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ABREVIATURAS
- BGCs: Clusters de genes de biosintesis (por Biosynthetic Gene Clusters)
- CECT: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
- D.O: Densidad optica
- Hyg: Higromicina
- OMS: Organizacion mundial de la salud
- O.N.: Overnight, cultivo que se incuba durante la noche.
- PAO: Pseudomonas aeruginosa GFP
- RAM: Resistencia antimicrobiana
- S. A: Staphylococcus aureus GFP
- TFG: Trabajo fin de grado
- UFC: Unidades formadoras de colonias

- WT: Wild- type
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0. RESUMEN

La aparicion de resistencias antimicrobianas (RAM) unida a la falta de descubrimiento de nuevos
antimicrobianos es uno de los grandes problemas de salud publica hoy en dia. Algunos informes como
el Lancet (2024) ya afirman que en 2050 las muertes por infecciones bacterianas superaran las muertes
por otras patologias como el cancer.

Para hacer frente a este problema muchos investigadores trabajan en encontrar bacterias productoras de
nuevas sustancias antimicrobianas. Entre estas iniciativas, se encuentra el Proyecto Micro Mundo,
proyecto con origen estadounidense que bajo el nombre de Small World Initiative lleg6 a Espafa en
2017 donde adquiri6 identidad propia. Se basa en una estrategia aprendizaje-servicio entre la
Universidad y los centros educativos con los objetivos de concienciar a la poblacion acerca de la
resistencia antimicrobiana, aislar nuevas bacterias productoras de sustancias antimicrobianas y fomentar
las vocaciones cientificas. El éxito de este proyecto ha llevado a incrementar afio tras afio el numero de
participantes y, por consiguiente, el nimero de muestras analizadas.

En este trabajo se ha disefiado y optimizado una plataforma de cribado masivo para analizar de una
forma répida y eficaz las cepas aisladas mas prometedoras; resolviendo la necesidad de analisis de las
mas de las 500 cepas almacenadas en el Biobanco del proyecto de la Universidad de Zaragoza. La
plataforma se optimiz6 con 10 cepas previamente caracterizadas y posteriormente se valido con 10 cepas
nuevas del biobanco.

ABSTRACT:

The emergence of antimicrobial resistance (AMR), linked to the lack of discovery of new antimicrobials,
is, nowadays, one of the most important public health problems. The Lancet (2024) claims that by 2050,
deaths caused by bacterial infections will overweigh those caused by other diseases such as cancer.

To face this issue, many researchers are working to find new bacteria producers of antimicrobial
substances. Among these initiatives is Micro Mundo, a project launched in United States under the name
Small World Initiative, and which arrived in Spain in 2017. It is based on a service-learning strategy
between universities and educational centers. Its objectives, apart from promoting scientific vocations,
are making people aware of antimicrobial resistance and isolating new bacteria producers of
antimicrobial substances. The success of this project has led to an increasing number of participants
each year and, consequently, a growing number of samples analysed.

In this TFG a high-throughput screening platform was designed and optimized to quickly and effectively
analyse the large number of strains isolated in educational centers. It addresses the need to analyse over
500 strains stored in the University of Zaragoza's project biobank. The platform was optimized and
validated by using 10 strains, previously characterized and it was also used to analyse 10 new strains
from the biobank.
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1. INTRODUCCION

Los antibidticos son farmacos que combaten las infecciones bacterianas en personas y animales
inhibiendo o ralentizando el crecimiento bacteriano. Su uso ha sido destinado al tratamiento de
infecciones, asi como a las cirugias invasivas, trasplante de 6rganos, tratamientos inmunomoduladores,
oncologia y otras disciplinas médicas reduciendo la muerte infantil y aumentado, a su vez, la esperanza
de vida (Katz and Baltz, 2016).

Sin embargo, el mal uso de estos fArmacos, su consumo excesivo o el abandono del tratamiento sin haber
concluido la prescripcion médica (Lafuente et al., 2024) son algunas de las causas que, junto a la falta
de descubrimiento de nuevos antimicrobianos, han contribuido al desarrollo de bacterias resistentes a
los antibioticos. Estas bacterias desarrollan estrategias de defensa frente a los fArmacos, permitiéndoles
sobrevivir y causando un fracaso terapéutico.

Este problema de salud publica es considerado por la OMS como una de las tres grandes amenazas
internacionales del siglo XXI (Organizacion mundial de la Salud, s.f.). Actualmente, se cobra
aproximadamente 33000 muertes al afio en Europa (PRAN. (s.f)., 2015). En 2050, segun datos
recientemente publicados en la prestigiosa revista Lancet, la falta de antibioticos efectivos aumentara
hasta 10 millones/afio las muertes mundiales; superando a otras patologias como del cancer (Naghavi et
al., 2024, Lafuente et al., 2024).

1.1. Resistencia bacteriana a los antibioticos

Las bacterias resistentes a antibioticos circulan entre el medio ambiente y el ser humano a través de la
cadena alimentaria o los animales. Para hacer frente a esta amenaza, la OMS ha puesto en marcha una
estrategia integral, conocida como One Health, que busca regular el uso de antimicrobianos en la salud
humana, el bienestar animal, la produccion de alimentos y el medio ambiente (Genilloud, 2019).

La resistencia bacteriana, intrinseca o adquirida, es un fendmeno natural que las bacterias utilizan para
defenderse o sobrevivir. Entre los microorganismos que presentan resistencia intrinseca se encuentra
por ejemplo S. aureus que es resistente a penicilina de forma natural al generar enzimas p-lactamasas;
mientras que otros microorganismos muestran resistencia al carecer de las estructuras o dianas sobre
las que actua el antibiotico (Huemer et al., 2020). En este sentido, las bacterias Gram negativas, debido
a la composicion de su pared celular, son menos permeables que las Gram positivas, 1o que en general
se traduce en una mayor resistencia a los antimicrobianos. (Munita and Arias, 2016).

Asi mismo, los microorganismos pueden desarrollar resistencia adquirida por mutaciéon genética o
por transferencia horizontal de genes. Las bacterias que adquieren resistencia por mutacion genética
pueden presentar modificaciones en la diana antimicrobiana, reducir la afinidad o la internalizacion del
farmaco (Abbas et al., 2024), potenciar la activacion de mecanismos de eflujo para expulsarlo (Krzyzek,
2024), o cambiar las rutas metabdlicas de degradacion de este (Gilmore et al., 2020).

En cambio, aquellas que adquieren resistencia a través de la transferencia horizontal de genes lo hacen
a través de mecanismos de transformacion, transduccion o conjugacion (Munita and Arias, 2016). Por
ejemplo, los genes ampC, codificantes de B-lactamasas, se transfieren mediante plasmidos. (Gude et al.,
2013)
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1.2.Descubrimiento y desarrollo de antimicrobianos

La busqueda de nuevos antibidticos existe desde los primeros hallazgos fortuitos de A. Fleming con la
penicilina, un gran hito que ha incentivado el desarrollo de numerosas estrategias de biisqueda, hasta la
fecha. (Katz and Baltz, 2016).

Los antimicrobianos son moléculas pequefias, derivadas de un metabolito sintetizado por un organismo
y cuya diana es una enzima esencial para otro microorganismo. Con este enfoque, la primera estrategia
se baso en la busqueda de microorganismos productores de sustancias antimicrobianas en muestras de
suelo, fuente de diversidad microbiana y lugar de intercambio y transformacién de sustancias entre
comunidades microbianas y plantas. Se conoce como test fenotipicos de células completas (Whole
cell screenings) y enfrenta al microorganismo productor, aislado del suelo, con los microorganismos
frente a los que se quiere buscar sustancias inhibitorias observando si hay o no inhibicion. (Katz and
Baltz, 2016).

Este tipo de ensayos se realizaron de manera sistematica en la llamada “plataforma Waksman”
(Waksman and Schatz, 1945), permitiendo el descubrimiento de las principales familias de antibioticos
durante las décadas de 1940 y 1950: tetraciclinas, macrélidos, aminoglucésidos y beta-lactamicos. A
pesar de ello, esta metodologia presentaba los inconvenientes de desconocer los mecanismos de accion
de estas moléculas y la dependencia de la inhibicién con la concentracion o cepa utilizada en el screening
(Hughes and Karlén, 2014).

En los siguientes 40 afios, las campafias de cribado aislaban repetidamente los mismos productores de
antibioticos (Durand, Raoult and Dubourg, 2019) ya conocidos, lo que hizo que no se descubrieran
antimicrobianos nuevos. Este periodo de falta de nuevos descubrimientos entre los afios 1960 y 2000 es
considerado un “agujero de innovacion” (Davies, 1996). Paralelamente, los antibioticos descubiertos
hasta la fecha empezaron a dejar de ser efectivos generando resistencias (Walsh and Wencewicz, 2014).

El desarrollo de metodologias moleculares y biotecnologicas permiti6 muchos avances, como la
secuenciacion de genomas bacterianos, que incentivaron nuevas estrategias en el descubrimiento de
antibioticos. Esta segunda generaciéon, basada en un enfoque racional, buscaba compuestos que
inhibiesen dianas esenciales (Target-based approach) (Katz and Baltz, 2016), asi como mejorar y
optimizar la actividad de los antimicrobianos ya conocidos, evitar resistencias y desarrollar derivados
bio o semi sintéticos. Aunque se descubrieron farmacos como la espectinomicina y algunos derivados
de las tetraciclinas, la estrategia fue finalmente abandonada por las farmacéuticas por el elevado coste
de investigacion y desarrollo de nuevos antimicrobianos, asi como por la no reproducibilidad de la
actividad in vitro con los ensayos in vivo. Los antimicrobianos no eran activos frente a la bacteria
completa, principalmente debido a que no entraban en el interior de las bacterias, o éstas conseguian
expulsar el farmaco o compensar esta inhibiciéon (Hughes and Karlén, 2014).

Hay tendencias actuales que vuelven a los origenes de Whole cell screenings, (Atanasov et al., 2021)
aunque con un enfoque diferente. Se busca aislar microorganismos ambientales no cultivables con
técnicas convencionales (Espina, 2020), utilizando técnicas como iChip (Nichols et al., 2010) o
biorreactores de difusion (Chaudhary, Khulan and Kim, 2019) en las que los microorganismos se aislan
en su ambiente natural. Con estas metodologias se descubrieron antimicrobianos como la teixobactina,
activa frente a gram positivas como S. aureus, (Ling et al., 2015), o Clovibactina, activa frente a gram
positivos in vitro ¢ in vivo, (Katz and Baltz, 2016). Ambos dirigidos a una diana no proteica por lo que,
aparentemente, se evita el desarrollo de resistencias.
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Otro de los cambios asumidos en las tendencias actuales fue el cambio de criterio de seleccion. Se dejo
de considerar a un antimicrobiano como aquel compuesto capaz de inhibir el crecimiento bacteriano por
inhibicidén de una diana esencial; a considerarlo como un compuesto capaz de inhibir o retrasar el
crecimiento al inhibir una diana esencial o cualquier otra diana no esencial. (Gomara-Lomero et al.,
2023a)

Asi mismo, se afiadié una nueva categoria de antimicrobianos en la que se incluyen los adyuvantes y
potenciadores de antibidticos o compuestos anti-resistencia. Y se promovidé una alternativa al
descubrimiento de farmacos llamada reposicionamiento. Esta consiste en la investigacion de nuevos
usos como antimicrobianos de farmacos ya aprobados en la clinica. Al conocer sus propiedades
farmacologicas, se reducen los costes, el tiempo de desarrollo y de aprobacion del farmaco (Farha and
Brown, 2019, Goémara-Lomero ef al., 2023b).

1.3.Productos naturales

Las nuevas técnicas de secuenciacion como Next Generation DNA sequencing han demostrado que,
incluso en bacterias cultivables en laboratorio, la mayoria de los clusters de genes de biosintesis (BGCs)
bacterianos no se expresan en condiciones de laboratorio. Estos genes codifican enzimas responsables
de la sintesis de metabolitos con actividad antimicrobiana y se activan por estimulos ambientales, por
interaccion con otros microorganismos o por regulacion transcripcional; senales de las que carece en
condiciones de laboratorio. Lo que evidencia la necesidad de combinar las ciencias 6micas (Rutledge
and Challis, 2015) y las herramientas bioinformaticas con las técnicas de cultivo clasicas en la
investigacion de nuevos compuestos naturales antimicrobianos (Genilloud, 2019).

La btisqueda de nuevos microorganismos en ambientes extremos, la optimizacion de las condiciones de
cultivo para la activacion de BGCs silenciosos (Rutledge and Challis, 2015) o el co-cultivo de dos cepas
bacterianas para activar la sintesis de antimicrobianos por competicion, son algunas de las estrategias
en las que se combinan ambas técnicas (Genilloud, 2019).

Asi mismo ha surgido la metagenémica, una disciplina cada vez mas relevante, en la que se estudia todo
el material genético de una muestra ambiental sin necesidad de cultivar previamente los
microorganismos. De forma relacionada, la Gendmica de Productos Naturales se ha erigido como una
ciencia que estudia las interacciones entre el metabolismo primario y secundario de los productos
naturales y permite establecer la relacion entre la secuencia gendmica, la estructura del metabolito y la
actividad biologica del mismo. Gracias a esta ciencia se han identificado y anotado nuevos BGCs
responsables de la sintesis de productos antimicrobianos cuya expresion heterdloga de genes mutados
permite sobreproducir compuestos naturales de interés (Genilloud, 2019).

De la mano de estas lineas de investigacion en la busqueda de nuevas sustancias antimicrobianas, nacio
en 2012 Small World Initiative (Alvarado et al., 2020, De Groot et al., 2020) un proyecto estadounidense
cuyo objetivo es la busqueda de bacterias productoras de sustancias antimicrobianas o agentes de
biocontrol en muestras de suelo, similar a lo que fue la plataforma Waksman.

En 2017-2018 este proyecto lleg6 a Espafia, concretamente, a la Universidad Complutense de Madrid
de la mano de Victor J. Cid (Alvarado et al., 2020; De Groot et al., 2020) adquiriendo identidad propia
como Micro Mundo.

