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Resumen

High Throughput ScreeningHTS) comprende un conjunto de técnicas que permiten el
andlisis masivo de células y compuestos bajo condiciones danlgs.a finales del siglo XX
frente a la necesidad de acelerar el descubrimientueleos farmacoextendéndose en los
tltimos afiosa blancos de estudide otas areas como la biotecnologia. Hstdajo consistio
en el desarrollo de una plataforma de HTS para el analisis masivo de microorganismos y sus
derivados. En particular, el foco de estudio fue la produccion de compuestos aiii@mos
por parte de bacterias del suelo y su actividad freBischerichia coly Salmonella enterica
patdgenos de relevancia mundadd acuerdo da Organizacién Mundial de la Salu&e
plantearon tres ensayos para su estudas dos primeros evaluarola produccion de
metabolitos secundarios en condiciones de cultivo estamdarcultivo, y el tercero, el
estudio de la interaccion en el-coltivo en tiempo realutilizando como herramienta la
fluorescenciaDel primer ensay®e obtuvierornl5 aislamientos positivos para inhibicion de
crecimiento de al menos uno de los patégenos evalu&aogl segundoensayono se
pudieron obtener resultados concluyentes y el tercero no pudo ser redliaads objeto de
validar, secomparaon los resultadode la primea experiencieconel método desoft agar en

el que se obtuvieron 24 aislamientos positivos, 6 coincidesrtee ambas técnica®or
ultimo, se caracterizaron los aislamientos positivos pasafelagarmediante secuenciacion
del genque codifica para el ARN ribosomabS, encontrandos®acterias de los géneros
Bacillus (71 %), Pseudomonag8 %), Lysinibacillus (4 %) y Streptomyceg4 %). H
porcentaje restante no pudo ser caracteriz8dbien es necesio realizar ajustes a la técnica
desarrollada, la misma representa un potencial significativo para otras aplicatomesa
basqueda de bacterias funcionales, enzimas, pigmemttve otros.
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1 Introduccion

1.1 High Throughput Screening

En la actualidadun paso critico durante el desarrollo f@@macoses el descubrimiento de
sustancias con potencial para tratar blancos terapéuticos novdgdodas. Gltimas décadas,
los avances en biologia celular, secuenciacion genomismigformatica, pemitieron el
estudio de vias deransduccionde sefiales, asi como también de puntos de control
bioguimicos novedosos. Esto facilitd la identificacionpdéenciales farmacas una tasa sin
precedentes en la indust(B.

El tratamiento exitoso de blancos terapéutisesradujoenun alto numero deentas para las
compafias drmacéuticas. Sin embargo, para ste numercaumentea la parde la
necesidad mundial de medicamentos, la tasa de ingreso al mercado de nuevos farmacos
deberia aceleraEsta aceleraciose ve imposibilitad porque un infimo porcentaje de todos

los compuiestos analizados logran completar el proceso de desarrollo (aproximadaneente

de cadasietemillones. Teniendo a cuenta lo anteriose puede concluir quparaaumentar

el ndmero de farmacos comercializados, se debe incrementar el nimeusstdecias
potenciales en estudio. Para ello, se requiere un aumemonimero de proteinas dirigidas y
seleccionadas contra librerias de compuestos quimicos en expansion. Un congranitte

de dicho proceso edtamizajede alto rendimiento bligh Throughput ScreeningdTS) (1).

El estudio sigmético de nuewfarmacoscomenz6 hace 100 afos, cuando la quimica
alcanzé cierto grado de madurez que permitié aplicar sus principios y métodos fuera del area,
y la farmacologia se consagré como una disciplina cientifica bien definida. Al comienzo, los
screeningsestaban basad@n lecturas fenotipicapero fue progresando hasta hoy en dia,

gue son impulsados por targets moleculares que dependen de lecturas bioquimicas para su
analisis(2).

High Throughput Screeningpmprendauna serie de métodos en los cuales una gran cantidad
de compuestos son sujetos al estugiioultaneo bajo condiciones dad&y. Hoy representa

el principal abordaje para el descubrimientondevos farmacesiendoun método estandar
parala industria farmacéuticd&n la mismaun amplio nimero de moduladores biolégicos y
efectores son testeados conmegets especificos. Puede ser utilizado parsakeeningde
amplias libreriagque incluyen compuestos quims;gproteinas, péptidos, genes, asi como
también células vivas. Ademas del descubrimientmaievos farmacgsestas tecnologias
también se utilizan para realizar una caracterizacion metabdlica,adacmética y
toxicolégica de los misng(4).

La tecnologiaHTS se basa en el uso de la automatizacion, ensayos miniaturizados y el
analisis de datos a grascala5). Esb es posiblgracias al uso de la robdtica para el manejo
de volumenes pequeiios de liquiddetectores sensiblesspftwarepara el procesamiento y
control de datog6). La disminucion detiempo destinado avestigacién y desarrollo junto
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conla miniaturizacionreduce costogl). A su vez, puedsignificar una mayor independencia
de recursos humanos, ya que actualmente la mayoria dereeningspuedenoperarcon
pocaintervencién humanéb).

El uso demicroplacas de alta densidad (como las de 96, 384 y 1536 pocillos) supone ademas
poder analizar un alto numero de muestras porpdidiendo ir desde 10.000 hasta mas de
200.000 segun la cantidad de pocillos en la microplaca utilizadgn el caso de tecnologias
modernas de ultra HTS es posible alcanzar volimenes de trabajo del orden de picolitros en
placas de hasta 3456 pocill@.

Independientemente del formato de HTS elegido para trabajar, existen tres pasos generales
para la realizacién de laddica: 1)preparacion de las muestras, 2) manipulacién de las
mismas y 3) lecturas y obtencion de daf®)s A su vez, existen diversos factores clave del
proceso de optimizacioén, los cuales consolidan el éxito de la téEmica.ellos el tiempo, los

costos y la calidad, relacionados tal como puszkervarse en laigura 1(9).

- tiempo/pocillo

= pocillos/dia

= muestreos/afio

= tiempo de proyecto

Tiempo

Calidad Costos
= pocos falsos positivos « reactivos
= pocos falsos negativos « consumibles

= instrumentacion
= personal

Figural - Factores clave para la optimizacion de HFgure
tomada y adaptada de The Future of Hidgimoughpu
Screening.

Como toda tecnologia, HTS también presenta limitantes.

A pesar de que existe un creciente numero de librerias de compaestsibles para la
academiapara asegurasu calidades necesario establecer estandares univensatesitener
las buenas préactic$0).

En segundo luganinguna de las tecnologias de HTS existentes se encuentra desprovista de
artefactos, sobre todo aquellos derivados de la propia redarde los compuestoy los
medios utilizadosEs por esto quen el descubrimiento de nuevas molécidaslebe prestar
mayor atencidén a la identificacitme estos artefactos para poder removerlos y evitar asi
falsos positivog9).
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En tercer lugar, existen problemas asociados al uso de la robética, entre los que se encuentran:
largos tiempos de disefio e implementagidperacion inestable del robot y limitadas
capacidades de recuperaciéon frente al error. Estos problemas pueden ser atribuidos a la
arquitectura de integracién del robot, al pobre disefiosaltware asi como ciertas
incompatibilidades en los equipos utilizados en el engayp

La innovacionen alternativas de HTS esrucial parasuperar las limitantes inherentes al
ensayo. Asimismoprevio a la implementacion deda técnica novedosastadebe ser
validada

1.1.1 Validacion

El proceso de validacion deberia poder discernir la robustez y la confianza del ensayo,
ademas de asegurar gelemismo cumple con cierto criterio para su ejecucion efectiva. Si
bien no es universalmente aplicada, la validacion lleva consigo ciertas ventajas deagro de |
gue se encuentran: estandarizacion del ensayo (reproducibilidad) y generacién de informacion
valiosa para el mejoramiento del mismo, reduccién de las chances de fracaso (ahorro de
tiempo y costos asociados), consistencia y control de cqll@ad

En un proceso de validacion, se debe verificar que los parametros de desempefio de un ensayo
otorgan informacién suficiente @aresponder al problema en particular para el cual se
disefid. A su vez, permite conocer las limitantes del end&@yo

La validaciéni que puede ser vista como un proceso contifuacorpora conceptos tales

como: disefio, seleccion, factibilidad, desarrollo, establecimiento del método, caracteristicas
de desempefio, monitoreo, optimizacién, cambios y revalidaedme otros. De todas
maneras, muchas aplicaciones pueden encontrarse restringidas por razones de tiempo y
recursos, y en ese caso, solo la optimizacion y estandarizacion del ensayo se consideran
relevantes. En conclusion, la extension de la validacioerakpdel propdsito del resultado

del ensay@13).

1.2 Bacterias

Las bacterias han influido en la vida del hombrk dargo de la historia. En un primer
momento, aprovechando sus caracteristicas metabdlicas sin ser conscientes de ello (con la
produccién de fermentos), para luego, con su descubrimiento, estudio y posterior explotacién
colonizar otras areas del sabermfano (medicina, industrias alimenticia y cosmética y
biotecnologia). La investigacion derivada del descubrimiento de las bacterias llevé a que, en
la actualidad, la diversidad de los productos microbioldgicos industriales abarque enzimas,
antibidticos e inluso subproductos o productos secundarios del metabolismo de los
organismoscomo los alcoholegl4).
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Las bacterias son microorganismos unicelulares que presentan diversidad de formas (cocos,
bacilos, espirales) y tamafos, que van desde unas cuantas micras hasta cientos de ellas. A
pesar de ser un dominio muy heterogéneo, comparten varias caracteristices de
estructura celularLas principalesson: una pared celular compleja con presencia de
peptidoglicanos, la falta de una membrana que proteja su material genético (ubicado en una
region denominada nucleoide) y la carencia de organelos membraAosogie 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
estdbmago humano como las altas temperaturas de géiséres

Estos microorganismos se reproducen mediante el mecanismo de fisidn binaria, lo que
implica que por célula viable se obtienen dos eéluhijas idénticas, cada una con un
cromosoma bacteriano y los componentes celulares correspondientes. EIl crecimiento
bacterianan vitro y su estudio en el laboratorio suele darse en medios de cultivo liquidos
(quimicamente definidos o no) y en modalidddtch Es decir, se incuban los
microorganismos con un Unidote de medio de cultivo en un recipiente acorde. Debido a que

el medio de cultivo no se renueva, los nutrierges consumidos por las bacterias y los
desechos metabdlicos se acumulan acorgeldacion bacteriana aumerfisd).

El crecimiento de una poblacién bacterianauarsistema cerradge puede graficar como el
logaritmo del numero de células viables en funcion del tiefdgh También se pueden
utilizar meddas indirectas como la densidad Optieaacteristica a 600m (ODsog). En este
escenario, se obtiene una graficacoeimiento similar a la de ladura 2.

En la misma, se observan cuatro zonas definidas, caracterizadas por una etagindehto

celular. B la primera etapa, etapdag, las célulase adaptaal medio de cultivo y sintetiza

los componentes necesarios para poder proliferar en nesteo ambiente. En la fase
exponencigl o faselog, los microorganismos crecen y se dividen a la maxima velocidad
posible, dado su potencial genéticdas caracteristicas del medio de cultivo y ambientales
(temperatura, aireacion). En este momento, los microorganisomssimerrapidamente los
nutrientes ge eventualmente escasearan, lo que lleva a la siguiente etaphigurda2, la

fase estacionaria. En esta etapa, el nimero de células viables se mantiene relativamente
constante, razon por la cual se observa una mésetgg comienza la fase de senesciao
muerteen la cual el nimero de células viables decrece exponencialfhénte
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Fase estacionaria

Fase exponencial

(log)
Fase de

muerte

Log del numero viable de células — g

Tiempo —3

Figura?2 - Gréfica de cinética del crecimiento microbiolégien modalidadbatch
Imagen tomada y adaptada de Prescott’s Microbiology (ninth edition).

Tradicionalmente, las bacterias se clasificaban de acuerdo a distintos criterioglabse
metabolismo, morfologia, habilidad del@nizar un ambiente especificorgspiracion(14).

Dado el avance de la genomica, la taxonomia microbiolégica actualmente se deduce mediante
diferencias en la secuencia génica de los orgarssil gen mas 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
alineacion de secuencias) y imges Vvariables e hipervariables (que permiten la
discriminacion de los distintos organisn@nsivel de génedq15).

1.2.1 Bacterias del suelo

El suelo es la mezcla natural de material organico e inorganico en la superficie de la Tierra
gue provee un ambienpara el desarrollo de organismos vivos. El habitat del suelo se define
como la totalidad de organismos vivos incluyendo plantas, animales y microorganismos, asi
como el componente abidtico. La naturaleza exacta del habitat en el cual la comunidad de
microorganismos se desarrolla es fruto de la interaccion entre clima, vegetacion y geologia
(15). La misma determina no solo la abundancia relativa de especies, sino también la
interaccon entre ellas. Lagpoblaciones bacterianas del suelo juegan roles importantes en
ciclos de nutrientes incluyendo la nitrificacién, la oxidacion del hierro y el azufre, fijacion de
nitrégeno atmosférico y la oxidacion del manganeso, entre (dips

Los filos bacterianos predominantes en el habitat terrestrérsteobacteria, Actinobacteria
y Acidobacteria(17).

El filo Proteobacteriaes el danayorabundancia relativan el sueld17). A su vez, dntro de
este filo, la clase-proteobacteriaes la mas representada. Esta clase incluye la mayoria de las
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proteobacterias oligotroficas, aunque algunas evolucionaron para vivir de modo estrictamente
parasitario.Algunos géneros dentro de esta clase presamtaios metabdlicos inusuales
como metilotrofia Methylobacteriury quimiolitotrofia (Nitrobactel) y la habilidad de fijar
nitrdgeno Rhizobiun (14).

El filo Actinobacteriapor su parte, segundo en abundancia relativalesuelo(17), se
caracteriza por su alto porcentaje de contenidd @enomico, asi como por su pared Gram
positiva. Los génerdStreptomyceg Actinoplanegertenecen a este fi(@4).

Aunque el filo de lag\cidobacteriasse halle tercero en abundancia relativa, el conocimiento
del mismo aun es limitado. Esto se debe principalmente a la dificultad que presentan para su
cultivo in vitro, por lo cual previo a los estudios metagendémicekfilo era virtualmente
desconocido. A la fecha, existéf especieslentro del filo, heterétrofas y de diversa relacion

con el oxigeno (anaerdbicas, aerdbicas, microaerofilicas(E.)

A pesar de que el suelo @& nicho desafiantg se halla expuesto a condiciones muy
variables(19), la diversidad y cantidad de microorganismos en el mismo excede la de
cualquier otro habitat terrestre, pudiendo existir entreyl@0!° bacterias en tan solo un

gramo de tierrg20). Ademas, existe redundancia funcional debido a que varias bacterias del
suelo utilizan como fuente de carbongstsatos similares. Por esta razén, la competencia
inter-especifica por nutrientes y recursos en comunidades bacterianas del suelo es una de las
mayores formas de interacci¢ip).

