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Resumen

El tracto gastrointestinal humano alberga una poblacién compleja y dindmica de microorganismos,
conocida como microbiota intestinal. La microbiota tiene un papel funcional relevante, directa o
indirectamente, en el adecuado funcionamiento de la fisiologia humana. Es destacable el papel
fundamental que la microbiota tiene en la digestion de los alimentos y la nutricién.

La necesidad de comprender estos procesos llevd a los investigadores del Centro de Investigaciény
Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) en México a desarrollar una
tecnologia que simula el tracto gastrointestinal humano en cinco biorreactores, correspondientes al
estdmago, intestino delgado e intestino grueso. Esta tecnologia, conocida como ARIS (Automated
and Robotic Intestinal System) se adapta a la poblaciéon de estudio ya que utiliza la microbiota
humana nativa, proveniente de donantes, como fuente de microbiota y es, por lo tanto, un sistema
ex vivo.

En el presente trabajo se compara la microbiota de una cohorte de personas de la ciudad de Valéncia
con la establecida en el digestor a partir de la primera. Se ha determinado la composicién de las
microbiotas anteriores mediante técnicas de secuenciacion masiva y comparado sus diversidades a
y B, tanto en bacterias como en hongos. Aunque los resultados obtenidos muestran que no se ha
conseguido emular la microbiota de la poblacién valenciana en el digestor ARIS, que muestra una
diversidad menor, se ha podido determinar donde radican los problemas con el prototipo de
digestor, y sentado las bases para su adecuada resolucion.
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1. Introduccion

El sistema digestivo es el encargado de descomponer los alimentos en unidades absorbibles Ilamadas

nutrientes, los cuales entraran en el torrente sanguineo y se distribuiran a lo largo del cuerpo. Los
nutrientes son fundamentales para la produccidon de energia y elementos celulares basicos, por lo
que es imprescindible que este sistema funcione correctamente (1). Una de las partes mas
importantes de este sistema, y en la que se centrard este trabajo, es la microbiota intestinal, que
desempena un papel esencial, ya sea de manera directa o indirecta, en el funcionamiento del cuerpo
humano a través de sus funciones.

1.1. Sistema digestivo
El sistema digestivo es el conjunto de érganos que intervienen en la digestién de los alimentos. Estos
drganos actlan desde la entrada de comida al cuerpo hasta su expulsiény se clasifican en dos grandes
grupos:

1. Canal alimenticio, también Ilamado tracto —~— |
gastrointestinal (GI), formado por una serie de Boca—;
drganos huecos unidos a un tubo largo y retorcido ~—y
desde la boca hasta el ano (aproximadamente 11 m). '
Este tubo a su vez se divide en parte superior donde
estdn localizados la boca, el eséfago y el estobmago y |
en parte inferior que comprende el intestino delgado,
grueso, el recto y el ano. El tracto Gl es una de las

Glandulas salivales

Escfago

Higado [ .
mayores superficies del cuerpo (250-400 m?), donde Vesicula hiliar

los factores externos y los antigenos entran en |
contacto con el hospedador. Ademads, es el

Estémago
T Pancreas

1
L_Ingestino grueso

responsable de descomponer y absorber los / ' '”"‘e-'ffi"“ delgado
alimentos ingeridos (1,2). Apéndice Rectl

2. Organos digestivos accesorios, entre los que se # { : II Ano |
encluentra.n. los dllentes' la glandula salival, higado, Figura 1: Esquema del sistema digestivo. Extraido de
vesicula biliar y pancreas (1,3). (5)

Todos estos componentes trabajan en equipo para llevar a cabo el proceso de digestiéon que consta
de 6 pasos generales (4):

Ingestion
Masticacion
Digestion
Secrecién
Absorcién
Defecacién

ok wN R

Este proceso se inicia con la ingesta de comida, que se da en la boca. Una vez dentro, los dientes
procesan la comida rompiéndola mecanicamente mediante la masticacién, mientras que las
secreciones de la glandula salival inician la digestidon quimica, estos dos procesos dan como resultado
el bolo alimenticio. Cuando el individuo traga, la lengua empuja el bolo hacia la garganta donde se
encuentra la epiglotis, encargada de evitar el ahogamiento. Posteriormente el bolo pasa al eséfago y
mediante movimientos peristalticos pasa al estémago donde se mezclan con jugos gastricos. Los
jugos gastricos, que contienen pepsina, son los encargados de romper quimicamente las proteinas
en el proceso de digestion.



Posteriormente, el estdmago vacia lentamente su contenido (quimo) en el intestino delgado. En este
drgano prosigue la digestion con la adicién de jugos provenientes del pancreas, higado y del propio
intestino. Las paredes del intestino delgado absorben el agua y los nutrientes digeridos, que pasan al
torrente sanguineo mientras que los productos de deshecho pasan al intestino grueso. En el intestino
grueso se da la reabsorcion de agua, asi como el empaquetado de los productos de deshechos para
su excrecion. Ademas, en el intestino grueso se encuentra la microbiota intestinal, fundamental en
el proceso de digestion. Por ultimo, al final del intestino grueso, se encuentra el recto que almacena
las heces hasta que son expulsadas mediante la defecacidn (1,4,5).

1.2. Microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal humano alberga una poblacién compleja y dindmica de microorganismos,
conocida como microbiota intestinal (MI), que ha evolucionado junto con los seres humanos. El
microbioma comprende el material genético que forma parte de la microbiota, considerada el
conjunto de microorganismos que habitan en un nicho especifico. La microbiota ofrece muchos
beneficios, entre otros, fortalece la integridad y moldea el epitelio intestinal, protege contra
patdgenos, contribuye a la produccidn de vitaminas, interviene en la digestion alimentaria y estimula
el sistema inmune, por estos motivos es considerada un drgano adquirido. No obstante, cuando la
composicion normal se ve alterada, lo que se conoce como disbiosis, se relaciona con enfermedades
tanto intestinales como no-intestinales (2,6).

En la microbiota intestinal también estan presentes los hongos. Este componente del microbioma
humano recibe el nombre de micobioma y representa una pequeiia proporcion del total (0,2-0,3%).
Debido a las dificultades de cultivo y a su pequefia representacion comparado con las bacterias, el
micobioma no se ha estudiado en profundidad. Sin embargo, las nuevas técnicas de secuenciacion
masiva han permitido conocer los hongos que se encuentran en la microbiota intestinal y determinar
sus funciones, su papel en la salud humana y las interacciones con bacterias, aunque la mayoria de
ellas aun se desconocen (7,8).

1.2.1. Localizacion y composicion

La microbiota se distribuye a lo largo del tracto gastrointestinal y su concentracion aumenta
longitudinalmente, asi el estémago alberga 10 bacterias/g mientras que el colén alberga
1012 bacterias/g, representando mas del 70% de todos los microbios encontrados en el cuerpo
humano. Ademas, existen variaciones temporales y espaciales de la distribucidon de la microbiota
debido a los gradientes quimicos, nutricionales, inmunoldgicos y a la presencia o ausencia de oxigeno
en el tracto Gl. Por un lado, tanto en el estdmago como en el intestino delgado hay niveles altos de
acidos, oxigeno, agentes antimicrobianos que limitan el crecimiento bacteriano. Por otro lado, las
condiciones del colon (ausencia de oxigeno, ambiente alcalino, etc.) permiten el crecimiento de una
comunidad bacteriana densa, principalmente de microorganismos anaerobios con capacidad de
descomponer carbohidratos complejos no digeridos en el intestino delgado (2,6,9).

El desarrollo de las tecnologias de secuenciacién masiva ha permitido el estudio tanto de la
composicion (taxonomia) como de las funciones de la microbiota mediante técnicas dmicas. El gen
diana usado en el estudio taxondmico codifica para el ARN de la subunidad pequefia de los
ribosomas, tanto en procariotas como en eucariotas. En el caso de las bacterias y las arqueas, el gen
diana es 16S ADNr mientras que en el caso de los hongos es el 18S ADNr. En el primer caso, las
diferencias de las regiones variables permiten diferenciar las especies mientras que, en el segundo
caso, es la presencia de diferencias en las regiones ITS (internal transcribed spacers) las que permiten
la identificacién. Los datos obtenidos a través de esta tecnologia describen mas de 2000 especies
aisladas de seres humanos y se clasifican en 12 filos diferentes.



En la microbiota normal y sana, los filos bacterianos con mayor representacién son Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacterias y Actinobacterias, teniendo una representacion aproximada del 93%. No
obstante, dentro de estos 4 filos, los mas representados son Bacteroidetes y Fimicutes (2,6,10). En
cambio, los filos fungicos mas representados son Basidiomicota y Ascomicota, siendo este ultimo el
mas representado. Respecto a los géneros, los mas representaos son Saccharomyces, Malassezia y
Candida. Sin embargo, la diversidad bacteriana es superior que la diversidad existente en los hongos
(7,8).

La Ml es mas diversa que la microbiota de las otras partes del cuerpo (piel, tracto urogenital, cavidad
oral) y revela un alto grado de redundancia funcional. No obstante, hay variaciones significativas en
la composicion entre individuos aparentemente sanos. Aproximadamente dos tercios de la
microbiota intestinal difiere de una persona a otra. Debido a su alto grado de redundancia funcional,
las variaciones temporales y espaciales en la composicion pueden dar perfiles proteicos y
metabdlicos similares (2,6,10,11).

1.2.2. Factores que influyen en el desarrollo de la Ml

La composicién de la microbiota humana cambia a lo largo del tiempo; asi la composicién de la Ml
de adultos sanos es diferente a la de los infantes y la de las personas de la tercera edad. Después del
nacimiento, el tracto Gl se coloniza rapidamente y varia por efecto de factores como el tipo de
nacimiento (parto natural o cesarea), las enfermedades, los tratamientos antibidticos y la dieta,
dando una composicion especifica para cada individuo. Ademas, se identifican firmas microbianas
especificas segun regién geografica, lo que sugiere que la composicion de la microbiota intestinal
esta influenciada, ademds de por los factores genéticos del hospedador, por factores ambientales.
Entre los factores ambientales que influyen se encuentran, ademas de los mencionados
anteriormente, los suplementos probidticos y prebidticos, cirugias, embrazo y periodo gestacional,
sexo, postmenopausia, tabaquismo, zona de residencia, entre muchos otros (2,6,12). A continuacion,
se profundiza en dos de los factores mas influyentes, la edad (figura 2) y la dieta (tabla 1).

Edad

Durante mucho tiempo se creyd que la colonizaciéon del tracto gastrointestinal de los recién nacidos
empezaba justo después del nacimiento, pero se han encontrado evidencias de que la colonizacidon
empieza ya en el Utero materno, dado que el meconium alberga una comunidad microbiana
compleja. Después del nacimiento empieza la colonizacidon de los distintos habitats del cuerpo
humano (piel, cavidad oral, tracto urogenital y tracto gastrointestinal). El factor mas influyente en la
primera colonizacidon microbiana es el modo de nacimiento. Asi, la microbiota de los infantes nacidos
mediante parto vaginal contiene una gran proporcion de los géneros Lactobacillus y Prevotella
durante los primeros dias, reflejando la composicién de la microbiota vaginal materna. Por el
contrario, la Ml de los bebés nacidos mediante cesdrea presenta un retraso en la colonizacion de
especies del filo Bacteroidetes, pero se coloniza por microorganismos anaerobios facultativos como
las especies del género Clostridium. Durante las primeras etapas del desarrollo, la Ml es inestable y
su diversidad es baja, predominando dos filos principales, Actinobacterias y Proteobacterias. En el
primer afio, la Ml se estabiliza y la diversidad aumenta creando un perfil microbiano Unico para cada
infante. A partir de los 2-3 afios, la composicion, diversidad y capacidades funcionales de la Ml infantil
se parecen mas a las de un adulto sano, aunque existen diferencias significativas en la proporcién de
Bacteroidetes y Bifidobacteria respecto a los adultos (2,6,9,13).

Desde los 30 afios hasta aproximadamente los 70, la Ml se encuentra en un estado estable. No
obstante, las proporciones de Bifidobacteria y Firmicutes tienden a descender, aumentado por el
contrario las proporciones de Proteobacterias y Staphylococcus (9).



Respecto a los individuos de mds de 65 afios, aumenta la abundancia del filo Bacteroidetes y del
género Clostridium (Firmicutes). En individuos centenarios se observé una reduccién significativa de
la diversidad y un aumento en la abundancia de microorganismos anaerobios facultativos y un
cambio en el perfil de productores de butirato (2,13).

