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ABREVIATURAS
SCFAs - Acidos grasos de cadena corta, del inglés Short Chain Fatty Acids

TNFa - Factor de Necrosis Tumoral alfa

SN - Sobrenadante

SS - Solucion Salina

Pl - Yoduro de Propidio, del inglés Propidium lodide

FBS - Suero Bovino Fetal, del inglés Fetal Bovine Serum

IL-8 = Interleucina 8

PBS - Tampon Fosfato Salino, del inglés Phosphate Buffered Saline
MTT - 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo) — 2,5-bromuro de difeniltetrazolio
DMSO - Dimetilsulféxido

1. RESUMEN

Los probidticos son microorganismos vivos capaces de proporcionar propiedades beneficiosas
a la salud del huésped al ser suministrados en cantidades adecuadas. Pueden ser
transformados en postbidticos, son los mismos microorganismos, pero inactivados y también
con propiedades funcionales. Estas propiedades funcionales influyen desde el tracto
gastrointestinal (donde residen estos agentes microbioldgicos de interés en este estudio), hasta
la salud sistémica general. Entre ellas se encuentran el mantenimiento de la barrera epitelial y
la mucosa, la detoxificacion, potenciacion del sistema inmunitario y la influencia en la
composicion de la microbiota. El objetivo de este trabajo es la identificacion de nuevas cepas
con potencial probidtico antiinflamatorio mediante un cribado de 5 cepas bacterianas. Para ello,
se ha llevado a cabo una comparacién entre las técnicas de recuento en placa y citometria de
flujo. A continuacién, se ha realizado el cribado de las cepas pertenecientes a los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, tanto en su forma viva como en su forma inactivada verificando
lo segundo mediante una tincién. Ademas, se ha medido su nivel de citotoxicidad en las células
del epitelio intestinal para comprobar y asegurar la viabilidad de estas células. Eventualmente
se ha comprobado la mayor utilidad de la citometria de flujo frente a otras técnicas, como el
recuento por placa de Petri. Los resultados obtenidos en los ensayos han identificado a la cepa
L2 en su forma de probidtico con potencial antiinflamatorio, sin afectar a la viabilidad celular de

los enterocitos humanos. Para esta cepa de Lactobacillus, serian necesarios en un futuro otros



ensayos funcionales para validar su capacidad probidtica con el fin de poder identificarla como
tal y poder ser comercializada para el desarrollo de productos funcionales para la salud de las

personas en forma de alimentos funcionales.

2. INTRODUCCION

Todos los seres vivos estan rodeados de microorganismos y los seres humanos no son una
excepcion. Se convive con ellos tanto en los objetos de alrededor como en el propio cuerpo,

ya sea en el exterior, en la piel, o en el interior, el tracto gastrointestinal en su gran mayoria.

Se define microbiota como el conjunto de microorganismos que residen en una relacion de
simbiosis en nuestro cuerpo. ® La microbiota tiene un papel fundamental en el mantenimiento
de lahomeostasis interna y el correcto funcionamiento del organismo del huésped. Mantenerla,
en cantidad y diversidad, es muy importante para prevenir una desregulacion que conlleve a
una patologia, por ejemplo, sindrome del intestino irritable. Este desequilibrio se conoce como

disbiosis. @

En humanos la microbiota esta compuesta por mas de 1000 especies distintas conocidas. Casi
el 90 % de ellas son Firmicutes (Lactobacillus y Ruminococcus, 65 %) y Bacteroidetes
(Bacteroides y Prevotella, 23 %), ambas especialistas en fermentar la fibra ingerida en la dieta
dando como resultado acidos grasos de cadena corta (SCFAs) como butirato (principal fuente
de energia para los colonocitos). El tercer filo mas abundante son Actinobacterias (5 %) y su
funcién principal es fortalecer la barrera mucosa estableciendo competencia de unidn con
patdgenos. El resto pertenecen a otros filos minoritarios, aunque comunes en todos los
humanos, como Proteobacterias, donde se incluyen oportunistas como Escherichia y
Salmonella. @

2.1 Definicion de prebiético, probiético y postbidtico

En la naturaleza existen cepas bacterianas que tras aislarlas se ha demostrado que
tienen funciones beneficiosas para el huésped, reciben el nombre de probiotico. Por
lo tanto, un probidtico es aquel microorganismo vivo que suministrado en cantidades
adecuadas confiere beneficios para la salud del hospedador. 2 Ademas, deben ser

capaces de sobrevivir a los pH bajos del tracto gastrointestinal.
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Otros de los requisitos que han de cumplir para ser aceptados como probidticos son:
no tener efectos nocivos, capaz de resistir a organismos patdgenos y a las condiciones
de procesado, capacidad de adherirse a la mucosa intestinal, que se encuentren en
la microbiota sana habitual y tener un corto tiempo de produccion. @) Algunos de ellos
los podemos encontrar de manera natural en yogures, kéfir, suplementos y otros
alimentos fermentados, ) Pero no hay que olvidar que han de estar documentados

como probidticos con estudios clinicos que lo respalden.

Aunque este trabajo no se centre en diferencias, no se debe confundir el término
prebidtico con probidticos. Los prebidticos son compuestos de la dieta que sirven para
el crecimiento y desarrollo de los segundos. Son sustancias dietéticas no digeribles,
normalmente oligosacaridos y otra fibra insoluble, que promueven el desarrollo de los
probioticos y las actividades beneficiosas que les caracterizan mediante una
estimulacion selectiva de estos. @ Estas fibras se encuentran en verduras como

esparragos, cebolla, ajo, bananas u otras fuentes industriales.

Por ultimo, un postbidtico consiste en una preparacion de microorganismos
inactivados y/o de sus componentes que también confieren beneficios para la salud

del huésped. Pueden ser:

-Microorganismos inactivados, es decir, cepas de probidticos que han sido sometidas
a tratamientos de pérdida de viabilidad mediante diversas técnicas como calor o

ultrasonidos, etc.
-Fragmentos celulares o estructuras de microorganismos, como lipopolisacaridos.
-Metabolitos de microorganismos, como vitaminas o serotonina, e incluso hormonas.