Una de las estrategias mas importantes en estas interacciones es la produccion de metabolitos
secundarios inhibidores derecimiento (surfactantes, toxinas, antibiticos y otrogle

pueden suprimir o matar a los microbios competidores. Aunque estos compuestos
antimicrobianos suelen inhibir el crecimiento de otras bacterias, también pueden promoverlo,
actuar como moléculasle sefializacion o modular la expresion génica bacteriana (en
concentraciones stibhibitorias)(19).

En particular, los antibidticos (o agentes antimicrobianos) son moléculas o sustancias
selectivamente tdxicas para microorganismos que inhiben uno o mas procesos vitales (sintesis
de la pared celular, sintesggoteica, funcionamiento de la membrana plasmét{24).
Quimicamente, los antibidticos son muy diversos. Por ejemplo, la penicilina posee un anillo
tiazolidina u n-lactamicoaque uporta am grupd @amin® secundario, la
vancomcina es un glicopéptido, los macrélidos poseen un anillo lactona unido a uno o varios
azucares. Esta variabilidad les permite como grupo interactuar con, o inhibir, distintos
procesos moleculares en la célula bacterfadp

La mayoria de los antibidticos utilizados kanclinica son producidos por microorganismos
(como metabolitos secundarios en su fase estacionaria del iergo)ro derivados sintéticos
de ellos.Streptomyces, Actinopland®acillusy Pseudomonason algunos de los géneros de
bacterias que producen antibiéticos reportddds
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En la naturaleza, los antibioticos pueden ser producidos luego de la percepcion de sefales
ambientales especificas o de microorganismos cercanos. Efectivamente, varios estudios
demuestran que se pueducir la produccién de antibidticos en bacterias del suelo al
enfrentarlas a otras especies bacterigt@s

Asi como existen los antibiéticos como fruto de la interaccion microbiologica en ambientes
tales como el suelo, existe su contraparte: la resistencia a este tipo de sustancias.

1.2.2 Resistencia a antibioticos

Lasbacterias resistentes a antibioticos son un problema muy grave para la salubridad a nivel
global. En los ultimos tiempos, bacterias clinicamente relevantes han presentado resistencia a
multiples antibioticos generando problemas para el publico en géalmahnorbimortalidad)

y para hospitales (estadia prolongada de pacientes, altos costos de antibiéticos nuevos), entre
otros(22).

Partiendo del hecho que la mayoria de los antibiéticos son producidos por bacterias, las
mismas deben ser resariamente resistentes a las sustancias que producen (en caswgcont
moririan frente a sus propios metabolitos toxicos). Debido a esta evidencia, se cree que la
gran problemética clinica mundial de bacterias multirresistentes se origina en int&sccion
ambientale$23).

Las bacterias pueden, mediante el mecanismo de transferencia horizontal de genes, heredar
material genético de otras bacterias de la comunidad. Esta caracteristica gerapidd y
relativamente simple diseminacion de genes entre la poblacién bacteriana de un ecosistema
(14).

A pesar de que xeste evidencia de genes de resistencia a antibidticos alojados en la
microbiota de momias precolombinas y cadaveres hallados en un monasterio megigoal

de la introduccién de estos compuestos terapéuticos en la medicina y la agricultura, la
resistencia a los mismos ha aumentado significativam&ntge considerademas el ritmo

lento de desarrollo daeuevos farmacgsse requiere de investigacion de catidpara el
descubrimiento de principios activos con efectos antohianos para reemplazar aqusllo
farmacogque se han vuelto clinicamente irrelevartgsy.

1.3 Bacteriasy High Throughput Screamng

En las ultimas tres décadas, en el mercado de la farmacologia ha habido una disminucién en
el nUmero de antibidticos 0 compuestos con nuevos mecanismos de accion descubiertos,
contrario con el aumento de las enfermedades infecciosas. Como fue memciona
anteriormente, para poder acelerar el proceso de descubrimiento y desarrollo de estas
farmacoses preiso utilizar herramientas contdTS (24).
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En el caso particular de los antibioticos producidos por bacterias, los métodos basados en agar
son los utilizados convencionalmenpara su descubrimientdin embargo, realizar un
screeningde una amplia libreria de bacterias mediante estos métodos es un trabajo laborioso,
gue consume mucho tiempo y recurgosiene un alcance limitadd.ambiénes propenso al

error, puesto que en la mayoria de los casos el analisis depende del ojo didropera
consecuencia, compuestddbilmente activos, o que se encuentren en bajas concentraciones,
pueden no sgyercibidos durante el proce&).

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 maximo de 26800 L de volumen cada uno) plantean obstaculos tales como

el mantenimiento de la funcion celular estable en el tiempo y el manejo del volumen sin
disrupcion de la integridad celul@r). Ademas cuando se aplican métodos de HTS, por
ejemplo, para la busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana, existeitantel

en la sensibilidad y precisién de la deteccion de la resistencia bacteriana. Las medidas de
crecimiento bacteriano basadas en métodos de densidad Optica tradicionales se encuentran
limitadas muchas veces por la formacién de agregados, filamgntsas agrupaciones
celulares que interfieren en la detecc{@B). Por otro ladodadoque el crecimiento de la
biomasa seealiza de forma miniaturizada, la tasa de transferencia de oxigeno puede verse
comprometidaEsto puede llevar a variaciones indeseables entre pogtague la tasa de

difusién deloxigenodepende a veces de su posicion en la placa. Igualmente, lsagasiéa
aeracion pueden ser relevantes, en mayor o menor medida, en funcion del microorganismo
con el que se traba(26).

17



2 Objetivos

2.1 Objetivo general

Poner a punto ungécnica de andlisis masivibe microorganismgsmediante estudio de
actividad antimicrobiana de bacterias del suelo, frept&@yenos reporteros.

2.2 Objetivos especificos

1 Generar unaoleccion de bacterias del suelo.

1 Desarrollametodologia de cultivo de microorganismspde manera simultanea, a
gran escala.

1 Estandarizael monitoreo del proceso.

1 Poner a puntda metodologia parla evaluacion de la actividad antimicrobiana.

T Validarla técnica y confirmlos resultados obtenidos.
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3 Metodologia

3.1 Disefio experimental

La técnica dHTS consiste en el andlisis deandescantidades de informacion en un corto
periodo de tiempo.

En d marco de esta tesis, se decitiinar bacterias del suelo, debido al gran nimero de
microorganismos en este habitatyie elprocedimiento para su aislamierdgse simpley al
amplio abanico @ posibilidades de estudio que presemt@mno grupo Para su aislamiento, se
utilizé un medio de cultivo nutrientel' SA) y un medio de cultivo selectivo para el género
StreptomycefPPQ (27). La seleccidn destegénero se basé en la abundabitdiografia que
reporta lgproduccion de metabolitake interégantibidticos, pigmentos, etq32).

Para que todos los aislamientos estuvieran en igualdad de condiciones para posteriores
ensayosse separaron en grupos segun el tiempo en el que alcapraximadamente la

mitad de la fase exponencidPara esto, se estudio la cinética aeecimiento de los
aislamientos, la cuale grafi® utilizando un programa informéatictal que permitio disminuir

el tiempo requerido para el procesamiento de lossdato

Debido a que la técnica de HTS permite analizar un amplio rango de caracteristicas de las
bacterias, fue necesario definir una primera variable a estudiar. Considerando que la busqueda
de antibidticos nuevos es cada vez mas relevante, y que dent® méroorganismos del

suelo se encuentra un gran nimero de bacterias que los produekgiesencomo foco de

estudio. Ademas, se tomd en cuenta gug@roduccién es extracelular (no se requiere de
procesamiento adicional de los microorganismos para su obtencion) y los resultados son
facilmente detectables mediante seguimiento de absorbancia o a simple vista.

Se seleccionarork. coliy S entrica como patégenosiadoque se encuentran dentro de la
lista de bacterias con prioridad critica para el descubrimiento de antibiéticos segun la
Organizacion Mundial de la Sal{@8). De todos modosel trabajo con las cepas inactivadas

a nivel de laboratorio no presenta ningun 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 tregsyessdistintos para evaluaslo

En el primer escenario, se podria dar la produccion de un metabolito secundario en la fase
estacionaria del crecimiento bacterianon efectos inhibitorios para el crecimiento de otra
bacteria. El ensayo consistn cultvar las bacterias hasta que alcankeefase estacionaria

para recupergsosteriormentel sobrenadante del cultivo e inocularlo con los patégenos.

En el segundo, al encontrarse ercatiivo (situacion de estrés), una de las bactgraaiia
producirunasustancia que impide que la otra crezca. En este casmecseronlas bacterias
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de la coleccién junto a uno de los patdgemhsante aproximadamente 24 horgs
posteriormente el sobrenadante de dicho cultivo sediiiza cultivar el patégeno.

En amims casos, con el fin de determinar variaciones en la cinética de crecimiento del
patégeno, se mid la absorbancia a0® nm del cultivo emelacién &tiempo.

En el tercerescenarip el crecimiento de las bacterias \®8eria afectado simplemente por
encontrarse en ecultivo con otras, habiendo una competencia por nutrientes y/o espasio
bacterias de la biblioteca se deberian crecer conjuntamente con alguno de los patégenos de
esudio. En este cascel seguimiento de la absorbancia a 600 nm no seria represgrntativ

lo que sedutilizarian patégenos reporteros transformados con vectguesexpregran las
proteinas fluorescentes GFP o mCherDe esta manerael seguimiento se rkazaria
mediante la medida de la emisién de fluorescencia.

Como uno de los objetivasspecificogle la tesidue la validacion de la técnica desarrollada,

se compararon los resultados obtenidos entre dos pruebas de actividadrantinaen
placas de natio sélido (método tradicional) con los ensayos en placas de 96 pocillos (método
desarrollado).

Una vez obtenidos resultados positiyaslamientos capaces de inhibir el crecimiento de al

menos uno de los patdgenos estudigdes)caracterizaroparadeterminar si se trabade
microorganismos productordg antibioticos reportago
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3.2 Materiales

3.2.1 Equipos

Los equipoautilizados durante el desarrollo del presente proyecto pertenecen al Laboratorio
de Biotecnologia o al Centro Biotecnologico de Investigacién e Innovacion (CBI+l) de la
Universidad ORT Uruguay. Los mismos se detallan a continuacion.

1 Autoclave Wisd, modeldoViseClave®
91 Centrifuga Thermo Fisher Scientific, modelo SL 16R
- Rotor para tubos con angulo fijo, modelo FIBERLite® X300y
- Rotor para tubos con tambor oscilante, modele4DR
- Rotor para microplacas de tambor oscilante, modeROM
Centrifuga Wid, modelo WiseSpin® GEO
Cuba electroforesis Bioer, modelo MiniRun (GBO)
Electroporador Bi€Rad, modelo MicroPuls&f
Environmental ShakerncubatorbioSan, modelo EQ0
Espectrofotometro UNICO, modelo 2800
Estufa incubadora QUIMIS, mode@316M2
Espectrofotometro SHIMADZU BIOTECH, modelo BioSpani
Estufa incubadora DAIHAN Scientific, modelo Thermo Stable-&0F
Estufa incubadora ICSA, modelo DFI®52
Freezer DAIHAN Scientific{80°C), modelo ULT Freezer
Freezer Whirpool-0°C), modelo WVG28HBDWX
Lector de placas TECAN, modelaontrol infinite 200Pro
Purificador de agua MilliPore, modelo Dire@® 8 UV-R
Shakerorbital bioSan, modelo PSW01
Shakerorbital Wisd, modelo WiseCube® WAZ0
Termobloque Wisd, modelo WiseTherm® HiB
Termociclador BIOER, modelo T25/H
Vortex Wisd, modelo WiseMix® VMLO

= =4 4 -4 -4 8 8 -9 -5 -9 -4 -9 -5 -9 -9 -9 -3 -9

3.2.2 Medios de cultivo y soluciones tampduffen

A continuacion, se detalla la composicion de los medios de cultivo utilizados en el presente
trabajo Los mismos fueron TSB y TSAabla 1), PPC (Tabla 2), LB y LBA (Tabla 3) y
SOC (Tabla 4).Todos los medios son nutrientes, excepto PPCGeque medio selectivo para

el génerdstreptomycef27).
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Tablal - Composicion y preparacién medios de cultivo TSB y TSA

Componente Concentracion (g/L)
Digerido pancreético de caseina 17
Digerido péptico de harina de soja 3,0
Glucosa 2,5
Cloruro de sodio 5,0
Fosfato dipotasico de hidrégeno 2,5
pH 7,3 +t0,2
Disolver en agua destilada la cantidad suficiente de cada componente. En
TSA agregar 15 g/L de Agar. Ajustar el pH y esterilizar a®@tiurante 15 min.

Tabla2 - Composicion y prepacion de medio de cultivo PP&japtado del medio NPRE7).

Stock de antibiéticos

Componente Cantidad
Sulfato de B polimixina 500 mg
Penicilina G sodica 50,0 mg
Ciclohexamida 500 mg
Agua destilada 100 mL

Procedimiento
Disolver la cantidad necesaria de cadéibiotico en el volumen de agua destile
especificado, esterilizar con filtro 0,22 um y conservaP@.4

Por otro lado, disolver 15 g/L de agar en el volumen necesario de a
esterilizar a 122C durante 15 mi Una vez que el agaguaalcanza 455 °C,
agregar 10 mL del stock de antibi6ticos por litro de -agama.

Tabla3 - Composicion y pngaracion de medio de cultivo LB

Componente Concentracion (g/L)
Triptona 10
Extracto de levadura 5,0
Cloruro desodio 10
pH 7,0

Disolver en agua destilada la cantidad especificada de cada componente.
Agregar 15 g/L 0 7,5 g/L de Agar en el caso de LBgotiagar respectivamente
Ajustar el pH y esterilizar a 12C durante 15 min.

Para la seleccion de transformantes, se utilizaron los antibioticos ampicilina y kanamicina (en
funcion de los plasmidos de trabajo), para los cuales se realizé una setoclkite cada uno

con una concentracion de 50 mg/rfl000x). Luego de disolver la cantidad necesaria del
antibidtico en agua destilada, se esterilizaron con filtro 0,22 um, y almacenaron en alicuotas
de 500uL a-20°C. Para su uso se diluyo la cantidad necesaria ya sea en medio LB liquido o
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sélido previamnente esterilizado. En este Ultise debe agregar cuando el mismo tiene una
temperatura de entre -5 °C.

Tabla4 - Composicion y preparacién medio de cultivo SOC

Componente \ Concentracion
Triptona 20 g/L
Extracto ddevadura 5,0 g/L
Cloruro de sodio 0,50 g/L
Cloruro de potasio 2,5mM
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, ex
glucosa (medio SOB). Ajustar el pH y esterilizar a 12 Hurante 15 min.

Por otra parte, realizar una solucionM de glucosa en agua destilada
esterilizar mediante filtro 0,22 um.

Una vez que el medio SOB se encuentra termostatizadb5(86) agregar lg
cantidad necesaria de glucosa 1 M estéril.

Ademas de los medios de cultivo previamente descritos se utilizaron las soluciones que se
detallan a continuacion:

T Suerofisiolégico (SF):Disolver la cantidad necesaria deruro de sodiq0,9 %) en
agua destilada, separar en tubos de ensayo (9 mL por tubo) y esterilizar@ 121
durante 15 minutos.

