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Resumen 
 

High Throughput Screening (HTS) comprende un conjunto de técnicas que permiten el 

análisis masivo de células y compuestos bajo condiciones dadas. Surge a finales del siglo XX 

frente a la necesidad de acelerar el descubrimiento de nuevos fármacos, extendiéndose en los 

últimos años a blancos de estudio de otras áreas como la biotecnología. Este trabajo consistió 

en el desarrollo de una plataforma de HTS para el análisis masivo de microorganismos y sus 

derivados. En particular, el foco de estudio fue la producción de compuestos antimicrobianos 

por parte de bacterias del suelo y su actividad frente a Escherichia coli y Salmonella enterica, 

patógenos de relevancia mundial de acuerdo a la Organización Mundial de la Salud. Se 

plantearon tres ensayos para su estudio. Los dos primeros evaluaron la producción de 

metabolitos secundarios en condiciones de cultivo estándar o co-cultivo, y el tercero, el 

estudio de la interacción en el co-cultivo en tiempo real, utilizando como herramienta la 

fluorescencia. Del primer ensayo se obtuvieron 15 aislamientos positivos para inhibición de 

crecimiento de al menos uno de los patógenos evaluados. En el segundo ensayo no se 

pudieron obtener resultados concluyentes y el tercero no pudo ser realizado. Con el objeto de 

validar, se compararon los resultados de la primera experiencia con el método de soft agar, en 

el que se obtuvieron 24 aislamientos positivos, 6 coincidentes entre ambas técnicas. Por 

último, se caracterizaron los aislamientos positivos para el soft agar mediante secuenciación 

del gen que codifica para el ARN ribosomal 16S, encontrándose bacterias de los géneros 

Bacillus (71 %), Pseudomonas (8 %), Lysinibacillus (4 %) y Streptomyces (4 %). El 

porcentaje restante no pudo ser caracterizado. Si bien es necesario realizar ajustes a la técnica 

desarrollada, la misma representa un potencial significativo para otras aplicaciones como la 

búsqueda de bacterias funcionales, enzimas, pigmentos, entre otros. 
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1 Introducción 
 

1.1 High Throughput Screening 
 

En la actualidad, un paso crítico durante el desarrollo de fármacos es el descubrimiento de 

sustancias con potencial para tratar blancos terapéuticos novedosos. En las últimas décadas, 

los avances en biología celular, secuenciación genómica y bioinformática, permitieron el 

estudio de vías de transducción de señales, así como también de puntos de control 

bioquímicos novedosos. Esto facilitó la identificación de potenciales fármacos a una tasa sin 

precedentes en la industria (1). 

 

El tratamiento exitoso de blancos terapéuticos  se tradujo en un alto número de ventas para las 

compañías farmacéuticas. Sin embargo, para que este número aumente a la par de la 

necesidad mundial de medicamentos, la tasa de ingreso al mercado de nuevos fármacos 

debería acelerar. Esta aceleración se ve imposibilitada porque un ínfimo porcentaje de todos 

los compuestos analizados logran completar el proceso de desarrollo (aproximadamente uno 

de cada siete millones). Teniendo en cuenta lo anterior, se puede concluir que, para aumentar 

el número de fármacos comercializados, se debe incrementar el número de sustancias 

potenciales en estudio. Para ello, se requiere un aumento en el número de proteínas dirigidas y 

seleccionadas contra librerías de compuestos químicos en expansión. Un componente crucial 

de dicho proceso es el tamizaje de alto rendimiento o High Throughput Screening (HTS) (1). 

 

El estudio sistemático de nuevos fármacos comenzó hace 100 años, cuando la química 

alcanzó cierto grado de madurez que permitió aplicar sus principios y métodos fuera del área, 

y la farmacología se consagró como una disciplina científica bien definida. Al comienzo, los 

screenings estaban basados en lecturas fenotípicas, pero fue progresando hasta hoy en día, 

que son impulsados por targets moleculares que dependen de lecturas bioquímicas para su 

análisis (2). 

 

High Throughput Screening comprende una serie de métodos en los cuales una gran cantidad 

de compuestos son sujetos al estudio simultáneo bajo condiciones dadas (3). Hoy representa 

el principal abordaje para el descubrimiento de nuevos fármacos, siendo un método estándar 

para la industria farmacéutica. En la misma, un amplio número de moduladores biológicos y 

efectores son testeados contra targets específicos. Puede ser utilizado para el screening de 

amplias librerías que incluyen compuestos químicos, proteínas, péptidos, genes, así como 

también células vivas. Además del descubrimiento de nuevos fármacos, estas tecnologías 

también se utilizan para realizar una caracterización metabólica, farmacocinética y 

toxicológica de los mismos (4). 

 

La tecnología HTS se basa en el uso de la automatización, ensayos miniaturizados y el 

análisis de datos a gran escala (5). Esto es posible gracias al uso de la robótica para el manejo 

de volúmenes pequeños de líquido y detectores sensibles y software para el procesamiento y 

control de datos (6). La disminución del tiempo destinado a investigación y desarrollo junto 
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con la miniaturización, reduce costos (4). A su vez, puede significar una mayor independencia 

de recursos humanos, ya que actualmente la mayoría de los screenings pueden operar con 

poca intervención humana (6). 

 

El uso de microplacas de alta densidad (como las de 96, 384 y 1536 pocillos) supone además 

poder analizar un alto número de muestras por día, pudiendo ir desde 10.000 hasta más de 

200.000 según la cantidad de pocillos en la microplaca utilizada (7). En el caso de tecnologías 

modernas de ultra HTS es posible alcanzar volúmenes de trabajo del orden de picolitros en 

placas de hasta 3456 pocillos (8). 

 

Independientemente del formato de HTS elegido para trabajar, existen tres pasos generales 

para la realización de la técnica: 1) preparación de las muestras, 2) manipulación de las 

mismas y 3) lecturas y obtención de datos (3). A su vez, existen diversos factores clave del 

proceso de optimización, los cuales consolidan el éxito de la técnica. Entre ellos el tiempo, los 

costos y la calidad, relacionados tal como puede observarse en la Figura 1 (9). 

 

 

Como toda tecnología,  HTS también presenta limitantes. 

 

A pesar de que existe un creciente número de librerías de compuestos accesibles para la 

academia, para asegurar su calidad es necesario establecer estándares universales y mantener 

las buenas prácticas (10). 

 

En segundo lugar, ninguna de las tecnologías de HTS existentes se encuentra desprovista de 

artefactos, sobre todo aquellos derivados de la propia naturaleza de los compuestos y los 

medios utilizados. Es por esto que en el descubrimiento de nuevas moléculas se debe prestar 

mayor atención a la identificación de estos artefactos para poder removerlos y evitar así, 

falsos positivos (9). 

 

Figura 1 - Factores clave para la optimización de HTS. Figura 

tomada y adaptada de The Future of High-Throughput 

Screening. 
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En tercer lugar, existen problemas asociados al uso de la robótica, entre los que se encuentran: 

largos tiempos de diseño e implementación, operación inestable del robot y limitadas 

capacidades de recuperación frente al error. Estos problemas pueden ser atribuidos a la 

arquitectura de integración del robot, al pobre diseño de software, así como ciertas 

incompatibilidades en los equipos utilizados en el ensayo (11). 

 

La innovación en alternativas de HTS es crucial para superar las limitantes inherentes al 

ensayo. Asimismo, previo a la implementación de toda técnica novedosa, esta debe ser 

validada. 

 

1.1.1 Validación 
 

El proceso de validación debería poder discernir la robustez y la confianza del ensayo, 

además de asegurar que el mismo cumple con cierto criterio para su ejecución efectiva. Si 

bien no es universalmente aplicada, la validación lleva consigo ciertas ventajas dentro de las 

que se encuentran: estandarización del ensayo (reproducibilidad) y generación de información 

valiosa para el mejoramiento del mismo, reducción de las chances de fracaso (ahorro de 

tiempo y costos asociados), consistencia y control de calidad (12). 

 

En un proceso de validación, se debe verificar que los parámetros de desempeño de un ensayo 

otorgan información suficiente para responder al problema en particular para el cual se 

diseñó. A su vez, permite conocer las limitantes del ensayo (13). 

 

La validación ï que puede ser vista como un proceso continuo ï incorpora conceptos tales 

como: diseño, selección, factibilidad, desarrollo, establecimiento del método, características 

de desempeño, monitoreo, optimización, cambios y revalidación, entre otros. De todas 

maneras, muchas aplicaciones pueden encontrarse restringidas por razones de tiempo y 

recursos, y en ese caso, solo la optimización y estandarización del ensayo se consideran 

relevantes. En conclusión, la extensión de la validación depende del propósito del resultado 

del ensayo (13). 

 

1.2 Bacterias 
 

Las bacterias han influido en la vida del hombre a lo largo de la historia. En un primer 

momento, aprovechando sus características metabólicas sin ser conscientes de ello (con la 

producción de fermentos), para luego, con su descubrimiento, estudio y posterior explotación, 

colonizar otras áreas del saber humano (medicina, industrias alimenticia y cosmética y 

biotecnología). La investigación derivada del descubrimiento de las bacterias llevó a que, en 

la actualidad, la diversidad de los productos microbiológicos industriales abarque enzimas, 

antibióticos e incluso subproductos o productos secundarios del metabolismo de los 

organismos, como los alcoholes (14). 
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Las bacterias son microorganismos unicelulares que presentan diversidad de formas (cocos, 

bacilos, espirales) y tamaños, que van desde unas cuantas micras hasta cientos de ellas. A 

pesar de ser un dominio muy heterogéneo, comparten varias características a nivel de 

estructura celular. Las principales son: una pared celular compleja con presencia de 

peptidoglicanos, la falta de una membrana que proteja su material genético (ubicado en una 

región denominada nucleoide) y la carencia de organelos membranosos. Aunque parezcan 

organismos simples, poseen una extraordinaria adaptabilidad, lo que les permite la 

supervivencia en ambientes con condiciones extremas, ya sea el bajo pH presente en el 

estómago humano como las altas temperaturas de géiseres (14). 

 

Estos microorganismos se reproducen mediante el mecanismo de fisión binaria, lo que 

implica que por célula viable se obtienen dos células hijas idénticas, cada una con un 

cromosoma bacteriano y los componentes celulares correspondientes. El crecimiento 

bacteriano in vitro y su estudio en el laboratorio suele darse en medios de cultivo líquidos 

(químicamente definidos o no) y en modalidad batch. Es decir, se incuban los 

microorganismos con un único lote de medio de cultivo en un recipiente acorde. Debido a que 

el medio de cultivo no se renueva, los nutrientes son consumidos por las bacterias y los 

desechos metabólicos se acumulan acorde la población bacteriana aumenta (14). 

 

El crecimiento de una población bacteriana en un sistema cerrado se puede graficar como el 

logaritmo del número de células viables en función del tiempo (14). También se pueden 

utilizar medidas indirectas como la densidad óptica característica a 600 nm (OD600). En este 

escenario, se obtiene una gráfica de crecimiento similar a la de la Figura 2. 

 

En la misma, se observan cuatro zonas definidas, caracterizadas por una etapa del crecimiento 

celular. En la primera etapa, o etapa lag, las células se adaptan al medio de cultivo y sintetizan 

los componentes necesarios para poder proliferar en este nuevo ambiente. En la fase 

exponencial, o fase log, los microorganismos crecen y se dividen a la máxima velocidad 

posible, dado su potencial genético y las características del medio de cultivo y ambientales 

(temperatura, aireación). En este momento, los microorganismos consumen rápidamente los 

nutrientes que eventualmente escasearán, lo que lleva a la siguiente etapa en la Figura 2, la 

fase estacionaria. En esta etapa, el número de células viables se mantiene relativamente 

constante, razón por la cual se observa una meseta. Luego, comienza la fase de senescencia o 

muerte en la cual el número de células viables decrece exponencialmente (14). 
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Tradicionalmente, las bacterias se clasificaban de acuerdo a distintos criterios observables: 

metabolismo, morfología, habilidad de colonizar un ambiente específico y respiración (14). 

Dado el avance de la genómica, la taxonomía microbiológica actualmente se deduce mediante 

diferencias en la secuencia génica de los organismos. El gen más importante en la filogenia 

procariota es el gen que codifica para ARNr 16S, presente en todas las células. Este gen posee 

aproximadamente 1500 pares de bases de largo, con regiones conservadas (que permiten la 

alineación de secuencias) y regiones variables e hipervariables (que permiten la 

discriminación de los distintos organismos a nivel de género) (15). 

 

1.2.1 Bacterias del suelo 
 

El suelo es la mezcla natural de material orgánico e inorgánico en la superficie de la Tierra 

que provee un ambiente para el desarrollo de organismos vivos. El hábitat del suelo se define 

como la totalidad de organismos vivos incluyendo plantas, animales y microorganismos, así 

como el componente abiótico. La naturaleza exacta del hábitat en el cual la comunidad de 

microorganismos se desarrolla es fruto de la interacción entre clima, vegetación y geología 

(15). La misma determina no solo la abundancia relativa de especies, sino también la 

interacción entre ellas. Las poblaciones bacterianas del suelo juegan roles importantes en 

ciclos de nutrientes incluyendo la nitrificación, la oxidación del hierro y el azufre, fijación de 

nitrógeno atmosférico y la oxidación del manganeso, entre otros (16). 

 

Los filos bacterianos predominantes en el hábitat terrestre son Proteobacteria, Actinobacteria 

y Acidobacteria (17). 

 

El filo  Proteobacteria es el de mayor abundancia relativa en el suelo (17). A su vez, dentro de 

este filo, la clase a-proteobacteria es la más representada. Esta clase incluye la mayoría de las 

Figura 2 - Gráfica de cinética del crecimiento microbiológico en modalidad batch. 

Imagen tomada y adaptada de Prescott´s Microbiology (ninth edition). 
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proteobacterias oligotróficas, aunque algunas evolucionaron para vivir de modo estrictamente 

parasitario. Algunos géneros dentro de esta clase presentan modos metabólicos inusuales 

como metilotrofía (Methylobacterium), quimiolitotrofía (Nitrobacter) y la habilidad de fijar 

nitrógeno (Rhizobium) (14). 

 

El filo Actinobacteria por su parte, segundo en abundancia relativa en el suelo (17), se 

caracteriza por su alto porcentaje de contenido G-C genómico, así como por su pared Gram-

positiva. Los géneros Streptomyces y Actinoplanes pertenecen a este filo (14). 

 

Aunque el filo de las Acidobacterias se halle tercero en abundancia relativa, el conocimiento 

del mismo aún es limitado. Esto se debe principalmente a la dificultad que presentan para su 

cultivo in vitro, por lo cual, previo a los estudios metagenómicos, el filo era virtualmente 

desconocido. A la fecha, existen 40 especies dentro del filo, heterótrofas y de diversa relación 

con el oxígeno (anaeróbicas, aeróbicas, microaerofílicas, etc.) (18). 

 

A pesar de que el suelo es un nicho desafiante y se halla expuesto a condiciones muy 

variables (19), la diversidad y cantidad de microorganismos en el mismo excede la de 

cualquier otro hábitat terrestre, pudiendo existir entre 109 y 1010 bacterias en tan solo un 

gramo de tierra (20). Además, existe redundancia funcional debido a que varias bacterias del 

suelo utilizan como fuente de carbono sustratos similares. Por esta razón, la competencia 

inter-específica por nutrientes y recursos en comunidades bacterianas del suelo es una de las 

mayores formas de interacción (19). 

 

Una de las estrategias más importantes en estas interacciones es la producción de metabolitos 

secundarios inhibidores del crecimiento (surfactantes, toxinas, antibióticos y otros), que 

pueden suprimir o matar a los microbios competidores. Aunque estos compuestos 

antimicrobianos suelen inhibir el crecimiento de otras bacterias, también pueden promoverlo, 

actuar como moléculas de señalización o modular la expresión génica bacteriana (en 

concentraciones sub-inhibitorias) (19). 

 

En particular, los antibióticos (o agentes antimicrobianos) son moléculas o sustancias 

selectivamente tóxicas para microorganismos que inhiben uno o más procesos vitales (síntesis 

de la pared celular, síntesis proteica, funcionamiento de la membrana plasmática) (21). 

Químicamente, los antibióticos son muy diversos. Por ejemplo, la penicilina posee un anillo 

tiazolidina unido a un anillo ɓ-lactámico que porta un grupo amino secundario, la 

vancomicina es un glicopéptido, los macrólidos poseen un anillo lactona unido a uno o varios 

azúcares. Esta variabilidad les permite como grupo interactuar con, o inhibir, distintos 

procesos moleculares en la célula bacteriana (14). 

 

La mayoría de los antibióticos utilizados en la clínica son producidos por microorganismos 

(como metabolitos secundarios en su fase estacionaria del crecimiento) o derivados sintéticos 

de ellos. Streptomyces, Actinoplanes, Bacillus y Pseudomonas son algunos de los géneros de 

bacterias que producen antibióticos reportados (14). 
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En la naturaleza, los antibióticos pueden ser producidos luego de la percepción de señales 

ambientales específicas o de microorganismos cercanos. Efectivamente, varios estudios 

demuestran que se puede inducir la producción de antibióticos en bacterias del suelo al 

enfrentarlas a otras especies bacterianas (19). 

 

Así como existen los antibióticos como fruto de la interacción microbiológica en ambientes 

tales como el suelo, existe su contraparte: la resistencia a este tipo de sustancias. 