-Compuestos de un medio de cultivo donde han crecido microorganismos. )

2.2 Diferencias entre probiético y postbiético

Una vez claras las definiciones de probidtico y postbidtico es importante entender las
principales diferencias entre ellos. Ambos ejercen funciones beneficiosas en el

organismo del huésped y el probidtico esta vivo a diferencia del postbidtico que no



tiene viabilidad. Este hecho conlleva a una mayor vigilancia del probidtico para

asegurar que llega viable al colén donde desarrollara su funcion. (1:24)

El reto logistico del probiotico lo hace mas sensible a los cambios del entorno como
las variaciones de pH, temperatura y secrecion de enzimas entre las distintas zonas
del tracto gastrointestinal. Por lo tanto, un postbi6tico es mas estable a este entorno
al ser menos sensible, ya que al no tener viabilidad no se vera afectado y llegara en

perfectas condiciones al colon donde también desarrollara su funcién. 24

Es esta viabilidad del probidtico la que hace que, por otra parte, se necesite que esté
mas vigilado y dirigirlos a la poblacion sana. Ademas, cabe mencionar, que, en ciertas
patologias como la obesidad, ciertos postbioticos, como los SCFAs, pueden apoyar el
mantenimiento de la patologia teniendo que prestarles relativa atencion en esos

casos. (D

2.3 Propiedades beneficiosas de los probiéticos (funcionalidades)

Como se ha mencionado anteriormente la funcion principal de los probidticos es
mantener la homeostasis interna y restaurarla en condiciones de resiliencia o
redundancia funcional para asegurar el buen metabolismo fisiolégico del huésped y
prevenir patologias. Estos efectos son especificos de cada cepa, es decir distintas
cepas de una misma especie pueden ejercer efectos diferentes. Los mecanismos

mas importantes son los siguientes: *:56.7.8)

a) Potenciacion del sistema inmunitario:

Potencian la respuesta inmune del individuo interactuando en el intestino grueso con
dos estructuras relacionadas con la inmunidad: Placas de Peyer y foliculos linfoides.
Gracias a los probidticos, se pueden generar citoquinas antinflamatorias o células
natural killers, entre otros, mejorando asi la funcion de antigenos tanto en la respuesta

innata como en la adaptativa.



b) Detoxificacion:
También se ha visto que los probioticos metabolizan y eliminan metabolitos nocivos

de otras vias metabdlicas del organismo como el acido urico o ROS, lo que promueve

aun mas un ambiente sano, protegiendo érganos como el higado.

c) Mantenimiento de la barrera epitelial y la mucosa (mucina):

Los probidticos evitan el paso de toxicos al torrente sanguineo al promover expresion
de proteinas como las mucinas o las proteinas situadas en las uniones estrechas de
los enterocitos como las claudinas u ocludinas a la vez que establecen competencia
con microorganismos patdgenos exodgenos u oportunistas de la microbiota.
Relacionado con lo anterior, reducen la resistencia a antibiéticos de amplio espectro
mediante la inhibicidn crecimiento de los oportunistas y la competencia a sitios de

union.

d) Influencia en el metabolismo del huésped:

Algunas cepas caracteristicas pueden utilizar otros componentes y nutrientes
dietéticos como lactosa y oxalatos ayudando a su digestion y minimizando
intolerancias o sindromes de malabsorcion. También se ha observado su participacién

en la degradacion de metales pesados e incluso células carcinogénicas.

e) Efectos en la composicion de la microbiota:

Los probidticos ingeridos pueden afectar a la composicion de la microbiota, es decir,
el numero de microorganismos de una cepa y por lo tanto enriquecer la diversidad. Se
han evaluado diferentes grados de influencia por parte de la microbiota en el eje
intestino-piel. A partir de la funcion anteriormente explicada con capacidad para
modular el sistema inmune, desencadena en alteraciones en la piel, es decir existe un
vinculo entre la disbiosis intestinal y la pérdida de la homeostasis en la piel

desencadenando enfermedades inflamatorias en esta.

Por ejemplo, el acné facial se ha demostrado que puede ser causado por la
proliferacion de Cutibacterium acnes, una cepa presente en la microbiota, junto con

otras causas, como la hiperplasia de las glandulas sebaceas bajo influencia
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androgénica. Distintas cepas probidticas inhiben el crecimiento de C. acnes, entre
ellos, Streptococcus thermophilus mediante la activacion de ceramidas ya que estas

retienen agua en la piel y algunas de ellas presentan propiedades antinflamatorias. (1%

2.4 Géneros de bacterias mas importantes como probiéticos y

caracteristicas

Las cepas mas relevantes como probidticos corresponden a los siguientes géneros:

o Género Bifidobacterium: las bacterias de este género son anaerobias y
grampositivas. Ademas, no liberan gases ni forman esporas para sobrevivir.
Tampoco presentan movilidad, permanecen fijadas en un tejido. Corresponden
al tercer género mas abundante en la microbiota, como se ha comentado
anteriormente representando cerca del 25% del total. Sus distintas cepas
presentan la capacidad de aliviar la diarrea asociada a antibiéticos (como B.
lactis ATCC 27536), sindrome del intestino irritable, estrefiimiento, entre otras.
Se ha identificado 20 especies, otro ejemplo seria Bifidobacterium bifidum. (36

o Género Lactobacillus: estas bacterias se caracterizan por poder crecer en
medios tanto con oxigeno como sin él, es decir son anaerobias facultativas.
Son grampositivas, no forman esporas y no poseen flagelos. Aunque, algunas
cepas, si producen gases al ser estrictamente fermentadoras. Son bastante
sensibles al verse afectadas por factores del entorno gastrointestinal como el
pH y la presencia de oxigeno, nutrientes e interacciones bacterianas.
Corresponden al género mas abundante en Ila microbiota humana
gastrointestinal y se han llegado a identificar 56 especies distintas. Sus
empleos son multiples como, por ejemplo, contra el tratamiento de diarrea
agua, coadyuvantes para el tratamiento de Helycobacter pylori y presentan
varios efectos sobre el sistema inmune. Como cepa representativa tendriamos
el Lactobacillus paracasei®®®y Lactobacillus rhamnosus, LGG (ATCC 53103).)