T Glicerol 75 % y 10 %: Disolver el volumen necesario de glicerol en agusildea y
esterilizar a 122C durante 15 minutos.

i Buffer TAE 50x: Disolver242 gTris base, y diluir 57,1 mL &cido acético glacial y
100 mL EDTA 0,5 M pH 8 en 1 de agua destilada. Utilizar 0,5 % en electroforesis
de agarosa.

3.2.3 Vectoresplasmidicos

I PpET-28a (r): Vector para clonado en bacterias, conteniendo gen de resistencia a
kanamicina para su seleccién. Posee un peso molecular de 5369 pb.

T pUC19: Vector para clonado en bacterias, conteniendo gen de resistencia a ampicilina
para su selxion. Posee un peso molecular de 2686 pb.

I pBAD/HIS A: Vector para clonado en bacterias, conteniendo gen de resistencia a
ampicilina para su seleccion. Posee un peso molecular de 4102 pb.
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i pUCS57: Vector para clonado en bacterias, conteniendo gen de ressteampicilina
para su seleccion. En este trabajo se utiliz6 este plasmido conteniendo el gen mCherry
bajo un promotor constitutivo. El tamafio total del vector es de 3679 pb.

Dichos plasmidos fueron obtenidos a partir de la coleccion del Laboratomigenologia
de la Universidad ORT Uruguayse muestran en anexo 1.

3.2.4 Cepas utilizadas

i EscherichiacoliDH 5 U
i Salmonella emfica (ATCC® 1402&)

Ambas cepas se obtuvieron del cepaléb Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
ORT Uruguay.

3.2.5 Genes reporteros
T GFP

La proteina verde fluorescente extraidaddguoria victoria(720 pb) ha mostrado ser un gen
reportero ideal en ensayos sleeeningde farmacosn vitro. La misma puede ser facilmente
monitoreada y cuantificada en ensayos fluorométricos en micropl28aspor lo que en

casos de ser expresada bajo un promotor independiente puede ser utilizado como marcador de
viabilidad celula (30). Seexcita a 488 nm y se mide la emiside fluorescencia 510 nm

(3D).

T mCherry

Proteina fluorescente monomérica roja derivadBideosoma sp(711 pb) Presenta una alta
fotoestabilidad, es resistente al fotoblangye® requiere modificaciones postraduccionales
como GFPRpor lo que madura rapidamenge detecta la fluoresceng@aco tiempo después
gue el gen es expresado cualla haceapropia@ para estudios en tiempo real. Presenta un
méximo de excitacion a 58¥n y un maximo de emisidte fluorescencia 610 nm(32).

3.2.6 Primers

Se disefiaromprimers que permiten amplificar la secuencia de GFP, eliminando un coddn
STOPexistente antes del codon inidi@3d). A los mismos & les agrego regiones reconocidas
por distintas enzimas de restriccion para permitir su clonado en los plasmidos pET28a,
pUC19 o pBAD.Por otra parte, se disefiarprimerspara el clonado de la proteina mCherry

en pET28ay pBAD. Loprimersnombrados se muestran erTkbla 5.
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Tabla5 - Secuencias dgrimersdisefiados

| Primer H Secuen8bh (50 | Tm (°C)
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 atatGAATTCATGGTTAGCAAGGGAGAAGAAG 57

HTp
Rv mCherry pET 28a atatGCGGCCGCCTACTTGTAAAGTTCATCCATCCC( 57
HTp
Fw mCherry pBAD HTp | atatCTGCAGCATGGTTAGCAAGGGAGAAGAAG 57
Rv mCherry pBAD HTp | atatGAATTCCTACTTGTAAAGTTCATCCATCCCG 57

Los primersse disefiaron utilizanda herramienté&napgene (de GSL Biotech; disponible en
snapgene.com) y fueron sintetizados por Macrogen Inc. (Corea del Sur). Para la amplificacion
de la region 16S se utilizaron Ipemersuniversales 27F y 1492R de esa mismaress

3.3 Desarrollo experimental

3.3.1 Generacion biblioteca de microorganismos del suelo

3.3.1.1 Obtencidn muestras de suelo

Se tomaron muestras de suelo de varias locaciones del territorio nacional, a las gue se le
asigno un codigale acuerdo da Figura 3 El mismo consiste en el nimero de muestra
(compuestqoor tres digitog el caracter geograficcompuesto por dos lethag un nimero

gue determina la profundidad de la que se extrajo la muestra. El detalle delycadipero

gue identificada muestra sedta en el Anexo.2

Codigo de dos letras
segun localidad de la
muestra

Cédigo numérico de la Codigo numérico de la
muestra profundidad de la
(comienza en 001) muestra

Figura3 - Clave de identificacion de cada muestra del su;, 25



3.3.1.2 Aislamiento de bacterias del suelo

A partir de 1 g de tierra, se realizarocuatro 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 esti@ayda37

otra a 25°C, ambas durante 24 h, mientras que las de PPC se incubarotCay230 °C

durante una semana.

A partir de las muestras de raiz, se tomaron dos raices y se introdujeron en 1 mL de SF, se
agitaron durante unos segundos utilizando vortex y se retirdPosteriormente se
desinfectarorb minutosen hipoclorito 0,8%6. Luegq se incubd una raiz en TSA3@°Cy la

otra en PPC a 2%, hasta observar crecimienEl.SF se procesé de la misma manera que el
gramo de tierra.

Transcurrido el tiempo indicado de incubacion, se eligieron aproximadaniecoeolonias

de cada medio de cultivo, segun su morf@og/o color diferencial buscando obtener la
mayor diversidad posibley se reestriaron en placas de medio TSA independientemente de
su placa de origerEstas placagueron incubadas respetando la temperatura y tiempo de
crecimiento inicial A cada ailamiento se leasigné un codigale acuerdo a la nomenclatura

HTP####

Codigo numérico del
aislamiento
(comienza en 0001)

Figura4 - Nomenclatura utilizada para los aislamientc

3.3.1.3 Criopreservacion de los aislamientos
Una vez obtenidas colonias aisladas, se realizaron cultivos liquidos en 3 mL de medio TSB y
se creeronen agitacién (200 rpm) segun su temperatura de origen, hasta que se evidenciara

crecimiento (turbidez, agregados, etc.).

Los cultivos liquidos fueroariopreservados &80 °C por duplicado en glicerol 1% (800uL
del cultivo con 20QL de glicerol 73%).
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3.3.1.3.1 Control del proceso de criopreservacion

Se selecciond un numero representativo de viales de cada tanda que se criopreservo
(aproximadamente 1&) y se inocul6 una placa de TS®n una estria circular de cada
aislamiento El disefio ddas placas se puede ver en igufa 5 Dichas placas se incularon a

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

Figura5 - Disefio de placas de control de vie
Cada circulo celeste representa un aislamie

3.3.2 Desarrollo de patégenos reporteros
3.3.2.1 Produccion de vectores transgénie@G-P

3.3.2.1.1 Miniprep de plasmidos

A partir de precultive de E.coli DH5a transformads con pET28a, pET28& GFP o pBAD,
se realiz6 unaminiprep utilizando el kit ZyppyM Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research)
siguiendo el protocolo del fabricante. eatraccidnse confirmé mediante electroforesis en
gel de agarosa %o, utilizando el agente intercalante GoodVievBES Geneteghy el
marcador de peso molecular #SM0331 (Thermo Fisher Scientgcuantificoel ADN
plasmidicoutilizando Infinite® 200Pro NanoQuant Multimode Microplate Reader.

3.3.2.1.2 Amplificacion GFP
El plasmido pET28& GFPse utiliz6 como molde para la reaccion de PCR con los distintos
juegos deprimers para el clonado en pET28a, pUC19 y pBAD. ik de reaccion y el

ciclado de la PCRtiempo final se muestran en [&ablas 6 y 7 respectivamente.

Tanto elmix de reaccién como el ciclado se disefagdenacuerdo da recomendacion del
fabricante de la TagqBN polimerasa utilizada (Thermo Fischer Scientific).
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Tabla6 - Mix PCRparaamplificacionde GFP (por reaccion)

Reactivo Volumen (L)

Buffer Taq 10x 5,0
dNTPs (2 mM c/u) 5,0
Primer Fw (10 uM) 2,5
Primer Rv (10 uM) 2,5
ADN molde (48,9 ngjiL) 2,0
MgCl2 (25mM) 3,0
Tag ADN Polimerasa 0,25
H20 mQ c.s.p. 50

Tabla7 - Ciclado PCRparaamplificacionde GFP.

Temperatura (°C) Tiempo | Ciclos

Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacién 95 30s
Annealing 52 30s 35
Extension 72 1 min
Extension final 72 10 min 1

La amplificacion se confirmé mediangtectroforesis en gel de agaros&l Los productos
obtenidos se purificaron utilizando el kit DNA Clean and Concentrator (Zymo Research),
siguiendo el protocolo del fabricante.

3.3.2.1.3 Digestion

Este procedimiento se redien 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 digestion (buffer, temperatura y tiempo), se utilizé la herramienta
DoubleDigest Calculator (Thermo Fisher Scientific).En la Tabla 8 se detallan las
caracteristicas recomendadas para la digestion. Los componentesxdi# reaccionse
muestran en ladbla 9.

Tabla8 - Caracteristicas de tigestion enzimatica realizada

Vector Enzima Buffer Temperatura (°C) Secuencial Tiempo

EcoRl
pET28a | —°° 0 37 No* 1-16 h
Notl
Pstl .
pBAD EcoRl O 37 No 1-16 h
UC19 Smal** Tango 30 Si. Digestion con EcoRIy  ON
P EcoRl 10x 37 luego con Smal. 10 min

*Ambas enzimas actlan en simultaneo
**Se utiliz6 enzima restriccion Sm#dastDiges®
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Tabla9 - Mix para la digestion enzimaticke vectores y su inserto correspondiente

Reactivo Volumen (uL)

Buffer (segun corresponda) 2,0
ADN (0,51 pghlL) Variable
Enzima (10 U{L) 2,0clu
H>O mQ c.s.p 20

Luego de la digestiose procedio a inactivar las enziméasmicamenteSeinactivaron EcoRl
(Thermo Fisher Scientific) y Smal (Fermentas) a®65durante 20 mutosy Pstl y Notl
(Thermo Fisher Scientific) a 8€ el mismo tiempo

La correcta digestiéde los insertos y plasmidee confirmé mediantelectroforesis en gel
de agarosa % utilizandocomo control negativtas secuencias sin digerkl volumen total

de los plasmidos digeridose purifi® desde el gel utilizando Zymocle€dhGel DNA
Recovery Kit (Zymo Research). Por otro lado, los insdtteson purificads utilizando el kit
DNA Clean and Concentrator (Zymo Researdr).ambos casos se sigui6 el protocolo del
fabricante. los productos recuperados se cuantificaron como se explicé anteriormente.

3.3.2.1.4 Ligacion

Para la ligacion se consider6 una relacion inserto:vector de 3:1. Establecieadtidadtle
vector a utilizaren 75 ng, se calculo la concentracion de inseawespondientetilizando la
siguiente ecuacion

e, E8Q QOO 0l i Qe i QG 1 'Qadd @ Qo OF i Q) DGO £ |
e Mei Qi—o-+€ T
0 QA& QW o Rw

El tamafo de las distintas secuensasnuestran en laabla 10.

Tablal0- Cantidad @ bases dsecuencias digeridas

Secuencia  Tamafio (kb)

GFP 0,710
pBAD 4,086
pET28a 5,343
pUC19 2,672

Luego dedeterminadal volumen de inserto y vectaecesaripse calculé eiixy tiempo de
reaccion segun recomendacion del fabricante de ldigaba utilizada (Thermo Fisher
Scientific). Una vez realizado mlix dereaccién(Tabla 1) seincubda 22°C durante 1 hora.
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Tablalli Mix de compnentes de reaccion de ligacion

Reactivo * Volumen (uL)

Buffer ligasa 10x 2,0
T4 ligasa (5U/uL) 1,0
Inserto variable
Vector variable
H>0O mQ c.s.p. 20

Los vectores ligados se conservarc2@°C.

3.3.2.2 Transformaciérde patégenos

A partir deE. coliD H5 US entericg se generaron cepas electrocompetentes utilizando el
protocolo del Laboratorio de BiotecnologialdéJniversidad ORT UruguayaraSalmonella

el protocolo fie modificado segin Guerlactt al. (34). Posteriormente, las mismas se
transformaron mediante electroporacidmbos protocolose detallan en el#exo 3

Los patdégenos se transformaron conilde los vectores generados en el punto 3.3.2.1, asi
como también con el vector pUC57 mCherry cedido por elLaboratorio.Luego, hs
bacterias transformadas sembraron en placas [d®A con el antibibtico correspondiente y

se incubaron en estufa a ®7 durante 24 h.

Una vez obtenidas colonias aisladsscultivaron lopatogenosransformates paranCherry
en 3 mL decaldoLB a 37°C y 200 rpm hasta observar turbidez. Luego, se criopaaserv
por duplicado, en un volumen de 1 mL con una concentracion final de glicefal ,1%
almacenaron e80°C.

3.3.2.3 Lecturadefluorescenciale proteinanCherry

Se realiz6 un cultivo liquido d& entericatransformada con el plasmido pUCS™mCherry
ON (37 °C a 200 rpm) erb mL de LB ampiilina. Posteriormente, se seralwn por
duplicado en placa neg(dlunclon 96flat bottomblack polystyrene Termo Fisher Scientific)
200e L del ¢ u dilacione® 110pyu ¥:10Q asi como también un blanco (LB).
Utilizando el programacontrol 1.12 (Tecarngerealizéla excitacion y medida de emisidie
fluorescencia déa proteira.

3.3.3 Determinacion de parametros cinéticos de las bacterias de la coleccion
Se realizaron microcultivos (20QL de LB) por duplicado de cada bacteria en placas de

cultivo celular de 96 pocillosansparente€Greiner96 flat bottom transparent polystyrenea
partir de los viales.
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Inicialmente, se clasificaron los aislamientos teniendo en cuenta el medio de cultivo del que
se habian obtenido. Las bacterias que habian sido aislaadasr demedio TSAseincubaon

a 37°C durante 24 d¢rasen el lector de placas midiendo su absockzaa 600 nm cada media

hora Los aislamientos obtenidos del medio PPGreeibaroninicialmenteaproximadamente

24 horas en estufa a 3Q y posteriormente se siguid la absorbamc#0 nm ala misma
temperaturalurante 24 horas.

Para programar la leatu se utilizd el programadontrol 1.12 (Tecan)En la kgura 6se
muestra una captura de pantalla del programa. En este caso la temperat#@yesBfaso
de ser necesario se trabaja £G0

. w FPlalie 1
B

Plate definition:  [GRES&fR_CellCulture] - Greiner 86 Flat Transparent

~ W Details...

