esta por definir.

Este estudio no mostré un efecto significativo de S. boulardii en la funcién inmune,

medida mediante el recuento de T-CD4+ y T-CD8+. Estos resultados son similares a los

70



Discusion

obtenidos con otros probidticos, quizas porque su mecanismo de accion beneficioso para
el sistema inmune no repercute directamente en la cifra de Cd4+/Cd8+ (102). Otros
parametros tales como sCD14, TNF-a, PCR ultrasensible u otros marcadores
inmunolégicos tampoco variaron en este estudio. No se objetivaron eventos adversos o
intolerancia asociados al uso de los probidticos, lo que confirma los datos sobre

seguridad de S. Boulardii, también en pacientes con inmunodepresion celular (103).

Las principal limitacion del estudio fue el tamafio muestral; teniendo en cuenta ademas
que una proporcidn significativa de los pacientes presentd un evento clinico durante el
estudio que hizo necesario realizar 2 tipos de analisis, uno de ellos excluyendo pacientes.
Otra limitacién fue que la adherencia a la intervencién fue evaluada mediante contaje de
capsulas retornadas y por entrevista clinica, ya que no se disponia de ninguna otra
medicion objetiva, como la detecciéon de la levadura en plasma o heces, aunque se
seleccionaron pacientes con una alta adherencia a los tratamientos, incluido el TAR.
Ademas, al no existir estudios previos con S. Boulardii en pacientes VIH, se seleccioné la
dosis diaria del probiodtico recomendada para tratar enfermedades caracterizadas por un
aumento de la permeabilidad intestinal y translocacién bacteriana (89). Tampoco se
conoce la duracion necesaria del tratamiento para producir los efectos beneficiosos en el
paciente, aunque en nuestro estudio la disminucién de la LBP se mantuvo a las 12
semanas de haber interrumpido el tratamiento. A pesar de que se incluyeron pacientes
con caracteristicas basales similares, que seguian dietas estandar, la falta de datos sobre
la influencia de otras variables como los habitos higiénico-dietéticos sobre la microbiota

intestinal, podrian haber influido sobre los resultados obtenidos.

El segundo articulo da un paso mas y analiza los cambios en la composicion del
microbioma intestinal, después del tratamiento con Saccharomyces boulardii y cémo
estos cambios se correlacionan con la translocacion microbiana y la inflamacion sistémica
en el mismo grupo de pacientes. Para ello se analizaron mediante una plataforma de
secuenciacion 16S rDNA las heces recogidas en las visitas basal y semana 12 de este
mismo grupo de pacientes, intentando dilucidar si el posible efecto beneficioso del
probidtico objetivado en el primer estudio, se debe a una modificacion del microbioma

intestinal hacia especies menos pro-inflamatorias.

En el andlisis basal del plasma se confimd que existe una relacion entre la
translocacion microbiana, medida mediante la LBP, y varios parametros relacionados con
la inflamacion sistémica (IL6, PCR ultrasensible, 32-microglobulina y fibrinbgeno). Estos

datos son consistentes con estudios previos que demuestran, tanto en pacientes VIH
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tratados como no tratados, una correlacion directa entre los parametros sistémicos de la
translocacion microbiana, y la activaciéon inmune crénica y la progresion de la enfermedad
(21,22,104,105). Este hallazgo confirma que la LBP sérica podria ser utilizada como un
marcador de translocacion bacteriana y progresion de la enfermedad, incluso en

pacientes con supresion viroldgica.

