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Prefacio

Este trabajo de fin de grado (TFG) lo he realizado en el grupo de investigacion
en Diabetes y alteraciones metabdlicas asociadas (DIAMET)

(https://www.diamet.org/), codirigido por la Dra. Sonia Fernandez Veledo y el Dr.

Joan J. Vendrell Ortega y formado por investigadores tanto basicos como clinicos. El
grupo pertenece al Instituto de Investigacion Sanitaria Pere Virgili (IISPV) y al
Hospital Universitario de Tarragona Joan XXIII, esta integrado en la red nacional
para el estudio de la diabetes (CIBERdem), perteneciente al Instituto de Salud
Carlos lll. Se trata de un grupo reconocido como “grupo consolidado” por la “Agéncia
de Gestié d’Ajuts Universitaris i de Recerca” (AGAUR) de la Generalitat de
Catalunya desde 2009, el cual acumula gran experiencia en la formacién de
estudiantes de pregrado, postgrado y postdoctorales, tanto en ciencias basicas

como clinicas

Como su nombre indica el grupo se centra en el estudio de los desordenes
metabdlicos asociados a la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la morbilidad de la
obesidad. La hipdtesis central del grupo se basa en la disfuncion del tejido adiposo
como un componente clave en el desarrollo de trastornos metabdlicos asociados a la
obesidad y no solo como una consecuencia de estas patologias. Actualmente, el
grupo se centra en el estudio del papel del succinato en la obesidad y la DM2. El
succinato es un metabolito intermediario del ciclo de Krebs que participa en varias
vias metabdlicas intracelulares. En determinadas situaciones de estrés metabdlico
como la obesidad y la DM2, los niveles de succinato circulante en sangre
provenientes de su acumulacion intracelular pueden incrementarse y realizar, a su
vez, funciones de sefializacion extracelular a nivel sistémico a través de la activacion
de su receptor especifico (SUCNR1). En este sentido, el grupo Diamet ha publicado
recientemente un estudio en el que se resalta la importancia de la activacion en
SUCNR1 en fendmenos tales como la inflamacion y la respuesta inmune’. Otro de
los puntos en los que el grupo enfoca sus investigaciones es el de localizar las
posibles fuentes de succinato. En concreto, ha identificado a la microbiota bacteriana
presente en el intestiho como un posible componente regulador de las

concentraciones de succinato circulante, ya que han observado una asociacion
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entre la relacién de especies bacterianas productoras-consumidoras de succinato y
sus niveles en sangre en la obesidad?. El objetivo de mi trabajo es establecer una
metodologia en el tratamiento de muestras que permita aplicar un método
fluorimétrico para la determinacion de succinato en medios de cultivo.
Posteriormente, se aplicara dicho protocolo para determinar el posible consumo o
produccion de succinato por parte de determinadas especies bacterianas presentes

en la microbiota humana.
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Resumen

El succinato es un metabolito del ciclo de Krebs que esta implicado en la sintesis del
ATP y puede actuar como un sensor del estado metabdlico. Niveles altos de
succinato se han observado en la obesidad y la diabetes. La obesidad se ha
asociado con una disbiosis intestinal. La microbiota se ha propuesto como un posible
origen del succinato circulante. El objetivo de este trabajo es caracterizar las
bacterias O.laneus, C.leptum y P.xylaniphila como productoras o consumidoras de
succinato y establecer una metodologia de determinacién de succinato en los
medios de cultivo por fluorometria. También se han estudiado las bacterias
A.acidipropionici, P.copriy C.butyricum de las que se conoce que son consumidoras
o productoras. La metodologia utilizada fue eficiente a la hora de determinar la
concentracion de succinato en los medios de cultivo y se caracterizé O.laneus como

productora de succinato. C.leptum y P.xylaniphila no fueron catalogadas.
Resum

El succinat és un metabolit del cicle de Krebs que esta implicat en la sintesi de
I'ATP i pot actuar com un sensor de I'estat metabolic. Nivells alts de succinat s'han
observat en [l'obesitat i la diabetis. L'obesitat s'ha associat amb
una disbiosi intestinal. La microbiota s'ha proposat com un possible origen
del succinato circulant. L'objectiu d'aquest treball és caracteritzar els bacteris
O.laneus, C.leptumi P.xylaniphila com a productors o consumidors de succinat i
establir una metodologia de determinacié de succinat en els medis de cultiu
per fluorometria. També s'han estudiat els bacteris A.acidipropionici, P.coprii
C.butyricum els quals s6n coneguts com consumidors o productors. La metodologia
utilitzada va ser eficient a I'nora de determinar la concentracié de succinat en
els medis de cultiu i es va caracteritzar O.laneus com a productor de succinat.

C.leptum i P.xylaniphila no van ser catalogats.
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Abstract

Succinate is a metabolite of the Krebs cycle that is involved in the synthesis of ATP
and can act as a sensor of the metabolic state. High levels of succinate have been
observed in obesity and diabetes. Obesity has been associated with intestinal
dysbiosis. The microbiota has been proposed as a possible source of blood
succinate. The aims of this work are to define O.laneus, C.leptum and P.xylaniphila
bacteria as producers or consumers of succinate and establish a methodology in
order to determine the culture media by fluorometry. A.acidipropionici, P.copri and
C.butyricum, examples of consumer or producer of succinate were used as controls.
The methodology performed was efficient in determining the concentration of
succinate in the culture media and O.laneus was characterized as a succinate

producer. C. leptum and P.xylaniphila were not characterized.



UNIVERSITAT
- ROVIRA 1 VIRGILI

Introduccion

1. Enfermedades Metabélicas

1.1. Obesidad

La obesidad es una enfermedad producida por la acumulacion excesiva de
grasa, independientemente de cual sea su localizacion®. Es uno de los principales
problemas de la sociedad actual ya que segun la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) en 2016 el 39% de las personas adultas del mundo sufrian de sobrepeso y el

13% eran obesas?.

La obesidad se caracteriza por una desregulacién hormonal y metabdlica, cuya
etiologia y fisiopatologia todavia no estd bien establecida. Sabemos que el peso
corporal esta determinado por la interaccion de factores genéticos, fisioldgicos,
psicosociales y ambientales que afectan a la disponibilidad de los alimentos y al
gasto energético. Cuando una ingesta caldrica es excesiva y no se compensa con
un incremento del gasto energético, el exceso de energia se acumula en forma de

deposito de grasa“.
1.2. Diabetes Mellitus

La diabetes es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por un aumento
de los niveles de glucosa en sangre debido a que el pancreas no produce insulina
suficiente y/o esta no se utiliza de forma eficaz®. La insulina es una hormona
producida por las células beta pancreaticas y es responsable de facilitar la utilizacion
de la glucosa por las células del organismo y por lo tanto de regular los niveles de
glucemia en sangre. La hiperglucemia se produce como consecuencia una falta de
accion de la insulina para utilizar la glucosa de forma adecuada, se acompafia de
complicaciones a corto y largo plazo. De forma paralela a la obesidad, la prevalencia
de la diabetes se ha incrementado en los ultimos afios, y segun la OMS en 2014 el
8,5% de los adultos sufrian esta enfermedad®. Existen dos tipos principales de
diabetes, la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2. La diabetes de tipo 1 es aquella en la
que existe un déficit absoluto de secrecion de insulina, en cambio, en la diabetes tipo

2 existe una dificultad para la accion de la insulina (resistencia a la insulina) y la
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cantidad de insulina producida por el pancreas es insuficiente para compensar la

resistencia.