 

1.2.2 Resistencia a antibióticos  
 

Las bacterias resistentes a antibióticos son un problema muy grave para la salubridad a nivel 

global. En los últimos tiempos, bacterias clínicamente relevantes han presentado resistencia a 

múltiples antibióticos generando problemas para el público en general (alta morbi-mortalidad) 

y para hospitales (estadía prolongada de pacientes, altos costos de antibióticos nuevos), entre 

otros (22). 

 

Partiendo del hecho que la mayoría de los antibióticos son producidos por bacterias, las 

mismas deben ser necesariamente resistentes a las sustancias que producen (en caso contrario, 

morirían frente a sus propios metabolitos tóxicos). Debido a esta evidencia, se cree que la 

gran problemática clínica mundial de bacterias multirresistentes se origina en interacciones 

ambientales (23). 

 

Las bacterias pueden, mediante el mecanismo de transferencia horizontal de genes, heredar 

material genético de otras bacterias de la comunidad. Esta característica permite la rápida y 

relativamente simple diseminación de genes entre la población bacteriana de un ecosistema 

(14). 

 

A pesar de que existe evidencia de genes de resistencia a antibióticos alojados en la 

microbiota de momias precolombinas y cadáveres hallados en un monasterio medieval, luego 

de la introducción de estos compuestos terapéuticos en la medicina y la agricultura, la 

resistencia a los mismos ha aumentado significativamente. Si se considera además el ritmo 

lento de desarrollo de nuevos fármacos, se requiere de investigación de calidad para el 

descubrimiento de principios activos con efectos antimicrobianos para reemplazar aquellos 

fármacos que se han vuelto clínicamente irrelevantes (23). 

 

1.3 Bacterias y High Throughput Screening 
 

En las últimas tres décadas, en el mercado de la farmacología ha habido una disminución en 

el número de antibióticos o compuestos con nuevos mecanismos de acción descubiertos, 

contrario con el aumento de las enfermedades infecciosas. Como fue mencionado 

anteriormente, para poder acelerar el proceso de descubrimiento y desarrollo de estas 

fármacos, es preciso utilizar herramientas como HTS (24). 
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En el caso particular de los antibióticos producidos por bacterias, los métodos basados en agar 

son los utilizados convencionalmente para su descubrimiento. Sin embargo, realizar un 

screening de una amplia librería de bacterias mediante estos métodos es un trabajo laborioso, 

que consume mucho tiempo y recursos, y tiene un alcance limitado. También es propenso al 

error, puesto que en la mayoría de los casos el análisis depende del ojo del operador. En 

consecuencia, compuestos débilmente activos, o que se encuentren en bajas concentraciones, 

pueden no ser percibidos durante el proceso (24). 

 

Desde la década de los 90, las grandes empresas han comenzado a optar por el HTS para sus 

ensayos funcionales basados en células. Estos ensayos en placas de alta densidad (con 

pocillos de un máximo de 200-300 µL de volumen cada uno) plantean obstáculos tales como 

el mantenimiento de la función celular estable en el tiempo y el manejo del volumen sin 

disrupción de la integridad celular (7). Además, cuando se aplican métodos de HTS, por 

ejemplo, para la búsqueda de compuestos con actividad antimicrobiana, existe una limitante 

en la sensibilidad y precisión de la detección de la resistencia bacteriana. Las medidas de 

crecimiento bacteriano basadas en métodos de densidad óptica tradicionales se encuentran 

limitadas muchas veces por la formación de agregados, filamentos, y otras agrupaciones 

celulares que interfieren en la detección (25). Por otro lado, dado que el crecimiento de la 

biomasa se realiza de forma miniaturizada, la tasa de transferencia de oxígeno puede verse 

comprometida. Esto puede llevar a variaciones indeseables entre pocillos porque la tasa de 

difusión del oxígeno depende a veces de su posición en la placa. Igualmente, bajas tasas de 

aeración pueden ser relevantes, en mayor o menor medida, en función del microorganismo 

con el que se trabaje (26). 
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2 Objetivos  

 

2.1 Objetivo general 

 

Poner a punto una técnica de análisis masivo de microorganismos, mediante estudio de 

actividad antimicrobiana de bacterias del suelo, frente a patógenos reporteros. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

¶ Generar una colección de bacterias del suelo. 

¶ Desarrollar metodologías de cultivo de microorganismos, de manera simultánea, a 

gran escala. 

¶ Estandarizar el monitoreo del proceso. 

¶ Poner a punto la metodología para la evaluación de la actividad antimicrobiana. 

¶ Validar la técnica y confirmar los resultados obtenidos. 
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3 Metodología 
 

3.1 Diseño experimental 
 

La técnica de HTS consiste en el análisis de grandes cantidades de información en un corto 

período de tiempo. 

 

En el marco de esta tesis, se decidió tomar bacterias del suelo, debido al gran número de 

microorganismos en este hábitat, a que el procedimiento para su aislamiento es simple y al 

amplio abanico de posibilidades de estudio que presentan como grupo. Para su aislamiento, se 

utilizó un medio de cultivo nutriente (TSA) y un medio de cultivo selectivo para el género 

Streptomyces (PPC) (27). La selección de este género se basó en la abundante bibliografía que 

reporta la producción de metabolitos de interés (antibióticos, pigmentos, etc.) (22). 

 

Para que todos los aislamientos estuvieran en igualdad de condiciones para posteriores 

ensayos, se separaron en grupos según el tiempo en el que alcanzan aproximadamente la 

mitad de la fase exponencial. Para esto, se estudió la cinética de crecimiento de los 

aislamientos, la cual se graficó utilizando un programa informático, tal que permitió disminuir 

el tiempo requerido para el procesamiento de los datos.  

 

Debido a que la técnica de HTS permite analizar un amplio rango de características de las 

bacterias, fue necesario definir una primera variable a estudiar. Considerando que la búsqueda 

de antibióticos nuevos es cada vez más relevante, y que dentro de los microorganismos del 

suelo se encuentra un gran número de bacterias que los producen, se eligieron como foco de 

estudio. Además, se tomó en cuenta que su producción es extracelular (no se requiere de 

procesamiento adicional de los microorganismos para su obtención) y los resultados son 

fácilmente detectables mediante seguimiento de absorbancia o a simple vista. 

 

Se seleccionaron E. coli y S. enterica como patógenos dado que se encuentran dentro de la 

lista de bacterias con prioridad crítica para el descubrimiento de antibióticos según la 

Organización Mundial de la Salud (28). De todos modos, el trabajo con las cepas inactivadas 

a nivel de laboratorio no presenta ningún riesgo para la salud del operario. 

 

Debido a que existen tres escenarios principales en los que una bacteria pudiera estar 

inhibiendo el crecimiento de otra, se plantearon tres ensayos distintos para evaluarlos. 

 

En el primer escenario, se podría dar la producción de un metabolito secundario en la fase 

estacionaria del crecimiento bacteriano, con efectos inhibitorios para el crecimiento de otra 

bacteria. El ensayo consistió en cultivar las bacterias hasta que alcancen la fase estacionaria 

para recuperar posteriormente el sobrenadante del cultivo e inocularlo con los patógenos. 

 

En el segundo, al encontrarse en co-cultivo (situación de estrés), una de las bacterias podría 

producir una sustancia que impide que la otra crezca. En este caso, se crecieron las bacterias 
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de la colección junto a uno de los patógenos durante aproximadamente 24 horas y 

posteriormente el sobrenadante de dicho cultivo se utilizó para cultivar el patógeno. 

 

En ambos casos, con el fin de determinar variaciones en la cinética de crecimiento del 

patógeno, se midió la absorbancia a 600 nm del cultivo en relación al tiempo.  

 

En el tercer escenario, el crecimiento de las bacterias se vería afectado simplemente por 

encontrarse en co-cultivo con otras, habiendo una competencia por nutrientes y/o espacio. Las 

bacterias de la biblioteca se deberían crecer conjuntamente con alguno de los patógenos de 

estudio. En este caso, el seguimiento de la absorbancia a 600 nm no sería representativo, por 

lo que se utilizarían patógenos reporteros transformados con vectores que expresaran las 

proteínas fluorescentes GFP o mCherry. De esta manera, el seguimiento se realizaría 

mediante la medida de la emisión de fluorescencia. 

 

Como uno de los objetivos específicos de la tesis fue la validación de la técnica desarrollada, 

se compararon los resultados obtenidos entre dos pruebas de actividad antimicrobiana en 

placas de medio sólido (método tradicional) con los ensayos en placas de 96 pocillos (método 

desarrollado). 

 

Una vez obtenidos resultados positivos (aislamientos capaces de inhibir el crecimiento de al 

menos uno de los patógenos estudiados), se caracterizaron para determinar si se trataba de 

microorganismos productores de antibióticos reportados. 
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3.2 Materiales 
 

3.2.1 Equipos 
 

Los equipos utilizados durante el desarrollo del presente proyecto pertenecen al Laboratorio 

de Biotecnología o al Centro Biotecnológico de Investigación e Innovación (CBI+I) de la 

Universidad ORT Uruguay. Los mismos se detallan a continuación. 

 

¶ Autoclave Wisd, modelo WiseClave®  

¶ Centrífuga Thermo Fisher Scientific, modelo SL 16R 

- Rotor para tubos con ángulo fijo, modelo FIBERLite® F15-6x100y 

- Rotor para tubos con tambor oscilante, modelo TX-400 

- Rotor para microplacas de tambor oscilante, modelo M-20 

¶ Centrífuga Wisd, modelo WiseSpin® CF-10 

¶ Cuba electroforesis Bioer, modelo MiniRun (GE-100) 

¶ Electroporador Bio-Rad, modelo MicroPulserTM 

¶ Environmental Shaker- incubator bioSan, modelo ES-20 

¶ Espectrofotómetro UNICO, modelo 2800 

¶ Estufa incubadora QUIMIS, modelo Q316M2 

¶ Espectrofotómetro SHIMADZU BIOTECH, modelo BioSpec-mini 

¶ Estufa incubadora DAIHAN Scientific, modelo Thermo Stable EIF-50 

¶ Estufa incubadora ICSA, modelo DHP-9052 

¶ Freezer DAIHAN Scientific (-80 ºC), modelo ULT Freezer 

¶ Freezer Whirpool (-20 ºC), modelo WVG28HBDWX 

¶ Lector de placas TECAN, modelo i-control infinite 200Pro 

¶ Purificador de agua MilliPore, modelo Direct-Q® 8 UV-R 

¶ Shaker orbital bioSan, modelo PSU-101 

¶ Shaker orbital Wisd, modelo WiseCube® WIS-30 

¶ Termobloque Wisd, modelo WiseTherm® HB-48 

¶ Termociclador BIOER, modelo TC-25/H 

¶ Vórtex Wisd, modelo WiseMix® VM-10 

 

3.2.2 Medios de cultivo y soluciones tampón (buffer) 
 

A continuación, se detalla la composición de los medios de cultivo utilizados en el presente 

trabajo. Los mismos fueron TSB y TSA (Tabla 1), PPC (Tabla 2), LB y LBA (Tabla 3) y 

SOC (Tabla 4). Todos los medios son nutrientes, excepto PPC que es un medio selectivo para 

el género Streptomyces (27).  
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Tabla 1 - Composición y preparación medios de cultivo TSB y TSA. 

Componente Concentración (g/L) 

Digerido pancreático de caseína 17 

Digerido péptico de harina de soja 3,0 

Glucosa 2,5 

Cloruro de sodio 5,0 

Fosfato dipotásico de hidrógeno 2,5 

pH 7,3 +/- 0,2 

Procedimiento 

Disolver en agua destilada la cantidad suficiente de cada componente. En caso de 

TSA agregar 15 g/L de Agar. Ajustar el pH y esterilizar a 121 ºC durante 15 min. 

 
Tabla 2 - Composición y preparación de medio de cultivo PPC, adaptado del medio NPPC (27). 

Stock de antibióticos 

Componente Cantidad 

Sulfato de B polimixina 500 mg 

Penicilina G sódica 50,0 mg 

Ciclohexamida 500 mg 

Agua destilada 100 mL 

Procedimiento 

Disolver la cantidad necesaria de cada antibiótico en el volumen de agua destilada 

especificado, esterilizar con filtro 0,22 µm y conservar a 4 ºC. 

 

Por otro lado, disolver 15 g/L de agar en el volumen necesario de agua y 

esterilizar a 121 ºC durante 15 min. Una vez que el agar-agua alcanza 45-55 ºC, 

agregar 10 mL del stock de antibióticos por litro de agar-agua. 

 

Tabla 3 - Composición y preparación de medio de cultivo LB. 

Componente Concentración (g/L) 

Triptona 10 

Extracto de levadura 5,0 

Cloruro de sodio 10 

pH 7,0 

Procedimiento 

Disolver en agua destilada la cantidad especificada de cada componente. 

Agregar 15 g/L o 7,5 g/L de Agar en el caso de LBA o soft agar respectivamente. 

Ajustar el pH y esterilizar a 121 ºC durante 15 min. 

 

Para la selección de transformantes, se utilizaron los antibióticos ampicilina y kanamicina (en 

función de los plásmidos de trabajo), para los cuales se realizó una solución stock de cada uno 

con una concentración de 50 mg/mL (1000x). Luego de disolver la cantidad necesaria del 

antibiótico en agua destilada, se esterilizaron con filtro 0,22 µm, y almacenaron en alícuotas 

de 500 µL a -20 ºC. Para su uso se diluyó la cantidad necesaria ya sea en medio LB líquido o 



 23 

sólido previamente esterilizado. En este último, se debe agregar cuando el mismo tiene una 

temperatura de entre 45-55 ºC. 

 

Tabla 4 - Composición y preparación medio de cultivo SOC. 

Componente Concentración  

Triptona 20 g/L 

Extracto de levadura 5,0 g/L 

Cloruro de sodio 0,50 g/L 

Cloruro de potasio 2,5 mM 

Cloruro de Magnesio 10 mM 

Sulfato de Magnesio 10 mM 

Glucosa 20 mM 

pH 7,0 

Procedimiento 

Disolver en agua destilada la cantidad suficiente de cada componente, excepto la 

glucosa (medio SOB). Ajustar el pH y esterilizar a 121 ºC durante 15 min. 

 

Por otra parte, realizar una solución 1 M de glucosa en agua destilada y 

esterilizar mediante filtro 0,22 µm. 

 

Una vez que el medio SOB se encuentra termostatizado (45-55 ºC) agregar la 

cantidad necesaria de glucosa 1 M estéril. 

 

Además de los medios de cultivo previamente descritos se utilizaron las soluciones que se 

detallan a continuación: 

 

ï Suero fisiológico (SF): Disolver la cantidad necesaria de cloruro de sodio (0,9 %) en 

agua destilada, separar en tubos de ensayo (9 mL por tubo) y esterilizar a 121 ºC 

durante 15 minutos. 

ï Glicerol 75 % y 10 %: Disolver el volumen necesario de glicerol en agua destilada y 

esterilizar a 121 ºC durante 15 minutos. 

ï Buffer TAE 50x:  Disolver 242 g Tris base, y diluir 57,1 mL ácido acético glacial y 

100 mL EDTA 0,5 M pH 8 en 1 L de agua destilada. Utilizar 0,5 % en electroforesis 

de agarosa. 

 

3.2.3 Vectores plasmídicos 
 

ï pET-28a (r): Vector para clonado en bacterias, conteniendo gen de resistencia a 

kanamicina para su selección. Posee un peso molecular de 5369 pb. 

ï pUC19: Vector para clonado en bacterias, conteniendo gen de resistencia a ampicilina 

para su selección. Posee un peso molecular de 2686 pb. 

ï pBAD/HIS A: Vector para clonado en bacterias, conteniendo gen de resistencia a 

ampicilina para su selección. Posee un peso molecular de 4102 pb. 
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ï pUC57: Vector para clonado en bacterias, conteniendo gen de resistencia a ampicilina 

para su selección. En este trabajo se utilizó este plásmido conteniendo el gen mCherry 

bajo un promotor constitutivo. El tamaño total del vector es de 3679 pb. 

 

Dichos plásmidos fueron obtenidos a partir de la colección del Laboratorio de Biotecnología 

de la Universidad ORT Uruguay y se muestran en el Anexo 1. 

 

3.2.4 Cepas utilizadas 
 

ï Escherichia coli DH5Ŭ 

ï Salmonella enterica (ATCC®  14028Ë) 

 

Ambas cepas se obtuvieron del cepario del Laboratorio de Biotecnología de la Universidad 

ORT Uruguay. 

 

3.2.5 Genes reporteros 
 

ï GFP 

 

La proteína verde fluorescente extraída de Aequoria victoria (720 pb) ha mostrado ser un gen 

reportero ideal en ensayos de screening de fármacos in vitro. La misma puede ser fácilmente 

monitoreada y cuantificada en ensayos fluorométricos en microplacas (29), por lo que en 

casos de ser expresada bajo un promotor independiente puede ser utilizado como marcador de 

viabilidad celular (30). Se excita a 488 nm y se mide la emisión de fluorescencia a 510 nm 

(31). 

 

ï mCherry  

 

Proteína fluorescente monomérica roja derivada de Discosoma sp. (711 pb). Presenta una alta 

fotoestabilidad, es resistente al fotoblanqueo y no requiere modificaciones postraduccionales 

como GFP, por lo que madura rápidamente. Se detecta la fluorescencia poco tiempo después 

que el gen es expresado, lo cual la hace apropiada para estudios en tiempo real. Presenta un 

máximo de excitación a 587 nm y un máximo de emisión de fluorescencia a 610 nm (32).  