Matemal Microbiota Geographical location

Healthy status Family environment Diet Diet
; Fi Lifestyle Lifestyle
Lifestyle e Breastfeeding vs Formula yl
|
‘ |
Vaginal vs C-section Genetics Living environment
Term vs Preterm Complementary Food Medication

Duration of lactation

|:| D [ Window of Opportunity for Microbial Modulation > Short and Long Term Health Effects

Figura 2: Factores que influencian la microbiota intestinal de infantes, adultos y personas de la tercera edad. La
etapa infantil es el periodo donde la Ml se puede modular mas facilmente hacia una microbiota que afecte
positivamente a la salud y crecimiento de los infantes. Extraido de (13).

Dieta

La dieta es uno de los factores mas importantes que determinan la composicion y diversidad de la
M, de tal modo que los patrones dietéticos estan asociados a diferentes perfiles de composicion. En
primer lugar, existen diferencias significativas dependiendo de la alimentacion de los recién nacidos,
leche materna o leche de férmula. En los infantes alimentados mediante leche materna, se observa
un incremento de Bifidobacterias comparado con los alimentados con leche de férmula. Esto se debe
a que la leche materna contiene glicanos indigeribles, llamados oligosacaridos de leche materna
(HMO). Los HMO proporcionan nutrientes a las bacterias coldnicas y en especial a las Bifidobacterias
que tienen un cluster de genes especifico para los HMO. Sin embargo, en los infantes alimentados
con leche materna se ha observado un descenso en la abundancia de microorganismos anaerébicos,
como Bacteroidetes y Clostridium (9).

En segundo lugar, la dieta adulta también provoca cambios determinantes en la composicion de la
microbiota. Por un lado, las dietas tradicionales ricas en frutas, vegetales y fibra, como la dieta
mediterranea se asocian a una mayor riqueza y diversidad, teniendo mayor abundancia de
microorganismos con capacidad de metabolizar carbohidratos insolubles respecto a la dieta
occidental, caracterizada por un consumo elevado de alimentos ricos en grasas, colesterol, proteinas
animales, azlcares, sal y una amplia gama de productos procesados. Las dietas tradicionales también
estan relacionadas con una mayor presencia de Bacteroidetes y un ratio Firmicutes:Bacteroidetes
menor respecto a la dieta occidental. Por otro lado, |a dieta occidental se asocia a una Ml con menos
diversidad y riqueza (9,14).

Finalmente, las dietas ricas en carne estdn asociadas también a una mayor presencia de
Bacteroidetes mientras que las dietas ricas en carbohidratos estdn asociadas a una mayor presencia
de Prevotella. Las dietas con bajo consumo de fibra y vegetales se asocian a una reduccion en la
composicion y diversidad microbiana mientras que las dietas ricas en fibra y vegetales se asocian a
una abundancia mayor de Bifidobacterias (14).



Tabla 1: Resumen de las diferencias en la microbiota debido a las dietas. En primer lugar, se
comparan las dietas infantiles (leche materna vs leche de férmula) y, en segundo lugar, se
comparan las dietas adultas (tradicionales, occidental, ricas en carne, en carbohidratos y en fibray
vegetales). En las dietas adultas se usa como referencia de comparacién las dietas tradicionales,
en concreto la dieta mediterranea. El simbolo 1" se refiere a un aumento o bien de la riqueza y
diversidad o bien de la abundancia de un determinado género o filo bacteriano mientras que el
simbolo { se refiere a una disminucién de aquello mencionado anteriormente.

Dietas infantiles Diferencias

Dieta basada en leche materna /M Bifidobacterias; {, bacteroidetesy clostridium
Dieta basada en leche de formula J Bifidobacterias; |, bacteroidetes y clostridium
Dietas adultas

Dietas tradicionales M riqueza y diversidad; * microorganismos con

metabolismo de carbohidratos insolubles; 1T
bacteroidetes; | ratio Firmicutes:Bacteroidetes;

Dieta occidental J riqueza y diversidad
Dietas ricas en carne N presencia Bacteroidetes
Dietas ricas en carbohidratos ‘M presencia Prevotella
Dietas ricas en fibra y vegetales M presencia Bifidobacterias

La dieta también es uno de los principales factores que influyen en la composicién flingica de la MlI.
Por ejemplo, la frecuencia del género Candida se correlaciona positivamente con la ingesta de
carbohidratos mientras que el género Aspergillus se correlaciona negativamente con la ingesta de
acidos grasos de cadena corta (SCFAs). Los hongos participan en la degradacién de alimentos y son
proveedores de productos nutricionales intermedios, por lo que influyen en gran medida en las
concentraciones de metabolitos (6).

1.2.3. Funciones

La Ml tiene una gran variedad de funciones que afectan tanto directa como indirectamente a la salud
de los seres humanos. Como ya se ha comentado anteriormente, entre las funciones de la Ml se
encuentran: mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal y de la estructura del tracto Gl,
proteccion antimicrobiana, digestién de alimentos, sintesis de vitaminas y modulacion del sistema
inmune. Todas estas funciones se desarrollan con normalidad cuando la microbiota esta sana, sin
embargo, cuando se encuentra en situacion de disbiosis, todas estan funciones se ven alteradas y
perturban la salud individual (9,12). A continuacidn, se detallan las funciones mas importantes de la
MI normal relacionadas con el sistema digestivo y el metabolismo.

Integridad de la barrera intestinal y de la estructura del tracto GI

La Ml ayuda a mantener la integridad de la barrera intestinal y la estructura del tracto Gl bien
induciendo la sintesis de pequefas proteinas necesarias para mantenerlas o bien estimulando los
mecanismos propios de las células humanas. Por ejemplo, Bacteroides thetaiotaomicron induce la
expresion de la proteina pequefia rica en prolina 2A (sprr2a) que es necesaria para el mantenimiento
de los desmosomas localizados en el villus epitelial.

De la misma manera, el peptidoglicano presente en la pared celular microbiana estimula, a través de
TLR2, el mecanismo para mantener las uniones celulares. Por otra parte, se ha visto que la microbiota
intestinal induce el factor de transcripcion angiogina-3 implicado en el desarrollo de la
microvasculatura intestinal (9).



Metabolismo de farmacos y xenobidticos

La capacidad de la MI de metabolizar xenobiéticos y farmacos se conoce desde hace 40 afos, pero
actualmente han surgido nuevas pruebas que arrojan luz al papel que desempeiia. Por ejemplo, el
metabolito microbiano p-cresol puede reducir la capacidad del higado para degradar acetiminofén
mediante la inhibicidn competitiva de las sulfotransferasas hepaticas. Otro ejemplo es la induccidn
de la deconjugacion del farmaco irinotecan, mediante la sintesis de B-glucoronidasa bacteriana, que
puede contribuir al desarrollo de efectos adversos como la diarrea o la inflamacién (9).

Metabolismo de nutrientes

La gran diversidad de la MI, hace que tenga un repertorio metabdlico muy grande que se
complementa con la actividad enzimdtica propia del ser humano. En concreto, aporta enzimas que
no estdn codificadas en el genoma humano, por ejemplo, aquellas necesarias para la sintesis de
vitaminas entre otras muchas. Para sobrevivir, la M| depende de los sustratos dietéticos que no han
sido digeridos en el tracto digestivo superior, que comprende el estdmago y el intestino delgado (15).

Metabolismo de carbohidratos

A partir de la fermentacidn anaerobia de carbohidratos se producen, por una parte, SCFAs,
principalmente butirato, acetato y propionato y por otra gases (9,16).

Respecto a los SCFAs, tienen funciones muy diversas, pero también muy importantes. Una de sus
principales funciones es aportar energia al hospedador ya que son fuentes ricas en ella. En la tabla 2
se muestran algunas de las funciones de los SCFAs. (9,15, 17).

Tabla 2: Principales SCFAs (butirato, propionato y acetato) y sus funciones.

SCFAs Funciones

Butirato Fuente de energia para colonocitos, induce la apoptosis celular en el cancer de
colon, regula la expresién génica mediante mecanismos epigenéticos, puede
activar la gluconeogénesis intestinal (IGN) mediante un mecanismo dependiente
de adenosina monofosfato ciclica (CAMP), previene la acumulacién de productos
metabdlicos toxicos como D-lactato.

Propionato Fuente de energia para células epiteliales, participa en la gluconeogénesis en el
higado y al transformarse en glucosa, promueve la homeostasis energética
disminuyendo la producciéon de glucosa hepatica.

Acetato Implicado en el metabolismo de colesterol y lipogénesis, cofactor esencial para
el crecimiento de otras bacterias.

Respecto a los gases, su produccidn es inevitable en el proceso de fermentacidn microbiana en
ecosistemas anaerobios. Una parte del gas producido por estos procesos se libera a través de los
pulmones o a través de flatulencias. La mayoria de estos gases son inodoros, como hidrogeno,
diéxido de carbono, metano y nitrégeno. Sin embargo, los gases responsables del olor de las
flatulencias son sulfuro de hidrogeno, indol, escatol, aminas volatiles y amoniaco (17).



Metabolismo de lipidos

La Ml también tiene impacto en el metabolismo de lipidos. Por una parte, suprime la inhibicién de la
actividad de la lipoproteina lipasa en adipocitos. Por otra parte, aumenta la eficiencia de la hidrdlisis
lipidica, regulando la expresién de una colipasa necesaria en la digestion lipidica (9).

Metabolismo de proteinas

Las proteinas y peptidasas microbianas trabajan juntamente con las humanas para obtener un
metabolismo proteico eficiente. El poder proteolitico de las bacterias permite convertir las proteinas
ingeridas en la dieta e incluso las enddgenas del ser humano en péptidos mas cortos aprovechables
por las células intestinales, como acidos grasos de cadena ramificada y SCFAs.

Los transportadores de aminodcidos presentes en la pared celular microbiana permiten el paso de
aminodacidos del lumen al interior celular donde los convierten en pequefias moléculas sefializadores
o péptidos antimicrobianos (AMPs). Un ejemplo de ello es la conversidn de L-histamina en histamina,
o la transformacion de glutamato a 4cido y-aminobutirico (GABA) (9,17).

Sintesis de vitaminas

Otra de las funciones que realiza la Ml es la sintesis de vitaminas, especialmente las vitaminas del
grupo Ky del grupo B, entre las que se incluyen biotina, cobalamina, folatos, tiamina y riboflavina,
entre otras. Estas vitaminas son imprescindibles en el metabolismo microbiano, pero también tienen
importancia metabdlica y fisioldgica para los seres humanos (17).

Metabolismo de polifenoles

La MI también influye en la digestion de los polifenoles. Los polifenoles son un grupo de sustancias
guimicas procedentes de plantas y frutas caracterizados por la presencia de mas de un grupo fenol.
Este grupo ha despertado el interés de la comunidad cientifica debido a sus actividades y por su
elevada ingestion en la dieta, ya que se encuentran en muchos productos que se consumen
habitualmente, como cacao, té o vino (9,17).

La mayoria de los polifenoles no se absorben adecuadamente en el intestino y pasan al colon, donde
son metabolizados por la MI, entre los que se encuentran acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos,
lignanos y taninos. Ademads, son muy diversos estructuralmente, lo que influye en su
biodisponibilidad, metabolismo y actividades. Los polifenoles normalmente se encuentran inactivos
en la dieta, pero tras la eliminacion de los azlcares por parte de la Ml, entre otros factores, pasan a
un estado activo. Los productos finales viajan a través de la vena portal a otros tejidos y érganos
donde desarrollaran su accidn. El nivel de biotransformacidn de los polifenoles dependerd de la
especificidad estructural del propio polifenol y la riqueza de la microbiota individual (9,17).

1.3. Simuladores del tracto digestivo humano

El interés de la comunidad cientifica por estudiar la composicion y las funciones de la Ml,
especialmente aquellas relacionadas con el metabolismo, ha llevado a diferentes especialistas a
desarrollar simuladores del tracto digestivo, tratando de mimetizar las condiciones fisioldgicas
humanas. Los modelos in vitro son una herramienta para estudiar las interacciones entre los
microrganismos. No obstante, se debe tener en cuenta los pardmetros mas influyentes en la Ml in
vivo, como pueden ser la morfologia del tracto Gl, rangos de pH, secrecién de jugos digestivos,
tiempos de residencia y la propia composicidn de la microbiota. Todos estos parametros difieren en
funcién de la edad, las enfermedades metabdlicas y otros factores, por lo que se deben ajustar segln
la poblacidn de estudio (16).