Hoy en dia, mas de 30 universidades de Espafia y Portugal participan en el proyecto Micro Mundo y en
las que, a lo largo de 8 afos de proyecto, se han descubierto un total de 6244 cepas prometedoras en la
sintesis de antibioticos. Esto supone una tasa de positividad del 4,17%; uno de cada 25 microorganismos
aislados mostro algun grado de actividad antimicrobiana frente a al menos una de las bacterias utilizadas
en el analisis primario (Gil-Serna et al., 2025).
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En el proyecto, estudiantes escolares, con ayuda de voluntarios universitarios, aislan un conjunto de
bacterias a partir de una muestra de tierra. Las bacterias seleccionadas se enfrentan a dos bacterias
testigo, una Gram positiva y otra Gram negativa, frente a la que se prueban la actividad antimicrobiana.
Concluida la incubacion se observa si ha habido inhibicion de la bacteria testigo. Este ensayo se conoce
como antibiosis y se realiza en los centros educativos (Alvarado et al., 2020; Lafuente et al., 2024)

Una vez terminado el aislamiento bacteriano y la antibiosis en los centros educativos, aquellas bacterias
ambientales con actividad antimicrobiana frente a algiin microorganismo testigo, se aislan y se
almacenan en crioviales a -80°C para su posterior estudio en la universidad (Pino-Hurtado et al., 2024).

Recientemente en la UCM se ha descrito una bacteriocina, aislada por estudiantes preuniversitarios,
denominada altitudina A y producida por de Bacillus altitudinis. (Lafuente et al., 2024)

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

El problema de la resistencia bacteriana a los antibidticos ha puesto en marcha diversas investigaciones
y proyectos cientificos, como Micro Mundo (Gil-Serna et al., 2025b). Este proyecto busca, ademas de
fomentar las vocaciones cientificas, concienciar a la sociedad del buen uso de antibidticos y aislar
bacterias productoras de sustancias antimicrobianas a partir de muestras ambientales.

Su éxito ha llevado a incrementar afio tras afio el nimero de personas participantes y, por consiguiente,
el nimero de muestras analizadas, generando en la Universidad de Zaragoza un biobanco con mas de
500 cepas prometedoras en la sintesis de nuevas sustancias antimicrobianas. Sin embargo, hasta la fecha,
no se ha implementado ninguna tecnologia de cribado de alta capacidad o cribado masivo para valorar
aquellas mas interesantes tras el analisis primario realizado en los centros educativos.

El objetivo principal de este trabajo de fin de grado (TFG) es implementar una plataforma de cribado
masivo para analizar, de una forma rapida y reproducible, las cepas del biobanco y seleccionar las
candidatas con mejores caracteristicas antimicrobianas. La plataforma se basa en utilizar cepas testigo
fluorescentes, frente a las que buscar sustancias antimicrobianas, para observar, por seguimiento de
fluorescencia, si se inhibe o no su crecimiento por accion de la cepa ambiental. Se implementara y
optimizara la plataforma con 10 cepas previamente caracterizadas, y posteriormente se validara
con 10 cepas nuevas del biobanco.

En base a esto, los objetivos parciales son los siguientes:

1. Seleccion y comprobacion de la actividad antimicrobiana de 10 cepas previamente
caracterizadas (Tabla 2) para su inclusiéon como cepas ambientales en la plataforma.

2. Caracterizacion del crecimiento de las bacterias fluorescentes (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus
y M. smegmatis) para su valoracion como posibles testigos en ensayos de inhibicion de
fluorescencia emitida. Este objetivo incluyd la creacion de una cepa fluorescente de
M. smegmatis.

3. Optimizacién de las condiciones de cultivo (medio de cultivo, temperatura, contacto entre
testigo y ambiental) de la plataforma de cribado.

4. Validacion de la plataforma mediante el analisis de resultados obtenidos con 10 nuevas cepas
ambientales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

Maria Losilla Fau

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron diferentes cepas bacterianas, clasificadas segtin el objetivo
para el que han sido seleccionadas: cepas ambientales y cepas testigo. Todas ellas se almacenaron a
-80 °C con 15% de glicerol (v/v) hasta su uso. Las condiciones de cultivo se reflejan en la Tabla 1.

En primer lugar, se utilizaron 21 cepas ambientales (Tabla 2) aisladas en los colegios con el proyecto
Micro Mundo. Todas ellas almacenadas en el biobanco del departamento de microbiologia en la facultad
de medicina de la Universidad de Zaragoza. A excepcion de VIALT y CU13 que fueron aisladas por la
Dra. Laura Espina en el proyecto KTP 509858.

Por otro lado, contamos con bacterias testigo, aquellas frente a las cuales ensayaremos la actividad
antimicrobiana, fluorescentes (Tabla 3) y no fluorescentes: Bacillus subtilis, E.coli (CECT 101),
E. coli (perro), E.coli (conejo), E. coli (Sahai) E. faecalis, L.monocytogenes, M. smegmatis (mc’155),
M. luteus (CECT 245), P. aeruginosa (ATCC 2785), Salmonella y S.aureus (CECT 794).

Tabla 1: Medio de cultivo, temperatura de crecimiento y fluorescencia segun cepa.

Cepa testigo

Fluorescencia

Temperatura
de cultivo (°C)

Medio de cultivo

Cepas ambientales

No

25

BHI (Brain Heart Infusion) (2 g/L
Dextrosa, 10 g/L Peptona de gelatina,10
g/L Infusion de corazéon ,2,5 g/L Fosfato
disédico,5 g/L Cloruro sodico,7,5 g/L
Infusion de cerebro) (Condalab) y LB (10
g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 5
g/L NaCl) diluido s con agua estéril.
(Liquido o solido (+1,5%Agar (Condalab)

Bacillus subtilis

25

BHI y LB ¥ (liquido o s6lido)

Otras no fluorescentes

37

BHI y LB ¥ (liquido o so6lido)

E. coli (mCherry)

37

BHI y LB ¥ (liquido o s6lido)

S. aureus (GFP)

37

BHI y LB ¥ (liquido o s6lido)

P. aeruginosa (GFP)

37

BHI y LB ¥ (liquido o s6lido)

Mycobacterium
smegmatis (GFP)

Si

37

Liquido 7H9 + 0,05% Tween 80:
Middlebrook 7H9 (BD Difco) + 0,2%
glicerol (v/v) (Sigma) + 10% ADC (v/v)
(0,5% albiimina sérica bovina — 0,2%
dextrosa — 0,0003% catalasa — 0,085%
NaCl) (BD Difco)
Sélido 7H10 + 0,05% Tween 80:
Middlebrook 7H10 (BD Difco) 0,05%
tween 80: Middlebrook 7H9 (BD Difco) +
0,2% glicerol (v/v) (Sigma) + 10% OADC
(v/v) (Acido oleico, 0,5% Albumina sérica
bovina - 0,2% Dextrosa -
0,0003%Catalasa—0,085%NacCl) (BD
Difco)+ 17 g/L agar

Los medios de cultivo de las cepas bacterianas fluorescentes estan suplementados con
antibidticos segun la cepa: cloranfenicol utilizado a una concentracion de 25pug/ml, ampicilina
a 50pg/ml a e higromicina a 50pug/ml. Todos los antibidticos fueron almacenados a -20 °C.
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Tabla 2: Cepas ambientales clasificadas por afio y colegio de aislamiento. Cepas ambientales
previamente caracterizadas (naranja). Cepas ambientales no caracterizadas (azul).

CEPA " s‘;‘:ﬂ‘ii‘:zm Colegio CEPA Ai:l‘:;i‘;to Colegio
Z-CA-07-16 2018-2019 Aleman Z-VAL-06-15 2018-2019 Valdespartera
Z/SAL-06-12 2018-2019 Salesianos Z-VAL-16-15 2018-2019 Valdespartera
é Z-UZ-B2-11 | 2018-2019 Un;’;f;iii | ZuzB317 | 20182019 Ung;f;iii de
§ Z/VAL-01-03 2018-2019 Valdespartera Z-VAL-19-05 | 2018-2019 Valdespartera
g Z/VAL-01-24 2018-2019 Valdespartera Z-VAL-14-11 2018-2019 Valdespartera
% Z/VAL-02-25 2018-2019 Valdespartera Z-RM-08-21 2021-2022 Rosa Molas
E Z/VAL-03-8 2018-2019 Valdespartera Z-VAL-14-04 | 2018-2019 Valdespartera
Proyecto KTP Proyecto KTP
CU13 2019-2020 | 509858, Cardiff VIALT 2019-2020 | 509858, Cardiff
(UK) (UK)
5 Z-DW-12-08 2021-2022 Etopia Z-DW-35-03 2021-2022 Etopia
% Z-DW-12-09 2021-2022 Etopia Z-DW-39-02 2021-2022 Etopia
‘2‘2 Z-DW-14-10 2021-2022 Etopia Z-DW-46-01 2021-2022 Etopia
§ Z-DW-15-10 2021-2022 Etopia Z-DW-52-02 2021-2022 Etopia
- Z-DW-34-08 2021-2022 Etopia Z-DW-52-09 2021-2022 Etopia

Tabla 3: Cepas testigos fluorescentes seglin el tipo de fluorescencia, marcador de seleccion, origen,
referencia y hospedador.

CEPA Fluorescencia M:;Zi(:ioérnde Origen Referencia Hospedador
Cepa: (Cox et al.,
E.coli Plasmido no DEa.paura 2017) AbamBAtolC
pON.mCherry. integrativo Cloranfenicol sli)iga Plasmido:(Gebhar | BW25113. Cepa
pON.mCherry ]\}//Ioreni) dt, Jacobson and | hiperpermeable
Shuman, 2017)
M.Smegmatis Plasmido Se generd Astarie-
pMV361 integrativo Higromicina. para este Dequeke et al., mc2155
pMV361GFP TFG. 2009)
) Plasmido Choi and
P.aeuroginosa integrativo . _ Schweizer P. aeruginosa
(PAO1-GFP) pUC18T-mini- 2006 ’ PAO1
Tn7T-Gm -GFP
Plasmido no T ¢ al S
S. aureus GFP integrativo Eritromicina - urr;)rzz al, : zilgrzeus
pCN46 GFP
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3.2. Ensayo de antibiosis en medio sélido

El ensayo de antibiosis se realiza para determinar si una bacteria (en nuestro caso ambiental) es capaz
de inhibir en medio solido, el crecimiento de otra bacteria (en nuestro caso bacteria testigo),
presumiblemente mediante la sintesis de metabolitos con capacidad antimicrobiana.

Se testaron 14 cepas ambientales, previamente caracterizadas (Dominguez A., 2020), (Tabla 2) que se
enfrentaron a 11 cepas testigos, no fluorescentes, para confirmar si mantenian o no el fenotipo. Los
ensayos se llevaron a cabo en medio s6lido BHI y LB 's. Se hizo una siembra en césped de la bacteria
testigo. Sobre este césped, se realiz6 una réplica de cada una de las bacterias ambientales que se quieren
ensayar, previamente crecidas en medio s6lido BHI. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24/48 h.

Concluido el tiempo de incubacion, se observa si alrededor de las bacterias ambientales se ha generado
o no un halo de inhibicion. La existencia de halo de inhibicion indica que la bacteria ambiental genera
sustancias que inhiben el crecimiento del microorganismo testigo (Pino-Hurtado et al., 2024).

3.3. Generacion de la cepa M. smegmatis + pMV361GFP

La implementacion de la plataforma necesita disponer de cepas testigo fluorescentes. Se contaba con un
representante de las bacterias gram positivas: S. aureus GFP y dos representantes de las gram negativas:
E. colipON.mCherry y P. aeruginosa GFP, pero no se tenia un representante del género Mycobacterium.
Por ello, se transformé la cepa M. smegmatis mc’155 el con el plasmido pMV361 GFP, plasmido
integrativo resistente a higromicina y con el gen de fluorescencia GFP.

Se preparo un lote de bacterias electrocompetentes siguiendo el protocolo correspondiente. Brevemente,
se inoculan 200 ml de medio 7H9 + 0,2% glicerol (v/v) (Sigma) + 10% ADC (v/v) con 3 ml de un
cultivo Mycobacterium smegmatis mc*155 crecido hasta fase estacionaria en el mismo medio de cultivo.
Se incuba O.N. a 37 °C y en agitacion.

Pasado el tiempo de incubacion, las bacterias se enfriaron en hielo durante 1h.30’ y se recuperaron,
posteriormente, mediante centrifugacion a 3500 rpm durante 10° a 4 °C. El pellet resultante fue lavado
tres veces con una solucion enfriada en hielo previamente de glicerol 10% (v/v) + Tween 20 al 0,05%,
disminuyendo paulatinamente el volumen. Se centrifugd a 3500 rpm durante 10’ a 4 °C entre cada
lavado. Finalmente, las bacterias electrocompetentes se resuspendieron en 2 ml de una solucion de
glicerol 10% (v/v) +Tween 20 0,05% previamente enfriada y se prepararon alicuotas que se almacenaron
a -80 °C hasta su uso. Todos los lavados se realizaron en frio para minimizar la pérdida de viabilidad.

3.3.1. Transformacion

Se transformo una alicuota de 100 puL de células competentes, con 100 ng de plasmido pMV361-GFP
(100 ng/pl, previamente purificado y cedido por la Dra. Ainhoa Arbués (Astarie-Dequeker ez al., 2009)),
por electroporacion. Se utilizo Gene Pulser (Bio-Rad) a 2,5 kV, 25 pF de capacitancia y 1000 Q de
resistencia, parametros recomendados para micobacterias. Del mismo modo se transformo una alicuota
de competentes con 1 uL de agua estéril como control.