 

3.2.6 Primers 
 

Se diseñaron primers que permiten amplificar la secuencia de GFP, eliminando un codón 

STOP existente antes del codón inicio (33). A los mismos se les agregó regiones reconocidas 

por distintas enzimas de restricción para permitir su clonado en los plásmidos pET28a, 

pUC19 o pBAD. Por otra parte, se diseñaron primers para el clonado de la proteína mCherry 

en pET28a y pBAD. Los primers nombrados se muestran en la Tabla 5.  
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Tabla 5 - Secuencias de primers diseñados. 

Primer Secuencia (5ô-3ô) Tm (ºC) 

Fw GFP pET HTp atatGAATTCATGGCTAGCAAAGGAGAAGAAC 57 

Rv GFP pET HTp atatGCGGCCGCTTATTTGTAGAGCTCATCCATGCC 56 

Fw GFP pUC HTp atatCCCGGGATGGCTAGCAAAGGAGAAGAAC 57 

Fw GFP pBAD HTp atatCTGCAGcATGGCTAGCAAAGGAGAAGAAC 57 

Rv GFP pUC pBAD HTp atatGAATTCTTATTTGTAGAGCTCATCCATGCC 56 

Fw mCherry pET 28a 

HTp 

atatGAATTCATGGTTAGCAAGGGAGAAGAAG 57 

Rv mCherry pET 28a 

HTp 

atatGCGGCCGCCTACTTGTAAAGTTCATCCATCCCG 57 

Fw mCherry pBAD HTp  atatCTGCAGcATGGTTAGCAAGGGAGAAGAAG 57 

Rv mCherry pBAD HTp  atatGAATTCCTACTTGTAAAGTTCATCCATCCCG 57 

 

Los primers se diseñaron utilizando la herramienta Snapgene (de GSL Biotech; disponible en 

snapgene.com) y fueron sintetizados por Macrogen Inc. (Corea del Sur). Para la amplificación 

de la región 16S se utilizaron los primers universales 27F y 1492R de esa misma empresa.  

 

3.3 Desarrollo experimental  
 

3.3.1 Generación biblioteca de microorganismos del suelo 

 

3.3.1.1 Obtención muestras de suelo 

 

Se tomaron muestras de suelo de varias locaciones del territorio nacional, a las que se les 

asignó un código de acuerdo a la Figura 3. El mismo consiste en el número de muestra 

(compuesto por tres dígitos), el carácter geográfico (compuesto por dos letras) y un número 

que determina la profundidad de la que se extrajo la muestra. El detalle del código y número 

que identifican la muestra se lista en el Anexo 2. 

 

Figura 3 - Clave de identificación de cada muestra del suelo. Figura 3 - Clave de identificación de cada muestra del suelo. 
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3.3.1.2 Aislamiento de bacterias del suelo 

 

A partir de 1 g de tierra, se realizaron cuatro diluciones seriadas al décimo en SF. 

Posteriormente, se sembraron en superficie, por duplicado, tanto en placas de medio de 

cultivo TSA como PPC. Las placas sembradas en TSA se incubaron una en estufa a 37 °C y la 

otra a 25 °C, ambas durante 24 h, mientras que las de PPC se incubaron a 25 °C y 30 °C 

durante una semana. 

 

A partir de las muestras de raíz, se tomaron dos raíces y se introdujeron en 1 mL de SF, se 

agitaron durante unos segundos utilizando vórtex y se retiraron. Posteriormente, se 

desinfectaron 5 minutos en hipoclorito 0,8 %. Luego, se incubó una raíz en TSA a 37 ºC y la 

otra en PPC a 25 ºC, hasta observar crecimiento. El SF se procesó de la misma manera que el 

gramo de tierra. 

 

Transcurrido el tiempo indicado de incubación, se eligieron aproximadamente cinco colonias 

de cada medio de cultivo, según su morfología y/o color diferencial ï buscando obtener la 

mayor diversidad posible ï y se re-estriaron en placas de medio TSA independientemente de 

su placa de origen. Estas placas fueron incubadas respetando la temperatura y tiempo de 

crecimiento inicial. A cada aislamiento se le asignó un código de acuerdo a la nomenclatura 

mostrada en la Figura 4.  

 

 

3.3.1.3 Criopreservación de los aislamientos 

 

Una vez obtenidas colonias aisladas, se realizaron cultivos líquidos en 3 mL de medio TSB y 

se crecieron en agitación (200 rpm) según su temperatura de origen, hasta que se evidenciara 

crecimiento (turbidez, agregados, etc.). 

 

Los cultivos líquidos fueron criopreservados a -80 °C por duplicado en glicerol 15 % (800 µL 

del cultivo con 200 µL de glicerol 75 %). 

 

Figura 4 - Nomenclatura utilizada para los aislamientos. 
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3.3.1.3.1 Control del proceso de criopreservación 

 
Se seleccionó un número representativo de viales de cada tanda que se criopreservó 

(aproximadamente 10 %) y se inoculó una placa de TSA con una estría circular de cada 

aislamiento. El diseño de las placas se puede ver en la Figura 5. Dichas placas se incubaron a 

la temperatura y el tiempo correspondiente según los aislamientos que se estaban controlando.  

 

 

3.3.2 Desarrollo  de patógenos reporteros 

 

3.3.2.1 Producción de vectores transgénicos - GFP 

 

3.3.2.1.1 Miniprep de plásmidos 

 

A partir de precultivos de E.coli DH5a transformados con pET28a, pET28a + GFP o pBAD, 

se realizó una miniprep utilizando el kit ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research) 

siguiendo el protocolo del fabricante. La extracción se confirmó mediante electroforesis en 

gel de agarosa 1 %, utilizando el agente intercalante GoodView (SBS Genetech) y el 

marcador de peso molecular #SM0331 (Thermo Fisher Scientific). Se cuantificó el ADN 

plasmídico utilizando Infinite® 200Pro NanoQuant Multimode Microplate Reader.  

 

3.3.2.1.2 Amplificación GFP 

 

El plásmido pET28a + GFP se utilizó como molde para la reacción de PCR con los distintos 

juegos de primers para el clonado en pET28a, pUC19 y pBAD. El mix de reacción y el 

ciclado de la PCR a tiempo final se muestran en las Tablas 6 y 7 respectivamente. 

 

Tanto el mix de reacción como el ciclado se diseñaron de acuerdo a la recomendación del 

fabricante de la Taq ADN polimerasa utilizada (Thermo Fischer Scientific). 

 

Figura 5 - Diseño de placas de control de viales. 

Cada círculo celeste representa un aislamiento. 
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Tabla 6 - Mix PCR para amplificación de GFP (por reacción). 

Reactivo Volumen (µL) 

Buffer Taq 10x 5,0 

dNTPs (2 mM c/u) 5,0 

Primer Fw (10 µM) 2,5 

Primer Rv (10 µM) 2,5 

ADN molde (48,9 ng/µL) 2,0 

MgCl 2 (25 mM) 3,0 

Taq ADN Polimerasa 0,25  

H20 mQ c.s.p. 50 

 

Tabla 7 - Ciclado PCR para amplificación de GFP. 

 Temperatura (ºC) Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 95 2 min 1 

Desnaturalización 95 30 s 

35 Annealing 52 30 s 

Extensión 72 1 min 

Extensión final 72 10 min 1 

 

La amplificación se confirmó mediante electroforesis en gel de agarosa 1 %. Los productos 

obtenidos se purificaron utilizando el kit DNA Clean and Concentrator (Zymo Research), 

siguiendo el protocolo del fabricante. 

 

3.3.2.1.3 Digestión 

 

Este procedimiento se realizó en paralelo tanto para el vector destino como para la secuencia 

de GFP amplificada (inserto). Para determinar las condiciones que permitan asegurar el 

mayor rendimiento de la digestión (buffer, temperatura y tiempo), se utilizó la herramienta 

DoubleDigest Calculator (Thermo Fisher Scientific). En la Tabla 8 se detallan las 

características recomendadas para la digestión. Los componentes del mix de reacción se 

muestran en la Tabla 9. 

 

Tabla 8 - Características de la digestión enzimática realizada. 

Vector Enzima Buffer  Temperatura (ºC) Secuencial Tiempo  

pET28a 
EcoRI 

O 37 No* 1-16 h 
NotI 

pBAD 
PstI 

O 37 No* 1-16 h 
EcoRI 

pUC19 
SmaI** Tango 

10x 

30 Sí. Digestión con EcoRI y 

luego con SmaI. 

ON 

EcoRI 37 10 min 

 

*Ambas enzimas actúan en simultáneo 

**Se utilizó enzima restricción SmaI FastDigest® 
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Tabla 9 - Mix para la digestión enzimática de vectores y su inserto correspondiente. 

Reactivo Volumen (µL) 

Buffer (según corresponda) 2,0  

ADN (0,5-1 µg/µL)  Variable 

Enzima (10 U/µL) 2,0 c/u 

H2O mQ c.s.p 20   

 

Luego de la digestión se procedió a inactivar las enzimas térmicamente. Se inactivaron EcoRI 

(Thermo Fisher Scientific) y SmaI (Fermentas) a 65 ºC durante 20 minutos y PstI y NotI 

(Thermo Fisher Scientific) a 80 ºC el mismo tiempo. 

 

La correcta digestión de los insertos y plásmidos se confirmó mediante electroforesis en gel 

de agarosa 1 % utilizando como control negativo las secuencias sin digerir. El volumen total 

de los plásmidos digeridos se purificó desde el gel utilizando ZymocleanTM Gel DNA 

Recovery Kit (Zymo Research). Por otro lado, los insertos fueron purificados utilizando el kit 

DNA Clean and Concentrator (Zymo Research). En ambos casos se siguió el protocolo del 

fabricante. Los productos recuperados se cuantificaron como se explicó anteriormente.  

 

3.3.2.1.4 Ligación 

 

Para la ligación se consideró una relación inserto:vector de 3:1. Estableciendo la cantidad de 

vector a utilizar en 75 ng, se calculó la concentración de inserto correspondiente utilizando la 

siguiente ecuación: 

 

ὲὫ ὭὲίὩὶὸέ
ὲὫ ὺὩὧὸέὶ  ὸὥάὥđέ ὭὲίὩὶὸέ Ὧὦ  ὶὩὰὥὧὭĕὲ άέὰὥὶ ὭὲίὩὶὸέȡὺὩὧὸέὶ

ὸὥάὥđέ ὺὩὧὸέὶ Ὧὦ
 

 

El tamaño de las distintas secuencias se muestran en la Tabla 10. 

 

Tabla 10 - Cantidad de bases de secuencias digeridas. 

Secuencia Tamaño (kb) 

GFP 0,7170 

pBAD 4,086 

pET28a 5,343 

pUC19 2,672 

 

Luego de determinado el volumen de inserto y vector necesario, se calculó el mix y tiempo de 

reacción según recomendación del fabricante de la T4 ligasa utilizada (Thermo Fisher 

Scientific). Una vez realizado el mix de reacción (Tabla 11) se incubó a 22 ºC durante 1 hora. 
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Tabla 11 ï Mix de componentes de reacción de ligación. 

Reactivo Volumen (µL) 

Buffer ligasa 10x 2 ,0 

T4 ligasa (5 U/µL) 1,0 

Inserto variable 

Vector variable 

H2O mQ c.s.p. 20  

 

Los vectores ligados se conservaron a -20 ºC. 

 

3.3.2.2 Transformación de patógenos 

 

A partir de E. coli DH5Ŭ y S. enterica, se generaron cepas electrocompetentes utilizando el 

protocolo del Laboratorio de Biotecnología de la Universidad ORT Uruguay. Para Salmonella 

el protocolo fue modificado según Guerlach et al. (34). Posteriormente, las mismas se 

transformaron mediante electroporación. Ambos protocolos se detallan en el Anexo 3. 

 

Los patógenos se transformaron con 1 mL de los vectores generados en el punto 3.3.2.1, así 

como también con el vector pUC57 + mCherry cedido por el Laboratorio. Luego, las 

bacterias transformadas se sembraron en placas de LBA con el antibiótico correspondiente y 

se incubaron en estufa a 37 ºC durante 24 h. 

 

Una vez obtenidas colonias aisladas, se cultivaron los patógenos transformantes para mCherry 

en 3 mL de caldo LB a 37 ºC y 200 rpm hasta observar turbidez. Luego, se criopreservaron 

por duplicado, en un volumen de 1 mL con una concentración final de glicerol 15 % , y 

almacenaron a -80 ºC. 

 

3.3.2.3 Lectura de fluorescencia de proteína mCherry 

 

Se realizó un cultivo líquido de S. enterica transformada con el plásmido pUC57 + mCherry 

ON (37 °C a 200 rpm) en 5 mL de LB ampicilina. Posteriormente, se sembraron por 

duplicado en placa negra (Nunclon 96 flat bottom black polystyrene, Termo Fisher Scientific) 

200 ɛL del cultivo puro, diluciones 1:10 y 1:100, así como también un blanco (LB). 

Utilizando el programa i-control 1.12 (Tecan) se realizó la excitación y medida de emisión de 

fluorescencia de la proteína. 

 

3.3.3 Determinación de parámetros cinéticos de las bacterias de la colección 
 

Se realizaron microcultivos (200 µL de LB) por duplicado de cada bacteria en placas de 

cultivo celular de 96 pocillos transparentes (Greiner 96 flat bottom transparent polystyrene), a 

partir de los viales. 
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Inicialmente, se clasificaron los aislamientos teniendo en cuenta el medio de cultivo del que 

se habían obtenido. Las bacterias que habían sido aisladas a partir de medio TSA se incubaron 

a 37 ºC durante 24 horas en el lector de placas midiendo su absorbancia a 600 nm cada media 

hora. Los aislamientos obtenidos del medio PPC se incubaron inicialmente aproximadamente 

24 horas en estufa a 30 ºC y posteriormente se siguió la absorbancia a 600 nm a la misma 

temperatura durante 24 horas. 

 

Para programar la lectura se utilizó el programa i-control 1.12 (Tecan). En la Figura 6 se 

muestra una captura de pantalla del programa. En este caso la temperatura es 37 ºC y en caso 

de ser necesario se trabaja a 30 ºC. 

 

 

Los datos de las lecturas se obtienen en formato de Microsoft Excel.  

 

Figura 6 - Captura de pantalla del programa i-control 1.12 (Tecan) para una 

medida de absorbancia a 600 nm por 24 h. 
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3.3.3.1 Desarrollo de interfaz para análisis de datos  

 

Se desarrolló un programa en lenguaje de programación Python (versión 3.7.2) capaz de 

recibir como input la planilla de datos nombrada anteriormente y obtener como output una 

imagen con el gráfico de absorbancia en función del tiempo correspondiente a cada 

aislamiento. El código del programa se muestra en el Anexo 4. 

 

3.3.4 Agrupamiento de los aislamientos según su cinética de crecimiento 
 

Los aislamientos se agruparon según el tiempo que demoraron en alcanzar aproximadamente 

la mitad de la fase exponencial de crecimiento.  

 

Se inoculó un único pocillo de una placa de 96 (conteniendo 200 µL de LB) con cada 

aislamiento a partir de vial y se incubó en estufa a la temperatura correspondiente (30 o 37 

ºC) durante el tiempo necesario. Una vez finalizado, se preservó en glicerol 15 % a -80 ºC.  

 

A cada placa se le asignó un código siguiendo la nomenclatura de la Figura 7. En la Figura 8 

se muestra la placa HTP01 como ejemplo. Como se puede observar, los pocillos A1 y A2 no 

fueron inoculados para actuar como controles posteriormente, resultando en un máximo de 44 

aislamientos por placa. 

Figura 7 - Nomenclatura placas 96 pocillos. 

 

Figura 8 - Diseño placa HTP01. 
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3.3.5 Análisis de actividad antimicrobiana 

 

3.3.5.1 Generación de metabolitos secundarios 

 

A partir de las placas de microcultivo realizadas en el punto anterior, luego de descongelarlas, 

se inoculó cada columna por duplicado en una nueva placa de 96 pocillos. Se muestra como 

ejemplo la disposición final de la placa HTP01 en la Figura 9. En cada pocillo se inocularon 

270 µL de LB con 30 µL del cultivo. Las placas de 37 ºC se incubaron durante 48 horas 

mientras que las de 30 ºC se incubaron durante 5 días. 

 

Luego, las placas se centrifugaron a 3000 rpm a 4 ºC durante 60 minutos con una aceleración 

y desaceleración de 6, y posteriormente se separaron 200 µL del sobrenadante. 

 

 

Para el ensayo propiamente dicho, en una placa nueva se agregaron 195 µL de LB, 75 µL del 

sobrenadante y 30 µL de un cultivo de E. coli o S. enterica con una OD600 ~ 1, con excepción 

de los pocillos A1 y A2 (blanco para lectura). Las placas se incubaron en el lector a 37 ºC y se 

tomó la medida de absorbancia a 600 nm en cada pocillo cada media hora, por un máximo de 

24 horas. Para ambos ensayos (con cada patógeno) se utilizó la misma placa de 

sobrenadantes, la cual se mantuvo en heladera entre cada ensayo. 

 

Una vez finalizada la lectura, se procedió a graficar los datos de la misma manera que se 

explicó anteriormente (ver apartado 3.3.3.1). Sin embargo, la diferencia con respecto a las 

gráficas de cinética es que esta vez se graficaron en conjunto los pocillos A3 y A4 (control del 

patógeno sin sobrenadante) y los pocillos correspondientes a cada aislamiento. 