Plate with cover Use a part of the plate

. % w Temperashme 2

Parameter

@ On: Temperature: 37.0[-2‘ C

O Off R

o Wiait until temperature is reached

@ v KincicCrde 3
Cycles Kinetic Interval
@ Number of cycles Use kinetic interval:
@ Duration: 235900 [ (hh:mmiss) © Time: 003000 |2 (himmss)

© Time: | 18000002 ms

[ m.® .
‘ n?aﬂ ¥ Shaking 4

Parameter
S -
- Foverr 5] o

Wait a couple of seconds

)
ls w Abszorbance 3
Wavelength Read
Measurement: Wﬂlﬁ nm (9) Number of flashes:

[] Reference Settle time: ms
Muttiple Reads per Well Lzbel
Multiple reads per well Name: abs 600 -
e
Size: 3x3 -
Barder: pm
nﬁﬂ ¥ MovePlate 5
Move plate
Din
@ Out

Figura 6 - Captura de pantalla del programaontrol 1.12 (Tecan) para L
medida de absorbancia a 600 nm por 24 h.

Los datos de las lecturas se obtienen en formato de Microsoft Excel.
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3.3.3.1 Desarrollo de interfaz para andlisis de datos

Se desarrollé un progranen lenguaje de programacion Pyth@version 3.7.2)capaz de
recibir comoinput la planilla dedatos nombrada anteriormenteobtener commutput una
imagen conel grafico de absorbancia en funcion del tiemporrespondientea ada
aislamientoEl codigo del pograma se muestra en el Anexo 4

3.3.4 Agrupamiento de los aislamientos segun su cinética de crecimiento

Los aislamientos sagruparon segun el tiempo que demoraron en alcanzar aproximadamente
la mitad de la fase exponencial de crecimiento.

Seinoculé un unico pocillode una placa de 96 (conteniend00 pL de LB) con cada
aislamiento a partir de vial se inculd en estufa a la temperatura correspondiente (30 o 37
°C) durante el tiempo necesario. Una vez finalizadpreservénglicerol 15 % a-80 °C.

A cada placa se le asigno un cadigo siguielachomenclatura de laigura 7.En la kgura 8
se muestra la placa HTPO1 como ejemf@lomo se puede observar, los pocillos A1y A2 no
fueron inoculados para actuar como controles posteriormente, resultando en un maximo de 44

HTP##
—

Cédigo numérico
(01-13)

Figura7 - Nomenclatura placas 96 pocillos.

3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12

Figura8 - Disefio placa HTPO1.
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3.3.5 Analisis de actividad antimicrobiana

3.3.5.1 Generacion de metabolitos secundarios

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

se inocul6 cada columna por duplicado en una nueva placa de 96 pocillos. Se muestra como
ejemplo la disposicion finale la placa HTPO1 en lddgara 9 En cada pocillo se inocularon

270 uL de LB can 30 puL del cultivo. Las placasle 37 °C se incubarordurante 48 bras
mientras que las de 3C se incubarodurante5 dias.

Luego, las placas se centrifugaron a 3000 rpn?@ durante 60 minutos con una aceleracion
y desaceleracion de 6, y posteriortieese separaron 2QQL del sobrenadante.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
e
000D OOIOO
¢ (X))
1000V DOOOOODD,
E@@@@@@Q@@%@?
P00 ODOODODS

OO OOOOOODDOS),
HOOOODDDOOOOS

Figura9 - Version ampliada de la placa HTPO

Para el ensayo propiamente dicho, en una placa nueva se agregapbnd&9bB, 75uL del
sobrenadante y 3@L de un cultivo déE. colio S. entericacon una Olgho ~ 1, con excepcion

de los pocillos Al y A2 (blanco para lectura). Las placas@éaron en el lector a 3T y se

tomé la medida de absorbancia a 80 en cada pocillo cada media hora, por un maximo de
24 toras Para ambos ensayos (con cada patdgeno) se utilizé la misma placa de
sobrenadantes, la cual se mantuvo en heladeracad@iensayo.

Una vez finalizada la lectura, se procedié a graficar los datos de la misma manera que se
explicé anteriormentéver apartado 3.3.3.15in embargola diferencia con respecto a las

graficas de cinética es que esta vez se graficaron en aoigsrgocillos A3 y A4 (control del
patégeno sin sobrenadanyeps pocillos correspondientes a cada aislamiento.

3.3.5.2 Produccion de metabolitos en-coltivo

Luego de descongelar las placas de microcultivo del freezeBOREC, una nueva placae
inoculé con 30 pL de cultivo de cada pocillo en 170 puL de LB, por duplicado
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Posteriormente, las placas iseubaronen estufa a la temperatura correspondiente durante
aproximadamente la mitad del tiempo original de crecimiento (previo a la criofaesen

A continuacion se agregrona cada pocillqconexcemion deAl y A2) 30 uL de un cultivo
deE.colio S entericacon una Olgyo ~ 1 y se incubaron eshakera 120 rpm, a 8 o 37 °C,
durante aproximadamente 2dras

Las placas se centrifugaron en las mismas condiciones que en el ensayo anterior y se
separaron 10QL de sobrenadantdientras las placas no eran utilizadasmantuvieronen
heladera.

Las placas de los sobrenadarfteson sometidas anaatmadsferasatuadade cloroformopor

dos horas adaptando un protocolde bibliografia (35). En un recipiente de vidrio se
colocaron soportes de acero donde se apoyaron recipientes de plastico que contenian a las
placassin tapa.Luego se agregdé la cantidad suficiente de cloroformo para que la base del
recipiente quedara cubierta, se tapo &itm adherentey se agité a 150 rpm. Por mayor
precaucion, este prodienientose llevé a cabo en campana. ErFigura 10 se observa una
imagen de la disposicion mencionada.

FiguralO- Montaje de placas en atmosfera de cloroformr

Posteriormente, las placas fuermoculadaspara el ensayo propiamente dicho. En cada
pocillo se agregaron 194 de LB, 75uL de sobrenadante y 3 de un cultivo deE.colio

S entericade ODxoo~1 (dependiendo de que patdgeno participd en etuttivo) con
excepcion de los pocillos Al y A2.

La medida del crecimiento de los patégenos y su analisis fue realizado en las mismas
condiciones que el ensayo anterior.
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3.3.6 Validacion de la técnica

3.3.6.1 Ensayo de actividad antimicrobiah&létodo deSoftagar(24)

En una placa con 25 mL de LBA sdlideg agregaron 5 mL dftagarfundidoinoculados
previamente con 10QL de un cultivo ON de algunde lospatdégenosPosteriormentese
realizé una estria con cada aislamiestbre ekoftagar, hasta un maximo de diez por placa
En la Rgura 11se muestra el esquema del sembrado.

En este ensayo se analizaron todos los aislamientestudio Las placas se incubaron en
estufadurante24 (37°C) o 48 loras(30°C) en funcion de su origen.

Figurall - Diagramade estriadoensoftagar. En rosado
representa el césped de los patdgenos transformad
pUC57 + mCherry, en negro cadal@amiento analizado.

3.3.6.2 Ensayo de actividad antimicrobian®1étodo de estria perpendicul&6)

Los aislamientos que exhibieron halos de inhibicion en el ensasoftdgar o inhibicion del
crecimiento en los graficpfueron analizados en este ensay@artir de los viales, se realizo
una estria central en placas de LBAe incubarom 30°C durante 48 ¢draso 37°C durante
24 torassegun el aislamiento en cuestidruego, se realizé unestria perpendicular a la
central para cada patégeno. Eafio se muestien la kgura 12 Posteriormente, las placas se
incubaron a 37C durante 24 dras
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Figura 12 - Disefio de placas del segundo ensay:
inhibicibn en medio sélido. La estria central (ne
corresponde a cada aislamiento analizado, mientras ¢
estrias perpendiculares (rosadas) corresponden
patégenos transformados con pUC57 + mChergyfi E
representa &. coliy | a S.feidayicaa

3.3.7 Caracterizacion de aislamientos positivos

Se realizaron cultivos liquidos de los aislamientos positivos en el ensapft dgar y/o en
los gréaficos de alguno de los ensayos en placas de 96 pdgdlasocularon 3 mL de LBy se
incubaron ON a 200 rpm segun la temperatura del aislamiento.

Dichos cultivos se centrifugaron a 260 por 15 mintosy posteriormente se extrag

ADN gendmico utilizando QuiclONA fungal/bacterial Miniprep kit (Zymo Research),
siguiendo el protocolo del fabricante. Las extracciones se cuantificaron utilizando Infinite®
200Pro NanoQuant Multimode Microplate Reader.

Conel ADN gendmico como moldese amplifico la region 16S mediante PCR. Tantmigl
como el ciclado dé&a reaccion se muestran en labla 12 y 13 respectivamente.

Tablal2 - Mix de PCRparaamplificacionde ARNr 16S (por reaccion).

Reactivo Volumen (uL)

Buffer Tag 10x 5,0
dNTPs (2,5 mM clu) 50
Primer Fw (10 uM) 2,0
Primer Rv (10 puM) 2,0
MgCl, 3,0
ADN molde (29,6- 172 ng/uL) 1,0
Taq (5 UjuL) 0,25
H>0O mQ c.s.p. 50
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Tabla13- Cicladode PCRparaamplificacionderegién 16S

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
\ Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1
Desnaturalizacion 95 30s
' Annealing 54 30s 35
Extension 72 2 min
Extension final 72 10 min 1

Los productos de PCR se analizaron mediahgetroforesis en gel de agaros&ol MPM
#SMO0331 (Thermo Fisher Scientific).

Luego de confirmarda correctaamplificacion, el producto de PCRue secuenciadgor

Macrogeninc. (Corea del SurPosteriormenteak secuencias obtenidasaswlizaron on la
herramienta BLAST (NCBI).
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4 Resultados y discusion

4.1 Generacion de biblioteca de microorganismos del suelo

A partir de47 muestras de tierra sdbtuvieron492 aislamientos. Ademas, se adicionaron a la
biblioteca 18 aislamientos obtenidosn el curso de Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad ORT Uruguay en 2017 y 2018. Para la obtencién de los mismos se utilizé el
medio NPPQ27), siguiendo emismo protocolo que en el presente trabajo. Por otra parte, se
agregaronl6 aislamientos provenientes de muestras de suelo de campos sojeros (ricos en
glifosato), los cuales se aislaron utilizando el medio NI&). Dichos aislamientos fueron
obtenidos en @harco de la t&s de maestria de Eliana Nef88).

De esta manera, sae0 la biblioteca con un total d&26 aislamientos los cuales se
encuentran preservados&0 °C. Enel Anexo 5se encuentra el detalle de cadex muestra
de tierra de donde proviene, medio de cultivo que se utilizd para su aislan@eneratura
original de incubacion y lugar de almacenamiento dentro del Laboratorio.

4.1.1 Controlcualitativodel proceso de criopreservacion

Durante la generacion dmabiblioteca de microorganismos, la etapa de criopreservacion es
critica puesto que es tue determinauviabilidady pureza a largo plaz®oresta razonse
realizo un control del proceso posterior al congelamiento de los mismos.

La Hgura 13 representa uno de los ensayos realizados, en donde se observa un aislamiento
por cuadrante de la placa de TSA. El resultado obtenido se considerd exitoso dado que se
observo crecimiento de una colonia a partir de cada vial analiBa@ioestas aadiciones, se

asumié que el lote de criopreservacion en cuestion fue manipulado correctamente y que el

resto del mismo se encuentra en iguales condiciones.

Figura 13- Placa representativa Idensayo de control
viales.
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4.2 Agrupacion de las bacterias segun sus parametros cinéticos

Paraestudiar la cinética de crecimiento de los aislamientos de la biblioteca, se realiz6 la
medida de la densidad 6ptica a 600 nm de los misnosultivoen caldo LBdurante 24

horas Posteriormente se graficaron los datos obtenittsscuales seuestran e el Anexo 6

En lasgraficas cada curva representa a un pocillo.

Dado que algunas de las graficas obtenidas no fueron compatibles con el desarrollo de la
técnica, el ensayparaesosaislamientosgue repetidanodificandolas condiciones de cultivo
previas (ya sea temperatura como tiempo de cultRa) ejemplo, en etaso del aislamiento
HTPO0067 (kgural4 A y B) cuyas condiciones de crecimiento iniciales fueron deC39 48

horas al mostrarun valor de absorbancia alto @menzar la lectura, se repitié la misma
comenzando la medicién en tiempo cero desde la inoculacién.

Otro ejenplo es el aislamiento HTP@4 (Fgura 14 C y D cultivado inicialmente a 30C

gue, en comparacion a la mayoria de los aislamientos, tardaba en alcanzar la fase exponencial.
El cultivo se repitié6 a 3PC y durante 2sorasen pos de hallar su temperatura 6ptima de
crecimiento
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Figura 14- Gréficas de cinética derecimiento deds aislamientos HTP0067 (A y B
HTP0144 (C y D). Las gréficas Ay C (rojas y azules) corresponden a la lectura
a las 24 h iniciales de incubacion en estufa. Las graficas B y D (verdes y ar
corresponden al andlisis a partir de tiemp@.ceos ensayos mostrados en las figure
By C se realizaron a 3C mientras que en la figura D se realiZ&7acC.
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Debido a una fase de senescencia pronunciada en los aislamientos HTP0083, HTP0195,
HTP0206, HTP0245, y HTP0386, y a la ausenciacoecimiento de los aislamientos
HTP0328 y HTP0349, los mencionados no se utilizaron para continuar el trabajo. Las gréficas
de cinética de crecimientie los mismos se hallan en lg#ra 15.
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Figura B - Gréaficas de cinética de crecimientd) HTP0083, B) HTP0195, C
HTP0206,D) HTP0245E) HTP0328, FHTP0349, G) HTP0386

Posteriormente, los aislamientos resgarse agruparon en nues@ndiciones distintas segun
el tiempo en el cada uno alcanzé la mitad de la fase exponencial del crecimgmtesulto
enl3placasguese presentan en ehaxo 7

Dado que algunos aislamientos ¢eeon en forma de agregados (lo que se evidencia a simple
vista, y en las graficas como una absorbancia muy baja con alto margen de error) se resolvio
incubatos durante48 torasen estufa a 30C independientemente de las condiciones de
crecimiento iniciales.

Al momento de la inoculacién de |d88 placasmencionadas anteriormente, un error de
manipulacion para los aislamientos HTP0102, HTP0131 y HTP®&&nific6 que no se
pudiera continuar los ensayos con los mismos. Por lo tanto, los ensayos de actividad
antimicrobiana consecuentes se realizaron con un tofdl@slamientos.
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4.3 Desarrollode patdgenos reporteros

A partir del plasmido pET28a + GFP obtenido medianteiprep se realizda PCR para
amplificar el fragmento codificante para la proteina fluorescente sin el &OORInicial
gue estapresentab#33). A su vez, se realizaron tantas PCR como vectibestno pBAD,
pUC19y pET28a.

Luego de corroborar mediante electroforesis la correcta amplificacion, se procedi6 a purificar
los productos de PCR obtenidos parpdaterior digestion.

El proceso de digestion, tanto para los vectores destino como para los productos fiee PCR
verificado por medio de electroforesis. Una vez confirmados los resultados positivos se
procedio a ligar el inserto con su vector correspamtei.

Con las ligaciones, se transformarBn coli DH5U y S. entericaelectrocompetentes. El
resultado de este procedimiento p&ra&ntericatransformada con pUI® + GFP seobserva
en la kgura 16.

