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Resumen

En el dltimo tiempo, el rol del microbioma intestinal se ha estudiado con mayor profundidad
en el desarrollo de enfermedades neuroldgicas incluido el trastorno de espectro autista. Los
trastornos del espectro autista (TEA) se refieren a un grupo de enfermedades
neuroconductuales influenciadas por factores tanto geneticos como ambientales. El predominio
de sintomas gastrointestinales (GI) en el TEA ha motivado a los investigadores a explorar el
papel potencial de la microbiota intestinal en el autismo. La microbiota humana es una
poblacién compleja de 70’ microorganismos incluyendo bacterias, hongos, virus y arqueas.
Los mismos contribuyen al metabolismo normal, a la homeostasis inmunoldgica y controlan
las actividades del sistema nervioso central (SNC) a través de vias neuronales, inmunitarias y
enddcrinas. EI microbioma se ha asociado a otras patogénesis neuroldgicas, ya que, los
microorganismos huéspedes producen metabolitos, como acidos grasos de cadena corta, que
interfieren con las funciones normales del sistema gastrointestinal y del sistema nervioso
central evidenciado por la alteracion de neurotransmisores y uniones comunicantes. El estudio
de las herramientas de deteccion de biomarcadores de la microbiota es esencial para avanzar
en el conocimiento de su papel en la salud. La combinacion de técnicas como gPCR, y la
secuenciacion completa del gen de ARN ribosomal 16S por la tecnologia de Oxford Nanopore
(ONT) permite una evaluacién integral del perfil microbiano de bacterias, facilitando el
desarrollo de estrategias diagndsticas y terapéuticas innovadoras. En esta investigacion, se
busca optimizar herramientas de deteccidn de biomarcadores bacterianos de salud intestinal en
nifios con TEA mediante gPCR con el objetivo de brindar una estrategia mas rapida, accesible
y sensible que una secuenciacion completa. Para ello, se probaron distintos primers que
apuntan a filos y géneros microbianos especificos y se estudiaron dos estrategias de
normalizacion de datos mediante curvas de calibracion. Para el estudio de la composicion y
diversidad de la microbiota de nifios con TEA y hermanos neurotipicos, se realiz6 una
caracterizacion taxondmica mediante la secuenciacion completa del gen de ARN ribosomal
16S con la tecnologia de Oxford Nanopore. Se identificaron diferentes bacterias enriquecidas
en un grupo de estudio frente al otro siendo algunas pertenecientes a los géneros Clostridium
perfringens, Paeniclostridium sordellii méas predominantes en nifios con TEA, y, Blautia
phocaeensis y Roseburia inulinivorans, mas predominantes en nifios sin diagnostico. También
se estudid la microbiota intestinal mediante técnicas dependientes de cultivo en condiciones
anaerobicas con el objetivo de aislar bacterias de interés y utilizarlas como referencia en el

desarrollo de herramientas de diagndstico molecular.



Palabras claves: Biomarcadores, microbiota, PCR en tiempo real, secuenciacion,
autismo



Abreviaciones
16S - subunidad del ribosoma procariota.

ADN - &cido desoxirribonucleico

ADNg- 4cido desoxirribonucleico genomico

AMX- adapter mix

ARN- &cido ribonucleico

ARNr - ARN ribosomal

BLAST- Basic Local Alignment Search Tool

BSM- Medio selectivo de Bifidobacterium (del inglés Bifidobacterium Broth)
CCDA- Agar sin sangre para Campylobacter (del inglés Campylobacter Blood Free Agar)
Ct- threshold cycle o ciclo umbral

dNTP- desoxinucledtidos trifosfatos

Gl - Gastrointestinal

LB - caldo de lisogenia (del inglés lisogenia broth)

NEB - New England Biolabs

NT- Neurotipico

NCBI -National Center for Biotechnology Information

ONT- Oxford Nano Technologies

PBS - buffer fosfato salino

p/v - radio peso volumen

gPCR - real-time PCR

rpm- revoluciones por minuto

SNC - sistema nervioso central

SCFA -acidos grasos de cadena corta (del inglés short chain fatty acids)
TEA - Trastorno del espectro autista

Tm- temperatura de melting

TMF - transplante de materia fecal

mL - Mililitro

ug - Microgramo

uL - Microlitro

UV - radiacion ultravioleta

YCFA - Acidos grasos de casitona de levadura (del inglés yeast casitone fatty acids)
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1. Introduccidn

1.1 Trastorno del espectro autista (TEA)

El trastorno del espectro autista (TEA), también conocido como autismo, es una condicion del
neurodesarrollo compleja y heterogénea que se caracteriza por dificultades en la comunicacion
social y patrones restrictivos y repetitivos de comportamiento. Esta condicion esta
frecuentemente acompafada por otras alteraciones y comportamientos relacionados que
incluyen anormalidades sensoriales (hipo o hipersensibilidad) y problemas gastrointestinales.
Aunque puede diagnosticarse a cualquier edad, se describe como un trastorno del desarrollo
porque los sintomas generalmente aparecen en los primeros dos afios de vida. EI TEA es visto
como un espectro el cual varia de muy leve a severo, donde la mayoria de los individuos,

aungue no todos, precisan soporte de algun tipo por el resto de su vida (1).

Los comportamientos y desafios de las personas con autismo han atraido la atencién de
cientificos y médicos hace més de 50 afios (Figura 1). Fue descrito por primera vez en la década
de 1940 por Leo Kanner y Hans Asperger en forma paralela e independiente pero
contemporanea y desde entonces se han logrado grandes avances en comprender este trastorno
inusual (2, 3). En 2013 se redefine el autismo como un espectro y se lo diferencia de la
enfermedad de Asperger. Afios después, diversos estudios genéticos estudiaron con mayor

profundidad los multiples subtipos de autismo.

En las Gltimas décadas, la prevalencia del TEA ha incrementado de manera significativa
lo que ha generado un creciente interés en comprender sus causas, mecanismos subyacentes y
estrategias terapéuticas. Si bien la etiologia del TEA es compleja y multifactorial, se ha
establecido que tanto factores genéticos como ambientales desempefian un papel crucial en su
desarrollo. La herencia genética es un componente muy fuerte donde se ha estimado que la
heredabilidad es del 74-93%. Los nifios nacidos en una familia con un hermano afectado tienen
un riesgo diez veces mayor de desarrollar caracteristicas dentro del espectro, por lo que sugiere
una combinacién de factores genéticos y ambientales no mendelianos en la etiologia del TEA
(1-4).

El diagndstico temprano esta asociado a una mejor calidad de vida, por eso existen

grandes esfuerzos por identificar y desarrollar nuevas estrategias, como la identificaciéon de
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biomarcadores moleculares, que ayuden a la evaluacion clinica. La deteccion temprana del

TEA es fundamental para la implementacion de intervenciones efectivas. Esta se basa

principalmente en herramientas de evaluacion clinica como entrevistas estructuradas,

observaciones del comportamiento y cuestionarios estandarizados dirigidos a padres y

cuidadores (5). Una vez diagnosticados, la atencion mediante terapia congnitivo conductual es

fundamental para mejorar la calidad de vida de los individuos y sus familias. En los ultimos

afos, la alimentacion y la microbiota intestinal han emergido como éareas clave en la

investigacion del TEA. Se ha prestado mayor atencion a intervenciones alimentarias,

particularmente en lo relacionado con dietas libres de gluten y caseina, debido a la alta

incidencia de problemas gastrointestinales en nifios con TEA (5-7).
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Figura 1. Linea del tiempo describiendo la historia de la comprension del autismo y su etiologia tomado

de (2).
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1.2 Microbiota intestinal

La microbiota humana es el conjunto de microorganismos situados en distintos 6rganos
del cuerpo que interacttan con el mundo exterior demostrando ser extremadamente importantes
para dar forma y mantener la salud y el equilibrio del huésped. No solo incluye los
microorganismos sino que también sus genes, sus productos y como interactdan entre ellos y
con su entorno. Este 6rgano ha sido descrito como “invisible” (8) pesa aproximadamente 200
gramos y el 95% esté localizado en el tracto gastrointestinal. El cuerpo humano presenta 1.3
veces mas microorganismos que células y en términos genéticos, los genomas de estas bacterias
contienen 100 veces mas genes que el humano. Este conjunto de microorganismos incluyen:

bacterias, hongos, virus y arqueas, siendo las bacterias el grupo méas numeroso y diverso.

La microbiota intestinal que habita en el tracto gastrointestinal, desempefia un papel
crucial en la modulacion y activacion del sistema inmunolégico, la funcion metabdlica y
regulacién de la digestion y en la comunicacion bidireccional entre el intestino y el cerebro.
Mediante la produccién de &cidos grasos de cadena corta (SCFA), factores de crecimiento,
neurotransmisores, sustancias antimicrobianas y hormonas la microbiota nos mantiene

saludables.

Durante la vida de un individuo, la microbiota es capaz de auto modularse frente a
eventos estresantes externos de manera de conservar el equilibrio o eubiosis corporal. Al crecer,
la microbiota cambia en relacion con las diferentes etapas de la vida del individuo. Los tres
primeros afos de vida y el paso de la edad adulta a la vejez son etapas fundamentales para la
adquisicion y modificacion de la microbiota intestinal (8, 9). La disbiosis de la microbiota se
refiere a la alteracion en la composicion, la funcion o la cantidad de microorganismos
presentes. Este desequilibrio se asocia con una alteracion de la mucosa en la barrera intestinal,
la cual genera una aumento de la permeabilidad alterando actividades vitales que promueven
la salud. Este fendmeno se ha asociado con enfermedades como trastornos gastrointestinales,

cardiovasculares, autoinmunes y metabolicos (10).

En el ultimo tiempo, el rol del microbioma se ha estudiado con mayor profundidad en
el desarrollo de trastornos neurolégicos incluido el trastorno de espectro autista. La relacion
entre la salud mental, la alimentacion y el tracto digestivo esta cambiando la forma de entender

y atender la salud humana. Estudios del microbioma intestinal estan incorporandose cada vez
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mas en estrategias terapéuticas (11). La capacidad de caracterizar de forma répida y
reproducible el microbioma ofrece una oportunidad de desarrollar biomarcadores de

diagndstico y terapias fundamentalmente nuevos.

1.2.1 Factores que influyen en la microbiota

La microbiota intestinal es una entidad dindmica que evoluciona con nosotros. La
modulacion de la microbiota comienza desde el embarazo donde se da la transmision
microbiologica de la madre al feto a través del canal prenatal. Luego segun el método de parto,

natural o cesarea, la composicion de bacterias que el recién nacido adquiere también varia (8).

Otros factores que influyen en la composicion y diversidad de la microbiota son: el uso
de antibidticos, la forma en que el individuo fue alimentado (leche materna o férmula),
actividad fisica, culturay etnia, y sobre todo, la dieta. La dieta humana va cambiando a lo largo
del tiempo dependiendo de los recursos alimentarios y econdémicos disponibles y segun la
geografia y cultura. La microbiota intestinal esta en contacto directo con los alimentos que se
ingieren por lo que ha tenido que adaptarse rapidamente a las alteraciones inducidas por los
alimentos. Los humanos no solo se alimentan a si mismos sino que también alimentan su
microbiota intestinal. Los alimentos, los aditivos alimentarios y esencialmente cualquier
material que se introduce en la boca afectan las comunidades microbianas intestinales en todas
las edades (12-14).

La relacion entre el autismo y la microbiota intestinal ha sido objeto de estudio desde
hace unos afios. El interés surge por la alta tasa de problemas gastrointestinales en individuos
con TEA los cuales generan disconformidad y empeora los patrones de conducta (15, 16). Sin
embargo, es un desafio definir el papel de la microbiota en el TEA debido a la complejidad y
heterogeneidad del trastorno. Estos desafios pueden ser evidentes en los resultados
contradictorios publicados sobre el microbioma intestinal y su relacion con el TEA donde
algunos géneros bacterianos reportados como abundantes en nifios con TEA, también se hallan
disminuidos (17, 18). La alimentacion tiene una influencia muy grande en la composicién de
la microbiota intestinal y los habitos alimentarios a largo plazo son la variable mas importante
para determinar la composicion de la microbiota individual. La dieta se ha visto como un factor
que potencialmente podria influir en las caracteristicas de comportamiento de individuos con
TEA. El uso de dietas especificas como por ejemplo: la dieta cetogénica, rica en grasas y baja

en carbohidratos, promueve la produccion de cuerpos cetonicos que pueden afectar la funcion
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neuronal y aliviar los problemas gastrointestinales (19, 20). Sin embargo, se precisan estudios

adicionales para comprender esta relacion y su impacto en los sintomas del autismo.

1.3 Relacion entre la microbiota y el autismo
1.3.1 Eje intestino-cerebro

El eje microbiota-intestinal-cerebro se define como la sefializacion bioquimica
bidireccional entre el intestino y el sistema nervioso central mediante vias nerviosas,
hormonas, neurotransmisores y el sistema inmunologico. Esta comunicacion se da a través del
nervio vago, lo que permite que el cerebro influya en la funcién digestiva y viceversa. Diversos
estudios sugieren que la disbiosis de la microbiota intestinal podria influir con una variedad de
enfermedades del neurodesarrollo, neuropsicoldgicas y neurodegenerativas (21). Por esta
razon, es de gran interés explorar la microbiota para el tratamiento de enfermedades y

condiciones neuroldgicas y su efecto.