 

3.3.5.2 Producción de metabolitos en co-cultivo 

 

Luego de descongelar las placas de microcultivo del freezer de -80 ºC, una nueva placa se 

inoculó con 30 µL de cultivo de cada pocillo en 170 µL de LB, por duplicado. 

Figura 9 - Versión ampliada de la placa HTP01. 
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Posteriormente, las placas se incubaron en estufa a la temperatura correspondiente durante 

aproximadamente la mitad del tiempo original de crecimiento (previo a la criopreservación).  

 

A continuación, se agregaron a cada pocillo (con excepción de A1 y A2) 30 µL de un cultivo 

de E.coli o S. enterica con una OD600 ~ 1 y se incubaron en shaker a 120 rpm, a 30 o 37 ºC, 

durante aproximadamente 24 horas. 

 

Las placas se centrifugaron en las mismas condiciones que en el ensayo anterior y se 

separaron 100 µL de sobrenadante. Mientras las placas no eran utilizadas, se mantuvieron en 

heladera. 

 

Las placas de los sobrenadantes fueron sometidas a una atmósfera saturada de cloroformo por 

dos horas, adaptando un protocolo de bibliografía (35). En un recipiente de vidrio se 

colocaron soportes de acero donde se apoyaron recipientes de plástico que contenían a las 

placas sin tapa. Luego se agregó la cantidad suficiente de cloroformo para que la base del 

recipiente quedara cubierta, se tapó con film adherente y se agitó a 150 rpm. Por mayor 

precaución, este procedimiento se llevó a cabo en campana. En la Figura 10 se observa una 

imagen de la disposición mencionada. 

 

 

Posteriormente, las placas fueron inoculadas para el ensayo propiamente dicho. En cada 

pocillo se agregaron 195 µL de LB, 75 µL de sobrenadante y 30 µL de un cultivo de E.coli o 

S. enterica de OD600~1 (dependiendo de que patógeno participó en el co-cultivo) con 

excepción de los pocillos A1 y A2.  

 

La medida del crecimiento de los patógenos y su análisis fue realizado en las mismas 

condiciones que el ensayo anterior. 

 

 

Figura 10 - Montaje de placas en atmósfera de cloroformo. 
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3.3.6 Validación de la técnica 
 

3.3.6.1 Ensayo de actividad antimicrobiana ï Método de Soft agar (24) 

 

En una placa con 25 mL de LBA sólidos, se agregaron 5 mL de soft agar fundido inoculados 

previamente con 100 µL de un cultivo ON de alguno de los patógenos. Posteriormente, se 

realizó una estría con cada aislamiento sobre el soft agar, hasta un máximo de diez por placa. 

En la Figura 11 se muestra el esquema del sembrado. 

 

En este ensayo se analizaron todos los aislamientos en estudio. Las placas se incubaron en 

estufa durante 24 (37 ºC) o 48 horas (30 ºC) en función de su origen. 

 

 

3.3.6.2 Ensayo de actividad antimicrobiana ï Método de estría perpendicular (36) 

 

Los aislamientos que exhibieron halos de inhibición en el ensayo de soft agar o inhibición del 

crecimiento en los gráficos, fueron analizados en este ensayo. A partir de los viales, se realizó 

una estría central en placas de LBA y se incubaron a 30 ºC durante 48 horas o 37 ºC durante 

24 horas según el aislamiento en cuestión. Luego, se realizó una estría perpendicular a la 

central para cada patógeno. El diseño se muestra en la Figura 12. Posteriormente, las placas se 

incubaron a 37 ºC durante 24 horas. 

 

Figura 11 - Diagrama de estriado en soft agar. En rosado se 

representa el césped de los patógenos transformados con 

pUC57 + mCherry, en negro cada aislamiento analizado. 
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3.3.7 Caracterización de aislamientos positivos 
 

Se realizaron cultivos líquidos de los aislamientos positivos en el ensayo de soft agar y/o en 

los gráficos de alguno de los ensayos en placas de 96 pocillos. Se inocularon 3 mL de LB y se 

incubaron ON a 200 rpm según la temperatura del aislamiento. 

 

Dichos cultivos se centrifugaron a 2600 x g por 15 minutos y posteriormente se extrajo el 

ADN genómico utilizando Quick-DNA fungal/bacterial Miniprep kit (Zymo Research), 

siguiendo el protocolo del fabricante. Las extracciones se cuantificaron utilizando Infinite® 

200Pro NanoQuant Multimode Microplate Reader. 

 

Con el ADN genómico como molde, se amplificó la región 16S mediante PCR. Tanto el mix 

como el ciclado de la reacción se muestran en la Tabla 12 y 13 respectivamente.  

 

Tabla 12 - Mix de PCR para amplificación de ARNr 16S (por reacción). 

Reactivo Volumen (µL) 

Buffer Taq 10x 5,0 

dNTPs (2,5 mM c/u) 5,0 

Primer Fw (10 µM) 2,0 

Primer Rv (10 µM) 2,0 

MgCl 2 3,0 

ADN molde (29,6 - 172 ng/ µL)  1,0 

Taq (5 U/µL) 0,25 

H2O mQ c.s.p. 50 

 

 

Figura 12 - Diseño de placas del segundo ensayo de 

inhibición en medio sólido. La estría central (negro) 

corresponde a cada aislamiento analizado, mientras que las 

estrías perpendiculares (rosadas) corresponden a los  

patógenos transformados con pUC57 + mCherry. La ñEò 

representa a E. coli y la ñSò a S. enterica. 
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Tabla 13 - Ciclado de PCR para amplificación de región 16S. 

 Temperatura (ºC) Tiempo  Ciclos 

Desnaturalización inicial 95 3 min 1 

Desnaturalización 95 30 s 

35 Annealing 54 30 s 

Extensión 72 2 min 

Extensión final 72 10 min 1 

 

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1 %, MPM 

#SM0331 (Thermo Fisher Scientific). 

 

Luego de confirmar la correcta amplificación, el producto de PCR fue secuenciado por 

Macrogen Inc. (Corea del Sur). Posteriormente, las secuencias obtenidas se analizaron con la 

herramienta BLAST (NCBI). 
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4 Resultados y discusión 
 

4.1 Generación de biblioteca de microorganismos del suelo 
 

A partir de 47 muestras de tierra se obtuvieron 492 aislamientos. Además, se adicionaron a la 

biblioteca 18 aislamientos obtenidos en el curso de Laboratorio de Microbiología de la 

Universidad ORT Uruguay en 2017 y 2018. Para la obtención de los mismos se utilizó el 

medio NPPC (27), siguiendo el mismo protocolo que en el presente trabajo. Por otra parte, se 

agregaron 16 aislamientos provenientes de muestras de suelo de campos sojeros (ricos en 

glifosato), los cuales se aislaron utilizando el medio MS1 (37). Dichos aislamientos fueron 

obtenidos en el marco de la tesis de maestría de Eliana Nervi (38). 

 

De esta manera, se creó la biblioteca con un total de 526 aislamientos, los cuales se 

encuentran preservados a -80 ºC. En el Anexo 5 se encuentra el detalle de cada uno: muestra 

de tierra de donde proviene, medio de cultivo que se utilizó para su aislamiento, temperatura 

original de incubación y lugar de almacenamiento dentro del Laboratorio. 

 

4.1.1 Control cualitativo del proceso de criopreservación 
 

Durante la generación de una biblioteca de microorganismos, la etapa de criopreservación es 

crítica puesto que es lo que determina su viabilidad y pureza a largo plazo. Por esta razón, se 

realizó un control del proceso posterior al congelamiento de los mismos. 

 

La Figura 13 representa uno de los ensayos realizados, en donde se observa un aislamiento 

por cuadrante de la placa de TSA. El resultado obtenido se consideró exitoso dado que se 

observó crecimiento de una colonia a partir de cada vial analizado. Bajo estas condiciones, se 

asumió que el lote de criopreservación en cuestión fue manipulado correctamente y que el 

resto del mismo se encuentra en iguales condiciones. 

 

Figura 13 - Placa representativa del ensayo de control de 

viales. 
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4.2  Agrupación de las bacterias según sus parámetros cinéticos 

 

Para estudiar la cinética de crecimiento de los aislamientos de la biblioteca, se realizó la 

medida de la densidad óptica a 600 nm de los mismos en cultivo en caldo LB durante 24 

horas. Posteriormente se graficaron los datos obtenidos, los cuales se muestran en el Anexo 6. 

En las gráficas, cada curva representa a un pocillo. 

 

Dado que algunas de las gráficas obtenidas no fueron compatibles con el desarrollo de la 

técnica, el ensayo para esos aislamientos fue repetido modificando las condiciones de cultivo 

previas (ya sea temperatura como tiempo de cultivo). Por ejemplo, en el caso del aislamiento 

HTP0067 (Figura 14 A y B) cuyas condiciones de crecimiento iniciales fueron de 30 ºC y 48 

horas, al mostrar un valor de absorbancia alto al comenzar la lectura, se repitió la misma 

comenzando la medición en tiempo cero desde la inoculación.  

 

Otro ejemplo es el aislamiento HTP0144 (Figura 14 C y D) cultivado inicialmente a 30 °C 

que, en comparación a la mayoría de los aislamientos, tardaba en alcanzar la fase exponencial. 

El cultivo se repitió a 37 ºC y durante 24 horas en pos de hallar su temperatura óptima de 

crecimiento. 

 

Figura 14 - Gráficas de cinética de crecimiento de los aislamientos HTP0067 (A y B) y 

HTP0144 (C y D). Las gráficas A y C (rojas y azules) corresponden a la lectura posterior 

a las 24 h iniciales de incubación en estufa. Las gráficas B y D (verdes y amarillas) 

corresponden al análisis a partir de tiempo cero. Los ensayos mostrados en las figuras A, 

B y C se realizaron a 30 ºC mientras que en la figura D se realizó a 37 ºC. 
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Debido a una fase de senescencia pronunciada en los aislamientos HTP0083, HTP0195, 

HTP0206, HTP0245, y HTP0386, y a la ausencia de crecimiento de los aislamientos 

HTP0328 y HTP0349, los mencionados no se utilizaron para continuar el trabajo. Las gráficas 

de cinética de crecimiento de los mismos se hallan en la Figura 15. 

 

 

Posteriormente, los aislamientos restantes se agruparon en nueve condiciones distintas según 

el tiempo en el cada uno alcanzó la mitad de la fase exponencial del crecimiento. Esto resultó 

en 13 placas que se presentan en el Anexo 7. 

 

Dado que algunos aislamientos crecieron en forma de agregados (lo que se evidencia a simple 

vista, y en las gráficas como una absorbancia muy baja con alto margen de error) se resolvió 

incubarlos durante 48 horas en estufa a 30 ºC independientemente de las condiciones de 

crecimiento iniciales. 

 

Al momento de la inoculación de las 13 placas mencionadas anteriormente, un error de 

manipulación para los aislamientos HTP0102, HTP0131 y HTP0354 significó que no se 

pudiera continuar los ensayos con los mismos. Por lo tanto, los ensayos de actividad 

antimicrobiana consecuentes se realizaron con un total de 516 aislamientos. 

 

 

Figura 15 - Gráficas de cinética de crecimiento. A) HTP0083, B) HTP0195, C) 

HTP0206, D) HTP0245, E) HTP0328, F) HTP0349, G) HTP0386. 
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4.3 Desarrollo de patógenos reporteros 
 

A partir del plásmido pET28a + GFP obtenido mediante miniprep, se realizó la PCR para 

amplificar el fragmento codificante para la proteína fluorescente sin el codón STOP inicial 

que esta presentaba (33). A su vez, se realizaron tantas PCR como vectores destino: pBAD, 

pUC19 y pET28a. 

 

Luego de corroborar mediante electroforesis la correcta amplificación, se procedió a purificar 

los productos de PCR obtenidos para la posterior digestión. 

 

El proceso de digestión, tanto para los vectores destino como para los productos de PCR, fue 

verificado por medio de electroforesis. Una vez confirmados los resultados positivos se 

procedió a ligar el inserto con su vector correspondiente. 

 

Con las ligaciones, se transformaron E. coli DH5Ŭ y S. enterica electrocompetentes. El 

resultado de este procedimiento para S. enterica transformada con pUC19 + GFP se observa 

en la Figura 16. 

 

Figura 16 - S. enterica transformada con el vector pUC19 conteniendo la proteína fluorescente 

GFP, sembrada en LBA ampicilina, observada en transiluminador. 
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A pesar de que el promotor que regula la expresión de la GFP se encuentra inhibido en 

ausencia de los inductores lactosa o IPTG, se puede evidenciar la expresión basal del gen bajo 

luz ultravioleta como lo reporta Álvaro R. Lara (39). Esta expresión basal permite diferenciar 

colonias transformadas con el vector + GFP de aquellas control (sin transformar). 

 

Dado que en la placa de la Figura 16 no se observó fluorescencia en la mayoría de las 

colonias, se conjeturaron distintos escenarios. 

 

El primero, al purificar los productos de la digestión de los vectores a partir del gel de 

agarosa, se pudo haber anexado vector sin digerir (producto de una mala digestión). Este 

posible error deriva de la pequeña diferencia en número de bases existente entre el vector 

digerido y sin digerir (en el gel de agarosa no es posible distinguir dos bandas separadas). Al 

ligar y luego transformar con el vector sin digerir, el mismo brinda resistencia a antibiótico, 

pero naturalmente no expresa GFP. 

 

El segundo escenario supone una contaminación de microorganismos resistentes al antibiótico 

utilizado en la placa de medio de cultivo. 

 

De todos modos, las colonias de S. enterica presuntas positivas para GFP se re-estriaron en 

LBA ampicilina. Luego, se realizó un cultivo líquido de las mismas para poner a punto la 

inducción de la expresión del gen, con distintas concentraciones de IPTG. Contrario a lo 

esperado, no se observaron diferencias significativas entre la fluorescencia emitida por el 

cultivo inducido y el medio de cultivo sin inocular. 

 

En paralelo al trabajo con la GFP, se transformaron E. coli y S. enterica con el plásmido 

pUC57 + mCherry. Como resultado, se obtuvieron ambos patógenos expresando la proteína 

fluorescente mCherry de manera constitutiva, lo que se evidencia por el color rosado de las 

colonias obtenidas como se aprecia en la Figura 17. Dado que la proteína se halla regulada 

por un promotor constitutivo podría haber resultado tóxica para la bacteria transformada (40). 

Sin embargo, esto no se hizo evidente. 

 

Figura 17 - S. enterica transformada con el vector pUC57 

conteniendo la proteína fluorescente mCherry, sembrada en 

LBA ampicilina. 
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Considerando los resultados obtenidos para las construcciones mencionadas, que el trabajo 

con GFP implicaría un paso adicional de inducción y que las colonias transformadas con la 

proteína mCherry presentan un color rosado a simple vista, se decidió proseguir el trabajo con 

los patógenos transformantes para esta proteína. 

 

4.3.1 Lectura de fluorescencia 
 

Se realizó con el fin de relacionar la medida de emisión de fluorescencia con el crecimiento 

del patógeno en cultivo. Esto era crítico para el tercer ensayo de actividad antimicrobiana 

planteado, en el cual se co-cultivarían los patógenos reporteros y los aislamientos. La medida 

de la fluorescencia sería un indicador de cómo el crecimiento del patógeno se vería afectado 

por la presencia del aislamiento en el cultivo. 

 

Puesto que la medida de la fluorescencia se realiza en placas de microcultivo negras y la 

medida de la absorbancia se realiza en placas de microcultivo transparentes, dichas medidas 

no pueden realizarse en simultáneo. Por este motivo, se planteó como forma indirecta de 

medir la absorbancia en el tiempo, la realización de diluciones seriadas a partir de un cultivo 

de OD600 conocida y la medición de su fluorescencia para luego relacionar ambos parámetros. 

 

Como resultado de este ensayo no fue posible relacionar los mismos, como se observa en la 

Figura 18. Aquí se puede apreciar que en las condiciones de estudio no sería posible atribuir 

los valores de fluorescencia a una absorbancia específica, en especial para las diluciones 1:10 

y 1:100 en las que se obtuvieron resultados similares. En el futuro, se deberían realizar más 

diluciones y más pequeñas para poder hallar un rango donde la fluorescencia emitida pueda 

ser relacionada con la concentración de bacterias en el cultivo.  

 

Figura 18 - Gráfico de fluorescencia emitida por un cultivo de S. enterica 

transformada con pUC57 + mCherry. Concentraciones utilizadas: sin diluir y 

diluciones 1:10 y 1:100. 
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En función de estos resultados, se abordaron distintas causas del problema. La primera, que al 

establecer la configuración de la lectura los parámetros elegidos no fueran los correctos. La 

segunda, que la tapa de la placa de microcultivo estuviera interfiriendo en la medida. La 

tercera y última, que el medio de cultivo utilizado tuviera una alta fluorescencia intrínseca 

(41), lo que enmascaraba la fluorescencia propia de los patógenos. 

 

Para determinar cuál era la causa principal de dicho error, se diseñó un ensayo utilizando la 

molécula fluorescente quinina (42). El ensayo constó en diluciones seriadas al medio de 

quinina tanto en LB como en PBS en placa de microcultivo negra. La molécula se excitó a 

350 nm y se midió su fluorescencia a 450 nm, realizando esto con y sin tapa. 