Los avances en tecnologia han permitido el desarrollo de diferentes modelos de simuladores, desde
aquellos basados en fermentadores independientes con condiciones especificas hasta aquellos que
son modelos dindmicos. En primer lugar, el soporte de la microbiota permite diferenciarlos en
microsimuladores si utilizan chips, o macrosimuladores si se sirven de biorreactores.

En segundo lugar, se encuentran los simuladores en Batch que se basan en incubar la microbiota y
los sustratos en un biorreactor durante un tiempo determinado. En tercer lugar, se encuentran los
sistemas en continuo, donde el cultivo es alimentado de forma regular. En estos ultimos sistemas, es
frecuente encontrar mas de un biorreactor que se conectan para simular las diferentes partes del
tracto Gl (16, 18) (figura 3).

Generalmente, los simuladores disponibles en la actualidad constan de un minimo de 5 biorreactores
en los que se simulan el estdmago, el intestino delgado y tres regiones del colon (colon ascendente,
colon transverso y colon descendente), aunque hay variaciones en las que solo se simula el tracto
digestivo alto (estdmago e intestino delgado) (18).
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Figura 3: Esquema general de un simulador. Consta de 6 biorreactores en los que se simulan las
diferentes partes del tracto GI. La microbiota se encuentra en los biorreactores
correspondientes al colon.

Ademas, se ha de tener en cuenta las interacciones entre las partes como el vaciado géstrico, el paso
del alimento, los productos de la digestién y del metabolismo microbiano, la absorcion de agua, etc.
En todos los simuladores se estudian los pardmetros fisicoquimicos, enzimaticos y microbianos en el
tracto gastrointestinal dentro de un entorno controlado in vitro. Con estos simuladores, se permite
estudiar la composicidn y funciones de la microbiota tanto en individuos sanos como en individuos
con problemas metabdlicos o enfermedades intestinales, pero también se puede evaluar la digestién
de alimentos funcionales y medicamentos. (16, 19).

A continuacidn, se detallan algunos de los simuladores actualmente disponibles, poniendo especial
atencidn al sistema usado en este trabajo, ARIS (Authomatic and Robotic Intestinal Simulator).

1.3.1. SHIME (Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem)
En 1993, la Universidad de Gante desarrollé el simulador SHIME, que consta de 5 biorreactores,
interconectados a través de bombas peristalticas, que simulan secuencialmente el estémago,
intestino delgado vy las tres regiones del intestino grueso, es decir, el colon ascendente (CA), colon
transverso (CT) y colon descendente (CD), tal como se muestra en la figura 4.

En este simulador se controlan las condiciones de pH, temperatura (37 2C) y tiempos de residencia.
Ademads, se puede evaluar el destino metabdlico de alimentos, compuestos microbianos y
farmacéuticos, componentes bioactivos de plantas, probidticos, prebidticos y compuestos
bioterapéuticos para apoyar la microbiota.



Por otra parte, para estudiar los microorganismos presentes en el moco asociado a la pared intestinal,
se ha integrado un compartimento de
la mucosa en los biorreactores que
simulan las regiones del colon,
permitiendo la adhesion de dichos
microorganismos. Este nuevo
simulador recibe el nombre de m-
SHIME. (19,20,21).

Actualmente, el simulador SHIME
pertenece a la empresa ProDigest,
derivada del laboratorio de Ecologia y
Tecnologia Microbiana (LabMet) de
la Universidad de Gante (Bélgica)
(20).

Figura 4: Simulador SHIME. Extraido de (20).

1.3.2. Simgi (Simulador Gastrointestinal Dindamico)

El Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion (CIAL), ubicado en Madrid (Espafia),
desarrollé otro simulador del tracto gastrointestinal humano, llamado Simgi. Al igual que SHIME,
consta de 5 biorreactores (estdmago, intestino delgado, y colon) dirigidos por un autémata, como se
puede observar en la figura 5. Ademas del funcionamiento en continuo, el sistema permite trabajar
con cada biorreactor de manera individual. El estdmago se compone de dos unidades con paredes
flexibles y rodeadas por una camisa de metacrilato donde se bombea agua que permite mantener
una temperatura constante, mientras que el mezclado del contenido estomacal se da por
movimientos peristalticos. El intestino delgado es un biorreactor en condiciones anaerobias y de pH
controladas que permite la mezcla del contenido gastrico con las secreciones intestinales mediante
agitacion mecdnica regulable, mientras que el colon se compone de tres reactores (CA, CT y CD) que
operan en condiciones de i
anaerobiosis, con agitacion | 5
mecdnica y pH controlado, y es
donde se encuentra la Ml de
origen humano (19,22).

Este  simulador permite el
desarrollo de probidticos vy
prebidticos, estudios comparativos
de enfermedades inmunoldgicas y
metabdlicas, estudios preclinicos
de microbioma intestinal, el
monitoreo del efecto de los
alimentos y sus componentes
sobre la microbiota y la actividad

metabdlica, asi como el

seguimiento de las modificaciones que sufren los alimentos en el proceso de digestién (23).

Figura 5: Simulador Simgi. Extraido de (24).

1.3.3. ARIS (Automatic and Robotic Intestinal System)
Los investigadores del Laboratorio de digestidn ex vivo, perteneciente al Centro de Investigacién y
Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) ubicado en Guadalajara (México),
desarrollaron otro simulador digestivo, llamado ARIS.



Este, a diferencia de los dos anteriores, es un modelo ex vivo, ya que usa microbiota humana nativa
acondicionada y se reproducen las condiciones fisiologicas de los sujetos de estudio. Al igual que los
dos simuladores anteriores, ARIS consta de 5 biorreactores que secuencialmente simulan el
estdmago, intestino delgado y colon, tal como se muestra en la figura 6. El control de los parametros
ambientales permite obtener comunidades microbianas complejas y estables muy similares en
estructura y funcién a la comunidad microbiana del colon humano (16,25).

El sistema permite evaluar la digestion de alimentos sdlidos, liquidos, ingredientes aislados,
suplementos alimentarios, aditivos, farmacos y/o excipientes, ya sea en una sola dosis o en dosis
repetidas. El proceso de digestion en ARIS simula la digestién de manera real, es decir, respetando
los volumenes y tiempos de deglucién. De esta manera, los resultados obtenidos pueden ser
extrapolables a condiciones fisioldgicas reales. La administracion del alimento a analizar se lleva a
cabo mediante pulsos de administracion que corresponden al nimero de degluciones realizadas
fisiolégicamente por los humanos (16,18,19). Ademds, en ARIS se puede inocular una microbiota
madre que varia en funcién a las condiciones del grupo de estudio, considerando edad, sexo y
condiciones sanas o patoldgicas. Asi mismo, los parametros de pH, tiempo de residencia en cada
biorreactor, condiciones enzimaticas, peristalsis intestinal y temperatura dependeran de la poblacion
de estudio (16,18).

El rasgo que hace Unico a ARIS es la capacidad de adaptarse a las caracteristicas de la poblacidn de
estudio, de esta manera los resultados obtenidos pueden aplicarse directamente a humanos con un
elevado grado de compatibilidad (18,25).

Figura 6: Simulador ARIS. Extraido de (26).

A partir de ARIS, se desarrollé una versién de tamafio reducido, MiniARIS, que facilita el trasporte y
la operacién. De la misma manera, al trabajar con volimenes mas pequefios (75% menos que ARIS)
se reduce el coste de operacidn, pero se mantienen las ventajas del original.

Ademas, gracias a su pequefio tamafio es posible su integracion en centros de investigacion,
empresas alimentarias y laboratorios de diagndstico clinico. En este ultimo caso se puede monitorear
la digestion de alimentos particulares, la interaccién de la microbiota con medicamentos u otras
sustancias de interés, de manera personalizada. (16,18,25). Debido a su pequefio tamaiio, facil
transporte y disponibilidad, el simulador usado en este trabajo es MiniARIS (figura 7).
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Figura 7: Simulador MiniARIS localiza
Valenciana (FISABIO).

2. Objetivo

El objetivo de este trabajo es establecer con suficiente grado de fiabilidad la emulacién en el
digestor de una microbiota natural, en este caso la de la poblacién valenciana.

3. Materiales y métodos

3.1. Tamafio muestral y recogida de muestras para la estabilizacion
Se obtuvieron muestras fecales de poblacién general que cumplieran los siguientes criterios de
inclusion:

e Rango de edad comprendido entre 18-60 afios

e Clinicamente sano

e Dietaomnivora

e No haber consumido antibidticos durante los dos meses previos a la recogida de la muestra.

e Residente en Valéncia durante al menos 1 afio

e Haber permanecido en Valéncia durante las dos semanas previas a la recogida de las
muestras.

El nUmero de muestras representativas de la poblacidn valenciana se obtuvo mediante la prueba
estadistica ANOVA (18, 27), utilizando los datos de las unidades de abundancia relativa del filo
Firmicutes (UAR) de poblacién general (14). Se estimé un tamafio muestral de 12. A continuacién, se
muestra la férmula utilizada, asi como los parametros utilizados.

2
Zl—o( + Zl—ﬁ

2r
Ua

11



Dénde,

Z1_a =1,96, considerando un nivel de significancia de 0,05
Z1_p = 0,842, con una potencia del 80%.

1a=0,77, UAR Firmicutes poblacién general valenciana

Para la recogida de muestras, se le dio a cada voluntario dos tubos con medio estabilizador preparado
a partir de la solucién presentada por Molly et al., (18). De los dos tubos, uno se encontraba en
condiciones de aerobiosis, mientras que el otro en condiciones de anaerobiosis, este hecho permite
recuperar los microrganismos aerobios y anaerobios. Durante el traslado se conservaron en nevera
y se procesaron lo mas rapido posible, y siempre en menos de 8 horas desde su entrega, para
recuperar el mayor nimero posible de microorganismos.

El procesado de las muestras se hizo siguiendo el protocolo detallado en el anexo 1. Asimismo, a los
donantes se les realizd una encuesta sobre sus habitos alimentarios (anexo 2), que sirvié como base
para el disefio del alimento que se le suministraria a MiniARIS.

3.2. Proceso de estabilizacion
El objetivo de la estabilizacién es mantener y aumentar la poblacién de microorganismos para que
estos permanezcan en el biorreactor durante un tiempo indefinido siendo funcionales. Para que este
proceso se lleve a cabo, se necesita medio estabilizador donde se inoculan los microorganismos
recuperados de las muestras fecales.

Posteriormente, se adiciona multivitaminico filtrado para favorecer su crecimiento. Este proceso se
lleva a cabo tres veces, una por cada biorreactor del colon y de manera consecutiva y secuencial, es
decir, primero se estabiliza en colén ascendente y a partir de este, los otros dos (16). Para comprobar
el estado de los microorganismos y asegurar que el proceso se desarrolla correctamente se hacen
cultivos de los grupos lactobacilos, bifidobacterias, clostridiales y salmoneloides durante todo el
proceso. Finalmente, la composicidén de la microbiota estabilizada debe coincidir con la composicion
de referencia, generada a partir de la microbiota nativa, sin que necesariamente tenga que llegar a
ser idéntica.

3.3. Verificacion del funcionamiento de MiniARIS

Una vez la microbiota nativa estd estabilizada en los tres biorreactores (colon ascendente, transverso
y descendente), empieza el proceso de montaje de MiniARIS. Este proceso consiste en colocar los
biorreactores en sus respectivas posiciones y conectarlos entre si mediante gomas para bombas
peristalticas (Freudenberg Medical), con el objetivo de que los trasvases entre los biorreactores se
hagan automaticamente. También se deben conectar las gomas de toma de muestras y alimentacion,
esta ultima solo en el estdmago, asi como conectarlas con sus respectivas jeringas. Una vez el
montaje esta terminado, MiniARIS se conecta a la corriente eléctrica y es en este momento cuando
las placas calefactoras empiezan a aumentar su temperatura hasta llegar a los 37 °C. Posteriormente,
se calibran los sensores de pH (5 sensores, uno por cada biorreactor excepto deshechos) siguiendo
las instrucciones que aparecen en las pantallas LED. Cuando los sensores de pH estan calibrados, el
motor que controla la agitacidn se enciende y MiniARIS estd a punto para empezar un proceso de
digestion.
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En todos los procesos de digestidn se controlan los siguientes parametros: pH, temperatura (37 °C)
y tiempos de residencia de los biorreactores, determinados por las condiciones fisiolégicas humanas,
la composicién del alimento, las condiciones enzimaticas y la peristalsis intestinal (16,18). El tiempo
total de la digestidén simulada, correspondiente a adultos sanos, es de 72h.