Estudios experimentales en modelos animales y en humanos han demostrado que la
manipulacion de la microbiota mediante probidticos, prebidticos o trasplantes de materia fecal
(TMF) puede mejorar comportamientos relacionados con el TEA y aliviar los sintomas
gastrointestinales, lo que sugiere un potencial terapéutico prometedor (21-23). El uso de cepas
probidticas es una nueva estrategia dirigida al microbioma intestinal que ha mostrado
resultados prometedores. Shaaban et al. (24). observaron mejoras en la comunicacion,
sociabilidad y conciencia cognitiva al administrar diariamente, durante 3 meses, una mezcla de
probiodticos patentada compuesta por cepas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus y Bifidobacterium longum a nifios con TEA. Por otro lado, el trasplante de materia
fecal (TMF) se ha demostrado como una terapia prometedora para el tratamiento de diversas
enfermedades al modular la microbiota intestinal. En la investigacion realizada por Li et al.
(25), observaron que el TMF fue bien tolerado y eficaz para mejorar los sintomas
gastrointestinales y los comportamientos en nifios con TEA. Podria promover la colonizacion
de microorganismos donantes y cambiar la comunidad bacteriana hacia la de los controles con
neurotipicos. Ademas, se detectdé un cambio significativo en los niveles sericos de
neurotransmisores. No obstante, esta terapia no es completamente segura ya que se han
reportado casos donde los microorganismos se han vuelto patdégenos empeorando las
condiciones de los pacientes (26). Es por esta razdn que esta terapia no se encuentra aceptada

en la clinica aln y contindan los ensayos clinicos hasta comprobar su completa seguridad.
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El eje intestino-microbiota-cerebro tiene un gran potencial como nuevo objetivo
terapéutico para el tratamiento de los trastornos del sistema nervioso central. Sin embargo, falta
evidencia en humanos de que éstas terapias basadas en microorganismos no patdgenos mejoren

los sintomas de los trastornos neurolégicos.
1.3.2 Biomarcadores de salud intestinal

Los biomarcadores son utilizados para diagnosticar una enfermedad identificando
individuos con un proceso bioldgico anormal y para predecir o monitorear la respuesta a una
terapia. Los biomarcadores tienen el potencial de utilizarse en varios aspectos de la atencién
clinica, incluida la promocion del diagnéstico temprano y la seleccion de tratamientos eficaces
(27). Se han identificado varios tipos de bacterias intestinales como biomarcadores asociados
al TEA, como Clostridium spp, Desulfovibrio spp., Bacteroides, Sutterella spp., Ruminococcus
gnavus, Lactobacillus spp., Desulfovibrio spp., Fusobacteria, Verrucomicrobia,

Bifidobacterium spp, Prevotella, Coprococcus, entre otros (28).

Multiples estudios han informado diferencias en la composicion de la microbiota y
bacterias entéricas especificas en muestras fecales de nifios con TEA. La disbiosis microbiana
en estos individuos se caracteriza principalmente por alteraciones en la composicion de los
filos bacterianos primarios: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias y Actinobacterias.
Ademas, dentro del filo Firmicutes, las especies de Clostridiaceae predominan en nifios con
TEA, lo cual podria estar vinculado con la enfermedad ya que son capaces de sintetizar
metabolitos potencialmente toxicos para los humanos (15, 29). La relacion de la abundancia
relativa de Firmicutes/ Bacteroidetes es cominmente utilizada para comparar distintos grupos
en los estudios de microbioma. Para el TEA los resultados no son concluyentes debido que
algunos estudios reportan mayor proporcién de Firmicutes contra Bacteroidetes (15), y otros

reportan lo contrario (30).

La aplicacion de técnicas moleculares para el estudio del microbioma han permitido la
identificacion y cuantificacion de diferentes bacterias intestinales. Aunque estos métodos,
como la hibridacion fluorescente in situ, electroforesis desnaturalizante en gradiente y
bibliotecas de clones del gen ARNr 16S, fueron aplicados exitosamente en el estudio de salud
intestinal, el analisis mediante PCR en tiempo real (qPCR) utilizando primers especificos que
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apuntan a filos o géneros que constituyen la microbiota intestinal, puede impulsar el desarrollo
de biomarcadores como nuevas herramientas de prediccion, asi como de potenciales

probioticos (31).

1.3.3 Probidticos

Como se menciono previamente, la microbiota intestinal tiene un papel fundamental en
la funcion y regulacion del sistema nervioso central, el sistema neuroinmune y el sistema
neuroendocrino. Los sintomas gastrointestinales en los individuos con TEA estan
estrechamente relacionados con su composicion microbiana intestinal. Varios estudios
demostraron que la suplementacion con probioticos, un grupo de microorganismos que
confiere beneficios para la salud al consumirlos en una cantidad adecuada, influye en la salud
mediante la modificacion positiva de la microbiota intestinal (32).

Ciertas especies bacterianas se han implementado como probidticos en investigaciones,
algunas de ellas incluye; Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium infantis y Lactobacillus reuteri. Tomova et al. (16) investigaron la microbiota
intestinal en nifios con TEA, sus hermanos sin diagndstico y nifios neurotipicos (control)
después de la suplementacion diaria de tres cepas de Lactobacillus sp. , dos cepas de
Bifidobacterium sp. y una cepa de Streptococcus sp.. Como resultados lograron aumentar la
proporcidn de Bifidobacterium sp. y disminuir la proporcién de Desulfovibrio spp. y normalizar
la proporcion de Bacteroidetes/Firmicutes en los nifios con TEA. En el estudio clinico piloto,
aleatorizado, doble ciego realizado por Mazzone et al (22), observaron una mejora en las
habilidades sociales adaptativas al administrar la cepa Lactobacillus reuteri en nifios con TEA.

Estos estudios demostraron el papel de bacterias especificas en el tracto gastrointestinal
y posiblemente en otras manifestaciones del autismo. Por lo que la intervencion probidtica en

pacientes con TEA puede ser considerada como un suplemento terapéutico complementario.
1.4 Herramientas de deteccion de biomarcadores
1.4.1 Tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada en 1980 por el doctor
Kary Mullins y fue una técnica que revoluciono la biologia molecular debido a su capacidad

de reconocer secuencias de ADN especificas y rapidamente sintetizar un alto nimero de copias.
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Es considerado uno de los descubrimientos cientificos mas significativos del siglo XX y hasta
la fecha una gran variedad de metodologias basadas en el PCR original se han desarrollado
como por ejemplo: Real-time PCR (gPCR) y reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) (33).

Esta tecnologia involucra ciclos repetitivos de calentamiento y enfriamiento de una
mezcla contenido ADN molde, la enzima ADN polimerasa, primers especificos y nucleétidos.
El ADN molde contiene la secuencia target que sera amplificada por la enzima polimerasa.
Para esto, los primers o cebadores son fundamentales, ya que, son el punto de partida de la
polimerasa para que generen la hebra complementaria al target. Los primers son secuencias
cortas de nucleétidos complementarias del ADN target que se adhieren durante el enfriamiento

mediante complementariedad de bases.

1.4.1.1 PCR en tiempo real

La tecnologia de PCR en tiempo real (QPCR) es una técnica utilizada para amplificar y
cuantificar ADN en tiempo real. La misma fue reportada por primera vez en el afio 1992 por
Higuchi y colaboradores, y a diferencia de la PCR convencional, que solo indica la presencia
0 ausencia de una secuencia especifica de ADN, la misma permite medir la cantidad exacta de
ADN amplificado en cada ciclo del proceso. La cuantificacion del producto se produce por la
deteccién de fluoroforos, como el SYBR Green que se intercala en el ADN de forma no
especifica. A mayor producto de ADN, mayor fluorescencia emitida. La cantidad de amplicon
producido es proporcional al nimero de moléculas de DNA iniciales, por lo que a mayor
concentracion del gen estudiado, el amplicén fluorescente aparecera en ciclos anteriores (34,
35). Desde que este método fue introducido, ha sido ampliamente utilizado para la
amplificacion, deteccion y cuantificacion de targets especificos en comunidades microbianas
lo que ha resultado en un gran aumento de conocimiento de los microbiomas animales,
vegetales y humanos. Una gran ventaja de esta técnica es la posibilidad de disefiar primers
especificos para detectar filos, géneros o especies predominantes de la microbiota intestinal

para el estudio de enfermedades (31).
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1.4.2 Secuenciacién de tercera generacion
1.4.2.1 Secuenciacion del ADNr 16S

La secuenciacion del gen que codifica a la subunidad menor del ribosomas 16S (ARNr
16S) es la técnica por excelencia para estudiar la biodiversidad microbiana debido a que este
gen es altamente conservado entre especies bacterianas. Estd compuesto por nueve regiones
hipervariables (V1-V9) que permiten la identificacion y la caracterizacion taxonomica de una

comunidad bacteriana, logrando llegar hasta el nivel de género y/o especie (Figura 2) (31).

En afios recientes, el uso de la tecnologia Oxford Nanopore ha revolucionado el campo
de la secuenciacion debido a sus capacidades de andlisis en tiempo real, lecturas largas y
accesibilidad de equipo, lo cual permite secuenciar comunidades microbianas de manera rapida
y efectiva en estudios tanto ecoldgicos como clinicos (36). El proceso de generacion de una
biblioteca para la secuenciacion del gen 16S mediante Nanopore comienza con la extraccion y
cuantificacion del ADN de las muestras ambientales o clinicas. Se realiza la amplificacion de
las regiones especificas del gen 16S mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
utilizando primers que flanquean regiones hipervariables. Para la amplificacion completa del
gen 16S se utilizan primers que abarquen toda la region V1-V9. Como se observa en la Figura
2 los primers 27F y 1492R alcanzan amplificar todo el gen permitiendo mejorar la resolucion
filogenética. En el estudio por Katiraei et al. (37) donde analizan la amplificacion del gen
completo (V1-V9) frente a la region V4 para evaluar si afecta el andlisis taxondmico,
observaron diferencias en abundancia relativa, y alfa y beta diversidad. Mediante alfa
diversidad se mide la diversidad de especies dentro de una muestra 0 comunidad. Es decir,
cuantas especies distintas hay y cuan equitativamente estan distribuidas en ese lugar. Mientras
que con beta diversidad se compara la diversidad entre dos 0 mas muestras, indicando cuan
diferentes son entre si en términos de composicion de especies. EI ADN amplificado es
purificado, adaptado y preparado para la secuenciacion en la plataforma Nanopore, donde cada
molécula de ADN es pasada a través de un poro y la secuencia es leida en funcién de los
cambios en corriente ionica generados por cada base (38). Este método se utiliza para
cuantificar e identificar filogenéticamente la microbiota intestinal y es Util para el anélisis de

bacterias no cultivables.
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Figura 2. llustracion del gen ARNr 16S mostrando las regiones hipervariables y conservadas que lo

conforman y los diferentes primers utilizados para secuenciar tomado de (39).
1.5 Justificacién del proyecto

En este trabajo, se propone optimizar herramientas de deteccion de biomarcadores
intestinales asociados al autismo en una cohorte uruguaya. Diversos estudios han encontrado
diferencias significativas en la composicion de la microbiota intestinal de individuos con TEA
en comparacion con controles neurotipicos. Estas diferencias podrian estar relacionadas con
sintomas gastrointestinales frecuentes en personas con TEA, como estrefiimiento, diarrea y
dolor abdominal. El estudio de la composicion de la microbiota en pacientes con autismo
mediante real time PCR puede brindar una estrategia de identificacion de biomarcadores menos

costosa, mas sencilla e igualmente sensible que la secuenciacion.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Identificacion y caracterizacion de estrategias moleculares de deteccion de
biomarcadores bacterianos intestinales en nifios con TEA.

2.2 Objetivos especificos

1) Puesta a punto de primers mediante real time PCR para caracterizar herramientas de
deteccion de biomarcadores intestinales.

2) Identificacion de biomarcadores intestinales mediante secuenciacion del gen de ARNr
16S en una cohorte piloto de nifios con y sin diagnostico de TEA.

3) Disefio de primers propios contra bacterias intestinales de potencial interés.

4) ldentificacion molecular de aislamientos bacterianos a partir de muestras de materia

fecal proveniente de nifios con TEA y sus hermanos sin diagndstico.
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3. Metodologia

Todos los reactivos, insumos y equipos utilizados durante este trabajo fueron brindados
por el Instituto Pasteur de Montevideo en el Laboratorio de Gendmica Microbiana. Este
proyecto es parte de los objetivos de un Fondo Sectorial de Salud financiado por la Agencia
Nacional de Innovacién e Investigacion (FSS_X 2022 1 172974). A continuacion se muestra

un esquema de trabajo demostrando las actividades del proyecto (Figura 3).

Tdentificacitn de biowmarcadores intestinales y
opt%mizacifm de herromientas de deteccion

Muestras materia fFecal

TEA NT
n= 27 n= 2F

Mztodos dependingtes de cultive Mztodos independinetes de cultive

!

Cultive en camara anaerdhica cohd Exttraccién de ADN
Preparacién de medios de cultivo Bsm ‘ e 1‘
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—==Identificacién de cepas por Sanger Herrawientas de deteccitn Preparacitn de bbreria
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— Bacteroidetes Curvas de calibracin EBiomarcadeores inbestinales
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Figura 3. Esquema de trabajo de las actividades realizadas en el proyecto.

