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1. RESUMEN

La implementacion de un cepario en un laboratorio de investigacion no suele ser
facil debido a que no existe un conceso a nivel nacional o mundial respecto a como
éste deberia ser organizado, requerimientos de almacenamiento o documentos de
trabajo, solo existiendo guias de diferentes laboratorios, y recomendaciones de
entidades administradores de calidad como la ISO, cada una con sus propias

metodologias y control de calidad.

Al analizar los protocolos provenientes de diferentes laboratorios, asi como
también las recomendaciones de instituciones oficiales, se realizdé un protocolo para

este laboratorio en particular ateniéndose a los requerimientos del mismo.

El Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular de Frutos (FBMF) de la
Universidad de Talca cuenta con una amplia variedad de cepas bacterianas de
trabajo con insercion de plasmidos realizadas en el lugar, sin embargo, este

laboratorio no cuenta con un protocolo de trabajo ni de almacenamiento éptimo.

La técnica de almacenamiento mas utilizada es la congelacion, en donde
mediante el uso de criotubos, caldo Luria y criopreservantes tales como glicerol y

leche descremada bacteriologica, se logra el correcto almacenamiento de las cepas.

Los nuevos registros de las cepas, asi como también protocolos de trabajo y
registros permiten el trabajo AGptimo del laboratorio en relacion a las cepas

almacenadas, permitiendo que exista una trazabilidad en el trabajo.



2. INTRODUCCION

Los ceparios son el nombre que se le otorga a las colecciones de microorganismos,
en este caso de bacterias, los cuales contienen cepas que presentan alguna propiedad
fisica o quimica que le confiere un valor para el trabajo en el laboratorio, ya sea clinico

o de investigacion.

En el Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular de Frutos (FBMF) de la
Universidad de Talca existe un cepario bacteriologico con cepas de trabajo propias, las
cuales presentan caracteristicas fisico quimicas especiales para realizar trabajos de
investigacion a nivel de todo el personal perteneciente al FBMF, incluyendo vectores de
resistencia frente a diferentes antibioticos, asi como también “vectores libres” para la
adicion de genes de interés. Por lo que la pureza y correcta manipulacion de las cepas es

crucial para lograr un trabajo 6ptimo y con resultados veraces en el laboratorio.

La problematica comienza al momento de no presentar un sistema de
almacenamiento 6ptimo con los registros adecuados del trabajo previo con las cepas, su
fecha de almacenaje, resiembras para corroboracién de viabilidad de las mismas y
nombre de la persona encargada de dicho proceso en forma de documentos facilmente
accesibles para todos los usuarios del FBMF. Sin embargo, este tipo de dificultades
puede que no sean tan infrecuentes en un laboratorio de investigacion y docencia,
puesto gque no existe un consenso nacional o internacional concerniente a los protocolos

de implementacion y trabajo dentro de los ceparios.

Dentro de la literatura se encuentran numerosas guias de trabajo cada una realizada e
implementada por cada laboratorio de manera particular, entre las técnicas descritas, el

consenso es que una técnica con buenos resultados y costo/efectiva es el método de
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congelacién. Junto con ello los registros dependen de la naturaleza de la cepa, pudiendo
ser una cepa de referencia comercial, una cepa de trabajo o cepas creadas en el mismo

laboratorio para su uso.

El método de congelacion incluye la adicion de criopreservantes para su
mantenimiento como el glicerol, y leche descremada bacterioldgica, asi como el caldo
nutritivo en el cual se homogenizan las bacterias, pudiendo ser caldo soya tripticasa,
caldo infusion cerebro corazén o caldo Luria. Las proporciones de criopreservantes
dependeran de la temperatura de congelacion a la cual seran sometidas las cepas, lo que
a su vez depende de los recursos disponibles en cada laboratorio.

La aplicacion de un protocolo de trabajo para almacenar las cepas en conjunto con la
documentacion y registros adecuados permitira que el trabajo en el laboratorio sea mas
eficiente y eficaz ademas de trazable para todo el personal que haga uso de las cepas

almacenadas por el laboratorio.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los microorganismos representan una gran parte de la biodiversidad genética esencial
para la vida la tierra, ya que provee casi ilimitados recursos para el desarrollo de nuevas
aplicaciones para el area de biotecnologia. (1) Cuando se habla de cepa en microbiologia, se
habla de un microorganismo de una Unica especie y que es descendiente de una Unica

célula, en donde se mantienen las caracteristicas genéticas de la misma. (2)

Los ceparios o también conocidos como colecciones de microorganismos, son fuentes de
recursos genéticos teniendo como funcién preservar la diversidad biologica. Existen
diversas entidades que se dedican al cultivo, almacenamiento y comercializacion de cepas
bacterianas, entre los que destacan American Type Culture Collection (ATCC) en USA,
Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares (CDBB) en México,
National Collection of Industrial Food and Marine Bacteria (NCIMB) en Reino Unido y
National Collection of Cultures of Microorganisms (CNCM) del Instituto Pasteur en

Francia, entre otras. (3)

En Chile también existen entidades que se dedican a la preservacion de
microorganismos, asi como también a proporcionar las cepas e informacion con fines
investigativos, educativos o produccion industrial, como lo son la Coleccion Chilena de
Cultivos Tipo (CCCT) perteneciente a la Universidad de la Frontera, la Coleccion Chilena
de Recursos Genéticos Microbianos (CChRGM) resultado de las investigaciones realizadas
por el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) en la década del 1990. Es esta
Gltima coleccion la que posicioné a Chile como el primer y Unico pais de Latinoamérica

responsable de almacenar microorganismos patentados.(4-6)

El origen de los microorganismos que son parte de los ceparios no siempre corresponde
a aquellas cepas creadas en los laboratorios. La mayoria de las cepas almacenadas son

aquellas que han sido aisladas de pacientes internados en recintos hospitalarios, en donde la



bacteria que afecta al paciente presenta alguna caracteristica genotipica significativamente
diferente a las del resto de las cepas de la misma especie. Generalmente, las cepas de
interés clinico son aquellas que presentan resistencia a uno o mas antimicrobianos, en

donde la naturaleza de aquella resistencia es poco conocida o incluso nueva. (7)

Otro tipo de cepas que pueden encontrarse almacenadas en un cepario, son las llamadas
cepas de referencia, que, distribuidas de manera comercial por distintas entidades, aseguran
que las cepas son de extrema pureza, pudiendo tener caracteristicas genotipicas unicas. Su
uso principalmente esta enfocado a la validacion de técnicas de laboratorio, en las que al
presentar caracteristicas especificas, son capaces de ser el control positivo o negativo frente
a técnicas de identificacion que se usardn en cepas tanto de origen clinico, como de
validacion de técnicas que se usan en laboratorios de investigacion. Estas entidades
generalmente son de caracter universal, como lo son las cepas ATCC, utilizadas

mundialmente. (8-10)

También existen las cepas creadas en laboratorios de investigacion o docencia. Este tipo
de cepas tienen generalmente como funcidn ser el vector de pequefias cadenas de ADN de
interés para ser insertadas en otro microorganismo para que sea asimilada una caracteristica

que antes no poseia. (7)

Hoy, la importancia de los ceparios radica principalmente en el desarrollo de nuevos
procesos industriales, como cepas de referencia para ensayos de laboratorio, también
pueden ser usadas como cepas para estudios taxondmicos y como centros de conservacion
de la biodiversidad. (3)

El mantenimiento de los microorganismos no sélo consiste en la conservacion de ellos y
de las caracteristicas que presentan, sino que también la pureza de la cepa, es decir, libre de

contaminantes durante largos periodos de tiempo. Es por esto que a través de los afios se



han desarrollado diferentes métodos de conservacion, lo que se basan principalmente en la
disminucién de actividad metabdlica de los microorganismos. La seleccion de los métodos
de conservacion va a depender de los requerimientos de cada microorganismo en particular,
ademas de los requerimientos del laboratorio en donde se va a implementar el cepario. (9,
11, 12)

Dentro de las caracteristicas a considerar para escoger un método de conservacion, se
debe tener en cuenta la susceptibilidad del microorganismo a ciertas técnicas, en donde
existen ciertos microorganismos que no son capaces de sobrevivir a la liofilizacidn.
También se debe considerar la predisposicién de los microorganismos para presentar

variabilidad genética incluso en estados metabolicos disminuidos. (8, 9, 12)

También se deben tomar otros factores en cuenta, como lo es la cantidad de muestras a
conservar y cual es el método de conservacion que se utilizara. Hay que evaluar los costos
de los métodos, asi como el tiempo de conservacion que se pretende emplear y los equipos
que se utilizaran para el almacenamiento de todas las cepas, siempre teniendo en cuenta que
uno de los requerimientos mas importantes a la hora del almacenamiento es conservar la
viabilidad de la cepa posterior a su almacenamiento y que no exista contaminacién en dicha

muestra. (4)

Existen métodos de conservacion a largo plazo, los cuales aseguran la estabilidad
genética de los microorganismos ya que evitan la replicacion. Estos son los métodos de
conservacion mas utilizados para microorganismos que han sido manipulados
genéticamente para otorgarle alguna caracteristica en particular y poder ser estudiada o
transmitida a otros microorganismos. Dentro de estos métodos se encuentra la congelacion

y la liofilizacion. (5)



3.1 CONSERVACION POR CONGELACION

También llamado criopreservacion, es uno de los métodos de conservacion ampliamente
utilizados, siendo altamente estable por largos periodos de conservacion, pudiendo llegar
incluso a los 20 afios.

