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DESCRIPCION
Analisis metagendmico de muestras

La invencion se refiere a un método analitico que se ha desarrollado para identificar y cuantificar el contenido total de
microorganismos de las muestras de alimentos fermentados.

El contenido microbiano de los alimentos, las heces o las muestras ambientales a menudo se identifican o cuantifican
a través de métodos dependientes del cultivo. Entre las tecnologias moleculares de nueva generacion, el andlisis
metagendmico ha emergido como una herramienta poderosa. La metagendmica aplica un conjunto de tecnologias
gendmicas y herramientas bioinformaticas para acceder directamente al contenido genético de comunidades enteras
de organismos. Esta tecnologia se usa comunmente para describir los perfiles de la comunidad microbiana de varios
ecosistemas como mares, suelos, rumen y heces, pero también para estudiar la microbiota compleja de alimentos.

Quedan varios problemas con el andlisis metagenémico de alimentos y otras muestras similares. En primer lugar, es
necesario proporcionar un enfoque metagendémico global que no dependa de la capacidad del microbio para crecer
en medios de cultivo determinados en condiciones ambientales definidas (por ejemplo, pH, T2, Aw). Tal enfoque
deberia proporcionar la descripcién asi como la cuantificacién de los microorganismos observados, que es una
necesidad critica en algunos entornos, por ejemplo, cuando se deben explicar los problemas de deterioro de los
alimentos.

En segundo lugar, los métodos de analisis metagenémicos de la técnica anterior pueden estar sesgados por la
presencia en las muestras que se analizan de microorganismos no viables. En muchos casos, especialmente en el
andlisis metagendmico de muestras de alimentos, es importante ser capaz de caracterizar y cuantificar solo los
microorganismos vivos en una muestra. Las técnicas metagenémicas de la técnica anterior no permiten tal analisis y
resultados, por lo tanto, puede ser engafioso cuando se aplica al andlisis de muestras de alimentos.

En tercer lugar, los métodos de analisis metagendmico de la técnica anterior pueden estar sesgados por la presencia
de ADN contaminante presente en la muestra, que se amplifica junto con la secuencia diana de interés, pero que no
proporciona informacién Util sobre la microbiota de la muestra. Por ejemplo, el ADN del cloroplasto o el ADN
mitocondrial pueden co-amplificarse con la diana, donde la diana es el gen bien conocido de ARNr 16S.

En cuarto lugar, los métodos de andlisis metagendmico de la técnica anterior pueden estar sesgados por la presencia
de una gran cantidad de ADN de bacterias u otros microorganismos afiadidos deliberadamente a los alimentos como
un ingrediente o por la presencia de una especie dominante natural. Tal ADN puede enmascarar el ADN de interés en
un analisis metagenomico.

Park EJ y cols. (Food microbiology, Academic Press Ltd., Londres, GB, Vol. 30, n°. 1, paginas 197-204, 2011)
describen el andlisis de la comunidad bacteriana durante la fermentacion de diez tipos representativos de kimchi con
pirosecuenciacion con codigo de barras.

Carrol IMy cols., (Neurogastroenterology & Motility, Vol. 24, n. 6, paginas 521-e248, 2012) describen alteraciones en
la composicion y diversidad de la microbiota intestinal en pacientes con sindrome de intestino irritable con predominio
de diarrea.

Nocker A y cols., (International Microbiology, Springer Verlag Iberica, Barcelona, ES, Vol. 13, n° 2, paginas 59-65,
2010) describen la discriminacion entre células vivas y muertas en comunidades bacterianas de muestras de agua
ambiental analizadas por pirosecuenciacion 454.

Lundberg DSy cols., (Nature Methods, pagina 999, 2013) describen mejoras para la secuenciacion de amplicones de
ARN ribosémico (ARNr) 16S, una técnica fundamental en metagenémica.

Por lo tanto, existe la necesidad de mejorar los métodos y herramientas de analisis metagendémico. La invencién
supera estos y otros problemas.

Resumen de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un método de analisis metagenémico de alimentos
fermentados de acuerdo con la reivindicacion 1 de esta memoria.

Se describe un enfoque metagendmico integrado desarrollado para (l) identificar y (ll) cuantificar el contenido de
microorganismos de cualquier muestra, (lll) distinguir si las secuencias de ADN observadas derivaban de gérmenes
vivos o muertos, (IV) bloquear la conocida co-amplificacion de ADN mitocondrial y plastidico con cebadores
bacterianos universales 16S, que podria representar mas del 90% de las secuencias en algunas preparaciones de
alimentos vy, (V) bloquear la amplificacion de gérmenes sobre-representados evitando que se observen gérmenes
raros pero importantes.

Nuestro andlisis metagendmico es un enfoque basado en la PCR dirigida al locus del ADNr altamente conservado que
codifica para el gen de ADNr 16S. Este gen se usa comUnmente para la clasificacion taxondémica bacteriana, ya que
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contiene una sucesién de nueve regiones hipervariables con secuencias bien conservadas en medio. Las secuencias
conservadas se usan para disefar cebadores bacterianos universales que flanquean una region polimoérfica elegida
en funcién de su alto contenido de informacién para una identificacién precisa de especies del contenido de
microorganismos.

Se describe un método de analisis metagenémico de un alimento o muestra de heces para detectar y cuantificar
microorganismos presentes en dicha muestra, el analisis comprende la amplificacion de la regién V2-V3 del ARNr
bacteriano 16S en dicha muestra. En algunas realizaciones, se amplifica la region V1-V3 del ARNr bacteriano 16S.
Los inventores han identificado que la region V2-V3 proporciona una excelente hipervariabilidad entre la flora comuan
de descomposicion de los alimentos y, por lo tanto, permite distinguir y cuantificar las bacterias que probablemente
estén presentes en las muestras de alimentos.

En algunas realizaciones, el uso de V2-V3 del ARNr 16S, de acuerdo con la invencién, en un andlisis metagenémico,
permite la identificacién y distincién de secuencias de bacterias de las familias: Acetobacteraceae, Aeromonadaceae,
Bacteroidaceae, Burkholderiaceae, Carnobacteriaceae, Clostridiaceae, Comamonadaceae, Enterobacteriaceae,
Enterococcaceae, Flavobacteriaceae, Lachnospiraceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, Listeriaceae,
Moraxellaceae, Neisseriaceae, Pseudoalteromonadaceae, Pseudomonadaceae, Shewanellaceae, Streptococcaceae,
Vibrionaceae y Xanthomonadaceae.

En mas detalle, la invencion permite la deteccion y distincion de bacterias del género: Acetobacteraceae Acetobacter,
Acetobacteraceae Gluconacetobacter, Aeromonadaceae Aeromonas, Bacteriodaceae Bateroides, Burkholderiaceae
Burkholderia, Carnobacteriaceae Carnobacterium, Clostridiaceae Clostridium, Comamonadaceae Comamonas,
Comamonadaceae Delftia, Enterobacteriaceae Escherichia, Enterobacteriaceae Pantoea, Enterobacteriaceae
Serratia, Enterococcaceae Enterococcus, Chryseobacterium, Flavobacteriaceae Flavobacterium, Flavobacteriaceae
Myroides, Lachnospiraceae Butyrivibrio, Lactobacillaceae Lactobacillus, Lactobacillaceae Pediococcus,
Leuconostocaceae Leuconostoc, Leuconostocaceae Weisella, Listeriaceae Listeria, Moraxellaceae Acinetobacter,
Moraxellaceae  Psychrobacter,  Neisseriaceae  Alysiella,  Pseudoalteromonadaceae  Pseudoalteromonas,
Pseudomonadaceae Pseudomonas, Shewanellaceae Shewanella, Streptococaceae Lactococcus, Streptococaceae
Streptococcus, Vibrionaceae Aliivibrio, Vibrionaceae Photobacterium, Vibrionaceae Vibrio y Xantomonadaceae
Xanthomonas.

El andlisis metagendmico del ADN presente en una muestra puede proporcionar un analisis cuantitativo relativo de los
diferentes microorganismos presentes. Sin embargo, en realizaciones preferidas, la cantidad de algunos, de cada uno
de los microorganismos detectados, se normaliza y se expresa como un porcentaje de las unidades formadoras de
colonias en la muestra. Esto puede ser importante en algunas realizaciones ya que las cantidades absolutas relativas
de microorganismos en una muestra pueden no ser indicativas del potencial de deterioro de la muestra o del limite de
vida util. Por lo tanto, se puede cuantificar con precision la calidad de una muestra de alimentos.

La normalizacién de la cantidad de microorganismos en una muestra se puede lleva a cabo determinando el porcentaje
de microorganismos representado por al menos una unidad taxondémica operativa (OTU) en la muestra. Esto se puede
combinar con la determinacién del recuento de unidades formadoras de colonias (CFU) de la muestra y la
normalizacién del porcentaje de organismos representados por dicha OTU en una proporcion del recuento total de
CFU viables de la muestra.

En algunas realizaciones se puede proporcionar una cuantificacion adicional de ADN en la muestra, llevando a cabo
una PCR cuantitativa especifica de taxones (QPCR) en muestras después del andlisis metagenémico. En tales
realizaciones, los taxones elegidos para el analisis de qPCR son aquellos taxones de interés identificados por el
andlisis metagenémico. Se puede emplear cualquier forma de gPCR que use cualquier gen adecuado y cualquier
proceso de deteccion y cuantificacion. Por ejemplo, se puede amplificar el gen ARNr 16S en las pruebas de gPCR.
Las diferentes pruebas de gPCR que se podrian emplear incluyen aquellas que implican un colorante intercalante y
aquellas que implican un cebador o sonda indicador marcado. Por ejemplo, se puede realizar la qPCR usando una
sonda de hidrélisis (por ejemplo, una sonda Tagman), una sonda de baliza molecular, un par de sondas de hibridacion
dual, un sistema de cebador de amplifitior, un sistema de cebador escorpién, un sistema de luz sobre la extension o
un sistema de cebador Qzyme.

En algunas realizaciones se amplifica la regién V2-V3 del ARNr 16S en el andlisis metagenémico como parte de un
fragmento mas grande del gen ARNr 16S. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se amplifica la regién V1-V3.

En algunas realizaciones, se pueden usar uno o ambos cebadores que tienen secuencias que comprenden las
secuencias de SEQ ID Nos 1 y/o 2 para amplificar la regién V1-V3. Preferiblemente, se usa un par de cebadores que
comprenden las secuencias de la SEQ ID N°. 1 y la SEQ ID N2. 2, respectivamente, para amplificar la region V1-V3.
En algunas realizaciones, los cebadores consisten en las secuencias SEQ ID Nos. 1y 2 respectivamente.

Tales cebadores se pueden modificar mediante la adicion de adaptadores, secuencias clave, etiquetas o secuencias
universales. En algunas realizaciones, al menos uno de los cebadores tiene la secuencia de SEQ ID N°. 82. En algunas
realizaciones, al menos uno de los cebadores como la secuencia de SEQ ID N°. 83. En algunas realizaciones, se usa
una pareja de cebadores que tienen las secuencias de las SEQ ID Nos. 82 y 83 respectivamente.
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Con el fin de mejorar el poder analitico del analisis metagenémico de una muestra, se describen métodos en los que
se reduce la amplificacién de ADN plastidico o mitocondrial, y/o ADN seleccionado de microorganismos seleccionados.
Se describe el uso de la fijacion del acido nucleico peptidico (PNA) en un método de andlisis metagendmico de una
muestra para reducir la amplificacién de al menos uno de : i) ADN de cloroplasto presente en la muestra; ii) ADN
mitocondrial presente en la muestra; o iii) ADN de uno o mas microorganismos seleccionados que pueden estar
presentes en la muestra.

La fijacién del PNA puede comprender realizar un analisis metagenémico en presencia de un oligonuclettido de PNA
que comprende una secuencia derivada de un gen de ARNr 16S de cloroplasto, preferiblemente una secuencia comun
a una pluralidad de genes de ARNr 16S.

El oligonucleétido de PNA puede compreder una secuencia comun a al menos dos de, y, preferiblemente, a todas las
secuencias de ARNr 16S de cloroplasto de las SEQ ID Nos 3 a 10, o comun a al menos dos de y, preferiblemente, a
todas las secuencias de ARNr 16S de cloroplasto de las SEQ ID Nos. 18 a 25.

El oligonucleétido de PNA puede tener una secuencia no encontrada en las secuencias bacterianas de ARNr 16S de
al menos uno de, y, preferiblemente, todas de las SEQ ID Nos. 11 a 16, o tiene una secuencia no encontrada en las
secuencias bacterianas de ARNr 16S de al menos una de, y, preferiblemente, todas de las SEQ ID Nos. 26 a 31.

El oligonucledtido de PNA puede comprender la secuencia de SEQ ID N°. 17. Preferiblemente el oligonucleétido de
PNA consiste en la secuencia de SEQ ID N®. 17.

El oligonucledtido de PNA puede comprender la secuencia de SEQ ID N°. 32. Preferiblemente, el oligonucleétido de
PNA consiste en la secuencia de SEQ ID Ne®. 32.

El analisis metagenémico se puede llevar a cabo en presencia de una pareja de oligonucleétidos de PNA que
comprenden o consisten en las secuencias de SEQ ID Nos. 17 y 32 respectivamente.

La fijacién del PNA puede comprender llevar a cabo analisis metagendémico en presencia de un oligonucleétido de
PNA que comprende una secuencia derivada de un gen mitocondrial de ARNr 18S, preferiblemente una secuencia
comun con una pluralidad de genes mitocondriales de ARNr 18S.

El oligonuclettido de PNA puede comprender una secuencia comun a al menos dos de, y, preferiblemente, de todas
las secuencias mitocondriales de ARNr 18S de las SEQ ID Nos. 33 a 38.