3.1 Procesamiento de muestras

Las muestras fecales de pacientes se recibieron en un recipiente estéril en el Laboratorio

de Gendmica Microbiana del Instituto Pasteur de Montevideo. Bajo condiciones de esterilidad,
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las muestras se fraccionaron en tubos eppendorf de 1,5 uL con un peso neto de 0,250 mg
aproximadamente. Para pesar el contenido se utilizd una balanza. Las alicuotas fueron
rotuladas con el nimero del paciente y se almacenaron en el freezer de -80°C para la posterior
caracterizacion de la composicion de la microbiota. Las muestras fueron registradas en una
planilla de datos para tener un seguimiento de los participantes. Alli se registra informacién

relevante sobre el paciente, la fecha en la que se recibid la muestray las aclaraciones necesarias.
3.2 Métodos independientes de cultivo
3.2.1 Extraccion ADN bacteriano de muestras de materia fecal

Para la extraccion de ADN se utilizo el kit comercial de extraccion: Power Fecal Pro
DNA Kit (QIAGEN), siguiendo instrucciones del fabricante. EI mismo utiliza la tecnologia de
membrana de gel de silice y esta optimizado para el aislamiento y purificacion de ADN
gendmico bacteriano procedente de muestras bioldgicas complejas. El protocolo de extraccion
de ADN con dicho kit se detalla en el Anexo 1. EI ADN extraido se conserva a -4 °C hasta su

préximo uso.

Para la cuantificacion de ADN de las extracciones realizadas se utiliza el fluorémetro
Qubit el cual mide la concentracién de &cidos nucleicos (ADN o ARN) utilizando tintes
fluorescentes especificos. Este paso es relevante para evaluar la eficiencia de los métodos de

extraccion y saber la concentracion de ADN de la que partimos para la posterior amplificacion.
3.2.2 Andlisis de calidad del ADN

Para estudiar la calidad del ADN extraido, se realizé electroforesis en gel de agarosa
1% (p/v) con buffer TAE 1X (Anexo 2). En un volumen de 50 mL de agarosa fundida en TAE
1X, se incorpord 1 pL de intercalante GoodView (SBS). Para cargar las muestras de ADN, se
utilizo la tinta Loading Dye 10X (BioLabs) diluida en agua destilada. Se utiliz6 un marcador
de peso molecular de rango de 1kb (Quick-Load 1kb Plus DNA Ladder, BioLabs) para estimar
el tamafio de los productos. Se espera ver una Unica banda de 1500 pb. La corrida
electroforética se efectu6 a 100 V/cm durante 20 minutos y el gel se visualizd en el

transiluminador con luz UV.
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3.2.3 Analisis de Real time PCR para la deteccion de microorganismos

intestinales

Se realizaron ensayos de PCR en tiempo real con primers que apuntan al 16S de

bacterias que constituyen la microbiota intestinal mostrados en la Tabla 1. Las reacciones de

PCR se realizaron en un volumen final de 20 pL. Se utiliz6 10 puL del kit Luna Universal Master

Mix 2X (Biolabs), el cual contiene la enzima Taq polimerasa, MgCI2 y dNTPs, 2 uL del par

de primers, 1 uL del ADN molde y 7 uLL de agua ultrapura estéril. El ciclado se realizdo como

se describe en la Tabla 2. Para la ampliacion mediante real time PCR se utilizé el equipo

QuantStudio 5 (Applied Biosystems).

Tabla 1. Primers puestos a punto mediante gPCR.

LactoR-CACCGCTACACATGGAG

Sequence (5°-3’) Amplicon Target Referencia
(pb)

BactF- GGARCATGTGGTTTATTCGATGAT 126 Bacteroidetes (40)

BactR-AGCTGACGACAACCATGCAG (Filo)

BifidoF- 243 Bifidobacterium (40)

GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA

BifidoR-AGCTGACGACAACCATGCAC

ClostriF-TTGAGCGATTTACTTCGGTAAAGA | 500 Clostridium (40)

ClostriR-TGTACTGGCTCACCTTTGATATTCA difficile

DesF-ATACCCTGGTAGTCCACGCT 160 Desulfovibrio spp. | (40)

DesR-CCACATACTCCACCGCTTGT

FirimiF- 126 Firmicutes (Filo) | (40)

GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA

FirimiR-AGCTGACGACAACCATGCAC

LactoF-AGCAGTAGGGAATCTTCCA 341 Lactobacillus spp | (40)
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PrevoF-CACCAAGGCGACGATCA 283 Prevotella (40)
PrevoR-GGATAACGCCYGGACCT

SuttF- CGCGAAAAACCTTACCTAGCC 260 Sutterella spp. (40)
SuttR-GACGTGTGAGGCCCTAGCC

C.albF- TTTATCAACTTGTCACACCAGA 300 Candida albicans | (41)
CalbR- ATCCCGCCTTACCACTACCG

A continuacion, en la Figura 4 se representa el gen ARNr 16S con sus regiones
hipervariables V1-V9 y la ubicacion de los primers especificos para la amplificacion mediante
gPCR (42). De esta manera podemos evaluar qué regiones del gen 16S rRNA son mas

informativas para la deteccion de ciertos microorganismos segun la posicion en la que caen los

primers.
250! 500! 750! 1000/ 1250!
D Ed mEa§ LD el v ]
LactoF PrevoR | DesulfoF BifiF
LactoR
ClosF ClosR  PrevoF RuminoF  BifiR | SuttR

BactR

SuttF RuminecR

DesulfoR
BactF

Figura 4. lustracién del gen ARNr 16s mostrando las 9 regiones hipervariables (V1-V9) y donde se
encuentran mapeados los primers para los posibles biomarcadores bacterianos para la puesta a punto

mediante la técnica gPCR.

Tabla 2. Ciclo utilizado para la amplificacion por gPCR.

Temperatura Tiempo Ciclo

Desnaturalizacion 95°C 10 min 1

inicial
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Desnaturalizacion 95°C 30 seg

60 °C 30 seg 40
Annealing
Extension 72°C 30 seg
Hold 4°C o

3.2.4 Curva de calibracion para los primers de Bifidobacterium sp.

Las curvas de calibracién se realizan con el objetivo de determinar de manera mas
precisa la concentracién de ADN de las muestras problemas. Para ello se utilizan estandares de
ADN de concentracion conocida. Se prepara una serie de diluciones seriadas del estandar, que
abarcan un rango de concentraciones, y luego se realizan las reacciones de gPCR. Los valores

de Ct obtenidos se representan graficamente frente a las concentraciones correspondientes.

Esto se deberia realizar para cada conjunto de primers utilizado, sin embargo, en esta
investigacion solo se realizd para Bifidobacterium sp. debido a que no contdbamos con ningdn
otro microorganismos aislado para utilizar el ADNg y después clonarlo. Es por esta razon, que
para los métodos dependientes de cultivo, el objetivo de generar una coleccion de
microorganismos aislados fue para poder contar con cepas identificadas que podamos utilizar

en un futuro como estandares.

Para normalizar los datos de Bifidobacterium se realiza una curva de calibracion
mediante dos estrategias: concentraciones crecientes del ADN gendmico aislado de
Bifidobacterium adolescentis ATCC 1570 y concentraciones crecientes del plasmido pUC19
con una copia del gen ARNr 16S insertado (Figura 5).

Para la curva con el ADN gendmico se realizd una gPCR variando las concentraciones

de ADN molde: 0,5 ng, 1 ng, 4 ng, 10 ng y 20 ng. Cada concentracion se realizé por triplicado.
El protocolo y los reactivos utilizados son los mismos a los detallados en el punto 3.2.3.
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Para el clonado, primero se disefiaron los primers para la generacion del vector
utilizando la plataforma de NETBuilder. Se coloco la secuencia del gen a insertar obtenida de
la plataforma NCBI, gen del ARNr 16S de Bifidobacterium adolescentis ATCC 1570, y del
plasmido pUC19. Las secuencias utilizadas se encuentran en el Anexo 3 y los primers
generados se detallan en la Tabla 3. Los colores de la secuencia representan la region del vector
a la que se adhieren, plasmido o inserto. Luego se realizd una PCR con un gradiente de
temperaturas de melting y mediante una corrida electroforética en el gel de agarosa 1%, se
eligid la temperatura Optima a partir de la intensidad de las bandas. Luego se realiz6 una PCR
de volumen final 100 ul para amplificar la mayor cantidad de ADN para el clonado. Se siguid
el protocolo detallado en el punto 3.2.3. cambiando la temperatura de melting por la
seleccionada en el paso anterior. Para comprobar la amplificacion del ADN, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa 1%. Las bandas de 1530 pb correspondientes al gen de las
Bifidobacterium adolescentis ATCC 1570, fueron recortadas del gel de agarosa con un bisturi
para posteriormente purificar el ADN mediante el Spin DNA Gel Extraction Kit (New England
Biolabs). De esta manera, se purifican los reactivos remanentes de la PCR para obtener el ADN
lo mas limpio posible para el clonado. EI ADN fue conservado a -20 °C hasta el clonado.

El plasmido que se utilizo es el pUC19 el cual presenta una concentracion de 0,5 pg/ul
(New England Biolabs). Para obtener una mayor concentracion del plasmido, se transformaron
células comerciales DH5 alfa (Thermo Fisher Scientific) mediante shock térmico frio-calor y
se plageuaron en medio LB Agar suplementado con ampicilina (LB-Amp) sabiendo que el
plasmido presenta el gen de resistencia a este antibiotico (Figura 5). La placa se dejé en la
estufa a 37 °C por 24 horas y luego se aisl6 una colonia para realizar un precultivo en medio
LB-Amp liquido, el cual se dejo6 creciendo en la estufa a 37°C y en agitacion a 180 rpm por 24
horas. Para recuperar el plasmido de las células transformadas se utilizé un kit comercial ZR
Plasmid Miniprep-Classic (ZYMO RESEARCH). A continuacidn, se corté el plasmido con la
enzima EcoRI y se corrio un gel para comprobar que se encuentre en forma lineal (Anexo 4).
Esta enzima presenta un unico sitio de corte en el plasmido por lo que una vez que corta no
puede volver a hacerlo debido a que no tiene las secuencias de unién para cortar. De manera
de remover las enzimas y reactivos de la muestra, se purifico el plasmido utilizando el kit
GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich).

Para el ensamblado y transformacion de células E. coli quimiocompetentes se sigui6 el

protocolo Hifi DNA Assembly Chemical Transformation (Biolabs). Las bacterias
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transformadas se las crecio en placas de LB Ampicilina (1:500) y se las dejé crecer durante 24
horas en la estufa a 37 °C. Luego se pico 1 colonia aislada y se realizd una Colony PCR
utilizando los primers disefiados para el clonado. Se siguid con una electroforesis en gel de
agarosa 1% donde se espera obtener una banda de aproximadamente 1570 pb correspondiente
al gen, que presenta un tamafo de 1530 pb, sumado a los 40 pb correspondientes al plasmido
donde se hibridan los primers. De esta manera, comprobamos la presencia del inserto y la
eficiencia de las transformacion celular. A continuacién, para la recuperacion del vector se
utilizo el kit ZR Plasmid Miniprep-Classic (ZYMO RESEARCH) y se cuantificdé mediante

Nanodrop.

Por ultimo, se realiz6 una gPCR variando las concentraciones del vector clonado: 0,5
ng, 1 ng, 4 ng, 10 ng y 20 ng. El protocolo y los reactivos utilizados son los mismos a los
detallados en el punto 3.2.3.

Bifidobacterium

lacZa
Polylinker

amp  KhUC19

2686 bp

396-454

500

2000

1500

Figura 5. A. Imégen del plasmido pucl9 obtenido de SnapGene. B.Vector disefiado en NEBuilder con
el gen ARNr 16S de Bifidobacterium adolescentis ATCC 1570 insertado en el plasmido pUC109.

Tabla 3. Primers disefiados para el clonado.

Nombre Secuencia Referencia
Bifidobacterium_fwd tttgtggagggttcgattc | Este estudio
Bifidobacterium_rev aaaggaggtgatccagcc | Este estudio
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3.25 Determinacion del perfil taxonomico microbiano mediante

secuenciacion del gen 16S con ONT

Para la secuenciacion del gen ARNr 16S por Nanopore, en primer lugar se deben
generar las bibliotecas de secuenciacion. Las mismas se llevaron a cabo utilizando el Kit de
secuenciacion por ligacion SQK-LSK109 (Oxford Nanopore), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El kit incluye adaptadores y los primers forward y reverse de PCR, ambos con el
mismo cddigo. El codigo de barras nos permite multiplexar y secuenciar varias muestras a la

vez. Utilizamos el kit EXP-PBC096 (Oxford Nanopore) que cuenta con 96 barcodes distintos.

Se amplificd la region V1-V9 del 16S utilizando los primers universales: 27F y 1492R
(43), los cuales estan flanqueados por secuencias de anclaje que los hacen especificos para su

uso con la tecnologia Nanopore (Figura 6).

Para la amplificacién de las muestras por PCR se utilizo la polimerasa Q5 High-Fidelity
(New England Biolabs) y el programa que se utiliz6 es el mismo al descrito en el punto 3.2.6.
Los productos de la PCR son visualizados mediante una corrida electroforética en gel de
agarosa al 1 % p/v y revelados bajo luz UV. De esta manera evaluamos la eficiencia de la
amplificacion y la calidad del ADN.