Este proceso se define como la congelacion de una cepa a temperaturas inferiores a 0°C,
dando lugar a diferentes tipos de congelacion: congelacion ordinaria, congelacion ultra fria
y congelacion por nitrégeno liquido. Este proceso se realiza para preservar células y tejidos
vivos manteniendo su estructura. Una de las cosas mas importantes durante este proceso es
controlar la velocidad de disminucién de temperatura, ya que la conversion de agua a
cristales hielo puede causar dafio en la estructura celular. Esto se produce debido a que las
células estdn compuestas por aproximadamente 80% de agua, la que al congelarse resulta
en la concentracion de los solutos en la fase liquida remanente y la consecuente
cristalizacion de todos aquellos solutos que superan el limite de solubilidad. Es por esto que

es necesaria la adicion de un elemento crioprotector. (8, 12-14)
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Figura 1. Representacion esquemdtica de células disminuyendo su temperatura
rapidamente v congelindose internamente o dismimur la velocidad del proceso para

evitar hielo intracelular {10 |
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Cuando este tipo de conservacion esta implementado, se debe tener en cuenta que es
necesario evaluar la viabilidad de las cepas con regularidad para asegurar la calidad de ellas
Ilegado el momento de su utilizacion. Ademas, es importante considerar que para comenzar
a realizar estas técnicas se debe tener en cuenta la edad de las células, es decir, en algunos
casos se recomienda la utilizacion de las bacterias en el inicio de la fase estacionaria de la
curva de crecimiento. Sin embargo, algunos microorganismos presentan formas de
resistencia. En esos casos se recomienda inducir ese estado, esporulacion u otros, antes de

comenzar. (15-18)

Los agentes crioprotectores son agentes hidrosolubles, de baja toxicidad y con punto de
congelacion menor a 0°C, que tienen como funcion disminuir el punto eutéctico de una
solucion, es decir, retardar la formacion intracelular de cristales de hielo, lo que se traduce
en una obtencion de concentracion dada de solutos a una temperatura menor, por lo que la
célula estara mas deshidratada y se reducira el potencial de dafio osmético durante el
congelamiento y descongelamiento de la muestra. Entre los agentes crioprotectores se
encuentran alcoholes, carbohidratos, aminoacidos, extractos de levadura y leche
descremada. Lo mas utilizados en el proceso de congelacion son glicerol y dimetil-
sulfoxido (DMSO). (14)

El glicerol es un alcohol que al igual que muchas otras moléculas pequefias sin carga
puede atravesar la membrana citoplasmatica mediante difusion pasiva, y se ha descrito en la
literatura como el Unico ejemplo de transporte de difusion facilitada por la membrana
interna de Escherichia coli mediante la proteina integral de membrana GIpF.(12) su
mecanismo de accion en cuanto a su funcion crioprotectora radica en el aumento de la
concentracion total de solutos, reduciendo la cantidad de cristales de hielo que son

formados dentro de la célula. (13)

El DMSO es un solvente bipolar, aprético, hidrosoluble y de bajo peso molecular. El

mecanismo de accion de este crioprotector se atribuye principalmente a la habilidad de
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prevenir la acumulacion de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de
congelamiento de una célula o tejido, evitando asi la formacion de cristales de hielo y el
dafo a las membranas que conlleva. Al tener un bajo peso molecular, este puede atravesar

la membrana celular sin problemas. (14)

3.1.1 CONGELACION ORDINARIA

Durante este tipo de congelacién se mantienen temperaturas entre -5°C y -20°C, en
donde los microorganismos pueden ser almacenados por uno a dos afos permaneciendo
viables, es decir, cuando los microorganismos sean descongelados estos conservaran todas

sus funciones y cualidades. (8, 12, 19)

Este tipo de congelacion es uno de los mas simples en relacion a los equipos que se

utilizan, puesto que los congeladores convencionales pueden alcanzar estas temperaturas.

3.1.2 CONGELACION ULTRAFRIA

Para este tipo de congelacion se pueden tomar los microorganismos directamente desde
una suspension bacteriana posterior a una centrifugacion, o se puede preparar una
suspension a partir de un cultivo que haya tenido las condiciones 6ptimas de crecimiento.
El cultivo se suspende en un caldo nutritivo junto al criopreservante. Para esta congelacion
se necesitan congeladores especiales que alcancen temperaturas entre -50°C y -80°C. (8,
12, 20)

Se debe considerar que en este tipo de congelacion el control de la disminucién de
temperatura es de vital importancia para que los microorganismos mantengan su viabilidad.

Se recomienda la congelacién a una velocidad de 1-2°C por minuto hasta alcanzar los -
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30°C. posterior a esto se acelera el proceso hasta alcanzar la temperatura adecuada. Se ha
observado que con esta técnica las cepas pueden mantenerse congeladas y viables por cinco
afios aproximadamente a una temperatura de -60°C en promedio. (15, 17, 19, 21)

3.1.3 CONGELACION CON NITROGENO LIQUIDO

Este tipo de congelacién es uno de los mas efectivos, logrando temperaturas de
conservacion entre -150°C y -196°C. El proceso para este tipo de congelacién comienza de
igual manera que la congelacion ultrafria, en donde se controla la disminucion de la
temperatura hasta los -30°C. Posterior a alcanzar esta temperatura se procede a acelerar la
disminucién a 1°C por minuto hasta alcanzar los -56°C, una vez logrado esto se procede a
suspender los viales en nitrogeno liquido para acelerar el proceso hasta al temperatura
adecuada. (8, 12, 15)

Si el microorganismo logra alcanzar esta temperatura de congelacion puede permanecer
muchos afos, entre cinco y treinta cinco, en almacenamiento, ya que el metabolismo celular

se detiene por completo cuando se alcanza una temperatura de -130°C. (12, 20)

Una de las ventajas de este proceso es que, si el microorganismo soporta las bajas
temperaturas, no es necesario recurrir a las resiembras para evaluar su viabilidad,
reduciendo las probabilidades de contaminacion, cambios genéticos y bioquimicos del

microorganismo.

Por otra parte, una de las desventajas de este tipo de congelamiento es la necesidad de
equipos especiales gque alcancen este tipo de temperaturas, ademas de un suministro de

nitrégeno liquido lo que eleva bastante el costo de este proceso. (8, 20)
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3.2 CULTIVOS DE REFERENCIA

Los cultivos de referencia hacen alusion a cepas de referencia, cepas de reserva y cepas

de trabajo dentro de un laboratorio.(22)

Para que las cepas puedan ser consideradas de referencia deben cumplir ciertos
requisitos. En primera instancia estas cepas deben ser viables, es decir, deben tener la
capacidad de crecer segun protocolos adecuados para su recuperacion. Segundo, estas cepas
deben ser puras, esto quiere decir que al momento de ser sembradas se debe reconocer sélo
una cepa mediante cualquier método utilizado. Por ultimo, las cepas deben ser estables, lo
que significa que mantienen sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas a través del
tiempo.(22, 23)

La conservacion y manipulacion de estas cepas debe ser regulado mediante protocolos
establecidos para asi poder asegurar las caracteristicas que le otorgan el caracter de cepas
de referencia y al mismo tiempo prevenir el deterioro de las cepas, la contaminacion
cruzada y cualquier mutacion o alteracion de las caracteristicas genotipicas o
fenotipicas.(22-24)

Otra caracteristicas importante de las cepas de referencia es que son trazables, lo que
implica que su origen debe ser directamente de colecciones nacionales o internacionales
reconocidas como tales, ya que en estas instituciones es en donde los microorganismos
estan definidos como género y especie, caracterizados en todos los &mbitos posibles y con

un origen conocido.(5, 24)
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Es importante considerar que el origen de las cepas de referencia es en primera instancia
a partir de aislados de pacientes en donde las bacterias han sido extensamente

caracterizadas, asi como también modificadas para su uso comercial. (25)

3.3 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae. Debido a su facil cultivo y capacidad de multiplicacién ha sido
usada ampliamente en estudios de biologia molecular.(26)

El primer aislado de E. coli que fue almacenado fue en 1920 por el Instituto Lester,
enviando la cepa a National Collection of Type Cultures (NCTC) en Inglaterra, una de las

organizaciones con la coleccion mas antigua de microorganismos. (25, 27)