El oligonucledtido de PNA puede tener una secuencia no encontrada en las secuencias de cloroplasto de ARNr 16S,
o de las secuencias bacterianas de ARNr 16S de al menos una de y, preferiblemente todas las de las SEQ ID Nos. 39
a47.

El oligonucleétido de PNA puede comprender la secuencia de SEQ ID N®. 48, opcionalmente en donde dicho
oligonucleotido de PNA consiste en la secuencia de SEQ ID N@. 48.

En algunas realizaciones, la fijacién del PNA comprende llevar a cabo analisis metagendmico en presencia de un
oligonucledtido de PNA que comprende una secuencia derivada de un gen bacteriano de ARNr 16S, preferiblemente
una secuencia comun a una pluralidad de genes bacterianos de ARNr 16S.

El oligonucleétido de PNA puede comprender una secuencia comun a al menos dos de, y, preferiblemente a todas las
secuencias bacterianas de ARNr 16S de las SEQ ID Nos. 49 a 61.

El oligonucleétido de PNA puede tener una secuencia no encontrada en las secuencias bacterianas de ARNr 16S de
al menos una de y, preferiblemente de todas las de las SEQ ID Nos. 62 a 79.

En algunas realizaciones, el oligonucleétido de PNA comprende la secuencia de SEQ ID N°. 80, opcionalmente en
donde dicho oligonucledtido de PNA consiste en la secuencia de SEQ ID N¢. 80.

El analisis metagendmico se puede llevar a cabo en presencia de cualquiera de dos, tres o cuatro de los
oligonucledtidos de PNA descritos anteriormente, es decir, cualquiera de dos, tres o cuatro oligonucleétidos de PNA
que comprenden o consisten en las secuencias de SEQ ID Nos. 17, 32, 48 o 80 respectivamente.

La invencién ademas esta dirigida a la capacidad de distinguir la amplificacion de ADN de microorganismos vivos y
muertos en un andlisis metagenémico de una muestra. La invencion logra esto mediante el uso del colorante
intercalante de monoazida de propidio que penetra en las células muertas en la muestra antes de la extraccion de
ADN, se intercala con el ADN de esas células muertas y previene la amplificacion posterior. Por lo tanto, la invencién
proporciona en un aspecto adicional un método de analisis metagenémico de una muestra, en donde la monoazida
de propidio (PMA) se afade a la muestra antes de la extraccion del ADN con el fin de reducir la amplificacién posterior
de microorganismos no viables de ADN presentes en la muestra.
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En todos y en cada uno de los usos de la fijacién del PNA descritos en esta memoria o el uso del PMA como se
describe en esta memoria, se puede llevar a cabo el analisis metagendémico de acuerdo con cualquier otra realizacion
o aspecto de la invencién descrita en esta memoria.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un kit para el andlisis metagenémico de una
muestra de acuerdo con la reivindicacién 11 en esta memoria.

Se describe un kit para el analisis metagenémico de una muestra que comprende uno o ambos cebadores que
comprenden la secuencia de SEQ ID N° 1 y/o de SEQ ID N®. 2, preferiblemente en donde los cebadores consisten
en las secuencias de SEQ ID N°. 1 y/o de SEQ ID N¢. 2.

En algunas realizaciones, los cebadores del kit se pueden modificar mediante la adicién de un adaptador, secuencia
clave, etiqueta o secuencia universal. Preferiblemente, los cebadores tienen las secuencias de las SEQ ID Nos. 82 y
83 respectivamente.

En algunas realizaciones, un kit de la invencién comprende ademas un oligonucleétido de PNA que comprende la
secuencia de SEQ ID N¢. 80.

En algunas realizaciones, el kit de la invencion puede comprender ademas PMA.

En algunas realizaciones, el kit de la invencion puede comprender ademas un reactivo para el andlisis metagenémico
de una muestra, por ejemplo, una muestra de comida o heces.

La invencion se describira ahora con mas detalle con referencia a los siguientes Ejemplos ilustrativos y las figuras, en
las que:

La Figura 1 muestra las nueve regiones hipervariables del gen ARNr 16S.
La Figura 2 muestra el contenido de informacién taxondémica a lo largo del gen completo de ARNr 16S.

La Figura 3 muestra la secuencia del gen de RNA ribosomal 16S de Escherichia coli (NUmero de acceso al Genebank
AY804014.1, SEQ ID Ne. 81) con anotacion de las frecuencias de polimorfismo a lo largo del reino bacteriano.

La Figura 4 muestra la estadistica de cebador de ambos cebadores y el tamafio del producto amplicon y las secuencias
de los cebadores directo e inverso (SEQ ID N 1y SEQ ID N®. 2, respectivamente).

La Figura 5 muestra un diagrama de flujo de las etapas implicadas en el analisis metagenémico.

La Figura 6 muestra un alineamiento de las secuencias del ARN 16S de cloroplasto con varias secuencias de ARNr
16S bacteriano y la secuencia de una primera fijacion de PNA. Las secuencias tituladas Cloroplasto 1 a Cloroplasto 8
son las SEQ ID Nos. 3 a 10 respectivamente. Las SEQ ID Nos. de las otras secuencias son: SEQ ID N2. 11 de
Pseudomonas; SEQ ID N2. 12 de Xanthomonas; SEQ ID N2. 13 de E. coli; SEQ ID N2. 14 de Lactococcus; SEQ ID N2
15 de Brochothrix; SEQ ID N°. 16 de Artrhrobacter. El oligonuclet6tido de PNA QP-PNAcup es la SEQ ID N2. 17.

La Figura 7 muestra un alineamiento adicional de secuencias de ARN 16S de cloroplasto con varias secuencias de
ARNr 16S bacteriano y la secuencia de una segunda fijacion de PNA. Las secuencias tituladas Cloroplasto 1 a
Cloroplasto 8 son las SEQ ID Nos. 18 a 25 respectivamente. Las SEQ ID Nos. de las otras secuencias son: SEQ ID
Ne, 26 de Pseudomonas; SEQ ID N°. 27 de Xanthomonas; SEQ ID N°. 28 de E. coli; SEQ ID N2 29 de Lactococcus;
SEQ ID N°. 30 de Brochothrix; SEQ ID N°. 31 de Artrhrobacter. El oligonucle6tido de PNA QP-PNAcdn es la SEQ ID
Ne. 32.

La Figura 8 muestra un alineamiento de secuencias de ARN 18S mitocondrial con varias secuencias de ARNr 16S
bacteriano y la secuencia de una tercera fijacién de PNA. Las SEQ ID Nos. de las secuencias mostradas son: SEQ ID
Ne. 33 de Mito-Oryza-sativa; SEQ ID N°. 34 de Mito-Oryza-rufipogon; SEQ ID N@. 35 de Mito-Bambusa-oldhamii; SEQ
ID N°. 36 de Mito-Triticum-aestivum; SEQ ID N°.37 de Mito-S.cereale; SEQ ID N°. 38 de Mito-Sorghum-bicolor;
Cloroplasto E1 a Cloroplasto E4 son las SEQ ID Nos. 39 al 42 respectivamente; SEQ ID N®.43 de E. coli; SEQ ID N®.
44 de Lactococcus lactis; SEQ ID N°. 45 de Weissella; SEQ ID N°. 46 de Brochothrix thermosphacta; SEQ ID N°. 47
de Staphylococcus. El oligonucledtido de PNA QP-PNAm es la SEQ ID N®. 48.

La Figura 9 muestra un alineamiento de secuencias de ARNr 16S de varias bacterias de los taxones lactococcus, junto
con varias bacterias contaminantes y una cuarta fijacion de PNA. Las SEQ ID Nos. de las secuencias mostradas son:
SEQ ID N°. 49 de Lactobacillus-delbrueckii-subs; SEQ ID N°. 50 de Lactobacillus-delbrueckii-subs; SEQ ID N°. 51 de
Lactobacillus-amylovorus; SEQ ID N@. 52 de Lactobacillus-acidophilus; SEQ ID N°.53 de Lactobacillus-amylolyticus;
SEQ ID N°. 54 de Lactobacillus-acetotolerans; SEQ ID N°. 55 de Lactococcus-piscium; SEQ ID N2.56 de Lactococcus-
plantarum; SEQ ID N°. 57 de Lactococcus-chungangensis; SEQ ID N°. 58 de Lactococcus-raffinolactis; SEQ ID N°. 59
de Lactococcus-lactis-subsp-Hordn; SEQ ID N°. 60 de Lactococcus-lactis-subsp-Lacti; SEQ ID N°. 61 de Lactococcus-
lactis-subsp-Cremo; SEQ ID N°. 62 de Streptococcus-Thermophilus-19-5; SEQ ID N° 63 de Streptococcus-
Thermophilus-UKPS2; SEQ ID N® 64 de Streptococcus-Thermophilus-SM1; SEQ ID N° 65 de Streptococcus-
parauberis; SEQ ID N°. 66 de Streptococcus-iniae; SEQ ID N°. 67 de Streptococcus-dysgalactiae-ssp; SEQ ID N°. 68
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de Streptococcus-agalactiae; SEQ ID N°. 69 de Streptococcus-equi; SEQ ID N°. 70 de Streptococcus-oligofermentans;
SEQ ID N°. 71 de Enterococcus-faecalis; SEQ ID N°. 72 de Lactobacillus-algidus; SEQ ID N°. 73 de Lactobacillus-
frumenti; SEQ ID N®. 74 de Lactobacillus-panis; SEQ ID N°. 75 de Lactobacillus-fermentum; SEQ ID N°. 76 de
Lactobacillus-oligofermentans; SEQ ID N°. 77 de Lactobacillus_plantarum; SEQ ID N°. 78 de Brevibacterium-linens;
SEQ ID N@. 79 de Psychroflexus-sp. El oligonucleétido de PNA PNA Lactococcus es la SEQ ID Ne. 80.

La Figura 10 muestra el andlisis metagenémico de muestras de filete tartaro.

La Figura 11 muestra las proporciones relativas de los taxones bacterianos principales (méas del 1% de prevalencia)
en muestras de filete tartaro.

La Figura 12 muestra una representacion del recuento bacteriano relativo convertido de las OTUs en el recuento total
de poblacion. Solo son visibles los taxones cuya poblacion alcanzé las 10.000 células por gramo. La barra en negrita
indica el umbral de 6 logaritmos de CFUs por encima de los cuales seria notable la actividad de deterioro.

La Figura 13 muestra una comparacién entre el contenido bacteriano de 3 probioéticos con o sin tratamiento con PMA.

La Figura 14 muestra un analisis de un producto de pasta con el protocolo metagendémico estandar, con las 2 fijaciones
de PNA especificas para evitar el ADN plastidico, con el PNA dirigido contra el ADN mitocondrial y finalmente con las
3 fijaciones de PNA juntas.

La Figura 15 muestra los perfiles bacterianos de 2 quesos obtenidos con y sin el uso de una sonda de fijacion de PNA
de Lactococcus.

La Figura 16 muestra la amplificacion de ADN a partir de muestras con y sin PNA. En ambos, los bacillus que estan
presentes en alta concentracion no se amplifican en el perfil metagendémico con la unién del disefio del PNA especifico
frente a una secuencia de bacillus especifica.

La Figura 17 muestra la amplificacion de ADN de muestras con y sin PNA. En ambos, los bacillus que estan presentes
en alta concentracién no se amplifican en el perfil metagenémico con la union del disefio del PNA especifico frente a
una secuencia de bacillus especifica.

La Figura 18 muestra el Andlisis A que muestra el resultado metagenémico de un producto de yogur sin ningln uso
de PNA donde mas del 98% de las secuencias provienen de Streptococcus thermophilus (94,9%) y lactobacillus
delbrueckii (3,6%) dejando menos lugar para la observacién de floras de contaminacién real.

El Andlisis B muestra el resultado metagenémico con el uso del PNA especifico que bloquea la amplificacion de
cualquier ADN que se origine en Streptococcus thermophilus. En este caso, la segunda flora tecnoldgica esta tomando
la delantera con la presencia del 84,5% de las secuencias que se originan a partir de lactobacillus delbrueckii.

El Andlisis C muestra el resultado metagenémico con el uso del PNA especifico que bloquea la amplificacion de
cualquier ADN que se origna de lactobacillus delbrueckii. En este caso, la segunda flora tecnolégica esta tomando la
delantera con la presencia del 98,6% de las secuencias que se oiginan a partir de streptococcus thermophilus.

El Andlisis D muestra el resultado metagendmico con el uso del PNA especifico que bloquea la amplificacion de
cualquier ADN ge se origina de ambas especies tecnolégicas (streptococcus thermophilus y lactobacillus delbrueckii).
Solo en este caso, la flora de interés es visible como resultado del analisis metagendmico del producto alimenticio.

La Figura 19 muestra una comparacion de la flora total estimada mediante microbiologia clasica y deducida mediante
gPCR dirigida para Leuconostoc sp, Lactobacillus sp y Lactococcus sp.

La Figura 20 muestra (A): Estimacién (en porcentaje) de las proporciones relativas de taxones principales mediante
andlisis metagendmico; (B): Estimacién de cada concentracién de taxén (en cfu/g) que usa la estimacion de la flora
total basada en la PCR cuantitativa.