Se realiz6 una segunda PCR donde se unen los barcodes (barcoding). En este paso se
generan amplicones con barcodes con extremos 57, lo cual es fundamental para la posterior

unioén de los adaptadores.

Luego se llevé a cabo la purificacion del producto de PCR con Ampure beads
(Beckman Coulter, Brea, CA), siguiendo el protocolo de Oxford Nanopore, para eliminar
contaminantes y reactivos de la PCR: dNTP, sales, primers, dimeros de primers. Mediante

Quibit se cuantifica la concentracion de ADN purificada.

Posteriormente, se realizo la ligacion de los adaptadores de secuenciacion con Adapter
Mix (AMX) y una purificacién con Ampure beads. Para la secuenciacion de la libreria se utilizé

una flow cell (FLO-MIN 114) y se secuencio en el equipo GridlION.
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3.2.6 Andlisis de las secuencias

Para el analisis de las muestras amplificadas por real time PCR se utilizo el programa
de QuantStudio Design & Analysis v2.5 (Applied Biosystems) donde alli se analiza la
especificidad de los primers, las curvas de amplificacion y los valores de Ct. Luego en Rstudio
se introdujeron los valores de Ct obtenidos para estudiar la distribucion entre las cohortes de

estudio.

Para el andlisis de los datos de secuenciacion en conjunto con Florencia Pefalba se
utilizd el software Porefile (44) disefiado previamente en el Laboratorio de Genomica
Microbiana utilizando el cddigo descrito en el Anexo 5. Se obtuvieron dos tipos de archivos:
COUNTS_polished.tsv y TAXCLA_polished.tsv. El primero provee una tabla de conteos de
OTUs (Unidad taxonémica Operativa) para cada muestra, y el segundo, corresponde a una
clasificacion taxonémica para cada OTU. Para el analisis y visualizacion de esta informacion

se utilizo el paguete de R phyloseq (45).

Utilizando los datos de las bacterias con abundancia relativa diferencial entre los grupos
obtenidos por LeFSE, se disefiaron primers utilizando la plataforma BV-BRC Primer Design

Service (46) y se los testeo mediante PCR in silico (47).

3.3 Métodos dependientes de cultivo

3.3.1 Cultivo de bacterias en camara anaerobica

El crecimiento y aislamientos de bacterias se llevé a cabo dentro de una camara de
anaerobiosis (Bactron 300-2). Las placas, medios de cultivo y soluciones utilizadas fueron
previamente autoclavadas y se introdujeron en la cdmara anaerdbica con 24-48 horas de
anticipacion para remover el oxigeno disuelto. También se midi6 el nivel de oxigeno dentro de
la camara utilizando un oximetro ProSens para corroborar las condiciones anoxicas (0,01-0,04
%05).

3.3.2 Medios de cultivo y procesamiento de muestras

Para el aislamiento selectivo de microorganismos se utilizaron 3 medios de cultivo:
“Yeast Casitone Fatty Acids” (YCFA), medio selectivo de Bifidobacterium (BSM) y medio
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selectivo de Campylobacter (Campylobacter Blood Free Agar). Los componentes de cada

medio se encuentran en el Anexo 6.

Las muestras fecales fueron ingresadas a la cdmara anaerdbica para ser diluidas y
cultivadas en los diferentes medios para el aislamiento de comunidades bacterianas. Dentro de
la camara se pes6 0,01g en un tubo eppendorf que se resuspendié en 1mL de PBS. Luego de
homogeneizar la muestra, se realizaron diluciones en base 10 de PBS en tubos eppendorf hasta
alcanzar el orden de 10°®. Se plaquearon las diluciones de 10*, 10°y 10 y se incubaron en

la estufa dentro de la camara a 37° C por 48 hrs .
3.3.3 Seleccion de colonias

Se procedié a seleccionar diversas colonias de las placas de Petri que habian sido
previamente cultivadas con las diluciones correspondientes de las muestras de materia fecal,
tras un periodo de incubacion de 48 horas. Las colonias fueron seleccionadas de acuerdo con
su morfologia y color. Posteriormente, las colonias seleccionadas fueron identificadas e
inmediatamente almacenadas a -80 °C. Se pic6 una colonia por placa y se inocularon tubos
Falcon con 2 mL del medio liquido para el re aislamiento en medio liquido. Se procedio a elegir
colonias que presentaran diferencias morfologicas visibles a simple vista. Para ello, se
consideraron caracteristicas como el color: blanco, amarilllo anaranjado, y la forma: circular,

ovalada o mas irregular. Los tubos se dejaron crecer dentro de la estufa a 37°C por 24 horas.
3.3.4 Almacenamiento e identificacién de cepas

Se transfirié 1 mL del medio liquido a un criotubo, al cual se le afiadié 1 mL de glicerol
al 50% (en una proporcion 1:1) para su posterior almacenamiento a -80 °C, con el fin de generar
una coleccion de aislamientos y preservar las bacterias aisladas. El volumen restante de 1 mL
se destino para los procedimientos de identificacion por biologia molecular. EI mismo se pasé
a un tubo eppendorf de 2 mL y se retiré de la cAmara anaerdbica para la posterior extraccion
del ADN. Los tubos eppendorf se centrifugaron durante 3 minutos a 12000 rpm. Se descarto el
sobrenadante y el pellet se diluy6 en 100 mL de agua ultrapura. Este paso se repitid 3 veces y
en la dltima resuspension, se incubo a 95 °C durante 15 minutos para lisar por completo a las
bacterias y de esta forma obtener el ADN gendémico (ADNg). Por ultimo, se centrifugé y se
recupero el sobrenadante el cual contiene el ADN que se utilizd posteriormente como molde

en la posterior preparacion de librerias de secuenciacion.
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3.3.5 Identificacion de bacterias aisladas mediante secuenciacion del

16S con tecnologia Sanger

Para la amplificacion por PCR se utilizo la enzima polimerasa Q5 high fidelity (NEB,
NewEngland Biolabs), primers para el gen 16S (27F y 1492R) y el ciclado descrito en la Tabla
4.

Tabla 4. Protocolo PCR.

Temperatura Tiempo Ciclo
Desnaturalizacion 98 °C 30 sec 1
inicial
Desnaturalizacion 98 °C 30 sec 25
Annealing 60 °C 15 sec
Extension 72 °C 30 sec
Hold 4°C e

Posteriormente, para evaluar la calidad de la amplificacion se visualizaron los
productos de PCR (aproximadamente 1500 pb) mediante electroforesis en gel de agarosa al 1
% p/v, con tincién de GoodView bajo luz UV.

Por ultimo, para la identificacion de microorganismos, se realizd la secuenciacion del
ADN con la empresa Macrogen Inc. donde se obtuvo cromatogramas que permitieron analizar
la calidad de las secuencias. Mediante NCBI BLAST se determind la identidad de los

microorganismos presentes en las muestras.

3.3.6 Identificacién molecular de las bacterias aisladas mediante el
gen de 16S

Para el analisis de los aislamientos, se recibieron las secuencias y los cromatogramas

de las muestras enviadas a Macrogen Inc.. Para la secuenciacion por Sanger se utilizo el primer
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337F universal el cual abarca la region V3- V4 del gen ARNr 16S. La secuencia de este primer
y los otros utilizados para amplificar el 16S completo se detallan en el Anexo 7. A su vez, en

la Figura 6 podemos ver donde se encuentran mapeados en el gen ARNr 16S.

500! 1000/ 1500/
» » [v] [v ]
27F 337F

1492R

Figura 6. lustracién del gen ARNr 16s mostrando las 9 regiones hipervariables (V1-V9) y donde se
encuentran mapeados los primers utilizados para Oxford Nanopore (27F y 1492R) y para Sanger
(337F).

A partir de los cromatogramas recibidos, se evalu6 el rango de secuencia a utilizar en
la plataforma NCBI BLAST para la identificacion bacteriana utilizando la base de datos del
16S.

4. Resultados y discusion

4.1 Deteccion molecular de microorganismos intestinales en muestras de

materia fecal mediante gPCR
4.1.1 Curvas de amplificacion

Las curvas de amplificacion muestran el aumento de fluorescencia en tiempo real
durante cada ciclo de qPCR. Refleja cdmo se acumula el ADN amplificado en funcién del
numero de ciclos de amplificacion demostrando la eficiencia de la amplificacion (48). Es
esperable que en cada ciclo de amplificacion se duplique la cantidad de ADN. Una baja
amplificacion podria deberse a la presencia de inhibidores, a un mal disefio de la mezcla de
reaccion, a una baja presencia de ADN molde o una alta concentracion de ADN molde que

provoque inhibicion.

En la Figura 7 se pueden observar dos curvas de amplificacion que muestran la

fluorescencia (ARn) en funcion del niumero de ciclos. También se observa una linea horizontal
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correspondiente al umbral de deteccidn o threshold el cual sirve para determinar el valor de Ct
de cada muestra. EI Ct es el numero de ciclo en el que la sefial de fluorescencia del ADN

amplificado supera el umbral de deteccion.

Para la Figura 7A se observa una amplificacion clara con curvas que ascienden
exponencialmente a partir de los primeros ciclos y alcanzan una fase de meseta, lo que es
caracteristico de una amplificacion adecuada. Sin embargo, para la figura 7B se observan
curvas irregulares, sin una fase de crecimiento exponencial ni una meseta definida. Ademas, la
mayoria de las muestras no superan el umbral de deteccion o threshold , y las que lo hacen lo
logran en ciclos muy altos, lo que indica ausencia de amplificacidn. Esta curva corresponde al
conjunto de primers para la deteccion de Clostridium difficile. La ausencia de amplificacion
podria indicar presencia de contaminantes como sales o0 productos inespecificos que inhiben la
reaccion o un mal disefio de los primers. Para verificar que no haya sido un problema de las
muestras, a modo de control, se probaron los primers con un una cepa aislada ya caracterizada
de Clostridium difficile del laboratorio. Tampoco se detecté amplificacion por lo que a partir
de estos resultados se decidid no proseguir con estos primers.

A Amplification Plot

ARn

Cycle
Amplification Plot

ARNn

0.00100 =
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Figura 7. Curvas de amplificacion obtenidas del programada Design and Analysis de QuantStudio. A.
Curva de amplificacion del primer Firmicutes, B. Curva de amplificacion del primer Clostridium
difficile.

4.1.2 Especificidad de los primers

Los gréficos de las curvas de melting nos permiten evaluar la especificidad de los
primers para asegurar que las sefiales de fluorescencia provienen del producto esperado y no
de intermediarios o contaminantes, lo que aumenta la confiabilidad del ensayo. El equipo puede
detectar solamente un valor de temperatura de melting para los limites de deteccion permitidos.
Un Unico pico sugiere que el equipo detecté un Unico producto especifico y multiples picos,
sugiere la presencia de productos inespecificos, como dimeros de primers o productos de
amplificacion no deseados. Los dimeros de primers suelen tener una Tm maés baja que el
producto especifico y generan picos adicionales en el gréfico. Su deteccidn puede ser de gran
ayuda para optimizar las concentraciones de primers o la temperatura de annealing. Los
gréaficos se obtienen del programa Design and Analysis de QuantStudio al introducir los datos

de cada corrida.

A excepcion del primer de Clostridium difficile, se observé una alta especificidad para
todos los primers. En la Figura 8 podemos ver las curvas de melting para los primers
estudiados. Se puede ver como cada uno presenta una Tm especifica segin donde se genera el

pico la cual coincide con la Tm tedrica reportada para estos primers.
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Figura 8. Curvas de melting (Tm) para el conjunto de primers utilizados para la deteccién de bacterias

especificas mediante gPCR. La figura se obtuvo del programa Design and Analysis de QuantStudio.

4.1.3 Curva de calibracion: ADNg y vector de clonado

Para la cuantificacion absoluta del ADN, se realizaron curvas de calibracion mediante
dos estrategias distintas. A partir del valor de Ct detectado, se puede cuantificar la cantidad de
ADN en la muestra y por lo tanto, tener una vision mas exacta sobre la presencia de un género

bacteriano en las muestras.

En primer lugar, se realizé una curva de calibracion utilizando ADN gendmico de una
cepa de Bifidobacterium adolescentis ATCC 1570. Para esto se realizaron diluciones seriadas
hasta llegar a las siguientes concentraciones: 0,5, 1, 4, 10 y 20 ng y se corrié una gPCR donde
se obtuvo un valor de Ct correspondiente a cada concentracion (Figura 9). A menor
concentracion de ADN en la muestra, mayor es el valor de Ct detectado. Es un método mas
simple, pero en el caso de que hayan multiples copias del gen, no es posible saber cuantas
copias amplifica. Esto podria generar un sesgo en los resultados, ya que los resultados no

reflejan exactamente la cantidad de ADN en la muestra.

En la Figura 9 se observa la curva de calibracion obtenida a partir del ADN genémico

de la bacteria a estudiar. De este grafico se obtuvo una ecuacién de la recta y el coeficiente de

33



determinacion (R?) el cual indica la precision del ajuste de un modelo a los datos de una curva
de calibracion. Esta correlacion, se representa como un valor entre 0,0 y 1,0. Un valor de 1 o
cercano a 1, indica un ajuste perfecto. Como se observa se obtuvo un R’ de 0,9985 nuestros
resultados sugieren un ajuste confiable. Ademas, para cada valor de la curva se agrego su error

considerando la desviacién estandar.