o Género Bacillus: Son bacterias aerobias estrictas o facultativas y se consideran
gram positivas. Forman endosporas y se agrupan en cadenas ademas poseen
flagelacién y por lo tanto son modviles. Se adhieren a tejido aun asi y son
productoras de sustancias antimicrobianas como enzimas hidrolasas. Su uso
como probidticos es relativamente reciente ya que se usan desde hace 50

afios. Una especia representativa de este género seria Bacillus coagulans. (")
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o Ademas, existen otros géneros menos abundantes como enterococcus,
streptococcus o lactobacilus lactis. En el caso de los Enterococcus, son
bacterias gram positivas, no presentan endoesporas ni generan gases y no son
motiles generalmente. Presentan una dualidad, por ello solo cepas especificas
de Enterococcus se consideran probiéticas. Por un lado, son muy estables al
entrono gastrointestinal, incluso en presencia de niveles hasta letales de sales
biliares y detergentes lo que les confiere resistencia, por ejemplo en hospitales,
y poseen propiedades tecnologicas de interés, como su capacidad glicolitica,
lipolitica y proteolitica. Pero por otro lado, determinados componentes celulares

pueden actuar como factores de virulencia en infecciones enterocdécicas. (12

2.5 Busqueda e identificacién de nuevas bacterias probiéticas y

retos para el futuro

En los dltimos afios numerosos estudios han investigado la aplicacion de probiéticos
al tratamiento de distintas patologias en animales y humanos, y en estudios
preclinicos en tejidos, y varios de ellos han demostrado su potencial como avance
tecnoldgico. Hasta ahora las investigaciones se han centrado en patologias como el
intestino irritable, la diarrea y otras infecciones. Aunque también existe bibliografia
sobre la reduccién de peso, reduccion de la presién arterial, reduccién en infecciones

sistémicas, hiperuricémia, etc. ¢4

Actualmente, se ha visto la importancia del estudio de probidticos y sus postbiéticos
conjuntamente debido a que se complementan en sus funciones e influencia en varias
enfermedades. En cuanto a especies, Akkermansia muciniphila y Faecalibacterium
prausnitzii se consideran la siguiente generacion de cepas probiéticas con efectos
beneficiosos. ® Muchos de los mecanismos por los que los prebidticos, probibticos y
postbioticos ejercen sus funciones aun no se conocen, ese desconocimiento implica

que no se pueda optimizar su uso en varias enfermedades. ¢*

En el futuro, se espera poder desarrollar terapias probidticas personalizadas e

individualizadas es la razén principal por la que se necesita conocer a las nuevas



cepas y se realizan estudios de funcionalidad, entre otros, y aun mejor si se combinan

con el desarrollo de las dmicas. 4

2.6 Métodos para el recuento bacteriano

La realizacion de ensayos funcionales con cepas probidticas requiere realizar una
enumeracion previa de la suspension bacteriana para obtener resultados fiables y
reproducibles. ElI método tradicional ampliamente establecido para el recuento

bacteriano es el recuento en placa y dilucion seriada. ©

Este método, aunque estima de forma adecuada este recuento, es lento para obtener
resultados (48 h). Otro método existente mas rapido consiste en medir la densidad
Optica del cultivo bacteriano (600 nm), sin embargo, se ha comprobado que no hay

una correlacion exacta entre el recuento en placa y la medida de la densidad. 13

Por esta razdn, en los ultimos afios se han desarrollado otras técnicas fiables para la
enumeracion de bacterias de forma rapida y sencilla como la citometria de flujo. Es
necesario realizar estudios comparativos que demuestran la equivalencia de ambas

técnicas. 4

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La empresa Biopolis SL tiene entre sus objetivos la identificacion de nuevos microorganismos
probidticos para fines industriales y relacionados con la salud. En este contexto, se requiere el
escrutinio mediante ensayos funcionales para seleccionar aquellas cepas funcionales. Asi,
este trabajo de Fin de Master set ha llevado a cabo en el Laboratorio de Cultivos Celulares
perteneciente al Departamento de Desarrollo Preclinicos. En el mismo, se realizan ensayos de

funcionalidad mediante la tecnologia de los cultivos celulares para el cribado de cepas.

De tal forma, la hipotesis y el objetivo principal fue identificar cepas microbianas de la coleccién
de Biopolis SL. con potencial probidtico en ensayos antiinflamatorios. Las propiedades
beneficiosas de los probidticos son cepa especificos, por ello se requiere de herramientas de

cribado experimental.
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Objetivos secundarios o especificos:
o Comparar las técnicas de recuento en placa y citometria de flujo para la enumeracion
de cepas probidticas y sus versiones inactivadas (postbiéticos).
o Evaluar el efecto antinflamatorio de las cepas en su forma de probidtico y de postbidtico,
sobre las células HT29 (ATCC HTB-38) del epitelio intestinal tras un estimulo

proinflamatorio en el medio con Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa).

4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Técnicas microbioldgicas

a. Cultivo liguido bacteriano
Los trabajos de microbiologia se realizan en cabina de bioseguridad, o en bancada
utilizando un mechero bunsen para crear el ambiente aséptico y utilizando siempre

material fungible estéril (tubos eppendorf, tubos Corning, puntas de pipeta, etc.).

Se trabajo con 5 cepas pertenecientes al cepario interno de Biopolis SL.: 3 cepas del
género Lactobacillus (L1, L2 y L3) y 2 cepas de Bifidobacterium (B1y B2).

Las condiciones 6ptimas de crecimiento para los dos géneros bacterianos se recogen
enla Tabla 1. Las 5 cepas se incubaron a 37°C y en condiciones de anaerobiosis. Los
medios empleados fueron agar Man-Rogosa-Sharpe, MRS (Scharlau) para
Lactobacillus y agar de Propionato, TOS (Merk Life Science) o MRS en el caso de las

bifidobacterias.

En el caso de las bifidobacterias, al ser anaerobias estrictas, es importante afiadir
cisteina debido a que tiene capacidad de oxidarse al captar el Oz disuelto en el medio
de cultivo. Las cepas de Lactobacillus tienen un crecimiento mas rapido, mientras que
para las Bifidobacterias es importante una incubacién mas larga (48h). Las
condiciones de anaerobiosis se generaron mediante el uso de bolsas de generacion
de atmadsfera anaerobidtica (AnaeroGen™ 2,5 L de Thermo Fisher). Se introdujeron

los cultivos junto a las bolsas en un recipiente de anaerobiosis.
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Tabla 1. Condiciones empleadas en la incubacién de las cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium.

Géneros T(°C) Tiempo (h) Aireacién Maedio de cultivo
Lactobacillus 37 18-24 Anaerobiosis MRS
Bifidobacterium 37 24-48 Anaerobiosis MRS + cisteina
TOS + cisteina

Cada una de las cepas seleccionadas en este trabajo, se sembrd a partir de
glicerinados mantenidos a -80 °C, una porcién recogida con un asa de siembra loop
en 10 mL de medio de cultivo apropiado (MRS o MRS/cisteina) y se incubd en
condiciones de anaerobiosis, utilizando el sistema de generacion de atmdsfera
anerobidtica GasPak (BD Vacutainer) a 37 °C en condiciones estaticas. Los cultivos

se incubaron durante 24-48 h.

b. Inactivacion bacteriana

Algunos ensayos de funcionalidad requieren el uso de postbioticos, asi que el ensayo
también se realiz6 con las mismas cepas inactivadas. Tras evaluar el cultivo fresco se
realizé un tratamiento térmico de las suspensiones bacterianas en el autoclave para

su inactivacién, es decir pasar de probiéticos a postbioticos.