Ejemplos
Materiales y métodos
Aislamiento de ADN

Se homogeneizan muestras de veinticinco gramos de producto carnico durante 1 minuto en 225 ml en una bolsa de
tempo (bioMérieux Basingstoke, Inglaterra, ref. 80015) con agua fisiolégica estéril usando un aparato stomacher.
Luego se usan 1,5 ml de la suspensién para la extraccién de ADN gendmico total usando una etapa de lisis casera
antes del uso convencional del kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, Crawley, UK). Luego se evalla la concentracién
de ADN mediante cuantificacién fluorométrica de dsADN usando PicoGreen.
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Analisis metagendmico descriptivo
-Seleccién del Amplicon y diserios de cebadores

Se ha aplicado ampliamente la secuenciacién del gen de ARNr 16S independiente del cultivo para examinar la
diversidad microbiana. Los genes de ARN ribosomal (ARNr) 16S bacteriano contienen nueve “regiones hipervariables”
(V1-V9) (Figura 1) que demuestran una considerable diversidad de secuencia entre diferentes bacterias.
Desafortunadamente, las regiones hipervariables de ARNr 16S exhiben diferentes grados de diversidad de secuencia,
y ninguna region hipervariable es capaz de distinguir entre todas las bacterias. Desafortunadamente, las regiones
hipervariables exhiben diferentes grados de diversidad de secuencia y ninguna region es capaz de distinguir entre
todas las bacterias. Los genes de longitud completa de ARNr 16S (aproximadamente 1.500 pb) se pueden usar para
la identificacion taxondmica precisa en base a la diversidad de secuencia subyacente entre las diferentes especies
bacterianas. Sin embargo, las actuales tecnologias de secuenciacion de ADN de alto rendimiento solamente pueden
producir fragmentos de ARNr 16S en lugar de genes de longitud completa. El desafio es obtener una representacion
de confianza de comunidades bacterianas a lo largo de la clasificacion taxonémica de secuencias cortas de genes de
ARNr 16S.

Los inventores han descubierto la region mas apropiada para el andlisis metagenémico de alimentos. Se analiz6 el
contenido de informacion del ARNr 16S para la asignacién bacteriana a nivel de especie para diferentes regiones 16S
a través de los taxones alimentarios mas frecuentes.

Para este propésito, las secuencias de referencia de la mayoria de los taxones bacterianos alimentarios se extrajeron
de bases de datos abiertas (Silva) y cortadas en silicio en varios fragmentos que contenian las secuencias de una o
dos regiones hipervariables contiguas. Después de comparar esos fragmentos de las bases de datos, se calcularon
porcentajes de identificacion taxonémica de las especies para cada region. Como se puede ver en la Figura 2, la
region V2-V3 parece ser la mas informativa con respecto a la flora comin de descomposicién de alimentos.

Dado el pequefio niumero de pares de bases contenidos entre V1 y V2 y su bajo nivel de conservacién, el cebador
directo se disen6 aguas arriba de V1 (Figura 3).

La presencia de polimorfismos en los cebadores seleccionados podria causar un fallo en la deteccién de algunas
especies bacterianas y, en consecuencia, dar lugar a una imagen incompleta de la caracterizacién de la composicion
de la microbiota.

Para este propdsito, se han impulsado diferentes andlisis “in silico” (datos no mostrados) y han dado lugar a la
degeneracion de 2 bases en el cebador directo de 16S (Figura 3).

El disefio final del oligonucledtido incluy6é adaptadores de secuenciacion de titanio A o B de 454 Life Sciences (Roche
Diagnostics, Vilvoorde, Bélgica) y una secuencia clave fusionada al extremo 5’ de los cebadores diana especificos.
Los identificadores multiplex (MIDs) solo se incluyen junto con los adaptadores A.

Como se ve en la Figura 3, se han degenerado dos bases debido al polimorfismo observado a través de los géneros
(resultados no mostrados).

Construccién de libreria gendmica de 16S y pirosecuenciacion

Las regiones bacterianas V1-V3 del gen de ARNr 16S se amplificaron mediante PCR usando un conjunto de cebadores
de fusion caseros que dieron lugar a un amplicon de 625 pb de longitud. Para la quimica GS Junior Titanium, el
cebador directo (5-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGGAGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’) (SEQ ID Ne.
82) contiene el adaptador B, una secuencia clave (TCAG) y nuestro cebador directo bacteriano conservado (Roche,
Basilea, Suiza). El cebador inverso (5-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGNNNNNNNNNNACCGCGGCTGCTGGCAC-3') (SEQ ID Ne. 83)
contiene el adaptador A, una secuencia clave (TCAG), diez cédigos de barras de bases (Ns) para distinguir las
muestras y nuestro cebador bacteriano inverso conservado.

La mezcla de amplificacion contenia 5 U de polimerasa de alta fidelidad FastStart (Roche Diagnostics, Vilvoorde,
Bélgica), tampdn de reaccién de enzima 1x, 200 uM de dNTPs (Eurogentec, Lieja, Bélgica), 0,2 UM de cada cebador
de fusién y ADN gendémico en un volumen de 25 pl.

Las condiciones de PCR son las siguientes: 4 min a 94°C, 25 ciclos de desnaturalizacion (15 s a 94°C), alineamiento
(45 s a 56°C) y extensién (60 s a 72°C), seguido de una elongacion final (8 min a 72°C). Estas amplificaciones se
realizaron en un aparato de sistema de gradiente Ep Master (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

Los productos de PCR de 625 nucleétidos se evalian mediante electroforesis en gel y se purifican usando el kit
AMPure (Agencourt Bioscience Corporation, Beverly, EE.UU.) para eliminar amplicones mas cortos que 100 pb. Se
recogieron cantidades iguales de cada uno de los productos de PCR y se amplificaron posteriormente mediante PCR
de emulsién antes de la secuenciacion. Luego se realiza la pirosecuenciacion con el Secuenciador Junior Roche 454
GS (Roche, Basilea, Suiza) que usa el protocolo de pirosecuenciacion masivamente en paralelo.
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Analisis bioinformatico

El procesamiento de iméagenes y datos para la secuenciacion de amplicones se realiza usando el paquete de software
Genome Sequencer FLX System 2.3 (Roche, Basilea, Suiza). El programa Mothur se usa para la primera parte del
andlisis de las secuencias. Se descartan las secuencias con una longitud inferior a 450 bases. Se eliminan las
secuencias con bases ambiguas u homopolimeros de mas de diez nucleétidos y con una puntuacién de calidad
promedio inferior a 25 junto con las secuencias de marcador y de cebador. Las secuencias de muestras multiplexadas
se asignan en funcion de la presencia de cédigos de barras Unicos asignados a cada muestra. Las secuencias que
pasan el control de calidad estan alineadas con la base de datos de alineamiento SILVA. Las secuencias quiméricas
se detectan usando el comando quimera-slayer incluido en el paquete Mothur y se eliminan las quimeras potenciales.
Las secuencias se pre-agrupan para reducir las unidades taxondmicas operacionales falsas producidas por
secuencias erréneas. Se prepara una matriz de distancia, (distancia = 0,01) y se agrupan las secuencias en unidades
taxonémicas operacionales (OTUs) usando el algoritmo de vecino promedio. Se requiere un umbral de confianza del
80% para la asignacion del nivel de género con la Base de datos SILVA. Las OTU que representan menos del 0,01%
del nimero total de lecturas se consideran artefactos y se descartan.

En una segunda fase, las secuencias representativas de cada OTU se comparan con la base de datos microbiana de
16S del NCBI, por ejemplo, usando la herramienta de busqueda de alineamiento local basico (BLASTN). Las
asignaciones BLAST para cada OTU se asignan si la puntuacion por defecto BLASTN es superior a 800. Las
asignaciones de género obtenidas mediante Mothur y BLAST se comparan y se anotan como no clasificadas en un
caso de desapareamiento. En casos de varios aciertos con una puntuacion superior a 800, se prima el primer acierto
con el recuento mas alto para dar la especie bacteriana y se dan los 5 aciertos siguientes con una puntuacion
decreciente para obtener informacién complementaria sobre los resultados de BLAST.

Finalmente, se realiza la conversion y normalizacion de los datos. El nimero de secuencias de cada OTU se usa para
calcular porcentajes. El porcentaje de cada OTU se convierte finalmente como una proporcion del recuento viable total
obtenido mediante analisis microbioldgico clasico. La Figura 4 muestra el diagrama de flujo del analisis metagenémico
de cualquier muestra.

La descripcion completa del canal de flujo casero bioinformatico se describe en el anexo 1 que se incorpora en esta
memoria en su totalidad.

Andlisis metagendmico semi-cuantitativo

Es de gran importancia la conversion de las proporciones de secuencia en unidades formadoras de colonias reales,
especialmente para el sector alimentario. Para que un microorganismo induzca trastornos organolépticos, su
concentracion promedio debe alcanzar un minimo de 1056 CFU por gramo de muestra. De hecho, decir que un
organismo deteriorado representa incluso el 90 por ciento de las bacterias observadas no significa nada si esta
presente solo una pequena cantidad de flora total en el producto. Por lo tanto, es importante la normalizacién de los
nameros de secuencias en una estimacién de log CFU.

Se realizan andlisis microbiolégicos usando un abordaje microbiol6gico clasico para la determinacion del recuento
bacteriano total y, en cierta medida, la enumeracién de subpoblaciones bacterianas.

Se prepararon diluciones en serie de diez veces de las muestras homogeneizadas en agua con peptona y se
plaquearon sobre el medio correspondiente. Se mide el recuento bacteriano total contando las unidades formadoras
de colonia (CFUs) presentes en el agar de placa de recuento (PCA) (Oxoid, Dardilly, Francia) después de 48 h de
incubacién a 30°C. Los resultados se expresan en logaritmos de CFU por gramo de muestra.

El porcentaje de cada OTU se podria convertir entonces como una proporcion del recuento viable total obtenido
mediante andlisis microbioldgico clasico.

Como el analisis metagenémico es un método no basado en cultivo, el ADN derivado de bacterias muertas también
se secuencia. La normalizacién de las secuencias en el recuento total de bacterias en crecimiento esté introduciendo
una subestimacion. Para contrarrestar este sesgo se puede proporcionar una qPCR dirigida a diferentes taxones.

Discriminacion entre bacterias muertas o vivas

Los analisis metagenémicos han revolucionado la detecciéon microbiana. Sin embargo, el obstaculo para las técnicas
basadas en el ADN es que el ADN en el entorno puede ser muy estable y puede persistir durante largos periodos de
tiempo (dias a semanas) después de la muerte celular. Como el ADN de microorganismos vivos 0 muertos se amplifica
por PCR de la misma manera, esto dara lugar a una sobreestimacion de las dianas microbianas. Uno de los requisitos
previos para sacar conclusiones ecoldgicas derivadas de las huellas genéticas es que los perfiles comunitarios
bacterianos reflejan la porcion viva de la muestra de interés.

El tratamiento de la muestra con monoazida de propidio (PMA), un agente intercalante del ADN, antes de la extraccion
del ADN, evita satisfactoriamente la amplificacion de las dianas de los microorganismos muertos.
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La monoazida de propidio es un colorante impermeabilizante de membrana que penetra selectivamente en las células
con membranas comprometidas, que se pueden considerar muertas. Una vez dentro de las células, el PMA se
intercala en el ADN y se puede entre-cruzar covalentemente a el después de la exposicion a la luz visible fuerte. Este
complejo posterior inhibe fuertemente la amplificacion por PCR adicional. Usando la PCR después del tratamiento con
PMA, el analisis de las comunidades bacterianas se puede limitar tedricamente a células con membranas celulares
intactas.

Se homogeneizan veinticinco gramos de muestra de alimento durante 1 minuto en 225 ml en una bolsa tempo
(bioMérieux Basingstoke, Inglaterra, ref. 80015) con agua fisiolégica estéril usando un aparato stomacher. Luego se
centrifugan 1,5 ml de la suspension. Después de descartar el sobrenadante, el sedimento se expone durante 10
minutos a tratamiento con PMA (50 pM) en una habitacién oscura.

Después de una ligera exposicién a la luz de 5 minutos, la solucién se centrifuga de nuevo y el sedimento se mezcla
directamente con la solucion de lisis antes de la extraccion del ADN usando el Kit DNeasy Blood & Tissue (QUIAGEN,
Crawley, Reino Unido).

Eliminacién de la co-amplificacion del plastido y del ADN mitocondrial

En el caso de muestras de alimentos preparados que contengan especias, hierbas, hongos, vegetales o frutas;
cualquiera que sea el método de extracciéon usado para aislar el ADN a partir de estas comunidades bacterianas, el
ADN microbiano extraido esta generalmente contaminado con ADN de origen vegetal, en particular de cloroplastos y
mitocondrias. El mismo problema se dara para cualquier andlisis metagendémico 16S que esté encaminado a conocer
acerca de microbiotas asociadas a plantas.

Dado que los genes de ARNr 16S de cloroplasto y 18S de mitocondria comparten una alta similitud de secuencia con
secuencias de ARNr 16S bacteriano, la contaminacién con ADN de plantas plantea un serio desafio para la aplicacién
de métodos basados en PCR para perfilar y cuantificar poblaciones bacterianas en entornos vegetales.

Sin un tratamiento especifico, no es raro secuenciar mas del 95% del ADN mitocondrial y cloroplastico en lugar del
bacteriano al que realmente se dirige, lo que es bastante irrelevante y no deseado teniendo en cuenta el precio de un
andlisis metagenomico.

El PNA (Acido Nucleico Peptidico), un analogo del ADN creado artificialmente, fue inventado por los Drs. Nielsen,
Egholm, Berg y Buchardt en 1991. El anillo de ribosa fosfato del ADN se reemplaz6 por el esqueleto de poliamida en
el PNA. A pesar de un cambio estructural radical, el PNA es capaz de una unién especifica de secuencia en forma de
hélice a su secuencia de ADN o ARN complementario. Debido a su superior afinidad de union y estabilidad
quimica/biolégica, el PNA se ha aplicado ampliamente en el campo de la biologia (www.panagen.com).