3.3.1. Composicion del alimento

Como ya se ha mencionado anteriormente, la composicidon del alimento que se le subministra a
MiniARIS esta basada en las respuestas de los participantes sobre sus habitos alimentarios. En
concreto, se administra una dieta de 1350 kcal/dia que consiste en 179 g de carbohidratos, 57 g de
proteina, 35 g de lipidos y 2.5 g/dia de sal. La consistencia del alimento es espesa como un puré, ya
gue el proceso de digestidn mecdnica, llevado a cabo por los dientes, no se da en el simulador. Cada
grupo nutricional esta representado con los alimentos que mas se consumen en Espaia, detallados
en la tabla 3.

Tabla 3: Alimentos representativos de cada grupo nutricional que sirven como materia prima en la
preparacion del alimento.

Grupos nutricionales Alimentos

Carbohidratos Arroz, trigo, patata

Lipidos Aceite de oliva

Proteinas Extracto de carne (incluye carne y pescado)
Lacteos Caseina

3.3.2. Condiciones de los biorreactores
Cada biorreactor opera en unas condiciones diferentes, ya que cada uno de ellos simula un segmento
del sistema digestivo. Las condiciones de operacién son equivalentes a las condiciones del cuerpo
humano para el segmento simulado. En la tabla 4 se detallan las condiciones de trabajo (16,18).

Tabla 4: Detalle de las condiciones en las que se encuentran los biorreactores. Se especifica el segmento del
aparato digestivo que simulan, el tiempo de residencia del bolo alimenticio en cada seccién, asi como el pH
de cada uno de ellos. Estas condiciones se corresponden con las condiciones de un adulto sano.

Biorreactores Segmento simulado Tiempo de residencia (h) pH

1 Estomago 2 2-2.5
2 Intestino delgado 4 5-5.5
3 Colon ascendente 16 5.5.-6
4 Colon transverso 32 6-6.5
5 Colon descendente 18 6.5-7
6 Deshechos - -

3.3.3. pH

El ajuste del pH se hace de forma manual ya que MiniARIS es un sistema semiautomatico. Para
ajustarlo, se usa como acido, el acido clorhidrico (HCL) con una concentracién de 5M, mientras que
como base se usa el hidroxido de sodio (NaOH) con una concentracion de 2M.

Para llevar a cabo el proceso de digestidn, se debe subministrar a MiniARIS aproximadamente 50 mL
de alimento mezclado con amilasa (saliva artificial) y pepsina, enzima que se encuentra en el
estdmago con importantes efectos en la digestion. Ademds, se usan jeringas de 20 mL para
administrar el alimento ya que es el volumen estandar de deglucién en un adulto sano, permitiendo
simular el proceso de masticacién y deglucion.
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A las 2 horas desde el inicio de la digestién, el quimo pasa del estdmago al intestino delgado gracias
a la accion de las bombas peristalticas mediante el proceso de vaciado por espasmos. Una vez el
contenido del estémago es transvasado completamente, se afiade una mezcla de enzimas digestivas
(lipasa, pancreatinay bilis) que son importantes en las siguientes etapas de la digestion (16). El quimo
se digiere en el intestino delgado durante 4 horas que empiezan a contar desde el momento en el
que cae la primera gota procedente del estdmago. A partir de este momento el quimo se digiere en
cada biorreactor el tiempo determinado, hasta llegar a la digestion completa. Todo el proceso de
trasvase entre los biorreactores y el tiempo de residencia estd automatizado y controlado mediante
microcontroladores Arduino.

3.4. Microbiologia
Conocer el estado de los microorganismos en cada biorreactor es esencial para que el simulador
funcione correctamente y para ello se hacen cultivos de forma regular. Se cultivan tanto
microorganismos aerobios como anaerobios. Dentro del primer grupo se encuentran lactobacilos y
salmoneloides mientras que en el segundo grupo se encuentran bifidobacterias y clostridiales.

3.4.1. Cultivo de microrganismos aerobios: Lactobacilos y salmoneloides

Respecto al cultivo de lactobacilos, el medio selectivo utilizado fue De Man, Rogosa, and Sharpe
(MRS) (Scharlau), disefiado para favorecer el cultivo mediante la supresion del crecimiento de los
microrganismos competidores a partir del metabolismo del acido lactico (28). Por otro lado, para el
cultivo de salmoneloides se utilizé el medio diferencial Lysine Iron Agar (LIA) (Sigma-Aldarich) que
permite diferenciar aquellos microrganismos capaces de sintetizar la enzima lisina decarboxilasa y de
producir acido sulfhidrico, H,S (29). Ademds, este medio cambia de color para indicar el crecimiento
de Salmonella tiphymurium, patégeno para el ser humano.

Ambos medios fueron preparados segun las instrucciones del fabricante y los cultivos se incubaron
durante 24h a 37 °C. En lo referente al método de cultivo, el usado fue la siembra por microgota (10
ul) a partir de diluciones seriadas (-1/-7) sembradas por duplicado, mientras que el método de conteo
fue el conteo en caja de Petri.

3.4.2. Cultivo de microrganismos anaerobios: bifidobacterias y clostridiales

Respecto al cultivo de estos microrganismos, es imprescindible mantener las condiciones anaerobias.
Para ello, se usa un gasificante que al entrar en contacto con el agua produce diéxido de carbono
(CO, )y este desplaza al oxigeno ( 0,), obteniendo un ambiente que permite a estos microrganismos
crecer. En lo referente al cultivo de bifidobacterias se usé el medio selectivo Bifidus Selective Medium
(BSM) (Sigma-Aldarich) que impide el crecimiento de cepas de Lactobacillus y Streptococcus (30). Por
otro lado, para el cultivo de clostridiales se utilizd el medio selectivo y diferencial Tryptose Sulfite
Cycloserine (TSC) (Scharlau), que inhibe el crecimiento de la mayoria de las especies no deseadas
gracias a la molécula D-cicloserina, e incluye un sistema indicador basado en el sulfito y el hierro
férrico que las especies clostridiales son capaces de reducir. Ademas, en este medio las colonias de
Clostridium perfringens son de color negro, lo que permite identificarlas, ya que esta bacteria puede
ser patégena para los seres humanos (31).

Ambos medios fueron preparados segun las instrucciones del fabricante y los cultivos se incubaron
durante 48h a 37 °C en contenedores de anaerobiosis, usando el método anteriormente descrito
para obtener estas condiciones. Respecto al cultivo se utilizdé el método de cuenta viable (100 pl) a
partir de diluciones seriadas (-1/-7) sembradas por duplicado mientras que el método de conteo fue
el conteo en caja de Petri.
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3.5. Identificacion molecular
3.5.1. Extraccion ADN

La extraccion del ADN microbiano y flngico a partir de muestras de heces (100-200 mg) se realizé de
forma automadtica mediante el robot MagNA Pure LC 2.0 (Roche) y con el kit de extraccion MPLC DNA
Isol. Kit Il (Bacteria, Fungi) (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. La extraccion se lleva
a cabo mediante el uso de la tecnologia de beads magnéticas.

3.5.2. Preparacion librerias
Libreria 16S ADNr

En el caso de las bacterias, las secuencias utilizadas
para la identificacién taxondmica corresponden a las
regiones variables V3 y V4 del gen 16S ADNr. Estas
regiones se amplificaron segun el protocolo 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation de
llumina (Cod. 15044223 Rev. B). Para iniciar el
protocolo, se usa ADN gendmico microbiano a una
concentracion de 5 ng/ul en Tris 10 mM y pH 8,5. Con
el objetivo de obtener esta concentracién, se
cuantificaron las muestras mediante fluorometria
usando el fluorometro Qubit (ThermoFisher Scientific)
y posteriormente se diluyeron para obtener la
concentracién mencionada anteriormente. En un
primer paso, el ADN se amplifica usando cebadores
especificos para este gen que estdan unidos a un
adaptador (32). Este adaptador permite el paso de
multiplexacidn al afiadir indices que diferenciaran las
muestras utilizando el kit de indices Nextera XT (FC-
131-1096). Los pasos generales del proceso de
preparacion de las librerias se muestran en la figura

8 mientras que en la tabla 5 se muestran las
secuencias completas de los cebadores, segln la
nomenclatura de la IUPAC estandar.

PCR amplify template out of genomic DNA using
region of interest-specific primers with overhang adapters

FOrward Overmang anaptes: '
Region of interest-specilic primer

Region of interast-spacific primar

Reverse overhang adapter.

Attach indices and lllumina sequencing adapters
using the Nextera™ XT Index Kit
ZIAN

Index 2

iz 1

\P?

Normalize and pool libraries

Sequence

Figura 8: Flujo de trabajo para preparar las librerias.
Extraido de 16S Metagenomic Sequencing Library
Preparation (Cod. 15044223 Rev. B).

Tabla 5: Secuencias de los cebadores usados en la preparacion de la libreria (16S). El primer par de cebadores

van dirigidos a las secuencias V3 y V4 del gen bacteriano
permiten el paso de multiplexacion.

16S ADN mientras que los segundes cebadores

Cebador Secuencia

Amplicon 16S

Forward (F) 5’- CCTACGGGNGGCWGCAG

Reverse (R) 5’- GACTACHVGGGTATCTAATCC

Adaptador

Forward (F) 5’- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
Reverse (R) 5’- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG
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Antes de secuenciar es necesario un paso de cuantificacion, realizado como se ha explicado
anteriormente. Una vez la libreria estd cuantificada se procede a la secuenciacion utilizando un run
2x300pb paired-end (kit de reactivo MiSeq v3 (MS-102-3001)) en un secuenciador MiSeq de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (lllumina).

Libreria ITS

En el caso de los hongos, las secuencias que se utilizan en la asignacién taxonémica corresponden a
las regiones ITS (internal transcribed spacers) del gen 185 ADNr. Respecto a la libreria de ITS, se siguid
el protocolo descrito anteriormente, pero con algunas modificaciones. En primer lugar, dado que las
regiones diana son diferentes entre las bacterias y los hongos, se usaron distintos cebadores. En
segundo lugar, se necesitd un paso de pre-PCR para aumentar la cantidad de ADN ya que la inicial no
llegaba a la concentracién minima requerida por el fabricante (lllumina).

Ambas librerias fueron preparadas por la misma persona y secuenciadas en el mismo run para evitar
los posibles errores de procesado y técnicos. A continuacidn, se muestran los cebadores dirigidos a
las regiones de estudio de los hongos (tabla 6).

Tabla 6: Secuencias de los cebadores usados en la preparacion de la libreria (ITS). El primer par de cebadores
van dirigidos a las regiones ITS del gen fungico 185 ADNr mientras que el segundo par permiten el paso de
multiplexacion.

Cebador Secuencia

Region ITS

Forward (F) 5- TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA

Reverse (R) 5’- TTYRCTRCGTTCTTCATC

Adaptador

Forward (F) 5’- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
Reverse (R) 5- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTRYGTTCTTCATCGDT

3.5.3. Evaluacion de calidad

La evaluacién de la calidad se realizd6 mediante el uso del programa prinseq-lite (33) aplicando los
siguientes parametros (tabla 7):

Tabla 7: Valores de los parametros usados en el paso de evaluacion de calidad.

Parametros Valor
longitud_min 50
trim_qual_right 30
trim_qual_type Mean
trim_qual_window 20

3.5.4. Eliminacién de quimeras, eliminacién de ruido de fondo y unién de secuencias

La eliminacién de quimeras, ruido de fondo y la unidn de secuencias se llevaron a cabo usando el
pipeline DADA2 (34).
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3.6. Analisis bioinformatico
Los datos se obtuvieron utilizando un canal ad-hoc escrito en RStatistics (33), utilizando varias
bibliotecas de cédigo abierto. Los datos se agruparon y estratificaron de acuerdo con el archivo de
metadatos. Todos los calculos y andlisis estadisticos se han realizado dentro de este entorno,
utilizando los paquetes de datos correspondientes. Los datos se analizaron mediante el pipeline giime
1.9.2 (36).