Las condiciones de autoclavado son 121 °C durante 20 minutos a 1 atm. Para validar
o verificar la eficacia del tratamiento térmico se hace el recuento por citometria con
los colorantes de tincién, de esta manera un porcentaje muy elevado o la totalidad de
las bacterias aparecen tefiidas con yoduro de propidio, PI, indicativo de muerte celular.
El modo de funcionamiento de estos colorantes se explica en el apartado de citometria
de flujo. Cabe destacar que no se puede realizar el recuento en placa en las cepas
inactivadas ya que no crecen, asi que una vez pasadas por el autoclave se procede

al citbmetro. ¥

c. Recuento en placa
Los cultivos frescos una vez crecidos se sometieron a una centrifugacion a 3500 rpm
durante 5’ para separar el medio del pellet celular. Se retir6 el sobrenadante, SN, y las
células se lavaron con 5 mL de solucion salina, SS (a 0,9 % de NacCl). Tras el lavado

de las células quedaron resuspendidas en 3-4 mL de SS. Por ultimo, se dejan los
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tubos agitando en el vortex automatico 5-10 minutos para que queden

homogeneizados.

El siguiente paso consistié en realizar diluciones seriadas 1:10, en agua de peptona
(Triptona 10,0 g/L y sodio cloruro 5 g/L con tween 80 con un pH de 7,2 £ 0,2) y
sembrarlas en placas Petri en profundidad. El procedimiento de siembra es el
siguiente, también recogido en la Figura 2:
-Las diluciones se hacen en base 10, empezando con 500 L de la suspension
bacteriana, llevada a 5 mL de volumen final (tubos contendran 4,5 mL de agua
de peptona).
-El volumen de siembra de cada dilucién es de 1 mL por duplicado (en dos
placas).
-El medio de cultivo se mantiene en estufa a 65 °C para evitar su solidificacion.
Antes de adicionar el medio a las placas se atempera y se suplementa con
cisteina a una concentracion final de 0,5 mg/mL.

T~ ™ '\"\"\"\
e ’_ ‘ ,A_ =y
Diluciones:

H = ’,; ,‘ )
| |
‘ | | i J

|
)umue“ \ /
\ \ /
\\\ ’// agua de \\ / \ / \ / \‘ \ / \ \ /
\_J peptona A\ -
3-4mL 1:10 1:1000 1:100.000 10.000.00
Suspension 1:100 1:10.000 1:1.000.000 1:100.000.000
bacteriana

‘”J /
) /

Figura 1. Ejemplo de las diluciones a partir de la
suspension bacteriana con la adiciéon del medio de cultivo
especifico. Los volimenes en las imagenes de los tubos
no corresponden con los volimenes utilizados en el

ensavo.

Una vez sembrado, se mantuvo en reposo hasta su solidificacion y tras ello se incubo

24-48 h a 37 °C en la estufa en condiciones anaerobias (dentro del incubador de
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anaerobiosis y con 2 bolsas de captacion de oxigeno, las mismas condiciones

anteriores en el cultivo en placa.).

Se procedio al recuento de las placas entre 30-300 colonias, a mano o en con el
Scan400 de Interscience. Es importante verificar que las diferentes diluciones
presentan un orden l6gico en los resultados obtenidos (Figura 4). Finalmente, para
obtener el numero de ufc/mL de la suspension bacteriana de células vivas inicial se

multiplican los numeros contados en las placas por el factor de dilucion.

d. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una tecnologia que analiza y cuantifica a la vez varias
caracteristicas de las células a medida que un fluido las transporta y son incididas por
un haz de luz. El flujo mide la granularidad (complejidad), el tamafio y la fluorescencia
relativa de la célula bacteriana. El sistema para determinar tales caracteristicas
consiste en una parte dptica acoplada a un procedimiento electrénico que graba como
la célula dispersa el haz de luz y mide la fluorescencia. (4

Una de las aplicaciones de esta técnica corresponde al recuento celular y se aplica
tanto a los cultivos bacterianos frescos como inactivados obtenidos anteriormente.
Para llevar a cabo la técnica, se inici6 con la recogida del cultivo liquido y la separacién

y lavado del pellet celular en las mismas condiciones que en el sembrado en placa.

Una vez se dispuso de las suspensiones celulares, se realizaron las diluciones 1:10
seriadas con 900 ul de SS y 100 ul de la suspensién bacteriana. Se busca la dilucién
adecuada, donde el paso de células a través del laser en el citbmetro (Beckman
Coulter) fuera en torno a 1000 events/s, es decir, un flujo medio. Conforme la muestra
esta siendo medida por el equipo, el software va dibujando una nube de puntos segun
el tamafo y complejidad de las bacterias. El programa nos permite seleccionar el area
de medida, ajustada a la poblacién bacteriana especifica discriminando las particulas

de debris celular de un tamafio menor.
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Ademas, podemos ver una tabla resumen con los events/pL y demas informacion
relevante. Las medidas quedan registradas y con ellas se calculé la concentracion
celular de cada cultivo bacteriano. El dato de events/uL de cada medida se utiliza para
calcular las células/mL en nuestra suspension celular, aplicando los célculos
necesarios. Estos son multiplicar por el factor de dilucion (1000x) y realizar un cambio

de unidades de pL a mL.

Lo realizado hasta ahora ha sido un recuento total de células, pero también se realizé
una tincion para diferenciar las células vivas de las dafiadas/muertas. Se utilizaron los
colorantes Syto9 (Thermo Fisher) y yoduro de propidio, PI (Sigma Aldrich). Syto9 se
introduce en todas las células, puede traspasar la membrana celular dotando a la
célula de un color amarillo con fluorescencia verde. Mientras que Pl solo entra en las
inactivas al encontrarse la membrana desestructurada, desplazando el Syto9 e
indicando que la célula estad dafiada o muerta y dotandola de un color naranja con

fluorescencia roja. 9

Acto seguido, se tom6 una alicuota de 500 pl de la dilucion a la cual se le habia hecho
el recuento total de bacterias y se afiadieron 5 pl de 0,1 mM Syto9, y 5ul de 0,5 mM
de PI de los colorantes en un tubo eppendorf nuevo (para tefiir ya no se necesitaba
esterilidad).

