UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ
ESCUELA POLITECNICA DE ORIHUELA

TRABAJO DE FIN DE GRADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

UNIVERSITAS
Miguel Herndndez

Aislamiento de cepas bacterianas y estudio de la bioactividad de dos fracciones
extracelulares sobre la linea celular CaCo2

Julio 2019

Autora: Sara Fandos Planelles
Tutora: Estefania Valero Cases

Cotutores: Borja Sanchez Garcia y Raquel Marcos Fernandez



indice

LRT=E] 0 0 1= o OO PP 4
AT EVIATUIS ettt ettt e bt e s bt sae e et e e e b e s bt e s ae e sat e et e b e e reerees 5
O T o Yo [N Tolol o] o TSP P TP PP PPPUPROPRN 6
2. MaALErial Y IMBTOOS ....eeieeeieie ettt e e et e e e e be e e e e atae e e eabe e e e entaeeeearaeeeensees 11
2.1. Preparacion de medios de CUILIVO......cocciiii it saee e 11
2.2. Recogida de mMUEStras fECAlES . ....ivuiiii it 11
2.3. Extraccdn de la microbiota a partir de materia fecal.......cccoocveeiieciiiiiici e, 12
2.4, Siembra de microbiota €N Placa.......ccccccviei it 12
2.5. Aislamiento de colonias y preparacion de Stocks .........ccceeeeciiiiieciiee e 13
2.6. Extraccion de ADN y amplificacion PCR ..........ooiiiiiiiiiicieee ettt e eitee e 14
2.6.1. Reaccidn En Cadena Polimerasa (PCR).......cccueeeieieiiee e ettt e 14
2.6.2. EXEracCion de ADN......cc.ueiiiiiiiiieeite ettt ettt e sttt e st e e sbee e st e sbteesabeesbeeesabeesneeas 14
2.6.3. Electroforesis en Gel de AZAroSa .......ccuueeeecviiieiiiieeeeiieeeesiieeeesree e e ssree e e sveee e e 14
2.6.4.SecuenciaCion de ADN.........coiiiieiienie ettt sb e s st st st b e enaeas 15

2.7. Caracterizacion de los perfiles de proteinas extracelulares mediante SDS-PAGE............ 15
2.7.1. Precipitacion de ProteiNas ........cccveeeiiiieeeeiiee e eciiee e st e e e e iree e e e sree e e e saree e e enreeeeenreas 15
2.7.2. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) ....... 16

2.8. Fraccionamiento bacteriano .........ccecvevierieriiriieeeeesee s 16
2.8.1. Proteina eXtraCelular.........cuioiiiiiiiiniee ittt 16
2.8.2. Compuestos polares de bajo peso molecular.........ccccueeeeeciieeecciiee e, 17

2.9. Bioactividad anti-proliferativa de dos fracciones extracelulares sobre la linea CaCo2 ... 17

2.9.1. Proteina eXtracelUlar.......cocooierieiienieeeeeeeeeee e s 17
2.9.2. Compuestos polares de bajo peso molecular.........ccocveeeivciieeccieee e, 17

I (eI U =T o I VA o Ty ol U] e o RSP TR 18
3.1. Aislamiento de microorganismos de la microbiota fecal:.........cccocovieiicieiicciieccees 18
3.1.1. Seleccidn de placas de CUILIVO: ........eeiiiiei e e 18
3.1.2. Aislamiento de MiCroOrganiSIMOS. ......uiiiiieeciiieeeee e eeeccrrere e e e e e errrere e e e e e e rnnrreeeeaaeeas 19
3.2. Identificacidn del ADN de las colonias a@isladas.......cccceeereiriiinienienieneceeeeeeeeen 19
3.2.1. Visualizacion del ADN por Electroforesis en Gel de Agarosa........cccceeevveeeeevveeeennee, 19
3.2.2. Secuenciacion de ADN e identificacion de especies. ......ccccocveeevicieeecciiee s 21
3.3. Seleccion de microorganismos Para @StUIO........ccviieeecuiieeeeciie ettt etaee e 24
3.4. Fraccionamiento Dacteriano .......cooceiiiiieiiiiecee e s 26
3.3.1. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con SDS-PAGE.........ccccccoviriiiniinieesieieeee. 26

2



3.5. Estudio de bioactividad de fracciones bacterianas sobre células CaCo2 con el software

3.5.1. Efecto de proteina extracelular en el crecimiento de células CaCo2........................ 27

3.5.2. Efecto de extractos de bajo peso molecular sobre el crecimiento de células CaCo231

LB 00 o Yol [ Ky o] 4 [=X TN 36
T Y 4120 (o LTS 37
Lo 11 o] o =4 | - TSR 40



Resumen

La relacion entre la microbiota intestinal y la salud es un campo muy interesante y en el que
hoy en dia hay mucha investigacion. El propdsito de este trabajo fue estudiar la actividad
antiproliferativa de dos fracciones extracelulares (proteina extracelular y compuestos polares
de bajo peso molecular) de cinco Lactobacillus y un Clostridium procedentes de la microbiota
intestinal de heces de cerdo, sobre la linea celular CaCo2 de carcinoma coldnico humano. Para
ello se aislaron e identificaron diferentes cepas, de las cuales se extrajeron las dos fracciones
anteriormente mencionadas que se incubaron con las células de carcinoma humano CaCo2. Se
obtuvieron los resultados con el software xCELLigence RTCA y se compararon con un control
negativo sin fraccion bacteriana y dos controles positivos. Los resultados mostraron una
tendencia de inhibicién de crecimiento celular de CaCo2 por parte de ambas fracciones
bacterianas.

Palabras clave: Microbiota, Cancer colorrectal, Acidos grasos de cadena corta, Lactobacillus,
Fracciones extracelulares.

Abstract

The relationship between the gut microbiota and health is a very interesting field and in which
there is a lot of research today. The purpose of this work was to study the antiproliferative
activity of two extracellular fractions (extracellular protein and polar compounds of low
molecular weight) of five Lactobacillus and one Clostridium from the intestinal microbiota of
pig feces, on the human colon carcinoma cell line CaCo2. To this end, different strains were
isolated and identified, from which the two mentioned fractions were extracted, which were
incubated with the human carcinoma cells CaCo2. The results were obtained with the
xCELLigence RTCA software and they were compared with a negative control without bacterial
fraction and two positive controls. The results showed a tendency of inhibition of cellular
growth of CaCo2 by both bacterial fractions.

Key words: Microbiota, Colorectal cancer, Short chain fatty acids, Lactobacillus, Extracellular
fractions.



Abreviaturas

AGCC: acidos grasos de cadena corta
CCR: Cancer colorrectal

MC: medio de cultivo



1. Introduccion

Con un 90% de bacterias en el organismo humano la relacidn entre microbiota intestinal y
enfermedad es un factor muy relevante a considerar del que todavia se desconoce mucho y
gue esta teniendo mucha importancia en la investigacion (Banan-Daliri y Lee, 2015).

Diversos estudios de la microbiota intestinal demuestran la influencia en varios ambitos de la
salud, desde conexiones con el cerebro y con el sistema inmune hasta la posibilidad de revertir
enfermedades. Seglin Wang et. al. (2018), ‘La comunicacidn entre la microbiota, el intestino y
el cerebro estd impulsada por la regulacién hormonal y neural, asi como por las vias inmunes y
metabdlicas, sin embargo nuestra comprensién del desarrollo subyacente a esta comunicacion
es todavia limitada’.

El tracto digestivo humano es un perfecto habitat para trillones de microorganismos vivos que
constituyen la microbiota, conviven e interactian constantemente con el sistema epitelial y el
sistema inmune del huésped. La microbiota es especifica para cada fraccidén que constituye el
aparato digestivo. La siguiente imagen (Figura 1) muestra la relacion de la microbiota en cada
cavidad y el pH, siendo menos abundante a mayor acidez (Microbioenergética, 2014).
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Figura 1. Especies bacterianas presentes en el tubo digestivo humano. Fuente: Microbioenergética,
2014.

En el intestino grueso existe una gran variedad y cantidad microbiana, con una cantidad media
de 10" unidades formadoras de colonias por gramo de contenido intestinal (UFC/g), y estas
pueden representar un 50-60% de sedimento sélido de las heces. Los filos mas abundantes son
Firmicutes y Bacteroidetes. Predomina la presencia de géneros bacterianos como Bacteroides
sp., Faecalibacterium sp., Blautia sp., Prevotella sp., Clostridium sp., Ruminococcus sp., y


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213453015000300?dgcid=raven_sd_recommender_email#!

Bifidobacterium sp. (Sanchez et. al., 2017). También constituyen la microbiota intestinal
arqueas, protozoos y hongos (levaduras) en menor cantidad (Suarez, J.E. 2013).

Cuando la funcidén y la composicidn de la microbiota intestinal estan alteradas, se conoce como
disbiosis. Esta disbiosis se ha relacionado gracias a diversos estudios, con muchas afecciones
como enfermedades cronicas inflamatorias, sindrome metabdlico, cancer, enfermedades
autoinmunes, alergias, depresion, enfermedad del corazdn, estrés, etc (Viennois, Gewirtz y
Chassaing, 2019; Wang y Wan, 2019). Asimismo, entre los factores que influyen en la
composicion de la microbiota se hallan el estilo de vida, el entorno ambiental, la dieta
(teniendo ésta una importancia considerable), el método de parto (vaginal o por cesarea), la
alimentacién en la edad temprana, el estrés etc.