Figural6 - S. entericatransformada con el vector pUC19 conteniendo la proteina fluore
GFP, sembrada en LBA ampicilina, observada en transiluminador.
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A pesar de que el promotor que regula la expresién de la GFP se encuentra inhibido en
ausencia de los inductores lactos#® TG, se puede evidenciar la expresion basal del gen bajo
luz ultravioleta como lo reportalvaro R. Lara(39). Esta expresion basal permite diferenciar
colonias transformadas con el vector + GFP de aquellas control (sin transformar).

Dado que en la placa de lagira 16 no se obse fluorescencia en la mayoria de las
colonias, seonjeturaon distintos escenars.

El primero, al purificar los productos de la digestion de los vectores a partir del gel de
agarosa, se pio haber anexado vector sin digerir (producto de una mala digestién). Este
posible error deriva de la pequefia diferencia en nimero de basestexiste 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 antibiotico,
pero naturalmente no expresa GFP.

El segundo escenario supone una contaminacion de microorganismos resistentes al antibiético
utilizado en la placa de medio de cultivo.

De todos modos, las colonias 8eentericapresuntas positivas para GFP sees&iaron en
LBA ampicilina. Luego, se realizdé un cultivo liquido de las mispas poner a punto la
induccion de la expresion del gen, con distintas concentraciones de @®hBGario a lo
esperado, no se observaron diferencias significativas entre la fluorescendia gmit el
cultivo inducido y eimedio de cultivo sin inocular.

En paralelo al trabajo con la GFP, se transforma&tonoli y S. entericacon el plasmido

pUC57 + mCherry. Como resultado, se obtuvieron ambos patégenos expresando la proteina
fluorescente mBerry de manera constitutivep que se evidencia por el color rosado de las
colonias obtenidas como se aprecia eRi¢mra 17 Dado que la proteina se halla regulada

por un promotor constitutivpodria haber resultado toxica para la bacteaiasformadd40).

Sin embargo, esto no se hizo evidente.

.
R b

Figura I7 - S entericatransformada con el vector pUC
conteniendo la proteina fluorescente mCherry, sembre
LBA ampicilina.
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Considerando los resultados obtenidos para las construcciones mencionadas, que el trabajo
con GFP implicaria un paso adicional de induccion y lgsieolonias transformadas con la
proteina mCherry presentan color rosado a simple vistee decidié proseguir el trabajo con

los patdgenos transformantes paséa proteina

4.3.1 Lectura de fluorescencia

Serealizd con el fin de relacionar la medida de emision de fluorescencia con el crecimiento
del patégeno en cultivo. Esto era critico para el tercer ensayo de actividad antimicrobiana
planteado, en el cual se-caltivarian los patégenagporterosy los aslamientos. La medida

de la fluorescencia seria un indicador de como el crecimiento del patdégeno se veria 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 simultdneo. Por este motivo, se plante6 como forma indirecta de
medir la absorbancia en el tiempo, la realizacion de diluciones seriaddas depan cultivo

de ODyoo conocida yla medicion desu fluorescencia para luego relacionar ambos parametros.

Como resultado de este ensayo no fue posible relacionarisosos, como se observa en la
Figura 18 Aqui sepuede apreciar quen las condiciones de estudio no seria posible atribuir
los valores de fluorescencia a una absorbancia especifica, en especial phradassi1:10

y 1:100 en lagjue se obtuvieron resultados similarés. el futurqg se deberin realizarmas
diluciones y mas pequefigsarapoder hallar un rangdondela fluorescencia emitida pueda
ser relacionada con la concentracion de bacterias en el cultivo.
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Figura B - Gréfico de fluorescencia emitida por un cultivo 8le enteric
transformada con pUC5%¥ mCherg. Concentraciones utilizadas: sin dilu
diluciones 1:10 y 1:100.
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En funcién de estos resultadss,abordaron distintas causas del problema. La primera, que al
estabécer la configuracion de la lectul@s parametros elegidos no faerlos correctos. La
segunda, que la tapa de la placa de microcultivo estuviera interfiiendo en la medida. La
tercera y Ultima, que el medio de cultiutilizado tuvierauna alta fluorescencia intrinseca
(41), lo que enmasraba la fluorescencia propia de los patégenos.

Para determinar cual era la causa principal de dicho error, se disefi¢ un @itzayawlo la
molécula fluorescente quinin@?2). El ensayo consté en diluciones seriadasnallio de
quinina tanto en LB como en PBS en placa de microcultivo négranolécula se excité a
350 nm ysemidi6 su fluorescencia a 450 nm, reahizlo esto con y sin tapa.

Los resultados obteniddBigura 19 mostraronla causa del problema: el medio de cultivo.
Las nedidas con y sin tapa tuvieron minimas discrepandaemas, mientras qukas
medidas realizadas en PBS mantenian una relacion con las diluciones sestdas, fue
apreciado en lamedidas en LBgdondelas barras de error fueron significativas.
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Figural9 - Gréficas representativas del ensayo de fluoresc

con quinina. A) diluciones en LB, B) diluciones en PBS. C
magenta: sin tapa. Curva cyan: con tapa.
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A partir de estos resultados, se concluy6 la imposibilidad de realizar el ensayaudgveo

en modalidad continuatilizandoel medioLB. Las variaciones que permitirian llevarlo a
cabo serian una modalidaa tiempo final (en la que se recupera el pellet celular, se
resuspende eoufferPBS y se mide la fluorescencia) o un cambio total en el medio de cultivo
utilizado. Sin embargo, lanodalidad a tiempo final no brindaria taisma cantidad de
informacion que una medida continuay el cambio de medio supdria una tarea muy
laboriosa.

Bajo estas circunstancias, se decidié seguir adelante con los otros dos ensayos de actividad
antimicrobiana planteados, con la esperanza de poder reanudarlo posteriormente.

4.4 Analisis de actividad antimicrobiana

4.4.1 Producciéonde metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios sgeneralment@roducidos por bacterias cuando se encuentran
en la fase estacionaria de crecimiento. Dentro de este grupo de moléculas se hallan los
antibidticos, que son de particular interés para este trabajo.

Aunque la mayoria de los aislamientos no alcanzaron la fase estacionaria durante el estudio de
la cinética, etiempo de cultivo para esta etapa fue estipulado como el doble del tiempo de
incubacion utilizado en dicho ensayo. De esta forma, se buscé asegurar que los cultivos
llegaran a la fase estacionarigypr endepudieran producimetabolitos secundarios.

Las graficas obtenidas a partir de este ensayo muestran en conjunto las curvas de crecimiento
del patégeno en condiciones normalescon adicion del sobrenadantke cultivo del
aislamiento Esta presentacion de resultados permita comparaciénrapidaenre ambas
condicionesLa mismase muestra en eln&xo 8

Las variantes que se encontraerrias graficas se listan a continuacion.

En primer lugar, las curvas de las graficas que aparentan ser cuadruplicados representan el
caso en que la adicién dsbbrenadante no afecta el crei@nto del patdégeno en cultivo
(Figura 20A).

En segundo lugar, se dieron casos en los que la curva del patdgeno con adicion del
sobrenadante tuvo una fase exponencial mas temprana y/o alcanzé dpan@Dr que la

curva dé patdégeno sin adicion de sobrenaaf(Fgura 20B). Esto puede deberse a: una
potenciacion del crecimiento por parte de un metabolito presente en el sobrenadante, una
contaminacion de los pocillos proveniente del sobrenadante, o una mayor cantidadiide in6
inicial. Independientemente del motivo por el cual se observé esta anomalia en el crecimiento
del patdgeno, la investigacion de estos aislamientos queda fuera del marco de esta tesis.
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En dltimo lugar, y el caso de interés, el crecimiento del patégeno inoculado con sobrenadante
se vio afectado negativamente, lo cual se traduce en una curva de menor pendiente que la del
patdgeno control. Esto supone la existencia dgiraimetabolito en el sobrenadante que
impide el crecimiento normal del patégeno o un indduicial menor al estipulado {ura

20 C,E. coli).

Figura20 - Graficas de cinética de crecimiemte E.coliy S. entericafrente al sobrenadante del cultivo de
aislamientos. (A) HTP0038, (B) HTP0048, (E)TP03%. En todos los casos la gréfica de la izqui
corresponde &.coli, mientras que la derecha cormesge aS. enterica.

Como criterio de seleccion de aislamientos presuntos positivos, se consideré que los mismos
se encontraran dentro del dltimo grupo mencionado anteriormente y que los duplicados se
comportaran de manera similar. Ademas, en los casos donde la curva del patdgeno en
condiciones normales de crecimiento y frente a sobrenadante fueron paralelas (no
coincidentes) se consider6 que esa diferencia se debid a distintas cantidades de indculo inicial
Por dltimo, se contempld una diferencia ens@@inal de al menos @ y que las barras de
desvio estandar no se superpusieran.

Teniendo en cuentas puntos anterres, los aislamientos presuntos positivos para presencia
de metabolitos secundarios con actividad antimicrobsammalos que se muestran en kb

14.
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Tablal4 - Aislamientos positivos para actividad antimicrobiana fga@li o S. entericaen el ensaybigh
throughputde produccién de metabolitos secundarios.

Aislamiento  E. coli S. enterica

HTPO002 X
HTP0012 X
HTPO0014 X X
HTPO068
HTPOO70
HTPO0100
HTP0104
HTP0143
HTPO0145
HTP0166
HTPO335
HTPO367
HTPO461
HTP0485
HTPO0490

>

x

>

x

X| X | X| X

XXX | X X[ X]| X

4.4.2 Produccion de metabolitos en-coltivo

Las bacterias pueden producir distintos metabolitosomo los antimicrobianosi en
respuesta a la interaccion con otro microorganismo. Por esta raziémidseste escenario
mediante el caultivo entre el patdgeno y el aislamiento a analizar.

Una vez concluida la etapa de-@dtivo de este ensayo, se procedia a centrifugar la placa de
microcultivo para la separacion 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 remanenteelular en el sobrenadante se traducia en contaminacién que podia incidir en las
medidas de absorbancia, de forma tal que los resultados no fueran fidedignos a la interaccion
del patogeno y el sobrenadante. Por este mosgosometid este Ultima una atrasfera

saturada de cloroformpse retomé el curso del ensayo

Los resultados obtenidos se graficaron y analizaron de manera analoga al ensayo anterior.
Dichas graficas se muestran en aekefo 9

En este caso, se obtuvo como uUnico aislamiento presunto positivo a HTP0265. Este niumero
tan bajo frente al ensayo anterfodria atribuirse quelos parametros del ensayo (como la
duracion del cecultivo) pueden no haber sidas 6ptimos para los finegtmismo.

Otra razénes que la aplicacion de cloroformo podria haber alterado los componentes del

sobrenadante, comprometiendo asi sus efeBiosel pasadose ha utilizado el vapor del
cloroformoparaeliminar las bacterias del medio y proseguir losagas con los antibiéticos
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producidosde manera exitosg3,44. Sin embargo, esto ha sido realizado para cultivos en
medio solido, pudiendo el cloroformo incidir deneradistinta en medio liquido.

Porestas razonesio es posile determinar si la ausencia de resultados positivos fue debido a
las condiciones del cultivo no 6ptimas la utilizacion de cloroformo como forma de
inactivacion de lospellets celulares o0 a que efectivamente no se da la produccién de
antibidticos por prte de los aislamientos.

A futuro, se podria modificar el tiempo de cultivo de los aislamientos previo-@lltgo y/o
modificar el tiempadel mismo A su vez,para evaluar el efecto real del cloroformo sobre el
sobrenadante se podrian ponepumto parametros tales como el tiempo de exposicion al
vapor, asi como el volumen de clorofornrampleado Idealmente, se podria prescindir del
cloroformo utilizando placas con filtro como se realiz6 en un estudio similar al presente
trabajo(24).

4.5 Desarrollo de interfaz para el analisis de datos

El lector de placas devuelve los datos recabaddss ersayos en uamplanilla de Microsoft

Excel La misma contiene los datos correspondientes a nueve medidas por pocillo junto a su
promedio y desvio estandar, para 96 pocilEsto asu vez se realiza 48 veces puesto que se
lee cada media hordiscernir entre esta informacion para cada aislamiento y graficarla
requefa una gran cantidad diéempg por lo quese disefié un programen lenguaje Python
(versidon 3.7.2Qjue permitiera obtesr cada graficale manera automatizada

El codigodel programase escribié de manera que requiera la menervehcionpor parte

del usuarig aprovechanddas caracteristicas de tacnicaque se mantienen constantes
armado de las placala cantidadde lecturas por pocillo, el modo de nombrar los archivos,
entre otras

Para que el cédigo funcione correctamerde, necesario seguir determinadas pautas al
momento de nombrar el archivo. Esto permite luego identificar si el mismo se trata de la
determinaciérde los parametros cinéticos de los aislamientos de la biblioteca, en los cuales
no esta predeterminado el disefio de las placas, o la medida de un ensayo de actividad
antimicrobiana, en el cual se utilizan las plagaisviamente criopreservaglaDe todas
maneras, al momento de utilizar el programa, se le recuerda al usuario cudl 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 aaque se trate de un estudio de la cinética de los aislamientos, en caso
de haber sido realizado a 30 °C, el usuario necesitar ingresar la cantidad de horas en las cuales
la placa fue incubada en la estufa con el fin de ajustaemlpt inicial en los gfé&os.
Posteriormente, indistintamente para la temperatura, el usuario ingresa los aislamientos
analizados en el orden que fueron sembrados en la (siecapre de izquierda a derecha, no
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se ingresan los duplicadodEn cuestion de segundos se obtiene uifigp 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 cédigo. Sin
embargo, con el fin de presentar en forma conjunta los resultadossdgbdanto parg. coli

como parés. entericaes necesario ingresar los datos paralgsieo.

Este programa sum@ valor a la técnica desarrollada, siendo exitoso en la presentacion de
resultados de manera rapida y simple. Ademas, la interfaz es é&mgab el usuario,
permitiendo su uso sin el conocimiento previo del cédigo o de programacion.

4.6 Validacion de la técnica

Como parte de la validacion de la técnica, se evalué la eficiencia del método desarrollado
comparandolo con el método convencional st agar analizandolos aislamientosen
estudio

Se considerdé como positivo para produccion de antimicrobid@resacia de un halo de
inhibicién del crecimiento del patogeatrededordel aislamientoComo ejemplo, se muestra
la Hgura 21 para el aislamiento HTPO11l&e observaron un total d&5 aislamientos
presuntos positivos, listados en lafla 15.

Figura 21 - Placa correspondiente al ensayo sidgt agar. El halo presente alrededor del aislam
HTPO116muestrda produccién de compuestos antimicrobianos por parte del aislamiento en cuestic
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Tablal5- Aislamientos positivos en el primer ensaycsdéagar pard. coliy S entericarespectivamente.