A partir de la ecuacion de la recta, se pueden introducir los valores de Ct de la muestra
problema para interpolar la cantidad de ADN y de esta manera saber con mayor precision la

presencia de Bifidobacterium adolescentes en la muestra.

16
y=-2,2607x + 12,396
14 R*=0,9985

12

promedio Ct
co

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
log10 (DNA)

Figura 9. Curva de calibracion a partir del ADN gendmico de Bifidobacterium adolescentis ATCC
1570.

La estrategia de clonado, permite un control mas preciso del nimero de copias del gen.
Como el plasmido es una molécula definida donde se sabe cuantas copias el gen diana hay, se
puede calcular con mayor precision la concentracién del ADN de interés en la muestra. Sin
embargo, es una estrategia mas compleja y laboriosa debido a que requiere clonacion.

Para la curva de calibracion utilizando el vector clonado, se realizaron diluciones
seriadas hasta llegar a las mismas concentraciones que para la primera curva: 0,5, 1,4, 10y 20

ng y se corrié una gPCR donde se obtuvo un valor de Ct correspondiente a cada concentracion
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(Figura 10). A partir de la curva, se obtiene la ecuacion de la recta y el coeficiente de
determinacion (R?). Como se mencioné anteriormente, se busca un R’ lo méas cercano a 1 ya
que demuestra la confiabilidad del ajuste utilizado. Se obtuvo un valor 0,9701 y ademas, se
agregaron las barras de error para cada valor de la curva considerando la desviacion estandar.
A diferencia de la primera curva, la longitud de las barras es mucho mayor, lo que demuestra

mayor variabilidad e incertidumbre en las muestras.
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Figura 10. Curva de calibracion realizada a partir del plasmido pUC19 y el gen ARNr 16S de
Bifidobacterium adolescentis ATCC 1570 clonado.

Como se menciond anteriormente, la estrategia de clonacion permite un control mas
preciso de las copias del gen que se estan amplificando, en este caso sabemos que el plasmido
contiene una copia del gen ARNr 16S de Bifidobacterium adolescentis ATCC 1570. Para el
caso del ADNg contamos con 3 a 5 copias, por lo que no podemos saber con exactitud cuantas
copias estd amplificando durante la reaccion de gqPCR. Por lo tanto, extrapolando la
concentracion de ADN de las curvas de calibracion, podemos analizar si detectamos este sesgo
en la curva de calibracion de ADNg. A partir de los resultados notamos que mediante la
estrategia de clonado la concentracion de ADN es menor a la obtenida mediante la curva de

calibracion de ADNg. Esto tiene coherencia segin lo mencionado previamente, donde al
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utilizar el ADNg para realizar la curva de calibracion no podemos saber en cada muestra

cuantas copias del gen ARNr 16S esta amplificado en la reaccion.

Para obtener una cuantificacion precisa y consistente entre ambos métodos se debe
calcular el numero de copias/ul porque permite comparar la cantidad de copias del gen
especifico que se esta midiendo, no solo la concentracion del ADN. Para ello se utiliza la
ecuacion descrita a continuacion donde el tamafio del plasmido es de 4212 pb y el de genoma
de Bifidobacterium adolescentis ATCC 1570. 2.4 Mpb.

Numero de copias/pl = ((ng/ pl)* 6,022x 10723) / (longitud en pb * 1x10"9 * 650)

Al comparar los resultados se observo que la estrategia de clonado en promedio entre
todas las muestras presenta 9,89 x 10"7 niimero de copias/pl, mientras que la estrategia de
ADNg presenta 2,31 x 105 nimero de copias/pl. Esto puede deberse al tamafio del plasmido
frente al ADNg. Como el plasmido presenta menor tamafio, por cada nanogramo de ADN hay
méas moléculas de plasmido en comparacion con el ADNg. Ademas, observando la formula,
para calcular el nimero de copias/pl se divide por el tamafio de la molécula, esto hace que el
numero de copias sea menor para la estrategia de ADNg, ya que el genoma es mucho mas
grande que el plasmido. Por lo tanto, en la construccién de una curva de calibracion de qPCR,
si se cuantifica el ADN total, es importante saber que esto no refleja con precision el nimero

de copias del gen de interés.

4.1.4 Analisis de abundancia de microorganismos por gPCR entre
TEAYNT

Para el analisis cuantitativo de los microorganismos detectados en los nifios con TEA
y NT se evalué la presencia de estos por qPCR vy se registraron los valores de Cts detectados.
Un valor de Ct bajo indica una mayor cantidad de DNA de la bacteria objetivo, es decir, mayor
abundancia del microorganismo diana. Por el contrario, cuanto mas alto es el valor Ct

detectado, menor abundancia de la bacteria objetivo.

La Figura 11 muestra graficos de densidad distribucion de los valores Ct obtenidos
mediante qPCR para diferentes grupos bacterianos en muestras fecales de dos grupos de

estudio: nifios con Trastorno del Espectro Autista (T) y sus hermanos neurotipicos (N).

36



La Figura 11 nos permite evaluar si hay diferencias en la abundancia relativa de
Bacteroidetes, Bifidobacterium, Desulfovibrio spp, Firmicutes, Lactobacillus spp, Prevotella,
Sutterella spp y Candida albicans entre nifios con TEA y sus hermanos neurotipicos. Para todos
los primers utilizados no se observan diferencias entre grupos de estudio. Se puede observar
cdmo presentan una distribucion muy similar en todos las bacterias detectadas y como las lineas

punteadas se encuentran aproximadas.

En algunos casos, como el de Bifidobacterium, Desulfovibrio spp, Prevotella y
Sutterella spp, no hay distancia entre las lineas punteadas, las medias son casi iguales, lo que
indica que la deteccidn de este microorganismo con esta herramienta no varia entre los grupos
TEAy NT. Para Bifidobacterium se observa una completa superposicion en la media de ambos
grupos. Esto sugiere que la abundancia de este microorganismo es muy similar entre TEA y
NT. Bifidobacterium es un género clave en la fermentacion de fibras y la produccién de SCFAs,
que tienen efectos beneficiosos en la salud intestinal y cerebral. Se ha utilizado como
probidticos en combinacién con otros microorganismos y se han observado mejoras en los
problemas gastrointestinales (24). Algunos estudios han encontrado una reduccion significativa
de Bifidobacterium en nifios con TEA y sugirié que la restauracion de su poblacion con
probidticos podria ser beneficiosa (30). En la investigacion realizada por Mendive, P. et al.
(49), donde estudian la relacion de la microbiota intestinal y la dieta en una cohorte uruguaya
de nifios con TEA y nifios sin diagndstico, observaron un menor abundancia de

Bifidobacterium longum y Bifidobacterium adolescentis en los nifios con TEA.

En cuanto a Prevotella, se puede observar que la curva amarilla presenta una mayor
altura lo que significa que esos valores de Ct son mas comunes entre las muestras de estudio.
Sin embargo, observando el promedio de los Cts, en comparacion con las muestras
neurotipicas, se obtiene un valor muy similar demostrando una abundancia de Prevotella muy
similar entre grupos de estudio. Esto no coincide con otros estudios donde se ha reportado la
reduccién de Prevotella en nifios con TEA. Este género bacteriano participa en la fermentacion
de carbohidratos complejos y produccion de &cidos grasos de cadena corta, funciones
fundamentales de la microbiota (50).

Analizando a Sutterella spp se observa una mayor dispersion de los valores Cts en los
individuos con TEA. Wang et al. (51) han detectado una prevalencia significativamente mayor
de Sutterella spp. en biopsias tomadas del tracto gastrointestinal de nifios con TEA con

problemas gastrointestinales en comparacion con nifios neurotipicos. No obstante, esto no se
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logra visualizar, la presencia de Sutterella spp en las cohortes de estudio es muy similar entre

s

SI.

A su vez, Desulfovibrio spp también se observa poco diferenciado entre grupos de
estudio. No parece haber una diferencia en la abundancia de este microorganismo. Un estudio
realizado por Finegold et al. (52) observo una sobreabundancia de Desulfovibrio en las heces
de nifios con autismo, y sugirieron que estos microorganismos podrian estar implicados en los
sintomas gastrointestinales y posiblemente en aspectos neuroldgicos. Ademas, es un bacteria
sulfato-reductora que produce acido sulfhidrico (H2S) como subproducto. En cantidades
elevadas, el H2S es toxico para las células epiteliales intestinales, pudiendo danar la barrera

intestinal y generar una mayor permeabilidad intestinal.

Para Bacteroidetes ambas lineas punteadas estan bastante cercanas, aunque la amarilla
(TEA) esta més hacia la derecha. Esto indica que, en promedio, los nifios con TEA tienen
valores de Ct ligeramente mayores, lo que podria reflejar una menor abundancia relativa de
Bacteroides en el grupo TEA. Algunas investigaciones han reportado la disminucién de este
filo bacteriano en nifios con TEA (16, 28). La gran mayoria de las especies de Bacteroidetes
producen &cidos grasos de cadena corta como productos finales de su metabolismo, los cuales,
como se menciond previamente, son beneficiosos para la salud y para la modulacion del
metabolismo y otras funciones esenciales (28). Otros estudios reportan resultados opuestos,
una mayor presencia de Bacteroidetes en nifios con TEA (52). Es importante destacar que la
microbiota esta altamente influenciada por la dieta y la regién geografica, por lo que distintas

investigaciones pueden reportar distintos resultados.

Otro filo importante en la microbiota intestinal es Firmicutes. Hay una ligera tendencia
a valores de Ct méas bajos, es decir mayor abundancia relativa, en nifios neurotipicos. Sin
embargo, la diferencia no parece muy marcada. Estos resultados coinciden con otros estudios
donde este filo se reportd mas presente en la microbiota de nifios sin diagndstico frente a nifios
con TEA (28, 30, 52, 53). Dentro de este filo encontramos bacterias beneficiosas productoras
de SCFAs, con propiedades antiinflamatorias, reguladoras del sistema inmune, y otras
bacterias, como las pertenecientes al género Clostridium que son patdgenas. La alimentacion
influye significativamente en la composicién de la microbiota y se ha reportado que dietas ricas

en fibra suelen favorecer el crecimiento de bacterias beneficiosas del filo Firmicutes (8).

Para Lactobacillus spp ambas distribuciones tienen una forma similar, pero la media de
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Cten los nifios neurotipicos se encuentra mas hacia la izquierda. Esto sugiere que Lactobacillus
podria ser mas abundante en neurotipicos que en TEA, aunque la diferencia parece sutil.
Algunas especies de Lactobacillus han sido utilizadas como probiéticos para modular la
microbiota intestinal y disminuir los problemas gastrointestinales. Existe evidencia de que
ciertas cepas de Lactobacillus pueden tener efectos beneficiosos en la modulacion de sintomas
del TEA vy favorecer al equilibrio de la microbiota (54). En la investigacion realizada por
Mazzone, L., et al. (22) donde se estudi6 el efecto de la administracion de Lactobacillus reuteri
en nifios con TEA, los resultados mostraron que la intervencion probidtica mejoro

significativamente la comunicacion y adaptacion social.

Por ultimo, para Candida albicans, el Unico hongo analizado, la linea punteada azul,
neurotipicos, esta ligeramente a la izquierda de la amarilla, lo que sugiere que los valores de
Ct en nifios con TEA son un poco mas altos, lo que indicaria una posible menor abundancia
relativa de C. albicans. Estimamos gque necesitamos mas datos para observar evidencias mas

claras.

Igualmente los resultados de este andlisis no reflejan diferencias significativas por lo
que se deben realizar otros ensayos para comprobar las alteraciones en la microbiota intestinal
en nifios con TEA en comparacion con sus hermanos neurotipicos. Ademas, es importante
destacar que, aunque se han identificado patrones comunes en la composicion de la microbiota

de nifios con TEA, hay un alto nivel de variacion entre individuos
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Figura 11. Curvas de densidad de los valores de Ct para distintos microorganismos en muestras de

nifios con TEA (T, amarillo) y hermanos neurotipicos (N, azul).



4.2 ldentificacién de biomarcadores intestinales
4.2.1 Secuenciacion 16S por Oxford Nanopore Technologies

Para la identificacion de biomarcadores de salud intestinal se realizo la secuenciacion
con la técnica Oxford Nanopore a partir de muestras de ADN gendmico de nifios con TEA 'y
sus hermanos neurotipicos. Debido a que se utilizaron primers que permiten la secuenciacion
completa del gen de ARNr 16S, en muchos casos se logrd llegar a nivel de especie alcanzando
una mayor resolucion taxonomica. Por este motivo se empled la tecnologia de Oxford
Nanopore, un método de secuenciacion de tercera generacion que permite la lectura de

fragmentos de ADN de mayor longitud.

