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Resumen

La tecnologia de cromatografia liquida de alfa resolucion (DHPLC) se utiliza en diagndstico e
investigacion de tumores y enfermedades genéticas (Frueh et al., 2003; Xiao et al., 2001).
Recientemente se ha comenzado a trabajar con ella en identificacion y seguimiento de
poblaciones microbianas. Los protocolos de trabajo en el equipo se han adaptado para
discriminar diferencias en distintos genes bacterianos. Los fragmentos de genes de interés
amplificados por PCR se pasan a través de la columna del equipo gue contiene particulas de
poliestireno / polidivinilbenceno. La separacion de los productos de PCR se basa en [a elucion
mediante acetato de ftriethylammonium (TEAA) de moléculas de ADN parcialmente
desnaturalizadas por la temperatura. Las muestras de ADN bacteriano con variaciones de la
secuencia muestran diferencias en los tiempos de retencion. Hay algunos factores clave para el
exito en la deteccion de variantes genéticas bacterianas en DHPLC: disefio de cebador de
PCR, protocolo de PCR, gradiente de separacion y la temperatura (Barlaan et al., 2005).

Esta tecnica ha demostrado ser efectiva como método molecular independiente de cultivo para
el analisis de poblaciones microbianas en muestras alimentarias y ambientales. Se ha utilizado
para realizar el seguimiento de flora intestinal (Goldenberg et al., 2008), de bacterias
responsables de enfermedades en el tracto urinario (Imirzagliolu et al., 2008), de bacterias
implicadas en la produccion de queso y productos lacteos (Ercolini et al., 2008), de bacterias
marinas y de los suelos (Hafez et al., 2009; Xu et al., 2012; Hurtle et al., 2002), etc. En nuestro
grupo de investigacion se ha puesto a punto la técnica DHPLC para discriminar, entre otras,
especies de bacterias acéticas en base a diferencias en los genes 16Sr DNA y subunidad A de
la enzima alcohol deshidrogenasa (Adh) y para discriminar especies de bacterias lacticas en
base a diferencias en los genes 16S rDNA, HSP60 y RecA.

1. Cromatografia liquida desnaturalizante de alta resolucion (DHPLC):
fundamento y bases de la técnica

La HPLC desnaturalizante o DHPLC es una técnica de analisis basada en una columna de
elucion de fase reversa, y utilizada para la separacion diferencial de secuencias nucleotidicas,
previa a la cual (como su nombre indica) precisa la desnaturalizacion de la muestra a analizar
mediante temperatura.

El primer paso comienza con |a extraccion del ADN a analizar. A continuacion, se amplifica por
PCR el fragmento del gen concreto y se desnaturaliza a 95°C durante 3 minutos. Pasado este
tiempo, se disminuye gradualmente la temperatura de 95°C a 65°C durante 30 minutos, dando
lugar a la renaturalizacion de las hebras de ADN separadas. Este proceso permite detectar las
mutaciones en funcion de las diferentes uniones de los fragmentos de gen amplificados
formadas en el proceso de renaturalizacion ya que se forman dos tipos de duplex:



e Homodtplex: hebras iguales a las originales, es decir, una doble hebra de ADN
silvestre, no enfermo; y la doble hebra con la mutacion.

e Heteroduplex: union de combinaciones de las cadenas sentido y antisentido de la
hebra silvestre con la mutada.

La DHPLC detecta las mutaciones segun los diferentes homodtplex y heterodiplex originados
a partir del fragmento de gen estudiado, tras el proceso de desnaturalizacion-renaturalizacion.
Las moléculas de ADN bicatenario quedan retenidas en la columna seguin su longitud, tras lo
cual son eluidas haciendo pasar por la columna un solvente organico como el acetonitrilo.
Dicha elucion es detectada mediante un sensor de radiacion ultravioleta a una absorbancia de
254 nm y, mediante un software apropiado, se traduce en la elaboracion de un cromatograma.
El tiempo de retencion del ADN en la columna varia con la temperatura de ésta:

= A temperaturas menores de 50°C el orden de elucidn depende unicamente de la
longitud de la doble cadena de ADN.

e Por el contrario, a temperaturas mayores de 50°C las moleculas de ADN se
desnaturalizan, separandose en dos cadenas simples complementarias. La
desnaturalizacion en los heterodlplex es mas extensa que la correspondiente a los
homoduplex que, gracias a su perfecto emparejamiento de sus bases, son menos
termolabiles; como resultado, los heterodiplex se retienen menos, eluyendo antes que
los homodiplex. En el correspondiente cromatograma, esto se refleja como la
presencia de uno o mas picos adicionales, dependiendo del niimero de mutaciones que
existan. La inestabilidad térmica de los heterodiiplex estara en funcion de los puentes
de hidrogeno entre las bases que produzcan la mutacion y de la influencia de la
secuencia proxima.
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Figura 1: Formacion de los homoduplex y heteroduplex. Deteccion en el equipo.