Aislamiento | E. coli | S. enterica

HTPO002 X
HTPOO007
HTP0012
HTPO033
HTP0043
HTPO0044
HTPOO50
HTPOO57
HTPO085
HTPOO087
HTPO097
HTPO0116 X
HTPO130
HTPO0157
HTP0191
HTP0194
HTP0196
HTP0225
HTP0246
HTP0268
HTP0272
HTP0291
HTP0304
HTPO307
HTPO0372
HTPO387 X
HTP0388
HTP0410
HTP0438 X
HTP0453
HTPO0461 X
HTP0488
HTP0497
HTPO508
HTPO0521

X

X XXX XXX X | X[ X

XX | XX | X[ X| X

X

X

>

X | X | X | X

x| X

>

XX | X | X

Se debe considerar que el nimero de aislamientos presuntos positivos puede no ser fiel a la
realidad. Por un lado, no se evidencié crecimiento de las bacterias de cinética mas lenta de la
biblioteca pudiendo presentar las mismas actividad antimicrobiama.alsencia de
crecimiento puede atribuirse a poco inéculo o a la competencia existente con el p&égeno.

otro lado, muchos de los aislamientos se superpusieron, haciendo imposible atribuir el halo de
inhibicién a uno de ellos.
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Para resolver estos prenhas, se planted la alternativa del ensayo de estria perpendicular.
Este brinda ventaja temporal al aislamiento frente al patégeno, asi como la independencia del
mismo en una placa. En este estudio se analizaron los aislamientos presuntos positivos del
ensyo anterior, asi como aquellos provenientes de placas criopreservadas de incubacién a 30
°C. A pesar de que varios aislamientos pertenecientes a este ultimo grupo si habian crecido en
el ensayo anterior, se decidio consideragilo®sta instancipara anbzar a todos en igualdad

de condiciones.

Si bien a priori este método parecia prometedor, no seigpod extraer conclusiones
significativas. El problema principal radico en la dificultad de determinar, de manera objetiva,
la inhibicion del crecimiento e patdgeno. Como ejemplo, se muestra la placa
correspondiente al engaparael aislamiento HTP0488,igura 22

Figura 22 - Placa correspondiente al aislamiento HTP0488 enfrentalo @li y S
entericaen el ensayo de estria perpendicular.

En la figura anterior, se observa como las estrias de ambos patdgenos se acercan a la estria
principal sin tocard. Sin embargo, puede que lo mismo no sea consecuencia de la inhibicion
del crecimiento y biersea por el modo en que se realizo la estria del patégeno. Dada esta
ambiguedad, los resultados de este ensayo no fueron considerados para la determinacion de
los aislamientos positivos para actividad antimicrobiana.

Frente a este escenario, se decidienoh realizar el ensayo deftagar esta vez con menos
aislamientos por placa y con estrias circulares en lugar de lineales. Esto, idealmente,
solventaria el problema de la supesigion de aislamientos. En laafila 16 se listan los
aislamientos positivs en este ensayA su vez, en l&igura 23se muestran imagenes de
algunos de ellas
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Tablal6 - Aislamientos positivos para actividad antimicrobiana freriEeali y/o S. entericaen la repeticion

del ensayo dsoftagar.

Aislamiento E. coli | S. enterica

HTP0002 X X
HTP0012
HTPO033
HTP0043
HTPO0O44
HTPOO50
HTPOO57
HTPOO85
HTPO097
HTPO104
HTPO0130
HTP0143
HTPO157
HTP0166
HTP0196
HTP0225
HTP0268
HTP0291 X
HTPO304
HTPO307
HTPO372
HTPO461
HTP0521

X| XXX | X[ X

X

XX | XXX | X | X | X

X

XXX X X[ XX

x

XX | X | X]| X
X

Figura23 - Ejemplos de aislamientos positivos arsayosoftagar (repeticion). Ad: aislamientos
enfrentados &. coli. I-R: aislamientos enfrentadosSa enterica A) HTP0002, B)HTP0005,
C) HTP0166, D)HTP0196,E) HTP0225, F)HTP0291, GHTP0304, HHTP0307, )HTP0002,
J)HTP0050, K)HTP0085, L)HTP0097, M)HTP0104, N)HTP0130, OHTP0157, [P HTP0291,
Q) HTP0372, RHTP0461
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4.6.1 Comparacion de métodogh throughputonmétodos de agar

En cuanto a los métodos de agar, sus ventajas radican en primer lugar, en el escaso
requerimiento de equipos espémb. Esta técnica puede ser llevada a cabo con el
equipamiento basico de un laboratorio de biotecnologia como estufa y agitador. En segundo
lugar, tanto el desarrollo de la técnica como su aplicacion es simple, pudiendo ser realizada
por técnicos con cordmientos basicos de microbiologia.

Por otra parte, la interpretacion de los resultados es booleana, lo cual puede ser visto como
una ventaja o una limitante a la vez. Mientras que esto simplifica la interpretacion, la
informacién que puede ser inferida  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 especifica a los resultados obtenidos ya que, por ejemplo, la inhibicion del crecimiento
podria debese a exclusion por competencia, produccidén de compuestos antimicrobianos, falta
de nutrientes, entre otros.

En cuanto al métodbigh throughput entre sus ventajas se destaca que la realizacion de la
técnica es simple (mas alla del tiempo de desarrokocgulleva) y puede ser llevada a cabo

por técnicos de laboratorio. El uso de una interfaz para la rapida obtencion de resultados en
forma de graficos se traduce en datos objetivos, cuantificaiplespermiten obtener mas
informacion que el método mencionado anteriormente. Por ejemplo, la cinética de
crecimiento de los aislamientos analizados, existencia de inhibicién del mismo, la presencia
de cambios metabdlicos, etc. Ademas, es un método mawlserpuesto que pequefias
variaciones en el crecimiento pueden no ser observadas como un halo en los métodos de agar,
mientras que en las gréaficasrefleja enun cambio en la absorbancia.

Como se mencion6 anteriormente, el desarrollo de la tégngmaestandarizacidon) puede ser
laborioso, puesto que conlleva la determinacion de los parametros cinéticos de cada
aislamientopara poder agruparlo$in embargo, una vez realizado este prodastgcnica

lograda es reproducible y robusta, ya que todos los ensayos posteriores son realizados a partir
del mismo indculo inicial. Ademas, los datos en bruto son siempre analizados con la misma
interfaz, lo que no da lugar a subjetividades.

Cabe destzar también la posibilidad de analizar multiples escenarios mediante la realizacion

de pequenfias variaciones en el ensayo (como en las condiciones del cultivo), las cuales pueden
brindar informacion complementaria. Por ejemplo, el caso dailtivo permiteadaptar el

ensayo a las caracteristicas de las bacterias a estudiar. Si uno de los aislamientos presenta un
crecimiento muy lento en comparacion a los patdégenos, se le permite crecer previo al desafio
con el mismo.

A pesar de las ventajas nombradas @&n@ente, dicha técnica también tiene limitantes. En

primer lugar, exige el uso de un equipo que permita medir la absorbancia de los cudtivos. E
determina la capacidad de procesamiento y velocidad de la téEmcsegundo lugarse
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requiere de una hemmienta informatica adecuada al equipo mencionado. Esto implica un
enfoque multidisciplinario en donde participen también programadores informaticos.

Todas las ventajas y desventajas mencionadas anteriormente son parte de un analisis
cualitativo de las tnicas. Para realizar uranalisis cuantitativose puede analizar la
concordancia de positivos entre las dos técnicas rdabzd&n la lgura 24se observa, de

modo grafico, la cantidad de aislamientos positivos para produccién de antimicrobianos en
cadatécnica y aquellos positivos para ambas.

High throughput
screening

6 | 9

Soft agar

18

Figura 24 - Diagrama de Venmue ilustra los resultados positi
obtenidos en ambas técnicas realizadas en el presente trabajo.

Con el interés de explicar esta discordanciaarssizo la velocidad de crecimiento bes
aislamientos positivos, pero no coincident®shode los neve aislamientos positivos para
high throughputdemoraban entre 24 y 4&tasen alcanzar aproximadamente la mitad de la
fase exponencialSe especul6é que estos aislamientos no pudieron ser observados en el
meétodo de agar por su comparativa lentitud deimientofrente a los patdgenos de estudio

Sin embargofres de los seis aislamientos positivos para ambas técomapartian esta
caracteristicainvalidando la teoria.

Ademas, se debera tener en cuenta que ciertos microorgamisadeprodudr metabolitos
diferencialmentede acuerdo a la naturaleza del medio el que se encuentran (sélido o
liquido).

Tanto para los métodos degh throughput como los métodos de agae deberian haber
realizado controles positivos de forma de validar la comparacion, como también repetir los
ensayogara determinar su reproducibilidad y robustez

4.7 Caracterizacion de aislamientos

Luego de extraer el ADN gendmico de los aislamientos posipaoael Ultimo ensayo de
softagary el aislamiento HTP0116, samplifico el gen 16Sy los productos de PCR fueron
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secuenciadogAnexo 10. En la Tabla 17, pueden observaiss géneros a losuales
perteneceios aislamientas

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 contaminacion por amplificaciones pesficas

Tablal7 - Aislamientos caracterizados y su género correspondiente.

| Aislamiento Género |
HTPO0002 Bacillus
HTP0012 Pseudomona:
HTP0033 Bacillus
HTP0043 Bacillus
HTP0044 Lysinibacillus
HTPO057 Bacillus
HTP0085 Bacillus
HTP0O097 Bacillus
HTP0104 Bacillus
HTPO116 Pseudomona:
HTP0130 Bacillus
HTPO157 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 mas reportes de produccion de antimicrobianos es
Streptomyce§45), se obtuvieron bacterias del gén&acillus mayoritariamente. §o puede
deberse a quel ensayo desoft agarpresenta una dificultad para aquellos aislamientos de
crecimiento mas lentflas bacterias del géne®treptomycedemoran entre cuatro y seis dias

en presentar colonias en una placa de agar es{déga

Se destacal aislamiento HTP0044 que pertenece al génsrsinibacillus que presenta
potencial para la biorremediacién tanto de agroquimicos (como glifogbfp)omo de
hidrocarburos(48,49. Es interesantanencionarque la muestra de donde proviene este
aislamiento se obtuvo en tierras de cultivo de soja del depar@eheiurazno, donde el uso
del glifosato es extendido.
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5 Analisis econdmico

El auge de las tecnologidggh throughputdesde fines del siglo pasado permitid una
aceleracion del descubrimiento dérmacosy farmacos. Mas recientemente, al haber
colonizado areas como la microbiologia con ensayos basados en ceélulas, el abanico de
posibilidades no cesa de crecer.

El mercadoglobal para este tipo de tecnologias se valor&d8b 12,95 mil millones en el

afio 2016 y se proyecta alcanzaraU&D 25,38 mil millones en el 20260). Este mercado

se ha concentrado en el hemisferio norte, debido principalmente a la presencia de grandes
compaiiias farmacéuticas y el apoyo estatal a la investig&adion

Para ilustrar el estado actual del mercasio puede atender a la financiacion gtertups
biotecnolégicas (con tecnologiégh throughput han recibido en las ultimas dos décadas, en

las que cada vez esta inversion es menos riesgosa y mas prometedora. Inversiones del orden
de unidades a centenass mhillonesde dolaresihancianstartupscomo 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 paises
subdesarrollados, o en vias de desarrollo, son algunos de los factores que impiden el
crecimiento del mercadaigh throughput screening su potencial52). Sin embargo, la poca
presencia de este tigte emprendimientos en América Latina supone un mercado atractivo
por sus bajas barreras de entrada.

El negociode esta plataformaadica en la busqueda de microorganismos y sus derivados, de
manera personalizada segun las necesidades del cliente. Esias pudesde pigmentos de

origen natural hasta enzimas que se acoplen a un proceso productivo y bacterias degradadoras
de contaminantes emergentes.
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6 Conclusones

El presente trabajo tuvo como objetiheopuesta a puntde unatécnica de analisis maside
microorganismos medianteel estudio de actividad antimicrobiana de bacterias del suelo,
frente a patdégenos reporteros

Para esto, inicialmente, se generd una coleccion de bacterias del suelo confornfi por
aislamientos Posteriormente, se evaluod la cinética de crecimiento de cada uno de ellos y
fueron agrupdos de acuerdo a cinéticas similares en plac& gecillos. La miniaturizaciéon

de los cultivos permitié el andlisis dé aislamientos simultdneamente.

Para el aalisis, se desarroll6 un cédigo de programacién en Python para graficar los datos de
absorbancia en funcion del tiempbtenidos Esto permitié estandarizar el monitoreo del
proceso, disminuir significativamente el tiempo requerido para el andlisisaeydatinto a

la miniaturizacion, lograr un analisis a gran escala. De no ser por dichas caracteristicas, este
trabajo hubiera sido inviable en el tiempo que fue realizado.

Paraponer a puntdea técnica se evaluda actividad antimicrobiande los aislanentos, para
lo cual se realizaron dos ensayos

En primer lugar, se crecieron los aislamientos hasta la fase estacionaria y se utilizo el
sobrenadante de los cultivos para inocular los patogé&haliy S. entericg, obteniéndose

15 aislamientos positivos para inhibicion del crecimiento de al menos uno de los dos
patégenos analizados.

En segundo lugar, se realizo eladtivo de los aislamientos con los patdgenos mencionados,
inoculando luego los mismos con el sobrenadante reseiltiel cultivo. Debido a la eser

de resultados positivos, este Ultimo ensayo no fue tomado en cuenta para la continuacion del
trabajo.

Para la confirmacion de los resultados obtenidos se analizé la actividad antimicrobiana
mediante métodos convencidemde placas de agaSe obtuvieron 2@islamientos positivos

para la inhibiciérdel crecimientade al menos de uno de los patdégenos, siendo seis de estos
coincidentes con los resultados del ensayo anterior.

Considerando lo mencionado anteriormente, ebedan realizar modificaciones en las
técnicas desarrolladas en pos de identificar los falsos/verdaderos positivos. Como primera
medida seria importante eliminar las posibles fuentes de error, como la contaminacién
acarreada en el sobrenadante, la maagah de distintos operarios y otras variables.
Ademas, es crucial la correcta validacion de los resultados, que en este caso podria realizarse
mediante la caracterizacion del sobrenadante de los cultivos, o bien, de la biblioteca. Esto
ultimo, brindaria mformacién util en caso de utilizarse la plataforma desarrollada para otros
fines.
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Si bien no fue planteado como un objetivo especifico de la tesis, aquellos aislamientos
positivos para los métodos de agar fueron secuenciados con el fin de conoceracetdgéne
dichas bacterias, las cuales resultaron pertenecer a los gé8wmiiss Pseudomonas
Streptomycey Lysinibacillus

Mas alla del impacto que el desarrollo de esta técnica pueda tener a nivaldbealestacar
gue el presente trabajo abre un abanico de posibilidpdes futuros proyectos de
investigacion dentro de la Universidad ORT Uruguay. Por mencionar algyumse
desprenden de esta tesssinvestigacion de bacterias con aparémdeiccion del crecimiento,
la bacteria del génerhysinibacillus (Que podria ser utilizada para la biorremediacion del
glifosatg, o la caracterizacion de los antibidticos encontrados
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8 Anexos

8.1 Anexo + Mapas plasmidos
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8.2 Anexo 2 Clavecaddigo geografico y profundidad de la muestra

A continuacion, se detalla el codigo de dos letras generadocpda departamento del pais
(Tabla B), asi como la clave para la profundidad de ke iye tomada la muestragfla 19.