La influencia del estrés sobre la constitucion microbiana ha ganado bastante interés. Segun
Foster, Rinaman y F. Cryan (2017), la exposicidn al estrés incluso a corto plazo puede afectar a
la composicion de la microbiota, ya que altera la proporcidon de los principales tipos de
bacterias, y la alteracidon experimental de la microbiota intestinal influye en la respuesta al
estrés, comportamiento similar a la ansiedad. (Galley et al., 2014).

Hay estudios que sugieren que la colonizacién microbiana comienza en el feto, gracias a los
microbios presentes en la placenta y en el liquido amniético’, con una dominancia del filo
Proteobacteria (Collado et. al., 2016; Zhuang et. al., 2019). En la madre embarazada, los
metabolitos bacterianos son reconocidos por el sistema inmunoldgico y se transmiten al feto,
donde refuerzan la inmunidad innata y la resistencia a patégenos (Gomez de Aguero et. al.,
2016; Eberl, 2018).

Se sabe que el nacimiento del bebé es clave en la composicién de su microbiota. Los bebés
nacidos por parto vaginal se exponen a una cantidad mayor de géneros beneficiosos como
Prevotella spp., Bifidobacterium y Lactobacillus; en cambio los nacidos por cesdrea estdn
expuestos a otro tipo de bacterias presentes en la piel de la madre, los utensilios y el entorno
hospitalario, dominando microorganismos como Staphylococcus, Enterobacter, Streptococcus,
etc (Backhed et. al., 2015; Zhuang et. al., 2019).

La alimentacién juega un rol esencial en la proliferacion de un tipo de microbiota u otro. La
gran mayoria de bacterias intestinales son anaerobias estrictas, es decir, su crecimiento y
supervivencia se da gracias a la energia que obtienen a través de la respiracion anaerobia (en
ausencia total de oxigeno) y la fermentacién de los sustratos disponibles de la dieta, entre
ellos los prebidticos (Organizacién Mundial de Gastroenterologia, 2017). Segun Corzo et. al.
(2015), los prebidticos son ‘ingredientes alimentarios no digeribles (oligosacaridos) que llegan
al colon y sirven de sustrato a los microorganismos, originando energia, metabolitos y
micronutrientes utilizados por el hospedador y estimulando el crecimiento selectivo de
determinadas especies beneficiosas (principalmente los géneros Bifidobacterium sp. y
Lactobacillus sp.) de la microbiota intestinal’.

1, . e s . .
Liquido amnidtico es una mezcla compleja de componentes maternos y fetales que rodea y amortigua
al embridn y luego al feto en desarrollo en el interior del saco amnidtico.
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La alimentacion del nifio en la edad temprana, con leche materna o con férmula, afecta al
desarrollo de la microbiota intestinal. La leche materna esta constituida por proteinas, grasas,
hidratos de carbono, inmunoglobulinas y endocannabinoides, siendo los oligosacaridos uno de
los componentes mayoritarios. Estos oligosacaridos, como el Galactooligosacarido (GOS) son
fermentados principalmente por Bifidobacterium, y favorece la colonizacidn por este género
beneficioso. La leche materna también contiene hasta 600 especies bacterianas diferentes,
sobretodo bacterias acido-lacticas como el género Lactobacillus. En nifos alimentados con
férmula se encuentran diferencias entre las caracteristicas de la microbiota, entre ellas una
presencia excesiva de Clostridium difficile, una bacteria patégena (Tanaka y Nakayama, 2017).

X

Mother

e
Vaginally born/Breast feed Vaginally born/Bottle feed C-section

A R
8 < o
2 WS-
4 days I \Q\ ra

£ T \ \
v R ‘)’,‘\
: Z/: 3 \/Q
ey &N \

L R X

& N ’ A N ¢

12 month A y F N 4\‘;{ \? 'y
kD = V‘\M d) W /

Figura 2. Representacion gréfica de la maduracion del microbioma intestinal de 98 madres y sus hijos

4 month

durante el primer afio de vida. Influencia en la composicién de la microbiota del parto vaginal o por
cesarea, y de la alimentacion por lactancia o con biberén. Fuente: Backhed et. al., (2015).

El citoplasma de ciertas bacterias alberga compuestos polares de bajo peso molecular
conocidos como metabolitos. Gran parte de los beneficios de la microbiota intestinal son
posibles gracias a la producciéon de metabolitos, entre ellos los dcidos grasos de cadena corta
(AGCC), por parte de la actividad fermentativa de las bacterias probidticas (Alvarez-Curto y
Milligan, 2016). Los AGCC, principalmente butirato, propionato y acetato, evitan el crecimiento
de microorganismos patégenos al disminuir el pH intestinal; también sirven de nutrientes a los
enterocitos, células epiteliales con funcién de homeostasis y de barrera intestinal contra
antigenos y toxinas, y encargadas de la absorcion de nutrientes, agua y electrolitos (Suarez, J.E.
2013).

Los AGCC también neutralizan grupos amonio producidos por la desaminacidon de aminoacidos
por parte de las bacterias. Se sabe que si el amoniaco alcanza niveles altos, actia como tdxico
junto a otras aminas bidgenas. La produccion de amoniaco es neutralizada por el acido lactico
formando lactato amodnico, a partir del cual la microbiota intestinal es capaz de producir
polipéptidos y vitaminas (Organizacion Mundial de Gastroenterologia, 2017). La toxicidad de
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estas aminas puede asociarse a patologias como el cancer colorrectal (CCR). Un estudio reveld
un incremento de 11 aminodcidos (41-80%) en muestras de heces de pacientes con CCR en
comparacién con personas sanas (Weir et. al., 2013), lo cual podria ser explicado por una
mayor presencia y/o actividad putrefactiva de bacterias proteoliticas como Clostridium,
Proteus o Pseudomonas. (Corrales et. al, 2015).

Se ha demostrado que los AGCC protegen contra la inflamacién vascular, la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias y el estrés oxidativo (Davie, 2003; Hoffman et al., 2016; Li et. al.,
2018). Las citoquinas son moléculas que intervienen en la respuesta inmune del organismo y
controlan el grado y el periodo de activacién de la misma (Silk y Margolin, 2019). Una
produccién desmesurada de citoquinas conduce al desarrollo de afecciones inflamatorias
como arterosclerosis, septicemia,... (Ross, 1999; Li et. al., 2018).

Asimismo, una disbiosis intestinal se asocia a desdrdenes inmunoldgicos por inflamacién
cronica (Gae et. al. 2018). Segin Meng et. al. (2017), se ha considerado la inflamacidn crénica
como una de las causas mas importantes en el desarrollo del cancer, ya que incita a la
progresion tumoral y aumenta su velocidad de invasién y metdstasis. El exceso de citoquinas
participan directamente en el dafio del ADN epitelial, y la consecuente metilacion anémala de
este ADN interfiere en la silenciacidn o sobreexpresidn de genes sustanciales que desajustan la
funcién celular normal y propician el inicio y la evolucion tumoral (Yunda y Mancera, 2014).

Se ha estudiado que determinadas poblaciones de bacterias eran similares entre diversos
casos de CCR, siendo distintas de los controles. Una revision sistematica de articulos reveld
gue en personas enfermas existia una cantidad menor de géneros como Bifidobacterium,
Lactobacillus, Ruminococcus, Faecalibacterium spp., Roseburia (Sun y Kato, 2016).

En la linea de distinguir las bacterias que ejercen un efecto beneficioso en el organismo, se
utiliza el concepto de probidtico. Segun una declaracién de consenso internacional, en 2014 se
acepto la denominacidn de bacteria probidtica por ser capaz de proporcionar beneficios en la
salud del huésped, como la capacidad de mejorar alteraciones en la microbiota, regulacion del
transito intestinal, produccion de metabolitos como AGCC y exclusion competitiva de
patdgenos por su habilidad de adhesidon al intestino. Entre los géneros y las especies
bacterianas probidticas mas estudiadas se encuentran Bifidobacterium
(adolescentis, animalis, bifidum, breve, y longum) y Lactobacillus (acidophilus, casei,
fermentum, gasseri, johnsonii, reuteri, paracasei, plantarum, rhamnosus y salivarius) (Ozogul y
Hamed, 2016).

Las bacterias acido-lacticas (LAB) son un género bacteriano probidtico importante
perteneciente al filo Firmicutes. Estas bacterias producen acido lactico como principal
metabolito. Se ha comprobado que este metabolito ejerce un papel anti-tumoral en el que el
sistema inmune juega un papel critico, y sugiere la capacidad de prevenir o interrumpir el
desarrollo del CCR, por medio de diversos mecanismos como su actividad antioxidante contra
especies reactivas de oxigeno (ROS) y su influencia directa en la respuesta inmune que protege
contra la inflamacidén y contra el desarrollo del tumor. (Zhong, Zhang, and Covasa., 2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0889858818308232#!
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24976724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Covasa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24976724

Existen diversos compuestos extracelulares que podrian explicar mecanismos de accién de
todos estos beneficios, son proteinas y enzimas secretadas y liberadas al entorno por bacterias
probidticas, que interaccionan directamente con células epiteliales e inmunes, regulando
mecanismos y respuestas celulares como la secrecién de citoquinas, péptidos antibacterianos,
etc. (Sanchez et. al., 2008; Sanchez, Urdaci y Margolles, 2010). Ramiah et. al. (2008) mostrd
que algunas enzimas citoplasmaticas (como la elongacién del factor Tu, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa y trifosfato isomerasa (TPI)) se encontraron como proteinas de
superficie de enlace con un rol en la adhesién de Lactobacillus plantarum 423 a células Caco2
(Iinea celular procedente de adenocarcinoma de colon).