Por otra parte, en 1922 en la Universidad de Standford, fue aislada una cepa a partir de
heces de un paciente con difteria y fue catalogada como K12. Este aislado fue usado mas
tarde, en el afio 1940 para estudiar el metabolismo del nitrogeno, y posterior a esto fue
almacenada en ATCC. Esta misma cepa fue usada posteriormente para experimentos de
sintesis de triptofano. Con el paso del tiempo y diversos experimentos sus caracteristicas
genotipicas fueron cambiando, dando paso a nuevas cepas. Como lo es la cepa MG1655, la

cual deriva de la cepa K12 perdiendo el plasmido F y el fago A. (28)

E. coli DH50 es una de las cepas mas populares y ampliamente usadas en los
laboratorios. Fue desarrollada por Douglas Hanahan y es una de las Escherichia coli K12
mas usadas. Tiene caracteristicas que la hacen conveniente para aplicaciones en clonacion.
(28, 29)
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Puede ser transformada con alta eficiencia; contiene pldsmidos de ADN de alta calidad
debido a la ausencia de endonucleasas | no especificas (EndAl); mantiene plasmidos
estables debido a los bajos niveles de recombinacion homologa; también puede ser
transformada con eficiencia mediante ADN no metilado por la disrupcion de la
endonucleasa EkoKIl y es deficiente en la enzima fosfatasa alcalina en el espacio
peripldsmico, lo que le entrega utilidad al momento de estudiar expresion de proteinas de
membrana.(26)

Otra cepa es E. coli 2T1R, la cual es una cepa comercial quimicamente competente,
mejorada para todas las aplicaciones de clonacion, ya que no presentan sistemas de
restriccion como la cepa K12, incluyendo ademéas el genotipo tonA que le confiere
resistencia a la infeccion de fago T1y T5.(30, 31)

3.4 AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria Gram negativo perteneciente a la familia
Rhizobiaceae. Es un fitopatdgeno, es decir patdgeno para las plantas, teniendo un caracter
parasitario para ellas. Actualmente denominada Rhizobium radiobacter, es causante de
tumores o “agallas” en plantas, los que crecen en la zona donde se encuentra la raiz y el

tallo conectados.(32)

La sintomatologia que causa esta bacteria en las plantas se produce por la insercién de
un pequefio segmento de ADN de transferencia (T-ADN) a partir de un plasmido hacia las

células vegetales, el cual es incorporado por el genoma vegetal. (33)

La capacidad de A. tumefaciens para la trasmision de ADN ha sido ampliamente
explorada y utilizada en el campo de la biotecnologia, convirtiéndose en el método méas
usado para la introduccion de genes en células vegetales. Jeff Schell y Marc Van Motangu
fueron los primeros en describir el mecanismo de transferencia de genes entre A.
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tumefaciens y plantas, lo que llevé al desarrollo de metodologias para la modificacion de la
bacteria para aplicaciones en biologia vegetal.(34)

La transmisién de genes se hace a partir del plasmido T-ADN, en donde se clona el
segmento de ADN deseado y es insertado en el huésped. Este proceso ha sido probado en
varias ocasiones como lo fue con el uso del sistema luciferin/luciferasa usado en el estudio

de la funcién de cloroplastos. (32, 34)

La cepa de A. tumefaciens GV3101 ha sido demostrada como la cepa con més alto
porcentaje de rendimiento en transformacion y el menor porcentaje de plantas con una sola

insercion génica en comparacion con las cepas AGL1, EHA105 y MP90.(35, 36)

3.5 INTERCAMBIO GENICO DE CELULAS PROCARIOTAS

Las celulas procariotas son organismos unicelulares. Estan formadas por citoplasma
encapsulado en la membrana celular, la que esta compuesta por glucopéptidos que le
confieren rigidez. El citoplasma presenta una gran cantidad de ribosomas, consistentes en
complejos macromoleculares de proteinas y acido ribonucleico (ARN), siendo los centros
de expresion genética debido a la capacidad de sintesis de proteinas. Este tipo de células no
presenta en su interior estructuras membranosas denominadas organelos, puesto que

presenta una organizacion simple. (37)

Ademas, este tipo de células no presentan nucleo definido, lo que se traduce en que su
material genético, &cido desoxirribonucleico (ADN), se encuentra disperso por el
citoplasma. Este ADN se denomina cromosoma Yy tiene como caracteristicas ser

bicatenario, es decir presenta dos cadenas complementarias de ADN, y es circular.(38)
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El intercambio de ADN entre células permite el intercambio de genes y caracteristicas
entre ellas, lo que ocasiona la aparicion de cepas bacterianas nuevas. Este tipo de
intercambio puede resultar favorable para el receptor, especialmente cuando se habla de
una transferencia de genes de resistencia a antimicrobianos o factores de virulencia.(37, 38)

Los genes pueden ser intercambiados entre células de manera natural o artificial. Dichos

procesos de intercambio se denominan conjugacion, transduccion y transformacion.

El sistema de transferencia mediante conjugacion requiere que exista contacto directo
entre las células en las que se producira el intercambio genético, ademas de ser necesario
que las bacterias involucradas sean de tipo sexual opuesto. Para este proceso es necesaria la
presencia de una bacteria donante y una receptora, en donde la donante es la que presenta el

plasmido que sera transferido a la bacteria receptora que no lo posee.(39)

La transduccion implica la presencia de un bacteriéfago que es capaz de movilizar
material genético bacteriano y transportarlo hacia otras células bacterianas. Finalmente, la
transformacion involucra la adquisicion de ADN “desnudo” a partir de un ambiente

extracelular.(40)

El proceso de transformacion involucra transferencia de genes “desnudos” presentes en
una solucién. Existen bacterias que realizan este proceso de manera natural, como lo
confirma el experimento realizado en 1928 con cepas de Streptococcus pneumoniae, una
cepa virulenta con cépsula y una avirulenta, sin capsula. En este experimento se demostro
que la exposicién de material genético libre proveniente de las cepas virulentas, podia ser
incorporado por bacterias que no contenian esos genes de virulencia, otorgandole esa

caracteristica por medio de la transformacién. (38, 41)
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No todas las bacterias son capaces de ser transformadas de manera natural. Esto esta
determinado por la presencia de una proteina llamada factor de competencia. Es por esto
que se han creado protocolos de trabajo en los cuales se recrea este fendbmeno de manera
artificial. Para ello se necesita lograr un estado de “competencia” de las bacterias, lo que
involucra la exposicion a soluciones con concentraciones elevadas de cationes divalentes,
como el calcio. (42) Este paso es necesario para aumentar la permeabilidad de la
membrana, permitiendo que genes o plasmidos, ingresen al citoplasma bacteriano. Este
proceso también involucra choques térmicos, lo que en conjunto aumenta la permeabilidad
de la membrana celular facilitando asi la entrada de los plasmidos. Genes en conformacion
lineal tienen mucha mas dificultad para ingresar a la membrana que aquellos circulares
como lo son los plasmidos.(43) El choque térmico se logra mediante la incubacién en hielo
de las células competentes en adicion del cation divalente, y luego rapidamente suspender
los viales a 42°C por un pequefio lapso de tiempo. A continuacion la suspension en hielo
permite el cierre de los poros, lo que asegura que los plasmidos que lograron introducirse

queden dentro de la célula.(40, 43)

3.6 PLASMIDOS

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN de doble cadena que se encuentran en
variadas especies bacterianas, siendo de caracter extracromosomal. (18) Estos plasmidos
contienen informacion genética que no es de vital importancia para la bacteria, por lo que
se replican de forma independiente del resto del cromosoma bacteriano. El tamafio de estos
plasmidos es bastante menor al del cromosoma, pudiendo existir en una misma célula

varios plasmidos. (29)

Aungue la informacién almacenada en los plasmidos no es de vital importancia para la
bacteria, presentar plasmidos puede conferir ciertas ventajas para el microorganismo, como
puede ser la adquisicion de una resistencia antimicrobiana, factores de virulencia, etc. (20,
29)
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ADN ADN plasmidial
Bacteria

Figura 2. Representacion gréafica de plasmidos dentro de un microorganismo. Barbara
Rojas Nufiez, elaboracion propia.