Tablal8- Clave dos letras para cada departamento

| Departamento  Cédigo |

Artigas AR
Canelones CA
Cerro Largo CL
Colonia CcO
Durazno DU
Flores FS
Florida FA
Lavalleja LA
Maldonado MA
Montevideo MO
Paysandu PA
Rio Negro RN
Rivera RI
Rocha RO
Salto SA
San José SJ
Soriano SO
Tacuarembo TA
Treintay Tres TT

Tablal9 Clave numérica para la profundidad de la quss® la muestra

Profundidad de la muestra| Nimero asignado|

Tierra superficial 1
Cercana laraiz 2
Raiz 3
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8.3 Anexo3

8.3.1 Protocologeneracion de bacteriatectrocompetentes

1- Inocular una colonia dE. coli/ S entericaen 20 mL de medio LB. Incubar el cultivo
a 37°Cy 200 rpm ON.

2- Inocular con 6 mL del precultivON, un matraz de 1 L con 300 mL de medio LB.
Incubar a 37”C y 300 rpm Medir cada 20 min la Odg hasta llegar a una OD de
0.35 0.4 E. col)) 0 0.5 0.8 (S entericg

3- Transferir el matraz a un bafio de hielo por 3@ 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 axtopor
15min a 4°C.

5- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 50 mL de agua estéril helada.

6- Centrifugar las células a 10@@ por 20 min a &C.

7- Descartar el sobrenadante, juntar dos frascos con agua estéril helada volumen final
50 mL.

8- Centrifugar @ 000xg por 15 min a 4C.

9- Descartar el sobrenadanteresuspender el pellet en 10 mL de glicerol %40
(iCuidado que las células pierden adherencia!)

10- Centrifugar a 100@g por 20 min a 4°C.

11- Descartar el sobrenadante y resuspeabpellet en 25QL de glicerol 10%.

12- Realizar alicuotas de 3 y almacenar a80°C

8.3.2 Protocolo electroporacion

1- Pipetear 4QuL de las células electrocompetentes en un tubo de 0,5 mL frio. Colocar
las cubetas en frio

2- Agregar de 10 pg a 25 ng de ADN em wolumen de 1 a AL en el tubo de 1,5 mL
con los 40uL de bactdaas e incubar en hielo 380 s incluyendo todos losontroles
positivos y negativos.

3- Establecer el programa de electroporacion bacterias EC1.

4- Colocar la mezcla ADN/bacteria en la cubetaalettroporador previamente enfriada,
secaia cubeta por afuera y colocarla en el electroporador.

5- El equipo deberia de indicafAms.

6- Luego del pulso retirapidamente la cubeta y agregar 1 mL de SOC previamente
enfriado.

7- Incubar las células en uabo a 37°C 40 min.

8- Paquear 10QL de las bacterias en placas de LB con el antibidtico correspondiente.

9- Centrifugar las bacterias a 5009 5 min descartar el sobrenadante y plaquear el resto
de las bacterias.

10 Incubar las placas a 3T por 24 h.
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8.4 Anexo 4 CodigoPython

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 (pocillol,pocillo2):
promedio=]]
for i in range (len (pocillol)):
it i=0:
valor=( float (pocillol[i])+ float (pocillo2[i]))/2

promedio.append(valor)
return  promedio

def restar _blanco  (blanco,pocillo):

sin_blanco=[]
for i in range (len (pocillo)):
it i1=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)):
it i1=0:
tiempo.append(t[i]/3600+T)
return  (np.array(tiempo))

#recibe el nombre del archivo, los datos del blanco y la posicion
la fila en el excel
#devuelve una lista: [pocillol, stDV pocillol,

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 -80°C

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,

—— —

de
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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]

HTPO7=[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,

— e e e o —

—— —

—— — —— — -

— — -

68



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,
3583,357,358,371,372,373,
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' :HTPOl1, ' 2' :HTPO2,

" 5" :HTPO5,

|10|

‘HTP10, '11' :HTP11, '12'

' 6' :HTPOG6, ' 7' :HTPO7,

\

—

— -

— o o e o —

" 3" HTPO3,

‘HTP12, '13'

" 4" HTPO4, \

'8 :HTPO8, ' 9 :HTPO9, \

‘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
+ 'xlsxt )
#cambiar arriba segun la ubicacion del archivo
salto= 16
Blancol=archivo.iloc[58]
Blanco2=archivo.iloc[58+salto]
Blanco=np.array(promedio( Blancol, Blanco2))
it excell0:5] .upper()== 'PLACA":
placa=excel[5:]
T=0
temp=archive.iloc[12][5][ -5:-3]
it int (temp)==30:
T=float (input ('Horas en estufa:" )
aislamientos=  input ("'Bacterias analizadas: (agregar numeros
separados por',', sin espacio) ™ )-split( V)
tiempo=Tiempo(archivo,T)
comienzo=58+(2*salto)
figura=1
for aislamiento iIn aislamientos:
it 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' }
i placa[0]'= 'R
colores=( r.' ,'b." )
else :
colores=( 'y." ,'0. )
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],
color=color[colores[0]],elinewidth=0.5)

plt.errorbar(tiempo,datos[2],yerr=datos[3],
color=color[colores[1]],elinewidth=0.5)

plt.xlabel( ‘Tiempo (h)' )

plt.ylabel( '‘Abs 600 nm' )

plt.title(cepa+ (" +temp+°C) )

nombre=aislamiento+placa+ .png'

plt.savefig(nombre)

comienzo+=(2*salto)

figura+=1
print (' *Se grafico la placa' +placa + '*")
'VS' excel .upper():
tiempoE=Tiempo(archivo)
separar=excel .split( 'vs' )

numero=separar|Q]

salmo=pd.read_excel( '/Users/aielet/Desktop/htp/excel/’

t ('Archivo salmonella: ' + " xlsx ")
tiempoS=Tiempo(salmo)
blancol=salmo.iloc[58]
blanco2=salmo.iloc[58+salto]
blanco=np.array(promedio(blancol, blanco?2))

len (separar[0])<=2:
ensayo= ' - Sobrenadante -’

e='(SBN)'
separar[0][ -2:]== "2
ensayo= ' - Sobrenadante  co-cultivo -
e='(SBN - cc)'
numero=separar[0][: - 2]

placa=placas[numero]
Placa ='HTP' + numero

len (numero)==1
Placa ='HTPO' + numero

pat=58+ (2*salto)
comienzo=58+(4*salto)

E_coli=obtener_datos(archivo, Blanco, pat,salto)
Salmo=obtener_datos(salmo, blanco, pat,salto)

Is=

Is=

‘none' , e
‘none' , e
+ inpu
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figura=1

aislamiento Placa:
figura [10,20,30,40]:
plt.close( all' )

cepa='HTP" +0' *(4 -

len (str (aislamiento)))+ str (aislamiento)

comienzo,salto)

datos_ecoli=obtener_datos(archivo, Blanco,

Y _ecoli=np.concatenate((E_coli[0],E_coli[2],datos_ecoli[

0],datos_ecoli[2]),axis=

comienzo,salto)

datos_salmo=obtener_datos(salmo, blanco,

Y_salmo=np.concatenate((Salmo[0],Salmo[2],datos_salmo[0]

,datos_salmo[2]),axis=

Y_ecoli)])

SBN')

ecolor=

, ecolor=

Is=

Is=

'none '

'none’

plt.figure()
plt.subplots(1,2,squeeze= )
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(

plt.plot(tiempoE, E_coli[0], b )
plt.plot(tiempoE,E_coli[2], b, label= 'Sin SBN' )
plt.plot(tiempoE, datos_ecoli[0], T )
plt.plot(tiempoE, datos_ecoli[2], r." , label= 'Con

plt.errorbar (tiempoE,E_coli[0],yerr=E_caoli[1], Is= 'none’

‘blue’ elinewidth=0.5)

plt.errorbar(tiempoE,E_coli[2],yerr=E_coli[3], Is= 'none’

‘blue’ , elinewidth=0.5)

plt.errorbar(tiempoE,datos_ecoli[0],yerr=datos_ecoli[1],
ecolor= 'red" , elinewidth=0.5)
plt.errorbar(tiempoE,datos_ecoli[2],yerr=datos_ecoli[3],
ecolor= 'red" , elinewidth=0.5)

plt.legend(loc= ‘'upper leftt )

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_salmol0], )
plt.plot(tiemposS, datos_salmo[2], . , label= 'Con
SBN')
plt.errorbar (tiempoS,Salmo[0],yerr=Salmo([1], Is= 'none'
ecolor= 'blue' ,elinewidth=0.5)
plt.errorbar(tiempoS,Salmo[2],yerr=Salmo[3, Is= 'none’ , e
color= 'blue' , elinewidth=0.5)
plt.errorbar(tiempoS,datos_salmol[0],yerr=datos_salmol[1],
Is= 'none' , ecolor= ‘red" , elinewidth=0.5)
plt.errorbar(tiempoS,datos_salmol[2],yerr=datos_salmo|3],
Is= '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 grafico 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 par8metros cin®ticos: fAplacaXo |/
(aislamientos repetidos)
Ensayo sobrenadant e: A# vs Ecoli o/ A# vs Sal mood
Ensayoco -cul tivo: fA#.2 vs Ecoli o/ A#.2 vs Sal moo
X=letra #= namero
*Asegurese 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 Anexo5- Datosaislamientos

Cajal
Aislamiento | Muestra Medio de cultivo =~ Temperatura (°C)  Ubicacion

HTP0O001 Al, A2
HTP0002 37 B1, B2
HTP0003 C1,C2
HTP0004 25 D1, D2
HTP0O005 001CO2 37 El, E2
HTP0006 25 F1, F2
HTP0007 TSA 37 G1, G2
HTP0008 25 H1, H2
HTP0009 11, 12

HTP0010 37 A3, A4
HTP0011 B3, B4
HTP0012 001C03 25 C3,C4
HTP0013 D3, D4
HTP0014 002SJ1 PPC 37 E3, E4
HTP0015 TSA F3, F4
HTP0016 G3, G4
HTP0017 H3, H4
HTP0018 13, 14

HTP0019 A5, A6
HTP0020 B5, B6
HTP0021 001CO2 o5 C5, C6
HTP0022 D5, D6
HTP0023 PPC E5, E6
HTP0024 F5, F6
HTP0025 G5,G6
HTP0026 H5, H6
HTP0027 15, 16

HTP0028 A7, A8
HTP0029 001CO0s3 37 B7, B8
HTP0030 o5 C7,C8
HTP0031 D7, D8
HTP0032 E7, E8
HTP0033 37 F7,F8
HTP0034 003DU1 G7, G8
HTP0035 o5 H7, H8
HTP0036 TSA 17,18

HTP0037 A9, B9
HTP0038 C9, D9
HTP0039 003DU3 37 E9, F9
HTP0040 G9, H9
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Caja 2

| Aislamiento | Muestra Medio de cultivo ~ Temperatura (°C)  Ubicacion

HTP0041 003DU3 Al, A2
HTP0042 . B1, B2
HTPoo43 | 003PU3 (Raiz) C1,C2
HTP0044 D1, D2
HTP0045 El, E2
HTP0046 F1,F2
HTP0047 003DU2 31 G1, G2
HTP0048 H1, H2
HTP0049 11, 12

HTP0O050 A3, Ad
HTPOO51 TSA B3, B4
HTP0052 002SJ1 C3,C4
HTPO053 25 D3, D4
HTPO054 37 E3, E4
HTPOO55 o5 F3, F4
HTP0056 G3, G4
HTPO057 37 H3, H4
HTPO058 001CO3 13, 14

HTP0O059 25 A5, A6
HTP0060 37 B5, B6
HTP0O061 25 C5, C6
HTP0062 D5, D6
HTP0063 003DbU2 37 E5, E6
HTP0064 019MO1 o5 F5, F6
HTPO065 044PA1 G5, G6
HTP0O066 H5, H6
HTPOO67 37 15, 16

HTP0O068 A7, A8
HTP0O069 003bU1 25 B7, B8
HTPOO70 25 C7,C8
HTPOO71 PPC D7, D8
HTPOO72 37 E7, E8
HTPOO73 F7, F8
HTPOO74 003DU3 G7, G8
HTPOO75 H7, H8
HTPOO76 17, 18

HTPOO77 A9, B9
HTPOO0O78 003DU2 25 C9, D9
HTPOO79 E9, F9
HTPO080 0025J1 G9, H9
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Caja 3

Aislamiento Muestra Medio de cultivo = Temperatura (°C) = Ubicacion
HTP0081 25 Al, A2
HTP0082 0025J1 PPC B1, B2
HTP0083 C1,C2
HTP0084 37 D1, D2
HTP0085 El, E2
HTP0086 004CAl TSA FL, F2
HTP0087 Gl, G2
HTP0088 25 H1, H2
HTP0089 PPC 37 11, 12
HTP0090 A3, A4
HTP0091 005CA2 TSA 25 B3, B4
HTP0092 37 C3,C4
HTP0093 D3, D4
HTP0094 o5 E3, E4
HTP0095 F3, F4
HTP0096 007TT2 G3, G4
HTP0097 H3, H4
HTP0098 TSA 37 13, 14
HTP0099 A5, A6
HTP0100 001Co1 B5, B6
HTP0101 C5, C6
HTP0102 023MO01 o5 D5, D6
HTP0103 001Co1 E5, E6
HTP0104 F5, F6
HTP0105 37 G5, G6
HTP0106 004CA1l H5, H6
HTP0107 15, 16
HTP0108 25 A7, A8
HTP0109 044PA1 B7, B8
HTP0110 C7,C8
HTPO111 PPC D7, D8
HTP0112 005CA2 37 E7,E8
HTP0113 F7,F8
HTP0114 25 G7, G8
HTP0115 H7, H8
HTP0116 001Co1 17,18
HTP0117 37 A9, B9
HTP0118 C9, D9
HTP0119 E9, F9
HTP0120 006MO1 TSA G9, H9
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Caja 4

Muestra Medio de cultivo =~ Temperatura (°C) = Ubicacion

HTP0121 37 Al, A2
HTP0122 006MO1 B1, B2
HTP0123 25 C1,C2
HTP0124 D1, D2
HTP0125 El, E2
HTP0126 008MO1 F1, F2
HTP0127 37 Gl, G2
HTP0128 H1, H2
HTP0129 11, 12

HTP0130 TSA A3, A4
HTP0131 B3, B4
HTP0132 C3,C4
HTP0133 D3, D4
HTP0134 009MG2 E3, E4
HTP0135 25 F3, F4
HTP0136 G3, G4
HTP0137 H3, H4
HTP0138 13, 14

HTP0139 o5 A5, A6
HTP0140 B5, B6
HTP0141 008MO1 37 C5, C6
HTP0142 D5, D6
HTP0143 25 E5, E6
HTP0144 PPC 37 F5, F6
HTP0145 G5, G6
HTP0146 009MO1 H5, H6
HTP0147 25 15, 16

HTP0148 A7, A8
HTP0149 B7, B8
HTP0150 C7,C8
HTP0151 37 D7, D8
HTP0152 0loMo1 E7,E8
HTP0153 F7, F8
HTP0154 TSA 25 G7, G8
HTP0155 H7, H8
HTP0156 37 17, 18

HTPO157 011MO1 A9, B9
HTP0158 C9, D9
HTP0159 25 E9, F9
HTP0160 | Lab micro '18 (04) NPPC 25 G9, H9
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Caja 5