3.6.1. Anotacién taxondémica
Las afiliaciones taxondmicas se han realizado usando el clasificador Naive Bayesan integrado en el
software giime 1.9.2 (36). Las bacterias se han asignado utilizando la base de datos Silva mientras
gue para los hongos la base de datos utilizada fue UNITE (37).

3.6.2. Estudio de la diversidad

Se estudié la diversidad a y B de las muestras. La diversidad a representa la riqueza y abundancia de
especies presentes en una muestra mientras que la diversidad B determina el grado de diversidad de
dos grupos de muestras. Para analizar la diversidad a se calcularon, por una parte, el estimador
CHAOQL1 vy por otra, el indice de Shannon. El primero de ellos hace referencia a cuantas especies hay
realmente en la muestra teniendo en cuenta que la poblacidn presente en la muestra es finita. El
indice de Shannon contempla la riqueza y abundancia de especies en una muestra. Ademas, se
compararon las medias de ambos grupos y se representaron graficamente. Respecto a la diversidad
B se representé en un PCoA, realizado a partir de las asignaciones taxondmicas.

3.6.3. Pruebas estadisticas

Para comprobar si las diferencias entre ambos grupos en cuanto a diversidad, riqueza y abundancia
eran significativas, se realizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon ya que los datos siguen una
distribucién no normal.

4. Resultados

4.1. Microbiologia
En este apartado se presentan los perfiles de microbiota obtenidos, asi como los datos en los que se
han basado. Se han evaluado 4 grupos diferentes entre los que se encuentran lactobacilos,
salmoneloides, bifidobacterias y clostridiales. Ademas, se ha utilizado la prueba estadistica de
Wilcoxon para comparar los promedios de los 4 grupos de microorganismos tanto en ARIS como en
los donantes.

El objetivo final es que el perfil de la microbiota de ARIS sea similar en las proporciones de los grupos
al perfil original de esta manera, ambas microbiotas serian equivalentes y por tanto el proceso de
digestion del simulador serd extrapolable a la poblacidén valenciana. Estos resultados deberan ser
validados también por secuenciacidén para una completa equivalencia.

4.1.1. Donantes
Durante la recogida de las muestras, se hizo un cultivo de los 4 géneros principales mencionados
anteriormente, para saber el estado de la Ml y realizar un perfil de dicha microbiota para poder
compararlo con el perfil del simulador. A continuacidn, se muestra el recuento medio de cada grupo
de microorganismos y su error estandar (tabla 8), asi como el perfil de la microbiota (figura 10),
obtenido a partir de los datos del recuento.
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Tabla 8: Promedio del recuento de cada grupo microbioldgico y su error estandar.

Grupo Lactobacilos = Salmoneloides Bifidobacterias Clostridiales
Promedio donantes 2,34E+07 5,10E+06 3,06E+07 2,51E+08
Error estandar 2,18E+07 3,53E+06 9,87E+06 1,99E+08

Los datos presentados anteriormente se representaron en un grafico de barras para conformar un
perfil de la microbiota original. Este perfil servird como referencia para las futuras comparaciones del
perfil de la microbiota de ARIS que se llevaran a cabo mediante el uso de la prueba de Wilcoxon. En
este caso, es mas interesante comparar las proporciones entre los grupos mas que el nimero de
Unidades Formadoras de Colonias por gramo (UFC/g) debido a que el nimero de UFC/g es distinto
en cada ser humano. Sin embargo, la proporcidn entre los grupos es constante para aquellos que
comparten un perfil de microbiota similar, influenciado entre otros factores, por la dieta, la edad y la
zona geografica de residencia.

En la figura 9, se observa que los dos grupos mds representados son lactobacilos y bifidobacterias
mientras que los grupos clostridiales y salmoneloides son los menos representados. El grupo de
lactobacilos y bifidobacterias pertenecen al filo de Firmicutes y Actinobacterias, respectivamente y
junto al filo de Bacteroidetes y Proteobacterias, son los mas representados en la Ml humana.

Perfil microbiota original

7,00E+07
3,06E+07
6,00E+07

5,00E+07 2,34E+07

4,00E+07

UFC/g

3,00E+07

9,76E+06
2,00E+07
5,10E+06 :l:

1,00E+07 T

0,00E+00
M Lactobacilos Salmoneloides Bifidobacterias Clostridium

Figura 9: Representacion grafica del perfil de la microbiota de los donantes.

4.1.2. ARIS
En este caso los cultivos se hacian de forma regular, por lo que se presentan los resultados del
recuento de los cultivos en tres tiempos diferentes (primer, segundo y tercer recuento), donde cada
uno de ellos se corresponde con un tiempo cronolégico diferente.
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Primer recuento

A continuacién, se reflejan los resultados del primer conteo después de la puesta en marcha inicial,
asi como su representacion grafica (tabla 9 y figura 10). En este caso solo se pudieron evaluar los
microorganismos aerobios ya que aun no se disponia del material necesario para cultivar los
microorganismos anaerobios.

No obstante, se observd el crecimiento de S. tiphymurium en el cultivo del colon transverso en
diluciones muy altas (dilucidn -1). Esto indicaba que la presencia de S. tiphymurium en el biorreactor
era baja.

Tabla 9: Primer recuento de microorganismos del cultivo de las tres secciones de ARIS. El cultivo se hizo dias
después de la puesta en marcha inicial.

Primer recuento

Seccién Lactobacilos Salmoneloides
CA 8,00E+07 7,00E+09

CT 4,00E+08 8,00E+09

(o)) 1,00E+10 7,00E+10
Promedio 3,49E+09 2,83E+10
Error 5,64E+09 3,61E+10
estandar

En la figura 10, se indica que el grupo de los salmoneloides es el mas representado en este cultivo
mientras que el grupo de lactobacilos es el menos representado. Al comparar este perfil con el perfil
de microbiota original (figura 9), se observa que la proporcién entre ambos grupos esta invertida. En
la microbiota original se puede ver que el grupo mas representado es el grupo de lactobacilos
mientras que en ARIS pasa a ser el menos representado.

Perfil microbiota ARIS (Primer recuento)
6,00E+10

2,83E+10

5,00E+10

4,00E+10

3,00E+10

UFC/g

2,00E+10

1,00E+10 3,49E+09
0,00E+00 *

M Lactobacilos ® Salmoneloides

Figura 10: Representacion grafica de los datos del primer recuento.
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Segundo recuento

En la tabla 10 se presentan los resultados del conteo al poco tiempo de poner en marcha a ARIS
después de estar un mes apagado. En este caso, si se pudieron cultivar todos los géneros. Sin
embargo, el recuento de salmoneloides no se pudo llevar a cabo ya que todas las placas estaban
contaminadas con S. tiphymurium lo que imposibilitaba el conteo (ver anexo 3, figura 23). Respecto
al grupo bifidobacteria, se pudieron contar con normalidad, aunque se observé un recuento bajo.
Finalmente, respecto a clostridiales, en el medio TSC aparecieron colonias rojas que se cree que
pertenecen a hongos (ver anexo 3, figura 24) tanto en el colon transverso como en el descendente
mientras que en colon ascendente crecié una colonia de color blanco que también se cree que
pertenece a hongos (ver anexo 3, figura 25). En el colon descendente la contaminacion no permitié
el recuento.

Tabla 10: Segundo recuento de microorganismos del cultivo de las tres secciones de ARIS. CONT indica que no
se pudo hacer el recuento debido a que las placas se contaminaron. ND indica que los datos no estan

Segundo recuento

Seccién Lactobacilos Salmoneloides Bifidobacterias Clostridiales
CA 2,90E+06 CONT 1,50E+08 2,70E+08

CcT 9,00E+06 CONT 2,60E+08 1,70E+09
cb 4,20E+06 CONT 7,00E+07 CONT
Promedio 5 37+06 ND 1,60E+08 9,85E+08
Error

estandar 1,86E+06 ND 5,51E+07 5,84E+08

En la figura 11, se observa que el grupo con mayor crecimiento es el grupo de los clostridiales
superando a lactobacilos y bifidobacterias, contrario a lo que se observa en el perfil de microbiota
original (figura 9). El crecimiento del grupo lactobacilos es inferior al que se observa en la figura 10,
indicando que hay pocos lactobacilos y que habria que buscar la forma de aumentarlos, como se
haria en un humano. Finalmente, se decidid suplementar la dieta de ARIS con un probidtico
comercial. Respecto al grupo de bifidobacterias su crecimiento es bajo, pero no existen datos
anteriores de ARIS con los que se pueda comparar. Sin embargo, si se compara con el perfil de
microbiota original se observa que el crecimiento es aproximadamente igual pero la proporcién entre
los grupos es diferente.

Perfil microbiota ARIS (Segundo recuento)

1,80E+09
1,60E+09 =
1,40E+09
1,20E+09

9,85E+08
1,00E+09

UFC/g

8,00E+08
6,00E+08

4,00E+08 -

R 1,60E+08
' 5,37E+06 L

0,00E+00

M Lactobacilos Bifidobacterias Clostridiales

Figura 11: Representacion grafica de los datos del segundo recuento. Se representan todos los grupos a

excepcidn de Salmoneloides ya que el cultivo se contamind.
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Tercer recuento

Como ya se ha mencionado anteriormente, debido al bajo recuento de los géneros Lactobacillum y
Bifidobacterium, se decidié suplementar la alimentacion de ARIS con un probidtico comercial. Este
probidtico contiene dos especies de bifidobacterias, Bifidobacterium longum y Bifidobacterium
animalis spp.lactis, 3 especies de lactobacilos, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus acidophilus y una especie de lactococos, Lactococcus lactis ssp.lactis.

En la tabla 11 se presentan los resultados del recuento de microorganismos después de la
suplementacién con el probidtico comercial. Debido al gran crecimiento en todas las diluciones
cultivadas, el grupo de las bifidobacterias no se pudo contar.

Tabla 11: Tercer recuento de microorganismos del cultivo de las tres secciones de ARIS. El cultivo se hizo
después de la suplementacidn probidtica. ND indica que los datos no estan disponibles.

Tercer recuento

Seccion Lactobacilos Salmoneloides  Bifidobacterias  Clostridiales
CA 1,60E+09 4,00E+09 ND 2,16E+09

cT 1,40E+09 1,70E+09 ND 2,76E+09
cD 1,40E+10 1,10E+10 ND 1,30E+09
Promedio 5 67F+09 5,57E+09 ND 2,07E+09
Error

estandar 4,17E+09 2,80E+09 ND 4,24E+08

A partir de las observaciones durante el recuento, el grupo con mayor representacién es el de las
bifidobacterias, ya que no se pudieron contar debido a su gran crecimiento. En la figura 12 se observa
gue los grupos de lactobacilos y salmoneloides tienen un crecimiento similar mientras que el grupo
de clostridiales es el menos representado. Estos resultados no son similares a los del perfil de
microbiota original ya que en este ultimo el grupo de lactobacilos estaba mas representado que el
de salmoneloides, cosa que no ocurre en el perfil del tercer recuento.

Perfil microbiota ARIS (Tercer recuento)

1,20E+10

5,67E+09
1,00E+10

5,57E+09
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2,00E+09 T

0,00E+00
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Figura 12: Representacion grafica de los datos del tercer recuento. Se representan todos los grupos excepto
Bifidobacterias ya que no se pudieron obtener datos debido al gran crecimiento de dicho grupo.
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4.1.3. Comparaciones entre los perfiles de microbiota
Como ya se ha mencionado anteriormente, la comparaciéon entre los perfiles de microbiota
pertenecientes a donantes y ARIS se realizé mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon. En esta
prueba se comparan las medianas de ambos grupos para comprobar si las diferencias entre ellas son
significativas, sin asumir que la distribucién de los datos sea normal.

En la tabla 12, se muestran los resultados de dicha prueba y se puede observar que el p-valor para la
mayoria de las comparaciones es inferior al limite de significancia, 0,05. Estos valores indican que las
diferencias entre donantes y ARIS son significativas, apoyando las observaciones derivadas del
analisis visual de los perfiles. Sin embargo, la comparacion del grupo lactobacilos entre donantes y
ARIS (segundo recuento) no da un p-valor significativo. Esto indica que las diferencias en este grupo
de microorganismos no son significativas estadisticamente.

