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Resumen de la tesis que presenta Stefanny Karina Cordova Rangel como requisito par-
cial para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Cuantificacion de coliformes fecales en extractos de moluscos bivalvos usando el
gen LacZ

Resumen aprobado por:

Dr. Miguel Angel del Rio Portilla

Algunas areas de cultivo de moluscos bivalvos estan expuestas a la contaminacién
de aguas residuales, lo que puede producir la concentracién de bacterias conocidas
como coliformes fecales. Escherichia coli es la bacteria representativa de este grupo vy,
cuando esta en concentraciones altas, es la causa principal de enfermedades
gastrointestinales al consumidor. Por lo que es importante conocer la concentracidén de
estas bacterias en los moluscos bivalvos antes de su consumo. El método convencional
para la deteccién de coliformes fecales es el nUmero mas probable (NMP), el cual,
actualmente se basa en ensayos bioquimicos del producto del gen LacZ. Estos ensayos
tardan en producir resultados hasta las 48 h. Por lo tanto, la utilizacion de la técnica
molecular de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real
(gPCR) puede ser una alternativa en la disminucién del tiempo para procesar una
muestra entre 6-8 h. En este estudio se propone un protocolo para la cuantificacion de
coliformes fecales en moluscos bivalvos utilizando el gen LacZ por gPCR que pudiera
ayudar a la cuantificacion. Para ello se utilizé la cepa de E. coli Top10 y se probaron dos
condiciones del material genético y dos reporteros para la qPCR. La primer condicion
fue: DNA de E. coli obtenido a través de un proceso de extraccion y purificacion con un
kit comercial. La otra condicion fue mediante la liberacién del material genético de E. coli
por el método de lisis celular térmica (MLCT) de la muestra de homogenado de ostion
(HO) a analizar sin extraccién ni purificacion del DNA. El fluorocromo SYBR Green y una
sonda de hidrdlisis especifica del gen LacZ se usaron como reporteros. Tanto el DNA de
E. coli como el MLCT dieron resultados positivos en la amplificacion al agregarlos
directamente al HO. Debido a que el proceso de extracciéon de DNA no es 100 %
eficiente, se decidid utilizar el MLCT para obtener las curvas estandar con los reporteros.
El SYBR Green tuvo como limite de deteccion 48,000 cel-reaccion™, valor muy por arriba
de los limites deseados de deteccion de 200 cel-reaccion. Mientras tanto la sonda de
hidrolisis con MLCT se lograron detectar muestras hasta 124 cel-reaccion™. Se
considera que este procedimiento tiene potencial para su uso en la deteccion rapida de
coliformes fecales en moluscos bivalvos.

Palabras Clave: gen LacZ, coliformes fecales, moluscos bivalvos y qPCR.



Abstract of the thesis presented by Stefanny Karina Cérdova Rangel as a partial require-
ment to obtain the Master of Science degree in Master in Sciences in Aquaculture.

Quantification of fecal coliforms in bivalves extracts using the LacZ gene

Abstract approved by:

Dr. Miguel Angel del Rio Portilla

Some areas of cultivation of bivalve mollusks are exposed to sewage pollution, which
can lead to the concentration of bacteria known as fecal coliforms. The Escherichia coli
bacterium is representative of this group and, when in high concentrations, is the major
cause of gastrointestinal diseases to the consumer. So it is important to know the
concentration of this bacterium in bivalve mollusks before consumption. The conventional
method for the detection of fecal coliforms is the most probable number (MPN), which is
based on biochemical assays of the LacZ gene product. This tests takes more than 48 h
to produce results. Therefore, using the molecular technique quantitative polymerase
chain reaction, gPCR (sometimes called real-time PCR) can be an alternative in reducing
the required time down to 6-8 h. In this study, a protocol for the quantification of fecal
coliforms in bivalves using the gene LacZ for qPCR was developed. For E. coli Top10,
two conditions of genetic material and two reporters were tested for gPCR. The first
condition was: DNA of E. coli obtained through a process of extraction and purification
with a commercial kit. The other condition was by releasing the genetic material of E. coli
by the method of thermal cell lysis (MLCT) without extraction or purification of DNA. The
fluorochrome SYBR Green and a specific hydrolysis probe for the LacZ gene were used
as reporters. Both the DNA of E. coli and the MLCT gave positive results in amplification
when added directly to an oyster homogenate (HO). Because the DNA extraction
process is not 100 % efficient, it was decided to use the MLCT for standard curves with
reporters. The SYBR Green has detection limit of 48,000 cel-reaction™, value well above
the desired detection limits of 200 cel-reaction”'. Meanwhile the hydrolysis probe with
MLCT was able to detect samples with 124 cel-reaction™. It is considered that this
method has potential to be used in the rapid detection of fecal coliforms in bivalves.

Keywords: LacZ gene, fecal coliforms, bivalves mollusks and qPCR.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Caracteristicas biologicas de los moluscos bivalvos y su vinculacién con la

contaminacion fecal

Los moluscos bivalvos, pelecipodos (Pelecypoda) o lamelibranquios
(Lamellibranchia) son una clase del filo Mollusca con mas de 50,000 especies descritas,
la mayoria marinas entre las que se encuentran mejillones, ostiones y almejas
(Gosling, 2003; Hickman et al., 2006). Son sésiles y habitan fondos lodosos, arenosos y
rocosos, también se les puede encontrar adheridos a raices de mangle (Marquez y
Jiménez, 2002). Se caracterizan por presentar lamelas branquiales que les sirven en la
alimentacion y el intercambio gaseoso. EI mecanismo de alimentacion por filtracion
(Figura[l), inicia con el ingreso de las corrientes de agua (oxigeno y materia organica) a
la cavidad del manto (Gosling, 2003; Hickman et al.,, 2006). La materia organica se
atrapa en cordones de mucosa, la cual la secretan las células glandulares de las
branquias y palpos labiales. Seguido del tamizado de las particulas en los poros de las
branquias. Finalmente, por accién ciliar se dirigen hacia los palpos labiales y a la boca.
Sin embargo, aquellas particulas que no se tamizan por los poros de las branquias caen
a la cavidad paleal y se expulsan. A estas particulas se les atribuye el nombre de

pseudoheces (Hickman et al., 2006).

Alimento en

corddn mucoso / '

Manto

Corriente exhalante
Corriente inhalante

' Pie h- e
Sifon  ®,
/ / // inhalante

Palpo
s
labial Concha Manto Arena ¥ desech©

Figura 1: Mecanismo de alimentacion de los moluscos bivalvos. Modificado de Hickman et al. (2006).