3.7 ESTANDARES DE CALIDAD NACIONAL E INTERNACIONALES

La International Organization for Standardization (ISO) es una organizacion no
gubernamental que cuenta con la participacion de 162 paises, en donde a traves de sus
miembros se desarrollan los consensos de estandares internacionales para fomentar la
innovacidn y promover la ciencia. Esta organizacion tiene como fin la estandarizacion para

productos, procesos, servicios y sistemas para asegurar calidad, seguridad y eficiencia.(44)

Uno de los miembros de esta organizacion es el Instituto Nacional de Normalizacién
(INN), perteneciente a Chile. Este instituto tiene como funcién la elaboracién de normas
técnicas nacionales, aseguramiento de la trazabilidad de las mediciones, asi como también
la imparticién de cursos y diplomados para la entrega de conocimientos y herramientas en

base a normas técnicas estandarizadas.(23)

La recomendacion para los laboratorios de distintos ambitos en Chile es trabajar bajo la
norma NCH-ISO 17025:2005, ya que es util para cualquier laboratorio que realice
mediciones o calibraciones deseando resultados confiables y asegurando la calidad del
laboratorio. (23, 44)
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La norma ISO 17025 consta de cinco clausulas, dos anexos y una seccién de
bibliografia. Los requisitos de esta norma contemplan la elaboracion e implantacion de un
manual de calidad, politicas de gestion y técnicas, incluidas una politica de calidad,
procedimientos de gestion y técnicos, ademas de la generacion de evidencia objetiva y su
implementacion a modo de registros de gestion y técnicos. Esto involucra la generacion de
protocolos de control de calidad y manuales de procedimientos que permitan la
estandarizacion de las técnicas, pudiendo ser aplicadas a cualquier ambito del laboratorio,

como lo es la implementacion y mantenimiento de un cepario. (22)

Dentro del sistema de gestiébn debe haber politicas, procedimientos estandar e
instrucciones de trabajo para asegurar la calidad de los resultados de los ensayos, ademas
de mejorar continuamente la efectividad del sistema de gestion. Ademas, se debe tener en
cuenta que todos los documentos oficiales deben ser autorizados y controlados, en conjunto

con ser revisados periédicamente y ser actualizados de ser necesario. (22, 44)
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4. HIPOTESIS

La implementacion de protocolos de trabajo, actualizacion y mejora de los registros y
metodos de almacenamiento del cepario del Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular
de Frutos de la Universidad de Talca seran suficientes para el correcto manejo de las cepas

de trabajo que poseen.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJTIVO GENERAL

Implementar protocolos de trabajo y documentos de registro de acuerdo a
requerimientos del laboratorio y estandares de calidad para optimizar el trabajo con cepario

de Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular de Frutos de la Universidad de Talca.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Actualizar sistema de almacenamiento de cepas de trabajo ya existentes en el
laboratorio.

- Implementar protocolos de resiembra y almacenamiento para cada cepa de trabajo.

- Implementar registros de trabajo y documentos de almacenamiento para cada cepa
de trabajo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 CEPAS DISPONIBLES

Las bacterias utilizadas para la actualizacién y mejoramiento del cepario bacterioldgico

corresponden a cepas de creacion propia del FBMF de la Universidad de Talca. Estas se

encuentran clasificadas segln su uso.

6.1.2 CEPAS DE ALMACENAMIENTO PERMANENTE

Tabla 1. Plasmidos ensayo promotores

Nombre Bactenia Cepa | Plasmidos Construccion Eesistencia
pDONR221 Escherichia | 2T1R | pDONE221 | - cedB, KAN, CFL
2TIR coli
pMDC162 2T1R | Escherichia | 2T1R | pMDC162 - cedB, KAN, CFL,
coli HG
pB2GWT7T 2T1R. | Escherichia | 2TIR | pB2GW7 - cedB, SPE
coli
p2GWET 2T1R | Escherichia | 2T1R | p2GWF7 - ccdB, CAR
coli
pGWB3030 Escherichia | 2T1R | pGWB3030 | - cedB, KAN, SPE
2TIR coli

ccdB: Control of cell death/Toxina-B; KAN: kanamicina; CFL: cloranfenicol; HG:

higromicina; SPE: spectinomicina; CAR: carbenicilina.
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Tabla 1. Continuacion. Plasmidos ensayo promotores.

Nombre Bacteria Cepa | Plasmidos Construccion Resistencia
pBIl121 Escherichia coli | 2T1R | pBI121 338::GUS EAN
2T1R

pBL121 Escherichia celi | DHSa | pBI121 355:-GUS KEAN
DH>a

ccdB: Control of cell death/Toxina. 35S: promotor. GUS: gen. KAN: kanamicina; CFL:

cloranfenicol; HG: higromicina; SPE: spectinomicina; CAR: carbenicilina.

Tabla 2. Plasmidos ensayo agroinfiltracion.

Nombre Bacteria Cepa Plasmidos Construccion Resistencia
505::GUSE Escherichia coli DH5a pGWBS05 358::GUSHull SPE
305 MYC2 Escherichia coli DH5uw pGWBS505 355 FaMYC2 | SPE
305 JAZIA Escherichia coli DH5a pGWB303 355 FaJAZ1A | SPE
WIW::GUS1 Escherichia coli DH5a pHTGWIWWG2(I) 355::GUSH SPE
WIW::FaCOIl1 | Escherichia coli DH5uw pH7IGWIWWG2 (II) 355:COI1 SPE
5305-:GUSE (1) Agrobacterium GV3101 | pGWBS05 355::GUSull RIF, GEN,
tumefaciens SPE
505::GUSE(2) Agrobacterium GV3101 | pGWB505 355::GUSfll RIF, GEN,
fhumefaciens SPE
305:MYC2 (1) | Agrobacterium GV3101 | pGWBS05 355 FaMYC2 RIF, GEN,
tumefaciens SPE
305:MYC2(2) | Agrobacterium GV3101 | pGWB505 355 FaMYC2 RIF, GEN,
fhumefaciens SPE

SPE: spectinomicina; RIF: rifampicina; GEN: gentamicina. 35S: promotor. GUST: gen
completo; MYC2: gen; JAZ1A: gen; GUSI: gen incompleto; FaCOI1i: gen incompleto.
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Tabla 2. Continuacion. Plasmidos ensayo agroinfiltracion.

Nombre Bacteria Cepa Plasmido Construccion Resistencia
505 JAZ1IA (1) | Agrobacterium GV3iim pGWBS505 355 FaJAZ1A | RIF, GEN,
tumefaciens SPE
505 JAZ1A (2) | Agrobacterium GV3101 | pGWB305 358 FaJAZ1A | RIF, GEN,
fumefaciens SPE
WIW:-GUSi (2) | Agrobacterium | GV3101 | pHIGWIWWG2(D) 355-GUSi RIF. GEN,
fumeafaciens SPE
WIW--GUSi (3) | Agrobacterium | GV3101 | pHIGWIWWG2(D) 355-GUSI RIF. GEN,
tumefaciens SPE
WIW:-FaCOIl1 | dgrobacterium GV3iim pHIGWIWWG2(T) 358::COI1 RIF, GEN,
(1) tumefaciens SPE
WIW:-FaCOIl1 | Agrobacterium GV3iim pHIGWIWWG2(T) 355::COI1 RIF, GEN,
(2) fumefaciens SPE
WIW:FaCOIl1 | dgrobacterium GV3iim pHIGWIWWG2(T) 358:COI RIF, GEN,
(3) tumefaciens SPE
505:GUST Escherichia coli | - pGWB503 358::GUSTull SPE
505 MYC2 (1) | Escherichia coli | - pGWB503 358 FaMYC2 | SPE
505:MYC2 (1) | Escherichia coli | - pGWBS505 358 FaMYC2 | SPE

RIF: rifampicina; SPE: spectinomicina; GEN: gentamicina. 35S: promotor. JAZ1A: gen; GUSI:
gen incompleto; FaCOIlLi: gen incompleto; GUST: gen completo; MYC2: gen.

Tabla 3. Plasmidos de trabajo (bacterias).

Nombre Bacteria Cepa | Plasmudo Construccion Resistencia

pDONR221 Escherichia coli 2TIR | pDONR221 | - cedB;  KAN,
CFL

pMDC162 Escherichia coli 2TIR | pMDC162 - ccdB,  KAN,
CFL, HIG

ccdB:Control of cell death/Toxina- KAN: kanamicina; CFL: cloranfenicol; HIG:
higromicina; SPE: spectinomicina; CAR: carbenicilina.
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Tabla 3. Continuacion. Plasmidos de trabajo (bacterias).

Nombre Bacteria Cepa Plazmido Construccidn Resistencia

pB2GW7 Escherichia cali 2TIR pB2GW7 - cedB, SPE

p2GWE7 Escherichia coli 2TIR p2GWE7 - cedB, CAR

pGWB305 Escherichia coli 2T1IR pGWB305 - cedB,

KAN, S8PE

pBI121 Escherichia coli DH5uw pBI121 - EAN

505::GUSE Escherichia cali DH3u pGWB303 358:GUSHull SPE

505:MYC2 Agrobacterium GV3101 | pGWBS05 355 FabMyYC2 SPE
tumefaciens

505::JAZ1 A Agrobacterium GV3ilol | pGWBS05 358 FalAZIA | SPE
tumefaciens

WIW:GUS1(1) | Agrobacterium GV3il0l | pHIGWIWWG2(I) | 3558::GUS1 SPE
tumefaciens

WIW:FaCOIl1 | Agrobacterium GV3ilol | pHIGWIWWG2(I) | 3538::COI11 SPE

(1) tumefaciens

ccdB: Control of cell death/Toxina- KAN: kanamicina; CFL: cloranfenicol, HIG: higromicina,
SPE: spectinomicina, CAR: carbenicilina.