Tabla 12: Resultados de la prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon. Se comparan las medias de cada
grupo de microorganismos (lactobacilos, salmoneloides, bifidobacterias y clostridiales) para las muestras de
donantes y las muestras de MiniARIS, en tres tiempos diferentes (primer, segundo y tercer recuento). Los
valores en negrita indican que estan por debajo de 0,05, valor de significancia.

Comparacion Grupo p-valor
Donantes/ARIS (Primer recuento) Lactobacilos 0,010
Salmoneloides 0,008
Donantes/ARIS (Segundo recuento) Lactobacilos 0,100
Bifidobacterias 0,019
Clostridiales 0,029
Donantes/ARIS (Tercer recuento) Lactobacilos 0,008
Salmoneloides 0,008
Clostridiales 0,008

4.2.Secuenciacion
A partir de los resultados de la secuenciacién de los marcadores 16S ADN e ITS para bacterias y
hongos respectivamente, se realizé una asignacion taxondmica de los microorganismos presentes en
las muestras. Asi mismo, se analizé la diversidad de microorganismos de las muestras mediante el
estudio de la diversidad a y B. Al igual que en los resultados microbioldgicos, se realizé la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para comprobar la significancia de las diferencias entre los dos grupos del
estudio, donantes y ARIS.

4.2.1. Taxonomia
A continuacion, se presentan las relaciones taxondmicas tanto de bacterias como de hongos. En este
trabajo solo se muestran los datos referentes a los taxones filo y género, sin embargo, los datos
referentes a los otros taxones estdn disponibles.

Bacterias (16S ADNTr)

En las figuras 13 y 14 se observa la taxonomia bacteriana para las muestras del estudio a nivel de filo
y a nivel de género, respectivamente. A simple vista, se observan dos grupos claramente
diferenciados, las 4 primeras muestras pertenecen a ARIS y el resto al grupo de donantes. En el grupo
de ARIS se observa que el filo de Proteobacterias esta sobrerrepresentado en comparacion al grupo
de los donantes. Por contra, en este ultimo grupo predomina el filo de Bacteroidetes (figura 13).

En relacidn con la figura 14, se observa que en el grupo de ARIS, solo estan presentes unos pocos
géneros comparado con la gran cantidad de géneros presentes en las muestras del grupo de
donantes.
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La diferencia entre estos dos grupos reside en la diversidad y riqueza de las muestras, de esta manera
la diversidad que tienen las muestras de los donantes es superior a la diversidad de las muestras de
ARIS. Este hecho se ve con mas claridad a nivel de género ya que la diversidad del taxén género es
superior a la diversidad existente en filo. Estas observaciones, al igual que las observaciones
microbioldgicas indican que los dos grupos son diferentes entre ellos.

16S Taxonomia' Filo

Figura 13: Representacion grafica de las asignaciones taxondmicas bacterianas correspondientes al taxén de filo
realizadas mediante el programa giime 1.9.2. Las cuatro primeras columnas corresponden a las muestras procedentes
de ARIS mientras que las demas columnas corresponden a los donantes. NA indica no asignados.
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Figura 14: Representacion grafica de las asignaciones taxondmicas bacterianas correspondientes al taxon de género
realizadas mediante el programa giime 1.9.2. Las cuatro primeras columnas corresponden a las muestras procedentes
de ARIS mientras que las demds columnas corresponden a los donantes. En la leyenda solo se representan los 22 géneros
que cuentan con mas representacién en todas las muestras.



Hongos (ITS)

En las figuras 15 y 16 se observa la taxonomia fungica de las muestras del estudio, a nivel de filoy
género, respectivamente. En el caso de los hongos, la diversidad es mucho menor que la que se
encuentra en bacterias. En la figura 15, no se observa ninguna diferencia entre ambos grupos, como
si ocurria en bacterias. Lo mismo ocurre a nivel de género (figura 16), pero en este caso si se observa
una pequefia diferencia entre ambos grupos, determinada por el género Aspergillus, mas
representado en el grupo de ARIS. La ausencia de diferencias entre los dos grupos del estudio se debe
posiblemente a la baja diversidad presente en ambas muestras.
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Figura 15: Representacion grafica de las asignaciones taxondmicas fungica correspondientes al taxdn de filo
realizadas mediante el programa giime 1.9.2. Las cuatro primeras columnas corresponden a las muestras
procedentes de ARIS mientras que las demas columnas corresponden a los donantes.
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ITS Taxonomia: Género

Ascomycota | NA
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Figura 16: Representacién grafica de las asignaciones taxondmicas flungicas correspondientes al taxon de género
realizadas mediante el programa giime 1.9.2. Las cuatro primeras columnas corresponden a las muestras procedentes
de ARIS mientras que las demas columnas corresponden a los donantes. Ademas, en la leyenda solo se representan los
22 géneros que cuentan con mas representacion en todas las muestras.

4.2.2. Diversidad a: Estimador CHAO1, indice de Shannon y rarefaccion
En este apartado se muestran los datos resultantes del analisis de la diversidad a solo para el taxén
de género. Por una parte, se muestran el valor del estimador CHAO1 y el valor del indice de Shannon
para los grupos de donantes y ARIS, asi como su representacion grafica y el p-valor de la prueba de
Wilcoxon. Por otra parte, se presentan las curvas de rarefaccién para cada muestra en funcién del
grupo al que pertenecen.

Bacterias (16S)

Estimador CHAO1 e Indice de Shannon

Tanto el estimador CHAO1 como el indice de Shannon indican la diversidad que tiene una muestra.
En la tabla 13, se observa que, para ambos parametros, el promedio del grupo de donantes es
superior al promedio del grupo de ARIS indicando que el segundo grupo es menos diverso que el
primero. Ademds, esa diferencia es significativa estadisticamente y estos resultados van en
concordancia con lo que se ha visto en la taxonomia bacteriana, donde se diferencian los dos grupos.

Tabla 13: Resultados del estimador de diversidad CHAO1 y del indice de Shannon para los grupos de donantes y
ARIS en relacion a bacterias. También se presenta el p-valor resultante de la prueba no paramétrica de Wilcoxon.
Los valores en negrita indican que estan por debajo de 0,05, valor de significancia

Indice Grupo Promedio |Prueba Wilcoxon
CHAO1 Donantes 79,33 0,029

ARIS 17,50
Shannon Donantes |2,42 0,045

ARIS 1,68
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En la figura 17 se representan los valores de los dos parametros para cada muestra. Al igual que se
observa en la tabla 13, la representacidn grafica indica que el grupo de ARIS es menos diverso que el
grupo de donantes. En este caso, se observa lo mismo para el estimador CHAO1 y para el indice de
Shannon.

a) 165 CHAO1: Género b) 165 Shannon: Género
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Figura 17: Representacion grafica de los valores de CHAO1 (a) y Shannon (b) para cada muestra y agrupados segun

los grupos del estudio (bacterias).

Rarefaccion

La rarefaccion es una técnica que permite evaluar la riqueza de especies a partir de los resultados del
muestreo para un numero dado de muestras y se basa en la construccién de las llamadas curvas de
rarefaccion. En estas graficas se representa el nimero de especies y el nimero de lecturas por cada
muestra. En general crecen rapidamente al principio, ya que se encuentran las especies mds
comunes, pero se llega a la saturacién cuando o bien no quedan mads especies por muestrear o bien
cuando solo quedan las poco comunes.

En la figura 18 se observa que los donantes tienen mas riqueza que ARIS, en concordancia con los
resultados anteriores. Si bien ambos grupos tienen el mismo nimero de lecturas las muestras del
grupo de ARIS se saturan antes de llegar a los 50 géneros, por lo que su riqueza es baja. También se
ve como la mezcla de las tres muestras (MIX) la mejora, ya que es la linea que mas arriba llega en la
grafica de ARIS. Respecto a los donantes se ve como la mayoria de las muestras superan la barrera
de los 50 géneros y se quedan en poco menos de 100. Al igual que en ARIS la mezcla de las muestras
se traduce en una mejora de la riqueza, llegando hasta los casi 150 géneros.
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Figura 18: Representacion grafica de las curvas de rarefaccién en los grupos de ARIS (a) y donantes (b), en relcidéna
bacterias .

Hongos (ITS)

Estimador CHAO1 e indice de Shannon

En la tabla 14 se presentan los promedios de ambos parametros para hongos. Se puede observar que
contrariamente a lo que ocurre en bacterias, el grupo con mayor promedio es ARIS tanto en CHAO1
como en Shannon. Por lo que la riqueza de ambos grupos en cuanto a hongos es similar y la diferencia
entre ellas no es estadisticamente significativa .

Tabla 14: Resultados del estimador de diversidad CHAO1 y del indice de Shannon para los grupos de donantes y
ARIS en relacion a los hongos. También se presenta el p-valor resultante de la prueba no paramétrica de

Wilcoxon.
indice Grupo Promedio Prueba Wilcoxon
CHAO1 Donantes 9,510 0,120
ARIS 13,750
Shannon Donantes 1,014 0,831
ARIS 1,052

En la figura 19, el estimador CHAO1 determina que el grupo de ARIS es mas rico en hongos que el
grupo de los donantes, mientras que en el indice de Shannon la riqueza de ambos grupos es muy

similar.
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Figura 19: Representacion grafica de los valores de CHAO1 (a) y Shannon (b) para cada muestra 'y
agrupados segun los grupos del estudio con respecto a los hongos.

Rarefaccion

En la figura 20 se observa que ambos grupos tienen tanto un numero de lecturas como una riqueza
similar ya que todas las muestras se saturan antes de llegar a los 20 géneros. Ademas, cabe destacar
que en la mayoria de las muestras solo se han identificado como méximo 10 géneros. Al contrario de
lo que sucedia en bacterias, en el caso de los hongos la mezcla de las muestras de ARIS por una parte
y las muestras de donantes por otra, no mejoran la riqueza, sino que son de las primeras en saturarse.
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Figura 20: Representacion grafica de las curvas de rarefaccion en los grupos de ARIS (a) y donantes (b),
respecto a hongos.
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4.2.3. Diversidad B: Andlisis de componentes principales (PCoA)
En este apartado, se muestra el andlisis de componentes principales (PCoA) en funcidn del género
bacteriano y fungico. El PCoA consiste en la reduccién de la dimensionalidad de los datos de manera
que las multiples variaciones quedan agrupadas en distintos componentes de acuerdo con su
importancia en la interpretacién de la variable observada.

En la figura 21, respecto al PCoA de bacterias se ven dos grupos claramente diferenciados. Por una
parte, se encuentra el grupo de ARIS y por otra el grupo de los donantes, separados por el eje Y. En
el grupo de ARIS aparecen dos muestras pertenecientes al otro grupo. Esto se debe a que las
muestras tienen muy pocas lecturas lo que se traduce en menos géneros identificados y menor
diversidad. Sin embargo, ARIS si que tiene un numero de lecturas aceptable pero la diversidad es muy
baja. Por otro lado, se encuentran las muestras de los donantes que tiene un elevado grado de
diversidad y riqueza, por lo que se agrupan. La formacién de los dos grupos indica que existen
diferencias entre ellas debidas a la riqueza y diversidad de las muestras y confirma las observaciones
anteriores.

Respecto al PCoA de hongos, no se observa la division que si se presentaba en bacterias. En este caso,
las muestras se agrupan formando un Unico grupo, sin embargo, hay dos muestras del grupo de ARIS
gue se diferencian de la demas muestras

a) 16S PCoA: Género b) ITS PCoA: Género
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Figura 21: PCoA del conjunto de datos en funcion del género bacteriano (a) y del género fungico (b).

4.2.4. Pruebas pareadas en funcién de la taxonomia
A continuacidn, se muestran los resultados de las pruebas estadisticas pareadas en funcion de la
taxonomia para los microorganismos con menor p-valor. En este caso como en todos los anteriores,
se ha usado la prueba de Wilcoxon.
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En la tabla 15 se muestran las bacterias que diferencian ambos grupos. Se contempla que el

promedio para los géneros Enterococcus, Lactobacillus, Proteus, Chryseobacterium, Lysinibacillus,

Stenotrophomonas, Pseudomonas, Klebsiella y Bacillus en el grupo de ARIS son superiores al

promedio en el grupo de los donantes debido a que son o bien aerobios o anaerobios facultativos.