El estudio de proteinas y fracciones extracelulares puede proporcionar nuevos horizontes en
cuanto a aplicacién clinica de bacterias probidticas (Sanchez, Urdaci y Margolles, 2010).
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2. Material y Métodos

2.1. Preparacion de medios de cultivo

El medio de cultivo Urea Agar Stuart se prepard haciendo una mezcla con agua ultrapura 1L
donde se afiadié agar 20g (Industrias Roko S.A, Spain), urea 20g (GE Healthcare Life Sciences,
Sweden), rojo de fenol 0,012g (Panreac, Spain), extracto de levadura 0,1g (Biokar diagnostics),
fosfato monopotasico 9,1g (Merck, Germany) y fosfato disédico 9,5g (VWR, Prolabo).

El medio de cultivo Christensen (Urea Agar Base) se prepard con agua ultrapura 1L donde se
afiadié agar 20g, urea 20g, rojo de fenol 0.012g, proteosa peptona 10g (Merck, Germany),
fosfato monopotasico 2g, cloruro de sodio 5g (Merck, Germany) y glucosa 1g (Merck).

Se prepard un medio de cultivo De Man Rogosa Sharpe (MRS) mezclando agua ultrapura 1L
con MRS (Biokar diagnostics y Difco TM Lactobacilli) y agar 20g, y también se prepard el mismo
pero afiadiendo urea 20g y rojo de fenol 0.012g.

El medio de cultivo anaerobio se preparé mezclando agua ultrapura con FAB (Oxoid, UK) y
agar 20g, y también se hizo otro anadiendo ureay rojo de fenol.

Una vez hechos todos los medios de cultivo se agitaron en un agitador de medios (Benchmark)
hasta que estuvieron bien disueltas, se cerraron y se esterilizaron en autoclave (Certoclav,
Austria). Una vez esterilizados, se guardaron en una estufa de medios (Giralt, Precision) a 37 °C
hasta su traspaso a placas de cultivo (Labbox, Spain).

2.2. Recogida de muestras fecales

Las muestras fecales se tomaron a partir de cerdos Asturceltas de una granja de la
organizacion del Serida (Villaviciosa, Asturias). Para ello se utilizé una espatula estéril de heces
para cada muestra (Bel-art products, USA) y botes estériles donde se depositd cada muestra
de heces. Estas fueron recogidas frescas y del suelo, del centro de las mismas para evitar la
contaminacion exterior. Inmediatamente se llevaron al laboratorio para proceder a la
extraccion de la microbiota.

Se realizaron un total de tres recogidas de muestras. La primera correspondid a un lechén de 6
meses y se denomindé Muestra 3 (M3). En la segunda recogida se tomaron tres muestras,
correspondientes a dos lechones menores de 2 afios (M1 y M2) y otro cerdo mayor de 2 afios
al que se le estaba administrando probidtico (Mprob). En la tercera recogida de muestras se
tomaron 4 muestras de lechdnes menores de dos afios (M4), y una procedente de un cerdo
adulto de unos 8 afios (M5).
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2.3. Extraccon de la microbiota a partir de materia fecal

La microbiota fue separada del resto de la materia fecal siguiendo el protocolo de gradiente de
densidad con solucion de Nycodenz al 80% (w/v) (g soluto/100 mL solucion) segin el método
de Hevia et. al. (2015) con alguna modificacion.

En una cabina de bioseguridad (Telstar, Spain) se homogenizé (Stomacher, IUL Instruments,
Barcelona) 1 g de las diferentes muestras fecales con 9 mL de NaCl estéril 0.9% (w/v) durante 1
min. A continuacién se preparé 1 mL de solucién Nycodenz al 80% (w/v) (progen) al cual se
adicionaron 3 mL de muestra liquida fecal previamente homogeneizadas, quedando en dos
fases (Figura 1. Img (A)). Las muestras se centrifugaron en ultracentrifuga (40 min, 10000 g,
4°C, Beckman coulter, Optima max 130000rpm), quedando en 5 fases (ver Figura 1. Img (B)).
Se resuspendieron las 2 fases de microbiota en NaCl y se centrifugd (5 min, 10000 g, 20°C).
Tras otro lavado se realizaron diluciones 1:7 (microbiota: NaCl) de todas las muestras.

Fecal Microbiota

B)

- Soluble debris
. Homogenized feces

L Nycodenz L Nycodenz

Insoluble debris

Figura 3. Proceso de la separacién en fases de la microbiota sometida a centrifugacidon en gradiente.

(A) Muestra fecal diluida encima de la solucién Nycodenz. (B) Muestra dividida en 5 fases tras
ultracentrifugacion: la fase superior contenia los desechos solubles; las dos fases siguientes, blanca y
gris, correspondian a la microbiota fecal; la cuarta fase estaba compuesta por desechos insolubles y
fibras; y la fase inferior correspondia al Nycodenz. (C) Fotografia de la capa de microbiota que muestra
una gran diversidad de tamafios y formas. Bar, 10 um. Fuente: Hevia, et. al. (2015)

2.4. Siembra de microbiota en placa

Se sembré a partir de las 3 diluciones menos concentradas de cada muestra de microbiota (-5,-
6,-7) en los medios de cultivo previamente preparados. La siembra se realizd con un asa de
cultivo (VWR, Germany).

En la primera y segunda recogida de muestras (M1, M2 y M3), se sembré por duplicado en los
medios de MRS, FAB anaerobio, Stuart urea y Christensen urea, y se incubé en anaerobiosis
(estufa de aerobiosis, Memmert) y aerobiosis (cabina de anaerobiosis, Whitley MG500
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anaerobic Workstation, Dw scientific) (excepto el medio de cultivo FAB anaerobio) durante 48h
a 37°C. La muestra (M3) también se cultivd en MRS con urea.

La muestra Mprob se sembré por duplicado en MRS y se incubd en anaerobiosis y aerobiosis
durante 48h a 37°C.

Con respecto a la tercera recogida de muestras (M4 y M5), la siembra se realizé6 en medio de
ultivo FAB anaerobio urea y MRS urea, y se incubaron en anaerobiosis y aerobiosis (48h, 37°C).

Segun las distintas diluciones de microbiota realizadas (-5, -6, -7) se seleccionaron aquellas que
presentaron un crecimiento mayor.

El objetivo inicial de la eleccién de medios con urea y el indicador rojo de fenol (Christensen
urea, Stuart urea, MRS urea y FAB anaerobio urea) fue aislar y estudiar bacterias degradadoras
de urea (ureasa positivas), las cuales hidrolizan la urea liberando amoniaco y CO, con la
consecuente alcalinizacién del entorno y el viraje del medio de cultivo de amarillo a rosado.
Como en los cultivos no se obtuvo la cantidad esperada, Unicamente se aislaron para su
identificacion.

2.5. Aislamiento de colonias y preparacion de stocks

Tras 48h de incubacion se aislaron las bacterias con distintas formas y tamafios. Se dividieron
en dos grupos, las bacterias ureasa negativas (cuyo medio de cultivo permanecio sin viraje) y
las bacterias ureasa positivas (hicieron virar el medio de amarillo a rosado).

Para ello se realizé una segunda siembra en estria a partir de cada bacteria distinta, en los
mismos medios de cultivo de donde fueron extraidas (con y sin urea segun si el medio habia
virado o no). Se diluyeron previamente en 500 pL de medio, y se incubaron en anaerobiosis
durante 48h a 37°C.

A continuacidn se realizd un pre-cultivo con cada colonia de bacteria aislada en MRS liquido (3-
5 mL). Se incubaron un total de 53 pre-cultivos (24-48 h, 37°C en anaerobiosis): 17
correspondian a bacterias ureasa positivas de las muestras (M3, M4 y M5), y 37 correspondian
al resto (M1, M2 y Mprob).

Tras la incubacion se prepararon muestras stock, afiadiendo 1 mL de cada pre-cultivo a 3
tubos de Eppendorf y se centrifugaron (5 min, 10000 g, 20 °C) para eliminar el medio
(sobrenadante) y concentrar las bacterias en el pellet. Se afiadié 1 mL de solucién MRS con
crioprotector (glicerol al 20%) y se almacend todo a -20°C para su posterior andlisis.

13



2.6. Extraccion de ADN y amplificacion PCR
2.6.1. Reaccion En Cadena Polimerasa (PCR)

Se realizé inicialmente la PCR siguiendo el protocolo de Kit de Sigma 16s (VWR, Germany). La
solucidon Mix empleada se compuso de dos primers a 0,6 pL, master mix a 12.5 pl, agua de
sigma a 10.3 pL y Taq 2x master mix 1.5 mM MgCl,. Los dos primers utilizados fueron PLB 16
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, anillamiento 60, posicion  27F) y pH (5-
AAGGAGGTGATCCAGCGCA-3’, anillamiento 55 posicion 1600).

Se utilizé un termociclador de PCR (Benchmark, China) con los siguientes parametros: tras una
desnaturalizacién inicial de 95°C, 5 min, se sucedieron 35 ciclos (95°C 30 seg), templado (55°C,
4 min), y extension (72°C, 5 min), finalizando el ciclo a 72°C, 10 min.