Las bacterias transformadas fueron recuperadas en 7H9 + glicerol + ADC e incubadas durante 3 h a
37 °C sin antibiotico para favorecer la recuperacion bacteriana y permitir la expresion del cassette de
resistencia. Posteriormente, se plaquearon en Middlebrook 7H10 suplementadas con OADC (10% v/v)
e higromicina (100 pg/mL) para seleccionar las colonias transformantes. Las placas se incubaron a
37 °C durante 4 dias hasta la aparicion de colonias.
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3.3.2. Comprobacion

Se seleccionaron 5 colonias transformantes que se sometieron a 95°C durante 10 minutos para extraer
de forma répida su material genético, y verificar por PCR y electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, la
correcta adquisicion del plasmido. Las parejas de cebadores utilizados se dirigen especificamente al gen
de resistencia a higromicina (Hyg Fw: CTGCGGAACGACCAGGAATTC; Hyg Rwv:
GACCTCGGAATGGGGGQG) y la polimerasa utilizada fue MyTaq DNA Polymerase (Bioline).

El ciclo de PCR que se utilizd empieza con una desnaturalizacion a 95° C, 10 min seguida de 35 ciclos
(Desnaturalizacion: 95 °C (15 segundos), Hibridacion: 58 °C (15 segundos) y Elongacion: 72 °C (50
segundos) y termina con una elongacion final a 72 °C durante 7 minutos.

Paralelamente, se midi6 la fluorescencia con el filtro de excitacion 485/20 nm y de emision 540/535 nm
de las 5 cepas transformantes para seleccionar aquella con mayor intensidad de fluorescencia con el fin
de utilizarla en el resto de los ensayos.

3.4.Relacion D.O/ CFU

La relacion entre unidades formadoras de colonias y un valor de densidad Optica permite estimar de
forma indirecta la concentracion de bacterias viables en un cultivo liquido. Esta metodologia se basa en
la medida de turbidez, proporcional al nimero de células, utilizando un espectrofotometro calibrado a
una longitud de onda de 600 nm.

Para P. aeruginosa GFP, S. aureus GFP y E. coli pON.mCherry se midi6 la densidad 6ptica de un cultivo
ON en BHI y se prepararon 5 diluciones a diferentes densidades opticas que, posteriormente, se
plaquearon también en medio BHI. Todas las diluciones se realizaron con BHI y las placas se incubaron
a37°C, 24 h.

En el caso de M. smegmatis pMV361 GFP, los medios utilizados fueron 7H9 y 7H10 y las placas se
incubaron 48 h a 37 °C. Cada medio de cultivo es suplementado con el antibidtico necesario segun la
cepa. Transcurrido el tiempo de incubacion se contd el numero de colonias y se establecio la relacion
D.O. y ufc/ml.

3.5.Curva de crecimiento de los microorganismos fluorescentes

Con el objetivo de determinar si era posible monitorizar el crecimiento de las cepas testigo en base a la
medida de fluorescencia, se realiz6 una curva de crecimiento de cada uno de ellos. Se ensay6 en tres
medios de cultivo diferentes BHI, LB s y Mix (%2 BHl y /2 LB '5) y a dos temperaturas: 37 °C y 25 °C.

Se prepararon cultivos ON de P. aeuroginosa GFP, S. aureus GFP y E. coli pPON.mCherry en medio
BHI suplementado con el antibidtico correspondiente segln la cepa. A partir de este cultivo, se ajusta
un inéculo bacteriano de 10*ufc/ml en un volumen final de 5 ml de BHI, LB "5 o Mix (2 BHI y ¥ LB

Y5), sin antibidtico.

Los nueve cultivos resultantes, tres medios diferentes de cada una de las tres cepas, se dispensaron por
octuplicado en una placa de 96 pocillos. Se afiadieron como controles los medios de cultivo sin in6culo
bacteriano. Se tomaron durante 24 h medidas de absorbancia y fluorescencia, cada hora. En el caso de
GFP la fluorescencia se midi6 con el filtro de excitacion 485/20 nm y de emisidon 528/20nm, y para
mCherry se uso el filtro de emision 530/25 y de excitacion 600/40. En todo caso, la absorbancia se midio
a 600nm.
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Para curva de crecimiento de M. smegmatis pMV361 GFP, el cultivo inicial se lanzé en medio 7H9
suplementado con higromicina (50pg/ml) y ADC 10% durante 48 h; y los medios elegidos fueron: 7H9,
TH9+LBYs, LB, 7TH9+BHI y BHI. Al igual que el resto de las cepas el indculo inicial fue de 10*ufc/ml
y se dispensaron 8 réplicas por cada medio de cultivo. Se incub6 a 37 °C y se tomaron medidas de
absorbancia y fluorescencia emitida por GFP cada 2 horas durante 70 h.

En todos los casos, el analisis de datos se hizo con los datos de fluorescencia de cada una de las medidas,
a los que se elimind la fluorescencia basal del medio de cultivo.

3.6. Ensayo de inhibicion

El ensayo de inhibicion determina si una bacteria (en nuestro caso ambiental) es capaz de inhibir en
medio liquido, el crecimiento de otra bacteria (en nuestro caso bacteria testigo fluorescente),
presumiblemente mediante la sintesis de metabolitos con capacidad antimicrobiana. Se ensayo en co-
cultivo y por adicion del sobrenadante, ambos en BHI y LBY.

3.6.1. Co-cultivo

En el ensayo de inhibicion en co-cultivo se enfrentaron directamente la cepa testigo fluorescente con la
cepa ambiental, y se realiz6 en placas de 96 pocillos Se probaron dos tiempos diferentes de incubacion
de las cepas ambientales antes de enfrentarlas a las testigos: 0 y 1 semana, de esta forma, se comprobo
si un aumento en el tiempo de incubacidn se correlacionaba o no con un aumento en la produccion de
sustancias antimicrobianas de interés. Se realizaron medidas de fluorescencia y absorbanciaa 0 y 24 h
para cuantificar por fluorescencia, el crecimiento de la cepa testigo fluorescente. Todo el ensayo se
desarroll6 a temperatura de 37 °C.

En el ensayo a 0 semanas se partido de cultivos liquidos de 11 cepas ambientales tras 4 dias de
incubacion) y cultivos ON de cada una de las cepas fluorescentes, suplementados con los antibioticos
correspondientes segun la cepa. Todos ellos se ajustaron a una densidad 6ptica de 0,1 y posteriormente
se diluyeron 1/100. Esto corresponde a un rango entre 4.5x10%-5.5x10°CFU/ml, ideal para
determinaciones similares a la determinacion de MIC segtn un protocolo estandarizado ISO 20776-1.

Por su parte, en el ensayo que corresponde a 1 semana, se utilizaron los cultivos ambientales tras 1
semana de incubacion, y las cepas testigo ajustadas a un indculo inicial entre 4.5x10% y 5.5x10°CFU/ml.
Las cepas ambientales se probaron por cuadruplicado, a excepcion de VIALT y CU13 por duplicado,
con cada cepa fluorescente. Cada pocillo contenia 100 pl del cultivo de la cepa ambiental y 100ul de la
cepa fluorescente. Se incluyeron los controles pertinentes: medio de cultivo sin inocular, cepas
ambientales sin cepa fluorescente y cepa fluorescente sin cepa ambientales, manteniendo el in6culo
correspondiente y el volumen de 200ul.

Se realizaron las medidas de fluorescencia a tiempo 0 y 24 h. En el caso de GFP la fluorescencia se
midid con el filtro de excitacion 485/20 nm y de emision 540/535 nm, y para el plasmido mCherry se
uso el filtro de excitacion 528/20 y de emision 600/40. En ambos casos, la absorbancia se midi6é a 600nm.

En el ensayo de inhibicion con la cepa M. smegmatis GFP las medidas de absorbancia y fluorescencia
se realizaron a las 0 y 48 h. El resto del protocolo se mantuvo constante.

Cabe destacar que s6lo los preindculos estan suplementados con el antibidtico correspondiente segtin la
cepa. En el resto de las diluciones y en el ensayo de co-cultivo, el medio de cultivo no contendra
antibiotico para no interferir en el crecimiento de la bacteria ambiental.
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3.6.2. Adicion de sobrenadante

Algunas bacterias tienen la capacidad de excretar las sustancias antimicrobianas al exterior. Para
comprobarlo, se realizéd un ensayo de inhibicion enfrentando los sobrenadantes bacterianos de los
cultivos ambientales con las cepas fluorescentes.

Se parti6 de los cultivos ambientales tras 1 semana de incubacion, se centrifugaron 10’ a 3500 rpm y el
sobrenadante se hizo pasar por un filtro de 2 um para asegurar la ausencia de bacterias. Los preindculos
de las bacterias fluorescentes se ajustaron a una D.O = 0,1 y posteriormente se diluyeron 1/100 para
obtener un inéculo inicial entre 4.5x10* y 5.5x10°CFU/ml

Los sobrenadantes se probaron por cuadruplicado, a excepcion de VIALT y CU13 por duplicado, con
cada cepa fluorescente. Cada pocillo contenia 100ul de sobrenadante filtrado y 100ul de la cepa
fluorescente. En cada placa se incluyeron los siguientes controles: medio sin inocular, sobrenadantes sin
cepa fluorescente y cepas fluorescentes sin sobrenadante manteniendo el indculo correspondiente y el
volumen de 200pul.

Se realizaron medidas de fluorescencia y absorbancia a 0 y 24 h. La fluorescencia GFP y mCherry y la
absorbancia se midieron igual que en los ensayos de co-cultivo. En el ensayo de inhibicion con la cepa
M. smegmatis GFP las medidas se realizaron a las 0 y 48h. El resto del protocolo se mantuvo constante.

4. RESULTADOS

4.1. Antibiosis

En estudios anteriores realizados en el grupo, se habia observado un fenotipo variable en las cepas
ambientales. El ensayo de antibiosis se llevo a cabo para confirmar el espectro de accion de dichas cepas
previamente caracterizadas y seleccionar aquellas que mostraban su actividad de manera mas
reproducible. Las que mantuvieron el fenotipo estable se eligieron para la validacion de la plataforma.

Se ensayaron un conjunto de 14 cepas ambientales caracterizadas previamente, frente a 11 cepas testigo
en medio BHI agar y LB !5 agar. Se comprob6 si en ambos medios se reproducia el espectro de actividad
y si alguno de los dos mostraba ventajas en la inhibicion. Las cepas ambientales seleccionadas para este
ensayo fueron las siguientes: Z/CA-07-16, Z/SAL-06-12, Z/UZ-B2-11, Z/UZ-B3-17, Z/VAL-01-03,
Z/VAL-01-24, Z/VAL-02-25, Z/VAL-03-8, Z/VAL-06-15, Z/VAL-16-15, Z/VAL-19-05,
Z/VAL-14-11, Z/RM-08-21 y Z/VAL-14-04. Por su parte las cepas testigo elegidas fueron: Bacillus
subtilis, E. coli, Enterococcus faecalis, Mycobacterium smegmatis mc2155, E. coli (perro), E. coli
(conejo), Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli (Sakai), Micrococcus luteus y S. aureus.

Tras 24 h de incubacion (48h en el caso de Mycobacterium
smegmatis) se espera que alrededor de las cepas ambientales
capaces de inhibir el crecimiento de la bacteria testigo
(presumiblemente mediante la sintesis de metabolitos con
capacidad antimicrobiana), se observe un halo de inhibicién. En
tal caso, la antibiosis es positiva. Se considera pues un halo de
inhibicioén cuando se observa una falta de crecimiento de la cepa
testigo, alrededor de la cepa ambiental. (Fig.1)

Figura 1: Antibiosis en BHI con cepa testigo
Bacillus subtilis. Las cepas que muestran halo
de inhibicion son:1,6,7,9 y 11 14
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Los resultados de todas las antibiosis realizadas se encuentran en la Tabla Al (anexo). Con estos
resultados, se eligieron las 7 cepas con fenotipo mas consistente de actividad, dentro de la variabilidad
biologica que se encuentra, frente a las cepas E. coli (Gram negativo) y frente a Gram positivos
(Z/CA-07-16, Z/UZ-B2-11, Z/UZ-B3-17, Z/VAL-06-15, Z/VAL-16-15, Z/RM-08-21,
7Z/VAL-14-04). Priorizamos aquellas con actividad frente a las Gram negativas ya que, en general
presentan una mayor resistencia a los antimicrobianos. (Munita and Arias, 2016).

Asi mismo, se seleccion6 Z/VAL-19-05, cepa sin un amplio espectro de actividad ni fenotipo constante
para que sirviera como control de no actividad en la validacion de la plataforma, y Z/VAL-14-11 como
cepa interesante por los resultados obtenidos en trabajos anteriores. A estas 9 cepas se le sumaron las
cepas ambientales VIALT y CU13.

4.2. Transformacion de M. smegmatis + pMV361GFP

Debido a la necesidad de cepas fluorescentes en la implementacion de la plataforma de cribado, se
generd una cepa de M. smegmatis con el plasmido pMV361GFP como representante del género
Mycobacterium. Se generd un lote de M. smegmatis mc’155 electrocompetentes que se transformaron
con el plasmido integrativo, fluorescente y resistente a higromicina pMV361GFP. De las colonias
transformantes se seleccionaron 5 resistentes a higromicina para comprobar la presencia del plasmido
por PCR.

Los oligos se dirigian al cassette de resistencia a higromicina (1,7kb) (Garbe et al.,1994) por lo que solo
se amplificaron aquellas cepas que contenian el plasmido. El pldsmido purificado y la cepa WT sin
transformar serviran como controles positivo y negativo respectivamente.

El resultado obtenido muestra la banda correspondiente al plasmido a la misma altura que las observadas
en las 5 colonias transformantes (Fig 2). Esto permite confirmar que las 5 cepas seleccionadas han
adquirido el plasmido y no son mutantes espontaneas a la higromicina.

Figura 2: Resultado de la PCR de amplificacion sobre el gen de
resistencia a Hyg. MP: marcador de pesos moleculares. P: plasmido
Pmv361GFP. WT: cepa M. smegmatis WT. 1: colonia 1 transformante.
2: colonia 2 transformante. 3: colonia 3 transformante. 4: colonia 4
transformante. 5: colonia 5 transformante.