2. Microbiota

2.1. Microbiota intestinal

Las bacterias son microorganismos procariotas que existen en la tierra desde
hace mas de 3500 millones de afos y son los organismos mas abundantes del
planeta. Tienen una gran capacidad de adaptacion, siendo capaces de colonizar
cualquier habitat. Fueron descubiertas por Anton van Leeuwenhoek en la década de
1670, pero no fue hasta el siglo XIX cuando fueron relacionadas con enfermedades.
En el cuerpo humano residen una gran cantidad de bacterias en la piel y sobre todo
en el tracto digestivo. El conjunto de bacterias que residen en el intestino del cuerpo
humano se denomina microbiota intestinal. En el tubo digestivo reside un ecosistema
bacteriano complejo formado por hasta unos 100 trillones de microorganismo que
conforman esta flora, donde conviven aproximadamente 2000 especies de bacterias
distintas, de las cuales solo 100 pueden llegar a ser perjudiciales. El colon es el
organo con una mayor cantidad de bacterias, cuenta con el 99% de bacterias donde
la mayoria son anaerobias. ElI microbioma intestinal no solo estd formado por
bacterias, también virus, y hongos se hallan presentes y todos establecen una

relacion simbiotica con el huésped’.

Los filos de bacterias predominantes en el intestino humano segun el Human
Microbiome Project Consortium publicado en 2012 son Bacterioidetes, Firmicutes y
Actinobacteria/Proteobacteria®. Las funciones mas importantes de la flora son por un
lado nutricionales y metabdlicas, ya que son capaces de digerir y fermentar
polisacaridos complejos y facilitar la biodisponibilidad de vitaminas®'° y por otro lado,
ejercen una funcién protectora, ya que regulan la activacion del sistema inmune'-12,
Por este motivo, la vuelven indispensable para el huésped, siempre y cuando reciba
los nutrientes y condiciones oOptimas para su desarrollo adecuado. Mientras se
mantenga este equilibrio la flora crea una barrera protectora libre de patdégenos e
impide el desarrollo de patologias gastrointestinales, pero este equilibrio puede

verse modificado por el estrés, el consumo excesivo de antiinflamatorios, laxantes, la
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quimioterapia o la administracion de antibiéticos que provocan una disminucion
considerable de las poblaciones dominantes, facilitando la proliferaciéon de

patdgenos (citas).

2.2. Microbiota, y enfermedades metabdlicas

La microbiota es un nuevo factor implicado en la obesidad y la diabetes'®'. Se
han propuesto distintos mecanismos por los que la microbiota intestinal podria estar
implicada en el metabolismo energético, inmune y en la regulacién de la resistencia
a la insulina y la saciedad’'6, El microbioma intestinal es capaz de extraer energia
de nutrientes no digeribles mediante la fermentacién de fibra dietética y produciendo
acidos grasos de cadena corta'. Los acidos grasos de cadena corta producidos por
las bacterias son propionato, acetato y butirato, que son sustrato para el epitelio del
colon, el higado y tejidos periféricos, pero también son moléculas de sefalizacion
que afectan al metabolismo del huésped y son capaces de ejercer funciones

reguladoras, modulando la inflamacion™®.

Otros metabolitos relacionados con la microbiota intestinal, como el 6xido de
trimetil-aminia y sus precursores, colina y L-carnitina también se han asociado a
arterosclerosis'®, resistencia a la insulina, adiposidad y distribucion de la grasa, y se

han postulado como marcadores de respuesta al tratamiento de la obesidad™®.

Se ha observado una alteracion en la composicion de la microbiota en humanos
adultos obesos'™, e incluso se han descrito cambios en grupos especificos de
determinadas bacterias, observandose una abundancia relativa de Firmicutes y una
disminucion de Bacteroidetes?®. Sin embargo estos hallazgos no han sido
reproducidos en otros estudios’®, y se postula que estas diferencias podrian estar
relacionadas con la distinta metodologia utilizada en la identificacion bacteriana.
Estos estudios destacan, la necesidad de identificar las bacterias a nivel de especie
y evaluar las distintas funciones metabdlicas e inmunoldgicas en las que estan
implicadas'®. En la obesidad y en la diabetes tipo 2 también se ha observado una
disminucién de la diversidad bacteriana y un disminucion del recuento de genes

bacterianos?'.En concreto en la diabetes tipo 2 se observa una disminucion de la
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abundancia de bacterias productoras de butirato, un incremento de patégenos
oportunistas asi como un aumento de las funciones reductoras de sulfatos y

resistencia al estrés oxidativo?".

3. Succinato

3.1. Descripcion y funcién

El succinato, un intermediario del ciclo de los acidos tricarborxilicos,es un acido
dicarboxilico formado por cuatro carbonos. Se forma a partir de la conversion del
succinil Coenzima A, y posteriormente es oxidado a fumarato por accion de la
succinato deshidrogenasa (SDH) del complejo 2 de la cadena de transporte de
electrones. Por lo tanto, es una molécula a implicada en la sintesis de ATP, y puede
actuar como un sensor del estado metabolico??. A su vez, el succinato también se
puede generar a partir de otros metabolitos, como el 4cido gamma butirico (GABA) y

del “shunt” del glioxalato que es una via que converge en el ciclo de Krebs.

En situaciones de hipoxia, el succinato se acumula en las mitocondria como
resultado de la una inversion de la actividad de la SDH y de la inhibiciéon de la
cadena respiratoria?3. Las cantidades anormalmente elevadas de succinato libre son
transportadas al citosol de la célula mediante un translocador de acidos
tricarboxilicos situado en la parte interna de la mitocondria y del canal dependiente
del voltaje de aniones en la membrana externa de ésta. Los niveles altos de
succinato en el citosol son un buen marcador de hipoxia celular. Ademas, el
succinato también se acumula en tejidos extracelulares en condiciones de

inflamacion y de estrés?.

10
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Figura 1. Vias implicadas en la produccién de succinato en las células y en

la microbiota. A. La cadena de los acidos tricarboxilicos (TAC) en la que el succinato se produce

como un metabolito intermediario resultado de la conversion del succinil-CoA, y que después es
oxidado a fumarato por accion de la SDH. También puede producirse a partir del semialdehido
succinico (SSA) a través de la via del acido gamma amino butirico (GABA) y de la via del glioxilato a
partir del isocitrato. B. En la fermentacion microbiana, el succinato se forma por la inversion parcial
de las reacciones del ciclo TCA. El piruvato es carboxilado para formar acetato, que es reducido a

malato, fumarato y succinato. El succinato es entonces decarboxilado a propionato.

3.2. Succinato en obesidad y diabetes

Se han detectado niveles altos de succinato en pacientes obesos, con
enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus tipo 2225. En este tipo de
situaciones el succinato extracelular, se cree, que sefaliza a través del receptor
SUCNR1. A través de la union a este receptor, se ha descrito una accién
antilipolitica del succinato, con una inhibicion de la liberacion de acidos grasos de los

adipocitos?6-27.
3.3. Succinato y Microbiota intestinal.

Las bacterias de la microbiota intestinal son capaces de producir succinato
mediante la fermentacién anaerdbica de la fibra dietética en el tubo digestivo, la cual
es capaz de estimular la gluconeogénesis intestinal, regular la homeostasis
energética y regular el apetito?®. En condiciones normales las concentraciones de

succinato en la luz intestinal no suelen ser altas, ya que es rapidamente convertido a

11



UNIVERSITAT
- ROVIRA 1 VIRGILI

propionato. Pero en situaciones de disbiosis intestinal, en las que se rompe el
equilibrio normal de la fermentacién, se produce una acumulacién de succinato en la
luz intestinal, el cual puede ser absorbido y/o actuar localmente de forma autocrina y
paracrina. Un trabajo reciente del grupo ha descrito una asociacién entre los niveles
circulantes de succinato, la obesidad y los cambios en el patréon de la flora
microbiana intestinal?, lo que sugiere que el succinato producido a nivel intestinal es

determinante de las concentraciones plasmaticas circulantes?.

Las bacterias preferentemente productoras de succinato en el intestino de los
mamiferos son las que pertenecen al filo de Bacteroidetes, pero también algunas

familias del filo Firmicutes son importantes productoras?%2°. Ver tabla 1.

Tabla 1. Principales Bacterias productoras de succinato como precursor de

propionato o como metabolito final*.