Se ha demostrado recientemente cémo varias comunidades microbianas residentes en
el tracto Gl de pacientes VIH estan correlacionadas con marcadores de translocacion
microbiana plasmatica (CD14 soluble y LBP) y asi como la citoquina pro-inflamatoria
interleuquina-6 (63,66,68). Los primeros trabajos publicados en este sentido describieron
como "ecosistema disbidtico", aquel con una mayor proporcion de microbios con mas
potencial patdégeno en comparacién con organismos indigenas o comensales menos
agresivos. Estos estudios, a pesar de sus limitaciones (tamafo muestral, métodos
diferentes para identificar grupos taxondémicos y biomarcadores, etc), han tratado de
identificar un patrén intestinal disbidtico, caracterizado por cambios en las proporciones
de diferentes especies habituales, menor diversidad taxondmica, un aumento de la
translocacion microbiana, inflamacién crénica y la hiperactivaciéon de las células T CD4+,

a pesar de haber logrado la supresion virolégica a largo plazo (63-71).

Tras el tratamiento probidtico, se observd una disminucién significativa en algunos
grupos de Clostridiales, como en las comunidades de Clostridiaceae y Catenibacterium.
Estudios previos han utilizado técnicas mas antiguas y menos sensibles como la PCR o
FISH, en lugar de secuenciacion 16S rDNA, para evaluar los efectos de la
suplementacion con determinados prebidticos en pacientes VIH adultos sin tratamiento
(74) o la suplementaciéon con S. boulardii en adultos VIH-negativos con enteritis (96).
Estos estudios observaron, tras la intervencion, una reduccién en las concentraciones de
especies patdgenas relacionadas con Clostridia, que se consideran bacterias
mucotropicas proinflamatorias, aunque estos autores no evaluaron si esta modificacion
del microbioma se correlacionaba con una disminucién en la inflamacién sistémica.
Estudios recientes han reportado una mayor proporcion de Catenibacterium en pacientes
con VIH comparado con el microbioma intestinal de individuos sanos (63,70).
Catenibacterium es un género Gram-positivo, no-formador de esporas y anaerdbico de la
familia de Erysipelotrichidae. Los taxones en esta familia fueron los mas abundantes (69),
y se objetivd un enriquecimiento significativo (65,70) en los sujetos infectados por VIH no
tratados en comparacién a pacientes VIH negativos. Este enriquecimiento se correlacioné
con los marcadores de translocacién microbiana e inflamacion sistémica en los pacientes

VIH (65). En nuestro estudio, la concentracion de Catenibacterium, que también se han
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asociado con otras enfermedades, como la insuficiencia renal crénica o la resistencia a la

insulina (106-108), también disminuyd después del tratamiento probiotico.

Ademas, en nuestro estudio se objetivd una correlacién significativa entre algunos
taxones bacterianos (Clostridia) y parametros de translocacion microbiana e inflamacion
sistémica en el grupo de pacientes inmunodiscordantes (INR), que mostraron mayor
enriquecimiento de esta comunidad. Estudios recientes han demostrado una correlacion
estadisticamente  significativa entre algunas especies de Clostridia, como
Lachnospiraceae, y el aumento de los parametros de activacion inmune sistémica (TNF)
en pacientes infectados por el VIH (63). Si bien los factores inmunolégicos que
condicionan la disbiosis intestinal asociada a la infeccion por VIH son complejos, nuestro
estudio mostré una reduccion significativa en estas comunidades bacterianas después de

administrar el probidtico.

En este segundo trabajo se analizaron de forma especifica los hallazgos obtenidos en el
grupo de pacientes previamente seleccionados como inmunodiscordantes. Se ha
descrito con anterioridad como haber iniciado los antirretrovirales en un estado de
inmunosupresion mas avanzada resulta en un dafio en la integridad de la bioestructura y
el sistema inmune Gl (GALT), lo que desemboca en la translocacion microbiana e
inmunoactivacion persistentes vy dificulta la reconstitucion inmune a pesar de conseguir la
supresion viroldgica (45-49). Nuestros resultados son consistentes con estos hallazgos,
ya que en el grupo de pacientes inmunodiscordantes se observé una mayor proporcion
de individuos con valores superiores a la mediana en los marcadores de translocacion
(LBP y CD14 soluble), asi como de fibrindgeno y B2 microglobulina. Ademas, en este
trabajo se ha intentado dar un paso mas comparando la composicion del microbioma
intestinal entre los pacientes respondedores inmunoldgicos y los inmunodiscordantes. El
andlisis de las heces muestra que los pacientes ID presentaron basalmente mayores
niveles de Proteobacteria y Lachnospiraceae (Clostridiales). Curiosamente, la abundancia
relativa de este género en los pacientes con inmunodiscordancia se asocidé en nuestro
estudio con una mayor translocacion bacteriana (CD14 soluble y LBP) e inflamacion
sistémica (IL-6). Estudios recientes han demostrado también que las Proteobacterias, que
estan sobre-representadas en nuestro grupo de inmunodiscordantes, son responsables
de gran parte de la translocacion en un estudio realizado en macacos infectados por SIV
(109). Aunque los mecanismos siguen siendo desconocidos, Brenchley et al. sugirieron
como posibles razones las caracteristicas propias de esta especie: su motilidad, su alta
actividad metabdlica y la posesidén de genes que les permiten la evasion de los