Tras la medicion de la fluorescencia, se eligio la transformante 2 para los ensayos (Tabla 4).
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Tabla 4: Valores de fluorescencia GFP de las colonias transformantes de M. smegmatis GFP

CEPA WT 1 2 B 4 5
Valorde o\ s 510 13354678 15141257 1077541323 105,75436,22 127,545,74
fluorescencia

4.3.Relacion D.O/CFUs

Se establecid una relacion entre las ufc/ml y la densidad optica de las cepas fluorescentes. Se prepararon
4 diluciones a distintas densidades opticas que se plaquearon e incubaron a 37 °C para hacer el recuento
de colonias. Las medias aritméticas de ufc/ml se graficaron frente a las D.O. Las relaciones se reflejan
en la Tabla 5 y las graficas en la Fig. Al (anexo).

Tabla 5: Relaciones D.O /ufc/ml de cada una de las cepas fluorescentes

CEPA RELACION D.O/CFU CEPA RELACION D.O/CFU
E. coli pON.mCherry DO 0,16 — 4,8x107 ufc/ml  S. aureus GFP DO 0,18 — 5x107 ufc/ml
P. aeruginosa GFP DO 0,1 —1x107 ufc/ml M.smegmatis GFP DO 0,16 — 3x107 ufc/ml

4.4. Optimizacion de las condiciones de crecimiento

Realizando una curva de crecimiento buscamos comprobar si es posible monitorizar el crecimiento de
las cepas testigo mediante medidas de la fluorescencia. Se probaron varias condiciones experimentales:
3 medios de cultivo BHI, LB 5 y mix (mezcla al 50% de ambos medios (BHI y LB %)) y dos
temperaturas: 25 °C (temperatura Optima para los microorganismos ambientales) y 37 °C (temperatura
optima para las cepas testigo). Las condiciones dptimas elegidas serviran para ensayar la plataforma de
cribado.

Se eligio BHI como medio nutritivo y de referencia en el aislamiento inicial y LB diluido s como medio
con escasez de nutrientes que simule condiciones extremas de cultivo en las que se espera que se activen
los BGCs. El medio de cultivo mezcla, 50% de ambos medios (BHI y LB %), se plante6 como alternativa
en caso de que las cepas testigo no crecieran bien en medio pobre LB V5.

Con lo que respecta a las dos temperaturas, el objetivo fue estudiar si las cepas testigo crecian bien a la
temperatura Optima para las ambientales.

Los resultados obtenidos mostraron que tanto en BHI como en LB ¥ las cepas testigo crecen
correctamente (Fig. 3). Asi mismo, se observo que en 24 h la ventana de analisis que habia en los valores
de fluorescencia era suficientemente amplia para detectar una posible inhibicion. Por lo que se puede
monitorizar el ensayo de inhibicion por seguimiento de fluorescencia tanto en el fluoréforo rojo (Fig.3A)
como en el verde (Fig. 3B).

Las curvas de crecimiento del resto de cepas testigo se encuentran en la Fig.A2 (anexos).
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Figura 3: A: Curva de crecimiento de E.coli pPON.mCherry en medios BHI (naranja), LBY5 (azul) y MIX (verde).
B: Curva de crecimiento de S.aureus GFP en medio LB Y5 a 25 °C (naranja) y 37 °C (verde). Se representan las
fluorescencias en lineas discontinuas y las absorbancias con lineas continuas. * No se muestran las barras de error
para mejorar la claridad de imagen

Por otro lado, los resultados a 24 h muestran que las cepas fluorescentes a 37 °C han alcanzado valores
de fluorescencia mas altos que a 25 °C y es que algunas de ellas presentan un crecimiento mucho menor
a 25 °C. Todo ello llevo a elegir, los medios de cultivo BHI y LB, una temperatura de incubacion de
37 °C, y el tiempo de medida a las 24 h, como condiciones a ensayar en la inhibicion para las cepas
testigo: E. coli pPON.mCherry, S. aureus GFP y P. aeruginosa GFP.

Para M. smegmatis GFP, se probaron otros medios de cultivo y una unica temperatura: 37 °C. Se descarto
25 °C debido al crecimiento ya de por si lento de las micobacterias, como M. smegmatis, que necesitaria
a esta temperatura entre 1-2 semanas para llegar a fase estacionaria.

En cuanto a los medios de cultivo, se ensayaron 7H9 como medio de cultivo de referencia de las
micobacterias, LB % como medio minimo de nutrientes y BHI como medio de aislamiento original de
las cepas ambientales. Como alternativa a que M. smegmatis GFP no pudiera crecer en LB % o BHI se
probaron medios mezcla: 7H9+LB Y5 (50% de cada medio de cultivo) y BHI+7H9 (50% de cada medio
de cultivo), respectivamente.

Lo que se observo es que en los medios LB Y5, BHI+7H9 y BHI, M. smegmatis GFP formaba agregados
dando una sefial erronea de fluorescencia e impidiendo la monitorizacion del ensayo. En el resto de los
medios, la cepa fluorescente crecio correctamente (Fig. A3, anexo).

Las condiciones elegidas para los ensayos de inhibicion con M. smegmatis son: medio de cultivo
7HO9+LB s, una temperatura de incubacion de 37 °C y el tiempo de medida a las 48h.

4.5.Optimizacién de las condiciones del ensayo de inhibicion

El ensayo de inhibicion permite estudiar si una bacteria (en nuestro caso ambiental) es capaz de inhibir
el crecimiento de otra bacteria (en nuestro caso bacteria testigo fluorescente), presumiblemente mediante
la sintesis de metabolitos con capacidad antimicrobiana.

Para ello, se enfrentan las 11 cepas ambientales previamente caracterizadas, seleccionadas tras los
ensayos de antibiosis, con 4 cepas testigo fluorescentes: E. coli pON.mCherry, P. aeruginosa GFP,
S. aureus GFP y M. smegmatis GFP. Se enfrentaron en co-cultivo y con los sobrenadantes de las cepas
ambientales.
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Esto nos da informacion de si las cepas seleccionadas inhiben mas por competicidon o interaccion
interespecifica entre cepas (antagonismo, sinergismo o comensalismo), o si, por el contrario, su
actividad antimicrobiana viene determinada por sustancias antimicrobianas secretadas. La interaccion
microbiana en co-cultivo puede activar BGCs lo que aumentaria la sintesis de sustancias
antimicrobianas.

Asi mismo, el ensayo de co-cultivo se realizo a 0 y 1 semanas de incubacidn de las cepas ambientales,
para comprobar si un mayor tiempo de incubacioén se correlaciona con un aumento de la sintesis de
sustancias antimicrobianas. Todos los ensayos se llevaron a cabo a 37 °C en placas de 96 pocillos y en
los medios de cultivo BHI y LB 's. Las medidas de absorbancia y fluorescencia se realizaron a 0 y 24h.

Cabe destacar que todas estas condiciones de cultivo se probaron para E. coli pON.mCherry,
P. aeruginosa GFP y S. aureus GFP. Mientras que para M. smegmatis GFP solo se realizaron los
ensayos en LBYs de co-cultivo a 0 semanas de incubacion y por adicion de sobrenadantes. Las medidas
de absorbancia y de fluorescencia se realizaron a 0 y 48 h.

Cada una de las placas contenia la cepa ambiental en cuadruplicado, y los controles pertinentes, que se
utilizaron, para cuantificar la inhibicion: medio de cultivo (BHI o LB '5) sin indculo, cepas testigo
fluorescentes sin cepa o sobrenadante ambiental, y cultivos o sobrenadantes ambientales sin la cepa
fluorescente.

Para analizar los resultados, los valores de fluorescencia se trataron matematicamente y se representaron
en porcentajes de crecimiento con respecto a la cepa testigo (100%).

Se restd el control de la cepa ambiental a la media de los cuadruplicados para eliminar la fluorescencia
basal del medio de cultivo y de la cepa ambiental, (ecuacion 1). También se resto la fluorescencia del
medio de cultivo a la media de la cepa testigo, (ecuacion 2). Y se relacionaron los valores de
fluorescencia de las cepas ambientales con respecto al de la cepa testigo en funcién de porcentaje,
(ecuacion 3).

Ecuacion 1: Fy =Xp —C, Ecuacion 2: Fp =x; —Cy

F

Ecuacion 3: %Crecimiento = F—A 100
T

F, =Fluorescencia cepa ambiental x4,=Media valores de fluorescencia cepa ambiental
C, =Control cepa ambiental Fr=Fluorescencia cepa testigo

Cy=Control medio de cultivo Xr= Media valores de fluorescencia cepa testigo

Los resultados de fluorescencia que se obtienen en los controles del ensayo a 0 y 24 h, en co-cultivo a 0
semanas y a |1 semana se reflejan en la Tabla 6 para E. coli pPON.mCherry (fluoréforo rojo) y en la Tabla
7 para S. aureus GFP (fluoroforo verde).
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Tabla 6: Valores de fluorescencia de 0 y 24 h para E. coli pON.mCherry en los ensayos de inhibicion en co-cultivo

a0y 1 semanas.

E.coli pON.mCherry

MEDIO CONTROL ‘ w W
n [Tiempo =0h |Tiempo =24h N2REP |Tiempo =0h |Tiempo =24h
LB 1/5 2 168,5+3,54 13342 1 27 34
E.coli pON.mCherry 3 171,3343,21 287+72,55 2 27+1,41 342,5+99,7
Z/CA-07-16 1 159 127 1 27 37
Z/Uz-B2-11 1 160 128 1 31 41
Z/Uz-B3-17 1 162 131 1 29 39
Z/VAL-06-15 1 163 129 1 30 33
Z/VAL-16-15 1 165 135 1 31 34
LB 1/5 Z/VAL-19-05 1 168 134 1 35 31
Z/VAL-14-11 1 168 137 1 35 39
Z/RM-08-21 1 163 136 1 34 33
Z/VAL-14-04 1 164 137 1 33 37
Cu13 1 160 126 1 26 29
Vial -T 1 169 132 1 34 29
ANEXO Tabla Co-cultivo
A2<---
BHI 3 225,3345,51 229,5+4,95 1 131 156
E.coli pON.mCherry 3 222,3349,81 | 1037,66+188,69 2 144+2,83 697,5+161,93
Z/CA-07-16 1 220 232 1 156 163
Z/Uz-B2-11 1 228 232 1 151 158
Z/Uz-B3-17 1 230 239 1 156 167
Z/VAL-06-15 1 209 231 1 155 161
Z/VAL-16-15 1 227 230 1 155 162
BHI Z/VAL-19-05 1 225 238 1 149 156
Z/VAL-14-11 1 230 241 1 156 170
Z/RM-08-21 1 234 240 1 152 164
Z/VAL-14-04 1 233 288 1 156 174
Cu13 1 231 245 1 160 161
Vial -T - - - 1 159 163
ANEXO Tabla Co-cultivo
A2<---

Tabla 7: Valores de fluorescencia a 0 y 24 h de para S. aureus GFP de los ensayos de inhibicion en co-cultivo a 0

y 1 semanas.

S.aureus GFP

Oow 1w
MEDIO CONTROL n |Tiempo =0h Tiempo =24h NOREP [Tiempo =0h Tiempo =24h
LB 1/5 1 59 52 1 77 79
S.aureus GFP 2 59,5+0,71 500,5+501,34 2 80,5+2,12 359+79
Z/CA-07-16 1 58 58 1 100 98
Z/UZ-B2-11 1 61 139 1 100 101
Z/UZ-B3-17 1 62 59 1 95 98
Z/VAL-06-15 1 62 241 1 101 93
Z/VAL-16-15 1 63 65 1 94 106
LB 1/5 Z/VAL-19-05 1 63 55 1 97 105
Z/VAL-14-11 1 63 62 1 107 117
Z/RM-08-21 1 63 58 1 97 84
Z/VAL-14-04 1 61 578 1 100 111
Cu13 1 60 70 1 111 153
Vial -T - - - 1 107 172
ANEXO Tabla i
A3 Co-cultivo
BHI 2 385+15,5 374,5+13,43 2 472+12,72 479,5+20,5
S.aureus GFP 2 389+0 561,5+36,06 2 538+4,24 551+7,07
Z/CA-07-16 1 342 391 1 925 889
Z/Uz-B2-11 1 359 364 1 908 881
Z/Uz-B3-17 1 387 360 1 950 925
Z/VAL-06-15 1 397 440 1 922 915
Z/VAL-16-15 1 397 382 1 914 891
BHI Z/VAL-19-05 1 390 387 1 646 606
Z/VAL-14-11 1 408 452 1 1351 1346
Z/RM-08-21 1 407 379 1 963 930
Z/VAL-14-04 1 394 548 1 1250 1604
Cu13 1 402 410 1 731 1032
Vial -T - - - 1 612,25 618,25
ANEXO Tabla i
A3<en- Co-cultivo
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Como se puede observar, se muestran diferencias en los medios de cultivo segun el tipo de fluoroforo.
Los valores de fluorescencia a las 24h (en el ensayo de OW) en el rojo son 287 en la cepa testigo y entre
126-137 para las cepas ambientales en LB 5y 1037,6 en la testigo y entre 230-288 para las ambientales
en BHI lo que indica que el ensayo se ha desarrollado con normalidad dejando una ventana de analisis
amplia para observar la inhibicion.

Por el contrario, los valores de fluorescencia en el fluordforo verde son 500,5 en la testigo y entre 55-
241 para las ambientales en medio LB Y5y 561,5 en la testigo y entre 360-548 para las testigos en medio
BHI. Estos resultados evidencian que el medio BHI en estas longitudes de onda emite mucha
fluorescencia basal llegando a igualar los valores de fluorescencia de las cepas ambientales a los de la
testigo e imposibilitando el seguimiento de la inhibicion.

Este hallazgo es consistente con la literatura que reporta que diferentes fluor6foros pueden interactuar
de diversas maneras con los componentes del medio de cultivo o con la autofluorescencia inherente de
las bacterias, lo que puede afectar la sensibilidad del ensayo (Mihalcescu et al., 2015)

Por otro lado, estos resultados también nos permiten comprar la condicidon experimental del co-cultivo
a 0 y 1 semanas de incubacion de las cepas ambientales (Tabla 6 y 7).