2.6.2. Extraccion de ADN

Se llevé a cabo una extraccion de ADN y una segunda PCR. Para ello se siguié un protocolo
extraccién de ADN con el kit de Sigma para bacterias Gram positivas (VWR, Germany).

Las muestras bacterianas almacenadas se descongelaron y se lavaron con PBS. Se procedié al
lisado de ADN resuspendiendo el pellet en 200 pL de Lysis solution (0,045 g lisozima /mL
solucidn lisis) (lisozima, Merck, Netherlands) y en 0,5 pL de mutanolisina (45 min en bafio de
agua a 37 °C) y en 20 pl de proteinasa K y 200 pL fr Lysis soultion C (10 min en bafio de agua a
55 °C). Se finalizd el lisado con Etanol absoluto.

A continuacién se pasaron las muestras lisadas por columnas hidratadas previamente con
Column prepared solution y se centrifugaron (1 min a 13000 g). Se realizaron dos lavados con
500 pL de Wash solution | y de Wash solution concentrate (centrifugacién 1 min y 3 min,
13000 g). Tras centrifugar de nuevo (1 min a 13000 g), se afiadié Agua de Sigma sobre las
columnas colocadas en tubos Eppendorf y se incubé 5 min a temperatura ambiente. Tras
centrifugar (1 min a 13000 g) para obtener el ADN lisado en el pellet, se retiraron las columnas
y se congelaron los pellets a -20 °C.

2.6.3. Electroforesis en Gel de Agarosa

La visualizacién de las bandas de ADN fue posible con la técnica de electroforesis en gel de
agarosa, que consistié en el impulso de fragmentos de ADN por una corriente eléctrica a través
de un gel, y se separaron segun su tamafio. Se incluyéd un marcador estandar de peso
molecular, que contiene pesos de ADN de longitudes conocidas, y un negativo elaborado con
mix de Sigma.

Se realizaron un total de 4 electroforesis en gel de agarosa, que permitio la visualizacion del
ADN amplificado en 4 geles distintos.
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Se cargd con las muestras procedentes de la PCR en el gel de agarosa 1% (Sigma, USA)
solidificado previamente y se dejd reaccionar en el aparato de electroforesis (40 min, 90V y
10008, Bio-ral). El volumen de ADN restante que no se cargo en el gel y se congeld para la

posterior secuenciacion.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos de ADN con igual longitud formaron una ‘banda’ en el gel que se puede
visualizar a simple vista si el gel se tifie con un pigmento que se una al ADN, en este caso se
utilizé6 bromuro de etidio en la sala de revelacidon. Con el programa ‘Genesis’ se visualizaron e
imprimieron las bandas de ADN procedentes de la electroforesis en gel de agarosa.

2.6.4. Secuenciacion de ADN

Una vez extraido con éxito el ADN de las bacterias, un total de 53 muestras se enviaron a
secuenciar a una base de secuenciacion del amplicdn, que envié los resultados via e-mail. Estos
resultados correspondian a las secuencias de ‘16S ribosomal RNA’ de todas las muestras de
ADN analizadas, y se introdujeron en la base de datos Blast (secuencias 16S rRNA para
bacterias) de National Center for Biotechnology Information (NCBI) (U.S. National Library of
Medicine), que permitia saber género, especie y cepa de cada secuencia introducida y el
porcentaje de viabilidad. (Anexo 1).

2.7. Caracterizacion de los perfiles de proteinas extracelulares mediante SDS-
PAGE

2.7.1. Precipitacion de proteinas

Previamente a la precipitacion de proteinas, se hicieron pre-cultivos con MRS a partir de las
muestras stock congeladas. Tras 24h (37°C, anaerobiosis) se hicieron pre-cultivos con 50 mL de
MRS y se incubaron durante otras 24h en las mismas condiciones.

La precipitacién de proteinas extracelulares se logré de acuerdo al método descrito por
Sanchez et. al. (2008). Se centrifugaron las muestras durante 5 min (3500 rpm, 20°C). Los
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sobrenadantes se mezclaron con acido tricloroacético (TCA) al 6%, y se dejé que precipitaran
las proteinas a 4°C durante 48 horas. Se recuperaron las proteinas por centrifugacion (5 min,
3500 rpm) y se lavaron los pellets con 1 mL de acetona a 4°C. Se hicieron muestras stock de 1
mL por triplicado. Tras un segundo lavado con acetona, se dejé secando el pellet (conteniendo
la proteina) en una campana de secado (Fumex, Sweden) durante 24h.

2.7.2. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico (SDS-PAGE)

El principio que se utiliza en electroforesis se fundamenta en la atraccion de cargas eléctricas.
El dodecilsulfato sddico (SDS) se une a la proteina, la desnaturaliza y le confiere carga negativa,
lo que ocasiona que migren hacia el dnodo a través del gel (carga contraria). La velocidad de
migracion es proporcional a la relacién entre las cargas de la proteina y su masa. Cuanto mayor
carga por unidad de masa, mas rapida es la migracion.

Siguiendo el protocolo descrito por Sanchez et. al. (2008), se realizé la electroforesis en gel de
poliacrilamida (Invitrogen, USA) con dodecilsulfato sdédico (SDS) (Affymetrix, USA). Tras el
secado de los pellets de proteina precipitada, se resuspendieron en 80 uL de SDS (Loading
Sample Buffer) y se sometieron a un bafio de ultrasonidos (4 ciclos, 10 min/ciclo, Selecta,
Ultrasons-H). La electroforesis tuvo lugar durante 1h (200V, 40mA) en la maquina de
electroforesis (Consort, modelo E455, Belgium). Se utilizé el peso molecular (Thermo Fisher,
protein ladder, Lituania) que permitia comparar y averiguar el peso de las bandas proteicas de
las muestras. Para el negativo se empled Lactobacillus rhamnosus (LGG). Se lavaron los geles (5
min) por triplicado para eliminar el SDS con la ayuda de un agitador estatico (Stuart, modelo
gyro rocker 55L3). Por ultimo se bafid cada gel en liquido de tincién azul de comasie (Thermo
scientific, USA) y se dejo 24h en agitacion. Tras este periodo se lavd y se procedio al Scanner de
los geles con el programa LabScan.

2.8. Fraccionamiento bacteriano

Se seleccionaron 6 cepas de bacteria para el estudio (Lactobacillus Reuteri (2 cepas distintas),
Lactobacillus Ruminis, L. Gasseri, L. amylovorus y Clostridium Baratti) y se hizo un cultivo en 40
mL de MRS. Tras 24h de incubacidn (anaerobiosis, 37°C) se centrifugd (5 min a 3500 rpm) y se
extrajeron los sobrenadantes para el estudio de proteina extracelular. Por otro lado se
almacenaron los pellets con el ADN a -20°C hasta posterior fraccionamiento de compuestos
polares de bajo peso molecular.

2.8.1. Proteina extracelular

Se realizd una segunda precipitacién de proteinas siguiendo el modelo descrito por Sanchez et.
al. (2008), con acido tricloroacético (TCA) al 6% e incubando las proteinas a 4°C durante 48
horas, por triplicado para cada una de las 6 cepas. Tras recoger el precipitado se dejé secando
24h hasta su andlisis con la linea celular CaCo2.
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2.8.2. Compuestos polares de bajo peso molecular

Se resuspendieron los pellets de ADN de las cepas de bacteria seleccionada en 16 mL de Agua
MiliQ. Se agitaron (agitador orbital, Stuart, modelo rotator SB3) durante 24h a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se centrifugaron las 6 muestras (5 min, 3500 rpm y sin freno) y
se obtuvieron tres fases: sobrenadante (gran parte de extractos de bajo peso molecular) y
fases intermedia e inferior (agua MiliQ y pequenios restos de cloroformo y metanol).

Posteriormente se pipetearon 2 mL de cada sobrenadante y se sometieron a evaporacién en
una Speed back (centrifugacién en vacio) (Eppendorf, Concentrator 5301) durante 24h. Se
obtuvieron los pellets con los extractos sélidos de bajo peso molecular, que corresponden a los
metabolitos producidos por la bacteria en el citoplasma.

2.9. Bioactividad anti-proliferativa de dos fracciones extracelulares sobre la
linea CaCo2

2.9.1. Proteina extracelular

Se resuspendio la proteina desecada de cada bacteria en 50 uL de medio de cultivo de la linea
celular CaCo2 y se dejé a 4 °C durante 24h. Se afiadieron 50 uL mas de medio de cultivo celular
y se disolvieron con bafno de ultrasonidos (Selecta, Ultrasons-H) durante 10 min y agitacion en
vortex (VWR, Germany).

Se prepararon tres controles, dos de ellos negativos, uno con medio de cultivo celular Caco2
(MC Caco2) vy otro con proteina de MRS para distinguir las respuestas celulares a la proteina
del MRS de las respuestas celulares a la propia bacteria; y un control positivo con 5
fluorouracilo (FU) 1mM (Ci=2mM) contenido en dimetil sulféxido (DMSO) 10mM, siendo FU un
control excelente para detener la mitosis.

Se prepararon distintas concentraciones de las soluciones de proteina resuspendidas (50 pL,
25 uL, 12,5 L, 6,25 pL), completando hasta un volumen de 100 pL con medio de cultivo (MC)
Caco2. Se incubaron con 100 plL de MC CaCo2 y se dejaron 48h conectadas al programa RTCA,
un paquete de software integrado que ejecuta y analiza datos de células en tiempo real.