Para la caracterizacion de la microbiota intestinal con el objetivo de comprender el
papel de diferentes especies bacterianas en la causa o prevencion de enfermedades, es
fundamental que los métodos utilizados sean robustos (39, 42). Durante muchos afios, el cultivo
bacteriano fue uno de los estandares de oro para la identificacion de especies bacterianas. Sin
embargo, las técnicas independientes del cultivo han revolucionado el conocimiento de la
microbiota intestinal, ya que pueden brindar informacién mas representativa de la microbiota
(31). Una de las técnicas mas utilizadas para estudiar la diversidad microbiana es la
secuenciacion del gen ARNr 16S. Este gen esta formado por nueve regiones hipervariables las
cuales estan flanqueadas por secuencias conservadas en la mayoria de las bacterias, lo que

permite la amplificacion de secuencias objetivo utilizando primers universales (42).

No obstante, la falta de estandarizacion en la metodologia utilizada ha dado lugar en
algunos casos a resultados contradictorios, con diferencias en la abundancia de algunas
bacterias. Tanto el método de extraccion de ADN como la eleccion de los primers, y la eleccion
de la region variable (V) del 16S a la que se adhieren, pueden afectar el resultado experimental
e introducir sesgos en la diversidad y el andlisis taxonémico. En este trabajo se utilizaron los
primeros universales, 27F y 1492R, que abarcan casi todo el gen ARNr 16S con el objetivo de
obtener una mayor resolucion taxonémica. Algunos estudios han reportado la limitacion de
estos primers para detectar algunas bacterias presentes en la muestra. Farris, M.H. y
colaboradores (55) demostraron que algunas Actinobacteria pueden compartir una similitud de
secuencia del 100% con los primeros universales, pero permanecer sin ser detectadas. Otros
estudios han optimizado las secuencias de los primers para detectar al género Bifidobacterium

que presenta “mismatches” de secuencia con el primer universal 27F (56). En la investigacion
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por Walker, A. et al. (55), comprobaron que el primer 27F que comunmente abarca las regiones
V1-V3, requieren modificaciones para la recuperacion de Bifidobacterias. Este primer de
inicio, utilizado en varias publicaciones, claramente tiene un sesgo en la amplificacién de
Actinobacteria y, por lo tanto, de Bifidobacterium, en comparacion con otros géneros
bacterianos. Este sesgo también se evidencid en este trabajo donde la deteccion de
Bifidobacterium fue nula o0 muy baja en todas las muestras. Se detectaron 135 géneros
bacterianos y Bifidobacterium no fue uno de ellos. También con los datos de secuenciacion se
buscaron clasificacién taxonémicas més arriba como familia y orden, Bifidobacteriaceae y
Bifidobacteriales, y no se detectd en ninguna de las muestras bacterias pertenecientes a estos
grupos. Por lo tanto, se podria asumir que los primers utilizados presentan un sesgo negativo
para detectar Bifidobacterias. Este género bacteriano tiende a estar mas representado en nifios
neurotipicos y disminuido en nifios con TEA por lo que puede ser un potencial biomarcador
para el estudio de la microbiota intestinal (10, 25, 27). Estas consideraciones son importantes

al momento de analizar los resultados.

El procesamiento de las muestras se realiz6 en el equipo GridlON dentro del CiVE y
los datos de secuenciacion se analizaron utilizando Porefile. Porefile es una herramienta para
el analisis de lecturas de 16S completas obtenidas por ONT con una base Nextflow que incluye
un conjunto de software de terceros utilizado para el procesamiento y clasificacion de lecturas
generadas a partir de la secuenciacion del gen ARNr 16S. Esta herramienta realiza el
alineamiento de las lecturas contra la base de datos SILVA SSU NR9 (44) una base de datos
que permite obtener secuencias de ARN ribosémico alineadas de subunidades pequefias
(16S/18S, SSU) y grandes (23S/28S, LSU) para bacterias, arqueas y eucariotas, de calidad

verificada y con actualizaciones periddicamente (57).

La Figura 12 muestra un analisis discriminante lineal a efecto del tamafio (LeFSE)
aplicado a especies bacterianas identificadas entre 2 grupos: nifios con Trastorno del Espectro
Autista (T) y sus hermanos neurotipicos (N). Este analisis permite identificar especies
bacterianas enriquecidas en cada grupo, proporcionando informacion clave sobre los cambios
en la microbiota intestinal asociados al TEA. Para la generacion del LeFSE se realiz6 un
analisis no parametrico utilizando el test de Kruskal Wallis, una prueba que se utiliza para
corroborar si existen diferencias significativas a nivel estadistico entre dos 0 mas grupos de

una variable independiente, en una variable dependiente continua.
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En cuanto a las especies mas abundantes en el grupo TEA, se observa un
enriquecimiento significativo de diversas especies bacterianas incluyendo Clostridium
perfringens, Paeniclostridium sordelii, Parabacteroides distasonis, Peptacetobacter

hiranonis, Romboutsia hominis, entre otras.

Clostridium perfringens es una bacteria potencialmente patdgena productora de toxinas
que ha sido relacionada con la disbiosis intestinal en nifios con TEA. Se ha postulado que la
alta incidencia de esta bacteria y sus toxinas podria influir en los problemas gastrointestinales
y la severidad del autismo. En la investigacion por Maryam K. et al. (58), se observé un
enriquecimiento de esta especie en nifios con TEA en comparacion con el control, e
investigando dentro de los individuos con autismo, se observé una mayor abundancia en
aquellos con problemas gastrointestinales. La presencia del género Clostridium spp se ha
reportado en varios estudios en donde se observé una mayor abundancia en nifios con TEA en
comparacion con neurotipicos. Especificamente las especies de Clostridium boltae,
Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium glycolicum y Clostridium difficile
(59). En una investigacion regional donde estudian la relacion de la microbiota intestinal y el
TEA, se observo un enriquecimiento de C. glycolicum en nifios con TEA frente a nifios sin
diagnostico (49). A su vez, el estudio de De Angelis et al. (60) revelo que las especies de
Clostridiaceae estan presentes a un nivel mas alto en nifios con TEA. Entre los grupos
bacterianos primarios, las Clostridiaceae son capaces de sintetizar ciertos productos
metabdlicos que son potencialmente téxicos para los humanos, como los fenoles, el p-cresol y
ciertos derivados del indol. Estos resultados apoyan otras investigaciones de que las especies
de Clostridium estan asociadas con la sintomatologia del TEA y que la capacidad de formar
esporas es una de las principales preocupaciones relacionadas con la recurrencia de los
sintomas del TEA. Este género bacteriano podria ser de gran relevancia para entender la

relacion microbiota-autismo.

Paeniclostridium sp. ha sido propuesto recientemente como un nuevo género,
previamente pertenecientes al género Clostridium conformando el grupo cluster X1 (61). Las
especies como Paeniclostridium sordellii y Paeniclostridium ghonii han sido poco estudiadas
y aun no se han reportado asociaciones con el autismo. Igualmente se ha visto como un
potencial patdgeno para los humanos con caracteristicas similares a las bacterias pertenecientes

al genero Clostridium (62).
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Parabacteroides distasonis es una bacteria comensal del intestino humano asociado
con beneficios metabdlicos, el peso y la hiperglucemia y la hiperlipidemia, que también puede
convertirse en un patdgeno oportunista en algunas circunstancias. Mas recientemente, se ha
demostrado un rol dual de P. distasonis en modelos murinos donde estudiaban la enfermedad
inflamatoria intestinal. Se ha visto que tiene efectos tanto proinflamatorios como
antiinflamatorios lo que sugiere que la patogenicidad de P. distasonis depende del contexto, la
susceptibilidad del huésped a la supresion inmunitaria y la promocién de respuestas
inflamatorias (63). Esta bacteria pertenece al filo Bacteroidetes y varios géneros pertenecientes
a este filo, incluyendo Parabacteroides, se los han detectado méas abundantes en muestras
fecales de pacientes con TEA y asociado a la disbiosis intestinal (60, 64). En la investigacion
realizada por Strati F., et al. (15) también observan un enriquecimiento de esta especie en
pacientes con TEA en comparacion con pacientes sanos.

Segun reclasificaciones filogenéticas, Clostridium hiranonis fue reclasificado
recientemente como miembro del género Peptacetobacter, por lo que su actual nombre
completo es Peptacetobacter hiranonis. Esta actualizacion taxondémica no cambia las
caracteristicas funcionales o metabdlicas del organismo; en este caso, su actividad
metabolizadora de acidos biliares sigue siendo la misma que se estudid previamente bajo el
nombre de Clostridium hiranonis. Existen pocos estudios directos que identifiquen la
abundancia de Clostridium hiranonis (ahora Peptacetobacter hiranonis) en la microbiota
intestinal de nifios autistas. Sin embargo, investigaciones mas generales sobre la microbiota
intestinal en poblaciones con TEA mencionan grupos bacterianos relacionados como microbios
del género Clostridium o taxones relevantes involucradas en el metabolismo de acidos biliares

que sugieren un posible dismetabolismo de los mismos.

Dado los resultados obtenidos para el grupo TEA, se podria decir que el género
Clostridium esta estrechamente vinculado con la sintomatologia de esta condicién sobre todo
con la generacion de problemas gastrointestinales e inflamacion. Las bacterias de este género
producen esporas que juegan un papel crucial en la etiologia del autismo. En particular,
Clostridium perfringens, la especie con mayor abundancia representada en el LeFSE, es una
bacteria que produce el gen de la toxina beta 2 y que se ha visto mas frecuentemente en nifios

con TEA en comparacion con sujetos de control (58, 65).
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El grupo de individuos neurotipicos muestran una mayor presencia de bacterias como
Eubacterium rectale, Fusicatenibacter saccharivorans, Roseburia inulinivorans y Blautia

phocaensis.

El género Roseburia forma parte de las bacterias comensales de la microbiota intestinal
que producen acidos grasos de cadena corta (SCFAS), especialmente butirato, al fermentar
alimentos ricos en fibra y carbohidratos complejos de digerir. Los SCFAs regulan la fisiologia
intestinal, la motilidad del colon y el sistema inmune a través de propiedades antiinflamatorias.
También contribuyen al mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal, reduciendo la
permeabilidad intestinal y previniendo la translocacion bacteriana. R. inulinivorans produce
butirato utilizando acetato como sustrato para la conversion metabdlica, y hasta el momento,
solo esta especie dentro del género Roseburia se ha reportado como productora de propionato,
otro SCFA que presenta propiedades antiinflamatorias y contribuye en el proceso de
gluconeogénesis (66, 67). El enriquecimiento de esta bacteria en los nifios neurotipicos podria
ser un indicador de una microbiota saludable y presenta propiedades beneficiosas que
promueven la estabilizacion de la microflora intestinal por lo que podria servir para modular la
disbiosis intestinal, y en consecuencia, disminuir los problemas gastrointestinales recurrentes
en nifios con TEA. Su consideracién como probidtico requiere de mas investigaciones para

determinar su seguridad y eficacia en aplicaciones terapéuticas.

En cuanto a Eubacterium rectale, presenta caracteristicas similares a las mencionadas
previamente. Esta bacteria perteneciente al filo Firimicutes y género Eubacterium, ayuda a
mantener la homeostasis de la microbiota intestinal y esta asociada con la produccion de
butirato, un metabolito clave para la salud intestinal, ya que es una fuente de energia para los
colonocitos en el intestino grueso humano. Ademas, se ha visto que al producir butirato
previene la inflamacién intestinal relacionada con el TNF alfa (68). En la investigacion
realizada por De Angelis et al. (60) observaron un mayor presencia de bacterias del género
Eubacterium en nifios neurotipicos en comparacion con nifios con TEA al igual que en los

resultados presentados.

Blautia phocaeensis pertenece al género Blautia y son bacterias comensales en el tracto
gastrointestinal humano sano que representan uno de los 10 géneros mas detectados en el
microbioma intestinal humano (69). Las especies de Blautia desempefian un papel clave en la

degradacion de los carbohidratos no digeribles y se ha demostrado que algunas de ellas
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producen &cidos grasos de cadena corta y péptidos antimicrobianos (70). Estudios analizando
las alteraciones de la microbiota intestinal en pacientes con TEA en comparacion con pacientes
sin diagndstico, observaron una mayor abundancia de Blautia en pacientes sin diagnostico.
Ademas, recientemente este género bacteriano ha despertado interés como posible probidtico
por su contribucion al alivio de enfermedades metabolicas, y por su actividad antimicrobiana

contra microorganismos especificos (53, 70).

Clostridium perfringens
Peptacetobacter hiranonis

Phascolarctobacterium faecium

Bacteroidales oral clone MCE3 262
Paeniclostridium sordellii
Romboutsia hominis

Parabacteroides distasonis
Enriched group

[ Y
|

Megasphaera elsdenii

Species

Massiliprevotella massiliensis

bacterium ic1395

Paeniclostridium ghonii

Faecalitalea cylindroides
[Eubacterium] rectale

Fusicatenibacter saccharivorans

Roseburia inulinivorans
Blautia phocaeensis

2 3
LDA score

[=]
-
.

Figura 12. LeFSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size) basado en la prueba Kruskal Wallis para
la identificacion de bacterias que difieren en abundancia entre TEA 'y NT. Gréfico realizado en R, en el

eje vertical las especies bacterianas y en el eje horizontal el LDA “score”.