La técnica de fijacion de PNA por PCR se desarrollé muy al principio para detectar SNP en baja abundancia. Por
ejemplo, algunas células cancerosas mutantes pueden estar entre las células sanas en una biopsia de tejido. La
fijacion de PNA complementaria a la secuencia de tipo salvaje se hibrida especificamente con la de tipo salvaje y
bloguea su amplificacién por PCR a la vez que permite la amplificacion de la secuencia mutante de emparejamiento
imperfecto. Un Unico desemparejamiento de base es suficiente para discriminar la amplificacion del tipo mutante del
tipo salvaje.

Se han desarrollado dos fijaciones de PNA para bloquear la co-amplificacion del ADN cloroplastico (Figuras 6y 7).
Se ha desarrollado una tercera fijacion de PNA para bloquear la co-amplificacion del ADN mitocondrial (Figura 8).

El uso de esas 3 fijaciones de PNA en la mezcla de PCR permite amplificar principalmente el ADN 16S bacteriano
deseado para el ensayo del perfil del microbioma.

Eliminacién de taxones especificos no deseados excesivamente representados.

En algunos casos, la diversidad bacteriana puede estar oculta por un taxén excesivamente representado. Un ejemplo
es la presencia de una gran cantidad de especies de Lactococcus en cualquier queso, ya que estos taxones se usan
ampliamente como iniciadores en la produccién de suero de mantequilla y queso. Se han disefiado sondas especificas
de fijacion de PNA para evitar la amplificacién de cualquier bacteria que pertenezca a los taxones de Lactococcus con
el fin de dar énfasis a la flora contaminante ambiental o a cualquier otra especie que contribuye a la textura, sabor u
olor especificos del queso.

Sobre el mismo principio del disefio mitocondrial o plastidico, se enconté una secuencia de PNA entre nuestros
cebadores metagendmicos V1-V3. La sonda de PNA se caracteriza por una secuencia conservada, por ejemplo, a lo
largo de los taxones de Lactococcus, pero que muestra al menos un punto de mutaciéon en comparacion con las otras
clases bacterianas observadas en productos de queso.

El alineamiento usado para la sonda de PNA de Lactococcus se representa en la Figura 9.
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Resultados
Analisis metagendmico descriptivo

La presente invencién se podria usar para una completa descripcién de la flora total de cualquier muestra (alimentos,
bebidas, heces, cualquier muestra bioldgica, suelo, agua o cualquier muestra ambiental).

Como un ejemplo de un analisis metagenémico descriptivo, se analizaron un conjunto de muestras de filete tartaro.
De hecho, el filete tartaro es un plato popular de carne en Bélgica y en otros paises europeos. Esta preparacion de
carne, debido a su naturaleza cruda, es altamente sensible a la descomposicién bacteriana. Por lo tanto, una mejor
comprensién del contenido bacteriano de este producto sera esclarecedor para controlar el riesgo de descomposicion.
La metagendmica dirigida al ADN ribosémico 16S ha aparecido como una poderosa herramienta para estudiar la
composicion bacteriana de muestras de alimentos. El objetivo de este estudio es identificar las poblaciones bacterianas
del filete tartaro de diferentes origenes a lo largo de su vida Gtil y determinar las principales especies bacterianas de
descomposicion.

Los resultados del analisis metagenémico en el filete tartaro se muestran en la Figura 10. Cada carril representa el
100% de la composicion bacteriana de una muestra. Cada color corresponde a una cierta cantidad de secuencias
asignadas a ciertos taxones.

Se identificaron un total de 32 especies de bacteria dominantes en las muestras de filete tartaro mediante el andlisis
metagendmico. Brochothrix thermosphacta, Lactobacillus algidus, Lactococcus piscium, Leuconostoc gelidum,
Photobacterium kishitanii, Pseudomonas sp. y Psychrobacter urativorans son las especies bacterianas mas
predominantes en las muestras y representan el 89% de las especies bacterianas detectadas.

Brochothrix thermosphacta y Lactobacillus algidus representan el 50% de todas las especies detectadas. Brochothrix
thermosphacta se detecta principalmente en muestras de restaurantes (2,8-93,9%; n=4/6) y supermercados sin
carniceria interna (0,3-83,2%; n=8/8). Lactobacillus algidus esta presente en cada categoria, pero en baja proporcion
para restaurantes (2,3-5,5%; n=3/6). Pseudomonas sp., Brochothrix thermosphacta o Leuconostoc gelidum estan
presentes en alta proporcion en algunas muestras en el Dia 0. Estas bacterias son bien conocidas por descomponer
el producto carnico y las muestras que contienen estas bacterias en alta proporcion son méas susceptibles a
descomponerse rapidamente. Algunas muestras (datos no mostrados) contienen un alto nivel de Streptococcus o
Enterobacter como resultado probablemente de la contaminacién cruzada durante el procesamiento de la carne.

Un alimento con una concentracion superior a 6 log de CFU/g se considera generalmente en mal estado. Sin embargo,
los resultados indican que algunas muestras tienen una concentracién alrededor de este limite tedrico y contiene una
alta proporcién de bacterias que no se consideran bacterias de descomposicién como Lactobacillus algidus.

El analisis metagenémico es una herramienta poderosa para identificar y para medir las proporciones relativas de
especies de bacterias dominantes en el filete tartaro como en cualquier otra muestra alimenticia o no alimenticia.

Algunas especies bacterianas podrian ser indicadores de la calidad de la carne. La identificacion de algunas especies
bacterianas a lo largo del tiempo proporciona informacion sobre la evolucién del proceso de descomposicion.

Por lo tanto, el andlisis metagendmico podria ser una herramienta adicional para controlar y gestionar la calidad de la
carne, asi como el riesgo de descomposicion.

Andlisis metagendmico semi-cuantitativo

Los principales inconvenientes del enfoque metagendémico son la relatividad de las proporciones de las poblaciones
bacterianas. El siguiente ejemplo muestra que vincular estas proporciones a un recuento bacteriano estimado validado
es una herramienta real para calificar con precision la calidad de una muestra de alimentos.

La Figura 11 muestra las proporciones relativas de bacterias encontradas en varias muestras de preparacion de filete
tartaro obtenidas de 2 restaurantes, 2 de vendedores de sandwiches y 2 de carnicerias. La secuenciacion
metagenodmica y el analisis siguieron el mismo protocolo que el descrito anteriormente.

Las muestras estan claramente pobladas con varias poblaciones con un dominio principal de las Bacterias de Acido
Léactico (LAB). El primer taxén es Lactobacillus algidus, una bacteria comdn que se encuentra con frecuencia en la
carne de ternera almacenada en frio. Esta bacteria es homofermentaria y no se conoce por ninguna actividad de
descomposicién. Otra LAB es Lactococcus piscium, que nuevamente es una bacteria que no descompone.

Sin embargo, se sabe que otras poblaciones observadas se sabe que poseen actividad de descomposiciéon cuando
su poblacion es lo suficientemente alta. Este es el caso de Leuconostoc, sp., Weissella sp., Photobacterium
phosphoreum 'y Brochotrhix thermosphacta.

Nos gustaria centrarnos en 2 muestras: Restaurant-2 y Sandwich-2. Estas muestras poseen los niveles mas altos de
contaminacion por Leuconostoc, Weissellay Photobacterium en términos de proporciones relativas.
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En base a estas observaciones, se podria argumentar que ambas muestras no son de buena calidad debido a la
presencia de bacterias de descomposicidn (Leuconostoc le da un sabor a queso y viscoso a la carne). Pero, de hecho,
estas proporciones relativas no reflejan el verdadero nivel de contaminacion bacteriana.

Con el fin de visualizar los resultados desde el punto de vista de un microbiélogo de alimentos, se convierten las
poblaciones OTU en log de CFUs estimados, tomando lo siguiente como una afirmacién arbitraria: que la proporcién
de una OTU con toda la poblacién de OTU estaba relacionada con la misma proporcién de log de CFUs con el log del
recuento total de placas (Figura 12). Al elegir matrices invadidas activamente por bacterias, estas se consideraron
activas vy, por lo tanto, representadas correctamente por las colonias crecidas en placas. Esto no es una eleccion
canonica, pero permite la seleccién de poblaciones de OTU con un tamafo de méas de 100.000 células; un umbral por
encima del cual se dice que da lugar a la descomposicion para la mayoria de las bacterias que alteran los alimentos
en el limite de la vida util.

En la muestra restaurant-2, estan presentes varias bacterias de descomposicion con un nivel de poblacién por encima
de 1.000.000 células por gramo. Dicho nivel tiene claramente un notable efecto sensorial. Por el contrario, la muestra
Sandwich-2 esta de hecho poco contaminada. Como el recuento total de flora de bacterias mesofilicas es inferior a
10.000 células por gramo, no aparece en el grafico. Por lo tanto, la poblacién de descomposicién, en el caso de que
estén presentes, no tendra un efecto sensorial en el momento del muestreo.

Esta combinacion permite ver claramente el verdadero impacto de la bacterias presentes.
Discriminacién entre bacterias muertas o vivas

La metagendmica es una herramienta extremadamente valiosa para el control de calidad de los probiéticos. La
metodologia de la invencién permite la validacion del contenido determinado de bacterias y/o levaduras del producto.
Como se describié anteriormente, anadiendo un tratamiento con PMA a la muestra antes de la extraccién del ADN, se
puede evaluar la viabilidad de los microorganismos determinados.

Como se ve en la Figura 13, el tratamiento con PMA modifica las proporciones de algunos grupos de bacterias.
Comparando entre una muestra tratada con PMA (PxPMA) o0 no (Px), se puede ver que esta disminuyendo la cantidad
total de ciertas especies después de un tratamiento con PMA lo que significa que el analisis concluye positivamente
sobre la presencia de dicho grupo bacteriano en el probiético, pero subraya el hecho de que no esta bien conservada
la viabilidad de este grupo. De hecho, la disminucién de la proporcion indica que parte de esas bacterias estan ya
realmente muertas, lo que no es interesante, ya que el efecto de una ingesta de probioticos se debera a la actividad
lucrativa de las bacterias viables.

Eliminacién de la co-amplificacion del plastido y del ADN mitocondrial.

Dado que los genes de ARNr 16S de cloroplasto y 18S mitocondrial comparten una gran similitud de secuencia con
las secuencias de ARNr bacteriano 16S, la contaminacion con ADN de plantas plantea un serio desafio para la
aplicacién de métodos basados en la PCR para perfilar y cuantificar poblaciones bacterianas en entornos de plantas.
Perfilar el microbioma de un producto alimenticio mezclado con hierbas, especias o cualquier vegetal es realmente
desafiante sin un tratamiento especifico que evite la amplificacion de ADN cloroplastico o mitocondrial. Sin este tipo
de tratamiento, las proporcién de estos ADN “contaminantes” podria representar de hecho en algunos casos hasta el
99 por ciento de las lecturas obtenidas por la secuenciacién de alto rendimiento. Teniendo en cuenta el coste de un
andlisis, secuenciar 9.900 secuencias de cada 10.000 que salen de las especias cuando se intenta analizar la
diversidad bacteriana del producto no es definitivamente lo que se espera.

Se analiza un producto de este tipo en la fecha de produccion, lo que significa normalmente con una baja cantidad de
flora bacteriana. Sin ningun tratamiento, la mayoria de las secuencias de ADN provenian del ADN cloroplastico.
Basandose en el alineamiento de ADN bacteriano y cloroplastico descrito anteriormente, se disefiaron 2 sondas de
fijacion de PNA para bloquear la amplificacion de cualquier ADN cloroplastico durante la PCR especifica de 16S.
Usando esas sondas, no se amplificé el ADN de cloroplasto, pero la mayoria de las secuencias producidas fueron de
ADN mitocondrial. Sobre las mismas bases, se diseid después una sonda de fijacion de PNA dirigida frente la
amplificacion de cualquier ADN mitocondrial. Combinando las 3 sondas de fijacion de PNA, finalmente se pudo
observar la diversidad bacteriana del producto (figura 14).

Sin esas sondas, la diversidad bacteriana de muchas muestras alimentarias y agricolas es simplemente imposible de
explorar.

Eliminacién de taxones especificos sobre-representados.

En alimentos fermentados, el uso de un iniciador para inducir la fermentacién a menudo da como resultado que los
microorganismos que forman parte de la receta caracterizan una parte importante del ecosistema final del producto.

En caso de un problema de calidad que de lugar a un producto no conforme, es realmente importante ser capaz de
identificar la diversidad microbiana a menudo oculta por los principales microorganismos iniciadores. En cuanto a los
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productos vegetales, la invencién esta usando una sonda de fijacién de PNA para bloquear la amplificacién de esas
floras “contaminantes” para poder ver la diversidad que hay detras.

La Figura 15 representa los resultados de un analisis metagendémico de dos quesos en grano diferentes con o sin
sonda PNA disefiada frente a la amplificacién de los taxones de lactococcus que representan la mayor proporcion de
su flora microbiana.

El Lactococcus lactis se introduce a través del iniciador para iniciar la fermentacién del queso. En ambos quesos, el
perfil bacteriano esta dominado por el género de lactococcus que impiden observar la diversidad subyacente. Como
se puede ver claramente en la figura 15, el uso de la fijacion de PNA disefiado para bloquear la amplificacion de
cualquier especie de Lactococcus tiene un efecto enorme en el perfil bacteriano observado. Cuando se usa
PNALactococcus en los protocolos metagendmicos, el género de Lactococcus desaparecio claramente a favor de la
diversidad subyacente.