2.9.2. Compuestos polares de bajo peso molecular

Se tomaron las muestras preparadas anteriormente con extractos sélidos de bajo peso
molecular y se calcularon y prepararon distintas concentraciones de 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25
(mg/mL), completando hasta un volumen de 100 pL con MC Caco2. Se prepararon dos
controles, un control positivo con 5 fluorouracilo (FU) 1mM (Ci=2mM) contenido en dimetil
sulfoxido (DMSQO) 10mM, y un control negativo con medio de cultivo celular.

Se incubaron con 100 uL de MC CaCo2 y se dejaron 48h conectadas al programa RTCA.
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3. Resultados y discusidn

3.1. Aislamiento de microorganismos de la microbiota fecal:
3.1.1. Seleccién de placas de cultivo:

Tras la siembra en placa y la incubaciéon de microorganismos se observd el crecimiento en los
distintos medios de cultivo. En la Tabla 1 se muestran las placas seleccionadas para realizar el
aislamiento de microorganismos segun las muestras, los medios y las condiciones de
almacenamiento empleadas (anaerobiosis y aerobiosis).

Tabla 1. Placas de cultivo seleccionadas para aislamiento de microorganismos.

N° placas seleccionadas

FAB (Anaerobio) 2 -

(M3) Urea S.tuart - -
Urea Christensen - -

MRS 2 1

(M1), (M2) y FAB (Anaerobio) 2 .
(Mprob) Urea Stuart - B
Urea Christensen 2 -

MRS 1 1

(M3) Ureasa +* MRS Urea 1 -
(M4) y (M5) Anaerobio (Fab) 4 3
Ureasa + MRS Urea 4 -

M3 (Muestra primer muestreo); M1 (Muestra 1 segundo muestreo); M2 (Muestra 2 segundo muestreo);
Mprob (Muestra de cerdo suplementado con probidtico segundo muestreo; solo se cultivé en MRS); M3
Ureasa + (Muestra primer muestreo utilizada para estudiar actividad ureasa); M4 y M5 Ureasa +
(Muestra tercer muestreo para estudiar actividad ureasa). *Ureasa + = (Ureasa positiva).

Las muestras M3 correspondientes al primer muestreo en las que hubo mayor crecimiento
fueron las sembradas en medio FAB anaerobio y en MRS anaerobio, seleccionando también
una placa de cultivo incubada en aerobiosis. En cuanto al segundo muestreo, el crecimiento de
las muestras M1y M2 fue mayor en los medios MRS anaerobio, FAB anaerobio y Christensen
agar urea anaerobio. Se seleccionaron dos placas de MRS, una aerobia y otra anaerobia, donde
crecid Mprob. Entre las muestras M4 y M5 correspondientes al tercer muestreo se observo
que las colonias crecieron mejor en MRS urea anaerobio.

Las colonias crecieron en mayor abundancia en condiciones de anaerobiosis (ausencia de
oxigeno). También se observé mayor crecimiento de bacterias ureasa negativas en medio MRS,
con lo que cabe deducir que en su mayoria podian ser acido lacticas. Las bacterias ureasa
positivas también mostraron mejor crecimiento en MRS urea.
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3.1.2. Aislamiento de microorganismos

En la Tabla 2 se refleja este recuento y la cantidad de colonias aisladas segun los distintos
medios y muestras de bacterias ureasa negativas.

Tabla 2. Aislamiento de bacterias ureasa negativas

MRS . FAB Christensen FAB anaerobio
. MRS Aerobio . .
Anaerobio anaerobio urea anaerobio urea
M3 4 ais, >200 UFC 5 ais, 170 UFC 13 ais, >200 UFC
m1 6 ais, 28 UFC 4 ais, 57 UFC
M2 1 ais, 1 UFC 2 ais, 144 UFC

Mprob 3 ais*, 85 UFC  5ais, 157 UFC

*ais = numero de colonias aisladas por placa, UFC = unidades formadoras de colonias. M3 (Muestra
primer muestreo); M1 (Muestra 1 segundo muestreo); M2 (Muestra 2 segundo muestreo); Mprob
(Muestra de cerdo suplementado con probidtico segundo muestreo; solo se cultivd en MRS). Nimero

total de microorganismos aislados: 42.

MRS aerobiosis M1 MRS aerobiosis M3 MRS anaerobiosis

Figura 5. Diversidad de microorganismos que crecieron en los medios MRS aerébico y
anaerdbico, y de los cuales se aislaron varias colonias.

Los microorganismos aislados por distinta morfologia fisica fueron 36 ureasa negativos
(aquellos que no habian hecho virar el medio) y 17 ureasa positivos (aquellos que si hicieron
virar el medio de amarillo a rosado).

3.2. Identificacion del ADN de las colonias aisladas
3.2.1. Visualizacion del ADN por Electroforesis en Gel de Agarosa

La Figura 6 muestra varias especies de bacteria que, posteriormente a la identificacién, se
seleccionaron para realizar el estudio de fracciones extracelulares. Un total de 6 bacterias
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Gram positivas: 4 lactobacilos (L. Ruminis, L. Reuteri (2), L. Amylovorus y L. Gasseri) y
Clostridium baratii.
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Figura 6. Geles 1y 2. Visualizacién de ADN por Electroforesis en Gel de Agarosa.
@) Negativo (Mix Sigma); @ peso molecular;
Bandas ADN: Gel 1: 14, 24, 3A, 4A, 5A(64) 7A, 8A /Gel 2: 94, 104, 11A, 12A, 13A5A.
(Recuento de izquierda a derecha)

La primera y segunda electroforesis mostraron 15 bandas de ADN extraido correctamente. Las
bandas de ADN sin marcar indicaban que el ADN no se habia extraido bien, un total de 15 en el
Gel 1,y 11 en el Gel 2. Se sometio a dichas bacterias a una extraccion de ADN y a una segunda
PCR y electroforesis.

Las bandas de ADN sefaladas muestran el nombre de la bacteria de estudio a la que
pertenecen, siendo Lactubacillus Ruminis (6A) y Lactobacillus Gasseri (14A).

image2
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Figura 7. Gel 2. Visualizacion de ADN. Bacterias ureasa negativas (B) y ureasa positivas (C)
Qlegativo (Mix Sigma); @eso molecular;
1 Bandas de ADN: 18(2B 35, 48, 58, 65(7B) 88, 95, 108, 118, 128, 13514B) 158, 168, 175, 185, 198, 208{21B)1C,
2C, 3C, 4C. (Conteo de izquierda a derecha)
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La Figura 7 muestra la tercera electroforesis con las bandas pertenecientes a las bacterias
cuyo ADN requirié de una extraccion previa a PCR, ya que mostrd un resultado incorrecto
en la primera y segunda electroforesis. Hubo un total de 26 muestras. Se seleccionaron
dos cepas de Lactobacillus Reuteri (2B y 7B), un Lactobacillus Amylovorus (11B) y
Clostridium Baratii (21B). Las muestras 1C, 2C, 3Cy 4C pertenecian a bacterias ureasa
positivas que se aislaron de la muestra M2.
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Figura 8. Visualizacién de ADN. Bacterias ureasa positivas(C)
O Negativo (Mix Sigma); @reso molecular;
Bandas de ADN: 5C, 6C, 7C, 8C, 9C, 10C, 11C, 12C, 13C, 14C, 15C, 16C, 17C, 18C.
(Conteo de izquierda a derecha)

Todas las especies aisladas ureasa positivas correspondian a la cuarta electroforesis, y fueron
identificadas como un mismo género, Streptococcus gallolyticus.

3.2.2. Secuenciaciéon de ADN e identificacion de especies.

Se consideraron resultados viables con una coincidencia del 97 % o superior con respecto a la
base de datos BLAST. Los resultados mostraron 45 muestras con resultados viables, y se
expusieron a continuacién, segln la procedencia y el medio y condiciones de cultivo utilizados
(Anexo 1).

En primer lugar se muestran los resultados de la muestra de heces M3 correspondiente a la
primera recogida de muestras de un lechén de 6 meses de edad.
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Tabla 3. Recuento de microorganismos identificados de la muestra M3.

Género, especie y cepa Medios y condiciones de cultivo Total colonias

FAB anaerobio MRS anaerobio MRS aerobio MRS Urea

Lactobacillus reuteri DSM20016 3 3 2
Lactobacillus amylovorus str 30SC 1 2 1
Lactobacillus ruminis ATCC 27782 1
Enterococcus hirae ATCC9790 1
Streptococcus uveris 0140) 1
Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 3

W B = = B~

M3 (muestra del lechén de 6 meses) es la muestra de heces en la que se observé mas variedad
y cantidad microbiana: tres lactobacilos (L.reuteri DSM20016, L.amylovorus str 30SCy L.ruminis
ATCC 27782), un enterococo (Enterococcus hirae ATCC9790) y dos estreptococos
(Streptococcus uveris 0140J y Streptococcus gallolyticus subs DSM16831).

Se observd que Lactobacillus reuteri es anaerobio facultativo, es decir, es anaerobio pero
puede desarrollarse en presencia de oxigeno. Es el lactobacilo mds abundante en la muestra
analizada (8 colonias en 3 medios de cultivo distintos). Lactobacillus amylovorus también es
anaerobio facultativo, y precedid a L. reuteri con 4 colonias en 3 medios distintos. Lactobacillus
ruminis sélo se consiguid aislar del medio MRS anaerobio, y solo se detecté en esta muestra.