El estilo de vida sedentario de estos moluscos y su alimentacion por filtracion en
zonas cotaminadas, favorece la retencion de materia organica y bacterias, tanto en la
cavidad paleal como en su sistema digestivo. Algunas de esas bacterias pueden resultar
patégenas para el ser humano por su especificidad (Vibrio cholerae viobar O1) o porque
su cantidad es tan alta que supera los mecanismos de defensa del ser humano
(Escherichia coli) (Rosas et al., 1985; Rippey, 1994). Por ejemplo, el ostion americano
Crassotrea virgnica filtra de 3.9 a 20 I-h ' de agua de mar (Rosas et al., 1985), y pueden
retener el 100 % de particulas con dimensiones de 5 a 6 um, mientras que para las de
2 um su eficiencia de retencién disminuye entre el 35al 70 % (Riisgard, 1988), la
determinacién de la calidad microbiologica es fundamental para garantizar la inocuidad
en el consumo de moluscos bivalvos. De lo contrario, la ingesta de estos organismos en
estado crudo, conlleva al riesgo de ocurrencia de enfermedades infecciosas en humanos
(Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2014), causadas por bacterias presentes en

aguas residuales contaminadas (Rippey, 1994).

1.2. Coliformes fecales en moluscos bivalvos

La presencia de contaminacién fecal en &reas de cultivo de moluscos bivalvos se
vincula a zonas proximas con actividades agricolas y en creciente poblacion humana
(Rosas et al., 1985), ya que son propensas a la entrada de aguas de escorrentias

agricolas y aguas residuales (Borbon-Orozco et al., 1994).

Por consiguiente, algunas agencias gubernamentales han mantenido la calidad y
seguridad del producto a través de diversos programas (Larkiny Hunt, 2014). En
México, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS)
es la encargada de proteger a la poblacién contra riesgos sanitarios en conjunto con el
Programa Mexicano de Sanidad de Moluscos Bivalvos (PMSMB). Se indica que
moluscos bivalvos con niveles superiores a 230 CF-100 g', éstos deben de ingresar a

un proceso de depuracion por al menos 48 h (COFEPRIS, 2009).

El proceso de depuracion consiste en la inmersion de los moluscos bivalvos en
tanques de flujo abierto o en recirculacién con entrada de agua de mar desinfectada,

generalmente con ozono o luz ultravioleta. De tal manera que al introducir los



organismos en agua limpia, éstos retoman su actividad de bombeo de agua, lo que da
lugar a la reduccion de microorganismos en las branquias y en el aparato intestinal
(Rees et al., 2010). Por ello, Leal Diego et al. (2013) mencionan que el proceso de
depuracion con agua tratada con luz UV se debe considerar como la fase mas

importante de la produccién de estos organismos previo al consumo humano.

A lo largo del proceso de depuracidon, entre las bacterias que se utilizan como
indicadores de contaminacion fecal se incluyen a los coliformes (Hood et al., 1983). Las
bacterias coliformes se localizan de forma persistente en la flora microbiana intestinal,
por consiguiente se excretan en las heces de personas y animales homeotermos
(Dombek et al., 2002). Los coliformes fecales se clasifican en totales y fecales e incluye
a los miembros de cuatro géneros de la familia Enterobacteriaceae: Enterobacter,

Escherichia, Citrobacter y Klebsiella.

Los coliformes totales comprenden a bacterias Gram-negativas aerobias o
anaerobias facultativas, no esporuladas, que fermentan lactosa con produccién de gas, a
partir de la actividad enzimatica (S—galactosidasa en un lapso de 48 h a 37°C
(Rompré et al., 2002). A diferencia, los coliformes fecales logran la fermentacién a 45 °C,
siendo Escherichia coli la especie mas prominente, al tener una cobertura del 90-100 %
en las heces de origen humano y animales homeotermos. Bajo esta singularidad,
Rosas et al. (1985) mencionan que la deteccion de E. coli permite determinar con mayor
confiabilidad la calidad bacteriolégica de los moluscos bivalvos previo a su

comercializacion (Nazaret et al., 2005).

1.2.1. Deteccion y cuantificacion de coliformes fecales

Se ha logrado la deteccion y cuantificacion de los coliformes fecales mediante el uso
de dos tipos de métodos: los convencionales (p. ej. Nimero mas probable (NMP) y el
conteo en placa) y los moleculares (p. ej. PCR y gqPCR) (De Abreu-Corréa et al., 2007).
Los métodos convencionales utilizan medios de cultivo que dan los nutrientes necesarios
para el desarrollo bacteriano. Lo que delimita su deteccion a solo células viables en un
tiempo superior a 48 h (Rompré et al., 2002). EI NMP consiste en la estimacidn estadistica

del numero de bacterias por unidad de volumen en una serie de diluciones en tubos. Para



ello, divide la prueba en dos fases: la primera se denomina fase presuntiva en la cual, se
utiliza medio de cultivo caldo lauril sulfato de sodio, mientras que en la fase confirmativa,
se emplea el caldo especifico para E. coli. Posterior, a las 48 h de la segunda fase se
contabiliza el nimero de tubos positivos, es decir, con produccién de gas. Este valor se
busca en las tablas del NMP para conocer la cantidad de coliformes fecales por cada

100 g de tejido de moluscos bivalvos.

En contraste, el empleo de métodos moleculares permite la cuantificacion temprana de
bacterias presentes en alimentos entre 6 a 8 h, con la ventaja de detectar el 25 a 50 % de
bacterias no cultivables. Rompré et al. (2002) mencionan que el porcentaje de bacterias
no cultivables no es detectado por las técnicas microbiol6gicas convencionales debido a
gue, como se menciond, se basan en caracteristicas bioquimicas de las bacterias, como

la técnica del NMP.

El método molecular gPCR es una técnica (Figura [2a) que se basa en la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa, (PCR por sus siglas en inglés), la cual, consiste en multiplicar
in vitro fragmentos especificos del DNA, delimitados por un par de cebadores (secuencia
corta de oligonucledtidos que se une en forma complementaria especifica a una cadena
unica de DNA), lo que resulta en el copiado del fragmento de forma exponencial,
utilizando tres temperaturas de: desnaturalizacién, hibridacion y polimerizacién
(Figura[2p). A diferencia de la PCR de punto final, en la qPCR la visualizacién de la
amplificacion del acido desoxirribonucleico (DNA) no es hasta que concluyan todos los
ciclos, al contrario, desde el inicio se observa el progreso de la reaccién mediante el uso
de flourocromos (Bustin, 2000; Bustin et al., 2009) que sirven como reporteros del

desarrollo de la reaccién.