Conclusién

El andlisis metagendmico ofrece una nueva herramienta para identificar los microorganismos presentes en los
alimentos perecederos y su evolucién en funcion de las condiciones ambientales. La informacion disponible a través
del analisis metagenomico proporciona una clara imagen de la comunidad microbiana. Los estudios de ecologia
microbiolégica han demostrado que el mundo bacteriano de los alimentos es mucho mas diverso que el grupo
cultivable de bacterias estudiadas por medios de cultivo. Para el andlisis metagenémico, parecian en gran medida
suficientes de 3 a 5 mil secuencias para identificar y caracterizar la microflora de descomposicion, aunque esto podria
cambiar segun el objetivo y el presupuesto de un estudio particular. Muchos fabricantes de alimentos, agencias
gubernamentales, minoristas, laboratorios de calidad de distribucion e investigadores usan medios de cultivo
generales sin conocer con precisién las comunidades bacterianas dentro de los alimentos. En comparacién con los
métodos basados en cultivos en medios selectivos y técnicas de cultivo independientes anteriores, el analisis
metagendmico combinado con la enumeracién de la flora psicotréfica proporciona informacion mas valiosa y su uso
se debe considerar como una técnica para el control de calidad, para determinar con precision la vida util o para
desarrollar nuevos productos alimenticios.

La invencién se refiere a una herramienta analitica global que es especialmente Util en la industria alimentaria para
identificar y cuantificar la microbiota de descomposicion responsable de las alteraciones organolépticas de los
alimentos.

El término metagendémica se podria definir como “la aplicacion de técnicas gendmicas modernas al estudio de
comunidades de organismos microbianos directamente en sus entornos naturales, evitando la necesidad de
aislamiento y cultivo de laboratorio de especies individuales”. La secuenciacion convencional comienza con un cultivo
de células idénticas como una fuente de ADN. Sin embargo, los primeros estudios revelaron que probablemente hay
grandes grupos de microorganismos en muchos entornos que no se pueden cultivar y, por lo tanto, no se pueden
secuenciar.

Para estudios ambientales, el interés en la metagenémica es analizar la diversidad bacteriana completa para
determinar el tipo y la abundancia relativa de cualquier poblacién presente en muestras heterogéneas, como el
microbioma del suelo, marino o intestinal.

El analisis metagenémico de la presente invencion se puede usar como una herramienta para la seguridad de los
alimentos y/o para el control de calidad de los alimentos. Se describe un paquete de diferentes opciones analiticas
que permiten que el analisis se centre solo en la flora de descomposicion viable especifica para un tipo particular de
muestra de alimentos. Se pueden usar los métodos actuales si la muestra es : cruda o cocida; con o sin adicion de
especias o cualquier tipo de vegetales en la receta; con o sin el uso de un iniciador bacteriano para impulsar el proceso
de fermentacién; y/o con o sin flora protectora adicional para la extension de la vida util del producto.

A diferencia de las muestras ambientales, las muestras de alimentos estan potencialmente sujetas a diferentes
tratamientos como: tratamiento térmico, como coccion, esterilizacién, pasteurizacion.

Esos tratamientos térmicos mataran la mayor parte de la flora bacteriana presente en los alimentos, pero el ADN
seguira estando presente y se tendra en cuenta en la descripcion metagenémica de la posible causa de alteracion del
producto cocinado y podria inducir a una interpretacién falsa del origen del deterioro.

Esos productos cocinados deberian estar mas o menos libres de bacterias de descomposicién, pero podrian estar
sujetos a una contaminacién posterior al tratamiento térmico.

Fermentacién

Un cultivo iniciador se puede definir como una preparacién microbiana de grandes cantidades de células de al menos
un microorganismo que se afiadiran a una materia prima para producir un alimento fermentado acelerando y dirigiendo
su proceso de fermentacion.
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El uso de un cultivo iniciador acorta el proceso de fermentacion y reduce el riesgo de fallo de fermentacion.

Como consecuencia, si el producto requiere un analisis metagendmico de los alimentos fermentados (queso, kéfir,
yogur, salami, vino, cerveza, masa madre,...) para verificar la contaminacion o el deterioro de la flora, los métodos
actuales pueden detectar secuencias de la flora de interés mediante el uso de PNA especificamente afiadido en la
reaccion de PCR para bloquear la amplificacién del ADN no deseado que se origina en la flora inicial.

Adicion de flora para una conservacion biolégica de los alimentos

La adicion de una gran cantidad de flora protectora, es decir, bacterias no asociadas a ningin proceso de
descomposicién en un tipo especifico de muestra de alimentos contribuird a disminuir el desarrollo de la flora de
descomposicién no intencionado.

La invencion en este caso también dard la oportunidad de cancelar la amplificacién del ADN que se origina en la flora
protectora mediante el uso de PNA especificamente dirigido.

Adicién de especias o vegetales en la receta

En los alimentos preparados con especias o vegetales afiadidos en la receta, las secuencias de ADNr bacteriano 16S
de descomposicion a menudo se ocultan bajo un exceso de secuencias producidas por la co-amplificacién del ADNr
16S mitocondrial y cloroplastidial.

La presencia de ADN mitocondrial y plastidico en ese tipo de muestras ha limitado la plena realizacién del potencial
que ofrece la ultima generacion de abordajes metagendmicos dedicados a la industria de alimentos y piensos.

En este caso la presente invencion también dara también la oportunidad de cancelar la co-amplificacién del ADN que
se origina de especias y/o vegetales mediante el uso de PNA especificamente dirigido.

La presente invencién proporciona la cuantificacion de las bacterias de descomposicion identificadas mediante el uso
de nuestro andlisis metagenémico.

El producto alimenticio contiene algunas bacterias que estan implicadas en la descomposicion, los llamados
organismos de deterioro especificos (SSO) y otros que crecen sin causar cambios desagradables. Dependiendo de la
matriz alimentaria, generalmente se supone que el proceso de descomposicién comienza con una concentracion de
flora total superior a 5-6 log cfu/g. Los SSO pueden estar presentes a una baja concentracién y, en ese caso, no son
capaces de estropear el producto.

El resultado de un estudio metagenémico es la identificacién de las diferentes bacterias observadas con sus
proporciones relativas y, por lo tanto, solo es semi-cuantitativa.

Para interpretar correctamente los datos de la ultra-secuenciacion, es crucial desarrollar un método paralelo para
estimar la concentracién de las diferentes especies bacterianas presentes en la muestra de alimentos.

Si se combina con los resultados de la enumeracién de bacterias totales en medio de cultivo convencional, las
proporciones relativas obtenidas por analisis metagenémico podrian dar una estimacién de la proporcion real de las
diferentes especies observadas en términos de cfu por gramo de muestras.

Sin embargo, un inconveniente de los métodos microbiolégicos convencionales radica en su incapacidad para detectar
parte de la microflora existente presente en una matriz alimentaria lo que da lugar a una subestimacion de los niveles
de contaminacién de microorganismos.

Para obtener un recuento preciso y fiable del perfil metagendmico, la presente invencion se refiere al uso de PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR) recientemente desarrollada de los diversos taxones predominantemente presentes
en muestras de alimentos.

La presente invencion se refiere, por lo tanto, a la estimacion de la cantidad real de los diferentes taxones identificados
en el perfil metagendmico basado en la cuantificacion real de uno de ellos mediante qPCR lo que da una estimacion
de la concentracion bacteriana mucho mas precisa y fiable.

PNA

Una flora alimentaria tecnoldgica es una flora que aporta mas valor al producto (textura, sabor, acidificacion,
propiedades nutricionales, estabilizacién y conservacion). Esta flora a menudo se afiade durante el proceso de
fabricacién del alimento desarrollado en proporciones para lograr el resultado deseado en el producto acabado. En la
industria alimentaria, afadir flora Gtil es un proceso muy comun.

Este uso podria ser un problema cuando el origen del deterioro se analiza mediante el uso de un analisis
metagendmico de alimentos. De hecho, si un alimento se ha alterado, el propoésito del andlisis metagenémico sera el
de proporcionar una descripcion de la flora que podria ser responsable de esta alteracién. En el caso de cualquier uso
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de flora tecnol6gica durante el proceso, su ADN podria estar presente en mas del 95% evitando que se observe el
ADN de la flora del deterioro.

Por lo tanto, en un analisis metagenémico de alimentos, es importante el uso de PNA especifico que actia contra la
amplificacion de cualquier ADN “contaminante” que pertenece a cualquier flora tecnoldgica especifica.

Bacilo PNA

A pesar de las cepas formadoras de esporas, se usa ampliamente el género bacillus como iniciador en la fermentacion
de alimentos. En Africa, estan implicados en la fermentacion de las judias el Bacillus subtilis, Bacillus pumilus y Bacillus
Licheniformis. En Japdn, Natto, un alimento saludable tradicional Unico, se elabora mediante un proceso de
fermentacion afadiendo bacterias beneficiosas, Bacillus natto, a la soja.

La presente invencion se refiere al desarrollo de un PNA que bloquea la amplificacion de cualquier especie de bacillus
usado como o dentro de una flora tecnolégica. Se ha verificado la precision del disefio del PNA con el disefiador de
PNA de “Life Technologies” (http://www6.appliedbiosystems.com/support/pnadesigner.cfm).

Tabla 1
Resultados de calculo
Secuencia Lys-AGA CTG GGA TAACTC CG
Marcador N terminal N: Ninguno
Marcador C terminal C: Ninguno
Tm [1 uM] = 80°C
[1 nM] = 69°C
[1 pM] = 59°C
Peso molecular 4782,27
Longitud Residuos: 18
Bases: 17
% de Purinas 58,80%
Extension de Purinas 4
Complementariedad Moderada
AGACTGGGATAACTCCG
Recomendaciones de disefio Disefio adecuado

PNA de Streptococcus thermophilus + PNA de Lactobacillus delbrueckii

En la industria de procesamiento de la leche, se usan ampliamente los cultivos iniciadores y los fermentos
particularmente en la fabricaciéon de yogur para proporcionar un aspecto organoléptico particular (acidificacion, sabor,
textura, etc.).

De acuerdo con el Codex Alimentarius (A-11a de 1975), el yogur es un producto lacteo coagulado que se origina de
la fermentacién de leche fresca o de leche pasteurizada, con o sin otros ingredientes afadidos, gracias a la accion de
Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus y de Streptococcus thermophilus. Para que el producto acabado tenga la
designacion de “yogur”, esas 2 bacterias deben ser viables y abundantes en cantidad.

Sin embargo, la diversidad microbiana de tales productos puede estar enmascarada por la presencia de una gran
proporcion de esta flora tecnoldgica. De este modo, la investigacion de la diversidad a través del uso de técnicas
moleculares se puede ver obstaculizada por la muy alta concentracion de estas dos floras tecnoldgicas. Por lo tanto,
es necesario encontrar o desarrollar una técnica adecuada para sortear este problema. La manera mas facil de abordar
este problema es la exclusion a nivel analitico de la flora tecnolégica para que se pueda detectar otra flora presente a
niveles mas bajos y proporcionar un mapeo mas completo de la alteracién microbiana del producto. El aspecto
negativo de este enfoque es que la mayoria (a veces > 99%) de las secuencias generadas provendran de esas 2
bacterias y, por lo tanto, seran irrelevantes para explorar la alteracion del producto.

Otra forma es bloquear la amplificacién de ADN especifica de esas 2 bacterias afiadiendo 2 moléculas de PNA en la
reaccion de PCR.
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el disefnador de PNA de “Life

(http://www6.appliedbiosystems.com/support/pnadesigner.cfm).

Tabla 2

Technologies”

Resultados de calculo

Secuencia Cys-ACC CTG CCT TGT AGC GGG
Marcador N terminal N: Ninguno
Marcador C terminal C: Ninguno
Tm [1 uM] = 84°C
[1 nM] = 74°C
[1 pM] = 64°C
Peso molecular 5015,5
Longitud Residuos: 19
Bases: 18
% de Purinas 50,00%
Extensién de Purinas 3
Complementariedad Baja
AACCTGCCTTGTAGCGGG

Recomendaciones de disefio

Disefio adecuado

5 Diseno de PNA de Lactobacillus delbrueckii

La precision del disefio se

ha verificado con

el disefnador de PNA de “Life

(http://www6.appliedbiosystems.com/support/pnadesigner.cfm).

Tabla 3

Technologies”

Resultados de calculo

Secuencia Lys-TAA CAA CAT GAATCG CAT
Marcador N terminal N: Ninguno
Marcador C terminal C: Ninguno
m [1 pM] = 74°C
[1 nM] = 65°C
[1 pM] = 56°C
Peso molecular 5000,57
Longitud Residuos: 19
Bases: 18
% de Purinas 55,60%
Extensién de Purinas 3
Complementariedad Moderada
TAACAACATGAATCGAT

Recomendaciones de disefio

Diseno adecuado

El uso de PCR cuantitativa para deducir la flora total y los datos metagenémicos.
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En los métodos de la técnica anterior, las proporciones relativas obtenidas mediante analisis metagendmico se han
combinado con la enumeracion de la flora total a partir de la microbiologia clasica. Esto permite una estimacion de la
cantidad de los principales microorganismos presentes en una muestra de alimentos.

Sin embargo, estos métodos originan algunos resultados sesgados ya que no se pueden cultivar numerosos
microorganismos. Los datos de enumeracién, por lo tanto, son ampliamente desestimados.

Para obtener una enumeracion precisa y fiable, es importante elaborar una técnica alternativa a la microbiologia clasica
mediante PCR cuantitativa para detectar y cuantificar algunos taxones principales a partir de los alimentos.

La lista de taxones para identificar mediante gPCR se ha obtenido a partir de analisis metagenémicos previos de datos
en varias muestras de alimentos. Estos taxones se eligieron en funcioén de su frecuencia de aparicion y su impacto en
las cualidades organolépticas de los alimentos.

