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El sistema intestinal és el més colonitzat

(bacteris , fongs, virus, protozous)

“Microbiota intestinal”

Espècies diferentes de bacteris

(500-1000)

Anaerobis, anaerobis facultatius

Tiihonen et al Ageing Res. Rev. 9: 107–16. (2010) .

La microbiota compleix importants 
funcions. Es considerada un òrgan

Gran capacitat metabòlica i una 
dotació gènica que excedeix 100 

vegades la de l’hoste

Tracte gastrointestinal i microbiota



O’Hara & Shanahan (2006) EMBO reports, 7:688-693

Funcions de la microbiota



Muniz, L. R., Knosp, C., and Yeretssian, G. Frontiers in Immunology, 3, 310. (2012).

1- Capa de mucus

2- Cèl·lules epitelials

3- Sistema immunitari

Mucosa intestinal

Comunicació microbiota-hoste

Johansson et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105: 15064–9. (2008)



Administració
de Probiòtics

Hering, J., Fromm, M., and Schulze, J-D. (2012) J. Physiol.  590:1035-1044

Comunicació microbiota-hoste

Alteracions:

1.Expressió de proteïnes de TJ.

2.Redistribució subcel·lular 
(PKCϚ)

PKCϚ
P



Probiòtics

Escherichia coli: 

- E. coli Nissle 1917  (EcN)

Lactobacillus:

- Lactobacillus GG (LGG)

- L. acidophilus LA-1

- L. casei

- L. plantarum

- L. debrueckii bulgaricus

Bifidobacterium:

- B. longum

- B. infantis

- B. termophilum

- B. bifidum

Streptococcus:

- S. salivarius

Saccharomyces boulardii

Efecte antagònic sobre 
microorganismes patògens

Efecte sobre 
mucosa intestinal

Modulació de la 
resposta immunitària

Factors fitness
Inhibició de la invasió

Síntesi de mucus
Formació de biofilms

Tight Junctions

Secreció de citocines i defensines

Microorganismes probiòtics



Comunicació entre la microbiota i l’epiteli intestinal

Factors secretats pels bacteris :
- Proteïnes i altres factors secretats
- Vesícules de membrana externa (OMVs) 

Epiteli Intestinal:
- Superfície d’interacció amb els bacteris

Capa Interna

Capa Externa

Johansson et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105: 15064–9. (2008)



Bacteris Gram-negatius

Actuen com vehicles d’alliberament a distància:

• Proteïnes  i altres components de la membrana externa.

• Proteïnes de periplasma

• Algunes proteïnes citosòliques

• DNA i RNA

• Metabolits

Vesícules de membrana externa

Kuehn, M. J., & Kesty, N. C. (2005). Genes Dev. 19, 2645-2655. 



Lee, et al. Proteomics Clin. Appl. 2016 10:897–909

Funcions de les vesícules

Contribute to intestinal health by
immunomodulating host responses

OMVs commensal strains



in vivo
-Explants de teixit colonic

- Model de colitis 
experimental en ratolí

EcN EcoR12
.....

Capa de mucus

Cèl·lules epitelials

Sistema immunitari
Modulació de la resposta 

immunitària

EFECTES DE LES OMVs I ALTRES 
FACTORS SECRETATS SOBRE LA 

BARRERA INTESTINAL

Reforç de les tight junctions (EcN)

INTERNALITZACIÓ DE LES OMVs

AILLAR LES OMVS I CARACTERITZAR 
EL SEU PROTEOMA

ALLIBERAMENT DE CITOQUINES

LINIES CÈL·LULARS 
• HT-29
• T-84
• Caco-2

PBMC

EcoR63

Aportacions sobre l’efecte de factors secretats per  Escherichia coli
Nissle 1917 (EcN) i soques comensals sobre la barrera intestinal



Obtenció de vesícules i factors secretats solubles 

Cultiu EcN – EcoR63
LB- o DMEM - O/N

Concentració del sobrenedant
10,000 NMWL

Sobrenadant
(Lliure de cèl·lules) 

Bacteris+

Centrifugació 10.000xg

Filtració 

OMVs

Centrifugació 150.000xg i
separar sobrenedant i sediment

Comprovar esterilitat

Quantificació

Guardar -20˚C

Sobrenedant 

lliure d’OMVS. 
(COF-SN)

Sediment 
d’OMVs

Resuspensió en PBS

SN



Vesícules de membrana externa 

EcN OMVs

EcoR12 OMVs

200 nm
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MS
Identificació 
de proteïnes

Classificació en 
grups funcionals i 
predicció in silico de 
la funció

Proteoma de la soca Nissle 1917



Anàlisi proteòmic de OMVs en DMEM

OMVs

Proteïnes totals

Prèviament 
descrites en 
OMVs d’ E. 
coli K-12

Prèviament 
descrites en 
OMVs de 
patògens

No descrites 
prèviament en 
OMVs

M. Externa   Periplasma  M. Interna citoplasma  No conegudes

Aguilera et al. Proteomics 2014 14(2-3):222-9. 