 

Los resultados obtenidos (Figura 19) mostraron la causa del problema: el medio de cultivo. 

Las medidas con y sin tapa tuvieron mínimas discrepancias. Además, mientras que las 

medidas realizadas en PBS mantenían una relación con las diluciones seriadas, esto no fue 

apreciado en las medidas en LB, donde las barras de error fueron significativas.  

 

 

Figura 19 - Gráficas representativas del ensayo de fluorescencia 

con quinina. A) diluciones en LB, B) diluciones en PBS. Curva 

magenta: sin tapa. Curva cyan: con tapa. 
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A partir de estos resultados, se concluyó la imposibilidad de realizar el ensayo de co-cultivo 

en modalidad continua utilizando el medio LB. Las variaciones que permitirían llevarlo a 

cabo serían una modalidad a tiempo final (en la que se recupera el pellet celular, se 

resuspende en buffer PBS y se mide la fluorescencia) o un cambio total en el medio de cultivo 

utilizado. Sin embargo, la modalidad a tiempo final no brindaría la misma cantidad de 

información que una medida continua y el cambio de medio supondría una tarea muy 

laboriosa. 

 

Bajo estas circunstancias, se decidió seguir adelante con los otros dos ensayos de actividad 

antimicrobiana planteados, con la esperanza de poder reanudarlo posteriormente. 

 

4.4 Análisis de actividad antimicrobiana 
 

4.4.1 Producción de metabolitos secundarios 
 

Los metabolitos secundarios son generalmente producidos por bacterias cuando se encuentran 

en la fase estacionaria de crecimiento. Dentro de este grupo de moléculas se hallan los 

antibióticos, que son de particular interés para este trabajo. 

 

Aunque la mayoría de los aislamientos no alcanzaron la fase estacionaria durante el estudio de 

la cinética, el tiempo de cultivo para esta etapa fue estipulado como el doble del tiempo de 

incubación utilizado en dicho ensayo. De esta forma, se buscó asegurar que los cultivos 

llegaran a la fase estacionaria y, por ende, pudieran producir metabolitos secundarios. 

 

Las gráficas obtenidas a partir de este ensayo muestran en conjunto las curvas de crecimiento 

del patógeno en condiciones normales y con adición del sobrenadante de cultivo del 

aislamiento. Esta presentación de resultados permite una comparación rápida entre ambas 

condiciones. La misma se muestra en el Anexo 8. 

 

Las variantes que se encontraron en las gráficas se listan a continuación. 

 

En primer lugar, las curvas de las gráficas que aparentan ser cuadruplicados representan el 

caso en que la adición del sobrenadante no afecta el crecimiento del patógeno en cultivo 

(Figura 20 A). 

 

En segundo lugar, se dieron casos en los que la curva del patógeno con adición del 

sobrenadante tuvo una fase exponencial más temprana y/o alcanzó una OD600 mayor que la 

curva del patógeno sin adición de sobrenadante (Figura 20 B). Esto puede deberse a: una 

potenciación del crecimiento por parte de un metabolito presente en el sobrenadante, una 

contaminación de los pocillos proveniente del sobrenadante, o una mayor cantidad de inóculo 

inicial. Independientemente del motivo por el cual se observó esta anomalía en el crecimiento 

del patógeno, la investigación de estos aislamientos queda fuera del marco de esta tesis. 
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En último lugar, y el caso de interés, el crecimiento del patógeno inoculado con sobrenadante 

se vio afectado negativamente, lo cual se traduce en una curva de menor pendiente que la del 

patógeno control. Esto supone la existencia de algún metabolito en el sobrenadante que 

impide el crecimiento normal del patógeno o un inóculo inicial menor al estipulado (Figura 

20 C, E. coli). 

 

Como criterio de selección de aislamientos presuntos positivos, se consideró que los mismos 

se encontraran dentro del último grupo mencionado anteriormente y que los duplicados se 

comportaran de manera similar. Además, en los casos donde la curva del patógeno en 

condiciones normales de crecimiento y frente a sobrenadante fueron paralelas (no 

coincidentes) se consideró que esa diferencia se debió a distintas cantidades de inóculo inicial. 

Por último, se contempló una diferencia en OD600 final de al menos 0,2 y que las barras de 

desvío estándar no se superpusieran. 

Teniendo en cuenta los puntos anteriores, los aislamientos presuntos positivos para presencia 

de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana son los que se muestran en la Tabla 

14. 

  

Figura 20 - Gráficas de cinética de crecimiento de E.coli y S. enterica frente al sobrenadante del cultivo de los 

aislamientos. (A) HTP0038, (B) HTP0048, (C) HTP0335. En todos los casos la gráfica de la izquierda 

corresponde a E.coli, mientras que la derecha corresponde a S. enterica. 
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Tabla 14 - Aislamientos positivos para actividad antimicrobiana para E. coli o S. enterica en el ensayo high 

throughput de producción de metabolitos secundarios. 

Aislamiento E. coli S. enterica 

HTP0002 X  

HTP0012  X 

HTP0014 X X 

HTP0068  X 

HTP0070 X  

HTP0100 X  

HTP0104 X X 

HTP0143  X 

HTP0145 X X 

HTP0166 X X 

HTP0335 X  

HTP0367 X  

HTP0461 X X 

HTP0485 X  

HTP0490 X  

 

4.4.2 Producción de metabolitos en co-cultivo 
 

Las bacterias pueden producir distintos metabolitos ï como los antimicrobianos ï en 

respuesta a la interacción con otro microorganismo. Por esta razón, se imitó este escenario 

mediante el co-cultivo entre el patógeno y el aislamiento a analizar. 

 

Una vez concluida la etapa de co-cultivo de este ensayo, se procedía a centrifugar la placa de 

microcultivo para la separación del pellet celular del sobrenadante. En este punto, como en el 

ensayo anterior, se presentaba la dificultad de separar ambos componentes de manera exitosa. 

El remanente celular en el sobrenadante se traducía en contaminación que podía incidir en las 

medidas de absorbancia, de forma tal que los resultados no fueran fidedignos a la interacción 

del patógeno y el sobrenadante. Por este motivo, se sometió este último a una atmósfera 

saturada de cloroformo y se retomó el curso del ensayo. 

 

Los resultados obtenidos se graficaron y analizaron de manera análoga al ensayo anterior. 

Dichas gráficas se muestran en el Anexo 9. 

 

En este caso, se obtuvo como único aislamiento presunto positivo a HTP0265. Este número 

tan bajo frente al ensayo anterior podría atribuirse a que los parámetros del ensayo (como la 

duración del co-cultivo) pueden no haber sido los óptimos para los fines del mismo. 

 

Otra razón es que la aplicación de cloroformo podría haber alterado los componentes del 

sobrenadante, comprometiendo así sus efectos. En el pasado, se ha utilizado el vapor del 

cloroformo para eliminar las bacterias del medio y proseguir los ensayos con los antibióticos 
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producidos de manera exitosa (43,44). Sin embargo, esto ha sido realizado para cultivos en 

medio sólido, pudiendo el cloroformo incidir de manera distinta en medio líquido. 

 

Por estas razones, no es posible determinar si la ausencia de resultados positivos fue debido a 

las condiciones del cultivo no óptimas, a la utilización de cloroformo como forma de 

inactivación de los pellets celulares, o a que efectivamente no se da la producción de 

antibióticos por parte de los aislamientos. 

 

A futuro, se podría modificar el tiempo de cultivo de los aislamientos previo al co-cultivo y/o 

modificar el tiempo del mismo. A su vez, para evaluar el efecto real del cloroformo sobre el 

sobrenadante se podrían poner a punto parámetros tales como el tiempo de exposición al 

vapor, así como el volumen de cloroformo empleado. Idealmente, se podría prescindir del 

cloroformo utilizando placas con filtro como se realizó en un estudio similar al presente 

trabajo (24).  

 

4.5 Desarrollo de interfaz para el análisis de datos 
 

El lector de placas devuelve los datos recabados en los ensayos en una planilla de Microsoft 

Excel. La misma contiene los datos correspondientes a nueve medidas por pocillo junto a su 

promedio y desvío estándar, para 96 pocillos. Esto a su vez se realiza 48 veces puesto que se 

lee cada media hora. Discernir entre esta información para cada aislamiento y graficarla 

requería una gran cantidad de tiempo, por lo que se diseñó un programa en lenguaje Python 

(versión 3.7.2) que permitiera obtener cada gráfico de manera automatizada. 

 

El código del programa se escribió de manera que requiera la menor intervención por parte 

del usuario, aprovechando las características de la técnica que se mantienen constantes: el 

armado de las placas, la cantidad de lecturas por pocillo, el modo de nombrar los archivos, 

entre otras. 

 

Para que el código funcione correctamente, es necesario seguir determinadas pautas al 

momento de nombrar el archivo. Esto permite luego identificar si el mismo se trata de la 

determinación de los parámetros cinéticos de los aislamientos de la biblioteca, en los cuales 

no está predeterminado el diseño de las placas, o la medida de un ensayo de actividad 

antimicrobiana, en el cual se utilizan las placas previamente criopreservadas. De todas 

maneras, al momento de utilizar el programa, se le recuerda al usuario cuál es el criterio a la 

hora de nombrar cada archivo. 

 

Al momento de utilizar el programa, se debe ingresar el nombre del archivo que contiene los 

datos de interés.  En caso que se trate de un estudio de la cinética de los aislamientos, en caso 

de haber sido realizado a 30 ºC, el usuario necesitar ingresar la cantidad de horas en las cuales 

la placa fue incubada en la estufa con el fin de ajustar el tiempo inicial en los gráficos. 

Posteriormente, indistintamente para la temperatura, el usuario ingresa los aislamientos 

analizados en el orden que fueron sembrados en la placa (siempre de izquierda a derecha, no 
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se ingresan los duplicados). En cuestión de segundos se obtiene un gráfico para cada 

aislamiento.  

 

Por otra parte, en el caso de un ensayo de actividad antimicrobiana, no es necesario ingresar 

los aislamientos analizados ya que dichos datos se encuentran ingresados en el código. Sin 

embargo, con el fin de presentar en forma conjunta los resultados del ensayo tanto para E. coli 

como para S. enterica, es necesario ingresar los datos para este último.  

 

Este programa sumó valor a la técnica desarrollada, siendo exitoso en la presentación de 

resultados de manera rápida y simple. Además, la interfaz es amigable con el usuario, 

permitiendo su uso sin el conocimiento previo del código o de programación. 

 

4.6 Validación de la técnica 
 

Como parte de la validación de la técnica, se evaluó la eficiencia del método desarrollado 

comparándolo con el método convencional de soft agar, analizando los aislamientos en 

estudio. 

 

Se consideró como positivo para producción de antimicrobianos la presencia de un halo de 

inhibición del crecimiento del patógeno alrededor del aislamiento. Como ejemplo, se muestra 

la Figura 21 para el aislamiento HTP0116. Se observaron un total de 35 aislamientos 

presuntos positivos, listados en la Tabla 15. 

 

 

Figura 21 - Placa correspondiente al ensayo de soft agar. El halo presente alrededor del aislamiento 

HTP0116 muestra la producción de compuestos antimicrobianos por parte del aislamiento en cuestión. 
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Tabla 15 - Aislamientos positivos en el primer ensayo de soft agar para E. coli y S. enterica respectivamente. 

Aislamiento E. coli S. enterica 

HTP0002 X 
 

HTP0007 X X 

HTP0012 X 
 

HTP0033 X 
 

HTP0043 X 
 

HTP0044 X 
 

HTP0050 X X 

HTP0057 X 
 

HTP0085 X X 

HTP0087 X 
 

HTP0097 X X 

HTP0116 
 

X 

HTP0130 X 
 

HTP0157 X 
 

HTP0191 X 
 

HTP0194 X 
 

HTP0196 X 
 

HTP0225 X 
 

HTP0246 X 
 

HTP0268 
 

X 

HTP0272 X 
 

HTP0291 X X 

HTP0304 
 

X 

HTP0307 
 

X 

HTP0372 
 

X 

HTP0387 X 
 

HTP0388 
 

X 

HTP0410 
 

X 

HTP0438 X 
 

HTP0453 
 

X 

HTP0461 X 
 

HTP0488 
 

X 

HTP0497 
 

X 

HTP0508 
 

X 

HTP0521 
 

X 

 

Se debe considerar que el número de aislamientos presuntos positivos puede no ser fiel a la 

realidad. Por un lado, no se evidenció crecimiento de las bacterias de cinética más lenta de la 

biblioteca pudiendo presentar las mismas actividad antimicrobiana. La ausencia de 

crecimiento puede atribuirse a poco inóculo o a la competencia existente con el patógeno. Por 

otro lado, muchos de los aislamientos se superpusieron, haciendo imposible atribuir el halo de 

inhibición a uno de ellos. 
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Para resolver estos problemas, se planteó la alternativa del ensayo de estría perpendicular. 

Este brinda ventaja temporal al aislamiento frente al patógeno, así como la independencia del 

mismo en una placa. En este estudio se analizaron los aislamientos presuntos positivos del 

ensayo anterior, así como aquellos provenientes de placas criopreservadas de incubación a 30 

°C. A pesar de que varios aislamientos pertenecientes a este último grupo sí habían crecido en 

el ensayo anterior, se decidió considerarlos en esta instancia para analizar a todos en igualdad 

de condiciones. 

 

Si bien a priori este método parecía prometedor, no se pudieron extraer conclusiones 

significativas. El problema principal radicó en la dificultad de determinar, de manera objetiva, 

la inhibición del crecimiento del patógeno. Como ejemplo, se muestra la placa 

correspondiente al ensayo para el aislamiento HTP0488, Figura 22. 

 

 

En la figura anterior, se observa cómo las estrías de ambos patógenos se acercan a la estría 

principal, sin tocarla. Sin embargo, puede que lo mismo no sea consecuencia de la inhibición 

del crecimiento y bien sea por el modo en que se realizó la estría del patógeno. Dada esta 

ambigüedad, los resultados de este ensayo no fueron considerados para la determinación de 

los aislamientos positivos para actividad antimicrobiana. 

 

Frente a este escenario, se decidió volver a realizar el ensayo de soft agar, esta vez con menos 

aislamientos por placa y con estrías circulares en lugar de lineales. Esto, idealmente, 

solventaría el problema de la superposición de aislamientos. En la Tabla 16 se listan los 

aislamientos positivos en este ensayo. A su vez, en la Figura 23 se muestran imágenes de 

algunos de ellos. 

 

 

Figura 22 - Placa correspondiente al aislamiento HTP0488 enfrentado a E. coli y S. 

enterica en el ensayo de estría perpendicular. 
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Tabla 16 - Aislamientos positivos para actividad antimicrobiana frente a E. coli y/o S. enterica en la repetición 

del ensayo de soft agar. 

Aislamiento E. coli S. enterica 

HTP0002 X X 

HTP0012 X 
 

HTP0033 X 
 

HTP0043 X 
 

HTP0044 X 
 

HTP0050 X X 

HTP0057 X X 

HTP0085 
 

X 

HTP0097 X X 

HTP0104 
 

X 

HTP0130 X X 

HTP0143 X X 

HTP0157 X X 

HTP0166 X 
 

HTP0196 X 
 

HTP0225 X X 

HTP0268 X X 

HTP0291 
 

X 

HTP0304 X 
 

HTP0307 X 
 

HTP0372 X X 

HTP0461 X X 

HTP0521 X X 

 

Figura 23 - Ejemplos de aislamientos positivos en ensayo soft agar (repetición). A-H: aislamientos 

enfrentados a E. coli. I-R: aislamientos enfrentados a S. enterica. A) HTP0002, B) HTP0005,       

C) HTP0166, D) HTP0196, E) HTP0225, F) HTP0291, G) HTP0304, H) HTP0307, I) HTP0002, 

J) HTP0050, K) HTP0085, L) HTP0097, M) HTP0104, N) HTP0130, O) HTP0157, P) HTP0291, 

Q) HTP0372, R) HTP0461. 
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4.6.1 Comparación de método high throughput con métodos de agar 
 

En cuanto a los métodos de agar, sus ventajas radican en primer lugar, en el escaso 

requerimiento de equipos específicos. Esta técnica puede ser llevada a cabo con el 

equipamiento básico de un laboratorio de biotecnología como estufa y agitador. En segundo 

lugar, tanto el desarrollo de la técnica como su aplicación es simple, pudiendo ser realizada 

por técnicos con conocimientos básicos de microbiología. 

 

Por otra parte, la interpretación de los resultados es booleana, lo cual puede ser visto como 

una ventaja o una limitante a la vez. Mientras que esto simplifica la interpretación, la 

información que puede ser inferida de la técnica es acotada y en muchas ocasiones subjetiva, 

puesto que depende estrictamente del ojo del operador. A su vez, no es posible atribuir una 

causa específica a los resultados obtenidos ya que, por ejemplo, la inhibición del crecimiento 

podría deberse a exclusión por competencia, producción de compuestos antimicrobianos, falta 

de nutrientes, entre otros. 