Para finalizar se incubé a 700 rpm durante 15’ en el termobloque (Eppendorf) a 37 °C
y se volvié a medir en el citbmetro. Una vez terminado el trabajo de citometria se

asegura la correcta limpieza del equipo.

4.2 Técnicas de cultivos celulares
a) Mantenimiento linea celular HT29

Las células HT29 (ATCC HTB-38)16 forman parte del epitelio intestinal humano y
estan en estrecho contacto con los alimentos que ingerimos convirtiéndolas en células
representativas del tracto gastrointestinal y un relevante modelo de cancer de colon.
Mantienen la misma estructura que pequefos células de intestino grueso (Figura 2),

son secretoras de moco y fortalecen la barrera protectora, es por ello por lo que son
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buenas candidatas para su estudio in vitro, mas especificamente en este trabajo en

estudio de funcionalidad frente a la inflamacion. 47

Low Density - * ScaleBar=100im  High Density Scale Bar = 100pm

Figura 2. Morfologia en forma poligonal de las células HT29observadas con microscopio invertido de
contraste de fase. Adaptado de [Ji, J., Jin, W, Liu, S.-J., Jiao, Z., & Li, X. (2023). Probiotics, prebiotics,
and postbiotics in health and disease. MedComm, 4(6), e420. https://doi.org/10.1002/mco2.420](16)

Se parti6 de un vial conservado en nitrégeno liquido de densidad celular 2x10° cel/mL,
donde se encuentran las reservas de las lineas celulares y el banco de trabajo de cada
una de ellas. Se descongeld y se introdujo en un flask de 75 cm? con el medio de
crecimiento adecuado, medio McCoy’s 5A suplementado con 10 % de suero bovino
fetal (FBS) y antibiéticos Penicilina-Estreptomicina (Los 3 quimicos de Thermo Fisher).
Se conserva en el incubador de COz2 a 37 °C y 5 % de CO:2 controlando su crecimiento
en el microscopio Optico invertido de contraste de fase, hasta un adecuado grado de
confluencia (75-90 %), en el cual ya estaria listo para iniciar el ensayo y por lo tanto,
preparar la placa si ese es el caso o para pasar las células a otro flask y seguir el

mantenimiento. (8)
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b) Ensayo de inflamacién y uso de la camara Neubauer

Se inicia el ensayo de funcionalidad sobre células HT29. Este ensayo consiste en

inducir en la célula una inflamacion con el inductor proinflamatorio TNFa (Merck) que

se traducird en una produccién y secrecion de interleucina 8, IL-8 (Merck).®) El

ensayo se realizo sobre células sembradas en placa 96w (Thermo Fisher) a 50000

cel/pocillo y tras un periodo de incubacion de 5-7 dias para permitir su diferenciacion.

A partir de un flask de células HT29, en correcto estado de confluencia e inferior a 20

pases, se levantan las células de la monocapa para hacer recuento y ajustar la dosis

para preparar la placa de 96w. Los pasos para seguir en el proceso de levantamiento

son los siguientes:

Retirada, por aspiracion automéatica, del medio de cultivo.

Lavado de la monocapa con PBS 1x (Thermo Fisher).

Adicion de 0,25 % tripsina/EDTA (&cido etilendiaminotetraacétic) (Thermo
Fisher) (3 mL).

Incubacién a 37 °C entre 3-5’.

Neutralizar tripsina con 6-10 mL de medio de cultivo.

Se procedio en este momento al recuento celular en Camara Neubauer (Figura 3).

Esta es una técnica que sirve para conocer la concentracion celular de cualquier

ensayo. Se contaron los cuadrantes de 0,1 mm y se aplicé el factor de dilucion

adecuado para obtener las cel/mL de la suspension celular.

Figura 3. Areas de medida de la
camara de Neubauer.
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El dia del ensayo, se preparo el medio utilizado en la preparacion de la placa, pero sin
los antibidticos junto con TNFa a una concentracion de 2 ng/mL hasta entonces

conservado a -20 °C.

Por otro lado, se prepararon las muestras de las células bacterianas probiéticas o
inactivadas (postbioticos, autoclavadas 20’ a 121 °C, 1 atm) de la misma forma que
se ha explicado en el apartado de técnicas microbiolégicas en referencia a la

obtencién de cultivos bacterianos e inactivacion bacteriana.

Una vez teniamos el recuento de las suspensiones bacterianas, vivas o inactivadas,
se prepararon las dosis a ensayar. En el caso de probiéticos se ensay6 la dosis 1x108
cel/mL mientras que para postbidticos se ensayaron 1x108 y 1x10° cel/mL. Los
tratamientos se ensayan por triplicado (3 pocillos de la placa), de igual manera que el
control negativo (medio de cultivo sin TNFa), medio con TNFa (2 ng/mL y control
positivo antiinflamacion (cepa Lactobacilus rhamnosus, LGG, ATCC 53103). ® Una
vez estuvo todo dispensado en la placa se dejé incubando 3 horas a 37°C /5 % COa.

Finalizado el tiempo de ensayo, el SN se retir6 a otra placa 96w y se almacené a -20
°C hasta la realizacion del ensayo en el Luminex que determinara la concentracion de
IL-8. Cabe mencionar que sobre la monocapa celular se evaluo la citotoxicidad de los

tratamientos.

c) Ensayo de citotoxicidad celular

En el ensayo de citotoxicidad se realiza la determinacion de viabilidad celular sobre la
monocapa con el compuesto quimico 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo) — 2,5-bromuro de
difeniltetrazolio, MTT (Thermo Fisher). Servira para evaluar si las concentraciones de
probidticos y postbidticos han resultado dafiinas para la monocapa de células HT29.
Las células vivas con su metabolismo activo convierten el MTT en formazan un
compuesto insoluble en agua. Se obtiene un cambio de color (de amarillo a morado)
y una precipitacion de este compuesto en el fondo de los pocillos. Las células muertas

por lo tanto no muestran ninguna transformacion del compuesto. 2%
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A partir de una solucion de MTT (5 mg/mL) se realizé una dilucién 1:10 en el medio
de cultivo y se dispens6 100 pL de la dilucion final en cada pocillo de la placa 96w. Se
incubd a 37 °C durante 30-40’. Tras esta incubacion el formazan formado precipit6 al
final de los pocillos, se retir6 el SN y se afiadié dimetilsulféxido, DMSO (Merck), para
solubilizar. Una vez solubilizado el producto se midi6é la absorbancia a 570 nm en el

espectrofotometro para determinar el % de citotoxicidad y el % de viabilidad.