Funcions de les vesícules a EcN

Receptors : Vitamina B12 (BtuB)

Captadors de ferro: IutA, IroN, FecA

Transportadors ABC de:

- Nutrients: BtuB, FadL

-Ions inorgànics: FhuA

-Aminoàcids i sucres: GlnH, MetQ, MalE

Resistencia: BtuB,,OmpF, OmpA

Estres oxidatiu: DsbC, TrxA, HslU

Murein hidrolases: MltA, MltB, EmtA

Lipopolisacarid: LPS

Proteases: Pic

Adhesió: Fim1C, OmpA, Iha, Ag43

Flagel: FliC, FliD, FlgK, FlgE, FlgG

Porines: OmpA, OmpF, OmpC, OmpX

Metabolic enzymes: AsnB, Eno,GapA

Adhesió a la cèl.lula hoste

Proteïnes Metaboliques: CadA

(disminueix l’adhesió d’altres bacteris)

Altres: PpiA (evita reconeixement per macròfags)

Promouen respostes inflamatòriesProtecció a antibiotics, virus, 
bacteris i d’altres

Adquisició de nutrients 

Mort bacteriana

Factors immunomoduladors i de 
virulència

Aguilera et al. Proteomics 2014 14(2-3):222-9. 



Receptors  que reconeixen patrons microbians (PRR)



OMVs
EcN – EcoR12

Fusió/ internalizació amb
la cèl·lula hoste

Emissió de 
fluorescència

Quenching de la 
fluorescència

Membrana plasmàtica

R-18

R-18
Emissió de 

fluorescència

Rodamina R-18

Internalització

MESURA DE LA FLUORESCÈNCIA

MICROSCOPIA CONFOCAL



Modulus™ Microplate

Cèl·lules HT-29 a confluència  

Entrada d´OMVs a l’interior cel·lular



HT-29 Control

OMVs  EcN

90 min

4˚C 

37˚C 

Membrana cel·lular amb WGA Alexa Fluor 488

Nucli DAPI

OMVs marcades amb Rodamina R-18

Internalització



Vies d’ internalització d’OMVs

• Endocitosi mediada per Caveoles

• Endocitosi mediada per Clatrina 

Procés d’incorporació de molècules
de manera específica, per l’acció de
receptors de membrana.

Associada a dominis lipídics de
membrana “Lipid Raft” que
afavoreixen la unió de
determinades molècules.

Endocitosi
mediada per 

clatrina

Caveoles
Lipid raft

Clorpromazina Filipina III

INHIBIDORS E. coli enterohemorràgica
Bielaszewska et al. (2013) PLoS Pathog. 12:e1003797 

E. coli enterotoxigènica
Kesty et al. (2004) EMBO J. 23:4538-4549

O'Donoghue and Krachler. Cell Microbiol. 2016 Nov; 18(11): 1508–1517. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5091637/


HT-29 Control

OMVs EcoR12

OMVs EcoR12

Pre-incubació 60 min

Internalització per endocitosi

OMVs EcN
Filipina III

(lipid rafts)

Clorpromazina
(clatrina)

OMVs EcN

Membrana cel·lular amb WGA Alexa Fluor 488

Nucli DAPI

OMVs marcades amb R-18



Clatrina

PH àcid 

Lysosome

Cañas et al. (2016) PLoS One 11(8:e0160374. doi: 10.1371/journal.pone.0160374.



Vies de Senyalització a través de receptors intracel·lulars NOD1 i NOD2

Sakhon et al Front Microbiol. 2013; 4: 308. 