 

En cuanto al método high throughput, entre sus ventajas se destaca que la realización de la 

técnica es simple (más allá del tiempo de desarrollo que conlleva) y puede ser llevada a cabo 

por técnicos de laboratorio. El uso de una interfaz para la rápida obtención de resultados en 

forma de gráficos se traduce en datos objetivos, cuantificables, que permiten obtener más 

información que el método mencionado anteriormente. Por ejemplo, la cinética de 

crecimiento de los aislamientos analizados, existencia de inhibición del mismo, la presencia 

de cambios metabólicos, etc. Además, es un método más sensible, puesto que pequeñas 

variaciones en el crecimiento pueden no ser observadas como un halo en los métodos de agar, 

mientras que en las gráficas se refleja en un cambio en la absorbancia. 

 

Como se mencionó anteriormente, el desarrollo de la técnica (y su estandarización) puede ser 

laborioso, puesto que conlleva la determinación de los parámetros cinéticos de cada 

aislamiento para poder agruparlos. Sin embargo, una vez realizado este proceso, la técnica 

lograda es reproducible y robusta, ya que todos los ensayos posteriores son realizados a partir 

del mismo inóculo inicial. Además, los datos en bruto son siempre analizados con la misma 

interfaz, lo que no da lugar a subjetividades. 

 

Cabe destacar también la posibilidad de analizar múltiples escenarios mediante la realización 

de pequeñas variaciones en el ensayo (como en las condiciones del cultivo), las cuales pueden 

brindar información complementaria. Por ejemplo, el caso de co-cultivo permite adaptar el 

ensayo a las características de las bacterias a estudiar. Si uno de los aislamientos presenta un 

crecimiento muy lento en comparación a los patógenos, se le permite crecer previo al desafío 

con el mismo. 

 

A pesar de las ventajas nombradas anteriormente, dicha técnica también tiene limitantes. En 

primer lugar, exige el uso de un equipo que permita medir la absorbancia de los cultivos. Este 

determina la capacidad de procesamiento y velocidad de la técnica. En segundo lugar, se 
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requiere de una herramienta informática adecuada al equipo mencionado. Esto implica un 

enfoque multidisciplinario en donde participen también programadores informáticos. 

 

Todas las ventajas y desventajas mencionadas anteriormente son parte de un análisis 

cualitativo de las técnicas. Para realizar un análisis cuantitativo, se puede analizar la 

concordancia de positivos entre las dos técnicas realizadas. En la Figura 24 se observa, de 

modo gráfico, la cantidad de aislamientos positivos para producción de antimicrobianos en 

cada técnica y aquellos positivos para ambas. 

 

 

Con el interés de explicar esta discordancia, se analizó la velocidad de crecimiento de los 

aislamientos positivos, pero no coincidentes. Ocho de los nueve aislamientos positivos para 

high throughput demoraban entre 24 y 48 horas en alcanzar aproximadamente la mitad de la 

fase exponencial. Se especuló que estos aislamientos no pudieron ser observados en el 

método de agar por su comparativa lentitud de crecimiento frente a los patógenos de estudio. 

Sin embargo, tres de los seis aislamientos positivos para ambas técnicas compartían esta 

característica, invalidando la teoría. 

 

Además, se deberá tener en cuenta que ciertos microorganismos pueden producir metabolitos 

diferencialmente de acuerdo a la naturaleza del medio en el que se encuentran (sólido o 

líquido). 

 

Tanto para los métodos de high throughput como los métodos de agar, se deberían haber 

realizado controles positivos de forma de validar la comparación, como también repetir los 

ensayos para determinar su reproducibilidad y robustez. 

 

4.7 Caracterización de aislamientos 
 

Luego de extraer el ADN genómico de los aislamientos positivos para el último ensayo de 

soft agar y el aislamiento HTP0116, se amplificó el gen 16S y los productos de PCR fueron 

Figura 24 - Diagrama de Venn que ilustra los resultados positivos 

obtenidos en ambas técnicas realizadas en el presente trabajo. 
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secuenciados (Anexo 10). En la Tabla 17, pueden observarse los géneros a los cuales 

pertenecen los aislamientos. 

 

Debido a problemas técnicos, el aislamiento HTP0143 no pudo ser secuenciado. Por otra 

parte, las secuencias de los aislamientos HTP0050 y HTP0307 no pudieron ser analizadas 

debido a contaminación por amplificaciones inespecíficas.  

 

Tabla 17 - Aislamientos caracterizados y su género correspondiente. 

Aislamiento Género  

HTP0002 Bacillus 

HTP0012 Pseudomonas 

HTP0033 Bacillus 

HTP0043 Bacillus 

HTP0044 Lysinibacillus 

HTP0057 Bacillus 

HTP0085 Bacillus 

HTP0097 Bacillus 

HTP0104 Bacillus 

HTP0116 Pseudomonas 

HTP0130 Bacillus 

HTP0157 Bacillus 

HTP0166 Streptomyces 

HTP0196 Bacillus 

HTP0225 Bacillus 

HTP0268 Bacillus 

HTP0291 Bacillus 

HTP0304 Bacillus 

HTP0372 Bacillus 

HTP0461 Bacillus 

HTP0521 Bacillus 

 

Si bien el género bacteriano con más reportes de producción de antimicrobianos es 

Streptomyces (45), se obtuvieron bacterias del género Bacillus mayoritariamente. Esto puede 

deberse a que el ensayo de soft agar presenta una dificultad para aquellos aislamientos de 

crecimiento más lento (las bacterias del género Streptomyces demoran entre cuatro y seis días 

en presentar colonias en una placa de agar estriada (46)). 

 

Se destaca el aislamiento HTP0044 que pertenece al género Lysinibacillus que presenta 

potencial para la biorremediación tanto de agroquímicos (como glifosato) (47) como de 

hidrocarburos (48,49). Es interesante mencionar que la muestra de donde proviene este 

aislamiento se obtuvo en tierras de cultivo de soja del departamento de Durazno, donde el uso 

del glifosato es extendido. 
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5 Análisis económico 
 

El auge de las tecnologías high throughput desde fines del siglo pasado permitió una 

aceleración del descubrimiento de fármacos y fármacos. Más recientemente, al haber 

colonizado áreas como la microbiología con ensayos basados en células, el abanico de 

posibilidades no cesa de crecer. 

 

El mercado global para este tipo de tecnologías se valoró en USD 12,95 mil millones en el 

año 2016 y se proyecta alcanzará los USD 25,38 mil millones en el 2025 (50). Este mercado 

se ha concentrado en el hemisferio norte, debido principalmente a la presencia de grandes 

compañías farmacéuticas y el apoyo estatal a la investigación (51).  

 

Para ilustrar el estado actual del mercado, se puede atender a la financiación que startups 

biotecnológicas (con tecnología high throughput) han recibido en las últimas dos décadas, en 

las que cada vez esta inversión es menos riesgosa y más prometedora. Inversiones del orden 

de unidades a centenas de millones de dólares financian startups como Primorigen Bioscience 

(2,5:), General Automation Lab Techonologies (10,5:), Intellicyt (24,8:), Avantium 

Techonologies (199,8:), basadas en Estados Unidos y Europa. 

 

La falta de grandes inversiones de capital y de profesionales capacitados en los países 

subdesarrollados, o en vías de desarrollo, son algunos de los factores que impiden el 

crecimiento del mercado high throughput screening a su potencial (52). Sin embargo, la poca 

presencia de este tipo de emprendimientos en América Latina supone un mercado atractivo 

por sus bajas barreras de entrada. 

 

El negocio de esta plataforma radica en la búsqueda de microorganismos y sus derivados, de 

manera personalizada según las necesidades del cliente. Estas pueden ir desde pigmentos de 

origen natural hasta enzimas que se acoplen a un proceso productivo y bacterias degradadoras 

de contaminantes emergentes. 
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6 Conclusiones 
 

El presente trabajo tuvo como objetivo la puesta a punto de una técnica de análisis masivo de 

microorganismos, mediante el estudio de actividad antimicrobiana de bacterias del suelo, 

frente a patógenos reporteros.  

 

Para esto, inicialmente, se generó una colección de bacterias del suelo conformada por 526 

aislamientos. Posteriormente, se evaluó la cinética de crecimiento de cada uno de ellos y 

fueron agrupados de acuerdo a cinéticas similares en placas de 96 pocillos. La miniaturización 

de los cultivos permitió el análisis de 46 aislamientos simultáneamente. 

 

Para el análisis, se desarrolló un código de programación en Python para graficar los datos de 

absorbancia en función del tiempo obtenidos. Esto permitió estandarizar el monitoreo del 

proceso, disminuir significativamente el tiempo requerido para el análisis de datos y, junto a 

la miniaturización, lograr un análisis a gran escala. De no ser por dichas características, este 

trabajo hubiera sido inviable en el tiempo que fue realizado. 

 

Para poner a punto la técnica, se evaluó la actividad antimicrobiana de los aislamientos, para 

lo cual se realizaron dos ensayos.  

 

En primer lugar, se crecieron los aislamientos hasta la fase estacionaria y se utilizó el 

sobrenadante de los cultivos para inocular los patógenos (E. coli y S. enterica), obteniéndose 

15 aislamientos positivos para inhibición del crecimiento de al menos uno de los dos 

patógenos analizados.  

 

En segundo lugar, se realizó el co-cultivo de los aislamientos con los patógenos mencionados, 

inoculando luego los mismos con el sobrenadante resultante del cultivo. Debido a la escasez 

de resultados positivos, este último ensayo no fue tomado en cuenta para la continuación del 

trabajo. 

 

Para la confirmación de los resultados obtenidos se analizó la actividad antimicrobiana 

mediante métodos convencionales de placas de agar. Se obtuvieron 26 aislamientos positivos 

para la inhibición del crecimiento de al menos de uno de los patógenos, siendo seis de estos 

coincidentes con los resultados del ensayo anterior. 

 

Considerando lo mencionado anteriormente, se deberían realizar modificaciones en las 

técnicas desarrolladas en pos de identificar los falsos/verdaderos positivos. Como primera 

medida sería importante eliminar las posibles fuentes de error, como la contaminación 

acarreada en el sobrenadante, la manipulación de distintos operarios y otras variables. 

Además, es crucial la correcta validación de los resultados, que en este caso podría realizarse 

mediante la caracterización del sobrenadante de los cultivos, o bien, de la biblioteca. Esto 

último, brindaría información útil en caso de utilizarse la plataforma desarrollada para otros 

fines. 
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Si bien no fue planteado como un objetivo específico de la tesis, aquellos aislamientos 

positivos para los métodos de agar fueron secuenciados con el fin de conocer el género de 

dichas bacterias, las cuales resultaron pertenecer a los géneros Bacillus, Pseudomonas, 

Streptomyces y Lysinibacillus. 

 

Más allá del impacto que el desarrollo de esta técnica pueda tener a nivel local, cabe destacar 

que el presente trabajo abre un abanico de posibilidades para futuros proyectos de 

investigación dentro de la Universidad ORT Uruguay. Por mencionar algunos que se 

desprenden de esta tesis: la investigación de bacterias con aparente inducción del crecimiento, 

la bacteria del género Lysinibacillus (que podría ser utilizada para la biorremediación del 

glifosato), o la caracterización de los antibióticos encontrados. 
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8 Anexos 
 

8.1 Anexo 1-  Mapas plásmidos 
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8.2 Anexo 2- Clave código geográfico y profundidad de la muestra 
 

A continuación, se detalla el código de dos letras generado para cada departamento del país 

(Tabla 18), así como la clave para la profundidad de la que fue tomada la muestra (Tabla 19). 

 

 
Tabla 18- Clave dos letras para cada departamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 19- Clave numérica para la profundidad de la que se tomó la muestra.    

Departamento Código 

Artigas AR 

Canelones CA 

Cerro Largo CL 

Colonia CO 

Durazno DU 

Flores FS 

Florida FA 

Lavalleja LA 

Maldonado MA 

Montevideo MO 

Paysandú PA 

Río Negro RN 

Rivera RI 

Rocha RO 

Salto SA 

San José SJ 

Soriano SO 

Tacuarembó TA 

Treinta y Tres TT 

Profundidad de la muestra Número asignado 

Tierra superficial 1 

Cercana la raíz 2 

Raíz 3 
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8.3 Anexo 3 

8.3.1 Protocolo generación de bacterias electrocompetentes 
 

1- Inocular una colonia de E. coli/ S. enterica en 20 mL de medio LB. Incubar el cultivo 

a 37 ºC y 200 rpm ON. 
2- Inocular con 6 mL del precultivo ON, un matraz de 1 L con 300 mL de medio LB. 

Incubar a 37 ºC y 300 rpm. Medir cada 20 min la OD600 hasta llegar a una OD de 

0.35- 0.4 (E. coli) o 0.5- 0.8 (S. enterica) 
3- Transferir el matraz a un baño de hielo por 15- 30 min. Agitar el matraz cada 5 min 

para asegurar la homogeneidad en la temperatura del cultivo. Al mismo tiempo, 

colocar en hielo los frascos para centrifugar. 
4- Transferir el cultivo a los frascos de 50 mL. Centrifugar las bacterias a 1000 xg por  

15 min a 4 ºC. 
5- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 50 mL de agua estéril helada. 
6- Centrifugar las células a 1000 xg por 20 min a 4 ºC. 
7- Descartar el sobrenadante, juntar dos frascos con agua estéril helada volumen final   

50 mL. 
8- Centrifugar a 1000 xg por 15 min a 4 ºC. 
9- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 10 mL de glicerol 10 %. 

(¡Cuidado que las células pierden adherencia!) 
10- Centrifugar a 1000 xg por 20 min a 4ºC. 
11- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 250 µL de glicerol 10 %. 
12- Realizar alícuotas de 50 µL y almacenar a -80 ºC 
 

8.3.2 Protocolo electroporación 
 

1- Pipetear 40 µL de las células electrocompetentes en un tubo de 0,5 mL frío. Colocar 

las cubetas en frío 
2- Agregar de 10 pg a 25 ng de ADN en un volumen de 1 a 2 µL en el tubo de 1,5 mL 

con los 40 µL de bacterias e incubar en hielo 30-60 s, incluyendo todos los controles 

positivos y negativos. 

3- Establecer el programa de electroporación bacterias EC1. 

4- Colocar la mezcla ADN/bacteria en la cubeta del electroporador previamente enfriada, 

secar la cubeta por afuera y colocarla en el electroporador. 

5- El equipo debería de indicar 4-5 ms. 

6- Luego del pulso retirar rápidamente la cubeta y agregar 1 mL de SOC previamente 

enfriado. 

7- Incubar las células en un tubo a 37 °C 40 min. 

8- Paquear 100 µL de las bacterias en placas de LB con el antibiótico correspondiente. 

9- Centrifugar las bacterias a 5000 xg 5 min, descartar el sobrenadante y plaquear el resto 

de las bacterias. 

10- Incubar las placas a 37 °C por 24 h. 
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8.4 Anexo 4- Código Python 
 

import  numpy as  np  

import  matplotlib.pyplot  as  plt   

import  pandas  as  pd  

   

   

#             FUNCIONES CREADAS PARA SER UTILIZADAS  

#       AL MOMENTO DE PROCESAR LOS DATOS OBTENIDOS  

   

def  promedio (pocillo1,pocillo2):   

    promedio=[]   

    for  i  in  range ( len (pocillo1)):   

       if  i!=0:   

          valor=( float (pocillo1[i])+ float (pocillo2[i]))/2   

          promedio.append(valor)   

    return  promedio   

   

def  restar_blanco (blanco,pocillo):   

    sin_blanco=[]   

    for  i  in  range ( len (pocillo)):   

        if  i!=0:   

            valor=pocillo[i] - blanco[i - 1]   

            sin_blanco.append( float (valor))   

    return  sin_blanco   

   

   

def  Tiempo (archivo,T=0):   

    t=archivo.iloc[56]   

    tiempo=[]   

    for  i  in  range ( len (t)):   

        if  i!=0:   

            tiempo.append(t[i]/3600+T)   

    return (np.array(tiempo))   

   

#recibe el nombre del archivo, los datos del blanco y la  posicion  de 

la fila en el  excel   

#devuelve una lista: [pocillo1,  stDV  pocillo1, 

pocillo2,  stDV  pocillo2]   

   

def  obtener_datos (archivo, blanco,  posicion,salto):   

    a=np.array(restar_blanco(blanco,archivo.iloc[posicion]))   

    b=np.array(archivo.iloc[posicion+1][1:]   

    c=np.array(restar_blanco(blanco,archivo.iloc[posicion+salto]))   

    d=np.arra y(archivo.iloc[posicion+1+salto][1:])   

    return ([a,b,c,d])   

   

   

#     DATOS DE ASILAMIENTOS EN CADA PLACA A - 80ºC   

   

HTP01=[17,19,100,105, \   

       113,114,115,116,117,118, \   

       129,138,142,148,161,162, \   

       167,169,177,189,197,201, \   

       202,203,207,210,212,214, \   
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       215,216,218,220,238,239, \   

       240,242,243,250,251,255, \   

       258,259,260,261,262,263]   

   

HTP02=[274,275,276,277, \   

       278,280,289,290,294,299, \   

       301,302,326,327,329,330, \   

       331,332,333,334,335,336, \   

       337,338,339,340,341,342, \   

       343,345,346,347,348,350, \   

       362,365,366,368,370,392, \   

       393,394,396,397,398,399]   

   

HTP03=[402,404,405,406, \   

       411,412,413,416,417,418, \   

       419,420,421,448,452,457, \   

       458,479,483,486,494,504, \   

       505,506,507,513,515]   

   

HTP04=[24,25,26,63, \   

       68,69,70,71,72,74, \   

       75,77,79,81,82,89, \   

       104,106,107,111,112,134, \   

       135,136,13 7,139,145,164, \   

       166,219,367,395,401,403, \   

       414,456,461,480,485,490, \   

       502,520]   