Filo Familia Especies

Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides uniformis

Bacteroides vulgatus

Prevotellaceae Prevotella copri*
Rikenellaceae Alistipes putredinis
Firmicutes Veillonellaceae Dialister invisus

Dialister succinatiphilus

Acidaminococcaceae Phascolarctobacterium
succinatutens
Verrucomicrobia Verrucomicrobiaceae Akkermansia muciniphila
Actinobacteria Ruminococcaceae Ruminococcus
flavefaciens™

(modificada de Louis P and Flint HJ30)

Por otro lado, también se han descrito bacterias preferentemente consumidoras

de succinato, como las de la familia Odoribacteraceae y Clostridaceag?2°3"

Recientemente, se han descrito nuevas especies de bacterias presentes en la
microbiota fecal que han sido implicadas en el metabolismo del succinato, pero que

no se conoce bien su actividad. Entre ellas se encuentran Odoribacter laneus®32,

12



UNIVERSITAT
- ROVIRA 1 VIRGILI

Clostridium leptum y la Paraprevotella xylaniphila®334, las dos primeras del género
Odoribacter y Clostridium, considerados como consumidores de succinato y cuya
elevada presencia en la microbiota intestinal se ha asociado en diferentes estudios
a un menor riesgo de enfermedad cardiovascular®>*6, Ademas Clostridium leptum es
mas abundante en las heces de pacientes con una pérdida mantenida de peso con
respecto a los que no la mantienen®’, pero también ha sido asociado con obesidad38.
Por el contrario Paraprevotella xylaniplhila esta considerada como productora de

succinato33:34,

13
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Hipotesis y Objetivos

Creemos que:

Conocer la capacidad de producir o consumir succinato por las especies
bacterianas mas prevalentes en la microbiota intestinal es necesario si

consideramos que el succinato producido a este nivel tiene repercusion clinica.

Por este motivo, es imprescindible disponer de un método analitico que nos
permita determinar las concentraciones de succinato en el medio de cultivo de las
bacterias y fenotipar aquellas especies bacterianas mas recientemente descritas y
que se hallan presentes en la microbiota intestinal de pacientes con obesidad y

enfermedades metabdlicas.

Dado que estas bacterias se han descrito frecuentemente en la microbiota
humana y no estan bien caracterizadas en relacién a su capacidad de producir y/o
consumir succinato, y que podrian ser una potencial diana terapéutica para el
tratamiento de la obesidad utilizadas como probioticos, en este trabajo nos
propusimos caracterizar a estas bacterias en relacién a esta capacidad asi como
establecer una metodologia analitica para la determinacién de succinato en el medio

de cultivo bacteriano.
Objetivos del Estudio

1. Establecer una metodologia en el tratamiento de muestras para la posterior
aplicacién de un método fluorimétrico para la determinaciéon de succinato en el

medio de cultivo de las bacterias

2. Caracterizar nuevas especies bacterianas que se han implicado en el

metabolismo del succinato a nivel intestinal.

14
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Material y Métodos

El trabajo ha sido realizado en el laboratorio del ISPV del Hospital Joan XXIII en

el seno del grupo Diamet.
Diseno Experimental

Consistio en el cultivo de bacterias anaerobias en un medio enriquecido con
succinato frente a un medio sin succinato. En tubos falcon de 50 mL (115 x 30 mm)
con 20 o 30 mL de medio de cultivo se inocularon las bacterias a estudiar mediante
un asa de siembra, manteniendo la esterilidad de la zona de trabajo mediante un
mechero Bunsen. Todas las muestras se incubaron en una estufa a 37°C. Durante
todo el periodo del estudio, cada 24 horas se recogian 0,5 mL del medio para su

posterior estudio y 1 mL para medir la absorbancia.
Soluciones de succinato

Se prepararon a partir de una solucion de succinato de sodio (Sigma-Aldrich) y
H20 Mili-Q. Se peso6 directamente en tubos falcon de 50 mL (115 x 30 mm)
mediante una balanza analitica. La esterilizacion se realiz6 con una jeringuilla de
10mL y Filtros de jeringa Minisart PES (0,45um @28mm) (OnelLab) en una

campana de flujo laminar con filtro HEPA.
Cepas bacterianas

Odoribacter laneus (DSM 22474, JCM 16069, YIT 12061), Clostridium leptum
(DSM 753, ATCC 29065) , Paraprevotella xylaniphila (DSM 19681, JCM 14860, YIT
11841) 3334 . Clostridium Butyricum (DSM 10702, ATCC 19398, IAM 14194, IFO
13949, JCM 1391, NBRC 13949, NCIMB 7423, NCTC 7423, VPI 3266), Prevotella
Copri (DSM 18205, JCM 13464) y Acidipropionibacterium acidipropionici (DSM 4900,
ATCC 25562) fueron compradas al instituto de Leibniz DSMZ. Todas las bacterias
se mantuvieron a temperatura 37°C en condiciones libres de oxigeno y fueron

cultivada en condiciones estrictas de anaerobiosis en una camara anaerodbica.

15
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Medios de Cultivo

Para la realizacion de todos los trabajos experimentales se utilizaron tanto
medios de cultivo liquidos como sélidos. Los medios liquidos utilizados fueron el de
extracto de levadura y peptona (PY), el Luria-Bertani (LB) y tioglicolato enriquecido.
Los medios sélidos utilizados fueron agar PY, agar LB, agar Columbia y agar
Chocolate. Los medios LB y PY se utilizaron tanto como medio liquido como sdélido y
se elaboraron en el laboratorio. EI medio PY fue preparado como lo describio

Limoncu et al®® con alguna modificacion:

En 1 L de agua destilada se disolvieron 20g de peptona (2%), 10g de extracto
de levadura (1%) y 15 g de agar bacteriano (1,5%). La mezcla fue homogeneizada
con un mezclador y se ajusté el pH a 7. A continuacion el medio fue autoclavado a
121°C. El medio LB*® fue preparado del mismo modo, pero modificando la
composicién en 10g de triptona (1%), 5g de extracto de levadura (0,5%) y 10 g de
NaCl (1%) por litro. Para solidificarlo se afadieron 15g de agar bacteriano (1,5%).

El medio de tioglicolato utilizado fue BD Fluid Thioglycollate Medium (FTM)
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). También se adquirieron las placas de
cultivo agar cholalate, BD Mueller Hinton Chocolate Agar (Becton Dickinson, Franklin
Lakes,NJ, USA) y Agar Columbia, BD BBL Columbia Agar con 5% de sangre de

carnero (Becton Dickinson, Franklin Lakes,NJ, USA)

Métodos de cultivo y determinacion del crecimiento

Las diferentes especies se sembraron en agar Columbia y en botellas de
hemocultivo anaerobio (BD BACTEC™) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA). Se utilizé un mechero Bunsen para mantener el area de trabajo estéril en el
momento del sembrado. La inoculacion se realizd mediante inoculacién con
jeringuilla en los medios liquidos, y mediante siembra por agotamiento con asa de
Kolle en los medios sdlidos. Ambos cultivos se mantuvieron en ambiente anaerobio.
Para generar el ambiente anaerobio en las placas agar utilizamos 1 jarra de
anaerobiosis y dos contenedores en los que introdujimos un sobre generador de
CO2, 1BD BBL CO2 generators (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), previo

16
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al cerrado hermético de los mismos. Los medios liquidos y las placas se incubaron a
37°C. EI cultivo en medios de hemocultivo se realizé para tener disponibilidad de
bacterias en crecimiento para utilizarlas posteriormente en experimentacion. Para
mantener los cultivos bacterianos en crecimiento se resembraban en placa cada 5-7

dias dependiendo del tipo de bacteria.
Identificacion de bacterias mediante Bruker MicroFlex MALDI-ToF/MS

La identificacion de las bacterias se realizé a partir de cultivos puros sembrados
en placas de agar Columbia a 37°C. En primer lugar se inocula una colonia del
cultivo en la placa de acero de 96 espacios de muestra (BRUKER Daltonics) de
MALDI-ToF y se afade 9,7uL de matriz (solucion saturada de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico en 50% de acetonitrilo y 2,5% de trifluoroacético). Se deja secar a
temperatura ambiente produciéndose la cristalizacion. Se introduce la placa en el
MALDI-ToF. Automaticamente se realiza el vacio y el analisis. Se puso en marcha el
andlisis con el programa MicroFlex LT System (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania), se capturd y analizd el espectro mediante MALDI Biotyper automation
control y Bruker Biotyper 2.0 software (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). Los
iones se generaron mediante un laser de N2. El anexo 1 incluye una descripcion de

la técnica.
Cuantificaciéon de Succinato mediante Fluorimetria

Los 0,5 mL de medio recogidos a diario de los tubos falcon se centrifugaban a
12000 rcf durante 5 minutos para separar el sobrenadante del pellet de bacterias y
se almacenaba a -20°C para el posterior analisis. En el momento previo a realizar la
determinaciéon, la muestra era manipulada a 4°C. El sobrenadante se filtraba
mediante el uso de columnas de filtro 3K (Amicon® ultra 0,5 mL centrifugal filters,
Merck Darmstadt, Alemania) a 14000 rcf durante 10 minutos. La solucion filtrada se

diluia 1:50 con agua Mili-Q para eliminar particulas que colorean el medio.