d) Determinacion de la liberacion de IL-8 en el Luminex

Luminex (Thermo Fisher) es una plataforma de lectura mediante la tecnologia XMAP
gue consiste en combinar fluidos, Optica y procesamiento de sefiales digitales con
microesferas o perlas magnéticas marcadas con fluorescencia lo que permite la
captura de hasta 80 analitos proteicos 0 genes a partir de una Unica reaccion midiendo
cada perla individualmente, técnica llamada ProcartaPlex. (21

El protocolo de manera resumida para llevar a cabo el ensayo en el Luminex es el

siguiente:

- Se centrifuga la placa a 4000 rpm durante 10’ a 4 °C.
- Se preparan los reactivos:
o Se prepara la solucion de lavado 1x a partir del reactivo Wash Buffer 10x
con agua doble destilada.
o Se prepara la solucién con las bolitas magnéticas a partir del reactivo
Simplex Beads y la solucion de lavado.
o Se prepara la curva patrén a partir del standard suministrado en el kitt
comercial.
- Se reparten las bolitas en los pocillos en los cuales hay muestras.
- Se pipetean las muestras y los estandares en sus correspondientes pocillos en
la placa.
- Se realiza una incubacion durante 2 h a temperatura ambiente y en agitacién.
- Se retiran las muestras liquidas permaneciendo las bolitas en la placa (la palca
se manipula adherida a un soporte magnético para retener las bolitas). Se
realizan 2 lavados y se aflade el anticuerpo de deteccion y se incuba 30’ en las

mismas condiciones.
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- Se vuelven a lavar las bolitas y se afiade la estreptavidina-ficoeritrina. Se
incuba 30’ en las mismas condiciones y se vuelve a lavar.
- Se afade el buffer de lectura y se procesa la placa en el lecto de fluorescencia

Luminex.

En nuestro caso se pretendia detectar la molécula IL-8, sintetizada y secretada al
exterior celular. Se utilizaron las bolitas magnéticas marcadas internamente con un
fluoroforo a las cuales se unen IL-8 y los anticuerpos de captura necesarios para esta
unién. Posteriormente, la unién de un segundo anticuerpo (anticuerpo de deteccion
especifico) también marcado con fluorescencia, permitiéo la deteccién de nuestro

analito.

En este ensayo solo se trabajé con un tipo de bolitas y la intensidad de fluorescencia
registrada para cada pocillo es directamente proporcional con la cantidad de IL-8. Para
el andlisis de los resultados, el software interpola los datos de cada una de las
muestras analizadas en una recta patron caracteristica de cada analito obtenida a

partir de los estandares previamente elaborados.

4.3 Analisis estadistico

Para corroborar que los resultados obtenidos tienen evidencia, se realizaron entre 2y
3 experimentos independientes por cada una de las dos técnicas microbiologicas y en
cada experimento se analizaron 2 réplicas de cada cepa por duplicado cada una. En
cuanto a los ensayos de inflamacidén se realizaron entre 2 y 3 ensayos tanto con
probiéticos como con postbidticos. Todos ellos (los ensayos de inflamacién) con el

ensayo de citotoxicidad asociado.

Se realiz6 un T-test para dos muestras independientes para comparar las técnicas de
citometria y recuento por placa, asi confirmar que los datos obtenidos en ambas
técnicas no difieren tanto y se pueden considerar como no significativas con un P-
valor < 0,05. Por otro lado, fue realizado una prueba Anova para confirmar si hubo
citotoxicidad con las dosis del tratamiento sobre las células HT29 y para calcular si el

porcentaje de inhibicion de IL-8 fue significativo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Comparativa de técnicas para el recuento de bacterias

En primer lugar, en este trabajo se llevd a cabo una comparaciéon entre las metodologias
recuento en placa y citometria de flujo para validar su equivalencia. Estas técnicas
microbioldgicas tienen el objetivo de contar la concentracion de células bacterianas de los

caldos cultivados para poder ajustar la dosis de bacterias en los ensayos funcionales.

Con respecto al recuento en placa, es importante que las diluciones en la técnica de cultivo en
placa tengan un orden légico de dilucién (Figura 4), es decir, en la diluciéon 10° han de existir
menos unidades formadoras de colonias por mL que en la dilucién 102 y asi progresivamente.
Este orden logico significa que las diluciones se realizaron de manera correcta. En el caso de

no ser como se describe se descarta la réplica alterada en el orden.

Figura 4. Resultados del recuento en placa de la R2 de
L1y L2 (1 de las 2 placas) que muestran un orden légico

de dilucién.

Se realiz6 el recuento comparativo de 5 cultivos microbianos utilizando tecnologias
mencionadas. En ambas técnicas microbioldgicas (recuento en placa y citometria) se hicieron
2 réplicas. En los resultados de los recuentos obtenidos, mostrados en la Tabla 2, no se
observan diferencias significativas en los recuentos de células bacterianas vivas entre las 2

técnicas.
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Tabla 2. Comparacion de los resultados de las técnicas de recuento en placa y citometria de flujo en células vivas.

R1 R2 Promedio (cel/mL) SD Significativad Estadistica
Citometria | Placa Citometria | Placa (P-valor < 0,05) T-test
L1 1,83E+09 2,61E+09 1,86E+09 2,25E+09 ns
L2 3,89E+09 4,19E+09 3,95E+09 6,15E+09 ns
L3 2,08E+09  1,13E+09 | 2,08E+09  1,91E+09 ns
Bl 5,04E+09  4,65E+09 | 6,23E+09  4,70E+09 ns
B2 3,56E+09 8,90E+09 3,31E+09 3,10E+09 ns

R, Réplica; SD, Desviacion Estandar; ns, No Significativa.

La significancia estadistica se ha realizado en base al T-test para dos muestras independientes.

La no significancia estadistica quiere decir que ambas técnicas son equivalentes para
determinar la concentracion de células bacterianas vivas en una muestra, como también se
puede observar en las gréficas de barras de la Figura 5.
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Figura 5. Gréficas comparativas entre recuentos bacterianos vivos en placa y por citometria.

Estos ensayos de funcionalidad requieren tener el cultivo listo para su empleabilidad al

momento. Por esta razon la citometria de flujo es la mas indicada al permitir obtener la
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concentracion de bacterias en apenas unos minutos, mientras que con la técnica del recuento

en placa el proceso se demora entre 24 y 48 horas. @3

Utilizar la placa de Petri tiene ademas otra limitacion. En la placa solo crecen las bacterias vivas.
Al ser un medio rico en nutrientes donde solo las células viables poseen el metabolismo activo
para poderlos aprovechar, las bacterias dafiadas o muertas no proliferan no siendo posible su
recuento. Al quedar las posibles bacterias sin viabilidad sin poderse contar no seria posible
realizar los ensayos de funcionalidad con las cepas inactivadas en el autoclave, quedando el
uso del citdmetro como Unica opcion aplicable, ya que el citbmetro cuenta todas las unidades

celulares sean viables o no.