Los valores obtenidos a las 24 tras 1 semana de incubacion (1W) para las cepas ambientales en BHI de
ambos fluordforos varian entre 156-174 con respecto a 697,5 de la testigo en el rojo y entre 618,25-1604
con respecto a la testigo 551 en el verde. Lo que muestra que a 1 semana de incubacion los controles de
las cepas ambientales tienen mucha fluorescencia por si mismas y se enmascaran los resultados
obtenidos. Los valores de fluorescencia de todos los ensayos de co-cultivo se encuentran en las Tablas
A2 a AS (anexo).

El analisis de todos los resultados nos permitio hacer un analisis comparativo entre los diversos factores
analizados.

%CRECIMIENTO CO-CULTIVO OW_E.coli pON.mCherry

120,00
EmBHI mLB1/5

100,00
80,00
60,00
40,00 | ‘
20,00
0,00 l II II I I II II I

N

% Crecimiento

Figura 4: % de crecimiento de E. coli pPON.mCherry en co-cultivo a 0 semanas de incubacion, en medio LB ¥s
(naranja) y en medio BHI (azul). * No se muestran las barras de error para mejorar la claridad de imagen ni VIALT
por errores experimentales.

En primer lugar, si comparamos los resultados de los dos medios de cultivo en el fluor6foro rojo, (Fig.
4), se observa que la actividad antimicrobiana sigue la misma tendencia; ninguno de los medios resulta
especialmente beneficioso en la sintesis de antimicrobianos y, en este caso, ambos serian 6ptimos para
el ensayo de inhibicion.
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Figura 5: Representacion del crecimiento en co-cultivo de E. coli pPON.mCherry en medio LB Y. A: Se comparan
la condicion 0 semanas (azul) y 1 semana (naranja) de incubacion de las cepas ambientales. B: Se comparan la
condicion 1 semana (naranja) de incubacion de las cepas ambientales y ensayo con sobrenadante (azul). * VIALT
no se muestra por errores experimentales. * No se muestran las barras de error para mejorar la claridad de imagen.

Paralelamente, se observd mayor actividad antimicrobiana en el ensayo realizado a 1 semana que a 0
semanas, lo que a priori hizo pensar que una mayor incubacion se relacionaba directamente con una
mayor produccion de metabolitos antimicrobianos, (Fig. SA). Este fendmeno se observa claramente en
todas las cepas a excepcion de Z-VAL-19-05.

A pesar de ello, al comparar estos resultados con los obtenidos en el ensayo con sobrenadante, cuyos
cultivos también tenian una semana de incubacion, se observo que no habia correlacion en la actividad
antimicrobiana, (Fig. 5B). Las cepas que inhiben a 1 semana de incubacién no lo hacian con los
sobrenadantes, como ejemplo Z-VAL-14-04 que inhibe casi al 100% el crecimiento en co-cultivo y un
0% en sobrenadante.

Esto hizo pensar que el incremento de actividad antimicrobiana a una semana de incubacién no era
debido a un aumento en la sintesis de compuestos antimicrobianos, sino que, probablemente, estuviera
ocurriendo una competicion bacteriana entre la cepa ambiental y la testigo; ya que la elevada cantidad
de bacterias que contenia el indculo de las cepas ambientales no dejo crecer a las cepas testigo en las
24 h de ensayo.

Por lo que respecta a los resultados de ensayo de inhibicion en co-cultivo a 0 semanas con M. smegmatis
GFP, no fueron concluyentes (Tabla A5, anexo), puesto que la intensidad de la sefial de fluorescencia
de la cepa testigo era parecida a la medida basal de las cepas ambientales y no se pudo determinar una
posible inhibicion.

Todo ello llevo a concluir que, aunque en el fluor6foro rojo el BHI daba buenos resultados, la elevada
fluorescencia emitida por las cepas ambientales en el verde, llevé a descartar dicho medio y a elegir
LB ¥ como el medio comun entre ambos fluoréforos y, por tanto, como 6ptimo para el desarrollo de la
plataforma. Asi mismo, la elevada fluorescencia basal de los cultivos ambientales a 1 semana de
incubacion unida a la competicion bacteriana en co-cultivo hicieron descartar esta condicion y
seleccionar ) semanas como tiempo 6ptimo de incubacion.

Se analizaron, también, los resultados del ensayo de inhibiciéon por adicion de sobrenadantes para
estudiar si alguna de las cepas seleccionadas excretaba al exterior las sustancias antimicrobianas
producidas. Esperando, en ese caso, que la actividad antimicrobiana fuese mayor que la observada en
condiciones de co-cultivo. Para ello, los cultivos ambientales con 1 semana de incubacidén se
centrifugaron y los sobrenadantes filtrados se ensayaron frente a las cepas fluorescentes.
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Figura 6: Se comparan la condicion de co-cultivo a 0 semanas (azul) y sobrenadante (naranja) A: % crecimiento
E. coli pON.mCherry. * VIALT no se muestra por errores experimentales. B: % crecimiento S. aureus GFP*Z-
VAL-14-04 no se muestra por errores experimentales, C: % crecimiento P. aeruginosa GFP. * No se muestran las
barras de error para mejorar la claridad de imagen.

Se observa que algunas cepas ambientales presentan un espectro de actividad diferente en el ensayo de
inhibicion por adicion del sobrenadante que en co-cultivo, (Fig. 6). Esto indica que algunas de ellas
parecen secretar las sustancias antimicrobianas al exterior y al ensayar el sobrenadante, inhiben el
crecimiento de las cepas testigo. Mientras que el sobrenadante de otras no tiene efecto antimicrobiano,
pero si muestran actividad en co-cultivo (Tablas A6-A9, anexo).

Para ejemplificarlo, en el ensayo frente a la cepa testigo E. coli pPON.mCherry, (Fig. 6A) las cepas:
Z-CA-07-16, Z-B2-11, Z-B3-17, Z-VAL-06-15, Z-RM-08-21, Z-VAL14-04 y CU13 presentan mayor
actividad en co-cultivo. Por el contrario, Z-VAL-14-11 muestra un claro cambio en el espectro de
actividad, pasando de no presentar actividad antimicrobiana frente a esta cepa testigo en co-cultivo, a
inhibir su crecimiento casi al 60% en el sobrenadante. Por su parte, Z -VAL-19-05 no muestra actividad
en ningun caso lo que se corresponde con los resultados anteriores de la antibiosis en medio solido.

Esta misma tendencia de actividad antimicrobiana se repite, casi en su totalidad, en el ensayo de
inhibicion frente a S. aureus GFP, (Fig.6B). A diferencia del ensayo anterior, en este caso se observo
la inhibicion que ejerce el sobrenadante de la cepa VIALT.

Por ultimo, el ensayo de P. aeruginosa GFP presenta mucha variabilidad, (Tabla A8, anexos), dando
resultados por sobrenadante similares a los de Co-cultivo, (Fig. 6C). Como excepcidon encontramos
Z-VAL-14-04 que inhibe en co-cultivo y CU13 y VIALT por sobrenadantes. Por lo que respecta a
M. smegmatis GFP la variabilidad bioldgica y la baja intensidad de fluorescencia de la cepa testigo
llevé a resultados no concluyentes, Tabla A9 (anexos).
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La diferencia de fenotipo de las cepas en co-cultivo y por adicion de sobrenadante llevd a concluir que,
para evitar la pérdida de informacioén sobre el espectro de actividad, en la plataforma de cribado se
llevarian a cabo tanto el ensayo de co-cultivo a 0 semanas de incubacion como el ensayo de inhibicion
por sobrenadantes.

4.6. Validacion de la plataforma de screening con 10 cepas nuevas

Basandonos en las conclusiones obtenidas del apartado anterior, las condiciones elegidas para validar la
plataforma son el ensayo de co-cultivo con 0 semanas de incubacion y por sobrenadante, ambos en
medio LB % para las cepas testigo E. coli pPON.mCherry, S. aureus GFP, P. aeruginosa GFP con
medidas a 0 y 24 h. Y para M. smegmatis GFP LB ¥ +7TH9, tomando medidas a 0 y 48 h.

Con estas condiciones se prueban 10 cepas, almacenadas en el biobanco y no caracterizadas previamente
(Tabla 2), para conocer su espectro de actividad. Los valores de fluorescencia obtenidos en co-cultivo
a 0 semanas y por sobrenadante obtenidos con estas cepas se encuentran para E. coli pON.mCherry, S.
aureus GFP, P. aeruginosa GFP y M. smegmatis GFP en las Tablas A10- A13 (anexo), respectivamente.
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%CRECIMIENTO

Los resultados obtenidos muestran algunas cepas con actividad antimicrobiana prometedora. Por
ejemplo, Z-DW-12-08 inhibe tanto en co-cultivo como con sobrenadantes frente a las testigos E. coli
pON.mCherry (Fig. 7A) y S. aureus GFP (Fig. 7B). Z-DW-12-09 y Z-DW-14-10, por su parte, inhiben
casi con totalidad a E. coli pPON.mCherry en co-cultivo y también son activas frente S. aureus GFP.

El sobrenadante de Z-DW-15-10 es activo frente a S. aureus GFP mientras que en co-cultivo no muestra

ningun indicio de inhibicion frente a esta cepa testigo. Por el contrario, solo es activa frente a E. coli
pON.mCherry cuando se encuentra en co-cultivo, la accion del sobrenadante no influye en esta cepa
testigo. Los resultados de Z-DW-52-01 también resultan relevantes. Aunque en co-cultivo no muestre
inhibicion, frente a las testigos probadas, en el ensayo con sobrenadante inhibe al 100% a E. coli
pON.mCherry y P. aeruginosa GFP (Fig. 7C) y reduce el crecimiento de S. aureus GFP.
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Otras cepas como Z-DW-38-08, Z-DW-35-03, Z-DW-39-02 y Z-DW-52-09 solo muestran actividad
antimicrobiana en co-cultivo frente a E. coli pON.mCherry. Z-DW-46-01 no muestra ningln tipo de
actividad antimicrobiana frente a las cepas testigo ensayadas.

Cabe comentar que no se consideran los resultados del co-cultivo Ow y en los resultados obtenidos por
sobrenadantes con M. smegmatis GFP, ya que los controles de las cepas ambientales se igualaban o
superaban la fluorescencia del testigo, dejando una pequena o nula ventana de analisis de los resultados
de inhibicion. Los valores de fluorescencia se encuentran en la Tabla A13 (anexo).

5. DISCUSION

Después de la obtencion de los resultados de todas las condiciones de cultivo se puede concluir varios
aspectos. En primer lugar, se ha demostrado que los datos obtenidos con el fluoréforo rojo son mas
ventajosos que los del fluor6foro verde debido a que las bacterias ambientales, asi como los propios
medios de cultivo, no emiten tanta fluorescencia basal y permitiria llevar a cabo el experimento en BHI.

Sin embargo, como el objetivo principal es la optimizacion de una plataforma de cribado, en la que se
testan varias cepas testigo, se eligio el medio LB !5 como medio comin en el que se consiguen buenos
resultados en todas ellas. Otra alternativa seria construir cepas testigo, representantes de cada tipo
bacteriano, con un plasmido que emitiese fluorescencia en el espectro rojo.

Por otro lado, se esperaba que el desarrollo del ensayo en medio LB %5 como medio pobre de nutrientes
activaria clusters de biosintesis de compuestos antimicrobianos. Sin embargo, se observd, en los
resultados del fluor6foro rojo, que la tendencia del espectro de actividad en BHI y LBY5 era la misma,
por lo que se concluye que, para estas cepas ambientales seleccionadas, el medio de cultivo pobre no
sobre activa su produccion de metabolitos antimicrobianos.

Otro de los aspectos a comentar, es la elevada fluorescencia que alcanzan las cepas ambientales tras 1
semana de incubacion, que enmascara los resultados de la inhibicion. Ademas, de que los resultados
obtenidos en los ensayos de co-cultivo a 0 semanas y los obtenidos por adiciéon de sobrenadante son
complementarios. La informacion que se obtiene es diferente, por lo que no se puede descartar ninguno
de los ensayos en la plataforma.

Asi mismo, cabe destacar la variabilidad presentada por la cepa testigo P. aeruginosa GFP, dando unos
resultados poco representativos con mucha desviacion estandar. Por lo que, para optimizar mejor la
plataforma, se deberia elegir una cepa con resultados mas reproducibles. También se deberia buscar otra
cepa de micobacterias hospedadora diferente a la utilizada en la cepa de M. smegmatis GFP construida.
De esta forma, se aumentaria la sefial de fluorescencia y se obtendria una ventana de analisis de
resultados mas amplia. Otra alternativa seria dejar transcurrir el ensayo de inhibicion durante 72h y
observar si la sefial de fluorescencia da una ventana mas amplia de analisis. En este trabajo no se prob6
por la posibilidad de que las cepas ambientales crecieran demasiado y se enmascararan los resultados.

A pesar de la variabilidad, los resultados obtenidos por la plataforma coinciden con los obtenidos en la
antibiosis en medio solido, lo que valida la plataforma. Como ejemplo, Z-VAL-19-05 que inicialmente
fue seleccionada como control negativo, se correspondié con la no inhibicion en el co-cultivo ni por
sobrenadantes, de ninguna de las cepas testigo. Z/UZ-B2-11 que presentaba actividad frente a las Gram
negativas y Gram positivas, confirma su espectro inhibiendo a E. coli pPON.mCherry y S. aureus GFP
en co-cultivo.
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En general, basandonos en la media entre los porcentajes de crecimiento del ensayo con sobrenadantes
con los del co-cultivo podriamos decir que E. coli pPON.mCherry, S. aureus GFP y M. smegmatis GFP,
se inhiben mds en co-cultivo, mientras que en P. aeruginosa GFP por sobrenadantes. (Fig.A4, anexo)

Y si se comparan los porcentajes de crecimiento entre las cepas testigo se observa que las cepas
ambientales son en general mas activas frente a E. coli pON.mCherry que frente a P. aeruginosa GFP,
S. aureus GFP o M. smegmatis GFP. (Fig.A4, anexo)

Cabe comentar que la cepa testigo E. coli utilizada se caracteriza por ser hiperpermeable (Cox ef al.,
2017); esto se traduce en una mayor facilidad para que las sustancias antimicrobianas atraviesen la
membrana plasmatica e inhiban a dicha cepa. Ademas de tener un sistema de eflujo que impide la
expulsién de compuestos. Resulta de interés porque acenttia la posible inhibicion, amplificando el efecto
de los compuestos y facilitando asi su identificacion.