6.2 ANTIBIOTICOS

Para la evaluacion de caracteristicas genotipicas de las cepas a estudiar se utilizaron
diversos antibioticos como kanamicina, spectinomicina, carbenicilina, gentamicina y

rifampicina (tabla 4).
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Tabla 4. Antibioticos, concentracion utilizada y laboratorio de origen.

Antibiotico Concentracion (ug/ml.) Laboratorio de origen
Kanamicina (KAN) 30 Duchefa Biochemic®
Spectinomicina (SPE) 30 Duchefa Biochemic®
Carbenicilina (CAR) 30 Duchefa Biochemic®
Gentamicina (GEN) 25 Duchefa Biochemic®
Rifampicina (RIF) 100 Duchefa Biochemic®

6.3 PREPARACION ANTIBIOTICOS

Para la preparacion de los antibioticos se realizaron los célculos necesarios para preparar
alicuotas en donde la concentracion fuese de 1000x. Para ello se maso los antibioticos en
polvo en una balanza electrénica cerrada (BOECO Germany®) y se disolvieron en agua
(kanamicina, spectinomicina, carbenicilina, gentamicina) y en alcohol 80% (rifampicina).
Luego los antibioticos fueron dispensados en microtubos &mbar de 2,0 mL (Eppendorf®),
previamente filtrados con filtros millipore en una cantidad 1,5mL en cada microtubo. Todo
este proceso se realiz6 en una cdmara de flujo laminar con certificacion y validacion segin
estandares Federales 209B y 209E, 1SO 14644-1, trazable al National Institute of Standars
and Technology (NIST) con un mechero de alcohol dentro. Una vez finalizado este
proceso, los microtubos fueron sellados con papel Parafilm M® (Sigma Aldrich), y
rotulados con etiquetas de papel adhesivo en donde se informa antibi6tico, concentracion,
fecha de elaboracion y persona encargada de su preparacion. Una vez completado este
paso, fueron almacenados en cajas de congelador de carton (Cryo King, Biologix®) a una
temperatura de -20°C en un congelador convencional. Hay que considerar que el antibiotico

rifampicina debe ser almacenado en oscuridad.
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6.4 MEDIOS DE CULTIVO

El medio de cultivo utilizado para estos ensayos es el caldo Luria (LB Broth, MO BIO),
el cual fue preparado de dos maneras diferentes para ser utilizados en distintos procesos de
siembra. Asi como también se utilizé agar-agar (Bacto™ Agar, BD), adicionado a caldo LB
para su solidificacion.

6.4.1 MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO

Primero, se prepar0 la primera partida de caldo LB liquido de manera que se maso la
cantidad establecida por el fabricante, ajustada a la cantidad de medio que se utilizara, en
una balanza electrénica cerrada (BOECO Germany®). Esta cantidad luego fue suspendida
en agua destilada en un frasco (Schott) de volumen variable segun cantidad a preparar, el
cual fue autoclavado segun indicaciones del fabricante con cinta para autoclave de control
externo quimico. Cuando no fue utilizado inmediatamente este fue almacenado a 4°C segin

indicaciones del fabricante.

6.4.2 MEDIO DE CULTIVO SOLIDO CON ANTIBIOTICOS

Para la preparacion de las placas que fueron utilizadas, se maso la cantidad de caldo LB
establecida por el fabricante, ajustado a la cantidad de placas que fueron utilizadas, en una
balanza electronica cerrada (BOECO Germany®), también se maso la cantidad necesaria
de agar-agar, ajustado a la cantidad de placas. Ambos componentes fueron suspendidos en
agua esterilizada en un frasco (Schott) de volumen determinado segln cantidad a preparar y
se afiadid una barra agitadora magnética. Esto se llevo al autoclave segun indicaciones del
fabricante con cinta para autoclave de control externo quimico. Una vez terminado esto, se

procedio a la preparacion de las placas. Para ello se utilizé una camara de flujo laminar con
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certificacion y validacion segun estandares Federales 209B y 209E, ISO 14644-1, trazable
al NIST con un mechero de alcohol dentro. Al medio de cultivo se le adiciono la cantidad
de antibi6tico necesaria para que la concentracion fuese la deseada ajustando a la cantidad
de medio preparado a una relacion 1uL de antibidtico liquido/ImL de medio de cultivo, el
cual fue dispensado con una micropipeta de 1000mL (Thermo SCIENTIFIC®). Posterior a

esto se puso el frasco (Schott) en un agitador magnético para homogenizar la mezcla.

Se utilizaron placas Petri estériles redondas de medidas 90X15mm de poliestireno
(Ltech Chile) las que se llenaron con aproximadamente 20mL de medio de cultivo cada
una. Una vez terminado este proceso, se sellaron con papel Parafilm M y rotuladas con
marcador indicando el antibiotico adicionado, la fecha de elaboracion y encargado de la
preparacion. Luego fueron almacenadas a 4°C hasta su utilizacion. Hay que considerar que

las placas suplementadas con rifampicina fueron almacenadas en oscuridad.

6.5 GLICEROL

Se utilizé glicerol (SIGMA®), el cual fue preparado a una concentracion 50% v/v con

agua destilada en un frasco (Schott) y luego autoclavado segln estandares de laboratorio.

6.6 PRIMERA RESIEMBRA

La primera resiembra consiste en la siembra de las cepas almacenadas. En este caso, las
cepas se encontraban almacenadas en un ultra-congelador (Haier BIO- MEDICAL), a -
80°C en una suspension de caldo LB con glicerol al 50%. Para comenzar la siembra se
tomaron dos microtubos por cada cepa almacenada, los que se pusieron en hielo para ser

transportadas al laboratorio de trabajo.
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Para la primera resiembra se utilizaron tubos Falcon® de 15 mL con 2 mL de caldo LB
liquido los cuales se inocularon con 500 pL de la suspension bacteriana, haciéndolo por
duplicado para cada microtubo de cada cepa. Todo este proceso fue realizado en un meson
esterilizado con alcohol al 70% y mechero Bunsen encendido.

Estas preparaciones fueron incubadas en una estufa de calor seco (BIOBASE, modelo
BJPX- N50), por aproximadamente 24H a 37°C para cepas Escherichia coli y a 28°C para
Agrobacterium tumefaciens. Junto con las muestras se incorpordé un control negativo
consistente en caldo LB sin inocular. A las 24H se hizo una inspeccion visual de turbidez

para evidenciar o no crecimiento bacteriano.

6.7 CONFIRMACION DE PROPIEDADES GENETICAS DE LA CEPA

Con el crecimiento obtenido de la primera resiembra, se procedio a la inoculacion de las
placas adicionadas con antibioticos. Para esto se tomo la placa con el antibiotico para el
cual la cepa presenta una resistencia y se inoculd con 20 pL de la suspension previa.
Posterior a esto se procedié a realizar la siembra con un asa bacterioldgica de metal,

realizando estrias para aislamiento de colonias.

Una vez que todas las cepas en estudio estuvieron sembradas correctamente, fueron
incubadas en la estufa a 37°C para Escherichia coli y a 28°C para Agrobacterium
tumefaciens, por aproximadamente 24H. Junto a las muestras se incorpord un control
negativo correspondiente a una placa de medio de cultivo inoculado con el control negativo
del paso anterior. Pasadas las 24H se realizd una inspeccidn visual de las placas para

evidenciar crecimiento bacteriano.
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6.8 CONFIRMACION DE CEPAS

Al observar crecimiento bacteriano en las placas adicionadas con antibi6ticos se
confirmé que la cepa en estudio presenta el plasmido que indica en los registros con la
resistencia antibiotica especificada y de esta manera se procedié a almacenarla.

6.9 ALMACENAMIENTO DE CEPAS

Para realizar el almacenamiento de las cepas en estudio se requiere la realizacion de una
suspension bacteriana. Para ello se utilizaron 1,5 mL de caldo LB, el cual fue adicionado
sobre el crecimiento bacteriano de la placa, en donde se homogeniz6 con ayuda del asa
bacteriologica hasta alcanzar una turbidez 3-4 McFarland aproximadamente.

Luego se adicionaron 500 pL de glicerol 50% V/V en un microtubo transparente y 500
pL de la suspension bacteriana preparada. Luego los microtubos fueron sellados con papel
Parafilm M vy rotulados con cinta adhesiva describiendo fecha de almacenamiento y codigo
de las cepas en cuestion. Todos los microtubos preparados a esta concentracion fueron
almacenados en una caja de carton criogénica (Cryo King), la cual también se rotulé con

cddigos de su contenido, en el congelador a -80°C.

De manera paralela se adicionaron 300 pL de glicerol 50% y 500 pL de la suspension
bacteriana preparada a un microtubo transparente de 1,5 mL. Luego los microtubos fueron
sellados con papel Parafilm M y rotulados con cinta adhesiva describiendo fecha de
almacenamiento y cddigo de las cepas en cuestion. Todos los microtubos preparados a esta
concentracion fueron almacenados en una caja de cartdn criogénica (Cryo King), la cual

también fue rotulada con codigos de su contenido, en el congelador a -20°C.
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6.10 ANALISIS DE METODOS DE CONSERVACION

Para analizar si los metodos de almacenamiento seleccionados fueron suficientes y
atingentes, se procedié a realizar el mismo proceso de resiembra descrito anteriormente

para evaluar crecimiento, pureza y caracteristicas genotipicas de las cepas en estudio.