   

HTP05=[6,13,15,16, \   

       39,91,98,122,124,158, \   

       173,176,180,191,266,270, \   

       284,344,359,377,439,501]   

   

HTP06=[4,5,7,31, \   

       42,45,50,57,85,94, \   

       101,120,123,126,128,130, \   

       133,144,150,153,156,194, \   

       196,231,246,273,285,287, \   

       315,320,351,355,356,376, \   

       381,384,385,387,431,438, \   

       441,472,475,481,499]   

   

HTP07=[110,141,146,147, \   

       163,168,170,171,179,200, \   

       204,211,213,217,232,256, \   

       257,283,293,429,433,453, \   

       455,467,469,470,482,487, \   

       503]   

   

HTP08=[18,20,21,22, \   

       23,27,28,29,30,64, \   

       65,66,73,80,108,109, \   

       235,236,237,252,2 53,254, \   

       279,281,282,291,300,303, \   

       361,364,369,415,442,450, \   

       454,459,468,471,478,484, \   
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       496,512,514,516,518,519]   

   

 

HTP09=[14,62,67,76, \   

       78,140,143,178,181,182, \   

       230,184,185,186,187,188, \   

       183,233,363,400,443,444, \   

       445,446,447,449,451,460, \   

       462,491,493,495,517]   

   

HTP10=[2,3,8,10, \   

       35,37,38,40,41,46, \   

       51,54,56,58,59,60, \   

       93,96,99,102,131,149, \   

       151,155,159,175, 190,198, \   

       199,208,209,221,223,225, \   

       227,228,229,241,244,247, \   

       265,267,268,269,271,286]   

   

HTP11=[288,292,296,304, \   

       307,308,309,310,311,313, \   

       316,317,318,322,354,360, \   

       378,380,382,383,391,407, \   

       408,42 2,423,424,425,427, \   

       428,430,434,436,437,440, \   

       463,464,465,474,477,498, \   

       500,509,511,521,523,525]   

   

HTP12=[1,9,11,12, \   

       32,33,34,36,43,44, \   

       47,48,49,52,53,55, \   

       61,84,86,87,88,90, \   

       92,95,97,103,119,121, \   

       125,127,132,152,154,157, \   

       160,165,172,174,192,193, \   

       205,222,224,226,234,248]   

   

HTP13=[249,264,272,295, \   

       297,298,305,306,312,314, \   

       319,321,323,324,325,352, \   

       353,357,358,371,372,373, \   

       374,375,379,388,389,390, \   

       409,410,426,432,435,466, \   

       473,476,488,489,492,497, \   

       508,510,522,524,526]       

      

   

placas={ ' 1' :HTP01,  ' 2' :HTP02,  ' 3' :HTP03,  ' 4' :HTP04, \   

' 5' :HTP05,  ' 6' :HTP06, ' 7' :HTP07,  ' 8' :HTP08,  ' 9' :HTP09, \   

'10' :HTP10,  '11' :HTP11,  '12' :HTP12, '13' :HTP13}   
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#      FUNCION PARA GRAFICAR LOS DATOS OBTENIDOS  

def  graficar ( excel ):   

  '''insertar el nombre del archivo que contiene los datos a 

graficar'''  

 

     

 

    archivo=pd.read_excel( '/Users/aielet/Desktop/htp/excel/' + excel 

+ '.xlsx' )   

    #cambiar arriba según la ubicación del archivo   

   

    salto= 16  

   

    Blanco1=archivo.iloc[58]   

    Blanco2=archivo.iloc[58+salto]   

    Blanco=np.array(promedio( Blanco1, Blanco2))   

   

   

    if  excel[0:5] .upper()== 'PLACA ' :   

        placa=excel[5:]  

        T=0  

        temp= archive.iloc[12][5][ - 5: - 3]  

        if  int (temp)==30:   

            T=float ( input ( 'Horas en estufa: ' ))   

        aislamientos= input ( '''Bacterias analizadas: (agregar números 

separados por ',', sin espacio) ''' ).split( ',' )   

   

        tiempo=Tiempo(archivo,T)   

   

        comienzo=58+(2*salto)   

   

        figura=1   

        for  aislamiento  in  aislamientos:   

            if  figura  in  [10,20,30,40]:   

                plt.close( 'all' )   

            cepa= 'HTP' +'0' *(4 - len (aislamiento))+aislamiento   

   

            datos=obtener_datos(archivo, Blanco,  comienzo,salto)   

              

   

            Y=np.concatenate((datos[0],datos [2]),axis= None)   

   

            color={ 'r.' : 'red' ,  'b.' : 'blue' ,  'y.' : 'yellow' ,  'g.' : 'gre

en' }    

            if  placa[0]!= 'R' :   

                colores=( 'r.' , 'b.' )   

            else :   

                colores=( 'y.' , 'g.' )   

          

            plt.figure(figura)   

            plt.axis([ min (tiempo),  max(tiempo),  min (Y),  max(Y)])   
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            plt.plot(tiempo, np.array(datos[0]), colores[0], tiempo, 

np.array(datos[2]), colores[1])   

            plt.errorbar (tiempo,datos[0],yerr=datos[1],  ls= 'none' ,  e

color=color[colores[0]],elinewidth=0.5)   

            plt.errorbar(tiempo,datos[2],yerr=datos[3],  ls= 'none' ,  e

color=color[colores[1]],elinewidth=0.5)   

            plt.xlabel( 'Tiempo (h)' )   

            plt.ylabel( 'Abs  600 nm' )   

            plt.title(cepa+ ' (' +temp+ 'ºC)' )   

            nombre=aislamiento+placa+ '.png'   

            plt.savefig(nombre)   

   

            comienzo+=(2*salto)   

            figura+=1   

          

        print ( ' * Se graficó la placa ' +placa + ' * ' )   

   

   

    elif  'VS' in excel .upper():   

        tiempoE=Tiempo(archivo)   

        separar=excel .split( ' vs ' )   

    numero=separar[0]  

   

        salmo=pd.read_excel( '/Users/aielet/Desktop/htp/excel/' + inpu

t ( 'Archivo salmonella: '  + ' .xlsx ' ))   

        tiempoS=Tiempo(salmo)   

        blanco1=salmo.iloc[58]   

        blanco2=salmo.iloc[58+salto]   

        blanco=np.array(promedio(blanco1, blanco2))   

   

   

   

        if  len (separar[0])<=2:   

            ensayo= ' - Sobrenadante - '   

            e='(SBN)'   

   

        elif  separar[0][ - 2:]== '.2' :   

            ensayo= ' - Sobrenadante  co - cultivo - '   

            e='(SBN - cc)'   

         numero=separar[0][: - 2]  

  

        placa=placas[numero]  

 

        Placa ='HTP '  + numero  

     

  if  len (numero)==1 :   

            Placa ='HTP0 '  + numero  

         

        pat=58+ (2*salto)   

        comienzo=58+(4*salto)   

   

          

        E_coli=obtener_datos(archivo, Blanco, pat,salto)   

        Salmo=obtener_datos(salmo, blanco, pat,salto)   
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        figura=1   

        for  aislamiento  in  Placa:   

            if  figura  in  [10,20,30,40]:   

                plt.close( 'all' )   

                  

            cepa= 'HTP' +'0' *(4 -

len ( str (aislamiento)))+ str (aislamiento)   

              

              

            datos_ecoli=obtener_datos(archivo, Blanco, 

comienzo,salto)   

            Y_ecoli=np.concatenate((E_coli[0],E_coli[2],datos_ecoli[

0],datos_ecoli[2]),axis= None)   

         

   

            datos_salmo=obtener_datos(salmo, blanco, 

comienzo,salto)   

            Y_salmo=np.concatenate((Salmo[0],Salmo[2],datos_salmo[0]

,datos_salmo[2]),axis= None)   

   

               

   

            plt.figure()   

            plt.subplots(1,2,squeeze= False )   

            plt.suptitle(cepa+ ' \ n' +ensayo+ ' \ n' )   

   

   

            #subplot  E.coli   

            plt.subplot(1,2,1)   

            plt.title( ' \ n' *2+ r'$ \ it{E.coli}$' )   

            plt.axis([ min (tiempoE),  max(tiempoE),  min (Y_ecoli),  max(

Y_ecoli)])   

            plt.plot(tiempoE,  E_coli[0],  'b.' )   

            plt.plot(tiempoE,E_coli[2],  'b.' ,  label= 'Sin SBN' )   

            plt.plot(tiempoE,  datos_ecoli[0],  'r.' )   

            plt.plot(tiempoE,  datos_ecoli[2],  'r.' ,  label= 'Con 

SBN' )   

            plt.errorbar (tiempoE,E_coli[0],yerr=E_coli[1],  ls= 'none'

,  ecolor= 'blue' ,elinewidth=0.5)   

            plt.errorbar(tiempoE,E_coli[2],yerr=E_coli[3],  ls= 'none'

,  ecolor= 'blue' ,  elinewidth=0.5)   

            plt.errorbar(tiempoE,datos_ecoli[0],yerr=datos_ecoli[1],

 ls= 'none ' ,  ecolor= 'red' ,  elinewidth=0.5)   

            plt.errorbar(tiempoE,datos_ecoli[2],yerr=datos_ecoli[3],

 ls= 'none' ,  ecolor= 'red' ,  elinewidth=0.5)   

            plt.legend(loc= 'upper  left' )   

            plt.ylabel( 'Abs  600 nm' )   

            plt.xlabel( 'Tiempo (h)' )   

   

   

            #subplot  Salmonella   

            plt.subplot(1,2,2)   

            plt.title( ' \ n' +r'$ \ it{Salmonella}$' )   
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            plt.axis([ min (tiempoS),  max(tiempoS),  min (Y_salmo),  max(

Y_salmo)])   

            plt.plot( tiempoS, Salmo[0],  'b.' )   

            plt.plot(tiempoS,Salmo[2],  'b.' ,  label= 'Sin SBN' )   

            plt.plot(tiempoS,  datos_salmo[0],  'r.' )   

            plt.plot(tiempoS,  datos_salmo[2],  'r.' ,  label= 'Con 

SBN' )   

            plt.errorbar (tiempoS,Salmo[0],yerr=Salmo[1],  ls= 'none' ,  

ecolor= 'blue' ,elinewidth=0.5)   

            plt.errorbar(tiempoS,Salmo[2],yerr=Salmo[3,  ls= 'none' ,  e

color= 'blue' ,  elinewidth=0.5)   

            plt.errorbar(tiempoS,datos_salmo[0],yerr=datos_salmo[1],

 ls= 'none' ,  ec olor= 'red' ,  elinewidth=0.5)   

            plt.errorbar(tiempoS,datos_salmo[2],yerr=datos_salmo[3],

 ls= 'none' ,  ecolor= 'red' ,  elinewidth=0.5)   

            plt.legend(loc= 'upper  left' )   

            plt.xlabel( 'Tiempo (h)' )   

            plt.ylabel( 'Abs  600 nm' )   

   

            plt.tight_layout()   

             

              

            nombre= str (aislamiento)+e+ '.png'   

            plt.savefig(nombre)   

              

            comienzo+=(2*salto)   

            figura+=1   

          

        print ( ' *Se graficó la placa ' +placa+ ' ' +ensayo+ '*' )   

   

    else :   

       print ( 'La letra ingresada no es correcta' )   

   

    plt.close( 'all' )   

   

   

   

print ( '''Bienvenido al protocolo para graficar de HTP.   

 

*Criterio para nombrar los archivos:  

Determinaci·n par§metros cin®ticos: ñplacaXò / ñplacaR#ò 

(aislamientos repetidos)  

Ensayo sobrenadante: ñ# vs Ecoliò/ ñ# vs Salmoò 

Ensayo co -cultivo: ñ#.2 vs Ecoliò/ ñ#.2 vs Salmoò 

 

X= letra   #= número  

 

*Asegúrese que el tiempo del pocillo A1 se encuentre en la final 58.  

 
 

Para comenzar, ingrese 'graficar( *nombre del archivo* )' y luego 

presione la tecla  Enter''' )   
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8.5 Anexo 5- Datos aislamientos  
 

Caja 1 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0001 

001CO2 

 
TSA 

 

37 

A1, A2 

HTP0002 B1, B2 

HTP0003 C1, C2 

HTP0004 25 D1, D2 

HTP0005 37 E1, E2 

HTP0006 25 F1, F2 

HTP0007 37 G1, G2 

HTP0008 25 H1, H2 

HTP0009 

37 

I1, I2 

HTP0010 A3, A4 

HTP0011 
001CO3 

 

B3, B4 

HTP0012 25 C3, C4 

HTP0013 D3, D4 

HTP0014 002SJ1 

 

 

PPC 37 E3, E4 

HTP0015 TSA 

25 

F3, F4 

HTP0016 

PPC 

 

G3, G4 

HTP0017 

001CO2 

 

H3, H4 

HTP0018 I3, I4 

HTP0019 A5, A6 

HTP0020 B5, B6 

HTP0021 C5, C6 

HTP0022 D5, D6 

HTP0023 E5, E6 

HTP0024 F5, F6 

HTP0025 G5, G6 

HTP0026 H5, H6 

HTP0027 

001CO3 

I5, I6 

HTP0028 A7, A8 

HTP0029 37 B7, B8 

HTP0030 
25 

C7, C8 

HTP0031 D7, D8 

HTP0032 

003DU1 

TSA 

37 

E7, E8 

HTP0033 F7, F8 

HTP0034 G7, G8 

HTP0035 
25 

H7, H8 

HTP0036 I7, I8 

HTP0037 

003DU3 37 

A9, B9 

HTP0038 C9, D9 

HTP0039 E9, F9 

HTP0040 G9, H9 
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Caja 2 

 

Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0041  003DU3 

TSA 

37 

A1, A2   

HTP0042  
003DU3 (Raíz) 

B1, B2   

HTP0043 C1, C2 

HTP0044 

003DU2 

D1, D2 

HTP0045 E1, E2 

HTP0046 F1, F2 

HTP0047 G1, G2 

HTP0048 H1, H2 

HTP0049 I1, I2 

HTP0050 

002SJ1 

A3, A4 

HTP0051 B3, B4 

HTP0052 C3, C4 

HTP0053 25 D3, D4 

HTP0054 37 E3, E4 

HTP0055 

001CO3 

25 
F3, F4 

HTP0056 G3, G4 

HTP0057 
37 

H3, H4 

HTP0058 I3, I4 

HTP0059 25 A5, A6 

HTP0060 37 B5, B6 

HTP0061 25 C5, C6 

HTP0062 
003DU2 

PPC 

37 
D5, D6 

HTP0063 E5, E6 

HTP0064 019MO1 
25 

F5, F6 

HTP0065 044PA1 G5, G6 

HTP0066 

003DU1 

37 

H5, H6 

HTP0067 I5, I6 

HTP0068 A7, A8 

HTP0069 25 B7, B8 

HTP0070 25 C7, C8 

HTP0071 

37 

D7, D8 

HTP0072 

003DU3 

E7, E8 

HTP0073 F7, F8 

HTP0074 G7, G8 

HTP0075 

25 

H7, H8 

HTP0076 I7, I8 

HTP0077 
003DU2 

A9, B9 

HTP0078 C9, D9 

HTP0079 
002SJ1 

E9, F9 

HTP0080 G9, H9 
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Caja 3  

 

Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0081 
002SJ1 PPC 

25 A1, A2 

HTP0082 

37 

B1, B2 

HTP0083 

004CA1 TSA 

C1, C2 

HTP0084 D1, D2 

HTP0085 E1, E2 

HTP0086 F1, F2 

HTP0087 G1, G2 

HTP0088 25 H1, H2 

HTP0089 

005CA2 

PPC 37 I1, I2 

HTP0090 
TSA 25 

A3, A4 

HTP0091 B3, B4 

HTP0092 

TSA 

37 
C3, C4 

HTP0093 D3, D4 

HTP0094 

007TT2 

25 
E3, E4 

HTP0095 F3, F4 

HTP0096 

37 

G3, G4 

HTP0097 H3, H4 

HTP0098 I3, I4 

HTP0099 

001CO1 

A5, A6 

HTP0100 B5, B6 

HTP0101 C5, C6 

HTP0102 023MO1 
25 

D5, D6 

HTP0103 001CO1 E5, E6 

HTP0104 

004CA1 

PPC 

37 

F5, F6 

HTP0105 G5, G6 

HTP0106 H5, H6 

HTP0107 

25 

I5, I6 

HTP0108 A7, A8 

HTP0109 044PA1 B7, B8 

HTP0110 

005CA2 37 

C7, C8 

HTP0111 D7, D8 

HTP0112 E7, E8 

HTP0113 F7, F8 

HTP0114 

001CO1 

25 G7, G8 

HTP0115 

37 

H7, H8 

HTP0116 I7, I8 

HTP0117 A9, B9 

HTP0118 C9, D9 

HTP0119 
006MO1 TSA 

E9, F9 

HTP0120 G9, H9 
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Caja 4 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0121 