Los niveles de succinato fueron medidos mediante el EnzyChrom TM Succinate
Assay Kit (BioAssay Systems, Hayward, CA) en una placa de 96 pocillos (Thermo
Scientific™, Fisher Thermo Scientific). El limite de deteccion es de 2uM y su

coeficiente de variacién intra- e interensayo de < 3.5 and 6.95%, respectivamente.
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En cada pozo de la placa anadiamos 20uL de muestra. A continuacién se
preparaban los estandares de 0, 12, 24, 40, 60, 80uM a partir de una solucién de
succinato de 20 mM. Cuando todos los estandares y muestras estaban introducidos
en la placa se preparaba el Reactivo fluorométrico. La composicién de este reactivo
es PEP, Dye Reagent, Cosubstrate, Enzyme mix y Assay Buffer. Se afiadian 80uL
de reactivo Fluorométrico en cada uno de los pozos ocupados por muestra o
estandar y se dejaba incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad (envuelto en papel opaco). Los reactivos del kit reaccionan con el
succinato transformandolo en piruvato, y es el piruvato lo realmente detectado. Una
vez pasado este tiempo, medimos la fluorometria con el lector de microplacas
multimodo Varioskan LUX (Thermo Scientific™, Fisher Thermo Scientific). La
longitud de onda aplicada es 530/585 nm. La recta de calibracion se construye
restando a los valores del estandar, el blanco. Para calcular la cantidad de
succinato presente en los medios se resta la senal del control general (Unicamente
medio de cultivo). En todas las pruebas tenemos un control de medio. El anexo 1

incluye una descripcion de la fluorometria.
Seguimiento del Crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano se determind por recuento celular de células viables y
por turbidimetria*'*3(ver anexo 1). Se realizoé diariamente durante el transcurso de
cada prueba experimental. De cada medio preparado se recogia un mililitro de
muestra y se media la absorbancia a 600nm. Cada dia, antes de medir la
absorbancia de cada muestra se calibraba con su respectivo control. Se introduce el
mL de muestra en cubetas fabricadas para su analisis. Para obtener resultados

reales cada vez que se afadia el mL en la cubeta se media automaticamente.
Analisis de Resultados

El estudio del crecimiento bacteriano se realizé en el programa Excel. Se
construyeron graficos de cada una de las bacterias y el cocultivo por separado con

las absorbancias medidas durante los dias de experimentacion.

Los resultados obtenidos de la fluorometria se traspasaron al excel. Se construyd
la recta de calibracion del Kit de succinato restando a las sefales obtenidas el valor
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del blanco. La concentracion de succinato se calculo a partir de la recta de
calibracion del kit de succinato, extrapolando los valores de la emisién obtenidos a
los que previamente se les restaba el blanco/control de medio. Se deshacia la
dilucién 1:50 y se aplicaba el factor de concentracion (140%) en el filtrado para

conocer la concentracion obtenida.

Los valores de concentracién obtenidos a partir de las sefiales de emisién y su

extrapolacion se les aplico la siguiente ecuacion:
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Resultados y Discusion

1. Puesta a punto del método fluorimétrico para la cuantificacién de succinato
en un medio de cultivo bacteriano.

La determinacion de succinato en el medio de cultivo de bacterias es necesaria
para una nueva linea de investigacion que se desarrolla en el laboratorio, por este
motivo comprobar si el succinato podia ser determinado en los medios de cultivo y la
puesta a punto de esta técnica es una tarea esencial para su posterior uso en

investigaciones relacionadas.

Para ello, inicialmente trabajamos con dos medios liquidos, el medio PY vy el
medio LB. Los dos son medios que contienen extracto de levadura vy triptona (LB) y
peptona (PY) como fuente de nitrdgeno, que son ingredientes compuestos por
péptidos obtenidos a partir de la degradacion enzimatica de la caseina y proteinas

en general por proteasas enzimaticas, tripsinas y pepsinas, respectivamente.

En primer lugar se estableci6 300uL como el volumen 6ptimo de muestra a
estudiar para que los resultados obtenidos fueran reproducibles, y 10 minutos como
el tiempo de centrifugacion de la muestra en la filtracion. La fuerza de centrifugacion
fue la recomendada por la marca, 14.000 rcf. Este sistema se ha utilizado para la
determinacién de succinato en medios de cultivos celulares*, y también de
solutos*>. Observamos que el succinato era filtrado y que podia ser determinado en

el sobrenadante, eliminando asi una parte interferencias (Figura 2)

TR -

CARGAR CENTRIFUGAR
Figura 2. Filtrado del medio a través de una columna de centrifugado para la

determinacion del succinato.
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Con objeto de determinar si el succinato podia ser cuantificado en el medio de
cultivo, introdujimos cantidades conocidas de succinato que se disolvieron en los
medios PY y LB. En un tubo eppendorf se prepararon las muestras de medio con
succinato. (Figura 3). A la hora de preparar las soluciones se tuvo en cuenta que el
succinato con el que trabajdbamos era succinato de sodio y que al filtrar las
soluciones por la columna se concentraban la solucion entre 135-145%. Por esa
razon se establecié como rango de concentraciones a determinar 0, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70 y 80 uM. Se prepararon las soluciones teniendo en cuenta que el peso
molecular era 162,05 en vez de 118,09, y se determind que las soluciones se

concentraban 140% asumiendo un error de +5.

10 20 30 40 50 60 70 80uM

medio Py [(OICIOIOIOIOIOIOI)
w30 0000000e

Figura 3. Distribucion de las muestras con las distintas condiciones de

succinato disueltas en el medio

El rango de concentraciones a estudiar abarco entre 0 y 80 uM. La concentracion
de 21 puM se realizé por triplicado para observar la reproducibilidad de la técnica. Los

resultados obtenidos con ambos medios se muestran en la tabla 2 y en la figura 4.

Tabla 2. Determinacion de succinato en el medio de cultivo.

Medio [Inicial] Senal Senal [Resultante] % Error
MM Control MM
21 29,4 221,6 116,6 30,50 3,7
LB 21 294 2249 116,6 31,40 6,8
21 294 2224 116,6 30,72 4,5
21 29,4 287,7 184,6 29,98 2,0
PY 21 294 288,9 184,6 30,31 3,1
21 294 289,2 184,6 30,39 3,4

LB: medio de cultivo Luria-Bertani; PY: medio de cultivo Petone-Yeast; x1,4: factor de concentracion;

Senal Control: corresponde al medio 0% succinato.
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Los resultados se han obtenido mediante la extrapolacién con la ecuacion de la
recta de calibracion del kit de succinato (y = 3,67x -7,01). Se puede observar que los
valores obtenidos en ambos medios son ligeramente superiores a la concentracion
tedrica. Posiblemente sea a causa del proceso de filtracion. La concentracion que se

produce no es exactamente de 140%, varia en cada muestra filtrada.

y=3,672x-7,0061
R*=0,9979

200

Intensidad
intensidad

100 y =3,769x-0,8792
100 R?=0,9943
50 ¢
0 ¢ 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 b 10 20 30 40 0 60 ° 80
50 50
Concentracién, uM Concentracién, pM
C 350 D 250
300
20C
250
150
° 200 o
© ©
o o
é 150 ?5 100 y =3,7508x-0,2857
£ 1o v =4,155x-8,35 E R?=0,9953
R?=0,979 50
50
0
0 1 3 d0 -
0 10 20 30 40 50 60 70
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracion, uM Concentracién, pM

Figura 4. Rectas de calibraciéon patrén externo y adicion patréon de los PY y

LB. A:Recta de patron externo del kit de succinato; B: Recta de adicidn patrén del medio LB; C y D:

Rectas de adicién patron del medio PY.