2. Aplicaciones de la técnica DHPLC en el campo microbiano I:
Identificacion microbiana

Inicialmente el equipo se disefid pensando en satisfacer necesidades médicas, para el campo
de investigacion en medicina, deteccidon de mutaciones y diagnéstico de cancer. Las

2



aplicaciones microbiolégicas surgieron después y en esfos (ltimos afos ha quedado
sobradamente demostrada su utilidad para separacién de especies microbianas, estudios de
resistencia antimicrobiana e identificacion y seguimiento de poblaciones. Se basa en identificar
los diferentes tiempos de retencién de cada especie microbiana, de acuerdo a diferencias en la
secuencia del gen objeto de estudio.

De la muestra se realiza siempre en primer lugar una extraccion del DNA, después se amplifica
el gen objeto de estudio. Basandose en diferencias en la secuencia para las distintas
especies/cepas se obtienen distintos tiempos de retencion. El DHPLC nos dara un pico
diferente para cada especie. Esto nos evitaria el tener que secuenciar, o, en todo caso, seria
una prueba adicional.

Ademas, el equipo permite la separacion de los diferentes picos en una muestra compleja.

Figura 2: Cromatograma de vinagre de vino blanco (negro) y de distintas cepas acéticas de referencia
(color)

En nuestro grupo de investigacion se han caracterizado los tiempos de retencion para distintas
cepas acéticas de referencia con objeto de poner a punto la técnica DHPLC para analizar
vinagres con cepas salvajes. El perfil de picos obtenido de [os diferentes vinagres puede ser
comparado con las cepas de referencia. También es posible recolectar los picos obtenidos y
secuenciarlos.

Ademas se han trabajado con distintos genes (165 rRNA, HSP60, RecA) en bacterias lacticas
{Bifidobacterium y Lactobacilus) optimizando las condiciones de identificacién en el equipo.
Con todos los genes estudiados el resultado parece ser el mismo, hay diferencias significativas
en los tiempos de retencion de distintas especies pero no se consigue una discriminacion
suficiente a nivel de cepa. El analisis estadistico indica que hay diferencias significativas
(significacion p < 0.05) entre los tiempos de retencion de determinadas especies. El analisis de
los tiempos de retencidn por cepas indica que no hay diferencias significativas entre los
tiempos de retencion de las cepas de las especies B. longum, B. breve, L. gasser. En el caso
de B. bifidum habria diferencias significativas entre la cepa 0244 y las demas excepto con la
cepa 0103 (p = 0.055) y con la cepa 0242 (p = 0.159).

En el caso de L. casei si que habria diferencias significativas entre la cepa 0681 y las cepas
0687 (p = 0.016), 0691 (p = 0.021) y 0694 (p = 0.036). En las cepas de L. rhamnosus hay
diferencias significativas entre la cepa 0683 y la 0692 (p =0.024).
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Figura 3: Tiempos de retencion para el gen 16S rRNA de distintas especies y cepas de las especies L.
caseiy L. hamnosus

3. Aplicaciones de la técnica DHPLC en el campo microbiano Il: Seguimiento
de dinamica poblacional (fermentaciones)

La técnica DHPLC puede resultar de gran utilidad para seguir la dinamica poblacional en
distintos ambientes como la microbiota de suelos, aguas, flora intestinal, fermentaciones
(quesos, vinagres, carnicos, efc). En la figura 4 se muestran los resultados de la técnica para
analizar la flora presente en quesos. Se identificaron distintas cepas de referencia de
Lactococcus, Lactobacilos, Estreptococos y Pediococos. Cada uno con un tiempo de retencion
diferente. Tras identificar y caracterizar las cepas de referencia se estudio la dinamica de la
poblacion desde la leche hasta el queso madurado

Figura 4: Cromatogramas de la dinamica poblacional durante la fabricacion de un queso. *Trabajo

realizado por el INRA (Insfitut National de la Recherche Agronomique) francés



En la figura 5 las flechas representan un incremento o descenso de la poblacion. Tras optimizar
la tecnica han conseguido hacer el seguimiento de la poblacién tomando muestras de agua
marina de una determinada regién de Japon. Hacen el seguimiento cada dos semanas de
Septiembre a Noviembre.
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Figura 5: (Baarlan et al., 2005)
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