Muestra ' Medio de cultivo ~ Temperatura (°C)  Ubicacion

HTPO0O161 Al, A2
HTP0162 010MO1 PPC 37 B1, B2
HTP0163 044PA1 30 Ci, C2
HTP0164 010MO1 37 D1, D2
HTP0165 039RO1 TSA El, E2
HTP0166 F1,F2
HTP0167 Gl1, G2
HTP0168 011MO1 PPC o5 H1, H2
HTP0169 11, 12

HTPO170 A3, Ad
HTP0171 | Lab Micro '17 (06) NPPC B3, B4
HTPO172 37 C3,C4
HTPO173 D3, D4
HTPO0174 014mMO1 TSA o5 E3, E4
HTPO175 F3, F4
HTPO176 G3, G4
HTPO177 37 H3, H4
HTPO0178 006MO1 PPC 13, 14

HTP0179 o5 A5, A6
HTP0180 023MO1 TSA B5, B6
HTP0181 C5, C6
HTP0182 D5, D6
HTP0183 003DU2 MS1 30 E5, E6
HTP0184 F5, F6
HTP0185 G5, G6
HTP0186 H5, H6
HTPO0187 003DU2 MS1 30 15, 16

HTP0188 A7, A8
HTP0189 010MO1 PPC 25 B7, B8
HTP0190 C7,C8
HTP0191 37 D7, D8
HTP0192 012MQO2 E7, E8
HTP0193 TSA o5 F7, F8
HTP0194 G7, G8
HTP0195 H7, H8
HTP0196 013mMO1 37 17, 18

HTP0197 Lab micro '18 (07) NPPC A9, B9
HTP0198 25 C9, D9
HTP0199 013MO1 TSA E9, F9
HTP0200 014MO1 PPC 30 G9, H9
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Caja 6

Muestra Medio de cultivo Temperatura (°C) = Ubicacion
HTP0201 Al, A2
HTP0202 30 B1, B2
HTP0203 0l4aMo1 PPC C1,C2
HTP0204 25 D1, D2
HTP0205 El, E2
HTP0206 37 F1, F2
HTP0207 015MO01 TSA G1, G2
HTP0208 H1, H2
HTP0209 11, 12
HTP0210 A3, Ad
HTP0211 012M02 PPC 25 B3, B4
HTP0212 | Lab micro '18 (09) NPPC C3,C4
HTP0213 | Lab micro '18 (010 D3, D4
HTP0214 012M02 E3, E4
HTP0215 30 F3, F4
HTP0216 G3, G4
HTP0217 013MO1 PPC H3, H4
HTP0218 o5 13, 14
HTP0219 A5, A6
HTP0220 044PA1 B5, B6
HTP0221 C5, C6
HTP0222 37 D5, D6
HTP0223 017Mo1 E5, E6
HTP0224 25 F5, F6
HTP0225 TSA G5, G6
HTP0226 37 H5, H6
HTP0227 018MO1 15, 16
HTP0228 o5 A7, A8
HTP0229 B7, B8
HTP0230 C7,C8
HTP0231 D7, D8
HTP0232 007TT2 MS1 30 E7, E8
HTP0233 F7,F8
HTP0234 G7, G8
HTP0235 H7, H8
HTP0236 007TT2 MS1 30 17,18
HTP0237 A9, B9
HTP0238 045CA1 25 C9, D9
HTP0239 PPC E9, F9
HTP0240 015Mol 30 G9, HO

79



Caja 7

Muestra Medio de cultivo = Temperatura (°C) Ubicacién

HTP0241 30 Al, A2
HTP0242 015M01 PPC o5 B1, B2
HTP0243 Cl,C2
HTP0244 D1, D2
HTP0245 37 El, E2
HTP0246 TSA F1, F2
HTP0247 Gl, G2
HTP0248 25 H1, H2
HTP0249 016MO1 37 11, 12

HTP0250 30 A3, A4
HTP0251 30 B3, B4
HTP0252 25 C3,C4
HTP0253 25 D3, D4
HTP0254 30 E3, E4
HTP0255 25 F3, F4
HTP0256 017M0O1 PPC 30 G3, G4
HTP0257 30 H3, H4
HTP0258 25 13, 14

HTP0259 30 A5, A6
HTP0260 B5, B6
HTP0261 018MO1 o5 C5, C6
HTP0262 D5, D6
HTP0263 30 E5, E6
HTP0264 o5 F5, F6
HTP0265 G5, G6
HTP0266 019M0O1 H5, H6
HTP0267 37 15, 16

HTP0268 A7, A8
HTP0269 TSA 25 B7, B8
HTP0270 37 C7,C8
HTP0271 020PAl D7, D8
HTP0272 25 E7,E8
HTP0273 37 F7, F8
HTP0274 G7, G8
HTP0275 30 H7, H8
HTP0276 019MO1 17, 18

HTPO277 PPC A9, B9
HTP0278 o5 C9, D9
HTP0279 E9, F9
HTP0280 020PAL G9, H9
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Caja 8

Aislamiento | Muestra Medio de cultivo = Temperatura (°C)  Ubicacion
HTP0281 Al, A2
HTP0282 020PA1 PPC 30 B1, B2
HTP0283 C1,C2
HTP0284 D1, D2
HTP0285 El, E2
HTP0286 TSA 37 F1, F2
HTP0287 Gl, G2
HTP0288 021MO1 H1, H2
HTP0289 11, 12
HTP0290 PPC 25 A3, A4
HTP0291 B3, B4
HTP0292 023MO01 TSA 37 C3,C4
HTP0293 021MO1 PPC 30 D3, D4
HTP0294 | Lab micro '18 (A1) NPPC o E3, E4
HTP0295 F3, F4
HTP0296 G3, G4
HTP0297 TSA 37 H3, H4
HTP0298 13, 14
HTP0299 022MO01 A5, A6
HTP0300 30 B5, B6
HTP0301 PPC C5, C6
HTP0302 o5 D5, D6
HTP0303 E5, E6
HTP0304 023MO01 F5, F6
HTP0305 37 G5, G6
HTP0306 H5, H6
HTP0307 024M0O1 5, 16
HTP0308 A7, A8
HTP0309 25 B7, B8
HTP0310 023M01 C7,C8
HTP0311 D7, D8
HTP0312 TSA 37 E7, E8
HTP0313 025MO01 F7, F8
HTP0314 o5 G7, G8
HTP0315 H7, H8
HTP0316 17, 18
HTPO317 37 A9, B9
HTP0318 026MO1 C9, D9
HTP0319 o5 E9, F9
HTP0320 G9, H9
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Caja 9

Aislamiento = Muestra Medio de cultivo Temperatura (°C) = Ubicacion
HTP0321 Al, A2
HTP0322 37 B1, B2
HTP0323 027MO1 TSA Cl,C2
HTP0324 o5 D1, D2
HTP0325 El, E2
HTP0326 F1, F2
HTP0327 30 Gl, G2
HTP0328 023M01 H1, H2
HTP0329 11, 12
HTP0330 o5 A3, A4
HTP0331 B3, B4
HTP0332 C3,C4
HTP0333 024M0O1 D3, D4
HTP0334 E3, E4
HTP0335 30 F3, F4
HTP0336 G3, G4
HTP0O337 H3, H4
HTP0338 025M01 PPC 13, 14
HTP0339 o5 A5, A6
HTP0340 B5, B6
HTP0341 C5, C6
HTP0342 30 D5, D6
HTP0343 026MO1 E5, E6
HTP0344 o5 F5, F6
HTP0345 G5, G6
HTP0346 H5, H6
HTP0347 30 5, 16
HTP0348 027M0O1 A7, A8
HTP0349 o5 B7, B8
HTP0350 C7,C8
HTP0351 D7, D8
HTP0352 37 E7, E8
HTP0353 028MO1 F7, F8
HTP0354 o5 G7, G8
HTP0355 TSA H7, H8
HTP0356 17, 18
HTPO357 37 A9, B9
HTP0358 029M0O1 C9, D9
HTP0359 o5 E9, F9
HTP0360 G9, H9
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Caja 10

Aislamiento | Muestra Medio de cultivo = Temperatura (°C)  Ubicacion
HTP0361 Al, A2
HTP0362 30 B1, B2
HTP0363 028M0O1 C1,C2
HTP0364 o5 D1, D2
HTP0365 PPC El, E2
HTP0366 F1, F2
HTP0367 30 Gl, G2
HTP0368 029M0O1 H1, H2
HTP0369 o5 11, 12
HTP0370 A3, A4
HTP0371 B3, B4
HTP0372 37 C3,C4
HTP0373 034M0O1 D3, D4
HTP0374 o E3, E4
HTP0375 TSA F3, F4
HTP0376 G3, G4
HTPO377 37 H3, H4
HTP0378 035MO01 13, 14
HTPO0379 o5 A5, A6
HTP0380 B5, B6
HTP0381 37 C5, C6
HTP0382 D5, D6
HTP0383 030MO1 E5, E6
HTP0384 25 F5, F6
HTP0385 G5, G6
HTP0386 TSA H5, H6
HTP0387 37 5, 16
HTP0388 031MO2 A7, A8
HTP0389 B7, B8
HTP0390 25 C7,C8
HTP0391 027M0O1 D7, D8
HTP0392 E7, E8
HTP0393 30 F7, F8
HTP0394 030MO1 G7, G8
HTP0395 H7, H8
HTP0396 PPC 25 17, 18
HTP0397 30 A9, B9
HTP0398 C9, D9
HTP0399 031MO2 o5 E9, F9
HTP0400 G9, H9
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Caja 1l

Aislamiento | Muestra Medio de cultivo = Temperatura (°C)  Ubicacion
HTP0401 031MO2 25 Al, A2
HTP0402 B1, B2
HTP0403 PPC 30 C1,C2
HTP0404 D1, D2
HTP0405 El, E2
HTP0406 038SAl 25 F1, F2
HTP0407 Gl, G2
HTP0408 37 H1, H2
HTP0409 TSA 25 11, 12
HTP0410 37 A3, A4
HTP0411 | Lab micro '17 (11) NPPC 25 B3, B4
HTP0412 C3,C4
HTP0413 30 D3, D4
HTP0414 034MO1 E3, E4
HTP0415 o5 F3, F4
HTP0416 PPC G3, G4
HTPO417 H3, H4
HTP0418 30 13, 14
HTP0419 035MO01 A5, A6
HTP0420 o5 B5, B6
HTP0421 C5, C6
HTP0422 D5, D6
HTP0423 37 E5, E6
HTP0424 032MO01 F5, F6
HTP0425 TSA o5 G5, G6
HTP0426 H5, H6
HTP0427 5, 16
HTP0428 033MO1 37 A7, A8
HTP0429 031MO1 PPC 25 B7, B8
HTP0430 033MO01 o5 C7,C8
HTP0431 033M0O1 TSA D7, D8
HTP0432 037MO1 37 E7, E8
HTP0433 | Lab micro '17 (12) NPPC 25 F7, F8
HTP0434 037MO1 37 G7, G8
HTP0435 037MO1 o5 H7, H8
HTP0436 037MO1 17, 18
HTP0437 036MO1 TSA A9, B9
HTP0438 036MO1 37 C9, D9
HTP0439 036MO1 E9, F9
HTP0440 036MO1 25 G9, H9
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Caja 12

Aislamiento | Muestra Medio de cultivo = Temperatura (°C)  Ubicacion
HTP0441 036MO1 TSA 25 Al, A2
HTP0442 B1, B2
HTP0443 C1,C2
HTP0444 032MO01 D1, D2
HTP0445 30 El, E2
HTP0446 PPC F1, F2
HTP0447 G1, G2
HTP0448 033mMO1 H1, H2
HTP0449 o5 11, 12
HTP0450 | Lab micro '18 (A3) NPPC A3, A4
HTP0451 033MO1 30 B3, B4
HTP0452 25 C3,C4
HTP0453 D3, D4
HTP0454 036MO1 30 E3, E4
HTP0455 F3, F4
HTP0456 PPC 25 G3, G4
HTP0457 30 H3, H4
HTP0458 13, 14
HTP0459 037MO1 o5 A5, A6
HTP0460 B5, B6
HTP0461 30 C5, C6
HTP0462 37 D5, D6
HTP0463 E5, E6
HTP0464 TSA F5, F6
HTP0465 25 G5, G6
HTP0466 H5, H6
HTP0467 041PC1 15, 16
HTP0468 30 A7, A8
HTP0469 PPC B7, B8
HTP0470 o C7,C8
HTP0471 D7, D8
HTP0472 E7, E8
HTP0473 37 F7, F8
HTPO0474 043PA2 TSA G7, G8
HTP0475 o5 H7, H8
HTP0476 17, 18
HTPO477 044PA1 37 A9, B9
HTP0478 | Labmicro '18 (A4) 25 C9, D9
HTP0479 | Lab micro '18 (A5) NPPC o5 E9, F9
HTP0480 | Lab micro '18 (A6) G9, H9
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Caja 13

Aislamiento | Muestra Medio de cultivo = Temperatura (°C)  Ubicacion
HTP0481 044PA1 TSA 25 Al, A2
HTP0482 30 B1, B2
HTP0483 043PA2 PPC Cl,C2
HTP0484 o5 D1, D2
HTP0485 | Lab micro '18 (B1) NPPC El, E2
HTP0486 043PA2 PPC F1, F2
HTP0487 044PAl 30 Gl, G2
HTP0488 H1, H2
HTP0489 11, 12
HTP0490 TSA 37 A3, A4
HTP0491 039ROL B3, B4
HTP0492 C3,C4
HTP0493 PPC 30 D3, D4
HTP0494 | Lab micro '18 (B2) NPPC E3, E4
HTP0495 F3, F4
HTP0496 039RO1 PPC G3, G4
HTP0497 H3, H4
HTP0498 040R0O1 13, 14
HTP0499 042CAl TSA A5, A6
HTP0500 B5, B6
HTP0O501 o5 C5, C6
HTP0502 D5, D6
HTP0503 040ROL PPC E5, E6
HTP0504 F5, F6
HTP0505 G5, G6
HTP0506 | Lab micro '18 (B3) NPPC H5, H6
HTP0507 | Lab micro '18 (B4) 5, 16
HTP0508 A7, A8
HTP0509 B7, B8
HTP0510 TSA 37 C7,C8
HTPO511 042CA1l D7, D8
HTP0512 25 E7, E8
HTP0513 PPC 30 F7, F8
HTP0514 G7, G8
HTP0515 | Lab micro '18 (P1) NPPC o5 H7, H8
HTP0516 042CA1 PPC 17, 18
HTPO517 045CAl 30 A9, B9
HTP0518 | Lab micro '18 (P4) NPPC 25 C9, D9
HTP0519 E9, F9
HTPO520 045CA1l PPC 30 G9. HO
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Aislamiento |

Muestra

Caja 14

HTP0521

HTP0522

045CA1

Medio de cultivo

HTP0523

HTP0524

HTP0525

HTP0526

045CA1

TSA

Temperatura (°C)

37

Ubicacioén
Al, A2

B1, B2

Cl,C2

D1, D2

25

El, E2

F1, F2

8.6 Anexo 6 Gréaficas cinética de crecimiento
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