2. Determinacion de succinato en medios de cultivo de bacterias.

Una vez comprobada la fiabilidad del método de determinacion de succinato en
ambos medios de cultivo, pasamos al segundo objetivo de nuestro trabajo, que
consistia en determinar la concentracion de succinato de medios de cultivo

bacterianos. La determinacion en nuestro caso no era necesario que fuese precisa
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ya que nuestro objetivo es catalogar las bacterias como productoras o
consumidoras, informacién que se obtendria mediante la comparacion entre el
control y los medios con bacterias. En el caso de buscar conocer cual es el indice de
produccion o consumicién de cada una de las bacterias deberiamos conocer con

mayor precision la cantidad de bacterias presente en el medio.

Un paso previo a la determinacion de succinato en cultivo bacteriano fue la
comprobacién de que las bacterias eran capaces de crecer en los medios de cultivo
a estudiar y cual de ellos podia ser mas util. Para ello se sembraron las bacterias en
tubos eppendorf con réplicas de ambos medios. Se dejaron incubar un par de dias y
se analizo el crecimiento cualitativo mediante la comparacion de la densidad 6ptica a

600 nm inicial respecto a la final.
2.1. Prueba 1.

Se prepararon 32 tubos falcons con 30 ml de medio PY, a los que por

cuadriplicado se introdujo una muestra de cada una de las cepas a estudio.

| O,+S

-[ -~

Clostridium leptum

Odoribacter laneus (

Paraprevotella xylaniphila

 Clostridium butyricum CI(!

Prevotella copri

Acidipropionibacterium acidipropionici

®

. I\

Co-Cultivo Odoribacter laneus y Prevotella copri

ooeeeeee -

Control

Figura 5. Distribucién de las muestras incluidas en los tubos falcon con las
distintas condiciones de succinato disueltas en el medio y segin su

exposicion a anaerobiosis. CO: +S*: cultivo en anaerobiosis y en presencia de succinato; Oz

+S*: cultivo con exposicion a Oz y en presencia de succinato; CO2 +S-: cultivo en anaerobiosis y en

ausencia de succinato; Oz +S=: cultivo con exposicion a Oz y en ausencia de succinato.
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De los 8 falcons restantes, en 4 se introdujo un co-cultivo de O.laneus 'y P.copri'y
los restantes no se cultivaron y fueron considerados control de cada una de las
variables. Cada uno de los cultivos y los controles fueron sometidos a 4 condiciones
experimentales distintas durante 5 dias: medio rico en succinato en anaerobiosis
(CO2 +S*), medio rico en succinato en aerobiosis (O2 + S*), medio sin succinato en
anaerobiosis (CO2 + S°) y medio sin succinato en aerobiosis (O2 + S). (Figura 5).
Con este experimento pretendiamos determinar si las concentraciones de succinato
se modificaban en el medio en funcién de si las bacterias eran productoras o

consumidoras de este y segun la exposicidén a anaerobiosis?6.

2.1.1. Crecimiento

Como se puede observar en la Figura 6, de las seis bacterias cultivadas y el co-
cultivo solo se observd crecimiento en los cultivos de A.acidipropionici y en

C.butyricum, pero sin observarse diferencias entre las diferentes condiciones

experimentales valoradas.

A.acidipropionici C.butyricum

0,35 0,4

03 035

© 0,25 o 03

= 2 0,25
g 02 2

2 2 02
8 015 )

01 = < 0

0,05 0,05

0 0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Dias Dias

—e—C02 02 S, CO2 S, 02 —8— (02 02 S, CO2 S, 02

Figura 6. Curva de crecimiento de Acidipropionibacterium acidipropionici y

Clostridium butyricum segun las condiciones experimentales evaluadas. CO2:
exposicion a anaerobiosis sin succinato; O2: exposicion aerobia sin succinato; S, CO2: exposicion

anaerobiosis con succinato; S, O2: exposicidn aerobia con succinato

2.1. 2. Determinacion de succinato

Tampoco observamos diferencias en la concentraciéon de succinato entre las
distintas condiciones experimentales estudiadas, a pesar de que el factor

anaerobiosis deberia ser determinante en la produccion de succinato para algunas
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de las bacterias estudiadas, solo observamos crecimiento en 2 cepas de bacterias
estudiadas A.acidipropionici y C.butyricum. No podemos descartar problemas

técnicos durante la realizacién de este primer estudio.

En relacién al A.acidipropionici aumenta la concentraciéon de succinato en el
medio a partir del tercer dia en cultivos a los que se habia afadido succinato. Los
dos primeros dias, disminuye la concentracion de succinato que puede sugerir
consumo. En los medios sin succinato anadido, los niveles oscilan, pero se
mantienen por debajo del control inicial. Estos datos estan relativizados a la
determinacion inicial de succinato. (Figura 7)

de succinato respecto la basal
de succinato respecto la basal
w

Dias Dias

20
-40
20
0 60
o -80
10
00
20
ES 30 0
) 4 0 1 2 3 4

Dias Dias

de succinato respecto a la basal
de succinato respecto a la basal

Figura 7. Evolucién de relativa de los niveles de succinato en los cultivos
de Acidipropionibacterium acidipropionici segun las condiciones

experimentales evaluadas. A: Exposicion a anaerobiosis con succinato; B: exposicion a

anaerobiosis sin succinato; C: O2: exposicidon aerobia con succinato; D: O2: exposicién aerobia sin

succinato.

En relacion a C.butyricum impresiona de que en presencia de succinato, lo

consumen y en ausencia de este, son capaces de producirlo.
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Figura 8. Evolucién de los niveles de succinato en los 4 dias estudiados en
los cultivos de Clostridium butyricum segun las condiciones experimentales

evaluadas. A: Exposicion a anaerobiosis con succinato; B: exposicion a anaerobiosis sin succinato;

C: 02: exposicion aerobia con succinato; D: O2: exposicidon aerobia sin succinato.

Ante estos hallazgos, nos planteamos la posibilidad de errores técnicos en la
metodologia utilizada, medio inadecuado para el crecimiento y que el tiempo
utilizado hubiera sido demasiado corto o la posibilidad de contaminacion a través de
la via de exposicion a O2 y COz2, motivo por el cual desarrollamos otro nuevo modelo

experimental.
2.2. Prueba 2.

La segunda prueba experimental es semejante a la primera, pero en este modelo
se elimind la condicion anaerobiosis/aerobiosis, trabajando Unicamente en
anaerobiosis El disefio del experimento consistié en preparar 16 falcons con 30 ml
de medio de cultivo PY en los que introdujimos una muestra de cada cepa de
bacteria a estudio y del co-cultivo O.laneusy P.copri por duplicado, y los dos falcons

restantes, sin muestra bacteriana fueron considerados control. Las muestras fueron
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cultivadas durante 5 dias a 37°C. La variable a estudiar fue la presencia y ausencia
de succinato. Se trabajé con unas condiciones de concentraciéon de succinato de

0.01%. La figura 9 muestra el disefio del estudio.

Odoribacter laneus

Clostridium leptum

Paraprevotella xylaniphila

' Clostridium butyricum

Prevotella copri

Acidipropionibacterium acidipropionici

Co-Cultivo Odoribacter laneus y prevotella Copri

000000 0 0k
O[O o

Control

Figura 9. Distribucion de las muestras incluidas en los tubos falcon segun

la presencia o no de succinato en el medio. CO. +S*: cultivo en anaerobiosis y en

presencia de succinato; CO2 +S-: cultivo en anaerobiosis y en ausencia de succinato.