Para las cepas almacenadas a -80°C la resiembra fue realizada pasado 3 meses desde su
almacenamiento inicial, mientras que para aquellas almacenadas a -20°C la resiembra se

realiz6 1 mes posterior a su almacenamiento.

6.11 ELABORACION DE PROTOCOLO DE RESIEMBRA Y DOCUMENTOS
DE ALMACENAMIENTO

Para la elaboracion del protocolo de resiembra se consultd literatura, como lo es
“WORLD FEDERATION FOR CULTURE COLLECTIONS GUIDELINE FOR THE
ESTABLISHMENT AND OPERATION OF COLLETCIONS OF CULTURE OF
MICROORGANISMS” (WFCC) 3° edicion del afio 2010, y diversas fuentes citadas con
anterioridad, ademas de su adaptacion a las condiciones y requerimientos del FBMF
mediante el analisis de los resultados obtenidos de los ensayos realizados. Asi como
también se utilizo la literatura y los requerimientos del laboratorio para la realizacion de la
documentacion necesaria para tener el registro de las cepas almacenadas de manera
accesible y con informacion relevante para los funcionarios que empleen dichas cepas

almacenadas.
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7. RESULTADOS

7.1 PRIMERA RESIEMBRA

Cepas que fueron resembradas desde su almacenamiento a -80°C, sembradas en caldo

LB liquido, sin suplementar e incubadas a 37°C por 24H (tabla 5). El analisis de

crecimiento se realiz6 de manera visual mediante la observacion de turbidez presentada en

los tubos.

Tabla 5. Escala de crecimiento bacteriano en suspension y medio sélido

Tipo de Crecimiento Escala McFarland
(Medio liquido)

UFC/uL (Medio sélido)

Crecimiento 6ptimo (CO) >2 >10°

Crecimiento adecuado (CA) >1;<2 >10%-<10°

Crecimiento pobre (CP) >0,5-<1 >10%"< 10°

Sin Crecimiento (SCr) 0 0

Sin Contaminacion (SC) -* Presencia de colonias con sélo
una morfologia.

Contaminacion (PC) -* Mas de una colonia

morfologicamente diferente. O
crecimiento de cualquier colonia

en control negativo.

*: No puede realizarse diferenciacion entre contaminacion o no contaminacion sélo

con inspeccion visual.
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Los resultados obtenidos en la primera resiembra de las cepas de trabajo en medio
liquido (tabla 6), mostré un crecimiento 6ptimo de las cepas de Escherichia coli luego de
24H de incubacion a 37°C. El resultado del control negativo fue 6ptimo para continuar con

el procedimiento.

Tabla 6. Resultados primera resiembra cepas de trabajo. Medio liquido

Bacteria Cepa Plasmido Repeticiones Resultado
Escherichia coli 2T1R p2GWF7 2 CcoO
Escherichia coli 2T1R pGWB505 2 CcoO
Escherichia coli 2T1R pB2GW7 2 CcoO
Control negativo - - 1 SCr

CO: Crecimiento dptimo. CA: Crecimiento adecuado. CP: Crecimiento pobre. SCr: Sin
crecimiento.

Los resultados obtenidos en la primera resiembra de las cepas de trabajo en medio
liquido (tabla 7), mostré un crecimiento 6ptimo de las cepas de Agrobacterium tumefaciens
luego de 72H de incubacion a 28°C. El resultado del control negativo fue dptimo para

continuar con el procedimiento.
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Tabla 7. Resultados primera resiembra cepas de trabajo. Medio liquido

Bacteria Cepa Plasmido Construccion Eepeticiones | Resultado
Agrobacterium | GV3101 pGWDB505 355:GUSTull 2 CO
tumefaciens

Agrobacterium | GV3101 | pGWB305 3550 FaMYC2 2 co
tumefaciens

Agrobacterium | GV3101 | pHIGWIWWG2(I) | 355:GUS: 2 co
tumefaciens

Agrobacterium | GV3101 | pHIGWIWWG2(I) | 355:GUS: 2 co
tumefaciens

Control - - - 1 SCr

CO: Crecimiento dptimo. SCr: Sin crecimiento. Construccion: Gen presente en plasmido.

7.2 ANALISIS CARACTERISTICAS GENOTIPICAS DE LAS CEPAS

Los resultados obtenidos en la siembra por aislamiento realizados en medio de cultivo
solido con la adicion de los antibidticos correspondientes muestran un crecimiento 6ptimo
de las cepas de Escherichia coli posterior a 24H de incubacion a 37°C (tabla 8). El control

negativo fue el esperado.
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Tabla 8. Resultados siembra por aislamiento.

Bacteria Cepa Plasmido Antibiético Repeticiones Resultado
Escherichia 2T1R p2GWF7 CAR 2 CO, SC
coli

Escherichia 2T1R pGWB505 KAN, SPE 2 CO, SC
coli

Escherichia 2T1R pB2GW7 SPE 2 CO, SC
coli

Control - - KAN, SPE, |1 SCr
negativo CAR

CO: Crecimiento 6ptimo. SCr: Sin crecimiento. SC: Sin contaminacion. SPE: Spectinomicina.
KAN: Kanamicina. CAR: Carbenicilina.

Los resultados obtenidos en la siembra por aislamiento realizados en medio de cultivo

solido con la adicion de los antibidticos correspondientes muestran un crecimiento éptimo

de las cepas de Agrobacterium tumefaciens posterior a 72H de incubacion a 28°C (tabla 9).

El control negativo obtuvo el resultado esperado.

Tabla 9. Resultados siembra por aislamiento.

Bactena Cepa Plasmido Construccion | Antibioticos | Repeticiones | Resultado

Agrobacterium | GV3101 | pGWB305 358:GUSfull | RIF, SPE. | 2 CO,PC

tumefaciens GEN

Agrobacterium | GV3101 | pGWB305 355:FaMYC2 | RIF, SPE. | 2 CO,PC

tumefaciens GEN

Agrobacterium | GV3101 | pHIGWIWWGA(I) | 358:GUS: RIF, SPE. |2 CO, PC

tumefaciens GEN

Agrobacterium | GV3101 | pHIGWIWWGA(I) | 358:GUS: RIF, SPE. |2 CO, PC

tumefaciens GEN

Control negativo | - - - RIF, SPE. | 1 SCr
GEN

CO: Crecimiento 6ptimo. SCr: Sin crecimiento. PC: Presenta contaminacion. RIF: Rifampicina,

SPE: Spectinomicina. GEN: Gentamicina. Construccion: gen presente en plasmido.
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7.3 ANALISIS METODO DE ALMACENAMIENTO

Para la confirmacion de la eficacia del método empleado se realizd una segunda
resiembra para confirmacion de viabilidad de las cepas almacenadas. Las cepas
almacenadas a -20°C fueron resembradas luego de 1 mes de almacenamiento.

Los resultados obtenidos a partir de la repeticion del procedimiento con las cepas de
Escherichia coli almacenadas previamente fue de un crecimiento 6ptimo en medio liquido
(tabla 10). EI resultado del control negativo fue el esperado para continuar con el

procedimiento.

Tabla 10. Resultados analisis método de almacenamiento medio liquido.

Bacteria Cepa Plasmido Repeticiones Resultado
Escherichia coli 2T1R p2GWF7 2 Cco
Escherichia coli 2T1R pGWB505 2 Cco
Escherichia coli 2T1R pB2GW7 2 Cco
Control negativo - - 1 SCr

CO: Crecimiento éptimo. CA: Crecimiento adecuado. CP: Crecimiento pobre. SCr: Sin
crecimiento.
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Los resultados obtenidos a partir de la repeticién del procedimiento de siembra en medio

solido de las cepas de Escherichia coli fue el esperado, con crecimiento 6ptimo por parte de

éstas y sin crecimiento en el control negativo (tabla 11).

Tabla 11. Resultado analisis método de almacenamiento, siembra en medio sélido.

Bacteria Cepa Plasmido ATB Repeticiones | Resultado
Escherichia 2T1R p2GWF7 CAR 2 CO, SC
coli

Escherichia 2T1R pGWB505 KAN, SPE | 2 CO, SC
coli

Escherichia 2T1R pB2GW7 SPE 2 CO, SC
coli

Control - - KAN, SPE, |1 SCr
negativo CAR

CO: Crecimiento éptimo. CA: Crecimiento adecuado. CP: Crecimiento pobre. SCr: Sin
crecimiento. SC: Sin contaminacion. PC: Presenta contaminacion. SPE: Spectinomicina. KAN:
kanamicina. CAR: carbenicilina.
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7.4 ELABORACION PROTOCOLO DE RESIEMBRA

En relacion con los datos recolectados mediante las resiembras realizadas y las
caracteristicas del almacenamiento se realiz6 un protocolo de resiembra y almacenamiento
para los dos tipos de microorganismos que posee el FBMF, Escherichia coli y

Agrobacterium tumefaciens. Ver Anexo 1.