El SYBR Green (SG) es uno de los fluorocromos que indican o reportan en tiempo
real la cantidad de DNA que se va sintetizando durante la PCR (Figura [2c) y es el mas
utiizado, debido a su bajo costo (Muhamad etal., 2011) con respecto a otros
fluorocromos. ElI SG se caracteriza por absorber a los 480 nm y emitir a los 520 nm,

cuando se intercala al DNA de doble hebra.
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Figura 2: Principio de la qPCR utilizando los fluorocromos con afinidad al DNA y la sonda de
hidrdlisis. a) Preparacion de la muestra: extraccion de DNA, preparacion de la mezcla para la
reaccion de PCR y colocacidon de las muestras en el termociclador, b) PCR: reaccion de la PCR
para la amplificacion del fragmento de intéres, c) Deteccion de fluordforos: La fluorescencia se
analiza espectralmente y el canal de deteccion va en funcion del fluorocromo, d) Analisis de
qPCR: e) Curva de amplificacion (unidades de fluorescencia vs. ciclos), f) Curva de disociacion
(dF/dT vs. temperatura), g) Curva estandar (Ct vs. concentracion) y h) Cuantificacion absoluta. Mo-
dificado de Bustin 2000, y de las presentaciones otorgadas por QIAGEN Company.



En el caso del fluorocromo SG se puede realizar la curva de disociacion, ya que
permite graficar la funcidon de la lectura de fluorescencia contra la temperatura en la que
se desnaturaliza el DNA amplificado (o amplicon). Al valor de fluorescencia maxima
alcanzada se le denomina Tm (Figura [2f). Cada producto o amplicén tiene su propia Tm,
ya que depende de la longitud y composicion nucleotidica del mismo (ej. fragmentos
largos tiene una Tm mayor a la de los fragmentos cortos). La presencia de dos o0 mas
picos, es decir, valores diferentes de Tm, sugiere que se ha obtenido mas de un
amplicon y que el proceso de amplificacion no fue especifico para el fragmento de

interés (Tamay de Dios et al., 2004).

Otro grupo de reporteros utilizados son las sondas de hidrdlisis que se conocen
también como sondas 5’ exonucleasa de la DNA polimerasa o de marcaje doble. Para
ello, se utilizan dos cebadores que amplifiquen el segmento de interés y otro
oligonucle6tido que es complementario a una region dentro del segmento de interés
llamado sonda. Esta sonda se marca con dos fluoréforos, un reportero unido al extremo
5’ y un apagador o "quencher.e" el extremo 3’. Mientras la sonda se integra, los niveles
de fluorescencia seran bajos. Conforme pasan los ciclos, la actividad 5’ exonucleasa de
la DNA polimerasa realiza la hidrolisis de la sonda y, por consiguiente, se liberan los
fluorocromos que incrementan la fluorescencia (Bustin, 2000). El termociclador detecta
el aumento en los valores registrados en el programa de qPCR. Seguidamente, para el
andlisis de la gPCR se procesan los valores registrados en el programa mediante una
serie de gréficas (Figura [2d). Iniciando con la curva de amplificaciéon (Figura [2e), esta
curva expresa la fluorescencia detectada por el termociclador en el eje de las ordenadas
(y) y el numero de ciclos de la PCR en el eje de las abscisas (x). Dependiendo de la
sensibilidad del sistema de deteccion y de los niveles de fondo del ensayo en cuestion,
se calcula el umbral del ciclo, que se define como el nimero de ciclos de PCR donde la
fluorescencia cruza el umbral del ciclo, a dicho valor se le denomina Ct. El Ct obtenido
corresponde a un fragmento del segmento de DNA de interés amplificado de manera
exponencial, es decir, que cada ciclo de amplificacion acumula el doble del producto
respecto al ciclo anterior. Lo que indica que un valor de Ct menor corresponde a una
concentracion inicial de DNA mayor, debido a que la fluorescencia esta en funcién de la

concentracion inicial de DNA (Bustin et al., 2009; Cornejo-Romero et al., 2014).



Después de la amplificacion, al realizar el analisis se obtiene la curva estandar
(Figura[2g) que se caracteriza por graficar los valores de Ct de los estandares
(diluciones seriadas de una cepa de referencia) contra las concentraciones iniciales de
las diluciones. Con la curva estandar se obtienen, mediante el analisis de la regresion
lineal, la ecuacion, la eficiencia de amplificaciéon y la sensibilidad de la reaccion
(Mackay, 2007).

Finalmente, se determina la cantidad de DNA o de células presentes en cada
reaccion mediante la deteccion de la senal de fluorescencia durante el proceso de la
PCR. Esta cantidad presenta una relacion directa con la cantidad de un fragmento de
interés presente en una muestra, al interpolar el valor de Ct de la muestra en la ecuacién
de la curva estandar (Bustin, 2000; Bustin et al., 2009). El método que transforma esa
senal en datos de concentracién de la sustancia de interés absoluta se denomina
cuantificacién absoluta (Figura[2h). Cabe mencionar que la cuantificacion relativa usa un
gen de referencia (Dorak, 2014) para cuantificar el gen de interés pero no se utilizara en

el presente estudio.

Debido a su analisis cuantitativo, la qPCR se ha utilizado en el diagnéstico de
coliformes fecales en muestras de intéres alimentario. Ejemplo de ello son los trabajos
de Koponen et al. (2002) y Molina IVy Lowe (2012), quienes concluyen que la
cuantificacion absoluta de coliformes fecales en muestras de agua es efectiva con el uso
de la sonda de hidrdlisis y el SG por la gPCR. A lo largo de estos trabajos (Tabla (1) se
incluyen las metodologias empleadas en la preparacién de la muestra, las cuales se
engloban en la extracciéon de DNA. En cambio, en el trabajo de Blackstone et al. (2007),
las muestras de homogenado de ostion (HO) utilizadas para la deteccion y cuantificacion
de patégenos por gPCR se someten a un método de liberacion del material genético
mediante la lisis celular térmica (MGLC). Este procedimiento tiene la finalidad de obtener
la liberacion del DNA total y la eliminacién de sustancias inhibidoras presentes en el HO
(ej. hemolinfa, lipidos y colageno) (Nolan et al., 2006; Poma et al., 2012) para que se

realice exitosamente la reaccion de PCR.



Tabla 1: Resumen de trabajos y métodos utilizados para la deteccion de coliformes fecales, CF en
muestras por qPCR junto con su descripcion: 1) Tipo de gen, 2) Nombre de la muestra y bacteria
detectar, 3) Limite de deteccion reportado en concentracion de DNA, células y copias por reaccion.

Limite de deteccidn

Gen/Fluoréforo Muestra/Bacteria ; ) Referencia

pg células copias
LacZ/sonda Agua/E. coli Koponen et al. (2002)*
LacZ/sonda Agua/CT 3 Foulds et al. (2002)
uidA/sonda Agua/E. coli 14 Lee et al. (2006)
16rRNA/SG Agua/E. coli 2.7 Liu et al. (2009)
LacZ/SG Agua/CF 1 200* Molina IV y Lowe (2012)
16rRNA/sonda Agua/CF 10 Ryu et al. (2014)
23rRNA/sonda Agua/E. coli 10 Gonzalez y Noble (2014)

*En este estudio no se evalu6 el limite de deteccion.