En este caso todas las muestras fueron manipuladas en condiciones estériles en
la campana de flujo laminar del laboratorio, que dispone de un filtro HEPA y
proporciona un flujo de aire limpio a la zona de trabajo, evitando asi la posibilidad de
contaminacion. También el tiempo de exposicion al Oz de las bacterias fue el minimo
posible. Los resultados del crecimiento bacteriano de las cepas estudiadas excepto

C. leptum, que no mostré crecimiento, se muestran en la Figura 10.

27



UNIVERSITAT
ROVIRA 1 VIRGILI

A.acidipropionici C.butyricum P.copri
800 600 40
= - =
2 600 2 400 f 2 30 \J‘.
(0] o o
£ 400 £ 200 £ 20
o o o
£ 20 ’p 2 o 210
< < <
0 200 0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Dias Dias Dias
P.xylaniphila O.laneus O.laneus/P.copri
. 150 © 500 © 500
P i éj g0
© © ® 300
2 £ 200 £ 00
2 5o 2 100 ]
(72 w u
< 20 <
0 -100 0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Dias Dias Dias

Figura 10. Evolucion del crecimiento bacteriano de las cepas estudiadas. En

azul (---) crecimiento con succinato y en naranja (---) crecimiento bacteriano sin succinato.

Se puede observar en las graficas que de las tres bacterias utilizadas como

control solo crecen A.acidipropioniciy C.butyricum.

En el caso de C.leptum, en vez de crecer, la sefial ha decrecido hasta no dar

sefal alguna. Se puede observar en la figura 11.

Absorbancia

Figura 11. Evolucién del crecimiento bacteriano de Clostridium leptum. En

azul (---) crecimiento con succinato y en naranja (---) crecimiento bacteriano sin succinato

Como puede observarse, en esta prueba hubo crecimiento en mayor numero de
las distintas cepas bacterianas. En esta prueba realizamos la determinaciéon de
succinato presente en el medio de cultivo de 3 bacterias Acidipropionibacterium

acidipropionici, Clostridium butyricum y Odoribacter laneus, que fueron las que
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experimentaron crecimiento significativo. En la figura 12 se muestran los resultados

de la determinacion fluorimétrica de succinato relativizada a la senal basal del dia 0.

. A I
100

400 0 — — —

de succinato respecto al basal

Dias Dias

de succinato respecto al basal
g 8 &

Dias Dias

de succinato respecto al basal
m

Dias Dias

Figura 12. Evoluciéon de los niveles de succinato en los medios de cultivo
de Acidipropionibacterium acidipropionici, Clostridium butyricum 'y
Odoribacter laneus durante el periodo de estudio. Cambios en la concentracion de

succinato con respecto al valor basal del dia 0. A: Cultivo Acidipropionibacterium acidipropionici sin
succinato; B: cultivo Acidipropionibacterium acidipropionici con succinato; C cultivo Clostridium
butyricum sin  succinato; D: cultivo Clostridium butyricum con succinato; E: cultivo

Acidipropionibacterium acidipropionici sin succinato; F: cultivo Odoribacter laneus con succinato
2.3. Prueba 3.
2.3.1. Anadlisis de las interferencias del medio de Tioglicolato

Ante los datos poco concluyentes de las dos primeras pruebas, decidimos
cambiar el tipo de medio de cultivo y utilizar el tioglicolato enriquecido que es un
medio muy utilizado para el crecimiento de bacterias anaerobias y que ha sido

utilizado para el cultivo de microbiota intestinal*’. La utilizacion de este medio
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enriquecido ofrece la ventaja de facilitar la proliferacion bacteriana, pero por otro
lado, al contener una mayor cantidad de compuestos disueltos aumenta la
posibilidad de interferencias en el momento de determinar analitos*®. Por esa razén
fue necesario estudiar su capacidad para facilitar el crecimiento de nuestras cepas
bacterianas y determinar su proliferacién, que pudimos demostrarlo de forma
cualitativa mediante la turbidez. Ademas, comprobamos que la determinacion de la
concentracion de succinato continuaba siendo fiable, a pesar de las posibles
interferencias, comprobando si el medio produce efecto matriz. La comprobacion del
crecimiento bacteriano se realiz6 sembrando en uno de los tubos cada cepa
bacteriana. Se dej6 incubar durante dos dias y cualitativamente se observé el
crecimiento respecto a un tubo control. En esta prueba se realizé la misma
comprobacién que en los anteriores medios de si detectaria el succinato con
fiabilidad. Esta primera comprobacion se realizd utilizando la recta del patron
externo, del kit de succinato utilizado. Se disolvié en el medio de tioglicolato una
cantidad determinada de succinato para obtener al final una concentracion de 0,01%
de succinato de sodio. Los resultados reflejan que se puede medir la cantidad de

succinato presente en el medio con fiabilidad.

Tabla 3. Determinacion de succinato en el medio de Tioglicolato

x1,4: factor de concentracion.

[Inicial] pM x1,4 uyM Senal Rest. blanco [Extrapolacion] uM
12,34 17,276 286,587 102,7 17,7
12,34 17,276 285,187 101,3 17,5
12,34 17,276 285,387 101,5 17,5
0 0 184,6 Promedio
0 0 183,2 183,20
0 0 183,9

El tratamiento de datos se ha realizado a partir de la sefial media de los

controles. Se puede observar que la concentracion que se produce se asemeja a la
observada en anteriores analisis. En este caso los célculos se han realizado a partir

de la recta de calibracion del kit.

Para comprobar que las interferencias se podian negligir restando el blanco del
medio solo se siguié el método de adicidon patrén. Se prepararon un conjunto de
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muestras de concentraciones 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80uM utilizando el
succinato de sodio como fuente de succinato y el medio de tioglicolato como
diluyente. Ademas para saber con certeza que el medio, a pesar de ser filtrado,
generaba interferencia en la fluorometria se prepararon tres patrones de la misma
concentracion pero siguiendo diferente preparacién y asi obtener tres rectas
patrones con las que poder realizar una comparacion y saber si se estaba siguiendo
la metodologia correcta. Se midieron todas a la vez y para que fuese lo mas acorde
al procedimiento utilizado estuvieron en hielo. La primera prueba era diluir el
succinato con medio hasta las concentraciones elegidas y entonces pasar la
muestra a través de la columna de filtrado. La segunda prueba consistia en diluir la
muestra con medio de tioglicolato hasta una concentracién 50 veces superior para
diluirla en agua en el momento posterior a la filtracion. En la tercera prueba se
prepararon las muestras a partir de la solucion de medio filtrado, se intento afiadir la
minima cantidad de agua con succinato para lograr la concentraciéon buscada sin
diluir el medio filtrado que es donde suponemos que presentes las interferencias.
Estas pruebas tenian dos objetivos. En primer lugar queria medir el grado de
interferencia generada por el medio, en las muestras/patrones que no se diluyeron
en agua. En segundo lugar queria observar si la recta patron construida a partir de
alguna de las pruebas tenia semejanza con la del patron externo. Los resultados

fueron los siguientes:

Tabla 4. Resultados del estudio de las interferencias del medio de

tioglicolato.

[UM] Senal RE.1 Sehal RE.2 Sefial RE.3 | [uM] Sefial RCK
0 1215 150,2 1327 80 390,3
10 1283 186,6 1323 60 316,0
20 1340 219,0 1323 40 251,9
30 1283 252,1 1319 24 203,0
40 1313 291,0 1365 12 162,6
50 1336 335,1 1297 0 126,5
60 1364 383,0 1257 recta y =3,273x - 2,61
70 1334 410,7 1356
80 1337 490,4 1267

R.E.1: recta patrén de la prueba 1; R.E.2: recta patrén de la prueba 2; R.E.3: recta patrén de la

prueba 3; RCK: recta de calibracién del kit.
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Como puede observarse, los uUnicos patrones que cuyos resultados estan
incluidos en los valores de la recta de calibracion del kit son los que siguieron la
metodologia usada hasta ahora. Debido a las interferencias, los valores de las
muestras de 70 y 80 uM sobrepasan los valores maximos de la recta patrén y fueron
descartados. Aquellas muestras que no fueron diluidas con agua posteriormente al
filtrado tienen una senal mucho mayor que las que si que fueron a pesar de que en
un principio deberian tener la misma concentracion de succinato. Eso es debido a
las interferencias que produce el medio. Como en la segunda prueba se diluyeron
los patrones filtrados 1:50 con agua Mili-Q, tanto la concentracion de succinato como
la de las interferencias disminuyen. De hecho si le restamos el blanco, el de 0
concentracion de succinato, en cada una de ellas y construimos la recta de
calibracion se puede observar que son semejantes y ademas la concentracion
resultante es muy similar a la introducida. Aqui se puede observar las dos curvas, la

del patrén externo y la de adicion de patrén.