5.2 Verificacion de viabilidad celular e inactivacion bacteriana con

métodos de tincion en citometria de flujo
Cuando un cultivo bacteriano no esta tefiido el citbmetro no nos permite saber la viabilidad de
las células ya que el laser solo detecta el cuerpo celular y no tiene la capacidad de caracterizar
si la bacteria tiene el metabolismo activo o tiene la membrana dafiada o rota. Por ello en la
Tabla 3 se muestra el recuento de las células HT (inactivadas) sin tefiir, donde hay un recuento
total y no diferenciado en la viabilidad celular. Con el objetivo de verificar que la inactivacion

bacteriana fue correcta, se llevo a cabo la tincion de las células con los colorantes Syto9 y PI.

Tabla 3. Recuento en citometria de flujo de los cultivos bacterianos inactivados (HT) sin tefiir.

events/HL R1 R2

R1 R2 DF cel/mL SD cel/mL SD

HT-L1 2550 2681 1000 2,55E+09 | 7,28E+07 | 2,68E+09 @ 5,73E+07
2447 2762 1000 2,45E+09 2,76E+09

HT-L2 4742 4808 1000 474409 7 1,54£+08 | 4,81E+09 " 3,32E+08
4524 4339 1000 4,52E+09 4,34E+09

HT-L3 2649 2700 1000 2,656+09 7 424F+06 | 2,70E+09 " 5,66E+06
2643 2692 1000 2,64E+09 2,69E+09

HT-B1 4586 3636 1000 4596409 7 3,176+08 | 3,64E409  6,51E+07
4137 3544 1000 4,14E+09 3,54E+09

HT-B2 3361 2355 1000 3,36E+09 7 2,61E+08 | 2,36E+09 " 1,91E+07
2992 2382 1000 2,99E+09 2,38E+09

R, Réplica; DF, Factor de Dilucion; SD, Desviacion Estandar.

Como se ha explicado anteriormente en el apartado 4 de Material y Métodos Syto9 se
introduce en todas las células independientemente de su viabilidad y es desplazado por Pl en
las bacterias con la pared celular dafiada o rota. Este mecanismo nos permite conocer el

estado fisico de la célula. En las Tablas 4 y 5 se puede ver lo mencionado, la diferenciacion por
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viabilidad del recuento, distinguiendo entre células vivas y células dafiadas o muertas

(inactivadas) gracias a la tincion con estos colorantes.

Tabla 4. Recuento bacteriano en citometria de flujo de los cultivos bacterianos vivos con tincion.

Citomaetria con tincién (events/pL)
R1 | R2 R3 Promedio R1 Promedio R2 Promedio R3

Totales Vivas Totales Vivas Totales Vivas DF Totales Vivas Totales Vivas Totales Vivas

L1 2105 2013 2219 2005 2819 2723 1000 2,07E+09 T 1,98E+09 2,31E+09 T 2,07E+09 2,71E+09 T 2,61E+09
2037 1939 2391 2139 2597 2491 1000

L2 4073 3596 3986 3427 5628 4364 1000 4,07E+09 v 3,55E+09 3,83E+09 v 3,29E+09 5,67E+09 '4,32E+09
4071 3501 3675 3155 5710 4269 1000

L3 2577 2076 2173 1965 2639 2361 1000 2,42E+09 4 1,94E+09 2,20E+09 4 1,97E+09 2,60E+09 4 2,33E+09
2260 1811 2226 1980 2559 2302 1000

Bl 4637 4286 5667 4413 5488 4530 1000 4,62E+09 4 4,17E+09 5,75E+09 4 4,47E+09 5,40E+09 4 4,56E+09
4595 4045 5835 4524 5316 4596 1000

B2 3665 3169 3897 3413 3616 3505 1000 3,74E+09 T 3,20E+09 3,82E+09 T 3,35E+09 3,62E+09 T 3,51E+09
3812 3223 3744 3286 3632 3516 1000

R, Réplica; DF, Factor de Dilucion.

Tabla 5. Recuento bacteriano en citometria de flujo de los cultivos bacterianos inactivos o HT con tincion.

Citometria con tincién (events/pL)
R1 | R2 Promedio R1 [ Promedio R2
Totales Dafiadas+Muertas Totales Dafiadas+Muertas DF Totales Daiiadas Totales Dafiadas
HT-L1 2630 2541 2768 2760 1000 2,55E+09 r 2,54E+09 2,77E+09 4 2,72E+09
2466 2531 2768 2681 1000
HT-L2 4499 4408 4734 4688 1000 4,44E+09 4 4,35E+09 4,73E+09 4 4,78E+09
4388 4291 4733 4878 1000
HT-L3 2693 2629 2552 2513 1000 2,65E+09 r 2,59E+09 2,62E+09 4 2,58E+09
2598 2560 2685 2640 1000
HT-B1 3955 3802 3293 3207 1000 4,09E+09 4 3,93E+09 3,30E+09 4 3,22E+09
4234 4058 3300 3235 1000
HT-B2 2894 2860 2378 2330 1000 2,80E+09 | 2,82E+09 2,82E+409 | 2,36E+00
2894 2779 2468 2389 1000

R, Réplica; DF, Factor de Dilucion.

En el citdmetro el haz de luz reflejado una vez ha incidido el laser en las células bacteriana es
de diferente color dependiendo del colorante que haya predominado en la bacteria. En el caso
de predominar la entrada de Syto9, la fluorescencia emitida es verde caracterizando a las
células como probidticos. Mientras que con la entrada de PI la fluorescencia es de color rojo,
indicando que la bacteria esta dafiada o muerta. Entonces el color rojo, sirve de verificacion, es
decir, es indicativo de que la inactivacion bacteriana mediante la técnica del autoclave ha sido

eficaz. @4

La Tabla 6 recoge esta verificacion. Tras la tincion con Syto9 y Pl se confirma que la técnica
de inactivacion celular mediante autoclave ha resultado positiva. En la tabla A) todos los caldos
medidos tenian mas de un 80% de promedio de bacterias vivas. Predominé el colorante Syto9
ya que las paredes celulares estaban intactas. En la tabla B) el desplazamiento de PI fue
notable, los porcentajes son contrarios llegando en mas de una cepa a casi un 100% de

inactivacion celular promedio.
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Tabla 6. Viabilidad o porcentaje de dafiadas de las células bacterianas tras una tincion con Syto9 y PI. A) cultivos

frescos, B) tras técnica de inactivacion.