CT= coliformes y SG= SYBR Green totales

**La estimacion de células se obtuvo a partir de la relacion: 20 células de E. coli
equivalen a 100 fg (Luna et al., 2012).

1.2.2. Uso del gen LacZ en la cuantificacion de coliformes fecales

El gen LacZ se localiza dentro del genoma de E. coli (5,231,428 pb) en la posicion
448924 a 451998 con un tamafo de 3,075 pb (Kalnins et al., 1983) (Figura[3). Este gen

es uno de los genes estructurales del operdn Lac (4,992 pb).

Operon lac
(4,992 pb)

«m  ESCherichia coli
(5,231,428 pb)

Figura 3: Ubicacion del operdn lac en el genoma de E. coli. a) Genoma de E. coli (niumero de acceso
AE014075) que indica la posicion del operdn lac y b) Ampliacion del operdn Lac. Elaborada con CLC
Sequence Viewer version 7.5 de QIAGEN Company.



Especificamente, el analisis del gen LacZ en los métodos convencionales consiste
en detectar la produccién de la enzima [-galactosidasa para la diferenciacién de
bacterias que utilicen lactosa como fuente de carbono (como es el caso de los
coliformes), enzima que es codificada por el gen LacZ. En contraste, el uso del gen LacZ
en métodos moleculares tiene la finalidad de amplicar material genético de coliformes

fecales, mediante la gPCR.

A pesar de que la qPCR y el gen LacZ se aplican en muestras ambientales, no
existen trabajos que detecten y cuantifiquen coliformes fecales bajo esta técnica y gen

en moluscos bivalvos.

1.3. Justificacion del estudio

Por su forma de alimentacion los moluscos bivalvos, al estar expuestos en areas de
cultivo con contaminacion fecal, son susceptibles a concentrar bacterias fecales. Estas
bacterias, en ciertas cantidades, son nocivas para el ser humano cuando consumen
estos moluscos. Por ello, la estimacion de la cantidad y tipo de bacterias de los moluscos
a consumir debe realizarse en el menor tlempo posible para su salida al mercado.
Actualmente esta cuantificacién e identificacién se hace con pruebas bioquimicas y la
obtencién de resultados es de aproximadamente 48 h. La existencia de técnicas
moleculares para cuantificar e identificar organismos abre la puerta a buscar su
aplicacion en la estimacion de la carga bacteriana de moluscos cultivados en aguas
contaminadas por materia fecal en un tiempo menor. En este sentido, el presente estudio
busca aplicar el uso del gen LacZ en la cuantificacidon y deteccion de coliformes fecales

en moluscos bivalvos a partir de la gPCR.



Capitulo 2. Hipétesis y objetivos

2.1. Hipotesis

Dado que el gen LacZ esta asociado directamente con la presencia de coliformes
fecales, su estimacién a partir de dos tipos de fluorocromos por gPCR, nos indicara, en

un tiempo menor al método convencional, la cantidad de estas bacterias en la muestra.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo general

Determinar si la técnica de qPCR, puede ser utilizada para estimaciones de carga
bacteriana en moluscos bivalvos expuestos a contaminacion fecal usando el gen LacZ

como indicador de cantidad de bacterias.

2.2.2. Objetivos particulares

= Desarrollar un protocolo para la obtencion del limite de deteccidn del fluorocromo
SYBR Green usando el gen LacZ mediante la técnica de qPCR para la

cuantificacion de coliformes fecales en moluscos bivalvos.

= Desarrollar un protocolo para la obtencién del limite de deteccion de la sonda de
hidrolisis usando el gen LacZ mediante la técnica de gPCR para la cuantificacion

de coliformes fecales en moluscos bivalvos.

» Comparar los fluorocromos usando el gen LacZ por gPCR para la cuantificacién de

coliformes fecales en moluscos bivalvos.



Capitulo 3. Materiales y métodos

3.1. Material biologico
3.1.1. Obtencion del homogenado de ostion, HO

La preparacion del HO consisti6 en obtener ostiones (Crassostrea gigas) del
mercado de pescados y mariscos, ubicado en el puerto de Ensenada, B.C., México que
no presentaran alteraciones visuales en la concha, o que presentaran las valvas abiertas
con el fin de obtener organismos integros. De ahi, se trasladaron dentro de una bolsa de

plastico hacia el Laboratorio de Genética del Departamento de Acuicultura del CICESE.

Al llegar al laboratorio, se dio inicio al procedimiento para la preparacion de la
muestra (Figura [), iniciando con la limpieza de la concha. Los ejemplares se
etiquetaron y se registraron el largo y peso total. Después, se procedié a abrir los
ostiones para la obtencién del homogenado, para lo cual se vacio el liquido intervalvar y
el cuerpo del molusco bivalvo en un vaso de precipitado estéril previamente colocado en
una balanza para determinar el peso del contenido del ostion. De ahi, con una licuadora
Magic Bullet MBR-1701 (Homeland Housewares) se homogenizd por 1 min todo el
material que contenia el vaso de precipitado. De ese homogenado de ostién se
realizaron diluciones desde 1:2, 1:10 hasta 1:100 con amortiguador de fosfato (Apéndice
B), equivalente a 1, 0.1 y 0.001 g de ostidn, respectivamente. Todo este protocolo se
realizd de acuerdo a lo descrito por COFEPRIS (2011).

Procesamiento del ostion

v v v v v
Biometria Desconchado Pesado Homogenizado Diluciones

Figura 4: Procedimiento para la obtencion del homogenado de ostidn, de acuerdo a lo descrito por
COFEPRIS (2011).
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3.1.2. Cultivo de la cepa de referencia

Para establecer un control sanitario respecto a la cantidad de bacterias fecales, una
referencia de crecimiento bacteriano y produccién del gen LacZ, se utilizd Escherichia
coli (Top 10 de Invitrogen) por ser la mejor representante de este grupo, tal como se
expuso en la Sesidn trigésimo quinta en Roma, ltalia, 2-7 Julio 2012, liderada por
FAQJOMS? y la Comisién de CODEX Alimentarius. Esta bacteria la proporciond el
laboratorio de Genética del Departamento de Acuicultura, CICESE. Esta bacteria se
utilizé en la preparacion de la curva estandar y para el inoculado del HO. El crecimiento
de la bacteria se realiz6 en medio Caldo Luria Bertani, LB (SIGMA) a 37 °C por 250 rpm
durante toda la noche en una incubadora con agitacion, MaxQ 4000 (ThermoFisher
Scientific). Se determiné la densidad optica DOgqy a partir de la lectura tomada con un
nano espectrofotdmetro NanoDrop Lite (ThermoFisher Scientific) para conocer la
concentracion de células. A partir de estas concentraciones se diluyd el cultivo para

obtener los valores de concentracion requeridos para analisis posteriores.