300,00

250,00 y=3,273x-2,6104 .V.g
R? =0,9989 o
200,00
e ..-®
_ 150,00
% € ®RT
“ 100,00 o
| ® RC kit
#° y=3,7079x-5,2
" o~ R*=0,9898
0,00 @
! P P 60 80 100

-50,00 —
Concentracion, uM

Figura 13. Recta de calibraciéon patrén externo y adicién patréon de medio de

tioglicolato. RT: Recta de Tioglicolato; RC Kit: Recta de calibracion del Kit.

La recta de calibracién de los patrones de tioglicolato se construyé hasta la
concentracion de 60uM. La sefial de 70uM esta fuera de la recta de calibracion del

kit por esa razén no se ha anadido. A pesar de que no son del todo paralelas, la
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diferencia que hay entre ellas es negligible ya que el objetivo de este proyecto es
observar cuales son consumidoras o productoras, y no es medir con precision la
cantidad de succinato producido o consumido por unidad de bacteria. Cabe afadir

que la recta de calibracidon se debe construir sin tener en cuenta la concentracion
2.3.2. Prueba experimental 3

En esta prueba se realiz6 en anaerobiosis y en medio reductor, en vez de afadir
30mL de medio de tioglicolato por falcon introdujimos 20mL. Para impedir la
contaminacion en la preparacion de los medios, esta se realizé en la sala de cultivos
en un ambiente estéril proporcionado por una campana de flujo laminar con filtro
HEPA. Una vez estuvieron preparados se inoculé6 una muestra de cada cepa
bacteriana en un tubo falcon por duplicado. El cocultivo por duplicado y se
mantuvieron dos tubos control sin inoculo bacteriano. El disefio experimental fue

similar al de la prueba dos. Ver figura 9.

En esta prueba se amplio el tiempo de experimentacion 3 dias mas. Se considerd
la idea de alargar el tiempo de experimentacion porque se observo que a partir del
quinto dia algunas de las bacterias de dificil crecimiento empezaban a proliferar. Los

resultados del crecimiento diario fueron los siguientes. Ver figura 14.

A. acidipropionici C. butyricum P.copri

o *—o e

Absorbancia
Absorbancia
&
&
&

Absorbancia

Dias Dias Dias

O.laneus O.laneus/P.copri

Absorbancia
Absorbancia

Dias v Dias

Figura 14. Evolucion del crecimiento bacteriano de las cepas estudiadas.

En azul (---) crecimiento con succinato y en naranja (---) crecimiento bacteriano sin succinato.
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Se puede observar que dos de nuestras bacterias control, C.butyricum y
A.acidipropionici, tienen un crecimiento acelerado en el primer dia para
posteriormente estabilizarse. Cabe afadir que el factor succinato, en este caso, no
parece influir en el crecimiento de ambos controles. En cuanto a O.laneus, a pesar
de que su crecimiento es mas lento que los controles, parece que a partir del
séptimo dia se estabiliza su crecimiento. En este caso tampoco afecta el factor
succinato. La P.copri mantiene un crecimiento estable desde el primer dia. En
cuanto al cocultivo se puede observar que cambia el patrén de crecimiento con
respecto al que presentan las bacterias por separado. Las bacterias que no
aparecen representadas no han experimentado crecimiento alguno durante este

intérvalo de tiempo.

En cuanto a la fluorometria, esta vez la realizamos para todas las muestras,
porque aunque no se viesen diferencias en el crecimiento de alguna de ellas

cualitativamente se podia observar que algunas ( Figura 15).
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Figura 15. Evolucion de los niveles de succinato en los 7 dias estudiados.
Columna de la izquierda muestra la concentracion de succinato de los cultivos sin succinato afadido

al medio. Las de la derecha contiene succinato afiadido al medio.
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Los graficos representados en la imagen anterior representan la variacién de
succinato durante los 7 dias de experimentacion en comparacion con el primer dia.
En primer lugar, comentaré las bacterias que nos sirvieron de control. C.butyricum
en ambas condiciones nos produce succinato. El resultado de la muestra del dia 4
del medio con succinato es discrepante, no concuerda con los resultados obtenidos
el resto de dias. En cuanto al A.acidipropionici, como era de esperar, consume el
succinato del medio. El crecimiento es tan acelerado como la consumicion de
succinato del medio. En ambas bacterias los resultados obtenidos eran los
esperados segun la bibliografia®2%3°. Finalmente P.copri a pesar de que no se
observan cambios en la absorbancia, si que objetivamos modificaciones en las
concentraciones de succinato. En el medio sin succinto inicial hay un aumento en la
concentracion. En cambio en el medio con succinato los niveles oscilan, lo que

podria sugerir tanto un consumo como una produccion.

Del trio de bacterias que buscamos caracterizar, la Unica de la que podemos
extraer algun dato es O.laneus. A partir del cuarto dia muestra una proliferacién, que
precede al aumento de succinato en el medio. Cabe la posibilidad de que en un
principio consuman succinato pero una vez se han adaptado al medio de cultivo,
nuevo habitat, empiece a utilizar como nutriente el resto de compuestos produciendo

succinato.

Finalmente, los resultados del cocultivo sugieren una interaccion entre bacterias
que de algun modo afecta a su proliferacion y a la produccion de succinato. En
ausencia de succinato se observa que la concentracién de este aumenta, sin que
podamos establecer cual de las dos especies es la responsable. Por el contrario, en
presencia de succinato, las concentraciones oscilan sin poder descartar un consumo

y una produccion de este en el medio.
3. Técnicas utilizadas.
3.1. Identificacion de las bacterias.

Como ya se ha comentado en el apartado de material y métodos se utilizé un
MALDI-ToF/MS. ElI ARNr -16s permite establecer las relaciones filogenéticas de las

bacterias con una gran taxonomia dando lugar al sistema de clasificacion vigente y
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permitiendo la identificacion rapida de las bacterias*®. También en microbiologia
clinica se ha utilizado la identificacion molecular basada en el ADNr-16s,
fundamentalmente para bacterias cuya identificacion por otras técnicas sea
imposible, dificil o requiere mucho tiempo®°. Pero su precio es elevado y no esta a
disposicion de la mayoria de laboratorios clinicos. Dado que la biblioteca del MALDI-
ToF/MS no disponia de espectros comparativos de 3 de las bacterias objeto de
estudio, haber dispuesto de esta técnica hubiera permitido identificar todas de forma

clara.
3.2. Determinacion de succinato

La determinacién del succinato se realizé por fluorometria por que es técnica
sensible, especifica y barata. Ademas en el laboratorio en el que realicé la
investigacién disponian de la instrumentacion necesaria para realizarla. Hay mas
técnicas analiticas que también permiten la determinacién del succinato como
HPLC/MS (High Performance Liquid Chromatography/ Mass spectrometry), RMN 'H
(Resonancia Magnética Nuclear) y TLC (cromatografia de capa fina) entro otras. La
técnica de cromatografia de capa fina fue utilizada en la década de los 80 para la
determinacién de acido succinico en medios de fermentacién con un coeficiente de
variacion del 3,2%%'. Sin embargo este método actualmente esta en desuso. Otra de
las técnicas es el HPLC/MS®%2, Esta técnica nos permitiria determinar el succinato
con fiabilidad pero con un coste muy elevado. Algo similar pasa con RMN "H%3, |a
instrumentacién y su mantenimiento tienen un coste muy elevado. Por esta razén
era importante que el método fluorométrico utilizado fuese util para la determinacion

de succinato en los medios de cultivo.
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Conclusiones

El método fluorométrico utilizado permite determinar las concentraciones de

succinato en el medio de cultivo.