IL-6
IL-8
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Obtenció i caracterització de T-84 Konckdown en NOD1 o NOD2



siRNA NOD1 siRNA NOD2

siRNA scramble
Cèl.lules control

Obtenció i caracterització de T-84 Konckdown en NOD1 o NOD2

siRNA NOD1 siRNA NOD2

siRNA scramble
Cèl.lules control

+ OMVs + OMVs + OMVs

Cèl·lules: Anàlisi de l’expressió del mRNA de IL6 i IL8 per RT-qPCR

Sobrenedant: determinació per ELISA de les proteïnes  de IL-6 i IL-8

1)

2)
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Participació de NOD1 en la senyalització per OMVs

RT-qPCR

ELISA
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La senyalització en cèl.lules T-84 per OMVs d’EcN i EcoR63 no depèn de NOD2

RT-qPCR



Efectes sobre la funció de barrera:

La producció de mucus

La secreció de pèptids antimicrobians

La formació de tight junctions

Modulació del sistema inmunitari

Factors que incrementen la funció de barrera de la mucosa intestinal 

Producció de mucus                          Secreció de pèptids 
antimicrobians

b-defensina 2
Muniz et al. Frontiers in Immunology, 3, 310. (2012).

Globet Cells 
productores de 
Mucina

Fabrega et al. (2016).Front Microbiol. 11;7:705. 

MODEL EX VIVO: 
TEIXIT COLÒNIC HUMÀ

b-defensina 2
Muc2

RT-qPCR



La formació de tight junctions

Modulació del sistema immunitari

Funció de Barrera



Funció  tight junctions:
-eviten la difusió de substancies tòxiques o  la invasió per microorganismes. 
-controlen el moviment de fluids i soluts a través de l’espai paracel·lular. 

Tight Junctions



Cohesió: Claudina 1,3, 4,5, 18 

Permeabilitat paracel.lular:Claudina 2,10,14, 15

Senyalització per controlar l’ homeòstasi 

Claudines: 27 components

Tight Junctions



EcN regula la barrera intestinal 
incrementant  l’expressió de 
proteïnes de tight junctions

Claudina 14
ZO1

ZO1

ZO1

ZO1
ZO1

ZO1

ZO2

TcpC
present en el sobrenedant 
dels cultius

+

Tight Junctions



TcpC
_

Tight Junctions



Claudina 14
ZO1

ZO1

ZO1

ZO1
ZO1

ZO1

ZO2

TcpC
Està present en el 
sobrenedant dels cultius

+

Participa TcpC en 
aquesta regulació?

Es regulen ZO1, 
ZO2  i Claudina 14 
per factors 
secretats?

Tight Junctions

Hi ha altres 
claudines regulades?



Funció de TcpC sobre la barrera epitelial

TER= Resistència 
Elèctrica Transepitelial

Cèl·lules epitelials T-84 
diferenciades
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Funció de factors secretats sobre la barrera epitelial en cèl·lules T-84

EcN ------> EcN tcpC

EcoR63 ---> EcoR63 tcpC

Cultius en DMEM

COF-SN OMVs

TER= Resistència Elèctrica 
Transepitelial

Cèl·lules epitelials T-84-
diferenciades



Anàlisi transcripcional de gens que codifiquen proteïnes de les Tight Junctions
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RT-PCR



CF-SN OMVs

C
o
n
tr
o
l

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka

n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka

n

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka

n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka

n

ZO-1

Occludin

Claudin-2

B-Actin

118	kDa

52	KDa

25	kDa

42	kDa

(A)

0

50

100

150

200

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
ve

to
	β
-a
ct
in
)

ZO-1

a
a

a a a
a

a

b

0

20

40

60

80

100

120

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
a
n
d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
v
e
to
	β
-a
ct
in
)

OCLUDIN

0

20

40

60

80

100

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
a
n
d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
v
e
to
	β
-a
ct
in
)

CLAUDIN-2

a a

a
a a

a a a

COF-SN OMVs

(B)

CF-SN OMVs

C
o
n
tr
o
l

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka

n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka

n

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka

n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka

n

ZO-1

Occludin

Claudin-2

B-Actin

118	kDa

52	KDa

25	kDa

42	kDa

(A)

0

50

100

150

200

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
ve

to
	β
-a
ct
in
)

ZO-1

a
a

a a a
a

a

b

0

20

40

60

80

100

120

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
a
n
d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
v
e
to
	β
-a
ct
in
)

OCLUDIN

0

20

40

60

80

100

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
a
n
d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
v
e
to
	β
-a
ct
in
)

CLAUDIN-2

a a

a
a a

a a a

COF-SN OMVs

(B)

CF-SN OMVs

C
o
n
tr
o
l

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka

n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka

n

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka

n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka

n

ZO-1

Occludin

Claudin-2

B-Actin

118	kDa

52	KDa

25	kDa

42	kDa

(A)

0

50

100

150

200

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
ve

to
	β
-a
ct
in
)