mecanismos de control inmunitarios (110). La identificacion de las especies intestinales
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que contribuyen a la patogénesis de la inmunodiscordancia y la activacién inmunitaria
persistente podria ser una nueva herramienta diagnéstica y terapéutica en este grupo de

pacientes VIH con un riesgo aumentado de progresion clinica y muerte.

Estudios preliminares han demostrado como la administracion de pre y probidticos fue
segura, objetivandose mejoras modestas en la inmunidad (recuento de CD4 +T), curvas
de crecimiento y sintomas gastrointestinales en nifios sin TAR (79-82), aunque parte de
estos resultados podrian explicarse al mejorar el estado nutricional de los pacientes, ya
que se administraban en forma de suplementos de yogurt proteico en paises de baja
renta con importantes carencias nutricionales, mas que por el efecto de la cepa del
probidtico administrado (111). Los resultados mas recientes con otras combinaciones de
probidticos han sido modestos (84,112). En la mayoria de estos estudios preliminares no
se incluyd una rama comparativa con placebo (86), salvo excepciones (113,114), siendo
los resultados mas prometedores y exhaustivos en ensayos realizados en macacos
(83,85), donde se ha podido objetivar el efecto antiinflamatorio local y sistémico del
probidtico. En los estudios en humanos tampoco se han estudiado en profundidad los
cambios concretos que el probidtico ejerce sobre la bioestructura del epitelio intestinal o
sobre las especies concretas del microbioma intestinal, que puedan justificar su potencial
efecto beneficioso. Lo que ha quedado claro en estos estudios es que no todos los
probidticos muestran las misma eficacia, ya que los mecanismos de accién son cepa-

dependientes.

Las propiedades de S. boulardii y sus multiples mecanismos de acciéon descritos
previamente apoyan su eficacia en diferentes estados inflamatorios intestinales (87-96).
Ademas de impedir el sobrecrecimiento bacteriano de microorganismos intestinales
patégenos o dificultar su adhesion al epitelio del huésped, mas recientemente se ha
demostrado que S. boulardii aumenta el numero absoluto de los principales grupos
bacterianos fermentadores habituales y disminuye las concentraciones de comunidades

bacterianas ocasionales mucotrépicas (115).

Estos son los dos primeros articulos publicados sobre la efectividad de S. boulardii en
pacientes VIH y su impacto sobre el microbioma intestinal. Una limitacién de este estudio
es que soOlo se ha podido analizar por el momento el microbioma bacteriano, y no el
fungioma. Al ser S. boulardii una levadura, no se ha podido demostrar la colonizacion
intestinal por el probioético. La modificacién de ciertas comunidades con una funcionalidad
“disbiotica” o la sustitucion de unas especies de levaduras por otras tras el tratamiento

con S. boulardii también habrian podido contribuir a la disminucién de la translocacién
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microbiana (115), aunque nuestro estudio no fue disefiado para determinar el mecanismo
a través del cual los cambios en el microbioma intestinal alteran su anatomia funcional,

metabolémica o fungioma.