3.1.3. Extraccion del DNA bacteriano

Se extrajo el DNA bacteriano utilizando el kit comercial DNeasy R Blood & Tissue de
QIAGEN, siguiendo la metodologia del fabricante con algunas modificaciones
(Apéndice A). El producto de DNA total se cuantific6 con el NanoDrop Lite, a una
longitud de onda de 260 nm. También, se valoré la pureza del DNA, estableciendo la
relacion de absorbancia 260/280 y 260/230.

3.2. Cebadores del gen LacZ

La eleccion de los cebadores fue en funcion del gen LacZ por su uso en métodos de
monitoreo convencionales, debido a que se basan en el producto de expresion
B—galactosidasa del gen. Se sintetizaron cebadores con la empresa SIGMA-ALDRICH
Quimica S.A. de C.V. Los cebadores utilizados para el fluorocromo SG se seleccionaron

del estudio realizado por Molina IV y Lowe (2012) para muestras de agua, mientras que

'Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
2Organizacion Mundial de la Salud



13

los de la sonda de hidrélisis del trabajo de Koponen et al. (2002) ambos para la

deteccién y cuantificacion de coliformes fecales (Tabla [2).

Complementando la evaluacion de los cebadores, se realizé un analisis en el programa
CLC Sequence Viewer version 7.5 (QIAGEN Company) para verificar la ubicacion de los
cebadores dentro del operon Lac, especificamente en el gen LacZ de Escherichia coli.
Después, se descargo la secuencia del gen LacZ desde el banco de genes (GenBank)
con el numero de acceso JX072964 (Kalnins et al., 1983). Asimismo se descargaron otras

secuencias de este gen depositadas en el GenBank para comparacion por alineamiento.

Tabla 2: Cebadores para qPCR seleccionados para la cuantificacion de coliformes fecales.

Cebador Secuencia Referencia

LZL-389 5-ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC-3 Molina IV y Lowe (2012)
LZR-653 5-GGTTTATGCAGCAACGAGACGTCA-3 y
lacZF1 5-CCTGAGGCCGATACTGTCGT-3’
lacZR1 5-TTGGTGTAG ATGGGCGCAT-3’ Koponen et al. (2002)
lacZ1sonda [FAM]-TCCCCTCAAACTGGCAGATGCACG-[TAM]

3.3. Curva estandar con DNA bacteriano y SYBR Green, SG

Una vez revisados los cebadores para SG, se inici6 el proceso para la obtencién de
la curva estandar a partir del DNA de E. coli. Se realizaron diluciones seriadas
(1:4 y 1:8) desde una concentracidon normalizada de aproximadamente 100 ng-ul™.
Seguidamente, la mezcla de la gPCR se preparé con un volumen final de 25 ul y se
adicioné: 1X de Rotor-Gene SYBR Green PCR Master Mix, 0.25 mM de cada iniciador,
8.3 ul de agua libre de nucleasas y 4 ul del DNA extraido de cada dilucion como
templado. Las condiciones de amplificacion (modificadas de Molina IV y Lowe, 2012)
consistieron en: 90 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 90 °C por
30 s y alineamiento/extension a 60 °C por 60 s. Después de que la qPCR finalizé, se
realizdé un analisis de la curva de disociacion del producto de PCR para verificar su
especificidad e identidad, desde 72 °C a 95 °C con una tasa de incremento en
temperatura de 0.5 °C. El anadlisis se realizd en el termociclador en tiempo real
Rotor-Gene Q (QIAGEN). También se visualizaron los productos de PCR en una matriz
de agarosa por electroforesis (Apéndice C). Por ultimo, la curva estandar se generé a
partir de los valores de Ct de cada dilucidbn contra la concentracion de DNA

correspondiente, la cual se utilizo para la cuantificacién absoluta mas adelante.
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3.4. Cuantificacion bacteriana en HO y con SG
3.4.1. Método de lisis celular térmica (MLCT)

Una vez que se obtuvo el HO (ver Seccion se tomaron dos alicuotas de 750 ul
de la dilucién (1:10), sugerida por Blackstone et al. (2003), quienes la utilizaron en la
deteccion de Vibrio parahaemolyticus en HO por qPCR. A cada aliquota se le
adiciond una concentracion conocida de cultivo bacteriano. Después se compararon los
métodos, del DNA por kit comercial y el método de lisis celular térmica (MLCT)
propuesto por Blackstone et al. (2003). Este ultimo método consistio en calentar 1 ml de
muestra a 95 °C por 15 min en una plancha de calentamiento Termoblock (VWR),
después se centrifugdb a 4°C a 13,225 x g por 10 min en una centrifuga 5415R
(Eppendorf). Finalmente, el sobrenadante se utiliz6 como templado en la gPCR, donde
las condiciones para la mezcla maestra, la reaccion y la curva de disociacion fueron

semejantes a los puntualizados en la Seccion [3.3]

3.4.2. Limite de deteccion

Para conocer el limite deteccion del SG, se prepararon muestras en las que se
adicion6 cultivo bacteriano. Para ello, se realizaron diluciones, (1:2) iniciando desde
3,500,000 hasta 43,750 cel-reaccion™, para después adicionarlas en alicuotas del HO
(1:10).

Luego, de cada muestra (HO + células de E. coli) se utilizé el MLCT para la obtencion
del templado. Con respecto a las condiciones de la reaccion, la mezcla de la reaccién y la
curva de disociacion, se establecid la directriz de someter a las muestras bajo el mismo
procedimiento que se describe en la Seccion En relacion a la cuantificacion absoluta
por gPCR a partir de los valores de Ct de cada muestra y con la curva estandar (obtenida

de la cepa de referencia), se conocid la concentracion inicial en cada muestra evaluada.

3.4.3. Ensayo de enriquecimiento bacteriano

Con la finalidad de incrementar la cantidad de bacterias iniciales en la muestra del

SG, se evalub HO a una dilucion 1:10 y 1:100 considerando el trabajo de
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DePaola y Hwang (1995). Ellos indican que bajo estas diluciones se incrementa la
cantidad de bacterias en las muestras, lo que permite una buena deteccion vy
cuantificacion en concentraciones menores de Vibrio cholerae en ostiones por qPCR.
Gonzalez et al. (1999) y Takahashi et al. (2009) indican que el enriquecimiento, es decir,
incubar un tiempo la muestra; incrementa la cantidad de bacterias iniciales con un limite
de deteccion por debajo de 10 cel-g”' de ostion en la cuantificacion de células de

Escherichia coli en HO por qPCR.