7.5 ELABORACION CODIGOS DE ALMACENAMIENTO

Se elaboraron cddigos de almacenamiento nuevos para su correcta identificacion.

7.5.1 CODIGO DE CEPAS

El codigo de la cepa es creado a partir de las caracteristicas mas relevantes de la
bacteria. Por cada cepa mencionada anteriormente se encuentran numerosas copias, por lo
que para generar un nuevo codigo aplicable a todas las cepas actuales y futuras del
laboratorio se comenz6 desde el nimero 0001. El c6digo comienza con las iniciales de la
familia y género de la bacteria, por lo que Escherichia coli seria EC y Agrobacterium
tumefaciens es AT. Esas dos letras son el comienzo del codigo. Luego se toman los 3
Gltimos caracteres del plasmido que contienen. Finalmente, se agrega un guion medio y el

namero de 4 digitos correspondiente a la cepa. El codigo tipo es: ECXXX-0001.
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7.5.2 CODIGO CAJAS CRIOGENICAS

A las cajas criogénicas utilizadas se les aplicé también un codigo, el que se encuentra
presente en el exterior de ellas. Este codigo estd basado en el almacenamiento por cepa de

cada microorganismo.

7.6 ELABORACION DOCUMENTO DE REGISTRO DE CEPAS

Con los datos recolectados de cada cepa se analizé la informacion relevante del FBMF
en conjunto con las recomendaciones de la World Federation of Culture Collections,
creando asi un documento que contenga toda la informacion acerca de la cepa a trabajar.
Dentro de los datos a llenar en el registro se encuentra el codigo de la cepa, previamente
mencionado, mas informacion que ya se encuentra disponible en distintos formatos dentro

del laboratorio.

Dentro de la informacion de almacenamiento se encuentra también solicitado el codigo
de la caja criogénica en la que se encuentran almacenadas las cepas, el cual también fue

generado previamente.

Este documento de registro se almacend en la oficina del encargado del cepario del
laboratorio, disponible para todo el personal que desee acceder a esta informacion. (Anexo
2)
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8. DISCUSION

Los ceparios son una parte fundamental de los laboratorios de investigacién, docencia y
clinica debido a todas las metodologias de trabajo en donde bacterias con ciertas
caracteristicas fenotipicas y genotipicas son parte del protocolo. Esto se ve aplicado
fuertemente en los laboratorios clinicos de microbiologia en donde las técnicas de
susceptibilidad a antibidticos requieren cepas de referencia para validar los resultados.(2,
45)

Estas cepas de referencia, son adquiridas de manera comercial, las que son distribuidas
por entidades acreditadas. Esto en Chile esta altamente regulado por parte del ISP y las
guias de trabajo de laboratorio para asegurar la calidad. (46)

Pero no es solo en el ambito clinico en donde las cepas de referencia tienen un fuerte
impacto, sino que también en la biologia molecular. Es aqui donde también tienen un papel
muy importante puesto que todas estas técnicas requieren materiales altamente certificados

y caracterizados para obtener los resultados mas optimos en investigacion y docencia. (7)

La implementacion de un cepario no es facil, ya que no existen guias oficiales con
protocolos de trabajo determinados. Existen algunas recomendaciones por parte de
entidades internacionales que a pesar de ser accesibles para todo publico, no son de
conocimiento colectivo. Por lo que al comenzar un cepario, al inicio no estan claros los

requerimientos para ello.

La WFCC tiene pautas de manejo de ceparios, pero estan enfocadas mayormente para

laboratorios mas grandes, y con el almacenamiento de cepas de referencia en mente. Sin
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embargo, cuando el FBMF comenz6 a almacenar bacterias, no se tenia en mente la creacion
de un cepario, sino que la cantidad de bacterias almacenadas fue aumentando
paulatinamente hasta el momento en que fue necesaria la implementacion de protocolos de

trabajo, de almacenamiento y registros de trabajo. (7, 10)

El protocolo de resiembra probado para las bacterias incluia un descongelamiento lento,
por lo que al ser extraidas del ultracongelador en el que se encontraban a -80°C fueron
puestas inmediatamente en hielo para disminuir la velocidad de descongelamiento y no

producir lisis celular. (8, 19)

Posterior a esto, en un ambiente estéril para evitar contaminacion externa, se procedio a
sembrar los microorganismos contenidos en los viales en caldo Luria, el cual contiene
peptona de caseina y extracto de levadura, lo que proporciona los nutrientes necesarios para
el crecimiento optimo de los microorganismos. También contiene cloruro de sodio, lo que
permite mantener el equilibrio osmatico. Esto se incuba en estufa de calor seco segin las
condiciones Optimas de crecimiento de cada microorganismo. En el caso de Escherichia
coli, su temperatura Optima de crecimiento es a 37°C por 24H hasta alcanzar su fase
estacionaria, mientras que para Agrobacterium tumefaciens es a 28°C por 3 dias. (26, 32,
47)

La fase estacionaria es aquella en donde el microorganismo ha alcanzado la maxima
capacidad de crecimiento, agotando los recursos del medio en el que se encuentran, por lo
que existe una inhibicion en el crecimiento bacteriano. Es en este momento en el que la
segunda resiembra debe hacerse para asegurarse de que las bacterias se encuentran en un
estado metabdlico disminuido y no sufrirdn mayor estrés al congelamiento al existir una

disminucién del metabolismo paulatino.(48)
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Esta primera resiembra en medio liquido sin antibidticos se realiza para obtener la
méaxima recuperacién del microorganismo luego de haber estado almacenado en
condiciones no Gptimas para su desarrollo como lo es la congelacién. En este paso la
esterilidad es muy importante, puesto que el medio de cultivo en el cual se estan
desarrollando las bacterias no contiene antibidticos, lo que resulta en una posible
contaminacién mas facil de la que tendria si el medio estuviera suplementado con
antibidticos. (37, 42, 48)

Otro punto critico dentro de este paso es el control negativo que se incluye en la
incubacion, el cual s6lo contiene el medio de cultivo en el cual los microorganismos fueron
inoculados. Esto se realiza con el fin de asegurar una vez mas la esterilidad del cultivo asi
como también que la metodologia de trabajo y esterilidad haya sido la correcta durante el

procedimiento.

Una vez que termina la primera incubacion de los microorganismos la inspeccion visual
de la turbidez de los tubos es una ayuda en la determinacion del crecimiento bacteriano.
Esto podria hacerse por medio de espectrofotometria, midiendo la turbidez por medio de un
espectrofotometro. Este equipo es de uso comun en los laboratorios y lo que hace es medir
la densidad Optica, es decir la absorbancia, que es una medida de la luz dispersada o
transmitida a través de una suspension, siendo directamente proporcional a la concentracion
del analito a medir. Sin embargo, en este ensayo se realizd solo la inspeccion visual,
otorgando resultados éptimos en la determinacion del crecimiento, pudiéndose observar en
todos los tubos (ver tabla 6 y 7) al comparar su turbidez con el estandar de densidad
McFarland (considerando que una turbidez de 2 McFarland corresponde a 6 x108 UFC/uL).
(49, 50)

Cuando el crecimiento bacteriano fue confirmado en los tubos, se procedié a realizar

una siembra por aislamiento en medios de cultivo sélidos, que contenian caldo Luria, agar-
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agar y el antibidtico al cual son resistentes los microorganismos en relacion al plasmido que

contienen.

Esto se realizé para confirmar que la bacteria que se encontraba almacenada fuera la que
se indicaba, ademas de confirmar que mantuvo sus propiedades genotipicas de resistencia

otorgada por el plasmido contenido durante su almacenamiento.

Aqui los resultados obtenidos para las cepas de Escherichia coli fueron los esperados.
Esto se determind ya que al ser sembradas con 20 pL de suspension bacteriana las colonias
resultantes luego de 24H de incubacién a 37°C eran incontables dentro de la placa, lo que
indica un crecimiento mayor a 10° UFC/uL. De acuerdo a la literatura, la presencia de
crecimiento en placa con antibidticos es suficiente para confirmar la cepa almacenada, sin
embargo, también se puede realizar reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),

confirmando asi la presencia del plasmido por métodos moleculares.(19, 40)

Al ser confirmadas las cepas de E. coli, estas pudieron ser almacenadas segun protocolos
investigados en la literatura, en donde la recomendacion es la utilizacion del proceso de
congelacion ordinaria y congelacion ultrafria, ya que son los almacenamientos que tienen
mayor rendimiento, asi como también tienen la ventaja de no necesitar equipamiento
demasiado especializado, como podria ser la congelacion mediante nitrogeno liquido o la
liofilizacion.(11, 15)

En el caso de Agrobacterium tumefaciens el crecimiento en las placas no fue el esperado,
puesto que al momento de visualizar las colonias bacterianas presentaba dos tipos
diferentes, lo que indica una contaminacion. El hecho de que la contaminacion no haya
crecido en el control negativo indica que es pertinente a los viales que contenian la bacteria.
Esto puede deberse a un incorrecto almacenamiento previo de la cepa, ya que a pesar de ser

considerada contaminacion esta fue capaz de crecer en un medio que contenia inhibidores,
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lo que indica que la cepa contaminante puede ser perteneciente a las mismas cepas
almacenadas previamente en donde pudo producirse una contaminacion cruzada, lo que
confirma que un protocolo de resiembra es necesario, en conjunto con documentos de

registro del personal que trabajé con la cepa en cuestion.