006MO1 

TSA 

37 
A1, A2 

HTP0122 B1, B2 

HTP0123 25 C1, C2 

HTP0124 

008MO1 

37 

D1, D2 

HTP0125 E1, E2 

HTP0126 F1, F2 

HTP0127 G1, G2 

HTP0128 H1, H2 

HTP0129 

009MO2 

I1, I2 

HTP0130 A3, A4 

HTP0131 B3, B4 

HTP0132 

25 

C3, C4 

HTP0133 D3, D4 

HTP0134 E3, E4 

HTP0135 F3, F4 

HTP0136 G3, G4 

HTP0137 H3, H4 

HTP0138 I3, I4 

HTP0139 

008MO1 

PPC 

25 
A5, A6 

HTP0140 B5, B6 

HTP0141 
37 

C5, C6 

HTP0142 D5, D6 

HTP0143 25 E5, E6 

HTP0144 

009MO1 

37 
F5, F6 

HTP0145 G5, G6 

HTP0146 

25 

H5, H6 

HTP0147 I5, I6 

HTP0148 A7, A8 

HTP0149 

010MO1 

TSA 

37 

B7, B8 

HTP0150 C7, C8 

HTP0151 D7, D8 

HTP0152 E7, E8 

HTP0153 F7, F8 

HTP0154 25 G7, G8 

HTP0155 

011MO1 
37 

H7, H8 

HTP0156 I7, I8 

HTP0157 A9, B9 

HTP0158 C9, D9 

HTP0159 25 E9, F9 

HTP0160 Lab micro '18 (04) NPPC 25 G9, H9 
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Caja 5 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0161 
010MO1 

PPC 

37 
A1, A2 

HTP0162 B1, B2 

HTP0163 044PA1 30 C1, C2 

HTP0164 010MO1 
37 

D1, D2 

HTP0165 039RO1 TSA E1, E2 

HTP0166 

011MO1 PPC 
25 

F1, F2 

HTP0167 G1, G2 

HTP0168 H1, H2 

HTP0169 I1, I2 

HTP0170 A3, A4 

HTP0171 Lab Micro '17 (06) NPPC B3, B4 

HTP0172 

014MO1 TSA 

37 
C3, C4 

HTP0173 D3, D4 

HTP0174 
25 

E3, E4 

HTP0175 F3, F4 

HTP0176 

006MO1 PPC 
37 

G3, G4 

HTP0177 H3, H4 

HTP0178 I3, I4 

HTP0179 
25 

A5, A6 

HTP0180 023MO1 TSA B5, B6 

HTP0181 

003DU2 MS1 30 

C5, C6 

HTP0182 D5, D6 

HTP0183 E5, E6 

HTP0184 F5, F6 

HTP0185 G5, G6 

HTP0186 

003DU2 MS1 30 

H5, H6 

HTP0187 I5, I6 

HTP0188 A7, A8 

HTP0189 010MO1 PPC 25 B7, B8 

HTP0190 

012MO2 

TSA 

37 

C7, C8 

HTP0191 D7, D8 

HTP0192 E7, E8 

HTP0193 
25 

F7, F8 

HTP0194 G7, G8 

HTP0195 
013MO1 37 

H7, H8 

HTP0196 I7, I8 

HTP0197 Lab micro '18 (07) NPPC 

25 

A9, B9 

HTP0198 
013MO1 TSA 

C9, D9 

HTP0199 E9, F9 

HTP0200 014MO1 PPC 30 G9, H9 
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Caja 6  

 
Aislamiento  Muestra Medio de cultivo  Temperatura (ºC)  Ubicación  

HTP0201 

014MO1 PPC 
30 

A1, A2 

HTP0202 B1, B2 

HTP0203 C1, C2 

HTP0204 25 D1, D2 

HTP0205 

015MO1 TSA 
37 

E1, E2 

HTP0206 F1, F2 

HTP0207 G1, G2 

HTP0208 H1, H2 

HTP0209 

25 

I1, I2 

HTP0210 
012MO2 PPC 

A3, A4 

HTP0211 B3, B4 

HTP0212 Lab micro '18 (09) 
NPPC 

C3, C4 

HTP0213 Lab micro '18 (010) D3, D4 

HTP0214 012MO2 

PPC 

30 

E3, E4 

HTP0215 

013MO1 

F3, F4 

HTP0216 G3, G4 

HTP0217 

25 

H3, H4 

HTP0218 I3, I4 

HTP0219 A5, A6 

HTP0220 044PA1 B5, B6 

HTP0221 

017MO1 

TSA 

37 

C5, C6 

HTP0222 D5, D6 

HTP0223 E5, E6 

HTP0224 25 F5, F6 

HTP0225 

018MO1 

37 

G5, G6 

HTP0226 H5, H6 

HTP0227 I5, I6 

HTP0228 
25 

A7, A8 

HTP0229 B7, B8 

HTP0230 

007TT2 MS1 30 

C7, C8 

HTP0231 D7, D8 

HTP0232 E7, E8 

HTP0233 F7, F8 

HTP0234 G7, G8 

HTP0235 

007TT2 MS1 30 

H7, H8 

HTP0236 I7, I8 

HTP0237 A9, B9 

HTP0238 045CA1 

PPC 

25 C9, D9 

HTP0239 
015MO1 30 

E9, F9 

HTP0240 G9, H9 
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Caja 7 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0241 

015MO1 PPC 

30 A1, A2 

HTP0242 
25 

B1, B2 

HTP0243 C1, C2 

HTP0244 

016MO1 

TSA 

37 

D1, D2 

HTP0245 E1, E2 

HTP0246 F1, F2 

HTP0247 G1, G2 

HTP0248 25 H1, H2 

HTP0249 37 I1, I2 

HTP0250 

PPC 

30 A3, A4 

HTP0251 30 B3, B4 

HTP0252 25 C3, C4 

HTP0253 25 D3, D4 

HTP0254 

017MO1 

30 E3, E4 

HTP0255 25 F3, F4 

HTP0256 30 G3, G4 

HTP0257 30 H3, H4 

HTP0258 25 I3, I4 

HTP0259 

018MO1 

30 
A5, A6 

HTP0260 B5, B6 

HTP0261 
25 

C5, C6 

HTP0262 D5, D6 

HTP0263 30 E5, E6 

HTP0264 

019MO1 

TSA 

25 
F5, F6 

HTP0265 G5, G6 

HTP0266 

37 

H5, H6 

HTP0267 I5, I6 

HTP0268 A7, A8 

HTP0269 

020PA1 

25 B7, B8 

HTP0270 
37 

C7, C8 

HTP0271 D7, D8 

HTP0272 25 E7, E8 

HTP0273 37 F7, F8 

HTP0274 

019MO1 

PPC 

30 

G7, G8 

HTP0275 H7, H8 

HTP0276 I7, I8 

HTP0277 

25 

A9, B9 

HTP0278 C9, D9 

HTP0279 
020PA1 

E9, F9 

HTP0280 G9, H9 
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Caja 8 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0281 

020PA1 PPC 30 

A1, A2 

HTP0282 B1, B2 

HTP0283 C1, C2 

HTP0284 

021MO1 

TSA 37 

D1, D2 

HTP0285 E1, E2 

HTP0286 F1, F2 

HTP0287 G1, G2 

HTP0288 H1, H2 

HTP0289 

PPC 25 

I1, I2 

HTP0290 A3, A4 

HTP0291 B3, B4 

HTP0292 023MO1 TSA 37 C3, C4 

HTP0293 021MO1 PPC 30 D3, D4 

HTP0294 Lab micro '18 (A1)  NPPC 
25 

E3, E4 

HTP0295 

022MO1 

TSA 

F3, F4 

HTP0296 

37 

G3, G4 

HTP0297 H3, H4 

HTP0298 I3, I4 

HTP0299 

PPC 

30 

A5, A6 

HTP0300 B5, B6 

HTP0301 C5, C6 

HTP0302 
25 

D5, D6 

HTP0303 E5, E6 

HTP0304 023MO1 

TSA 

37 

F5, F6 

HTP0305 

024MO1 

G5, G6 

HTP0306 H5, H6 

HTP0307 I5, I6 

HTP0308 

25 

A7, A8 

HTP0309 B7, B8 

HTP0310 023MO1 C7, C8 

HTP0311 

025MO1 

37 

D7, D8 

HTP0312 E7, E8 

HTP0313 F7, F8 

HTP0314 
25 

G7, G8 

HTP0315 H7, H8 

HTP0316 

026MO1 

37 

I7, I8 

HTP0317 A9, B9 

HTP0318 C9, D9 

HTP0319 
25 

E9, F9 

HTP0320 G9, H9 
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Caja 9 

 
Aislamiento  Muestra  Medio de cultivo  Temperatura (ºC)  Ubicación  

HTP0321 

027MO1 TSA 

37 

A1, A2 

HTP0322 B1, B2 

HTP0323 C1, C2 

HTP0324 
25 

D1, D2 

HTP0325 E1, E2 

HTP0326 

023MO1 

PPC 

30 

F1, F2 

HTP0327 G1, G2 

HTP0328 H1, H2 

HTP0329 I1, I2 

HTP0330 
25 

A3, A4 

HTP0331 

024MO1 

B3, B4 

HTP0332 

30 

C3, C4 

HTP0333 D3, D4 

HTP0334 E3, E4 

HTP0335 F3, F4 

HTP0336 

025MO1 

G3, G4 

HTP0337 H3, H4 

HTP0338 I3, I4 

HTP0339 
25 

A5, A6 

HTP0340 B5, B6 

HTP0341 

026MO1 

30 

C5, C6 

HTP0342 D5, D6 

HTP0343 E5, E6 

HTP0344 
25 

F5, F6 

HTP0345 G5, G6 

HTP0346 

027MO1 

30 

H5, H6 

HTP0347 I5, I6 

HTP0348 A7, A8 

HTP0349 
25 

B7, B8 

HTP0350 C7, C8 

HTP0351 

028MO1 

TSA 

37 

D7, D8 

HTP0352 E7, E8 

HTP0353 F7, F8 

HTP0354 
25 

G7, G8 

HTP0355 H7, H8 

HTP0356 

029MO1 

37 

I7, I8 

HTP0357 A9, B9 

HTP0358 C9, D9 

HTP0359 
25 

E9, F9 

HTP0360 G9, H9 
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Caja 10 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0361 

028MO1 

PPC 

30 

A1, A2 

HTP0362 B1, B2 

HTP0363 C1, C2 

HTP0364 
25 

D1, D2 

HTP0365 E1, E2 

HTP0366 

029MO1 

30 

F1, F2 

HTP0367 G1, G2 

HTP0368 H1, H2 

HTP0369 
25 

I1, I2 

HTP0370 A3, A4 

HTP0371 

034MO1 

TSA 

37 

B3, B4 

HTP0372 C3, C4 

HTP0373 D3, D4 

HTP0374 
25 

E3, E4 

HTP0375 F3, F4 

HTP0376 

035MO1 

37 

G3, G4 

HTP0377 H3, H4 

HTP0378 I3, I4 

HTP0379 
25 

A5, A6 

HTP0380 B5, B6 

HTP0381 

030MO1 

TSA 

37 
C5, C6 

HTP0382 D5, D6 

HTP0383 

25 

E5, E6 

HTP0384 F5, F6 

HTP0385 G5, G6 

HTP0386 

031MO2 

37 

H5, H6 

HTP0387 I5, I6 

HTP0388 A7, A8 

HTP0389 

25 

B7, B8 

HTP0390 C7, C8 

HTP0391 027MO1 D7, D8 

HTP0392 

030MO1 

PPC 

30 

E7, E8 

HTP0393 F7, F8 

HTP0394 G7, G8 

HTP0395 H7, H8 

HTP0396 25 I7, I8 

HTP0397 

031MO2 

30 
A9, B9 

HTP0398 C9, D9 

HTP0399 
25 

E9, F9 

HTP0400 G9, H9 
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Caja 11 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0401 031MO2 

PPC 

25 A1, A2 

HTP0402 

038SA1 

30 

B1, B2 

HTP0403 C1, C2 

HTP0404 D1, D2 

HTP0405 

25 

E1, E2 

HTP0406 F1, F2 

HTP0407 

TSA 

G1, G2 

HTP0408 37 H1, H2 

HTP0409 25 I1, I2 

HTP0410 37 A3, A4 

HTP0411 Lab micro '17 (11) NPPC 25 B3, B4 

HTP0412 

034MO1 

PPC 

30 

C3, C4 

HTP0413 D3, D4 

HTP0414 E3, E4 

HTP0415 
25 

F3, F4 

HTP0416 G3, G4 

HTP0417 

035MO1 

30 

H3, H4 

HTP0418 I3, I4 

HTP0419 A5, A6 

HTP0420 
25 

B5, B6 

HTP0421 C5, C6 

HTP0422 

032MO1 

TSA 

37 

D5, D6 

HTP0423 E5, E6 

HTP0424 F5, F6 

HTP0425 
25 

G5, G6 

HTP0426 H5, H6 

HTP0427 
033MO1 37 

I5, I6 

HTP0428 A7, A8 

HTP0429 031MO1 PPC 25 B7, B8 

HTP0430 033MO1 

TSA 
25 

C7, C8 

HTP0431 033MO1 D7, D8 

HTP0432 037MO1 37 E7, E8 

HTP0433 Lab micro '17 (12) NPPC 25 F7, F8 

HTP0434 037MO1 

TSA 

37 G7, G8 

HTP0435 037MO1 
25 

H7, H8 

HTP0436 037MO1 I7, I8 

HTP0437 036MO1 

37 

A9, B9 

HTP0438 036MO1 C9, D9 

HTP0439 036MO1 E9, F9 

HTP0440 036MO1 25 G9, H9 
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Caja 12 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0441 036MO1 TSA 25 A1, A2 

HTP0442 

032MO1 

PPC 
30 

B1, B2 

HTP0443 C1, C2 

HTP0444 D1, D2 

HTP0445 E1, E2 

HTP0446 F1, F2 

HTP0447 

033MO1 

G1, G2 

HTP0448 H1, H2 

HTP0449 
25 

I1, I2 

HTP0450 Lab micro '18 (A3) NPPC A3, A4 

HTP0451 033MO1 

PPC 

30 B3, B4 

HTP0452 

036MO1 

25 C3, C4 

HTP0453 

30 

D3, D4 

HTP0454 E3, E4 

HTP0455 F3, F4 

HTP0456 25 G3, G4 

HTP0457 

037MO1 

30 
H3, H4 

HTP0458 I3, I4 

HTP0459 
25 

A5, A6 

HTP0460 B5, B6 

HTP0461 30 C5, C6 

HTP0462 

041PC1 

TSA 

37 
D5, D6 

HTP0463 E5, E6 

HTP0464 

25 

F5, F6 

HTP0465 G5, G6 

HTP0466 H5, H6 

HTP0467 

PPC 

30 

I5, I6 

HTP0468 A7, A8 

HTP0469 B7, B8 

HTP0470 
25 

C7, C8 

HTP0471 D7, D8 

HTP0472 

043PA2 
TSA 

37 

E7, E8 

HTP0473 F7, F8 

HTP0474 G7, G8 

HTP0475 
25 

H7, H8 

HTP0476 I7, I8 

HTP0477 044PA1 37 A9, B9 

HTP0478 Lab micro '18 (A4) 

NPPC 

25 C9, D9 

HTP0479 Lab micro '18 (A5) 
25 

E9, F9 

HTP0480 Lab micro '18 (A6) G9, H9 
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Caja 13 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0481 044PA1 TSA 25 A1, A2 

HTP0482 

043PA2 PPC 

30 B1, B2 

HTP0483 

25 

C1, C2 

HTP0484 D1, D2 

HTP0485 Lab micro '18 (B1) NPPC E1, E2 

HTP0486 043PA2 
PPC 

F1, F2 

HTP0487 044PA1 30 G1, G2 

HTP0488 

039RO1 
TSA 37 

H1, H2 

HTP0489 I1, I2 

HTP0490 A3, A4 

HTP0491 B3, B4 

HTP0492 C3, C4 

HTP0493 PPC 30 D3, D4 

HTP0494 Lab micro '18 (B2) NPPC 

25 

E3, E4 

HTP0495 
039RO1 PPC 

F3, F4 

HTP0496 G3, G4 

HTP0497 
040RO1 

TSA 

H3, H4 

HTP0498 I3, I4 

HTP0499 042CA1 A5, A6 

HTP0500 

040RO1 

B5, B6 

HTP0501 C5, C6 

HTP0502 

PPC 

D5, D6 

HTP0503 E5, E6 

HTP0504 F5, F6 

HTP0505 G5, G6 

HTP0506 Lab micro '18 (B3) 
NPPC 

H5, H6 

HTP0507 Lab micro '18 (B4) I5, I6 

HTP0508 

042CA1 

TSA 

A7, A8 

HTP0509 B7, B8 

HTP0510 
37 

C7, C8 

HTP0511 D7, D8 

HTP0512 

PPC 

25 E7, E8 

HTP0513 
30 

F7, F8 

HTP0514 G7, G8 

HTP0515 Lab micro '18 (P1) NPPC 
25 

H7, H8 

HTP0516 042CA1 
PPC 

I7, I8 

HTP0517 045CA1 30 A9, B9 

HTP0518 Lab micro '18 (P4) NPPC 25 C9, D9 

HTP0519 
045CA1 PPC 30 

E9, F9 

HTP0520 G9, H9 
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Caja 14 

 
Aislamiento Muestra Medio de cultivo Temperatura (ºC) Ubicación 

HTP0521 
045CA1 

TSA 

37 

A1, A2 

HTP0522 B1, B2 

HTP0523 

045CA1 

C1, C2 

HTP0524 D1, D2 

HTP0525 
25 

E1, E2 

HTP0526 F1, F2 

  

8.6  Anexo 6- Gráficas cinética de crecimiento 
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