Los 7 taxones principalmente presentes en los alimentos perecederos clasicos seleccionados son:
- Lactobacillus sp.

- Lactococcus sp.

- Leuconostoc sp.

- Psychrobacter sp.

- Pseudomonas sp.

- Brochohtrix sp.

- Photobacterium sp.

Todos los genes diana usados para las 7 pruebas de gPCR pertenecen a los genes conservados de “mantenimiento”,
presentes en una sola copia en el genoma bacteriano, una caracteristica importante para el método de cuantificacion,
que permite el disefio de cebadores comunes de “género” y sondas de hidrélisis que permiten la estimacién de la
proporcion relativa de una mayoria de las especies incluidas en un mismo género bacteriano (tabla 1).

Tabla 4: Listado de cebadores y sondas disefiados para las pruebas de qPCR que permiten la estimacién de la
proporcion relativa de 7 taxones principalmente presentes en alimentos perecederos clasicos:

gigiro bacteriano c(;\;g:a Cebadores Secuencia
Lactobacillus-Tuf-F2 5-GCYCACGTWGAATAYGAAAC-3’
Lactobacillus sp tuf Lactobacillus-Tuf-R2 5-CGDACTTCCATTTCAACYAAGTC-3
Lactobacillus-Tuf-FAM1 5-TGTGGCATWGGRCCATCAGTTGC-3
Lactococcus-RecA-F2 5-GCCGAAATYGATGGYGAAAT-3’
Lactococcus sp rpoA Lactococcus-RecA-R2 5-CAACTTTTTCACGCAATTGGTTG-3’
Lactococcus-RecA-FAM4 | 5-TGATGTCWCAAGCYATGCGTAAAC-3
Leuconostoc-Fus-F1 5-TTCTTGTTCCATGAAATCCATTTG-3’
Leuconostoc sp fus Leuconostoc-Fus-R1 5-GAATACCCACTAGAWCGTACAC-3’
Leuconostoc-Fus-FAM1 g:-TGTGTTTCACCAATTTTGTGAATTTTACC-
photobacterium-rpoA-F1 5-AATGCCAGGTTGTGCTG-3
Photobacterium sp oA photobacterium-rpoA-R1 5-GACTTGTTCAGAGTWAGAATWACTTC-3
photobacterium-rpoA- 5-ATCGAYGGTGTGTTACATGAGTACA-3
FAM1
Pseudo-rpo-F2 5-GGCGTKATCGAYTCSGT-3’
Pseudomonas sp rpoA Pseudo-rpo-R2 5-CAGMGGRCGCTGGTTGATG-3
Pseudo-rpo-FAM2 5-TCGYGTTGCYGAYGACGA-3’
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Género bacteriano Gen .
diana diana Cebadores Secuencia
Carnobacterium-rpoA-F1 5-ATTGGYGTATTACCAGTCGA-3
. Carnobacterium-rpoA-R1 5-AACCATCTGCCCATACATC-3
Carnobacterium sp rpoA
Carnobacterium-rpoA- 5-CGATTTACACCCCAGTTAGTCGT-3’
FAM1
Brochothrix sp tuf Brochothrix-tuf-F1 5-CAGTACCTTCTGGTAACGTG-3’
Brochothrix-tuf-R1 5-ACTTCTTTCACTGCAGAAGTATAC-3’
Brochothrix-tuf-FAM 5-
TATTATCTAAAGAAGAGGGTGGACGTCATA-
3

Protocolo de PCR convencional

La PCR en tiempo real se realizé usando el sistema LightCycler 480 (Roche, Basilea, Suiza). Las mezclas de reaccion
de PCR se colocaron en un volumen final de 12 pl que contenia 6 pl de mezcla maestra de sonda LC480 (Roche,
Basilea, Suiza), 2 pl de ADN molde (a 5 ng/ul), 0,25 pl de pareja de cebadores (10 uM cada uno), 0,125 pl de sonda
Tagman (10 uM). Las condiciones de reaccion incluyeron la etapa de iniciacion durante 10 min a 95°C, seguida de 40
ciclos de 15s a 95°C y 1 min a 60°C. El sistema a tiempo real se suministra con el software de Lightcycler 480 version
1.5 que usa algoritmos Unicos de Roche para un analisis de datos automatizado altamente preciso y robusto. Las
diluciones en serie (nimero de copias de 10® a 1) de ADN estandar se usan para determinar el nimero de bacterias.
Se us6 la media del Umbral de Ciclo (CT) en las tres repeticiones con el fin de estimar la carga de poblaciones de
bacterias diana presentes en la muestra.

Prueba de especificidad y sensibilidad

Se probo la especificidad de cada género de gPCR en especies bacterianas cercanas que pueden estar presentes en
los alimentos para verificar si cada prueba no interactia con otras especies bacterianas filogenéticamente cercanas
(tabla 5).

En la prueba de sensibilidad de los cebadores y sondas especificos, se examinaron las amplificaciones por PCR entre
cebadores especificos y diluciones de diez en serie de ADN aislados del cultivo puro de 3 especies diana que
pertenecen al género bacteriano diana que varia de 108 a 10 nimeros de copia. Se construyeron las curvas estandar
para los 6 sistemas de deteccidon usando el valor de Cp obtenido de la concentracién de ADN correspondiente.

Tabla 5: Prueba de sensibilidad de validacion de la gPCR de género (A); prueba de especificidad (ND = no detectado).
(A)

Numeros Valor Cp promedio + SD para OGS Valor Cp promedio + SD para
de copia Brochothrix sp de copia Carnobacterium sp
de ADN de ADN
probado Brochotrix thermosphacta probado S
1,00E+06 19,32 40,04 1,00E+06 19,05+0,22
1,00E+05 23,46 £ 0,06 1,00E+05 22,50£0,23
_ 1,00E+04 27,04 £0,29 1,00E+04 25,53£0,13
Diluciones Diluciones
seriadas de seriadas de
10 veseEs 1,00E+03 31,09 £0,09 10 veces 1,00E+03 29,41 £ 0,07
de ADNs de ADNs
1,00E+02 35,27 £0,55 1,00E+02 32,57 £ 0,11
1,00E+01 39£09 1,00E+01 36,26 + 0,75
1,00E+00 ND 1,00E+00 385+1,2
: eficiencia 2,014 eficiencia 1,959
Parametros Parametros
de pendiente -3,29 de .
re?resilc’m regresion pendiente -3,425
ineal Punto de lineal
38,78 Punto de
corte Y corte Y 39,6

17
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1,00E+06 18,05+ 0,011
1,00E+05 21,67 £0,08
1,00E+04 25,27 £ 0,04
1,00E+03 28,69 + 0,03
1,00E+02 31,8+0,1
1,00E+01 34,28 £ 0,68
1,00E+00 38 (1/3)
eficiencia 1,907
pendiente -3,56
e

18,52 17,52 £

1,00E+06 +0.05 0.02 16,89 +0,13
21,84 | 21,08+

1,00E+05 +0.05 0.12 20,7 £0,02
25,56 | 24,33+

1,00E+04 +0.17 013 23,99 + 0,04
28,52 | 27,67+

1,00E+03 +0.08 0.13 27,44 +0,13
31,06 | 30,51+

1,00E+02 +0.09 0.18 30,33 +0,26
33,7+ | 32,55+

1,00E+01 0,14 0.19 31,8+0,29

1,00E+00 ND ND ND

eficiencia 1,997 1,997 1,944

pendiente -3,33 -3,382 -3,464

punto de

corte Y 38,56 37,85 37,83

18

oeon | 00 | 2% | >
| | |
e | i | | e
| B0 | A5 |
e | %57 | R | A
1,00E+00 386?2“ 33’/%)8 ND
eficiencia | 1,99 1,983 2,05
pendiente -3,346 -3,364 -3,2
Pumod® | so.s 407 36,95

16,9+ | 18,18+

1,00E+06 0,12 0.01 18,26 + 0,09
20,25 21,54

1,00E+05 £0.07 0.13 21,75 +£0,05
23,67 24,81

1,00E+04 £0.07 0,12 25,23 +0,13
26,77 28,18 £

1,00E+03 £0.05 0.11 27,81 £0,1
30,13 31,47 £

1,00E+02 +0.11 0.36 32,33 +£0,07
33+ 35+

1,00E+01 0,09 0.19 34,49 +0,4

1,00E+00 ND ND ND

eficiencia 2 2 1,954

pendiente | -3,299 -3,321 -3,438

puntode | 557 | 3g 12 38,83

corte Y ’ ’ ’
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Valor Cp promedio + SD
Especies bacterianas Brochothrix Carnobacteriu | Leuconostoc | Photobacterium | Lactobacillus | Lactococcus | Pseudomonas
cercanas probadas sp m sp sp sp sp sp sp
C. maltaromaticum ND 17,78 £ 0,45 ND ND ND ND ND
Control negativo ND ND ND ND ND ND ND
Extraccion en blanco ND ND ND ND ND ND ND
Leuconostoc gelidum ND ND 17,52 £ 0,02 ND ND ND ND
Pseudomonas aeruginosa ND ND ND ND ND ND 19,71 £ 0,01
Pseudomonas fragi ND ND ND ND ND ND 20,5+0,03
Brochothrix thermophacta 19,74 + 0,02 ND ND ND ND ND ND
Photobacterium angustum ND ND ND 19,5 +0,22 ND ND ND
Lactobacillus sakei ND ND ND ND 21,8 £0,03 ND ND
Lactobacillus acidophilus ND ND ND ND 19 +£0,02 ND ND
Lactobacillus greminis ND ND ND ND 20,06 + 0,09 ND ND
Lactococcus raffinolactis ND ND ND ND ND 16,2 £ 0,09 ND
Lactococcus lactis cremoris ND ND ND ND ND 18,26 + 0,09 ND
Lactococcus piscium ND ND ND ND ND ND ND
Lauconostoc citrium ND ND 18,52 £ 0,05 ND ND ND ND
Lactobacillus salivarius ND ND ND ND 18,33 + 0,31 ND ND
Lactococcus lactis lactis ND ND ND ND ND 20,86 + 0,1 ND
Leuconostoc mesenteroides ND ND 18,05 + 0,35 ND ND ND ND
Lactococcus oligofermentans ND ND ND ND ND ND ND
Serratia sp ND ND ND ND ND ND ND
Enterobacter sp ND ND ND ND ND ND ND
Pseudomonas azotoformans ND ND ND ND ND ND 20,14 £ 0,16
Pseudomonas veronii ND ND ND ND ND ND 19,55 + 0,27
Pseudomonas poae ND ND ND ND ND ND 19,75+ 0,16
" i‘;ggg,’j;%’l’gs ND ND ND ND ND ND 19,37 £ 0,26
Pseudomonas gessardii ND ND ND ND ND ND 20+ 0,09

Correlacion entre la microbiologia clasica, metagenémica dirigida y datos cuantitativos: ejemplo sobre muestras de
productos alimenticios reales.

Se analizaron 6 matrices contaminadas naturalmente de diferentes origenes (pudin blanco, crepes, hamburguesa,
jamon, pasta, queso) por microbiologia, andlisis metagenémico y PCR cuantitativa para estimar la proporcion de
algunos taxones principales (Carnobacterium sp, Leuconostoc sp, Photobacterium sp, Brochothrix sp, Pseudomonas
sp, Lactococcus sp y Lactobacillus sp). Entre las 7 pruebas de taxones en qPCR, se detectan 3 en todas las 6 muestras
de alimentos (Leuconostoc sp, Lactococcus sp y Lactobacillus sp). Por lo tanto, la flora bacteriana total se podria
deducir usando estos datos de qPCR. La flora total estimada mediante microbiologia clasica siempre se estima
errbneamente en comparacion con la flora total deducida por gPCR (figura 19). El método de qPCR permite estimar
con mayor precision la flora bacteriana total (incluidas las bacterias cultivadas o no).