A continuacidn, se muestran los microorganismos aislados de las muestras M1y M2 (Tabla 4) y
Mprob (Tabla 5) correspondientes al segundo muestreo.

Tabla 4. Recuento de microorganismos identificados de las muestras M1y M2.

Género, especie y cepa

Medios y condiciones de cultivo

FAB Christensen Urea
anaerobio anaerobio

Lactobacillus reuteri DSM20016 1

Enterococcus faecium 1

M1 Escherichia coli str.K-12 substr. MG1655/Shygella disenteria SD197 1
Escherichia coli 083:H1 str NRG857C/ Shigella dysenteriae SD197 1

Shigella disenteriae SD197 1
M2 | Escherichia coli A12 substrain MG1655 / Shigella flexneri 2a str 301 1

Lactobacillus gasseri ATCC33323 1

Se observaron Unicamente 2 lactobacilos (L. reuteri y L. gasseri). L. gasseri solo se logré aislar

de esta muestra, y crecié en medio de cultivo Christensen con urea en anaerobiosis.

El resto de colonias aisladas de estas muestras fueron E.coli y Shigella, y un enterococo

(Enterococcus faecium).
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Tabla 5. Recuento de microorganismos identificados de las muestras Mprob.

Género, especie y cepa Medios y condiciones de cultivo
MRS anaerobio MRS aerobio
Lactobacillus reuteri DSM20016 1
Lactobacillus amylovorus str 30SC 2 2
Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 1

En las heces del cerdo al que se administraba probidtico (Mprob) se identificaron mas colonias
de L. amylovorus, que crecié en MRS, tanto en medio anaerobio como aerobio. L. reuteri
también fue identificado, y una bacteria ureasa positiva, Streptococcus gallolyticus, aislada del
medio aerobio.

Por ultimo, de las muestras M4 y M5 correspondientes al tercer muestreo solo se aislaron
bacterias ureasa positivas y el resultado fue una sola especie identificada: Streptococcus
Gallolyticus, con un total de 13 colonias entre las distintas muestras, incubadas en MRS vy
condiciones de anaerobiosis.

La filogenia es el estudio de las relaciones evolutivas. Un analisis filogenético bacteriano no
sdlo nos indica las relaciones evolutivas entre las secuencias o especies, sino también cuales
descienden de ancestros comunes y cuales son las distancias entre ellas. Los métodos de
reconstruccién filogenética mds habituales asumen que todas las secuencias o especies
provienen de partir un ancestro comun mediante bifurcaciones. En la Figura 8 se muestra el

arbol filogenético de las especies identificadas.

100/100 Lactobacillus amylovorus NC_015214

Lactobacillus gasseri ATCC 33323 = JCM 1131 NC_008530

Lactobacillus reuteri DSM 20016 NC_009513

Lactobacillus ruminis ATCC 27782 NC_015973

Enterococcus faecium DO NC_017960

Enterococcus hirae ATCC 9790 NC_018081

100/100 —— Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus DSM 16831 NZ_CP018822

L Streptococcus uberis 01404 NC_012004

Clostridium baratii str. Sullivan NZ_CP006905
98/psEscherichia coli 083:H1 str. NRG 857C NC_017634
971% Shigella flexneri 2a str 301 NC_004337

1007100

Sg/100

100/100

100/100

Shigella dysenteriae Sd197 NC_007606
| Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 NC_000913

0.04

Figura 8. Arbol filogenético de todas las especies
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3.3. Seleccidon de microorganismos para estudio

La Tabla 6 muestra la seleccion de 4 especies anaerobias facultativas del género Lactobacillus y

una especie anaerobia Clostridium Baratii.

Tabla 6. Especies seleccionadas e identificadas y porcentajes de viabilidad.

Muestra Medio de cultivo Cddigo aislado Género, especie y cepa % Viabilidad
M3 FAB anaerobio 2B Lactobacillus reuteri DSM20016.(A)* 99%
M3 FAB anaerobio 7B Lactobacillus reuteri DSM20016.(B)* 99%
M3 MRS anaerobio 21B Lactobacillus amylovorus str 30SC 99%
M1 FAB anaerobio 11B Clostridium baratii str Sullivan 97%
M3 MRS anaerobio 6A Lactobacillus ruminis ATCC 27782 99%
M2 Urea Christensen aerobio 14A Lactobacillus gasseri ATCC33323 98%

Se considerd viabilidad > 97%. (A)* = Cepa 1 y (B)* = Cepa 2 de Lactobacillus reuteri DSM20016. M3= Muestra 3,
M2= Muestra 2, M1= Muestra 1. El codigo aislado hace referencia al cddigo asignado en la secuenciacion del ADN.

L. reuteri DSM20016 (A)

24

L. reuteri* DSM20016 (B)



L. amylovorus str 30SC L. ruminis ATCC 27782

L. gasseri ATCC33323 Clostridium baratii str Sullivan

Figura 9. Morfologia de las bacterias seleccionadas.
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3.4. Fraccionamiento bacteriano

3.3.1. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con SDS-PAGE

e A4

Figura 10 . Gel 1 y 2. Visualizacidn de proteinas por electroforesis en gel de poIiacriIamid;Q Lactobacillus reuteri (A
y B), O Lactobacillus ruminis, @ clostridium baratii, @ _actobacillus amylovorus, @ |actobacillus gasseri,

@ Lactobacillus rhamnosus (control), © Peso molecular. Los dos fragmentos rodeados en rojo de las bandas proteicas
de L.reuterii indican una diferencia entre ambos perfiles proteicos.

Las cadenas polipeptidicas de la proteina formaron un complejo con moléculas cargadas
negativamente de SDS y migraron a través de un gel poroso de poliacrilamida a una velocidad
que reflejé su peso molecular.

Se sefialaron las 6 especies bacterianas seleccionadas para el estudio. Se pudo apreciar una
pequefia diferencia de la proteina migrada de las dos bacterias L. reuterii. Esto podria sugerir
gue ambas especies pertenecen a cepas distintas y podian poseer caracteristicas distintas, al
tener distinto perfil proteico.
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3.5. Estudio de bioactividad de fracciones bacterianas sobre células
CaCo2 con el software RTCA

3.5.1. Efecto de proteina extracelular en el crecimiento de células CaCo2

Se realizaron 3 experimentos con 2 columnas de 8 pocillos cada una. Cada columna
correspondia a la proteina extracelular de cada bacteria, y cada pocillo a una concentracion
distinta y a los controles positivos y negativos.

Experimento 1 Experimento2 Experimento3
11 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2

1.1 L. gasseri

1.2 L. amylovorus

2.1 L. ruminis

2.2 L. reuteri

2.1 Clostridium baratii
2.2 L. reuteri*

Figura 11. Se representan las 3 placas utilizadas (Experimento 1, 2 y 3) con proteina extracelular sobre
la linea CaCo2 utilizando el programa RTCA.

1.1 L. GASSERI

20 e e L L L L L L L L L Pocillo | Concentracion
1,6 mg/mL
0,8 mg/mL

0,4 mg/mL
0,2 mg/mL
100 ug/mlL
1,07 mg/mL
LmM
0,00E+00

Normalized Cell Index

32 82 312 82 432 482 532 582 632 882

Time (in Hour)

Figura 12. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de proteina extracelular
de L. gasseri (A-B-C-D-E), control negativo MRS (F(C-)), control positivo con FU+DMSO (G(C+)), control
negativo con medio de cultivo CaCo2 (H(C-)). (ug= pg)
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1.2 L. AMYLOVORUS

PO P L L L L PR A P Pocillo | Concentracién

: : : : : : : : : 6 mgjl
0,8 mg/mL
0,4 mg/mL

[

0,2 mg/mL
100 ug/mL
1,07 mg/mL
L mM
0,00E+00

o
L AL L] LR LU L I

Normalized Cell Index

232 8.2 332 382 432 482 532 582 832 682

Time (in Hour)

Figura 13. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de proteina extracelular
de L. amylovorus (A-B-C-D-E), control negativo MRS (F(C-)), control positivo con FU+DMSO (G(C+)),
control negativo con medio de cultivo CaCo2 (H(C-)). (ug= ug)

Se observd que la maxima concentracion de proteina de L. gasseri y L. amylovorus (1,6 mg/mL)
no ejercian un efecto apoptético sobre las células, incluso superaban el crecimiento del control
negativo con medio celular (H). El control negativo con proteina de MRS (F) mostré un efecto
sobre el crecimiento celular, siendo muy similar al efecto de la concentracién (D) de proteina
extracelular (0,2 mg/mL). En general, a medida que disminuia la concentracién proteica, el
crecimiento celular fue menor en ambas bacterias, exceptuando la concentracion (D) de 0,2
mg/mL, que favorecio el crecimiento mas la concentracion (C) con 0,4 mg/mL.

Segln Meng, Bai, Brown, Hood y Tian (2018), ‘las especies de Lactobacillus son los probidticos
mas utilizados en ensayos clinicos por la regulacién de la respuesta inmune en el intestino de
pacientes con CCR’. Estos resultados podian sugerir que la proteina extracelular en ciertas
concentraciones puede inhibir parcialmente el crecimiento de las células CaCo2, y a mas
pequefia la concentracidn, mas inhibicidn se observd.