Este TFG ha contribuido al desarrollo y validacion de una plataforma robusta para el cribado de nuevas
sustancias antimicrobianas, identificando cepas ambientales muy prometedoras para andlisis posteriores
como Z-DW-12-08, Z-DW-12-09, Z-DW-14-10, Z-DW-15-10 y Z-DW-52-01 entre otras. Este trabajo
se une al esfuerzo previo de numerosos proyectos como el de Micro Mundo. El desarrollo y la mejora
continua de estas metodologias son esenciales en la lucha contra el creciente problema de la resistencia
antimicrobiana, proporcionando una herramienta valiosa para el descubrimiento de nuevas estrategias
terapéuticas.

6. CONCLUSIONES

1. El fluoréforo que emite en el espectro rojo resulta mas ventajoso para el desarrollo de una
plataforma de cribado, basada en fluorescencia como esta.

2. El medio de cultivo LB % emite menor fluorescencia per se que BHI, lo que da una ventana mas
amplia en el analisis de resultados.

3. Elco-cultivo a 0 semanas de incubacion resulta Optimo para el desarrollo de la plataforma, ya que
las cepas ambientales tienen menos fluorescencia basal que a 1 semana de incubacion y su baja
concentracion (ufc/ml) en el ensayo no enmascara los resultados por competicion bacteriana.

4. El ensayo de inhibicion en medio de cultivo LB Y muestra un espectro de actividad similar al
BHI, por lo que este medio minimo de nutrientes no muestra activacion de clusters de genes de
biosintesis de metabolitos antimicrobianos en las cepas ambientales seleccionadas.

5. Los resultados obtenidos en el ensayo por co-cultivo y por adicion de sobrenadantes aportan
informacién complementaria, siendo ambos ensayos relevantes en la plataforma.

6. Para optimizar la plataforma, las cepas testigo fluorescentes deberian presentar un fenotipo
reproducible, sin variabilidad, y con una intensidad de fluorescencia superior a las cepas
ambientales testadas.

7. Cepas como Z-DW-12-08, Z-DW-12-09, Z-DW-14-10 y Z-DW-15-10, entre otras, resultan
prometedoras en la sintesis de sustancias antimicrobianas, por lo que serian susceptibles de
analisis posteriores.

CONCLUSIONS

1. The fluorophore emitting in the red spectrum is more advantageous for the development of such
a fluorescence-based screening platform.

2. LB % culture medium emits less fluorescence per se than BHI, which gives a wider window in
the analysis of results.
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3. Co-culture at 0 weeks incubation is more optimal for platform development, as the environmental
strains have less basal fluorescence than at 1 week incubation and their low concentration (cfu/ml)
does not mask the results by bacterial competition.

4. The inhibition assay on LB ¥ culture medium shows a spectrum of activity similar to BHI,
whereby this minimal nutrient medium does not show activation of antimicrobial metabolite
biosynthesis gene clusters in the selected environmental strains.

5. The results obtained in the co-culture assay and the supernatant addition assay give
complementary information, both assays being important in the platform.

6. To optimise the platform, the fluorescent control strains should have a reproducible phenotype,
without variability, and with a higher fluorescence intensity than the environmental strains tested.

7. Strains such as Z-DW-12-08, Z-DW-12-09, Z-DW-14-10 and Z-DW-15-10, among others, show
promise in the synthesis of antimicrobial substances and would therefore be amenable to further
analysis
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Tabla Al: Espectro de accion de las bacterias ambientales. Las columnas O corresponden al espectro de actividad previo mientras que ATB a los
resultados de antibiosis. Los + indican la existencia de halo de inhibicion, los — la ausencia de este y los NE de No Ensayado. Las cepas marcadas en
naranja fueron las seleccionadas.
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Figura Al: Representacion grafica de (ufc/ml) frente a la densidad optica (D.O.) de las cepas testigo
fluorescentes. A. E. coli pPON.mCherry B.M. smegmatis GFP C. S. aureus GFP. D. P. aeruginosa GFP.
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Figura A2: Curva de crecimiento en medios BHI (naranja), LB 5 (azul) y MIX (verde) a 37 °C. Se
representan las fluorescencias en lineas discontinuas y las absorbancias con lineas continuas.

A P. aeruginosa GFP: B: S. aureus GFP
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Figura A3: Curva de crecimiento M. smegmatis GFP en medios 7H9 (naranja), LB '5+7H9 (azul) a
37°C. Se representan las fluorescencias en lineas discontinuas y las absorbancias con lineas continuas

Tabla A2: Datos de fluorescencia a 0 y 24 h de E. coli pPON.mCherry (fluoréforo en el espectro rojo)
del ensayo de co-cultivo a 0 semanas (Ow) y 1 semana (1w) de incubacion de las cepas ambientales, con
los medios de cultivo LB s y BHI. Se reflejan las medias de los datos del cultivo con su desviacion
estandar y el nimero de réplicas utilizadas para su calculo.

E.coli pON.mCherry
ow 1w
MEDIO CO-CULTIVO . . . .
n [Tiempo =0 h Tiempo =24 h n | Tiempo=0h Tiempo =24 h
LB 1/5 2| 168,5£3,54 133+2 1 27+0 34+0
E.coli pON.mCherry 3| 171,3343,21 287+72,55 2 271,41 342,5+99,7
Z/CA-07-16 4 156+2,58 137+6,06 4 31,5+2,38 36,25+4,43
Z/Uz-B2-11 4 | 156,5+1,73 151,75%13,2 4 34+3,65 42,25+2,75
Z/Uz-B3-17 4 | 155,75%2,22 181,5+30,38 4 32,75%4,5 499,42
Z/VAL-06-15 4 156+2,16 163,25+6,29 4 31+4,08 32,5%1,29
LB 1/5 Z/VAL-16-15 4] 154,75+1,26 145,75+8,92 4 33,25+0,96 41+4,9
Z/VAL-19-05 41 157,25+2,5 236,5+£100,45 4 32,25+2,06 31949,49
Z/VAL-14-11 3] 160,66+4,73 265+67,85 4 33,543,51 50,5+8,7
Z/RM-08-21 3 | 158,66+1,53 152,6+16,07 4 32,5+4,12 42,5+43,32
Z/VAL-14-04 3 159+2 165+23,52 4 32,5+3,7 48,75+13
Cu13 2 160+2,83 212+466,47 2 33+1,41 39,5+0,71
Vial -T 2| 161,5+0,71 330+7,07 2 31,5+0,71 37+0
BHI 3| 225,33%5,51 229,5+4,95 1 131,00 156,00
E.coli pON.mCherry 3 222,3349,81 | 1037,66+188,69 | 2 144+2,83 697,5+161,93
Z/CA-07-16 41276,75+12,04 435+83,55 4 | 161,25%2,75 169,25+4,79
Z/Uz-B2-11 4| 294,25+4,5 323,5+3,7 4 | 159,25+2,63 169+3,74
Z/Uz-B3-17 4] 293,75+3,77 449+171,54 4 158+6,78 169,5+4,12
Z/VAL-06-15 4] 295,25+6,24 395,25+90,26 4| 161,75+6,29 173,25+2,75
BHI Z/VAL-16-15 4 294+2,94 375,549,81 4| 152,5+6,14 166,25+5,32
Z/VAL-19-05 4 29043,92 769,5+43,67 4| 154,5%3,11 677,75+155,44
Z/VAL-14-11 4 294+6,53 629,5+238,39 4 153,5+4,2 165,75+7,18
Z/RM-08-21 4] 296,25%3,77 392,75+114,87 4| 154,5+7,33 170+6,06
Z/VAL-14-04 41 292,75+3,86 484,25+191,25 4 | 161,75+5,06 172,75%3,3
cui3 41 290,25+2,06 375,5+13,38 2 160+1,41 159,5+3,54
Vial -T - - - 2 154,5+2,12 171,5+0,71
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Tabla A3: Datos de fluorescencia a 0 y 24 h de S. aureus GFP (fluoréforo en el espectro verde) del
ensayo de co-cultivo a 0 semanas (Ow) y 1 semana (1w) de incubacion de las cepas ambientales, con los
medios de cultivo LB %5 y BHI. Se reflejan las medias de los datos del cultivo con su desviacion estandar
y el numero de réplicas utilizadas para su calculo.

S.aureus GFP
Oow 1w
Medio CO-CULTIVO ] ] ] ]
n [Tiempo =0 h Tiempo =24 h n| Tiempo=0h Tiempo =24 h
LB 1/5 1590 520 1 770 790
S.aureus GFP 2 (59,5+0,71 500,5+501,34 2 80,5%+2,12 359+79
Z/CA-07-16 4 58,25+2,5 390458 4 99+3,46 96,5%4,73
Z/UZ-B2-11 4 59,25+1,71 177,25+£139 4 98,75+2,46 97+2,58
Z/UZ-B3-17 4 60+1,15 316+59 4 98+2,71 110,75+12,84
Z/VAL-06-15 4 59,5+0,58 3761241 4 100,543,7 111+4,55
LB 1/5 Z/VAL-16-15 4 59,5+0,58 70,25+65 4 96,53,51 104,25+5,12
Z/VAL-19-05 4 58,5+1,29 395,75+55 4 101,25+3,5 109,5+3,87
Z/VAL-14-11 3 59,33+0,58 368,66+62 4 103+2,16 127,5+4,36
Z/RM-08-21 3 59,66+0,58 18858 4 93,25+1,89 91+4,16
Z/VAL-14-04 3 60,33+1,53 298,33+578 4 100,75%4,43 124+1,41
Cu13 2 61,5+0,71 105,5£70 2 112+1,41 155+2,83
Vial -T 2 5810,71 440158 2 9910 148,5+0,71
BHI 2 385+15,5 374,5£13,43 2 472+12,72 479,5£20,5
S.aureus GFP 2 389+0 561,5+36,06 2 538+4,24 551+7,07
Z/CA-07-16 4 633,5+10,54 581,66 6,66 4 894+35,52 888,75+40,48
Z/Uz-B2-11 4| 662,25+13,05 626,25+11,56 4 920,5+42,34 893,25+27,4
Z/UZ-B3-17 4 666,2545,44 715,5+6,56 4 962+37,07 919+19,8
Z/VAL-06-15 4 674+11,11 633,25+14,01 4 945+43 934,5+25,69
BHI Z/VAL-16-15 4 651,5+£22,55 671+22,5 41 911,25463,15 894,25+34,51
Z/VAL-19-05 4 647,75+30,74 625,5+15,26 4| 641,25+25,18 663,25+37,16
Z/VAL-14-11 4 67219,83 74617,62 41 1296,5+60,08 1349+43,53
Z/RM-08-21 4 665,25+8,14 691,5+20,57 41 901,75+38,31 875,5%7,23
Z/VAL-14-04 4 650,7549,36 748,5+91,4 4 1475+130,65 1532,5+77,04
CuU13 3 675+7,94 610,66617,647 | 4| 827,25+36,89 1092+14,07
Vial -T - - - 4 638,75+47,2 657,5+£46,19
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Tabla A4: Datos de fluorescencia a 0 y 24 h de P. aeruginosa GFP (fluor6foro en el espectro verde) del
ensayo de co-cultivo a 0 semanas (Ow) y 1 semana (1w) de incubacion de las cepas ambientales, con los
medios de cultivo LB %5 y BHI. Se reflejan las medias de los datos del cultivo con su desviacion estandar
y el numero de réplicas utilizadas para su calculo.