A) B)
Células vivas (%) cel/mL Células dafiadas (%) cel/mL

R1 | R2 | R3 Prromedio | sD R1 | R2 Prromedio | SD
95,63 90,36 96,59 93,86 311 96,62 99,71 98,95 2,83
95,19 89,46 95,92 102,64 96,86
88,29 85,98 77,54 83,07 5,51 97,98 99,03 99,46 2,46
86,00 85,85 74,76 97,79 103,06
80,56 90,43 89,47 86,58 4,86 97,62 98,47 98,24 0,42
80,13 88,95 89,96 98,54 98,32
92,43 77,87 82,54 84,14 5,91 96,13 97,39 96,85 1,03
88,03 77,53 86,40 95,84 98,03
86,47 87,58 96,93 90,02 5,43 98,83 97,98 97,41 1,24
84,55 87,77 96,81 96,03 96,80

R, Réplica; SD, Desviacion Estandar.

5.3 Ensayo de inflamacién en células HT29
Realizado el recuento celular mediante citometria de flujo tanto en las cepas vivas como en las
inactivadas y calculada las dosis bacterianas para cada tratamiento, se procedi6 al ensayo de
funcionalidad antiinflamatoria por parte de los probiéticos o postbiéticos, mediante la inhibicion
de la accion TNFa sobre las células del epitelio intestinal HT29.

Como se muestraen la Tabla 7 y la Figura 6 A), de las 5 cepas seleccionadas para este trabajo,
solo 1 de ellas mostrd una inhibicion de la secrecion de IL-8 entorno al 40 % en su forma viva.
Este resultado fue inferior al probiético control LGG que mostrd niveles altos de inhibicién (un
minimo de 75 %) de la inflamacion producida por TNFa. En este ensayo LGG actué como
control positivo debido a sus capacidades funcionales descritas en la bibliografia. 2 Respecto
a los postbidticos, ninguna de las cepas tuvo efecto alguno (Figura 9) aunque de ellas se
hablara més adelante.

Tabla 7. Inhibicién de la produccion de IL-8 con cepas probidticas y cepas posthidticas

(ambas dosis) en células HT29.

Inhibicién (%)
Probidticos Postbioticos
Dosis 10708 cel/mL Dosis 10708 cel/mL Dosis 10709 cel/mL
TNFa 0,0 0,0 0,0
LGG 89,4 76,6 75,3
L1 0,0 0,0 0,0
L2 43,7 0,0 0,0
L3 5,0 0,0 0,0
B1 0,0 0,0 0,0
B2 0,9 0,0 0,0
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Ninguna de las cepas probioticas presentd citotoxicidad sobre las células HT29 como se
muestra en la Figura 6 B). Lo que quiere decir que a las dosis 108 cel/mL son seguras para el

epitelio intestinal del hospedador.

A parte de tener resultados positivos como antininflamatorio, para ser probiotico ha de
cumplir otros requisitos mencionados anteriormente: capaces de sobrevivir a los pH
bajos del tracto gastrointestinal, capaz de resistir a antibidticos y otros organismos
patogenos y a las condiciones de procesado, capacidad de adherirse a la mucosa
intestinal, que se encuentren en la microbiota sana habitual y tener un corto tiempo de
produccion. Para poder confirmar estas capacidades se tendrian que ser seguir
desarrollando otros estudios de funcionalidad, para asegurarnos que cumplen con el
minimo de requisitos, poder llamarlo probidtico y comercializarlo para el desarrollo de

terapias, alimentos funcionales, etc.
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Figura 6. A) Inhibicion de la produccién de IL-8 con cepas probidticas en células HT29. Promedio de los 2
ensayos en las cepas vivas. Se ha realizado una prueba Anova. B) Nivel de viabilidad celular (citotoxicidad)
del tratamiento con las bacterias vivas (probidticos) sobre las células HT29. Se ha realizado una prueba
Anova.

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; **p-valor < 0,001

En cuanto a las cepas inactivadas (postbidticos) ninguna de ellas ha presentado un efecto
antinflamatorio positivo por lo tanto no son funcionales en este ambito, como se observa en la
Figura 6 A). Ademas, 2 de las cepas, L1 a la dosis 10° cel/mL y L2 a la dosis 10 cel/mL (Figura

7 B)) presentan cierto nivel de citotoxicidad al haber disminuido la viabilidad de las células HT29
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por debajo del 80 %. Quiere decir, que en el caso de continuar investigando con estas cepas

no se podria utilizar esta dosis y habria que ensayar ajustando a una dosis mas diluida.
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Figura 7. A) Inhibicién de la produccién de IL-8 con cepas HT (posthiéticas) en células HT29. Promedio de los 2
ensayos en las cepas vivas. Se ha realizado una prueba Anova. B) Nivel de viabilidad celular (citotoxicidad) del
tratamiento con las bacterias HT (posthidticos) sobre las células HT29. Se ha realizado una prueba Anova.

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; **p-valor < 0,001

A nivel global, se han obtenido resultados donde la mayoria de las cepas activadas o
inactivadas no presentaban funcionalidad antinflamatoria, excepto L2 en su forma probidtica.
Esto quiere decir, que esta capacidad de inhibicion de la inflamacién es cepa especifico y que
las demés cepas no son funcionales en presentar capacidad antinflamatoria. Por lo tanto, el
ensayo es discriminatorio, no todas las cepas son buenas candidatas en esta funcion. Este

ensayo selectivo puede servir como un pequefio cribado antiinflamatorio.

6. CONCLUSIONES

= Las técnicas de recuento en placa y citometria son equivalentes para la enumeracion
de bacterias de una suspension celular.

» Latécnica de citometria es mas rapida, permite obtener resultados en menos tiempo,
lo que es necesario para realizar la enumeracion de bacterias inactivadas mediante
tincién con Syto9 y yoduro de propidio.

» Se ha identificado la cepa viva L2 con potencial antiinflamatorio mediante la inhibicion
de la secrecion de IL-8 producida por la estimulacion con TNFa un ensayo celular con

enterocitos humanos sin verse afectada su viabilidad celular.
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» Es necesario realizar en el futuro otros estudios de funcionalidad con la cepa L2 para
poder caracterizarla como probiético. Es importante para su comercializacion y poder

desarrollar terapias o alimentos funcionales para beneficiar la salud de las personas.
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