Debido a que Clostridium perfringens ha sido reportado en otros estudios como una
bacteria diferencial entre TEA y NT, se propuso evaluar especificamente esta especie en las
muestras de materia fecal de nuestra cohorte uruguaya para comprobar si mediante gPCR
logramos detectar estas diferencias entre grupos de estudio. Para esto es necesario disefiar y
mandar a sintetizar primers contra esta bacteria. Los mismos se disefiaron usando la plataforma
BV-BRC Primer Design Service (Tabla 5). Ademas, como los primers contra Clostridium
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difficile que iban a ser utilizados para los ensayos de gPCR no mostraron amplificacion, y, se
dejaron de utilizar en el resto de la investigacion, es de gran utilidad disefiar primers propios
contra esta especie 0 genero bacteriano que en bibliografia ha demostrado ser un posible
biomarcador y estar involucrado con la sintomatologia del TEA. Los primers disefiados fueron
testeados mediante PCR in silico, una simulacion computacional que permite predecir la
amplificacion de ADN usando primers especificos, previo a realizar el experimento. De manera
de comprobar su especificidad contra el genoma de Clostridium perfringens, los mismos fueron
evaluados contra diferentes genomas bacterianos. Se utiliz6 como estdndar el conjunto de
secuencias del gen de ARNTr 16S de todas las bacterias presentes en la mock de ZymoBIOMICS
Gut Microbiome para seleccionar el céctel bacteriano (Tabla 6). EI conjunto de primers no
mostro hibridacion contra ninguna de las bacterias testeadas, lo que sugiere especificidad
contra la bacteria objetivo.

Por otro lado, otra especie que nos parecio de interés fue Roseburia inulinivorans un
género bacteriano reconocido por su capacidad para fermentar alimentos dificiles de digerir
produciendo SCFAs, especialmente butirato y propionato, compuestos esenciales para el
mantenimiento de una microbiota saludable. Se sigui6 el mismo procedimiento detallado
previamente, los primers se encuentran detallados en el Tabla 5. Mediante la PCR in silico se

verificd la eficiencia de los primers al levantar Gnicamente la especie de interés.

Tabla 5. Primers disefiados contra biomarcadores intestinales de interés.

Sequence (5°-3) Amplicon (pb) Target Referencia

ClosP.F-gccagacagttcttctgagaa | ~110 Clostridium Este estudio

ClosP.R-tggttctttgtccatgtagca perfringens

Rosbl.F-gtcacgcctatcctagett ~250 Roseburia Este estudio
inulinivorans
Rosbl.R-cggcggaggtgttaatagta
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Tabla 6. “Coctel” bacteriano presentes en ZymoBIOMICS Gut Microbiome evaluados frente

a los primers disefiados.

NCBI Reference Microorganismo Amplifica
Sequence

NR_028961.1 Faecalibacterium prausnitzii No
NR_044091.1 Veillonella rogosae No
NR_042008.1 Roseburia hominis No
NR_074784.2 Bacteroides fragilis No
NR_044627.1 Prevotella corporis No
NR_074412.1 Fusobacterium nucleatum No
NR_104927.1 Limosilactobacillus fermentum No

(Lactobacillus fermentum)

NR_112172.1 Clostridioides difficile No
NR_042817.1 Akkermansia muciniphila No
NR_044786.1 Methanobrevibacter smithii No
NR_041696.1 Salmonella enterica No
NR_040789.1 Enterococcus faecalis No
NR_024570.1 Escherichia coli No
NG_070791.1 Candida albicans No
NG_063315.1 Saccharomyces cerevisiae No

4.3 Cultivo anaerdbico

4.3.1 Bacterias aisladas en los medios de cultivo

Como se menciond previamente, se utilizaron tres medios de cultivo distintos
aprovechando las necesidades metabolicas de las bacterias para el aislamiento de
microorganismos especificos a partir de muestras de materia fecal: medio de extracto de
levadura, casitona y acido graso (YCFA), medio selectivo Bifidobacterium (BSM) y medio

selectivo de Campylobacter (CCDA).
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El medio YCFA es un medio enriguecido y no selectivo disefiado para el aislamiento y
cultivo de diversas bacterias anaerobias intestinales. Sus componentes incluyen: extracto de
levadura, digerido pancreético de caseina, azlcares, antioxidantes, vitaminas y acidos grasos
especificos para favorecer el desarrollo de microorganismos intestinales con altas exigencias
nutricionales (71). Se observé un alto nimero de colonias y las mismas eran de color blanco

mayoritariamente, aunque algunas presentaban un color mas amarillo o anaranjado.

Con la finalidad de crecer otros géneros bacterianos, como Bifidobacterium y
Campylobacter, se utilizaron los otros dos medios de cultivo con componentes nutricionales
distintos. EI medio BSM contiene triptona, peptona y el extracto de levadura y de carne que
aportan nutrientes esenciales para el crecimiento. También contiene polisorbato que aporta los
acidos grasos necesarios para la actividad metabolica de las bifidobacterias (72). EI CCDA se
compone de triptona y extracto de carne que aportan azUcares, acidos grasos, carbohidratos y
vitaminas, carbon activado el cual le da el caracteristico color negro, desoxicolato de sodio el
cual inhibe el crecimiento de otros microorganismos, entre otros (73). EI nimero de colonias
formadas en estos medios fue mucho menor en comparacion con el YCFA. Para el caso de las
placas con BSM se observaron colonias amarillas algunas mas oscuras que otras, de forma
redondeada con superficies lisas. Mientras que para las placas crecidas en CCDA se observd
un nimero aun menor de colonias en comparacién con los otros dos medios de cultivo
utilizados. Las colonias presentaban una morfologia similar a las observadas en los otros dos
medios de cultivo. Presentaban una forma redondeada, color grisaceo y superficie lisa. En la
Tabla 7 podemos ver el resumen de los medios de cultivo utilizados para cada muestra

cultivada.

Tabla 7. Medio de cultivo utilizado en cada muestra.

Muestra ID Medio de cultivo
1 NO7 YCFA
2 N20 YCFA
3 N22 A YCFA
4 N22 B YCFA
5 N14 YCFA
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6 N25 YCFA
7 N33 YCFA
8 T29 YCFA
9 N11 YCFA
10 N11 CCDA
11 N33 CCDA
12 N33 BSM

13 N11 BSM

14 T33 YCFA

dependientes de cultivo

4.3.2 ldentificacion molecular de bacterias aisladas por métodos

Con el objetivo de identificar los microorganismos aislados de las muestras fecales de

los pacientes con TEA y neurotipicos se enviaron las muestras a secuenciar a Macrogen Inc.

mediante la tecnologia Sanger. La secuenciacidon de Sanger es una técnica de secuenciacion

de ADN ampliamente utilizada para la identificacién de microorganismos individuales.

Como resultado de la secuenciacion, la compafiia envia un cromatogramay la secuencia

correspondiente de muestra (Figura 13). El cromatograma generado proporciona una

representacion visual de la secuencia de nucle6tidos de la muestra de ADN. Cada pico de color

representa una base nitrogenada especifica: Verde: Adenina (A), Azul : Citosina (C), Negro:

Guanina (G) y Rojo: Timina (T). Este analisis es importante para evaluar la calidad de la

secuencia obtenida y detectar posibles contaminaciones o mezclas de ADN en la muestra. Esto

se detecta observando la definicion de los picos en el cromatograma lo cual puede afectar la

interpretacion de la secuencia.
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Figura 13. Cromatograma obtenido mediante secuenciacion de Sanger de la muestra 2.

Una vez analizada la calidad del cromatograma, para la identificacion de especies
bacterianas se comparo la secuencia obtenida con la base de datos NCBI BLAST. El largo de
la secuencia depende de la calidad del cromatograma pero generalmente en todas las muestras,
las primeras 30 bases suelen ser de menor calidad debido a la cercania con el primer, y sobre
el final, el ruido de fondo puede aumentar por lo que también se removieron algunas bases del
final. En la Tabla 8 se detallan las bacterias identificadas en NCBI BLAST especificando el
largo de la lectura utilizado para la bdsqueda, el valor esperado (E-value), que indica la
probabilidad de encontrar una alineacion similar por azar, y, el porcentaje de identidad, una

medida de similitud entre la secuencia introducida y secuencias de la base de datos.

Tabla 8. Clasificacion de muestras secuenciadas mediante Sanger.

Muestra | Query Microorganismo E-value % ldentidad
length
1 871 Enterococcus lactis 0 99.66
2 871 Enterococcus faecium 0 99.99
3 301 Halomonas lutescens 1E-105 90.70
4 351 Enterococcus hirae 8e-122 94.50
5 751 Enterococcus durans 0 96.94
6 751 Enterococcus hulanensis | 0 99.19
7 501 Enterococcus lactis 0 99.40
8 711 Escherichia fergusonii 0 99.20
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9 731 Escherichia coli 0 99.32
10 751 Escherichia coli 0 99.13
11 731 Escherichia coli 0 100

12 311 Shigella flexneri 0 97.43
13 711 Enterococcus faecium 0 99.73
14 761 Shigella flexneri 0 99.97

Como se observa, se encontrdé una mayor proporcién de bacterias pertenecientes a la
clase Bacilli, orden Lactobacillales y familia Enterococcacea. Enterococcaceae es una familia
de bacterias Gram-positivas, anaerobias facultativas que se encuentran comdnmente en el
tracto gastrointestinal de humanos y animales. Forman parte de los microorganismos
comensales y desempefian un papel en la fermentacion de carbohidratos y la produccion de
acido lactico. También tienen la capacidad de modular las respuestas inmunitarias del huésped,
promoviendo la funcién de la barrera epitelial y mediante la prevencion de la colonizacién e
invasion de patdgenos intestinales (74). Sin embargo, pueden convertirse en pat6genos y causar
infecciones frente a un desequilibrio de la microbiota intestinal. Ademas, a lo largo de los afios
algunas cepas han adquirido resistencia a multiples antibi6ticos. Igualmente las infecciones
producidas por especies de enterococo son poco frecuentes y, generalmente, son debidas a

cepas que no presentan multirresistencia (75).

Dentro de esta familia, el género predominante es Enterococcus, bacterias comensales
del intestino humano, aunque en menor proporcion en comparacion con otros grupos como
Bacteroides o Actinobacteria. Sin embargo, en un medio de cultivo pueden superar en
crecimiento a otras bacterias mas exigentes que dependen de nutrientes o condiciones
especificas. Las bacterias del género Enterococcus presentan adaptabilidad a diversas
condiciones ambientales, incluyendo su capacidad para crecer en un amplio rango de
temperaturas y condiciones adversas (76). Se pueden observar diferentes especies:
Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Enterococcus hirae, Enterococcus hulanensis, y

Enterococcus lactis.

Por otro lado, se observa una alta proporcion de bacterias pertenecientes al filo

Proteobacteria, filo que también predomina en la microbiota intestinal en humanos. Dentro de
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éste filo, la clase Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales y familia
Enterobacteriaceae predominan. La familia Enterobacteriaceae esta conformada por bacterias
didermas, segln la nueva terminologia, anaerobios facultativos, no exigentes en cuanto a
nutrientes lo cual les permite crecer con facilidad en medios de cultivo simples. Pueden ser
beneficiosas como parte de la microbiota intestinal, pero también transformarse en patdgenas
y causar infecciones (77). Algunos de los géneros mas comunes dentro de esta familia son:
Escherichia, Salmonella, Shigella y Klebsiella. Como se observa, se logré aislar bacterias
pertenecientes al género Escherichia y Shigella. Dentro del primer género se identificaron 2
especies: mayoritariamente Escherichia coli, y en una muestra Escherichia fergusonii.
Escherichia coli, una de las bacterias mas estudiadas y comunes en la microbiota intestinal
humana. Es una de las primeras bacterias en colonizar la microbiota y contribuye a la
produccion de metabolitos al fermentar glucosa y otros azlcares. Sin embargo, se la ha
vinculado a enfermedades como sindrome de intestino irritable debido a que algunas cepas
pueden ser proinflamatorios y contribuir a la disbiosis intestinal (78, 79). A la vez, algunas
investigaciones indican que ciertas cepas de E. coli pueden tener efectos beneficiosos en la
salud humana cuando se utilizan como probidticos, contribuyendo a la modulacion del sistema
inmune. Se ha reportado que su presencia estimula la produccién de péptidos antimicrobianos

claves para la proteccion de la barrera intestinal (80).

E. fergusoniis es menos prevalente en la microbiota intestinal humana en comparacion
con E. coli y su presencia ha sido asociada con diversas infecciones incluyendo diarrea,
infecciones del tracto urinario (81) y hasta se la ha vinculado con enfermedades neurolégicas
como depresidn (82). En cuanto al género Shigella, Gnicamente se identifico la especie Shigella
flexneri una bacteria que causa una infeccion intestinal caracterizada por diarrea, fiebre y dolor
abdominal. Esta bacteria invade las células epiteliales del colon, lo que provoca inflamacion y
lastima la mucosa intestinal facilitando la translocacién bacteriana y aumentando la
inflamacién. En el estudio por Yang, et al. (83), observaron que la infeccion por S. flexneri en
ratones puede influir en la diversidad de la microbiota intestinal, como la disminucién de la
abundancia de bacterias probioticas como Lactobacillus y el aumento de la abundancia de

bacterias de la familia Prevotellaceae.