2.1 L. RUMINIS

a0 e T L L LT Pocillo | Concentracion
: 1,07 mg/mL
0,53 mg/mL
0,27 mg/mL
0,13 mg/mL
70 g/mL
1,07 mg/mL
LmM
0,00E+00

MNormalized Cell Index

’

32 282 02 3082 432 452 532 58.2 632 682

Time {in Hour)

Figura 14. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de proteina extracelular
de L. ruminis (A2-B2-C2-D2-E2), control negativo MRS (F2(C-)), control positivo con FU+DMSO (G2(C+)),
control negativo con medio de cultivo CaCo2 (H2(C-)). (ug= ug)
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La concentracion mas alta (A2) de la proteina extracelular de L. ruminis (1,07 mg/mL) presentd
una tendencia apoptética al disminuir el indice celular a niveles cercanos al control positivo
(G2) con fluorouracilo (FU), que tiene la capacidad de detener la mitosis y por tanto la
proliferacién celular. El resto de concentraciones también provocaron un crecimiento menor al
del control negativo de medio celular. Llamé la atencién la concentracién C2 (0,27 mg/mL),
gue inhibio el crecimiento celular en las primeras 24 horas, aunque luego éste aumenté hasta
las 48 horas.

Lactobacillus ruminis es una de las principales bacterias reconocida como probidtico, que se
sabe que abarca distintas acciones como la mejora del sistema inmune y la barrera intestinal,
la proliferacidn celular e induccién de apoptosis en células cancerosas (Heydari, Rahaiae y
Alizadeh, 2019).

2.2 L. REUTERI

T A b — ——— A _ Pocillo | Concentracién
g . . . . L6 ma/mL
0,8 mg/mL
0,4 mg/mL
0,2 mg/mL
100 ug/mL
1,07 mg/mL
1mM
0,00E+00

MNormalized Cell Index

L L
282 132 382 432 452 532 582 632 882

]
i

Time (in Hour)

Figura 15. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de proteina extracelular
de L. reuteri (A-B-C-D-E), control negativo MRS (F(C-)), control positivo con FU+DMSO (G(C+)), control
negativo con medio de cultivo CaCo2 (H(C-)). (ug= pg)

Se observé que la maxima concentracién (A) de proteina de L. reuteri (1,6 mg/mL) tuvo un
crecimiento mas bajo que el control negativo de medio celular (H) durante las primeras 17
horas (punto en la gréfica entre 38,2 h y 43,2 h), y luego la proliferacién celular fue
incrementando por encima de dicho control negativo. En el rango de la grafica entre 33,2 hy
43,2 h se observd definidamente como disminuyd la proliferacidn celular a medida que habia
una concentracion menor de proteina de L. reuteri (B-C-D-E), siendo (E) y la proteina de MRS
(F) las que menos proliferacion inducian.
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CLOSTRIDIUM BARATII

”;I - E‘ B . IE b LI ' Pocillo | Concentracion
: : : : 0 BmajmL
0,4 mg/mL

)

0,2 mg/mL
100 ug/mL
50 ug/mL
1,07 mg/mL
1mM
0,00E+00

MNormalized Cell Index
ra

Time (in Hour)

Figura 16. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de proteina extracelular
de L. reuteri (A-B-C-D-E), control negativo MRS (F(C-)), control positivo con FU+DMSO (G(C+)), control
negativo con medio de cultivo CaCo2 (H(C-)). (ug= ug)

Todas las concentraciones de proteina de Clostridium baratii presentaban una inhibicién de
crecimiento celular similar. Se observé en el intervalo entre 0 y 15 horas de incubacién (en la
grafica es el intervalo entre 23,2 h y 38,2 h), un desarrollo celular mas bajo con la
concentracién (A2) de proteina mas alta (0,8 mg/mL), seguido de la concentracion (B2) (0,4
mg/mL). Tras este intervalo, el resto de concentraciones (C2-D2-E2) inhiben la proliferacion
celular en mayor medida, situdndose por debajo de la concentracidn (B2), y posteriormente
por debajo de la (A2) en el intervalo de la grafica entre 43,2 h y 50,2 h, correspondiente a un
tiempo de incubacién entre 20 y 30 horas.

La proteina extracelular de Clostridium baratii mostré inhibicidon de crecimiento celular CaCo2,
muy similar a la inhibicién observada en Lactobacillus, lo cual es interesante al ser la especie
Clostridium considerada como causante de ciertas enfermedades como botulismo, tétanos,
infecciones de tejido severas y diarrea. (Thind y Preis, 2014).

L. REUTERI*

22 | Pocillo | Concentracion

1,6 mg/mL
0,8 mg/mL

~
N

0,4 mg/mL
0,2 mg/mL
100 ug/mL
1,07 mg/mL
L mM
0,00E+00

MNormalized Cell Index

N

P S T S S Sy Bt e .
232 282 332 382 432 482 532 582 632 6882

Time (in Hour)

Figura 17. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de proteina extracelular
de L. reuteri (A-B-C-D-E), control negativo MRS (F(C-)), control positivo con FU+DMSO (G(C+)), control
negativo con medio de cultivo CaCo2 (H(C-)). (ug= pg)
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La maxima concentracion (A) de proteina extracelular de L. reuteri* (1,6 mg/mL) presentaba
una inhibicidn de proliferacion celular inicial durante las primeras 20 horas (intervalo entre
23,2 hy 43,2 h), y un crecimiento paulatino que acaba llegando a la altura de crecimiento del
control negativo de medio celular. El resto de concentraciones (B-C-D) se corresponden con
una menor proliferacion a medida que disminuye la concentracién. Respecto a la
concentracién mas baja (E) (100 pg/mL), presentd un efecto proliferativo mayor que (C), lo que
pudo ser debido a algun error en el experimento.

Se compard el efecto de la proteina extracelular de las dos bacterias en estudio L. reuteriy L.
reuteri* y se comprobd que la Unica diferencia fue la maxima concentracion de esta proteina
(A), que en el caso de L.reuteri* si que inhibié inicialmente el crecimiento celular.

3.5.2. Efecto de extractos de bajo peso molecular sobre el crecimiento de células
CaCo2

Se realizaron 3 experimentos con 2 columnas de 8 pocillos cada una. Cada columna
correspondia a la proteina extracelular de cada bacteria, y cada pocillo a una concentracion
distinta y a los controles positivos y negativos.

Experimento 1 Experimento2 Experimento 3
1.1 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2

1.1 L. gasseri

1.2 L. reuteri

2.1 L. ruminis

2.2 L. reuteri*

2.1 Clostridium baratii
2.2 L. amylovorus

Figura 18. Se representan las 3 placas utilizadas (Experimento 1, 2 y 3) con extractos de bajo
peso molecular sobre la linea CaCo2 utilizando el programa RTCA.
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1.1 L. GASSERI

Pacillo | Concentracidn
40 mg/mL
20 mg/mL
10 mg/mL

5 mg/ml

Normalized Cell Index

2,5 mg/mL
1,25 mg/mL
1mM
0,00E+00

il
249 298 349 398 449 438 549 59.9 849 69.9 749 799 849

Time (in Hour)

Figura 19. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de extractos de bajo peso
molecular de L. gasseri (A-B-C-D-E-F), control positivo con FU+DMSO (G(C+)), control negativo con
medio de cultivo CaCo2 (H(C-)). Se muestran 60 horas de incubacidn, comprendidas en el intervalo 24,9
hy 84,9 h de la gréfica.

Las concentraciones correspondientes a (A) 40 mg/mL y (B) 20 mg/mL mostraron una clara
inhibicidn del crecimiento celular CaCo2. La concentracion (B) descendid a niveles mas bajos
que la concentracién mas alta (A) a partir de las 13 horas de incubacién (37 h en la grafica), e
incluso mas bajos que el control positivo con FU (H) a las 30 horas (54,9 h en la grafica). Las
demas concentraciones solo mostraron influencia con respecto al control a partir de las 30
horas de incubacién (en el punto 54,9 h de la gréfica).

Se sabe que el género Lactobacillus protege contra el riesgo de pdlipos en el colon, que
pueden llegar a ser cancerosos. (Sun y Kato, 2016). Los metabolitos de bajo peso molecular en
las dos concentraciones utilizadas (A) y (B) mostraron un efecto inhibitorio de la proliferacion
de células Caco?2.

1.2 L. REUTERI

Pocillo | Concentracion
40 mg/mL
20 mg/mL
10 mg/mL
5 mg/mL

Norrmalized Cell Index
-~ - ra

2,5 mg/mL
1,25 mg/mL
1mM
0,00E+00

L
243 9 49 399 449 49.9 549 598 849 69.9 749 79.9 849
Time (in Hour)

Figura 20. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de extractos de bajo peso
molecular de L. reuteri (A-B-C-D-E-F), control positivo con FU+DMSO (G(C+)), control negativo con medio
de cultivo CaCo2 (H(C-)). Se muestran 60 horas de incubacion, comprendidas en el intervalo 24,9 h y
84,9 h de la gréfica.
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Se observé un descenso inicial de la proliferacidon celular con la concentracién mas alta de
compuestos polares (A) (40 mg/mL), y a partir de las 10 horas de incubacion (punto 34,9 h en
la gréfica) el crecimiento era nulo (cero) incluso por debajo del control positivo con FU (G).
También se produjo un descenso un poco mas paulatino de la concentracidn (B) (20 mg/mL). A
medida que la concentracién iba siendo menor, se producia un incremento de la proliferacion
celular.