ZO-1

a
a

a a a
a

a

b

0

20

40

60

80

100

120

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
a
n
d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
v
e
to
	β
-a
ct
in
)

OCLUDIN

0

20

40

60

80

100

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
a
n
d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
v
e
to
	β
-a
ct
in
)

CLAUDIN-2

a a

a
a a

a a a

COF-SN OMVs

(B)

CF-SN OMVs

C
o
n
tr
o
l

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka

n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka

n

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka

n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka

n

ZO-1

Occludin

Claudin-2

B-Actin

118	kDa

52	KDa

25	kDa

42	kDa

(A)

0

50

100

150

200

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
ve

to
	β
-a
ct
in
)

ZO-1

a
a

a a a
a

a

b

0

20

40

60

80

100

120

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d	
in
te
ns

it
y

(r
el
at
iv
e
to
	β
-a
ct
in
)

OCLUDIN

0

20

40

60

80

100

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d	
in
te
ns

it
y

(r
el
at
iv
e
to
	β
-a
ct
in
)

CLAUDIN-2

a a

a
a a

a a a

COF-SN OMVs

(B)

CF-SN OMVs

C
on

tr
o
l

Ec
N

Ec
N
tc
pC

::
ka

n

EC
O
R6

3

EC
O
R6

3
tc
pC

::
ka

n

Ec
N

Ec
N
tc
pC

::
ka

n

EC
O
R6

3

EC
O
R6

3
tc
pC

::
ka

n

ZO-1

Occludin

Claudin-2

B-Actin

118	kDa

52	KDa

25	kDa

42	kDa

(A)

0

50

100

150

200

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
ve

to
	β
-a
ct
in
)

ZO-1

a
a

a a a
a

a

b

0

20

40

60

80

100

120

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d	
in
te
ns

it
y

(r
el
at
iv
e
to
	β
-a
ct
in
)

OCLUDIN

0

20

40

60

80

100

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d	
in
te
ns

it
y

(r
el
at
iv
e
to
	β
-a
ct
in
)

CLAUDIN-2

a a

a
a a

a a a

COF-SN OMVs

(B)

CF-SN OMVs

C
on

tr
o
l

Ec
N

Ec
N
tc
pC

::
ka

n

EC
O
R6

3

EC
O
R6

3
tc
pC

::
ka

n

Ec
N

Ec
N
tc
pC

::
ka

n

EC
O
R6

3

EC
O
R6

3
tc
pC

::
ka

n

ZO-1

Occludin

Claudin-2

B-Actin

118	kDa

52	KDa

25	kDa

42	kDa

(A)

0

50

100

150

200

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d
	i
n
te
n
si
ty

(r
e
la
ti
ve

to
	β
-a
ct
in
)

ZO-1

a
a

a a a
a

a

b

0

20

40

60

80

100

120

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d	
in
te
ns

it
y

(r
el
at
iv
e
to
	β
-a
ct
in
)

OCLUDIN

0

20

40

60

80

100

EcN ECOR63 EcN ECOR63

B
an

d	
in
te
ns

it
y

(r
el
at
iv
e
to
	β
-a
ct
in
)

CLAUDIN-2

a a

a
a a

a a a

COF-SN OMVs

(B)

Anàlisi de l’expressió de proteïnes de les Tight Junctions en cèl·lules  T-84

Western-Blot



C
o
n
tr
o
l

EC
O
R
1
2

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka
n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka
n

(A)
ZO-1

COF-SN OMVs

(B)

COF-SN

0

400

800

1200

1600

IU
			
Z
O
-1

a

a

b

b

0

400

800

1200

1600

IU
			
ZO

-1

a a
a

a

OMVs

Co
nt
ro
l

EC
O
R1

2
Ec
N

Ec
N
tc
pC

::k
an

EC
O
R6

3
EC
O
R6

3t
cp
C:
:k
an

(A)
ZO-1

COF-SN OMVs

(B)

COF-SN

0

400

800

1200

1600

IU
			
ZO

-1

a

a

b

b

0

400

800

1200

1600

IU
			
ZO

-1
a a

a
a

OMVs

C
o
n
tr
o
l

EC
O
R
1
2

Ec
N

Ec
N
tc
p
C
::
ka
n

EC
O
R
6
3

EC
O
R
6
3
tc
p
C
::
ka
n

(A)
ZO-1

COF-SN OMVs

(B)

COF-SN

0

400

800

1200

1600

IU
			
Z
O
-1

a

a

b

b

0

400

800

1200

1600

IU
			
Z
O
-1

a a
a

a

OMVs

COF-SN                      OMVs

Anàlisi per microscopia de fluorescència de ZO1 
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Anàlisi per microscòpia confocal de fluorescència d’Ocludina i de Claudina-2
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Claudina 14
ZO1

ZO1

ZO1

ZO1
ZO1

ZO1
Claudina 2

OMVs

ZO1
Claudina 14
Claudina 2
Ocludina =
Claudina 1=
ZO2=

COF-SN

TcpC depenent

TcpC independent

Si els factors secretats  COF-SN 
i OMVS  protegeixen del efectes 

nocius  d’EPEC? 