Este estudio ademas comparte las limitaciones con otros estudios sobre este tema. Son
trabajos con un numero pequefio de pacientes incluidos, y se necesitan estudios mas
extensos con mejores herramientas de analisis antes de llegar a conclusiones definitivas,
incluyendo la seleccion de los pacientes que mejor podrian responder al tratamiento
probidtico, asi como las dosis y la duracién de la terapia, o conocer el impacto que otras
variables que potencialmente alteren el microbioma puedan tener sobre los resultados
finales. Sin embargo, dado el uso cada vez mas extendido de las técnicas de
metaboldémica y metagendmica, el analisis de la composiciéon del microbioma intestinal en
heces podria ser utilizado en el futuro como un marcador de respuesta inmune
insuficiente, inflamacion sistémica crénica no controlada y por tanto, de progresién de la
infeccién por VIH. Mas importante aun, el microbioma intestinal puede ser modificado

usando ciertas cepas de probidticos para generar un ecosistema menos proinflamatorio.

En resumen, el presente estudio demuestra que el tratamiento con el probiotico
Saccharomyces boulardii modifica el microbioma intestinal, disminuye los parametros de
translocacion bacteriana y disminuye marcadores inflamatorios. Dado que los efectos
especificos de la infeccion por el VIH sobre ciertas comunidades residentes que
contribuyen a la inmunoactivacioén crénica aun son poco conocidos, se requieren nuevos
estudios mas exhaustivos antes de llegar a conclusiones categodricas, aunque parece
razonable continuar estudiando tratamientos orientados a mejorar la enteropatia y
mejoren la riqueza microbiana intestinal, mitigando asi la disfunciéon inmune asociada al
VIH.
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El tratamiento con el probidtico Saccharomyces boulardii durante 12 semanas
disminuye los marcadores de translocacion microbiana (LBP) y de inflamacion (IL-
6) en pacientes VIH con supresion virologica, parametros directamente

relacionados con la progresion de la enfermedad y la morbi-mortalidad.

El efecto beneficioso sobre la translocacidon microbiana se mantuvo a las 12

semanas de la interrupcion del tratamiento.

Tras el tratamiento probidtico se observé un cambio en la composicion del
microbioma intestinal de los pacientes, disminuyendo algunas especies que se
correlacionaron de manera independiente con parametros en plasma de

translocacion microbiana e inflamacion.

Los altos niveles en plasma de translocacion microbiana y de especies como
Proteobacteria y Lachnospiraceae en el microbioma intestinal se asociaron

significativamente con la inmunodiscordancia.

El tratamiento no produjo cambios significativos en el recuento de cél T Cd4+ ni

Cd8+, tampoco en los pacientes inmunodiscordantes.

S. Boulardii fue bien tolerado y seguro, sin presentarse efectos adversos o

intolerancia de ningun tipo.

Estos datos sugieren que el tratamiento con determinadas cepas de probidticos
(de bajo coste y seguros) puede ser una nueva estrategia terapéutica
complementaria al TAR parareducir la inflamacién crénica secundaria a la
translocacion microbiana, lo que potencialmente tendria un impacto beneficioso
sobre la morbi-mortalidad, aunque se requieren estudios que incorporen un mayor
numero de participantes para determinar la dosis y la duracion optima del
tratamiento, asi como para seleccionar los pacientes que puedan obtener el

maximo beneficio de esta herramienta terapedutica.

Ademas, aunque la interaccion entre determinadas especies del microbioma
intestinal y el sistema inmune es compleja y se requieren estudios descriptivos
que incorporen grandes cohortes poblacionales, nuestros datos sugieren que la

identificacion de especies potencialmente pro-inflamatorias en el microbioma
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Conclusiones

intestinal podria ser un nuevo marcador de la respuesta inmune deficiente y de
progresion de la enfermedad. El estudio de las posibles correlaciones entre la
composicion de la comunidad microbiana y el huésped puede contribuir a una

mejora de la gestion integral de la infeccion por el VIH.
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