Esta deduccion de la flora total por el método de gPCR permitira cuantificar con mayor precision todos los taxones
identificados por el analisis metagendmico (figura 20). La figura 20 (A) muestra el perfil bacteriano obtenido por analisis
metagendmico para las 6 muestras de alimentos. Estos andlisis no permiten estimar la concentracion de cada taxén
denominado en unidades formadoras de colonias por gramo de matriz (cfu/g). La estimacién de la flora total por PCR
cuantitativa combinada con el porcentaje de lecturas del analisis genémico permite obtener una estimacion de cada
concentracién de taxén en unidades formadoras de colonias por gramo de matriz (Figura 20 (B)).
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La invencion no esta limitada por los ejemplos o figuras proporcionados en esta memoria. El experto es capaz de
concebir alternativas para las diversas secuencias, herramientas y métodos mencionados en esta especificacion. La
invencion esta limitada solamente por el alcance de las reivindicaciones.
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<110>
<120>
<130>

<150>
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<160>
<170>

<210>
<211>
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<220>
<223>

<400>
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1
21

ADN

Secuencia Artificial

Cebador
1

gagagtttga tymtggctca g 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

17

ADN

Secuencia Artificial

Cebador
2

accgcggctg ctggcac 17

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

82

ADN

Secuencia Artificial

Secuencia de consenso

3

gagagttcga tcctggcectca ggatgaacge tggecggcatg cttaacacat gcaagtcgga 60
cgggaagtgg tgtttccagt gg 82

<210> 4

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 4

20
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gagagttcga tcctggctca ggatgaacgc tggcggcatg cttaacacat gcaagtcgga

cgggaagtgg tgtttccagt gg

<210> 5

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 5
gagagtttga tcatggctca ggatgaacgc tggcggcatg cttaacacat gcaagtcgga

cgggaagtgg tgtttccagt gg

<210> 6

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 6
gagagtttga tcatggctca ggatgaacgc tggcggcatg cttaacacat gcaagtcgga

cgggaagtgg tgtttccagt gg

<210> 7

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 7
gagagtttga tcatggctca ggatgaacgc tggcggcatg cttaacacat gcaagtcgga

cgggaagtgg tgtttccagt gg

<210> 8

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 8
gagagtttga tcatggctca ggatgaacgc tggcggcatg cttaacacat gcaagtcgga

cgggaagtgg tgtttccagt gg

<210> 9

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 9

21
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gagagtttga tcatggctca ggatgaacgc tggcggcatg cttaacacat gcaagtcgaa

cgggaagtgg tgtttccagt gg

<210> 10

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de consenso

<400> 10

gagagtttga tcatggctca ggatgaacgc tggcggcatg cttaacacat gcaagtcgaa

cgggaagtgg tgtttccagt gg

<210> 11

<211> 94

<212> ADN

<213> Pseudomonas

<400> 11
gagagtttga tcatggctca gattgaacge

gcggatgaga agagcttget cttcgattca

<210> 12

<211> 101

<212> ADN

<213> Xanthomonas

<400> 12
gagagtttga tcatggctca gagtgaacge

cggcagcggg taggaagctt gecttectatg

<210> 13

<211> 99

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 13

gagagtttga tcatggctca gattgaacgc
cggtaacagg aagcagcettg ctgttteget

<210> 14

<211> 112

<212> ADN

<213> Lactococcus

<400> 14
gagagtttga tcctggectca ggatgaacgce
cgaaacttct ttatcaccga gtgcttgcac

<210> 15

<211> 97

<212> ADN
<213> Brochothrix

<400> 15

tggcggeagg cctaacacat gtcaagtcga

gcgg

tggcggcagg cctaacacat gcaagtcgaa

ccggegagtg g

tggcggcagg cctaacacat gcaagtcgaa

gacgagtgg

tggcggegtg cctaatacat geaagtegaa

tcaccgataa agagttgagt gg

22
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82

60

94

60
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60
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gagagtttga tcctggctca ggacgaacgc tggeggegtg cctaatacat gcaagtcgaa

cgaacggata aagagcttgc tcttttgaag ttagtgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

16

91

ADN
Arthrobacter

16

gagagtttga tcatggctca ggatgaacgc tggcggegtg cttaacacat gcaagtcgaa

cgatgaacct cacttgtggg gggattagtg g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

17

ADN

Secuencia Artificial

Cebador
17

gaagtggtgt ttccagt 17

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggagaagaag caatgacggt atctggggaa taagcatcgg ctaactctgt gccagcagce

gcggt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggagaagaag caatgacggt atctggggaa taagcatcgg ctaactctgt gccagcagce

gcggt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggagaagaag caatgacggt atctggggaa taagcatcgg ctaactctgt gccagcagcc

gcggt
<210>

18

65

ADN

Secuencia Artificial

Secuencia de consenso

18

19

65

ADN

Secuencia Artificial

Secuencia de consenso

19

20

65

ADN

Secuencia Artificial

Secuencia de consenso

20

21

23

60

97

60

91

60

65

60

65

60

65
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<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 21

ggagaagaag caatgacggt atctggggaa taagcatcgg ctaactctgt gccagecagec

gcggt

<210> 22

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 22

ggagaagaag caatgacggt atctggggaa taagcatcgg ctaactctgt gccagecagece

gcggt

<210> 23

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 23

agagaagaag caatgacggt atctggggaa taagcatcgg ctaactctgt gccagcagcce

gcggt

<210> 24

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 24

ggagaagaaa caatgacggt atctgaggaa taagcatcgg ctaactctgt gccagcagcecce

gcggt

<210> 25

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 25

ggagaagaaa caatgacggt atctgaggaa taagcatcgg ctaactccgt gccagcagec

gcggt

24

60

65

60

65

60

65

60

65

60

65
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

26

88

ADN
Pseudomonas

26

tgggaggaag ggcagtaagc

cggctaactc tgtgccagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ggggaagaaa tcctgctgge

cggctaactt cgtgccagea

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

27

88

ADN
Xanthomonas

27

28

88

ADN
Escherichia coli

28

ggggaggaag ggagtaaagt

cggctaactc cgtgccagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

29

88

ADN
Lactococcus

29

agagaagaaa gtgcgtgaga

cggctaacta cgtgccagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

30

88

ADN
Brochothrix

caracteristica_nueva
(34)..(34)
nesa,c,g,ot

30

agagaagaac atgggtgaga

cggctaacta cgtgccagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

31

79

ADN
Arthrobacter

31

ES 2785205 T3

gaataccttg ctgttttgac gttaccgaca gaataagcac

gccgeggt

taatatccgg cggggatgac ggtacccaaa gaataagcac

gcegeggt

taataccttt gctcattgac gttacccgeca gaagaagcac

gccgeggt

gtaactgttc acgtttcgac ggtatctaac cagaaagcca

gcegeggt

gtaactgttc accncttgac ggtatctaac cagaaagcca

gccgeggt

25

60

88

60

88

60

88

60

88

60

88
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agggtagaag cctgtcttag gggtcggtga cggtacctge agaagaagcg ccggctaact

acgtgccagc agccgceggt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

17

ADN

Secuencia Artificial

Cebador
32

arcaatgacg gtatctg 17

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

33

45

ADN

Oryza sativa

33

ctgtttgatg agcctgegta gtattaggta gttggtcggg taaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

34

45

ADN

Oryza rufipogon

34

ctgtttgatg agcctgegta gtattaggta gttggtcggg taaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

35

45

ADN

Bambusa oldhamii

35

ctgtttgatg agcctgegta gtattaggta gttggtcagg taaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

36

45

ADN

Triticum aestivum

36

ctgtttgatg agcctgegta gtattaggta gttggtcagg taaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

37

45

ADN

S. cereale

37

ctgtttgatg agcctgegta gtattaggta gttggtcagg taaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

38

45

ADN

Sorghum bicolor

38

ctgtttgatg agcctgegta gtattaggta gttggtcagg taaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

39

46

ADN

Secuencia Artificial

45

45

45

45

45

45

26

60

79
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<223>
<400>
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Secuencia de consenso

39

gcccgaggag gggetegegt ctgattaget agttggtgag gecaata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

46

ADN

Secuencia Artificial

Secuencia de consenso

40

gccecgaggag gggetegegt ctgattaget agttggtgag gecaata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41

46

ADN

Secuencia Artificial

Secuencia de consenso

41

gcccaaggag gggctegegt ctgattaget agtiggtgag geaata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42

46

ADN

Secuencia Artificial

Secuencia de consenso

42

gcccaaggag gggctegegt ctgattaget agttggtgag gcaata

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

43

47

ADN
Escherichia coli

43

tgccatcgga tgtgcccaga tgggattage tigttggtgg ggtaacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

44

50

ADN

Lactococcus lactis

44

tatcactttg ggatggacct gcggcegceatt agettgttgg tagggtaacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

45

50

ADN
weissella

45

tatcactaag agatggtccc gcggtgcatt agctagttgg taaggtaatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

46

50

ADN

Brochothrix thermosphacta

46

tgtcactgtg agatggaccc gegcetggatt agetagtigg taaggtaatg

27

46

46

46

46

50

50

50
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ES 2785205 T3

47

50

ADN
staphylococcus sp

47

tatcacttat agatggaccc gcgecgtatt agctagttgg taaggtaacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

48

18

ADN

Secuencia Artificial

Cebador
48

tgtttgatga gcctgegt 18

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

49

49

ADN

Lactobacillus delbrueckii

49

ggcctaccaa ggcaatgatg cgtagccgag ttgagagact gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

50

49

ADN

Lactobacillus delbrueckii

50

ggcctaccaa ggcaatgatg cgtagecgag ttgagagact gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

51

49

ADN

Lactobacillus amylovorus

51

ggcttaccaa ggcgacgatg catagccgag ttgagagact gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

52

49

ADN

Lactobacillus acidophilus

52

ggcctaccaa ggcaatgatg catagccgag ttgagagact gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

53

49

ADN

Lactobacillus amyloticus

53

ggcttaccaa ggcaacgatg catagccgag ttgagagact gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

54

49

ADN

Lactobacillus acetotolerans

54

ggcttaccaa ggcaacgatg catagccgag ttgagagact gatcggeca

<210>
<211>

55
49

28

50

49

49

49

49

49

49
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<212> ADN
<213> Lactococcus piscium

<400> 55
ggactaccaa ggcgatgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210> 56

<211> 49

<212> ADN

<213> Lactococcus plantarum

<400> 56
ggactaccaa ggcgatgata catagccgac ctgagagggt gatcggcca

<210> 57

<211> 49

<212> ADN

<213> Lactococcus chungangensis

<400> 57
ggactaccaa ggcgatgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210> 58

<211> 49

<212> ADN

<213> Lactococcus raffinolactis

<400> 58
ggactaccaa ggcgatgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210> 59

<211> 49

<212> ADN

<213> Lactococcus-lactis-subsp-Hordn

<400> 59
ggctcaccaa ggcgatgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210> 60

<211> 49

<212> ADN

<213> Lactococcus-lactis-subsp-Lacti

<400> 60
ggcicaccaa ggcgatgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210> 61

<211> 49

<212> ADN

<213> Lactococcus-lactis-subsp-Cremo

<400> 61
ggctcaccaa ggcgatgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210> 62

<211> 49

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 62
ggctcaccaa ggcgacgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210> 63

<211> 49

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 63
ggcicaccaa ggcgatgata catagccgac ttgagagggt gatcggeca

29

49

49

49

49

49

49

49

49

49
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
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64

49

ADN

Streptococcus thermophilus

64

ggctcaccta ggcgacgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

65

49

ADN

Streptococcus parauberis

65

ggctcaccaa ggccacgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

66

49

ADN
Streptococcus iniae

66

ggctcaccaa ggcgacgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

67

49

ADN

Streptococcus dysgalactiae

67

ggctcaccaa ggcgacgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

68

49

ADN

Streptococcus agalactiae

68

ggctcaccaa ggcgacgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

69

49

ADN
Streptococcus equi

69

ggcctaccaa ggcgacgata catagccgac ctgagagggt gaacggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

70

49

ADN

Streptococcus oligofermentans

70

ggctcaccta ggcgacgata catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

71

49

ADN

Enterococcus faecalis

caracteristica_nueva

(11)..(11)

nesa,c,g,ot

caracteristica_nueva
(13)..(13)

30

49

49

49

49

49

49

49
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<223>
<400>
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nesa,c,g,ot

71

ggctcaccaa ngncacgatg catagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

72

49

ADN

Lactobacillus algidus

72

ggcccaccaa ggcaatgata cgtagccgac ctgagagggt gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

73

49

ADN

Lactobacillus frumenti

73

ggcttaccaa ggcgatgatg catagccgag ttgagagact gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

74

49

ADN

Lactobacillus panis

74

ggcttaccaa ggcaatgatg catagccgag ttgagagact gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

75

49

ADN

Lactobacillus fermentum

75

ggcctaccaa ggcgatgatg catagecgag ttgagagact gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

76

49

ADN

Lactobacillus oligofermentans

76

ggctcaccaa gacaatgata cgtagccgaa ctgagaggtt gatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

77

49

ADN

Lactobacillus plantarum

77

ggctcaccat ggcaatgata cgtagccgac ctgagagggt aatcggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ggcctaccaa ggcgacgacg ggtagecgge ctgagaggge gaccggeca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

78

49

ADN

Brevibacterium linens

78

79

49

ADN
Psychroflexus sp

79

ggcttaccat ggcaacgata ggtaggggtc ctgagaggga gatccccca

31

49

49

49

49

49

49

49

49

49
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15

<210> 80
<211> 18
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 80

Secuencia Artificial

Cebador

gatgatacat agccgacc

<210> 81

<211> 1501
<212> ADN
<213>

<400> 81
gagagtttga

cggtaacagg
ggaaactgcce
gcaagaccaa
gctagtaggt
ccagccacac
ttgcacaatg
tgtaaagtac
acccgcagaa
agcgttaatce
aatcccecggg
ggggtagaat
aaggcggccce
ttagataccc
cgtggettece
aactcaaatg
aacgcgaaga
cttecgggaac
ggttaagtcc
tcaaaggaga
cccttacgac
gagagcaagc
catgaagtcg
ccttgtacac

ccttecgggag
a

Escherichia coli

tcatggctca
aagcagcttg
tgatggaggg
agagggggac
ggggtaacgg
tggaactgag
ggcgcaagcc
tttcagcggg
gaagcaccgg
ggaattactg
ctcaacctgg
tccaggtgta
cctggacgaa
tggtagtcca
ggagctaacg
aattgacggg
accttacctg
cgtgagacag
cgcaacgagc
ctgccagtga
cagggctaca
ggacctcata
gaatcgctag
accgccecgte

ggcgcttacce

ES 2785205 T3

18

gattgaacgc
cttectttget
ggataactac
cttecgggect
ctcacctagg
acacggtcca
tgatgcagce
gaggaaggga
ctaactcegt
ggcgtaaage
gaactgcatc
gcggtgaaat
gactgacgct
cgccgtaaac
cgttaagtcg
ggcccgeaca
gtcttgacat
gtgctgecatg
gcaaccctta
taaactggag
cacgtgctac
aagtgcgtcg
taatcgtgga
acaccatggg

actttgtgat

tggcggeagg
gacgagtggce
tggaaacggt
cttgccatcg
cgacgatcce
gactcctacg
atgcecgegtg
gtaaagttaa
gccagcagec
gcacgcagcg
tgatactgge
gcgtagagat
caggtgcgaa
gatgtcgact
accgcectggg
agcggtggag
ccacggaagt
gctgtegtca
tcctttgttg
gaaggtgggg
aatggcgcat
tagtccggat
tcagaatgcce
agtgggttgce

tcatgactgg

32

cctaacacat
ggacgggtga
agctaatacc
gatgtgccca
tagctggtet
ggaggcagca
tatgaagaag
tacctttget
gcggtaatac
gtttgttaag
aagcttgagt
ctggaggaat
agcgtgggga
tggaggttgt
gagtacggcc
catgtggttt
tttcagagat
gctegtgttg
ccagcggtcec
atgacgtcaa
acaaagagaa
tggagtctgce
acggtgaata

aaaagaagta

ggtgaagtcg

gcaagtcgaa
gtaatgtctg
gcataacgtc
gatgggatta
gagaggatga
gtggggaata
gccttegggt
cattgacgtt
ggagggtgca
tcagatgtga
ctcgtagagg
accggtggeg
gcaaacagga
gceccettgagg
gcaaggttaa
aattcgatgce
gagaatgtgce
tgaaatgttg
ggccgggaac
gtcatcatgg
gcgacctege
aactcgactc
cgttecececggg
ggtagcttaa

taacaaggta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1501
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<210> 82