Claudina 2

Efectes  de les OMVs i COF-SN sobre proteïnes de les tight junctions



Disseny experimental

COF-SNOMVs

• EcN 
• ECOR63

EPEC
+

Microscopia confocal 3

64 X

Monocapes cèl·lules T-84

2 Expresió per RT-qPCR 

TER= Resistència Eléctrica 
Transepitelial

1

Sistema transwell

3h



OMVs i COF-SN d’ EcN i ECOR63

EPEC disminueix l’expressió a nivell de transcripció de ZO1, ZO2, ocludina i Claudina 14

La presencia d’OMVs i COF-SN eviten  la disminució produïda per EPEC de la 
expressió a nivell de mRNA de :
•Ocludina
•Claudina-14

EPEC disminueix un 50%TER 
La presencia d’OMVs i COF-SN eviten la seva disminució

1

2



Control EPEC

Microscopia confocal3

Ocludina

ZO-1

EPEC

COF-SNOMVs

EcN ECOR63EcN ECOR63EPEC

Anàlisi per microscòpia confocal de fluorescència d’Ocludina, ZO-1 



MODEL DE BARRERA 
INTESTINAL DANYADA

MODEL DE BARRERA 
INTESTINAL

MODEL EX VIVO:
TEIXIT COLÒNIC HUMÀ

PBMCs
(sist. Immunitari)

Monocapa
Caco-2

Teixit 
colònic

Fabrega et al. Front Microbiol. 2016 7:705

Modulació sobre el sistema immunitari

MODEL EXPERIMENTAL DE 
COLITIS INDUÏDA PER DSS EN 
RATOLÍ



Resposta immunitària

MODEL DE BARRERA 
INTESTINAL DANYADA

MODEL DE BARRERA 
INTESTINAL

MODEL EX VIVO:
TEIXIT COLÒNIC HUMÀ

MESURA DE CITOCINES ALLIBERADES AL MEDI

QUANTIFICACIÓ D’RNAm PER RT-qPCR
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Resposta immunitària

MODEL EX VIVO: TEIXIT COLÒNIC HUMÀ
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MODEL EX VIVO: TEIXIT COLÒNIC HUMÀ

Resposta immunitària. Anàlisi de l’expressió gènica

Incrementen en 
determinats 
càncers



Efecte protector d’OMVs en la colitis experimental induïda per sulfat de dextrà 

Control DSS + OMVs/ + DSS 
5 µg OMVs durant 20 dies 
DSS al 3% en l’aigua de beure  
durant 5-7 dies

Ànalisi durant els 5-7 dies de tractament

Consum de menjar

Evolució del pes corporal

Aparició de diarrees 

Sacrifici de l’animal i avaluació del paràmetres associats al dany
Paràmetres macroscòpics (relació pes/longitud del colon)
Estudis microscòpics
Obtenció de RNA del teixit colònic i anàlisi de citocines proinflamatories
Expressió dels enzims d’ estrés i dany tissular  (iNOS,COX2, metaloproteases, TFF3) molècules i 



Macroscopic and histological studies

DSS 

DSS OMVs

OMVs

DSS

E. coli Nissle 1917

Control

DSS 

OMVs

MMP-9

iNOS

TFF-3

MMP-2

IL-12

MIP-2

IL-17

INFϒ
IL-6

TNF-α

IL1-β

IL-10

DSS 

control

Amelioration of mucosal injury and 

inflammation

Colitis

DSS

RT-qPCR
5 µg/day

Loss weight

DAI

Histological score

(free from bacteria)

Grup control no colitic

DAI score: animal body weigth, presence of gross blood in the faeces, stool consistence.

Histological score: Ulceration, infiltration, edema and the condition of crypts

Efecte protector d’OMVs en la colitis experimental induïda per sulfat de dextrà 



GRUP D´INVESTIGACIÓ Comunicació entre la microbiota i 

l’epiteli intestinal