Dentro de la clase Gammaproteobacteria, también se encuentra Halomonas lutescens.
Esta bacteria pertenece al filo Pseudomonadota y género Halomonas. Son bacterias didermas,

anaerobicas facultativas y halofilas, es decir, que son capaces de crecer a altas concentraciones
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de sal. El aislamiento de Halomonas lutescens en una muestra de microbiota humana es
inusual, ya que en otros estudios fue aislada de sedimentos acuaticos por lo que podria ser
resultado de una contaminacién ambiental (84). Sin embargo, también podria indicar una
adaptacion de esta bacteria al ambiente microbiano humano. Se deberian realizar estudios
adicionales para determinar el papel y la relevancia de Halomonas lutescens en la microbiota

humana.

No se logr6 crecer ni aislar bacterias del género Bifidobacterium y Campylobacter
como se buscaba con los medios BSM y CCDA. Esto se puede explicar porque hubo un
sobrecrecimiento de bacterias mas adaptables, como bacterias del género Enterococcus y
Escherichia, las cuales pudieron haber inhibido el crecimiento de Bifidobacterium y
Campylobacter. Para aislar las bacterias de interés, se podrian utilizar agentes selectivos que
inhiben competidores sin afectar a las bacterias deseadas. A su vez, éstas bacterias podrian
encontrarse en baja proporcion en las muestras por lo que es posible que no hayan podido

desarrollarse.

Por ultimo, cada muestra secuenciada a su vez fue almacenada en glicerol para la
creacion de un biobanco de cepas bacterianas identificadas con el objetivo de estudiar de forma
individual las bacterias que potencial interés para la generacion de curvas de calibracion para
normalizar los datos de gPCR. A futuro, para obtener una mayor diversidad microbiana se
podrian modificar algunas condiciones del medio de cultivo, como el pH, o emplear
antibioticos de manera de generar un medio selectivo para cepas de interés e inhibir el

crecimiento de otras.
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5. Conclusiones

Recientemente se ha demostrado el papel crucial de la microbiota intestinal en las
funciones del sistema nervioso central, neuroendocrino y neuroinmune. El sistema de
comunicacion bidireccional entre el intestino y el cerebro, conocido como eje intestino-cerebro,
es capaz de influir en el estado de &nimo y funciones neurocognitivas. La modulacion de la

microbiota es fundamental para influir en los sintomas o progresion de trastornos neurolégicos.

La deteccidon de biomarcadores de salud intestinal es una estrategia emergente para
estudiar la composicion de la microbiota. La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (QPCR) con primers especificos que apuntan a géneros o filo bacterianos, es una técnica
altamente sensible y rapida que permite la deteccion y cuantificacion de biomarcadores. Los
resultados obtenidos sugieren la presencia de alteraciones en la microbiota intestinal en nifios
con TEA, sin embargo, no fue posible cuantificar por gPCR diferencias significativas frente a

los hermanos sin diagnostico para los primers utilizados.

La caracterizacion de la microbiota intestinal de nifios con TEA y sus hermanos
neurotipicos mediante la tecnologia de Oxford Nanopore permitié identificar posibles
biomarcadores vinculados con el autismo. Algunas especies bacterianas detectadas coinciden
con investigaciones anteriores. La identificacion de bacterias intestinales especificas tiene un
gran potencial para utilizarse en el diagnostico o tratamiento del TEA. A su vez, permitio el
disefio de primers propios contra bacterias de interés y su especificidad fue demostrada
mediante PCR in silico. A futuro, esperamos utilizar estos primers disefiados en este estudio
en las muestras recolectadas para evaluar las diferencias basados en los resultados de ONT para

esta cohorte.

A partir de las técnicas dependientes de cultivo, se identificaron bacterias intestinales
en diferentes medios de cultivo. A futuro se podria probar otros medios o suplementos para

obtener una mayor diversidad microbiana.

A diferencia de los estudios de secuenciacion 16S, que han dominado la literatura sobre
la microbiotay el TEA, la secuenciacion mediante metagendmica shotgun podria proporcionar
una vision mas completa, ya que permite la secuenciacion de multiples especies microbianas

presentes en una muestra compleja, como lo son las muestras de materia fecal, ofreciendo un
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analisis mas profundo de la diversidad microbiana. Ademas, permite la identificacion de vias
metabolicas por lo que provee informacion funcional de la comunidad microbiana identificada.
A futuro, se podrian implementar estudios de metagendmica shotgun para validar estos
hallazgos y comprender mejor la relacion entre la microbiota intestinal y el TEA. El estudio de
la metaboldémica y transcriptomica, podria brindar informacion valiosa sobre la interaccion
entre los microorganismos y el huésped a nivel funcional, al igual que informacion sobre las
vias metabdlicas involucradas. La integracion de estos enfoques podria brindar un anélisis mas
completo.

A modo de conclusion, en las muestras analizadas hasta el momento no existe un perfil
distintivo unico de la composicion de la microbiota en pacientes con TEA frente a neurotipicos,
ya que la misma estéd influenciada por multiples factores como la geografia, dieta, cultura,
genética, entre otros. Sin embargo, para desarrollar nuevas herramientas clinicas es necesario

comprender mejor la composicion y funcién de los componentes del microbioma.
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7. Anexos

Anexo 1.

Kit comercial para la extraccion de ADN genomico de las muestras de materia fecal: Protocol

PowerFecal Pro Qiagen.

1. Spinthe PowerBead Pro Tube briefly to ensure that the beads have settled at the bottom.
Add up to 250 mg of stool and 800 ul of Solution CD1. A step is added to the protocol,
which consists of adding 100 ul of PCI (Phenol-Chloroform-Isoamyl Alcohol) that
helps eliminate impurities.

2. Vortex briefly to mix.

3. Homogenize samples using one of the following methods: A. Secure the PowerBead
Pro Tube horizontally on a Vortex Adapter for 1.5-2 ml tubes (cat. no. 13000-V1-24).
Vortex at maximum speed for 10 min.

4. Centrifuge the PowerBead Pro Tube at 15,000 x g for 1 min.

5. 4. Transfer the supernatant to a clean 2 ml Microcentrifuge Tube (provided). Note:
Expect 500-600 pl. The supernatant may still contain some stool particles.

6. Add 200 pl of Solution CD2 and vortex for 5 s.

7. 6. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min. Avoiding the pellet, transfer up to 700 ul of
supernatant to a clean 2 ml Microcentrifuge Tube (provided).

8. Add 600 pl of Solution CD3 and vortex for 5 s.

9. Load 650 pl of the lysate onto an MB Spin Column and centrifuge at 15,000 x g for 1
min.

10. Discard the flow-through and repeat step 8 to ensure that all of the lysate has passed
through the MB Spin Column.

11. Carefully place the MB Spin Column into a clean 2 ml Collection Tube (provided).
Avoid splashing any flow-through onto the MB Spin Column.

12. Add 500 pl of Solution EA to the MB Spin Column. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min.

13. Discard the flow-through and place the MB Spin Column back into the same 2 ml
Collection Tube.

14. Add 500 pl of Solution C5 to the MB Spin Column. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min.

15. Discard the flow-through and place the MB Spin Column into a new 2 ml Collection
Tube (provided).

Anexo 2.

Composicion buffer TAE:
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e Tris-acetato: 0.04 M (40 mM)
e EDTA:1mM
e pH: alrededor de 8.3

Para preparar TAE 1X, se diluye un buffer TAE concentrado, como TAE 50X, con agua

desionizada. Se mezclan 1 parte de TAE 50X con 49 partes de agua desionizada.

Anexo 3.
Secuencias utilizadas para el clonado:
>NC_008618.1:¢1989911-1988382 Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703, complete

sequence
TTTGTGGAGGGTTCGATTCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAA
GTCGAACGGGATCGGCTGGAGCTTGCTCCGGCCGTGAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAAT
GCGTGACCGACCTGCCCCATACACCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGA
TGCTCCAGTTGGATGCATGTCCTTCTGGGAAAGATTCTATCGGTATGGGATGGGGTCGCG
TCCTATCAGCTTGATGGCGGGGTAACGGCCCACCATGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGA
GAGGGCGACCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGCGGGATGACG
GCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGACTGGGAGCAAGCCCTTCGGGGTGAGTGTACCTTT
CGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGT
TATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGT
CCATCGCTTAACGGTGGATCCGCGCCGGGTACGGGCGGGCTTGAGTGCGGTAGGGGAGA
CTGGAATTCCCGGTGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACACCAATGGCGAA
GGCAGGTCTCTGGGCCGTCACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGATGCTGGATGTGGGGACCATTCCAC
GGTCTCCGTGTCGGAGCCAACGCGTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGAAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCG
ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGTTCCCGACAGCCCCAGAGATGGGG
CCTCCCTTCGGGGCGGGTTCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTGTGTTGCCAGCACGTCGTGGTG
GGAACTCACGGGGGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGATC
ATCATGCCCCTTACGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAACGGGATGCG
ACCTCGTGAGGGGGAGCGGATCCCTTAAAACCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAA
CCCGACTCCATGAAGGCGGAGTCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAACGCCGCGGTGAATG
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTGGGTAGCACCCGAAGC

65



CGGTGGCCCAACCTTTTTGGGGGGAGCCGTCTAAGGTGAGACTCGTGATTGGGACTAAGT
CGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

>M77789.2 Cloning vector pUC19, complete sequence

GCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCA
CGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGC
TCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAAT
TGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTG
CATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCCGTC
GTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCA
CATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAA
CAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTG
TGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAG
TTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGLCTTGTCTGCTC
CCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTT
TCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAG
GTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTG
CGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGAC
AATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACAT
TTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGA
AACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCG
AACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAA
TGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGC
AAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATA
ACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGA
GCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACC
GGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGG
CAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAAT
TAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCG
GCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTG
CAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGT
CAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAA
GCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAACTTCATT
TTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTT
AACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
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GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAG
CGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCA
GCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCA
AGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTG
CCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAG
GCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGAC
CTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAG
GGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAG
GGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTG
ACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCA
GCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCT
GCGTTACCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTC
GCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGA

Anexo 4.

Gel de agarosa 1% donde se corrio el plasmido digerido enzimaticamente para evaluar si se
linealizd correctamente y como control se utiliz6 el plasmido sin digerir el cual mantiene su
forma circular el cual se espera que quede méas abajo en el gel.. Carril 1: PM (New England
Biolabs), Carril 2: plasmido digerido, Carril 3: plasmidos sin digerir.

Kilobases
-10.0
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Anexo 5.

Cadigo utilizado para correr Porefile:

runporefile.sh

nextflow run microgenlab/porefile

-r master

--fq 'fastq_pass/single_files/*.fastq'

--outdir OUTporefile/ -profile nagual

--isDemultiplexed

--silvaFasta "SILVA 138.2 SSURef NR99 tax_silva.fasta.gz"
--silvaTaxNchiSp "tax_ncbi-species_ssu_ref nr99 138.2.txt.gz"
--silvaTaxmap "taxmap_slv_ssu_ref nr_138.2.txt.gz"

(-resume)

Anexo 6.
Medios de cultivo utilizados:
Medio YCFA:

Triptona 5.0g

Extracto de Levadura 1.25¢
NaHCOs 2.0g
(D)+Glucosa 1.0g
(D)+Maltosa 1.0g
(D)+Celobiosa 1.0g L-cisteina 0.5g
Solucién Mineral | 75ml

o KHPO;4 3g

o HO1L
Solucion Mineral 11 75ml

o KH2P0.3g

o (NH4)2S04 69

o NaCl 6g

o MgSO4 0.69

o CaCly (dry) 0.6g

o H201L

e Solucién de Resazurina 0.5ml

o Resazurina0,1 g
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o

H20 hasta 100 mL

e Solucién de Hemina 5ml

o

o

O

O

KOH 0,28 g
Etanol 95% 25 mL
Heamina 0,1 g
H>0 hasta 100 mL

e Solucién de Vitaminica | 0.5ml

o

O

o

o

o

o

Biotina 5 mg

Cobalamina (Vitamina B12) 5 mg
Acido 4-aminobenzoico 15 mg
Acido félico 25 mg

Piridoxina 75 mg

H>0 hasta 500 mL

e Mix de acidos grasos volatiles 3.1ml

o

o

o

Acido acético 17 mL

Acido propi6nico 6 mL

Acido valérico 1 mL

Acido isovalérico 1 mL

Acido isobutirico 1 mL

NaOH para ajustar el pH hasta 7.45

e Después de autoclavar Solucién vitaminica I1 0.5ml

o

o

o

Clorhidrato de tiamina 25 mg
Riboflavina 25 mg
H-0 hasta 500 mL

Bifidobacterium selective Broth (BSM):
Triptona 2 g

Peptona 1l g

Extracto de levadura 1g

Extracto de carne 1g

Jugo de tomate 1,65¢g

Dextrosa (Glucosa) 2g
Polisorbato 80 (Tween 80) 0,2 g
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o pH6,6-7

Campylobacter Blood Free Agar (CCDA):
e Peptona 24,5 g/L
e Cloruro de sodio 5,0 g/L
e Desoxicolato de sodio 1,0 g/L
e Sulfato de ferroso 0,25 g/L
e Piruvato de sodio 0,25 g/L
e Carbon 4,0 g/L
e Agar13,09/L

Anexo 7.

Secuencias de los primers universales con adaptacion a Oxford Nanopore (27F y 1942R) y el

utilizado para secuenciacion por Sanger (337F).

Sequence (5°-3) Referencia
337F- GACTCCTACGGGAGGCWGCAG (85)
27F-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (43)
1492R-TACGGYTACCTTGTTACGACTT | (43)
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