Segln Zhong, Zhang y Covasa (2014), Lactobacillus reuteri ‘podria prevenir el cancer colorectal
regulando a la baja los productos génicos que regulan la proliferacién celular y la
supervivencia, ademads de suprimir su activacion inducida por los factores de necrosis tumoral.
Tales actividades de L. reuteri podrian estar involucradas en la via extrinseca de la apoptosis
mediante la cual el LAB actUa para proteger contra el CRC.’

2.1 L. RUMINIS

20 Pocillo | Concentracion

40 mg/mL
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10 mg/mL

5 mg/mL
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1mM
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Figura 21. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de extractos de bajo peso
molecular de L. ruminis (A-B-C-D-E-F), control positivo con FU+DMSO (G(C+)), control negativo con
medio de cultivo CaCo2 (H(C-)).

La concentracion mas alta de compuestos polares (A) (40 mg/mL) provocd un descenso claro
del crecimiento celular, llegando al mismo nivel que el control positivo a las 35 horas de
incubacidn (punto 54,9 h de la grafica). La concentracién (B) (20 mg/mL) produjo un descenso
mas lento de la proliferacidn celular pero también llegé al mismo nivel del control a las 45
horas (punto 69,9 h en la gréfica). El resto de concentraciones no produjeron ningun efecto
inhibitorio en el crecimiento celular.

Se ha demostrado que los metabolitos y el citoplasma de algunas cepas de Lactobacillus
podrian ejercer un efecto antiproliferativo en las células cancerosas (Tuo et. al., 2015). L.
ruminis mostro este efecto con la proteina extracelular en su maxima concentracién (A).
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2.2 L. REUTERI*

Concentracion
40 mg/mL
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~

MNormalized Cell Index
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Time (in Hour)

Figura 22. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de extractos de bajo peso
molecular de L. reuteri* (A-B-C-D-E-G) y control positivo con FU+DMSO (H(C+)). (F) se descarté debido a
un error.

La concentracion (A) indujo una inhibicidn del crecimiento celular muy similar a la del control
positivo (H), siendo incluso mayor a partir de las 20 horas de incubacién (punto 44,9 h de la
grafica). La concentracidén (B) presentd una inhibicidn total del crecimiento, mas tardia pero
mas efectiva que la (A) y que el control positivo (H) a partir de las 10 y 15 horas de incubacién
(intervalo 34,9 hy 39,9 h de la grafica).

Comparando L. Reuteri con L. Reuteri* se observé que la efectividad del segundo para inhibir la
proliferacién celular CaCo2 era mayor, debido a la mayor rapidez de inhibicién que se observd.
Esto se podria explicar por el distinto perfil proteico de ambas cepas. Esto podria sugerir que
diferentes cepas de una misma especie pueden actuar de forma distinta frente a la inhibicién
del crecimiento celular.

2.1 CLOSTRIDIUM BARATII

Pocillo | Concentracion

~

Mormalized Cell Index

1,25 mg/mL

48 98 349 398 449 499 549 599 849 69.9 748 799
0,00E+00

Time (in Hour)

Figura 23. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de extractos de bajo peso
molecular de Clostridium baratii (A-B-C-D-E-F), control positivo con FU+DMSO (G(C+)), control negativo
con medio de cultivo CaCo2 (H(C-)).
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Clostridiumm baratii mostrd cierta inhibicion de crecimiento celular con las concentraciones
(A), (B) y (C), siendo mayor esta inhibicién con la concentracién mds alta (A), y menor con la
menos concentrada (C). El resto de concentraciones (D), (E) y (F) no inhibieron el crecimiento
con respecto al control negativo de medio celular (H), y también era proporcional la
proliferacién mas elevada con la concentracion mas baja.

Algunos grupos de Clostridium y bacterias acido-lacticas aportan beneficio al huésped
mediante la accién antiinflamatoria, antitumoral y de exclusidn de patégenos (Sun y Kato,
2016). Este resultado mostré una inhibicién tardia pero pronunciada de la proliferacién de
células CaCo2.

2.2 L. AMYLOVORUS

! Pacillo | Concentracion
S I RO SR D S — R S 40 mg/mL
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Figura 24. Crecimiento de la linea celular CaCo2 con distintas concentraciones de extractos de bajo peso
molecular de L. amylovorus (A-B-C-D-E-F), control positivo con FU+DMSO (G(C+)), control negativo con
medio de cultivo CaCo2 (H(C-)).

Se produjo una inhibicion de proliferacidn celular por parte de las concentraciones mas altas
de compuestos polares (A) y (B), siendo (B) mas efectiva al alcanzar el control positivo (G) en el
punto 64,9 h de la gréfica, a unas 40 horas de incubacidn. El control negativo (H) estaba por
debajo del resto de concentraciones (C), (D), (E) y (F). Esto sugiere que no fueron efectivas, ya
que el control de medio celular sin componentes bacterianos tuvo menor crecimiento que con
estos metabolitos, lo que a primera vista sugeria que estos favorecen el crecimiento.
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4. Conclusiones

La proteina extracelular de los Lactobacillus y Clostridium en estudio mostré tendencias
inhibitorias y apoptdticas de las células CaCo2 procedentes de adenocarcinoma humano.
Asimismo, los metabolitos de bajo peso molecular del citoplasma de las 6 cepas bacterianas
mostraron una inhibicidn de la proliferacidn celular mucho mas acentuada. Las cepas de L.
ruminis y L. reuteri* revelaron una mejor inhibicidn total respecto a las demds. No obstante,
los mecanismos de accidén entre la microbiota intestinal y el cancer de colon son todavia
desconocidos, y este estudio precisaria de mas pruebas para poder concluir que los resultados
obtenidos son viables.

36



5. Anexos

Anexo 1
Medio de cultivo Cadigo secuenciacion Género, especie y cepa % Viabilidad

FAB anaerobio 2B Lactobacillus reuteri DSM20016 99%
MRS anaerobio 11A Lactobacillus reuteri DSM20016 99%
FAB anaerobio 12B Lactobacillus reuteri DSM20016 99%
MRS anaerobio 12A Lactobacillus reuteri DSM20016 98%

MRS aerobio 13A Lactobacillus reuteri DSM20016 99%
FAB anaerobio 7B Lactobacillus reuteri DSM20016 99%
MRS anaerobio 7A Lactobacillus reuteri DSM20016 99%

MRS aerobio 168 Lactobacillus reuteri DSM20016 99%
MRS anaerobio 18B Lactobacillus amylovorus str 30SC 99%

MRS aerobio 3B Lactobacillus amylovorus str 30SC 99%
FAB anaerobio 19B Lactobacillus amylovorus str 30SC 99%
MRS anaerobio 21B Lactobacillus amylovorus str 30SC 99%
MRS anaerobio 6A Lactobacillus ruminis ATCC 27782 99%
FAB anaerobio 4A Enterococcus hirae ATCC9790 100%
FAB anaerobio 5A Streptococcus uveris 0140J 96%

MRS + Urea 1C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 97%

MRS + Urea 2C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 98%

MRS + Urea 4C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 97%

Tabla 1 Anexo 1. Identificacién de microorganismos M3 en base de datos Blast. Microorganismos marcados son los
utilizados para el estudio. Se considerd viabilidad > 97%
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Medio de Cadigo Género, especie y cepa % Viabilidad
cultivo secuenciacion
Muestra M1
FAB 10-A Lactobacillus reuteri DSM20016 97%
anaerobio
Christensen 1-A Enterococcus faecium 99%
Urea
Christensen 8A Escherichia coli str.K-12 substr. MG1655/Shygella disenteria 99%
Urea SD197
FAB 10-B Escherichia coli 083:H1 str NRG857C/ Shigella dysenteriae 98%
anaerobio SD197
Muestra M2
Christensen 178 Shigella disenteriae SD197 99%
Urea
FAB 20-B Escherichia coli A12 substrain MG1655 / Shigella flexneri 99%
anaerobio 2a str 301
Christensen 14A Lactobacillus gasseri ATCC33323 98%
Urea
Muestra Mprob
MRS 2-A Lactobacillus reuteri DSM20016 98%
aerobio
MRS 4-B Lactobacillus amylovorus str 30SC 99%
anaerobio
MRS 13-B Lactobacillus amylovorus str 30SC 97%
aerobio
MRS 15B Lactobacillus amylovorus str 30SC 99%
anaerobio
MRS 9B Lactobacillus amylovorus str 30SC 99%
aerobio
MRS 3-A Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 98%
aerobio

Tabla 2 Anexo 1. Identificacion de microorganismos M1, M2 y Mprob en base de datos Blast. Microorganismos

marcados son los utilizados para el estudio. Se considerd viabilidad > 97%
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Medio de cultivo Cadigo Género, especie y cepa % Viabilidad

secuenciacion

MRS 5C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 99%
MRS 13-C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 96%
MRS 6-C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 97%
MRS 14-C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 96%*
MRS 7C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 98%
MRS 15-C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 97%
MRS 8-C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 99%
MRS 16-C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 97%
MRS 9-C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 98%
MRS 17-C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 98%
MRS 10C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 97%
MRS 18C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 97%
MRS 11C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 98%
MRS 12C Streptococcus gallolyticus subs DSM16831 97%

Tabla 3 Anexo 1. Identificacion de microorganismos M4 y M5 en base de datos Blast. Condiciones de anaerobiosis.
*No es viable < 97%. Se considerd viabilidad > 97%
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