Por lo tanto, en este estudio se incubaron las muestras a 45 °C durante 5 h con
agitacion suave (15 rpm), luego se empled la misma metodologia descrita en la

Seccion [3.3]para el desarrollo de la qPCR.

Finalmente, se realizd la cuantificacion absoluta al sustituir el valor resultante de Ct
perteneciente a la muestra (HO mas DNA de E. coli) en la ecuacién de la curva estandar
(obtenida de la cepa de referencia), dando lugar a la cantidad inicial del numero de
copias de coliformes fecales en el homogenado de ostién que se encontr6 en la muestra

problema.

3.5. Curva estandar con sonda de hidrolisis
3.5.1. Ensayo con DNA bacteriano

Con el fin de corroborar la amplificacion y deteccion con la sonda de hidrdlisis del gen
LacZ, primeramente se realizd una serie de diluciones (1:4) de DNA de E. coli obtenido
a partir de la extraccion de DNA. La preparaciéon de la mezcla de gPCR se conformé de
0.125 U-ul" de Tagq DNA Polimerasa, Kapa Biosystem, 1X amortiguador para PCR,
0.2 mM de dNTP’s, 0.3 mM de cada cebador, 0.1 mM de la sonda, 15.625 ul de agua
libre de nucleasas y 4 ul de DNA extraido. Las condiciones de amplificacion fueron:
90 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 90 °C por 30 s y
alineamiento/extension a 60 °C por 60 s (Molina IV y Lowe, 2012). Todo lo anterior se

realiz6 en el termociclador en tiempo real Rotor-Gene Q (QIAGEN).
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3.5.2. Ensayo con cultivo bacteriano y MLCT

Con fines de incrementar el gradiente para la deteccion de menores concentraciones,
se gener6 una curva estandar con diluciones (1:8) realizando previamente el MLCT
descrito en la Seccidn (3.4.1). La mezcla y las condiciones para la qPCR fueron

similares a las descritas en la Secciéon [3.5.1]

3.6. Cuantificacion bacteriana en HO y sonda de hidrolisis

Para conocer el limite de deteccidn de la sonda de hidrdlisis se prepararon muestras
con HO 1:10 con la adicién de 9,000,000 cel-reaccion™, de las cuales se obtuvo una serie
de diluciones 1:8 hasta 274 cel-reaccién™ para obtener la cuantificacion absoluta de las

muestras.

Luego, en cada muestra (HO + células de E. coli) se aplicd el MLCT para la obtencion
del templado. Con respecto a las condiciones de la reaccion, la mezcla de la reaccion y la
curva de disociacion fueron similares a lo que se describe en la Seccién[3.4.3] En relacion
a la cuantificacion absoluta por gPCR a partir de los valores de Ct de cada muestra y con
la curva estandar (obtenida de la curva de estandar de sonda de hidrdlisis con dilucion de

cultivo bacteriano 1:8), se conocié la concentracion inicial en cada muestra evaluada.

3.7. Comparacion entre cuantificaciones

Se compararon las curvas estandar elaboradas con SG y la sonda de hidrélisis de
DNA bacteriano para diluciones seriadas 1:4, también aquellas que se realizaron con
DNA y cultivo bacteriano bajo diluciones de factor 1:4 y 1:8, respectivamente y los limites
de deteccidn en la cuantificacion de E. coli en HO con los dos fluorocromos. Para ello, se
graficaron los valores de Ct contra las concentraciones de E. coli utilizando el programa
Microsoft Excel (2013).

3.8. Analisis estadistico

En cada ensayo se realizd el analisis de regresion para la comparacion entre el

recuento de las células y los valores promedio de Ct de cada muestra por duplicado con
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la finalidad de conocer su relacion. Las concentraciones de células se expresa en

unidades logaritmicas (base 10).

La cuantificacién absoluta de la carga bacteriana presente en el HO se calcul6 al
interpolar los valores de Ct a partir de la curva generada con las diluciones seriadas de
la cepa de referencia de E. coli antes mencionada. Lo que conllevé a la evaluacién de la
eficiencia de la reaccion de la PCR, ésta se evalu6 con la pendiente, la cual a su vez se

empled en la ecuaciéon (1] (Lim et al., 2011):

((—1/pendiente)—1)

E =10 (1)

El analisis estadistico mencionado anteriormente se realizd en el programa

Rotor-Gene Q version 2.0.2.

Para la comparacion entre las pendientes de las rectas obtenidas se empled un
ANCOVA con un nivel de significancia de P=0.05 para determinar si los fluorocromos
(SG y sonda de hidrdlisis) se comportan de la misma forma en la deteccion y
cuantificacion de coliformes fecales en HO en la gPCR. Se utilizé el programa Remdr de
R (versiéon R 3.1.2).



Capitulo 4. Resultados y discusion

4.1. Material biologico
4.1.1. Obtencion del HO

Los ostiones obtenidos para la obtencion del HO fueron de talla comercial con los
siguientes valores promedio: largo de concha de 10+ 0.75cm y peso total
105.88 + 14.18 g. El peso promedio del cuerpo blando del ostion mas el liquido
intervalval fue de 93.5 g, n=27. El peso total de los ostiones obtenidos en las biometrias
estuvo por debajo de lo utilizado en otros estudios que abarcan rangos desde
(160-290 g) (DePaola y Hwang, 1995) o hasta (200-250 g) (Blackstone et al., 2003) de
ostiones con un total de 10 a 12 ostiones. Sin embargo, con fines de este estudio los

valores alcanzados fueron los adecuados para estandarizar el protocolo.

4.1.2. Cultivo de la cepa de referencia

La cepa de cultivo E. coli (Top 10) se utilizé a las 18 h de cultivo en medio LB con
valores de DOgy= 0.286, correspondientes a 2.29x10% cel-ml”' (d.e.= 4 x10° cél-ml’;
n=9). Estos resultados, indican que la bacteria se encontraba en la fase de crecimiento
exponencial de acuerdo con Sezonov et al. (2007), quienes al estudiar el crecimiento de

E. coli determinaron que valores cercanos de DOgn0= 0.2 es indicativo de esa fase.

4.1.3. Extraccion del DNA bacteriano

Una vez obtenidos los cultivos de la cepa de referencia, se realizé la extraccion de
DNA, la cual alcanz6 concentraciones de entre 20 a 94 ng-uL *' de DNA, cifra suficiente
para el propédsito del presente trabajo; de acuerdo a lo descrito en el Manual del
Rotor-Gene Q (QIAGEN), se suelen necesitar valores <100 ng-ul™'. Con respecto a las
relaciones de pureza (A260/A280) de la extraccion de DNA, se mantuvieron dentro del
intervalo de 1.87 a 2.0, similares a la relaciéon (A260/A230) con 1.19 a 1.97. Autores
como Olson y Morrow (2012) indican que los valores por arriba de 2.0 en la relacion
(A260/A280) y por debajo de 1.8 para la relacion (A260/A230) son indicativos de la

existencia de contaminacion. Considerando lo anterior, en este estudio los valores de las
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relaciones se mantuvieron dentro de los intervalos libres de contaminacion, reflejando
una buena calidad del DNA. Ossa et al. (2012) obtuvieron un porcentaje de eficiencia
para extraccion de DNA con el kit comercial (QIAGEN DNeasy (® Blood&Tissue),

superior al 72 %, frente al método tradicional de fenol: cloroformo: alcohol: isoamilico.

