Servicio de Caracterizacién molecular de microbioma en
muestras de agua.

Nombre Genérico
Caracterizacién de Microbioma

Certificacion
Certificacién por ente Secuenciador de Acidos Nucleicos

Descripcién General

La caracterizacién de microbioma consiste en un ensayo cuantitativo seguido por un anilisis
bioinformético que permite identificar y contabilizar las especies bacterianas presentes en una
Mmuestra. Este ensayo detecta y contabiliza todos los microorganismos que poseen el operén 165
de ARN ribosomal como parte de su estructura gendmica. Este operén consta de
aproximadamente ~1,500 pares de bases que deben ser secuenciadas por lo menos en un 90%.
A partir del proceso técnico, los datos son analizados con algoritmos bioinforméticos. La
interpretacion de estos resultados se basa en la descripcién del microbioma secuenciado 3 nivel
taxonomico, e identificacién, cuantificacion Yy seguimiento de individuos bacterianos de interés.

Motivacién de Ensayo

El ensayo debe realizarse en reservorios de agua con el objetivo de caracterizar su carga y
diversidad microbiana. De esta manera identificar bacterias patogénicas y persistentes que
puedan tener un efecto nocivo en la salud humana y ambiental.

Descripcidn Técnica

El ensayo es un proceso de secuenciacién completo conformado por 5 fases: inicialmente
consiste en la preparacién de muestra (1), extraccién de 4cidos nucleicos (2), preparacién de
libreriay generacién de lecturas (3), analisis bioinformaticos (4), reporte de resultados genémicos
(5). Cada punto ser4 descrito a continuacidn:



(1) Obtener una matriz donde la muestra esté debidamente presentada. En caso de
microbioma acuético, los individuos de la comunidad deben ser agrupados mediante
técnicas de filtrado de agua por membranas. Una disolucion de amortiguador TE (10 mM
Tris-HCl, 1mM EDTA y al pH de 8) y los organismos aislados debe rendir una turbidez de
al menos 2 McFarland.

(2) El proceso de extraccion de 4cidos nucleicos de las comunidades filtradas consiste en el
sislamiento del material genético de los organismos presentes en la muestra. La
extraccion debe proveer ADN de alta calidad y peso molecular. Este debe ser de almenos
20 ng/iL con una razén 260/280 mayor a 1.8.

(3) La preparacion de librerias y generacion de lecturas debe consistir en fragmentos del gen
16S rRNA con una distribucién media de longitud n50 de al menos 1,300 bases. Esto
garantizaria la reconstruccién del microbioma en fases posteriores de andlisis. La
produccion de datos crudos no debe ser menor a las 18,000,000 bases por cada muestra
para garantizar la mayor cobertura de datos posibles. Estos parametros pueden ser
modificados con soporte experimental y andlisis de rarefaccion.

(4) La tuberia de datos bioinformatico que deberd ser corrida debe proveer respuestas a la
biodiversidad en comparacion con muestras de linea base que seran proporcionadas, la
abundancia relativa y absoluta de cada organismo, en especial aquellos de interés de
monitoreo.
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El reporte debe comprender parametros de calidad de datos gendmicos como
distribucién de calidad de lecturas generadas (si aplica), total de lecturas generadas por
experimento y el informe bioinformatico con todos los parametros mencionados
previamente. Estos datos deben estar acompafiados de los metadatos suministrados por
muestra, y estar presentados de forma pertinente dentro del reporte.

(6) Los reportes de resultados deben estar debidamente presentados mediante una
plataforma web de alta disponibilidad. Esta plataforma web debe permitir el monitoreo
geografico de los andlisis de microbioma, al igual que herramientas para el analisis de sus
fluctuaciones, y estar abierto para incorporar otros tipos de analisis que puedan ser
requeridos por el laboratorio a partir de esos mismos datos generados. La plataforma
debe estar habilitada para uso del personal solicitante.

Resultados Esperados

Estos ensayos deben ser concluidos con la entrega de un reporte que indique: la diversidad
microbiana en cada muestra con respecto a la linea base proporcionada, la distribucion de
microorganismos de la muestra, los organismos con capacidad patogénica para los seres
humanos, al igual que aquellos organismos persistentes, es decir, que pueden desarrollar
resistencia a agentes desinfectantes.



Entrega de Resultado
El tiempo de entrega de resultados por muestra no debe ser mayor a los 20 dias laborables.

Competencia Técnica y Analitica
El ensayo debe estar certificado por una entidad especializada de procesos de secuenciacion.

Entrega de Muestras

Inapa entregard las muestras en Frascos previamente esterilizados de 1 litro de capacidad. El
proveedor se compromete a la devolucion de dichos frascos. Entrega de la muestra posterior a
la recoleccion de 24h a 72h a una temperatura de 4 grados Celsius. Hasta una semana en
temperatura de -8 a -20 grados Celsius.

Tiempo de Servicio:

El oferente adjudicado entregara resultado por muestra en un plazo no mas de veinte (20) dias
a partir de su recepcion.
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Firma de Encargado de Laboratorlo
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