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 82
cctatceect gtgtgecttg geagtctcag gagagtttga tymtggctea g

<210> 83

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_nueva
<222> (31)..(40)

<223> nesa,c,g,0t

<400> 83

ccatctcatc cetgegtgte tccgactcag nnnnnnnnnn taccgeggct getggeac

<210> 84

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 84
agactgggat aactccg 17

<210> 85

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 85
aacctgcctt gtagcggg 18

<210> 86

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 86
taacaacatg aatcgcat 18

<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador Lactobacillus-Tuf-F2

<400> 87
gcycacgtwg aataygaaac 20

<210> 88

51

58
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<211>
<212>
<213>

<400>

23
ADN
Lactobacillus

88

cgdacttcca tttcaacyaa gtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

89

23

ADN
Lactobacillus

89

tgtggcatwg grccatcagt tgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

90

20

ADN
Lactococcus

90

gccgaaatyg atggygaaat

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

91

23

ADN
Lactococcus

91

caactttttc acgcaattgg ttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

92

24

ADN
Lactococcus

92

tgatgtcwca agcyatgcgt aaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

93

24

ADN
Leuconostoc

93

ttcttgttcc atgaaatcca titg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

94

22

ADN
Leuconostoc

94

gaatacccac tagawcgtac ac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

95

29

ADN
Leuconostoc

95

tgtgtttcac caattttgtg aattttacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

96

17

ADN
Photobacterium

96
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20
23
24
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22
29
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aatgccaggt tgtgcetg 17

<210> 97

<211> 26

<212> ADN

<213> Photobacterium

<400> 97
gacttgtica gagtwagaat wacttc

<210> 98

<211> 25

<212> ADN

<213> Photobacterium

<400> 98
atcgayggtg tgttacatga gtaca

<210> 99

<211> 17

<212> ADN

<213> Pseudomonas

<400> 99
ggcgtkatcg aytcsgt 17

<210> 100

<211> 19

<212> ADN

<213> Pseudomonas

<400> 100
cagmggrcgc tggttgatg

<210> 101

<211> 18

<212> ADN

<213> Pseudomonas

<400> 101
tcgygttgey gaygacga 18

<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Carnobacterium

<400> 102
attggygtat taccagtcga 20

<210> 103

<211> 19

<212> ADN

<213> Carnobacterium

<400> 103
aaccatctgc ccatacatc 19

<210> 104

<211> 23

<212> ADN

<213> Carnobacterium

<400> 104
cgatttacac cccagttagt cgt

<210> 105
<211> 20
<212> ADN

26

25
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15

<213>
<400>

Brochotrix

105

cagtaccttc tggtaacgtg 20

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

106

24

ADN
Brochotrix

106

acttctitca ctgcagaagt atac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

107

30

ADN
Brochotrix

107

tattatctaa agaagagggt ggacgtcata
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REIVINDICACIONES

1. Un método de andlisis metagendmico de alimentos fermentados para detectar y cuantificar las bacterias presentes
en dicha muestra, el analisis que comprende la amplificacion de la region V1-V3 del ARNr bacteriano 16S en dicha
muestra, en donde se analiza la region V1-V3 con la pareja de cebadores de SEQ ID N°:1 y SEQ ID N°:2, en donde
el método comprende ademas el uso de una fijacion de un Acido Nucleico Peptidico (PNA) para reducir la amplificacion
de al menos uno de S. thermophilus y L. delbrueckii, Lactococcus o Bacillus que pueden estar presentes en la muestra.

2. Un método de la reivindicacion 1 en donde se afiade monoazida de propidio (PMA) a la muestra antes de la
extraccion de ADN para reducir la posterior amplificacion de ADN de bacterias no viables presentes en la muestra.

3. Un método de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2 en donde dicho andlisis puede detectar y distinguir bacterias
de las familias: Acetobacteraceae, Aeromonadaceae, Bacteroidaceae, Burkholderiaceae, Carnobacteriaceae,
Clostridiaceae, Comamonadaceae, Enterobacteriaceae, Enterococcaceae, Flavobacteriaceae, Lachnospiraceae,
Lactobaillaceae, Leuconostocaceae, Listeriaceae, Moraxellaceae, Neisseriaceae, Pseudoalteromonadaceae,
Pseudomonadaceae, Shewanellaceae, Streptococcaceae, Vibrionaceae y Xanthomonadaceae; y/o

en donde dicho andlisis puede detectar y distinguir bacterias de los géneros: Acetobacteraceae Acetobacter,
Acetobacteraceae Gluconacetobacter, Aeromonadaceae Aeromonas, Bacteroidaceae Bacteroides, Burkholderiaceae
Burkholderia, Carnobacteriaceae Carnobacterium, Clostridiaceae Clostridium, Comamonadaceae Comamonas,
Comamonadaceae Delftia, Enterobacteriaceae Escherichia, Enterobacteriaceae Pantoea, Enterobacteriaceae
Serratia, Enterococcaceae Enterococcus, Chryseobacterium, Flavobacteriaceae Flavobacterium, Flavobacteriaceae
Myroides,  Lachnospiraceae  Butyrivibrio, Lactobaillaceae Lactobacillus, Lactobaillaceae  Pediococcus,
Leuconostocaeae Leuconostoc, Leuconostocacae Weisella, Listeriaceae Listeria, Moraxellaceae Acinetobacter,
Moraxellaceae  Psychrobacter,  Neisseriaceae Alysiella, Pseudoalteromonadaceae  Pseudoalteromonas,
Pseudomonadaceae Pseudomonas, Shewanellaceae Shewanella, Streptococcaceae Lactococcus, Streptococcaceae
Streptococcus, Vibrionaceae Aliivibrio, Vibrionaceae Photobacterium, Vibrionaceae Vibrio y Xanthomonadaceae
Xanthomonas.

4. Un método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde se determina el porcentaje de bacterias
representadas por al menos una unidad taxonémica operacional (OTU), y

opcionalmente que comprende ademas determinar las unidades formadoras de colonias (CFU) de la muestra y
normalizar el porcentaje de organismos representados por dicha OTU a una proporcién de recuento de CFU viables
totales de la muestra.

5. Un método de cualquier reivindicacién precedente en donde dicho analisis metagendmico es seguido por una gPCR
especifica de taxones.

6. Un método de cualquier reivindicacion precedente en donde dichos cebadores se modifican mediante la adicion de
un adaptador, secuencia clave, marcador o secuencia universal, que tiene opcionalmente las secuencias de SEQ ID
Nos. 82 y 83 respectivamente.

7. Un kit para analisis metagendmico de una muestra que comprende uno o ambos cebadores que comprenden la
secuencia de SEQ ID N°. 1 y/o SEQ ID N°. 2, en donde preferiblemente los cebadores consisten en las secuencias de
SEQ ID N@. 1 y/o SEQ ID N°. 2 y que ademas comprende un oligonucleétido de PNA que comprende la secuencia de
SEQ ID Ne©. 80, preferiblemente en donde el oligonucleétido de PNA consiste en la secuencia de SEQ ID N®. 80.

8. Un kit de la reivindicacién 7 en donde el(los) cebador(es) se modifican mediante la adicion de un adaptador,
secuencia clave, marcador o secuencia universal, que tiene opcionalmente las secuencias de SEQ ID Nos. 82 y 83
respectivamente.

9. Un kit de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 que comprende ademas monoazida de propidio (PMA); y/o que
comprende ademas un reactivo para analisis metagenémico de una muestra.
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FIGURA 2

Porcentaje de especies con diferencias en regiones hipervariables de ADNr 16S
REGIONES VARIABLES

A

Genes bacterianos

" AT AT

M meba i e nde Sirtalaising EEL -

TR AW 41 EIW JE% AWM OWW

Al ke i rde Dl aads inhe ey (TS (6 S Y
drinimsabnsar A maami aTH R TAW  TEW  IEW KR 4w 43%  JE% 4% B4W DWW ITH W TR
Ba e rnidergar Barrgrniden _l‘-‘h_ : )
B richwbcd i Earkhwidiaria My 8 TR 1% % :
[ * wam [ L i
LT
2% LI Lan ]
BTN [ ) 7%

ELL LR 7% 0 ]

Clantridare m_Clanridem

U n w18 i saa
Cemamanafyras alhia

Ertw s csrem. Erovirachin
Entw wimrarsiess Famoas ELL T LN ]
LRL NS 1L R L]
EL L LT | T
N N R TTH
ELL I ML S L T
LLEY
wla

Ento wirq cosree Sorsia

Epter srnvacsns B @arneoasr

Flow snacms i o Daprasbanerise
Pl s iarns_ Pas o ise
Flm sawwnains Mprnides
LadNBE I gieceie Bal pd i 000 6

L bl b L e i bt

EILY
lLaiteiom darmar Pedbiae s [LL ]
LY

W

lreasrnmsrir legiiesusr
Ilreassnmerar NWreviiela
Liiirsstemas Liliriu Ll L

M dn il e ae A bt slmi oy FEL )

Wivanrildiras Foyrlmadein wm  mwm ITH TN TR
Rrsstraine Al Yy

Formd rér U NELE) HEBEERE L R [EE]
Fiam e wn malai na Foadsmmss: R T T T LT LT L T S "

Sarcandlarrar The sane
Strepcras
IO S T
Vikviamsras e A ivibris

LW MR ME MR % TR Ty ey (L]
M OSEM JBR WI% SEN TEM £ B ]
Ma WM e RRG iR ERR 45N EER LL]

oL b BT

VI8 s ue Pre e sn s s Mew WM 4 dER J5W AW TeN e
Vi riesscase Vibria N dBR dEN piN BN AFN <2
Nawdwrseadsias Lathnanaw ELL ML LR P T o (L]

39



ES 2785205 T3

FIGURA 3

SEQ ID Ne. 81

01 GaGaGTtTGaTCatggctCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAAC
61 GGTAACAGGAAGCAGCTTGCTTCTTTGCTGACGAGTagcGGaCaGg TgAGTAAGTCTGG
525 GAgACHGCITCATEGAGEGGGATAACTACTCGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCE
181 CAAGACCAAAGAGBGGEGACCTTCEGGCCTCTTCGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAG
241 CTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
301 CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
361 TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
421 GTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCT TTGCTCATTGACGTTA
481 CCCGCAGAAGAAGCACCGGCTaaCtCCgtgecagcageecgeggtaaTacGGAGGGTGCAA
541 GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGCGGITTGTTAAGTCAGATGTGAA
601 ATCCCCGGGCTCARCCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCARGET TGAGTCTCGTAGAGGG
661 GGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA
721 AGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTCACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
781 TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACT TGGAGETTGTGCCCTTGAGGE
841 GTGGCTTECCCACCTANCGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAMGGT TAAA
901 ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCA

40
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FIGURA 3 cont.

961

1021

14412

ACCCGAAGAACCTTACCTGETCTTGACATCC ACGGAAGTT TTCAGAGATGAGAATGTGCC

PTCGGGANCC G TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTETTGTGAAATGT TGS

GTIAAGTCCCGCARCGACCGEAACCCTTATCCTREGTIGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACT

CAAAGGAGAC TCCCAGTCATAAAC TGGAGGAAGGTGGGGATGACG TCAAGTCATCATGGE

COTTACGACCACCEC T ACACACCTECTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCG

AGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC

ATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGTEGATCAGAATGCCACGGTSAATACGTTCCCGGEE

CTTGTACACACCGCCCG TCACACCATEGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAAC

CTICGGGAGGGCGCTTAC CACTTTETGATTCATGACTEGGETEAAGTCGTAACANGGTAN

VE

Ve

ve

TOTALMENTE CONSERVADA conservada (minUscula) Variable (maydscula) Hipervariable
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FIGURA 4

v1i-v3

OLIGO

165-V1-V3-FW
GAGAGTTTGATYMTGGCTCAG

SEQ ID NO. 1

165-V1-V3-Rev
ACCGCGGCTGCTGGCAC

SEQ 1D NO. 2

TAMANO DEL PRODUCTO: 555,

inicio long. tm got

1 21 57,47 47,62

Lr

w
Ln
[

69,56 76,47

CUALQUIER PAREJA COMPL.: 3,00, PAREJA 3° COMPL.: 2,00
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FIGURA 5
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FIGURA 11

Proporciones relativas de los taxones bacterianos (>1%) en muestras de
filete tartaro
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 18

lactobacillus delbruecki
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FIGURA 19

Comparacion de la flora total deducida a partir de
microbiologia y qPCR
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FIGURA 20 (A)

Perfil metagendmico de 6 muestras diferentes de comida
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