Estos resultados son los esperados ya que, segln la taxonomia, el grupo de ARIS era rico en

bacterias capaces de vivir con oxigeno en el ambiente. Por el contrario, los géneros Bacteroides y
Parabacteroides son anaerobios por lo que su promedio es superior en el grupo de los donantes.

En la tabla 16, se muestran los géneros fungicos que diferencian a los dos grupos. En este caso, se
observa que solo hay dos géneros, Malassezia y Aspergillus, en los cuales el promedio del grupo de
los donantes es diferente de 0. De estos dos géneros, solo hay uno, Malassezia, en el que el promedio
superior es el de donantes. Respecto al género Aspergillus, el grupo de ARIS supera en promedio al

otro grupo.

Tabla 15: Resultados de las pruebas pareadas en funcidn de la taxonomia bacteriana. Se presentan los promedios de abundancia de
determinados microorganismos para los grupos de estudio, el p-valor de la prueba de Wilcoxon y la taxonomia asignada.

Promedio Promedio Prueba . - .
. Filo Clase Orden Familia Género
ARIS donantes Wilcoxon
42.962 0.0014 0 Firmicutes, Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus
12.633 3,00E-04 0 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus
210.823 0 0 Proteobacteria Eaag:;':izproteo Enterobacteriales | Enterobacteriaceae | Proteus
h
0.5423 0 2,00E-04 Bacteroidetes | Bacteroidia Flavobacteriales Weeksellaceae ¢ ryse9
bacterium
0.0622 0 2,00E-04 Firmicutes Bacilli Bacillales Planococcaceae Lysinibacillus
104.804 0 2,00E-04 Proteobacteria Gamm.aproteo Xanthomonadales | Xanthomonadaceae Stenotro
bacteria phomonas
105.937 0.0013 7,00E-04 Proteobacteria S:Qerr:izproteo Pseudomonadales | Pseudomonadaceae | Pseudomonas
249.308 28.275 0.0012 Proteobacteria E:\cr?en:izproteo Enterobacteriales | Enterobacteriaceae | Klebsiella
0.0073 0 0.0028 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
0.0901 306.869 0.009 Bacteroidetes | Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides
0.0211 31.305 0.009 Bacteroidetes | Bacteroidia Bacteroidales Tannerellaceae Parabacteroides
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Tabla 16: Resultados de las pruebas pareadas en funcién de la taxonomia fungica. Se presentan los promedios de abundancia de
determinados microorganismos para los grupos de estudio, el p-valor de la prueba de Wilcoxon y la taxonomia asignada de los 16

primeros géneros con el p-valor mas bajo.

Promedio | Promedio | Prueba
ARIS Donantes | Wilcoxon | Filo Clase Orden Familia Género
1,831 0 0 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria
0,373 0 2,00E-04 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Bipolaris
0,563 0 2,00E-04 Basidiomycota | Ustilaginomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae Moesziomyces
65,979 17.064 0,002 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
217,951 572.702 0,024 Basidiomycota | Malasseziomycetes Malasseziales Malasseziaceae Malassezia
0,110 0 0,045 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymosphaeriaceae | Paraconiothyrium
0,041 0 0,045 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Pyrenophora
0,090 0 0,045 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Stemphylium
0,022 0 0,045 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Xerochrysium
0,045 Hypocreales_fam

0,026 0 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Incertae_sedis Trichothecium
0,008 0 s Ascomycota Sordariomycetes Magnaporthales | Magnaporthaceae Magnaporthe
0,070 0 0,045 Basidiomycota | Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Lepista
0,067 0 s Basidiomycota | Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Mycena
0,026 0 0,045 Basidiomycota | Agaricomycetes Cantharellales Tulasnellaceae unidentified
0,162 0 0,045 Basidiomycota | Agaricomycetes Gomphales Lentariaceae Kavinia
0,002 0 0.0451 Mucoromycota | Mucoromycetes Mucorales Rhizopodaceae Rhizopus

5. Discusion

Conocer el estado y la composicién de la microbiota en los biorreactores del simulador es esencial
para que el proceso de digestion se lleve a cabo correctamente y sea equivalente al de un ser
humano. El cultivo microbiolégico de los 4 grupos (lactobacilos, salmoneloides, clostridiales y
bifidobacterias) da una idea aproximada y rapida de lo que ocurre dentro. No obstante, la
secuenciacién de las muestras da datos mas precisos y fiables, ademads de permitir conocer los
hongos que estan presentes.

Hongos

En el caso de los hongos, la diversidad dentro del reino es menor que la diversidad existente en
bacterias. Por este motivo, las diferencias entre los dos grupos no son tan acusadas como en el caso
de las bacterias. Sin embargo, en el caso del taxdn de género se observan mas diferencias que en el
taxon de filo debido, en parte, al aumento de géneros identificados. En el grupo de donantes los
géneros mas representados son Malassezia y Candida, en concordancia con la bibliografia consultada
mientras que en ARIS los mas representados son Aspergillus y Malassezia. Segun la literatura, el
primer género si esta representado en el micobioma, pero en proporciones mas bajas. Sin embargo,
respecto al segundo género ocurre justo lo contrario, ya que segun las referencias deberia estar
representado en una mayor proporcion (7,8).
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Por un lado, las referencias consultadas indican una correlacién negativa entre la representacion del
género Aspergillus y la ingesta de SCFAs. Cabe mencionar que el género Aspergillus crece de manera
natural en los cereales y la dieta de ARIS es rica en cereales, cosa que lleva a pensar que la diferencia
entre ambos grupos podria residir en la dieta, ya que a ARIS se le da siempre la misma mientras que
los seres humanos cambian las comidas cada dia y no siempre comen cereales (6). Por otro lado, se
ha de tener en cuenta la influencia de las interacciones entre el sistema inmune (SI) y la microbiota,
ya que el Sl es el encargado de actuar contra los patégenos. En concreto, Aspergillus provoca
infecciones en pacientes inmunodeprimidos, por lo que la ausencia en ARIS de esas interacciones
puede llevar a un aumento del género, cosa que no ocurre en el caso de los donantes al tener ellos
un Sl completamente funcional (38).

Los indices de diversidad a indican que la riqueza de ambos grupos es similar. Esta observacién se ve
reforzada con los resultados de la diversidad B, ya que las muestras forman un Unico grupo mas o
menos homogéneo.

Todos los resultados son en parte debidos a la baja diversidad de hongos que iguala ambos grupos y
gue permite que no haya una diferencia significativa entre ellos a pesar de que en ARIS haya menos
diversidad. Los resultados de las pruebas pareadas indican que en ARIS los hongos estdn mas
representados que en los donantes. Estos Ultimos resultados apoyan la hipétesis de la pérdida del
ambiente anaerdbico en el simulador ya que los hongos son aerobios y debido a la presencia de
oxigeno en los biorreactores pueden crecer con mas facilidad.

Bacterias

Para tener una visién mas clara de la composicidn aproximada, se generaron perfiles de microbiota,
en este caso 4. En ninguno de los tres perfiles de ARIS se han conseguido datos de los 4 géneros, por
lo que las comparaciones no estan completas. Aun asi, los resultados muestran perfiles totalmente
diferentes entre ellos. Sin embargo, la vision global del perfil es lo que mas informacidn proporciona,
ya que el nimero de UFC/g es muy variable entre individuos, pero la proporcion de cada grupo
respecto a los demads se mantiene mas o menos estable. En el original, de los grupos estudiados los
mas representados son lactobacilos y bifidobacterias en concordancia con la bibliografia consultada
(39,40) mientras que en los perfiles de ARIS solo hay un recuento en el que estos dos grupos son los
mas representados (tercer recuento). Por otra parte, hay una comparacién del grupo de lactobacilos
(donantes/segundo recuento) que no da un p-valor por debajo del valor de significacion, pero al
analizar las proporciones globales, se ve que el perfil es diferente. Finalmente, no se logré la
equivalencia entre ambos perfiles, debido a los problemas e incidentes ocurridos con el simulador.

La composicion de una microbiota sana se define por la presencia de 4 filos principales: Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacterias y Actinobacterias (2,14). En las muestras de donantes si se han
encontrado todos estos filos, siendo los mas representados Firmicutes y Bacteroidetes por lo que la
composicion se ajusta a la mencionada en las referencias consultadas. Sin embargo, las muestras de
ARIS no se ajustan a esta composicién ya que el filo Actinobacterias no estd representado y el mas
abundante es Proteobacterias. Estas mismas observaciones se trasladan al taxdn de género, siendo
los géneros mas representados Klebsiella (Proteobacterias) y Bacteroides (Bacteroidetes) para el
grupo de ARIS y donantes, respectivamente. Segun la bibliografia consultada el género Bacteroides
es de los mas frecuentes mientras que el género Klebsiella no pertenece a este grupo. De esta
manera, los resultados del grupo de donantes concuerdan con la literatura respecto a la abundancia
del género (40,41). Sin embargo, el hecho de que el género mas abundante en ARIS sea Klebsiella
demuestra que no se ha conseguido simular completamente la microbiota de los donantes,
representativa de la poblacidn valenciana.
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Los resultados obtenidos tanto del estudio de taxonomia como del estudio diversidades ay 8 indican
gue ARIS tiene menos riqueza y diversidad que los donantes debido a los problemas e incidentes
ocurridos con el simulador que se detallan en el anexo 3.

El problema mas importante es la pérdida del ambiente anaerdbio derivado de la entrada de aire ya
que al comprobar los microorganismos presentes en los biorreactores, los anaerobios se
encontraban en muy bajas proporciones. Los resultados de las pruebas pareadas dan apoyo a esta
hipdtesis ya que se observa que el promedio de los microorganismos anaerobios facultativos o
aerobios es superior en ARIS que en el grupo de donantes, mientras que el promedio de los
microorganismos anaerobios es mayor en el grupo de donantes. De la misma manera, los resultados
del andlisis de ITS dan apoyo a esta hipétesis, al ser superior la representacion de hongos en ARIS.

El principal problema del estudio ha sido el mal funcionamiento del simulador teniendo en cuenta,
en primer lugar, que se ha tenido que montar por primera vez en nuestro laboratorio y que es un
prototipo. Sin duda, el mayor problema fue el agravamiento de la pérdida del ambiente anaerdbico
causada por el mal sellado de los tapones y el manejo diario del simulador. Entre los problemas que
agravaron la pérdida de ambiente se encuentra el mal funcionamiento a la hora de adquirir los datos
de lectura de pH, que provocé que se tuviera que medir el pH de forma manual extrayendo muestras
y aumentando asi el manejo diario necesario y la entrada de aire. Ademas, las jeringas se salian de
las gomas, por lo que también aumentaba la entrada de aire.

Cabe mencionar que todos los problemas que se han dado en este simulador localizado en Valéncia
no han ocurrido en los simuladores localizados en el CIATEJ (México), cosa sorprendente teniendo
en cuenta que se disefiaron y fabricaron en el mismo sitio y por las mismas personas. Este hecho lleva
a pensar que debe haber algunas diferencias entre Guadalajara y Valéencia que afectan al prototipo.
La primera diferencia estad relacionada con la localizacidon geografica de ambas ciudades, pues
mientras que Guadalajara se encuentra a una altitud de 1500 metros sobre el nivel del mar, Valéncia
se encuentra a 15 m. A nivel del mar la presidon atmosférica es mayor que a grandes alturas, lo que
provoca que la presurizacién de los biorreactores se dé con mas facilidad en Valéncia. Como el
sistema esta presurizado y no hay un sistema de purga, al introducir liquido aumenta la presién
interna del biorreactor y la goma no genera la suficiente fuerza de friccién para mantener la jeringa
en su sitio y esta se sale, provocando la pérdida del ambiente. En segundo lugar, la corriente eléctrica
de ambos paises es diferente, mientras que en México llega con una frecuencia de 60 Hz en Espafia
lo hace con una de 50 Hz, respectivamente. Como la fabricacion del prototipo se realizé en América,
se cree que el cambio de frecuencia ha afectado a los componentes eléctricos. Por otro lado, los picos
de sobretensidn afectan a los microcontroladores Arduinos, ya que son muy sensibles a ellos y debido
a esto se producen fallos en los componentes eléctricos del simulador. A esta problematica, hay que
sumarle los cortes de luz programados del centro que también provocan picos de tensién
interfiriendo en el normal funcionamiento de los componentes.