4.2. Cebadores del gen LacZ

La ubicacién y longitud de los cebadores (Figura para los fluorocromos SG:
LZR389 (400 a 424 , 24 pb), LZR653 (633 a 656, 24 pb) y sonda de hidrdlisis: LacZ1F
(238 a 257, 20 pb), LacZ1R (290 a 308, 19 pb) y LacZ1sonda (260 a 283, 24 pb) se
localizaron en el gen LacZ. Sin embargo al analizar mas secuencias del gen LacZ se
observo que habia polimorfismo en los sitios de unién de los cebadores. Por lo que, para
trabajos posteriores es necesario disenar cebadores que consideren dichas variaciones
y corroborar la amplificacion. Es probable que se requieran cebadores degenerados con

el fin de evitar falsos negativos cuando se presenten estas cepas de E. coli.

LacZisonda LZL389 LZR653
LacZiF - - LacZIR 4% %

,,,,,,,,,,,,

450 500 550 600 : 650 |
| | |

CP007136 LacZ

CP007133 LacZ

CP006027 LacZ

CP006262 LacZ

NC_002695 LacZ

NC_011750 Lacz

NC_011751 LacZ

AE014075 LacZ

X072964
Consensus |
o0x

Conservation
o

2.0bits
Sequence logo
0.0ts 'y

Figura 5: Ubicacion de los cebadores dentro del gen LacZ con numero de acceso JX072964 en el
GenBank. a) Cebadores para la sonda de hidrdlisis: LacZ1F, LacZ1R y LacZ1sonda y b) Cebadores
para el SG (LZL389 y LZR653). Las flechas indica la direccion (5’-3’) de los cebadores y sonda.
Aquellas secuencias que no tienen flecha, indican diferencias entre el cebador y la secuencia.

Para disefnar los cebadores se deben tener en cuenta la longitud del cebador, el

porcentaje de C+G y la longitud del fragmento a amplificar. Lim et al. (2011) mencionan

que la longitud de los cebadores afecta directamente la especificidad, bajo la siguiente
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primicia: la longitud debe de ser entre 16 a 24 nucledtidos, debido a que la probabilidad
de que empaten una de las cuatro bases del DNA en cualquier fragmento de DNA es del
25 %. Por ejemplo, en este estudio los cebadores al contar con longitudes de
19, 20 y 24 pb presentan una probabilidad promedio de unirse a alguna secuencia de no
interés de 1 en 9x10'3, lo que significa que son de especificidad alta. También el tamano
del amplicén al ser menor a 150 pb incrementa la eficiencia de la gPCR. No obstante lo
anterior, el fragmento amplificado con el fluorocromo SG tuvo un tamano de 264 pb
(Rompré et al., 2002; Molina IV y Lowe, 2012) y no presentd problemas de amplificacion.
El contenido de C+G en el cebador debe estar entre 40-60 % lo que aumentara su

especificidad y temperatura de hibridacion.

4.3. Curva estandar con DNA bacteriano y SG

Para lograr el objetivo nimero uno, se utilizdé una dilucién seriada (1:4) de la
concentracion de DNA con SG y se obtuvieron curvas de amplificaciéon con valores de Ct
de 19.77 hasta 28.42 (Figura [6R). En las curvas de disociacién correspondientes se
observé una sefal de disociacion a los 90 °C (Figura [6b), sugiriendo la existencia de un

solo fragmento amplificado y sin dimeros. La ecuacion |2 obtenida de la curva estandar:
CT = —3.560 x log(conc) + 26.597 (2)

con una R2=0.99302 y una eficiencia del 91 % (Figura @0). Los valores de DNA de
0.36 a 94 ng-reaccion™ corresponden a 7.2x10* y 1.88x107 células, respectivamente; al
utilizar el equivalente de 20 células contienen 100 fg de DNA (Luna etal.,, 2012). La

banda que se visualiz por electroforesis (Figura|7) presentdé un tamano de 264 pb.
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Figura 6: Curvas generadas a partir de diluciones seriadas 1:4 de DNA de E. coli utilizando SG
(LZL389 y LZR653). a) Curva de amplificacion (unidades de fluorescencia normalizada vs. ciclos) de
los productos amplificados con respecto a las diferentes concentraciones (ng-reaccion™), b) Curva
de disociacion (dF/dT vs. temperatura) especificidad del fragmento con un pico a los 90 °C, ¢) Curva
estandar (Ct vs. concentracion).
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Figura 7: Productos de qPCR generados a partir de las diluciones seriadas 1:4 de DNA de E. coli con
los cebadores LZL389 y LZR653 en gel de agarosa 1.5 %, tefiido con Bromuro de Etidio y visualizado
con luz UV. Donde: D1a y D1b=94; D2a y D2b=23.5; D3a y D3b=5.875; D4a y D4b=1.4687; D5a y
D5b=0.3671. Todos en unidades de ng-reaccion™.
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Con la finalidad de ampliar el intervalo de deteccion hacia valores de DNA menores y
por consiguiente de nimero de células de E. coli detectadas en la curva estandar, se
incrementd el factor de dilucion a 1:8, bajo las mismas condiciones. Se obtuvo
amplificaciones positivas (Figura [8a), los valores de Ct fueron de 22.26 hasta 30.31. Sin
embargo, en la curva de disociacién (Figura [8b) se observaron dos sefiales muy
marcadas una a 81 °C y otra a 90 °C. En un inicio se desconocio el origen de esta sefal,
posteriormente se sugirio la presencia de amplificacion inespecifica para la senal de la
Tm=80 °C. En las reacciones, las concentraciones mas bajas fueron 0.0114 y
0.00114 ng DNA-reaccion™ que correspondieron a 2,280 y 228 células, respectivamente.
La sefal de amplificacion inespecifica se debié seguramente a la formacion de dimeros
de los cebadores. No obstante lo anterior, se obtuvo amplificacion adecuada de DNA
equivalente a 1.8x10%-1.8x10° cel-reaccién™ con una ecuacién (3| correspondiente al
100 % de eficiencia y una R2=0.99935 (Figura [8k).