Hemos podido confirmar que el Acidipropionobacterium acidipropionici es

consumidor de succinato y que el Clostridium butyricum es productor.

El estudio del Odoribacter laneus en medio de tioglicolato con succinato
sugiere que es productor de succinato, pero las otras dos bacterias objeto de
estudio, Paraprevotella xylaniphila y Clostridium leptum, no han podido ser

caracterizadas.

El comportamiento de las bacterias del cocultivo es diferente a cuando se

cultivan por separado de forma aislada.

Conclusions

El métode fluorométric utilitzat permet determinar les concentracions de

succinat en el medi de cultiu

Hem pogut confirmar que Acidipropionobacterium acidipropionici és

consumidor de succinati que Clostridium butyricum és productor.

L’estudi del Odoribacter laneus en medi de tioglicolat amb succinat suggereix
que és productor de succinat, pero les altres dos bacteris objecte d’estudi,
Paraprevotella xylaniphila i Clostridium leptum, no han pogut ser

caracteritzades.

El comportamen dels bacteris del cocultiu és diferent a quan es conreen per

separat de forma aillada.
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Conclusions

* The fluorometric method used allows determining the concentrations of

succinate in the culture medium.

+ We were able to confirm that Acidipropionobacterium acidipropionici is a

succinate consumer and that Clostridium butyricum is a succinate producer.

» Odoribacter laneus in the medium of thioglycollate with succinate seems to be
a succinate producer, in contrast Paraprevotella xylaniphila and Clostridium

leptum could not be characterized.

+ The behavior of the bacteria growth is different when they are cocultivatesd

than when they are grown separately in isolation.
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Anexo 1.
Descripcion de las Técnicas Utilizadas

Durante el estudio se han utilizado tres técnicas analiticas: el MALDI-
ToF/MS, la Turbidimetria y la Fluorometria.

3.1. MALDI-ToF/MS

Matrix-assisted laser desorption ionization time of fly mass spectrometry es
una técnica de analisis cualitativo que permite la determinacion de la estructura

de compuestos organicos’.

La espectrometria de masas es una técnica de analisis cualitativo que ha
sido utilizada durante décadas en quimica. Permite la determinacién de la
estructura de compuestos organicos. En 1975 Anhalt y Fenselau sugirieron el
uso de esta herramienta para la identificacién bacteriana porque al estudiarlas
se observaban diferencias en los espectros segun su pertenencia a un género

o familia®.

MALDI-ToF/MS fue utilizada por primera vez en 1996 para la obtencion de
espectros de masa de bacterias. La ionizacion MALDI es una técnica de
ionizacion suave que permite la ionizacion y vaporizacion de polimeros y
biopolimeros de alto peso molecular con una minima fragmentacion. Los iones
generados, en su mayoria, son iones de carga unica (z=1) que permiten que el

ratio de masa y carga (m/z) del analito corresponda a su peso molecular.

Este instrumento esta compuesto por tres unidades principales. En primer
lugar, la fuente de iones, que realiza la ionizacién y transfiere los iones de la
muestra a una fase gas. La segunda, el analizador de masas (ToF), que
permite la separacion de los iones por su m/z. En tercer y ultimo lugar un

dispositivo de deteccién que monitoriza los iones separados®.

Las muestras se mezclan con la matriz de caracter organico preparada a
partir de pequefias moléculas acidas que poseen una gran absorcion éptica en
la longitud de onda aplicada por el laser. Para realizar el analisis la muestra se
tiene que cristalizar. Una vez introducida la muestra en el instrumento se

realiza la ionizacion. La muestra absorbe la energia incidida produciendo la



desorpcion y la ionizacién de los analitos en fase gas. Los iones son
acelerados mediante un campo electrostatico (20kV) y atraviesan un tubo de
vacio hasta llegar al detector. Los iones de menor tamafo viajan mas rapido
que los mayor tamano. Entonces, el tiempo de vuelo que necesiten para
atravesar el tubo de vacio determinara la m/z de cada uno de los iones
acelerados. Como resultado final se obtiene un espectro de la muestra

analizada.

La técnica MALDI-ToF en este trabajo nos permitié la identificacion de las
bacterias estudiadas. Este instrumento realiza la caracterizacion de bacterias
mediante el estudio de las proteinas ribosomales pertenecientes a cada una de
ellas. Estas proteinas son idoneas para realizar la identificaciéon debido a su
abundancia, basicidad y hidrofobidad, caracteristicas que permiten obtener una

ionizacion eficiente.

Para la identificacion de las bacterias es necesario tener una biblioteca de
datos espectrales amplia con la que comparar, ya que esta técnica realiza la
identificacion mediante la comparacion del espectro obtenido con los de la
biblioteca. Una de las limitaciones de esta técnica es la dependencia a la

riqueza de espectros y actualizacién de la biblioteca.
3.2. Turbidimetria

La turbidimetria es una técnica que mide la diferencia de intensidad de luz
resultante al atravesar una solucion con particulas en suspension. Pertenece al
grupo de las técnicas opticas®. Estas técnicas se basan en medir la interaccion
de la luz sobre la muestra. La luz al atravesar la muestra puede dar lugar a
diferentes fendmenos de absorcion, fluorescencia y dispersion. La medicion de
la turbidez se empez06 a utilizar para la evaluacion de la calidad del agua. Los
primeros turbidimetros se desarrollaron en la década de los 60s del siglo
pasado. Con el paso del tiempo la tecnologia ha ido evolucionando hasta
obtener los turbidimetros actuales que son capaces de compensar o eliminar

las interferencias generadas por el medio.

La técnica se fundamente en la relacién de la intensidad de la luz incidente

y de la luz dispersada por el medio mediante la ley de Lambert-Beer, en donde



la turbidez es proporcional a la concentracion de particulas presentes en la
solucién. Se emite un haz de radiacion monocromatica con una intensidad
inicial sobre la muestra posicionada de forma perpendicular y se detecta la
intensidad del haz de luz que ha atravesado la muestra. Ecuacion de Lambert-
Beer:

A=¢c-c-L

En mi caso, utilizaré un espectrofotdmetro para realizar el analisis del
crecimiento bacteriano de los cultivos experimentales mediante Ia
turbidimetria®®. En este caso no se aplicara la ecuacion de Lambert-Beer para
medir la concentracidon porque la informaciéon que buscamos es observar como

progresa el crecimiento bacteriano conforme avanzan los dias.
3.3. Fluorometria

La fluorometria es una técnica espectroscépica que se basa en la medicion
de las emisiones fluorescentes. Pertenece al grupo de técnicas
espectroscopicas luminiscentes donde también estan la fosforescencia y la

quimioluminiscencia.

La Fluorometria se caracteriza por su gran sensibilidad, especificidad,
simpleza y bajo coste en comparacion con otro tipo de técnicas cualitativas y
cuantitativas’. Es una técnica que ha sido utilizada en diferentes campos de la
ciencia. La emision fluorescente medida se produce en el fenbmeno de
relajacion de los electrones que previamente habian sido excitados. La
excitaciéon se realiza incidiendo sobre el analito una luz UV o visible. Al
absorber la energia incidida se produce una transicion de los electrones de
minima energia a un nivel de energia mas elevado. En este estado excitado la
molécula no es estable, y al relajarse emite energia en forma de UV o visible

volviendo al estado de minima energia’.

En la investigacion realizada se utiliza la fluorometria para determinar la
concentracion de succinato presente en el medio de cultivo. Se tuvo en cuenta
que los analisis se realizasen a una misma temperatura. Para la cuantificaciéon
de succinato se utilizé un kit de succinato. Este kit convierte mediante una serie

de reactivos el succinato en piruvato, seguidamente un reactivo colorante tifie



el piruvato. Se incuba durante media hora en oscuridad y a temperatura

ambiente. La fluorometria se realiza a 530/585nm. La longitud de onda de

excitacion es de 530nm y la longitud de onda detectada es de 585nm.w Las

longitudes de onda seleccionadas son las recomendadas por la marca.
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