P.aeruginosa GFP
ow 1w
Medio CONTROL § § § §
n |Tiempo=0h Tiempo =24 h n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
LB 1/5 1 59 +0 52+0 1 77 73
P.aeruginosa GFP 2 58,5+0,71 723+554,37 2 78+2,83 689+0,71
Z/CA-07-16 1 58 58 1 100 98
Z/Uz-B2-11 1 61 139 1 100 101
Z/UZ-B3-17 1 62 59 1 95 98
Z/VAL-06-15 1 62 241 1 101 93
Z/VAL-16-15 4 63 65 1 94 106
Z/VAL-19-05 1 63 55 1 97 105
Z/VAL-14-11 1 63 62 1 107 117
Z/RM-08-21 1 63 58 1 97 84
Z/VAL-14-04 1 61 578 1 100 111
CU13 1 60 70 1 111 153
Vial -T 1 65 58 1 107 172
. ow 1w
L81/5 Co-cultivo n Tiempo =0 h Tiempo =24 h n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
LB 1/5 1 59 +0 52+0 1 77 73
P.aeruginosa GFP 2 58,5+0,71 723+554,37 2 78+2,83 689+0,71
Z/CA-07-16 4 59+0,82 666+422,5 4 99,25+2,99 392,33+33,67
Z/Uz-B2-11 4 600,82 785,75+275,36 4 99+2,94 606,75+37,74
Z/UZ-B3-17 4 59,25+0,96 538,5+296,61 4 96+4,08 628,3316,66
Z/VAL-06-15 4 59,5+0,58 801,75+326,07 4 102+1,41 536,66+29,41
Z/VAL-16-15 4 58,75+0,96 643+310,94 4 94+1,41 636,66+92,5
Z/VAL-19-05 4 59+0,82 770+276,59 4 102,75+2,63 702,33+98,86
Z/VAL-14-11 3 58,66+1,15 842,66+186,47 4 103+2,58 1098,33+430,95
Z/RM-08-21 3 58,66+0.58 687,66+270,15 4 91,75+2,87 556,33+29,67
Z/VAL-14-04 3 58,33+0,58 626,33+431,24 4 102,25+1,71 609+21
CU13 2 57+1,41 696+511,95 2 105+2,83 163+1,41
Vial -T 2 58+1,41 947,5+ 849,24 2 101+1,41 481,5+£2259,51
Oow 1w
CONTROL n Tiempo =0 h Tiempo =24 h n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
BHI 2 385+15,56 374,5+13,43 2 47241273 480+21
P.aeruginosa GFP 2 397+16,97 5566,5+5398,76 2 519,5+6,36 1508+6550
Z/CA-07-16 1 342,00 391,00 1 925,00 889,00
Z/Uz-B2-11 1 359,00 364,00 1 908,00 881,00
Z/UZ-B3-17 1 387,00 360,00 1 950,00 925,00
Z/VAL-06-15 1 397,00 440,00 1 922,00 915,00
Z/VAL-16-15 1 397,00 382,00 1 914,00 891,00
Z/VAL-19-05 1 390,00 387,00 1 646,00 606,00
Z/VAL-14-11 1 408,00 452,00 1 1351,00 1346,00
Z/RM-08-21 1 407,00 379,00 1 963,00 930,00
Z/VAL-14-04 1 394,00 548,00 1 1250,00 1604,00
Cu13 1 402,00 410,00 1 731,00 1032,00
Vial -T - - - - - -
BHI
i ow 1w
Co-cultivo n Tiempo =0 h Tiempo =24 h n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
BHI 2 385+15,56 374,5+13,43 2 472+12,73 480+21
P.aeruginosa GFP 2 397+16,97 5566,5+5398,76 2 519,5+6,36 150846550
Z/CA-07-16 4 625+21,21 1063,75+8,96 4 903,75+53,56 1039,33+133
Z/Uz-B2-11 4 654,25+28,09 970+28,81 4 935+24,48 1036,75+78
Z/UZ-B3-17 3 652+25,24 1229,33£16,8 4 979,75£71,92 1107,25+78
Z/VAL-06-15 3 659+26,89 1144,33+64,36 4 940,75+32,89 988,33+20
Z/VAL-16-15 3 661+5,2 1180+45,08 4 951,25+16,08 1049,75+35
Z/VAL-19-05 4 641,5+12,77 1313,75+48,68 4 686+16,08 1491+47
Z/VAL-14-11 3 647,66+20,5 1423,66+45 4 1247+45,93 1373,33+47
Z/RM-08-21 3 662,33+£12,34 993,33+£12,34 4 925,75+31,14 892,33£13
Z/VAL-14-04 3 653,33+21,08 1402,66+34,53 4 1498,75+20,79 1668,5+30
CuU13 3 641,33+7,09 961,66+37,29 4 819,75+50,45 1037,33+48
Vial -T - - - - - -
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Tabla AS: Datos de fluorescencia a 0 y 48 h de M. smegmatis GFP (fluordforo en el espectro verde) del
ensayo de co-cultivo a 0 semanas (0w) de incubacion de las cepas ambientales, con los medios de cultivo
LB "5+7H9. Se reflejan las medias de los datos del cultivo con su desviacion estandar y el ntimero de
réplicas utilizadas para su calculo.

M.smegmatis GFP
Ow
Medio CONTROL . .
n [Tiempo=0h Tiempo =48 h
LB 1/5 +7H9 2 81 94,5
M.smegmatis GFP 2 754,93 116,5+7,81
Z/CA-07-16 1 79 94
Z/Uz-B2-11 1 69 116
Z/Uz-B3-17 1 80 100
Z/VAL-06-15 1 84 102
Z/VAL-16-15 1 80 105
Z/VAL-19-05 1 81 95
Z/VAL-14-11 1 81 108
Z/RM-08-21 1 81 93
Z/VAL-14-04 1 67 121
Cu13 1 77 181
Vial -T 1 77 86
. Oow
LB 1/5 +7H9 Co-cultivo - -
n [Tiempo=0h Tiempo =48 h
LB 1/5 +7H9 2 81 94,5
M.smegmatis GFP 2 7544,93 116,5+7,81
Z/CA-07-16 4 765,29 99,58,74
Z/UZ-B2-11 4 75,754,27 107,5+5,57
Z/Uz-B3-17 4 71,2543,2 114,25+15,44
Z/VAL-06-15 4 77,25+4,65 113,75+9,60
Z/VAL-16-15 4 70,75%2,2 99,25+5,38
Z/VAL-19-05 4 7443,46 167+15,46
Z/VAL-14-11 4 79,516,24 118+5,48
Z/RM-08-21 4 7343,46 118,25+42,94
Z/VAL-14-04 4 76,25+3,77 11346,16
CuU13 2 71+0 350,5+239,71
Vial -T 2 64+4,24 114,5+4,95
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Tabla A6: Datos de fluorescencia a 0 y 24 h de E.coli pPON.mCherry (fluoréforo en el espectro rojo) del
ensayo con sobrenadantes, con los medios de cultivo LB %5 y BHI. Se reflejan las medias de los datos
del cultivo y sus controles con su desviacion estandar y el numero de réplicas utilizadas para su calculo.

E.coli pON.mCherry
. Sobrenadantes
Medio CONTROL - "
n Tiempo =0h Tiempo =24h
LB 1/5 1 24 23
E.coli pON.mCherry 2 27,5+2,12 232+25,46
Z/CA-07-16 1 32 31
Z/UzZ-B2-11 1 27 26
Z/UZ-B3-17 1 37 41
Z/VAL-06-15 1 33 24
Z/VAL-16-15 1 26 38
Z/VAL-19-05 1 35 38
Z/VAL-14-11 1 26 28
Z/RM-08-21 1 30 32
Z/VAL-14-04 1 24 29
cuil3 1 33 36
Vial -T 1 35 38
LB 1/5 Co-cultivo Sobrenadantes
n Tiempo =0h Tiempo =24h
LB 1/5 1 24 23
E.coli pON.mCherry 2 27,5+£2,12 232+25,46
Z/CA-07-16 4 32+4,55 188+25,13
Z/Uz-B2-11 4 32,75%+4,03 156,75+9,22
Z/Uz-B3-17 4 31,5+3,42 158,25+12,92
Z/VAL-06-15 4 32,5%4,2 162,5+8,35
Z/VAL-16-15 4 29,5+4,04 148,75+13,6
Z/VAL-19-05 4 33,75%4,57 234,25+23,56
Z/VAL-14-11 4 31,5+3,87 119,5+16,05
Z/RM-08-21 4 30,25+4,03 150,25+25,5
Z/VAL-14-04 4 31,5+3,42 229+12,57
cuil3 2 31,5+0,71 189+67,88
Vial -T 2 26,5+0,71 296+1,41
Sobrenadantes
CONTROL " "
n Tiempo =0h Tiempo =24h
BHI 2 274,5+2,12 289+1,41
E.coli pON.mCherry 3 273,66+1,53 973+2,83
Z/CA-07-16 1 271,00 280,00
Z/Uz-B2-11 1 275,00 283,00
Z/Uz-B3-17 1 282,00 288,00
Z/VAL-06-15 1 271,00 279,00
Z/VAL-16-15 1 283,00 296,00
Z/VAL-19-05 1 282,00 296,00
Z/VAL-14-11 1 289,00 297,00
Z/RM-08-21 1 283,00 300,00
Z/VAL-14-04 1 281,00 289,00
cuil3 1 275,00 293,00
BHI Vial -T 1 280 283
) Sobrenadantes
Co-cultivo - -
n Tiempo =0h Tiempo =24h
BHI 2 274,5+2,12 289+1,41
E.coli pON.mCherry 3 273,66+1,53 973+2,83
Z/CA-07-16 4 271,5%4,12 626,75+49,73
Z/Uz-B2-11 4 277+4,69 687,5+76,29
Z/Uz-B3-17 4 279,75+2,99 838+31,52
Z/VAL-06-15 4 270+5,35 781,66+29,28
Z/VAL-16-15 4 274,75%2,5 766+126,92
Z/VAL-19-05 4 277,75%4,99 924,5+105,56
Z/VAL-14-11 4 285+5,38 390,33+95,24
Z/RM-08-21 4 277,66+3,3 862,25+81,48
Z/VAL-14-04 4 280+6,22 757,25+62,25
cu13 2 271,5+3,54 843+142,84
Vial -T 2 274,5+4,95 830,5+109,6
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Tabla A7: Datos de fluorescencia a 0 y 24 h de S. aureus GFP (fluoréforo en el espectro verde) del
ensayo con sobrenadantes, con los medios de cultivo LB %5 y BHI. Se reflejan las medias de los datos
del cultivo y sus controles con su desviacion estandar y el numero de réplicas utilizadas para su calculo.

S.aureus GFP
X Sobrenadantes
Medio CONTROL - -
n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
LB 1/5 1 60 57
S.aureus GFP 2 59,5+0,71 826,5+437,7
Z/CA-07-16 1 56 55
Z/UZ-B2-11 1 59 57
Z/UZ-B3-17 1 60 60
Z/VAL-06-15 1 57 57
Z/VAL-16-15 1 59 59
Z/VAL-19-05 1 63 60
Z/VAL-14-11 1 59 59
Z/RM-08-21 1 58 56
Z/VAL-14-04 1 58 58
Ccu13 1 76 76
Vial -T 1 74 72
X Sobrenadantes
LB 1/5 Co-cultivo - -
n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
LB 1/5 1 60 57
S.aureus GFP 2 59,5+0,71 826,5+437,7
Z/CA-07-16 4 59,75+0,96 856+379,1
Z/UZ-B2-11 4 61,5+0,58 552,66+16,74
Z/Uz-B3-17 4 60,75+0,5 628,75+208,9
Z/VAL-06-15 4 58+0,82 557+13,08
Z/VAL-16-15 4 59,75+0,5 556,66+2,52
Z/VAL-19-05 4 62,5+0,58 838,75+171,9
Z/VAL-14-11 4 60,25+0,96 505+15,08
Z/RM-08-21 4 59+0,82 539,75+9,64
Z/VAL-14-04 4 60,5+1,29 602+23,81
Ccu13 2 770 416,5+2,12
Vial -T 2 73,5%+0,71 298,5+33,23
Sobrenadantes
CONTROL - -
n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
BHI 1 349 375
S.aureus GFP 2 339,5+2,12 668,5+82,73
Z/CA-07-16 1 346,00 369,00
Z/UZ-B2-11 1 345,00 365,00
Z/UZ-B3-17 1 336,00 354,00
Z/VAL-06-15 1 336,00 358,00
Z/VAL-16-15 1 348,00 366,00
Z/VAL-19-05 1 347,00 370,00
Z/VAL-14-11 1 359,00 390,00
Z/RM-08-21 1 344,00 365,00
Z/VAL-14-04 1 349,00 382,00
Cu13 1 350,00 381,00
Vial -T 1 337 370
BHI
. Sobrenadantes
Co-cultivo - -
n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
BHI 1 349 375
S.aureus GFP 2 339,5%2,12 668,5+82,73
Z/CA-07-16 4 342,75+2,5 500,25+54,96
Z/UZ-B2-11 4 344,25+2,22 361,5+2,52
Z/UZ-B3-17 4 332,75%+3,4 521+4,16
Z/VAL-06-15 4 342,541 591+40,55
Z/VAL-16-15 4 342+1,41 586,75+56,71
Z/VAL-19-05 4 346,5+1,91 528+22,99
Z/VAL-14-11 4 350,25+0,96 380,25+4,57
Z/RM-08-21 4 336,7510,96 526,75+11,9
Z/VAL-14-04 4 352,75+0,5 549+25,47
Ccu13 2 351+7,07 510,5+21,92
Vial -T 2 345+4,24 723,5+38,89

38



Trabajo de fin de grado

Maria Losilla Fau

Tabla A8: Datos de fluorescencia a 0 y 24 h de P. aeruginosa GFP (fluor6foro en el espectro verde) del
ensayo con sobrenadantes, con los medios de cultivo LB %5 y BHI. Se reflejan las medias de los datos

del cultivo y sus controles con su desviacion estandar y el numero de réplicas utilizadas para su calculo.

P.aeruginosa GFP
. Sobrenadantes
Medio CONTROL - -
n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
LB 1/5 1 60 57
P.aeruginosa GFP 2 59+1,41 516+2,83
Z/CA-07-16 1 56 55
Z/Uz-B2-11 1 59 57
Z/Uz-B3-17 1 60 60
Z/VAL-06-15 1 57 57
Z/VAL-16-15 1 59 59
Z/VAL-19-05 1 63 60
Z/VAL-14-11 1 59 59
Z/RM-08-21 1 58 56
Z/VAL-14-04 1 58 58
Cu1l3 1 76 76
Vial -T 1 74 72
. Sobrenadantes
LB 1/5 Co-cultivo - -
n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
LB 1/5 1 60 57
P.aeruginosa GFP 2 59+1,41 516+2,83
Z/CA-07-16 3 58,66+0,58 712,66+317,26
Z/Uz-B2-11 4 60,5+1,29 535,5+7,59
Z/Uz-B3-17 4 59+0,82 608,25+176,81
Z/VAL-06-15 4 58+082 932,25+464,61
Z/VAL-16-15 4 58,5+1 718,75+358,18
Z/VAL-19-05 4 61+0,82 556+7,87
Z/VAL-14-11 4 59,25+0,96 803,75+361,49
Z/RM-08-21 4 57+0 714,25+371,87
Z/VAL-14-04 4 58,75+1,26 764,25+367,9
Cu1l3 2 73,5+0,71 387+16,97
Vial -T 2 58+0,71 328+1,41
Sobrenadantes
CONTROL - -
n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
BHI 1 349 375
P.aeruginosa GFP 2 336+1,41 1007+41,01
Z/CA-07-16 1 346,00 369,00
Z/Uz-B2-11 1 345,00 365,00
Z/Uz-B3-17 1 336,00 354,00
Z/VAL-06-15 1 336,00 358,00
Z/VAL-16-15 1 348,00 366,00
Z/VAL-19-05 1 347,00 370,00
Z/VAL-14-11 1 359,00 390,00
Z/RM-08-21 1 344,00 365,00
Z/VAL-14-04 1 349,00 382,00
Cu1l3 1 350,00 381,00
Vial -T 1 337 370
BHI
. Sobrenadantes
Co-cultivo - -
n Tiempo =0 h Tiempo =24 h
BHI 1 349 375
P.aeruginosa GFP 2 336+1,41 1007+41,01
Z/CA-07-16 4 337+6,93 1141,66+5,51
Z/Uz-B2-11 4 340,53 1121,5+14,48
Z/Uz-B3-17 4 326+6,08 1089+48,66
Z/VAL-06-15 4 337,75+2,63 3803,25+3065,32
Z/VAL-16-15 4 331,33+2,08 1107,33+11,55
Z/VAL-19-05 4 337,75+2,06 1063,25+17,63
Z/VAL-14-11 4 346,25+3,4 2926,25+2167,16
Z/RM-08-21 4 333,5+1,29 4636,75+2427,01
Z/VAL-14-04 4 346,331+4,93 1082+34,39
CcuU13 2 336+5,66 3392+3518,56
Vial -T 2 337+11,31 1063,5+26,16
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Tabla A9: Datos de fluorescencia a 0 y 48 h de M. smegmatis GFP (fluordforo en el espectro verde) del
ensayo con sobrenadantes, con los medios de cultivo LB Y5 + 7H9. Se reflejan las medias de los datos
del cultivo y sus controles con su desviacion estandar y el numero de réplicas utilizadas para su calculo.