6. Conclusion

En conclusién, no se ha podido obtener microbiota equivalente entre la poblacién valenciana y el
simulador a causa de diferentes factores, ya desentrafiados. No obstante esto, se ha obtenido una
microbiota con un perfil muy diferente que por sus problemas podria ser equivalente a la de una
persona que, por ejemplo, ha pasado por un tratamiento agresivo contra la misma, como la
guimioterapia. Sin embargo, se necesitan mas estudios que den apoyo a esta hipdtesis.
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Aungque los resultados no han sido los esperados, se ha dado un gran paso hacia la aplicacién de este
simulador en Espafia ya que se ha conseguido hacerlo funcionar correctamente durante un
determinado periodo de tiempo y establecer las condiciones de operacién y manejo. Ademas, se ha
conseguido mantener la representacién de 3 de los 4 filos mas representados en la Ml humana, por
lo que el diseiio experimental es correcto. En este caso lo que ha fallado es el disefio del prototipo
en si, ya que se menosprecio, fundamentalmente, la influencia que podria tener la corriente eléctrica
en el funcionamiento de ARIS.
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8.1. Anexo 1: Protocolo de recogida y procesado de muestras de heces
Protocolo recogida de muestras

Kit para la recogida de muestras ) )

a c
a) 2 tubos con medio estabilizador
b) 1 tubo con sales

c) Gel refrigerante

La muestra debe ser tomada en la primera evacuacién del dia con la ayuda de un objeto desechable
para evitar el contacto entre el agua del WCy la muestra.

1. De la muestra obtenida se coge una porcién con el palito incluido en el tubo y se coloca
tanto en el tubo a como en el tubo b.

2. Unavez el tubo b contiene una porcién de la muestra se introduce en el tubo cy se afiaden
sales y agua para imitar el ambiente anaerébico. Cerrar rapidamente el tubo c al introducir
el agua para que la reaccion sea lo mas eficaz posible.

3. Introducir ambos tubos en la nevera con el gel refrigerante, que debe ser congelado horas
antes de la toma de muestra.

Protocolo procesado de muestras

1. Mezclar los tubos a y b (b se encuentra dentro de c) en un tercer tubo.
2. Pesar los tubos y centrifugarlos durante 10 minutos a 3000 rpm.
3. Recoger el sobrenadante y traspasarlo a 3 eppendorf diferentes.

NS
U => [ Estabilizacion en MiniARIS }

& 4 Cultivo inicial de los 4 grupos
'=> estudiados (Lactobacilos,
Salmoneloides, Bifidobacterias y
Clostridiales).

\ J

Y s A
U |:> Preservacion en congelador (-4 °C)
_ Y,
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8.2. Anexo 2: Cuestionario sobre los habitos alimentarios

Cuestionario de recordatorio de 24 horas

TIEMPO DE ALIMENTO, CANTIDAD E INGREDIENTES
COMIDAY
HORA

DESAYUNO

ALMUERZO

COMIDA

MERIENDA

CENA
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Cuestionario de frecuencia de consumo

ALIMENTO Diario Semanal Quincenal Mensual Ocasional No

A.- Leche descremada o yogur descremado

B.- Leche semidescremada o yogur

C.- Leche entera o yogur natural

D.- Leche con chocolate o vainilla o leche malteada

A.- Pechuga de pollo sin piel

Atdn en agua

Queso cottage

Ternera.

B.- Muslo o pierna, higado de pollo.
Barbacoa (maciza)

Carne de cerdo sin grasa.

Pescado

Queso panela

Embutidos de pavo

Res magra (cuete, filete, falda, aguaydn)
C.- Pollo con piel

Queso caxaca

Huevo entero

D.-Mariscos

Embutidos de cerdo

Queso fuertes

Cortes de carne con grasa (arrachera, cortes tipo
americano comao: rib eye, t bone, etc)

Agua preparada de sabor
Polvo para beber de sabor
Azucar

Cajeta

Mermmelada

Miel

Caramelo

Chicle

Chocolate en polvo
Gelatina

Nieve de frutas

Helados de crema

Jugos industrializados
Refrescos

Salsa catsup

Sustituto de azucar (Canderel/Aspartame, Splenda
Polvo para bebida (Clight)
Refresco de dieta
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ALIMENTO Diarioc Semanal Quincenal Mensual Ocasional No

A.- Leche descremada o yogur descremado

B.- Leche semidescremada o yogur

C.- Leche entera o yogur natural

D.- Leche con chocolate o vainilla o leche malteada

A.- Pechuga de pollo sin piel

Atln en agua

Queso cottage

Ternera.

B.- Muslo o pierna, higado de pollo.
Barbacoa (maciza)

Carne de cerdo sin grasa.

Pescado

Queso panela

Embutidos de pavo

Res magra (cuete, filete, falda, aguaydn)
C.- Pollo con piel

Queso paxaca

Huevo entero

D.-Mariscos

Embutidos de cerdo

Queso fuertes

Cortes de carne con grasa (arrachera, cortes fipo
americano como: rib eye, t bone, etc)

Cereales sin grasa:

Arroz al vapor

Cereal industrializado
Elote

Papa

Pastas cocidas

Galletas Marias o saladas
Palomitas naturales

Pan de centeno

Pan de caja: Pan integral
Pan de caja: Pan blanco
Tortilla de maiz

Tortilla de harina

Cereales con grasa:

Arroz a la mexicana

Pasta preparada (con crema, mantequilla, margarina, aceite)
Pan dulce

Hot cakes o waffles

Frituras

Tamal

Pastelillos industrializados

Verduras: crudas/ ensaladas/ cocidas/ precocidos
Verduras enlatadas

Jugo de verduras (V8, Licuado de nopal)

Sopa caldosa

Sopa de crema
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ALIMENTO

Semanal Quincenal Mensual Ocasional No

Frutas crudas

Frutas congeladas/ enlatadas

Jugo de frutas natural

Frijol, alubia, habas, lentejas, soya, garbanzo

Acidos grasos saturados:

Mantequilla

Manteca

Chicharréon

Sustituto de crema

Chorizo

Tocino

Crema

Mayonesa

Aderezo cremoso para ensaladas

Chocolates

Acidos grasos polinsaturados:

Aceites de maiz

Ajonjoli girasol

Vinagreta

Acidos grasos monoinsaturados:

Oleaginosas

Aceite de oliva

Aceite canola

Aguacate

Acidos grasos trans:

Margarina
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8.3.  Anexo 3: Problemas enfrentados durante el proceso de puesta a punto
Problemas técnicos

En primer lugar, al inicio hubo un fallo de programacidn que provocd que una placa térmica calentara
por encima de la temperatura de trabajo (37 2C), de manera incontrolada.

En segundo lugar, los expertos se fijaron en el ruido anormal del motor que regula la agitacién, por
lo que se tuvo que cambiar. Lo mismo ocurrié meses después con otro motor perteneciente a otra
seccion del simulador.

En tercer lugar, al encender el simulador después de un mes apagado, se observé que las pantallas
LED no daban unas lecturas de pH precisas y estables si no que en su lugar aparecian letras. El
problema radicaba en que la velocidad de adquisicién de datos era superior a la capacidad de
procesado del microcontrolador Arduino, por lo que se modificé el cddigo de programacion.

En cuarto lugar, una de las pantallas LED dejo de funcionar; sin embargo, al reiniciar el simulador
volvio a funcionar con normalidad.

En quinto lugar, debido a las diferencias de presidn internas y externas en los biorreactores, las
jeringas se salian de las gomas, provocando la entrada de aire y la pérdida del ambiente anaerdbico.

En sexto lugar, una de las placas calefactoras no aumentaba la temperatura, por lo que se tuvo que
analizar cual era el componente que fallaba, ya que podria ser el emisor (Arduino), el transmisor
(cables) o el receptor (placa térmica). Al principio se creyo que era la placa térmica (receptor) la que
fallaba y se cambié. No obstante, al cambiar el componente eléctrico, la placa calefactora pasé de no
aumentar la temperatura a aumentarla sin control y la pantalla LED mencionada anteriormente,
volvié a mostrar el mismo tipo de problemas. En vista de estos acontecimientos, se decidié medir la
corriente eléctrica que pasaba por la placa dando como resultado una corriente dentro de rango.
Después se analizé el Arduino (emisor) y se observd que la corriente eléctrica que pasaba por el
componente no llegaba al rango adecuado, por lo que el problema era que el Arduino no transmitia
la seiial correctamente. Estos dos Ultimos problemas técnicos se cree que fueron provocados por la
desestimacion de la influencia del cambio de corriente eléctrica entre México y Espafa y por un
apagoén programado que interfirieron en la corriente eléctrica de MiniARIS. Hasta la fecha, no se ha
conseguido solucionar estos ultimos problemas.

Finalmente, y debido a los componentes del alimento, las gomas de las bombas peristalticas que
conectan los biorreactores se pegaban entre ellas impidiendo el paso del contenido de los
biorreactores. En estos casos, el transvase se hacia de forma manual mediante jeringas y se
despegaban las gomas también de forma manual, aumentando el manejo diario y la pérdida del
ambiente anaerdbico.

Problemas microbiolégicos

Ademas de los problemas técnicos derivados de trabajar con una maquina prototipo, durante el
proceso también se enfrentaron problemas de tipo microbiolégico.

En primer lugar y el problema principal fue la pérdida del ambiente anaerdbico por la entrada de aire.
La entrada de aire se debid principalmente al mal sellado de los tapones del biorreactor y al manejo
diario del simulador (toma de muestras, ajuste de pH, transvase manual, cambios de gomas). Este
problema se agravé durante el periodo en el que las lecturas de pH no eran estables ya que para
ajustar el rango de pH se tomaban muestras y se median en un potenciémetro aumentando asi las
probabilidades de que entrara aire.
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El aire fue el causante de que el recuento de microorganismos anaerobios fuera bajo y para
solucionar este problema, se compraron unos tapones especiales que se cierran herméticamente
evitando la entrada de aire. A partir de ese momento, el ambiente anaerdbico mejoré y se mantuvo
en unos niveles aceptables.

En segundo lugar, se notificd el crecimiento de hongos en diferentes secciones del simulador, cosa
que indica, por una parte, una infeccion por hongos y, por otra parte, una pérdida del ambiente
anaerdbico ya que los hongos crecen en presencia de oxigeno (figura 22). Para solucionar la infeccién,
se tomaron dos medidas diferentes, la primera de ellas consistia en administrar una dosis de un
farmaco antifingico mientras que la segunda pasaba por recuperar el ambiente anaerdbico
eliminado el oxigeno mediante una reaccidn quimica.

En tercer lugar, se observd el crecimiento de S. tiphymurium en el medio LIA (figura 23) de todas las
secciones, indicando una infeccién. Para controlar esta infeccion y aumentar la poblacién anaerdbica,
se decididé administrar a MiniARIS un probidtico que contenia bifidobacterias y lactobacilos.

En cuarto lugar, en el medio TSC usado para cultivar el grupo de clostridiales, aparecieron colonias
rojas que se cree que pertenecen a hongos (figura 24) tanto en el colon transverso como en el
descendente mientras que en colon ascendente crecié una colonia de color blanco que también se
cree que pertenece a hongos (figura 25).

Finalmente, se observé el crecimiento de Clostridium perfringens (medio TSC) en la seccién del colon
ascendente (figura 26); no obstante, en cultivos posteriores su presencia ya no era notable. Con la
pérdida del ambiente anaerdbico y las infecciones microbianas, se decidié suplementar la microbiota
de MiniARIS con nueva microbiota estabilizada de donantes, quienes cumplen los criterios de
inclusion.

Figura 22: Imagen de la seccion de deshechos,
donde crecié un hongo filamentoso.

Figura 23: Imagen de los cultivos del medio
LIA para todas las secciones del simulador
(CA: colon ascendente; CT: colon transeverso;
CD: colon descendente) (diluciones de -1 a -
7). El viraje de color del medio indica la
presencia de S.tiphymurium.
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Figura 24: Imagen de los cultivos del medio TSC para
las secciones del simulador del colon transverso y
del colon descendente (diluciones -1y -2). Las
colonias de color rojo se han asignado a hongos e
indican una posible contaminacidn.
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Figura 25: Imagen de los cultivos del medio TSC para
la seccion del colon ascendente (dilucion -5). La
colonia de color blanco se ha asignado a hongos e
indican una posible contaminacion.

T T2

Figura 26: Imagen del cultivo del medio TSC para la
seccién del colon ascendente. El color negro de las
colonias en este medio indica que pertenecen a
C.perfringens.