Las cepas de E. coli que resultaron puras y se confirmd sus caracteristicas genotipicas,
fueron almacenadas a dos temperatura distintas, un lote se almacené mediante congelacion
ordinaria a -20°C con una concentracién de glicerol a 30% aproximado, ya que a menores
temperaturas la concentracion de glicerol no necesita ser demasiado alta, y el otro lote fue
almacenado mediante congelacion ultrafria a -80°C, con una concentracion de glicerol del
50%, puesto que al ser una temperatura mas extrema, una mayor concentracion de glicerol
permite que la congelacion sea a una velocidad menor y preserva la integridad de las
células.(2, 15, 19)

Para confirmar que el método de almacenamiento seleccionado fue el adecuado, se
utilizaron las cepas almacenadas a -20°C, ya que de acuerdo a protocolos publicados
cuando las cepas se encuentran en estas temperaturas las resiembras de confirmacion de
viabilidad deben ser realizadas una vez cada mes, pudiendo realizarse con una muestra
representativa de todas las cepas almacenadas durante el mismo periodo en las mismas
condiciones. Se puede observar que las bacterias crecieron nuevamente, sin contaminacion
y de manera abundante, comprobando asi que el método es efectivo para el almacenamiento

de las cepas (ver tabla 10 y 11).

Las cepas almacenadas a -80°C no fueron probadas puesto que se recomendo no trabajar
con ellas mientras exista la cepa almacenada a -20°C para asi prevenir la contaminacion,

siendo recomendada una periodicidad de resiembra una vez cada 5 afios.
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Con la informacion recopilada en el laboratorio en conjunto con la parte experimental y
literatura, se confecciond un sistema de codificacion de manera que las cepas fueran
facilmente identificables por bacteria, plasmido que contiene y el namero de copia al que
corresponde. En conjunto, las cajas criogénicas en las cuales se encuentran almacenadas las

cepas también fueron codificadas en base a las cepas en su interior.(19, 29)

Toda esta informacion se recopild en documentos de almacenamiento para su fécil

acceso por el personal del laboratorio.

Las recomendaciones para el correcto manejo de un cepario y del laboratorio general
estdn disponibles en la plataforma online de la International Organization of
Standardization, en donde, si ellas se aplican correctamente, el funcionamiento del
laboratorio sera el dptimo pudiendo incluso llegar a la acreditacion del FBMF, asegurando
la calidad de los datos entregados por el mismo.(7, 10, 22, 44)
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9. CONCLUSION

La implementacion para el buen funcionamiento de un cepario debe partir por las buenas
practicas de laboratorio, como lo son los protocolos de trabajo. De esta manera el trabajo se
realiza de manera estandarizada independiente del personal que se encuentre trabajando en
el laboratorio. Asi, los resultados deberian ser siempre los mismos al trabajar bajo las

mismas condiciones.

El método de almacenamiento por congelacion ordinaria y congelacién ultrafia probaron
ser eficaces y eficientes para el correcto almacenamiento de las cepas pertenecientes al
FBMF.

El protocolo de resiembra probé ser efectivo para la dptima recuperacion de las cepas y

su crecimiento, pudiendo asi ser Utiles para el trabajo del laboratorio.

Las recomendaciones de calidad proveniente de la ISO son comercializadas, por lo que
el acceso a esta informacion esta restringido a aquel publico que no cuenta con los recursos
para pagar por ella, lo que dificulta el proceso de mejoramiento de la calidad de los
laboratorios y entorpeciendo el crecimiento de la ciencia. Es por esto que las
recomendaciones para el manejo de ceparios debieran ser estandarizadas y liberadas al
publico por parte de entidades chilenas como lo es el Instituto Nacional de Normalizacion,
permitiendo asi que todo aquel laboratorio que desee seguir normas de aseguramiento de

calidad tenga la oportunidad de hacerlo.

Para el futuro del cepario podria realizarse un sistema informatico en el cual esté

almacenada toda la informacion de manera digital, mediante un software en donde el
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personal del laboratorio pueda acceder desde cualquier dispositivo y recabar informacién

acerca de las distintas cepas pertenecientes al FBMF.
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11. ANEXOS

11.1 ANEXO 1: PROTOCOLO DE RESIEMBRA

PROTOCOLO RESIEMBRA CEPARIO (BACTERIAS)

Las cepas almacenadas a -20°C deben ser resembradas una vez cada tres meses para
comprobar viabilidad y pureza.

Las cepas almacenadas a -80°C deben ser resembradas una vez cada cinco afos para

comprobar viabilidad y pureza.
MATERIALES:

- Cepa de trabajo almacenada

- Hielo

- Caldo LB (5 mL por cepa almacenada)

- Tubos Falcon® o similar de al menos 5 mL estériles (1 por cepa almacenada)
- Estufaa37°C

- Micropipeta 1,0 mL

- Puntas plasticas estériles

- Alcohol 70%

- Placas LB sdélido suplementado con antibiético segun requerimiento.
- Glicerol 50%

- Microtubos transparentes 2,0 mL

- CajaCryo King ®
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METODO:

10.

11.

12.

Sacar las cepas almacenadas a 20°C y dejar en hielo hasta el momento de utilizarlas.
Preparar la estacion de trabajo, esta puede ser un mesén con mechero Bunsen
previamente desinfectado con alcohol 70% o céamara de flujo laminar tratada
previamente con luz UV y desinfectada con alcohol 70% (todo el material que entra
a la estacion de trabajo debe ser previamente desinfectado con alcohol).
Dispensar 2 mL de caldo LB en el tubo Falcon.
Homogenizar cepa por inversion y dispensar 500 pL de la suspension bacteriana al
tubo con el medio. Homogenizar.
Repetir por cada cepa a utilizar.
Incubar en estufa. Incluyendo control negativo consistente en caldo LB puro.

a. Escherichia coli por 24H a 37°C.

b. Agrobacterium tumefaciens por 72H a 28°C.
Pasado el tiempo de incubacion, inspeccionar tubos visualmente por turbidez, lo que
indica crecimiento bacteriano. En caso de que tubo control negativo presente
crecimiento, repetir.
Preparar estacion de trabajo de igual manera que punto 2.
Inocular 20 pl de la cepa en estudio en la placa con medio de cultivo solido y
sembrar con asa bacterioldgica por aislamiento. El resto de la suspension puede ser
almacenada a 4°C y utilizarla como cepa de trabajo una vez confirmada su pureza.
Incubar segun especificaciones de cada microorganismo, agregando una placa
control inoculada con el control negativo del paso 6.
Pasadas 24H, inspeccionar placas visualmente en busqueda de crecimiento de
colonias representativas.
Adicionar 1,0 mL de caldo LB sobre la placa y emulsionar las colonias hasta tener

una suspensién 3-4 McFarland.

13. En un microtubo agregar 500 pL de esta suspension y 300 pL de glicerol 50% si

cepa estaba almacenada a -20°C y 500 pL si cepa estaba almacenada a -80°C. Sellar
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Parafilm y rotular con cinta adhesiva incluyendo codigo de cepa, fecha e iniciales de
quien prepard la suspension.

14. Almacenar en la caja Cryo King® correspondiente a la cepa segln registros.
OBTENCION CEPA DE TRABAJO

1. Para realizar cepas de trabajo puede ser utilizada la suspensién almacenada en paso
9 y sembrar en medio s6lido correspondiente e incubar segin microorganismo.

2. Una vez obtenido el crecimiento esperado, esta placa debe ser sellada con papel
Parafilm y almacenada a 4°C por hasta 3 semanas para su uso.

Nota: cepas de trabajo siembre deben ser preparadas a partir de cepas almacenadas a -20°C,
nunca de aquellas almacenadas a -80°C.
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11.2 ANEXO 2: DOCUMENTO ALMACENAMIENTO DE CEPAS

Informacion cepa de trabajo

Cddigo

Bacteria

Cepa

Plasmido

Construccidn

Resistencias

Condiciones de crecimiento

Encargado de almacenamiento

Informacion de almacenamiento

Cédigo caja criogénica

Lugar de almacenamiento

Temperatura

Medio de suspension

Proceso de almacenamiento

Encargado de Proceso de
almacenamiento

Ultima resiembra

Fecha

Encargado de resiembra
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