M.smegmatis GFP
. Sobrenadantes
Medio CONTROL - -
n Tiempo =0h Tiempo=48h
LB 1/5+7H9 1 74 87
M.smegmatis GFP 2 85t7,07 110£2,83
Z/CA-07-16 1 68 84
Z/Uz-B2-11 1 78 89
2/UZ-B3-17 1 75 81
Z/VAL-06-15 1 84 87
Z/VAL-16-15 1 80 80
Z/VAL-19-05 1 81 84
Z/VAL-14-11 1 92 102
Z/RM-08-21 1 73 83
Z/VAL-14-04 1 77 90
Cu13 1 87 100
Vial -T 1 76 89
) Sobrenadantes
LB 1/5+7H9 Co-cultivo - -
n Tiempo =0h Tiempo =48 h
LB 1/5+7H9 1 74 87
M.smegmatis GFP 2 85t7,07 110£2,83
Z/CA-07-16 4 80,25+4,35 165,75+108,93
2/UZ-B2-11 4 89,25+2,36 226,5£112,03
7/Uz-B3-17 4 88,25+3,59 167,25+71,65
Z/VAL-06-15 4 82,5191 161,5£101,95
Z/VAL-16-15 4 8812,94 147,75166,96
Z/VAL-19-05 4 866,38 167,5£97,89
Z/VAL-14-11 4 101,7545,44 190181,29
Z/RM-08-21 4 85,2513,77 238,33495,32
Z/VAL-14-04 4 88,25+2,22 11816
Cu13 2 110,5£2,12 173+120,21
Vial -T 2 98,540,71 12315,66
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Tabla A10: Datos de fluorescencia a 0 y 24 h de E.coli pON.mCherry (fluoroforo en el espectro rojo)
del ensayo con sobrenadantes y en co-cultivo a 0 semanas de incubacion (Ow) de las cepas ambientales,
en medio de cultivo LB Y. Se reflejan las medias de los datos del cultivo y sus controles con su

desviacion estandar y el nimero de réplicas utilizadas para su calculo.

E.coli pON.mCherry
ow Sobrenadante
Medio CONTROL _ ] _ ,
n | Tiempo=0h | Tiempo=24h| n |Tiempo=0h| Tiempo =24 h
LB 1/5 3 28,33+2,52 3143 1 28,5+2,12 30,5+£10,61
E.coli pON.mCherry 3 33,3343,79 220+26 2 29+2,83 230,5£20,51
Z-DW-12-08 1 33 43,5 1 27 31
Z-DW-12-09 1 30 30,75 1 33 35
Z-DW-15-10 1 28 35,75 1 30 24
Z-DW-34-08 1 25 47,75 1 34 31
Z-DW-35-03 1 27 58,5 1 32 30
Z-DW-39-02 1 31 33,75 1 34 28
Z-DW-52-01 1 33 220,25 1 30 33
Z-DW-52-09 1 35 52,25 1 34 27
Z-DW-14-10 1 26 37,25 1 33 33
Z-DW-46-01 1 34 243,25 1 25 27
Oow Sobrenadante
LB 1/5 Co-cultivo ] ) ] )
n | Tiempo=0h | Tiempo=24h| n |[Tiempo=0h| Tiempo=24h
LB 1/5 3 28,33+2,52 3143 1 28,5+2,12 30,5+£10,61
E.coli pON.mCherry 3 33,3313,79 220426 2 29+2,83 230,5+20,51
Z-DW-12-08 4 31+3,92 43,519,04 4 30,543,7 42+4,55
Z-DW-12-09 4 32,7513,3 30,75+4,03 4 32,75+2,63 | 207,5+10,75
Z-DW-15-10 4 31+4,32 35,7516,4 4 28,25+1,89 | 200,75%7,27
Z-DW-34-08 4 | 31,25t4M43 | 47,75%27,11 | 4 333,37 212,75+17,69
Z-DW-35-03 4 31,544,2 58,5126,71 4 30+3,83 235,25+9,57
Z-DW-39-02 4 30+3,56 33,75+8,1 4 31+3,65 149,75+1,71
Z-DW-52-01 4 31,5%£3,32 | 220,25+83,44 | 4 29442 3045,23
Z-DW-52-09 4 314,24 52,25+3053 | 4 30+2,5 152,5+3,7
Z-DW-14-10 4 30,544,2 37,2514,92 4 33,6611,5 165,2518,38
Z-DW-46-01 2 29+3,56 243,25+81,33 | 4 29,75+2.,5 174,2516,29
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Tabla A11: Datos de fluorescencia a 0 y 24 h de S.aureus GFP (fluor6foro en el espectro verde) del
ensayo con sobrenadantes y en co-cultivo a 0 semanas de incubacion (0w) de las cepas ambientales, en
medio de cultivo LB %s. Se reflejan las medias de los datos del cultivo y sus controles con su desviacion
estandar y el niimero de réplicas utilizadas para su calculo. * Los valores en rojo no son validos debido

a una contaminacion.

S.aureus GFP

ow Sobrenadante
Medio CONTROL . . . .
n |Tiempo =0h| Tiempo =24 h n [Tiempo=0h Tiempo =24 h
LB 1/5 2 6610 6510 2 60,5+0,71 63+0,71
S.aureus GFP 2 | 65,5+0,71 254,5+9,19 2 60,5+0,71 264+14,14
Z-DW-12-08 1 63 81 1 62 84
Z-DW-12-09 1 63 78 1 61 487
Z-DW-15-10 1 64 65 1 57 63
Z-DW-34-08 1 64 78 1 57 60
Z-DW-35-03 1 65 66 1 61 66
Z-DW-39-02 1 65 81 1 66 74
Z-DW-52-01 1 65 60 1 58 60
Z-DW-52-09 1 66 67 1 58 522
Z-DW-14-10 1 62 86 1 66 69
Z-DW-46-01 1 61 62 1 57 58
ow Sobrenadante
LB 1/5 Co-cultivo . . ) )
n |Tiempo=0h| Tiempo=24h | n |Tiempo=0h Tiempo =24 h
LB 1/5 2 6610 6510 2 60,5+0,71 63+0,71

S.aureus GFP 2 | 65,5+0,71 254,5+9,19 2 60,5+0,71 264+14,14
Z-DW-12-08 4 | 66,25+2,5 122,546,81 3 6711 88,33+11,02
Z-DW-12-09 4 | 66,75+0,5 109,75+1,26 4 64+2,71 556+16,02
Z-DW-15-10 4 | 66,5£1,29 | 264,25+11,03 4 | 60,75+0,96 103,5+16,58
Z-DW-34-08 4 | 66,25+0,5 267,5+14,27 4 60+0,82 560,75+359,41
Z-DW-35-03 4 | 66,5%0,58 283+14,35 4 63,5+0,58 20045,72
Z-DW-39-02 4 | 66,25+0,96 | 216,25+29,99 4 | 67,7510,96 299,25+136,23
Z-DW-52-01 4 | 65,5%0,58 238,5+8,66 4 | 58,25+0,50 150+1,41
Z-DW-52-09 4 | 66,25+0,96 176+6,98 4 | 60,25+0,50 584,75+280,03
Z-DW-14-10 4 | 66,5%0,58 147,2549,81 4 68,5+0,58 488+221,52
Z-DW-46-01 2 650,82 260,25+23,49 4 | 58,25+1,50 332+43,92
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Tabla A12: Datos de fluorescencia a 0 y 24 h de P. aeruginosa GFP (fluoréforo en el espectro verde)
del ensayo con sobrenadantes y en co-cultivo a 0 semanas de incubacion (Ow) de las cepas ambientales,
en medio de cultivo LB Y. Se reflejan las medias de los datos del cultivo y sus controles con su
desviacion estandar y el nimero de réplicas utilizadas para su calculo. * Los valores en rojo no son

validos debido a una contaminacion.

P.aeruginosa GFP
Oow Sobrenadante
Medio CONTROL . . . .
n | Tiempo=0h Tiempo =24 h n | Tiempo =0 h | Tiempo =24 h
LB 1/5 2 66+0 65+0 2 60,5+0,71 630,71
P.aeruginosa GFP| 2 6410 818+427,09 2 60,5+0,71 851+472,35
Z-DW-12-08 1 63 81 1 62 84
Z-DW-12-09 1 63 78 1 61 487
Z-DW-15-10 1 64 65 1 57 63
Z-DW-34-08 1 64 78 1 57 60
Z-DW-35-03 1 65 66 1 61 66
Z-DW-39-02 1 65 81 1 66 74
Z-DW-52-01 1 65 60 1 58 60
Z-DW-52-09 1 66 67 1 58 522
Z-DW-14-10 1 62 86 1 66 69
Z-DW-46-01 1 61 62 1 57 58
Oow Sobrenadante
LB 1/5 Co-cultivo ) . ) )
n | Tiempo=0h Tiempo =24 h n | Tiempo =0 h [ Tiempo =24 h
LB 1/5 2 6610 6510 2 60,5+0,71 630,71
P.aeruginosa GFP| 2 6410 818+427,09 2 60,51+0,71 851+472,35
Z-DW-12-08 4 64,51 653,75+403,51 3 63,33+2,08 | 470,33+21,59
Z-DW-12-09 4 | 65,25+1,71 482,25+10,05 3 6343 543,33+14,22
Z-DW-15-10 4 | 64,751,26 681+269,56 3 58,33+2,08 | 852,33+477,4
Z-DW-34-08 4 64,5+1,29 688+282,88 3 57,66+2,52 540,6618,5
Z-DW-35-03 4 64,25+1,26 690+258,24 3 60,33+2,08 | 673+2,48,55
Z-DW-39-02 4 64,5+1 828+342,19 3 65,33+2,52 | 513,33+14,57
Z-DW-52-01 4 6311,41 815,5+328,3 3 55,66+2,08 61,66%3,06
Z-DW-52-09 4 63,75%1,26 624,5+274,49 3 606,08 658+380,62
Z-DW-14-10 4 | 64,25+0,96 612,75+332,23 3 65+2,65 529,33+11,55
Z-DW-46-01 2 640,82 642,75+257,72 3 57,33+1,53 |706,33+324,53

43



Trabajo de fin de grado Maria Losilla Fau

Tabla A13: Datos de fluorescencia a 0 y 48 h de M. smegmatis GFP (fluoréforo en el espectro verde)
del ensayo con sobrenadantes en medio de cultivo LB %5 + 7H9. Se reflejan las medias de los datos del
cultivo y sus controles con su desviacion estandar y el nimero de réplicas utilizadas para su calculo. *
Los valores en rojo no son validos debido a una contaminacion.

M.smegmatis GFP
Sobrenadante
Medio CONTROL ) )
n | Tiempo=0h | Tiempo =48 h

LB 1/5 +7H9 2 78+ 83+1,41

M.smegmatis GFP| 2 84+8,49 199,5+128
Z-DW-12-08 1 76 78
Z-DW-12-09 1 71 74
Z-DW-15-10 1 79 166
Z-DW-34-08 1 74 93
Z-DW-35-03 1 77 89
Z-DW-39-02 1 83 143
Z-DW-52-01 1 69 73
Z-DW-52-09 1 82 83
Z-DW-14-10 1 89 88
Z-DW-46-01 1 72 76

Sobrenadante
LB 1/5 +7H9 Co-cultivo . )
n | Tiempo=0h | Tiempo =48 h

LB 1/5 +7H9 2 78+ 831,41

M.smegmatis GFP| 2 84+8,49 199,5+128
Z-DW-12-08 4 91,75+4,19 308+295,85
Z-DW-12-09 4 81,75+2,06 | 377,5+296,16
Z-DW-15-10 4 89,75+2,63 | 329,5+214,78
Z-DW-34-08 4 86,515,07 208+104,99
Z-DW-35-03 4 83,7543,5 154,5+69,17
Z-DW-39-02 4 90,25+0,96 115,5+8,06
Z-DW-52-01 4 76,25+2,22 207+121,38
Z-DW-52-09 4 8814,69 223,25+137,58
Z-DW-14-10 4 95,5+3,7 170+88,70
Z-DW-46-01 4 82+2,16 274,75+158,36
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Paired Comparisons of Materials within Each Testigo
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Figura A4: Analisis de las medias de los porcentajes de crecimiento segun cepas testigo: EC: E. coli
pONmCherry, PA: P. aeruginosa GFP, SA: S. aureus GFP. Y segln ensayo de inhibicion en co-cultivo

y con sobrenadantes. Figura fue generada con R a partir de la libreria ggplot2.
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