CT = —3.327 x log(conc) + 26.855 (3)

La banda que se visualiz6 por electroforesis (Figura [9) presentd un tamafio de 264 pb,
producto de los fragmentos amplificados por qPCR. Cabe destacar que apenas se

alcanz6 a observar el fragmento amplificado en las dos concentraciones mas bajas.
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Figura 8: Curvas generadas a partir de diluciones seriadas 1:8 de DNA de E. coli utilizando SG
(LZL389 y LZR653). a) Curva de amplificacion (unidades de fluorescencia normalizada vs. ciclos) de
los productos amplificados con respecto a las diferentes concentraciones (ng de DNA -reaccién™)
especificidad del fragmento con un pico a los 90 °C, b) Curva de disociacion (dF/dT vs. temperatura),
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los 81 °C y c¢) Curva estandar (Ct vs. concentracion).
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Figura 9: Productos de qPCR generados a partir de las diluciones (1:8) de DNA de E. coli con los
cebadores LZL389 y LZR653 en gel de agarosa 1.5 %, tefiido con Bromuro de Etidio y visualizado
con luz UV. Donde: D1a y D2b= 5.875; D2a y D2b= 0.7343 ; D3a y D3b= 0.0917; D4a y D4b= 0.0114;
D5a y D5b= 0.0014. Todos en unidades de ng-reaccién.
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El protocolo antes descrito mostré6 amplificacion para la deteccion de coliformes
fecales con el uso del fluorocromo SG y el gen LacZ mediante qPCR. Estos resultados
son similares al trabajo de Fukushima et al. (2003), quienes indican la deteccion de
genes funcionales al utilizar este fluorocromo. También Heijnen y Medema (2006)
observan que el empleo del SG para la deteccidon de E. coli bajo la gPCR es apropiado
por la especificidad, sensibilidad y facilidad en el manejo de la técnica dentro del
intervalo de 5x10°- 5 ng de DNA-reaccion”. Los valores de las curvas estandar
obtenidas con una M cercana a -3.3219 y una eficiencia cercana a la unidad estan entre

los valores aceptados para la qPCR (Higuchi et al., 1993).

En este estudio se verificaron los fragmentos amplificados de la qPCR por
electroforesis, los resultados con un tamano de 264 pb concuerdan con el tamano de los
fragmentos indicados en los trabajos de Molina IV y Lowe (2012) y Rompré et al. (2002)
para fragmentos de coliformes fecales. En contraste, Gliglio et al. (2003) hacen mencién
gue no es necesario el proceso de electroforesis para la verificacion de la amplificacion
debido a que la banda electroforética que se visualiza en la agarosa es analoga a la Tm
gue se obtiene de la curva de disociacion. En este sentido, se recomienda obtener la
curva de disociacion con el fin de detectar alguna amplificacion inespecifica durante la
PCR. De esta forma no sera necesaria la visualizaciéon de los fragmentos con
electroforesis en agarosa. Las presencia de dos Tm (80 y 90 °C) en la curva de
disociacion para la curva estandar con dilucion 1:8, al presentar la caracteristica de tener
un pico mas amplio para la Tm de menor temperatura en contraste a los productos de
PCR de interés con un pico mas estrecho en la Tm de mayor temperatura son
indicadores de presencia de dimeros (Pfaffl, 2004). Los dimeros los describe
Vinueza (2009) como el producto de hibridacion inespecifica de los cebadores. Por lo
anterior, se puede considerar que la curva estandar se llevé a cabo satisfactoriamente
para la deteccion de E. coli, en el intervalo de 1.8x10%-1.8x10” cel-reaccion™'; por ende,
su uso para la cuantificacion absoluta es adecuada en este intervalo. Contrario a lo que
encontraron Molina IV y Lowe (2012), quienes indican que tuvieron un limite de
deteccion de 0.1 pg de DNA, que equivale a 200 cel-reaccién™ y dado que no sefalan si
realizaron la curva de disociacion, se considera que estos valores pueden estar

asociados a la presencia de dimeros.
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4.4. Cuantificacion bacteriana en HO y con SG
4.4.1. Meétodo de lisis celular térmica (MLCT)

Debido a que la extraccion de DNA no es 100 % eficiente, Blackstone et al. (2003)
utilizaron una dilucion del HO, lo calentaron a 95 °C por 15 min, y posteriormente lo
centrifugaron y enfriaron a 4 °C por 5 min. En el presente trabajo se utilizé6 este
procedimiento con el fin de corroborar la amplificacién con el HO + células de E. coli y
HO previamente inoculado con DNA bacteriano. El resultado de la extraccion de DNA del
HO + DNA bacteriano mostré6 amplificacion positiva con un Ct de 22.08 correspondiente
para los 20 ng-reaccion™ (Figura [10p). Mientras que el MLCT mostré amplificacion
positiva con un Ct 22.19 para el HO + 7.3x107 cel-reaccion™ (Figura[10k). Se verifico la
amplificacion en ambos con la curva de disociacion (Figura y d) y se observo una
Tma 90 °C.

Los resultados de la amplificacion con el método de extraccion de DNA para la
muestra (HO + DNA) fueron positivos debido a que en la literatura, éste es el proceso
que se realiza para asegurar la eliminacion de inhibidores de PCR presentes en el DNA.
Radstrom et al. (2003) mencionan que en muestras de comida uno de los componentes
qgue funge como inhibidor es el colageno. Dicho componente se encuentra presente en
los moluscos bivalvos (Sriket, 2014). A pesar de ello, también se obtuvo amplificacién
con el MLCT, es decir, se logro la eliminacion de los inhibidores de la PCR y se liberé el
DNA bacteriano a la disolucién sin la necesidad de someter la muestra a una serie de
reactivos y filtros. Este resultado concuerda con el reportado en los trabajos de
Blackstone et al. (2003), al emplearlo en la deteccion de Vibrio parahaemolyticus,
asi como en el trabajo de Blackstone et al. (2007), en la deteccién de Vibrio cholera,
ambos utilizaron como matriz de alimento HO y qPCR. Por consiguiente, el empleo del
MLCT se uso para la estandarizacion con la ventaja de la reduccion en tiempo de dos
horas en comparacion con la extraccion de DNA y a su vez la disminucion en el costo de

$4000.00 MXN., valor de un kit comercial para 50 extraccioned|

'Revisado de: https://www.giagen.com/mx/shop/sample-technologies /dna-sample-technologies/genomic
-dna/giaamp-dna-mini-kit/, consultado en septiembre 2015.
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Figura 10: Curvas generadas a partir de la inoculaciéon de 20 ng-reaccion™') de DNA de E. coli
utilizando SG con los cebadores LZL389 y LZR653. (a y c) Curva de amplificacion (unidades
de fluorescencia normalizada vs. ciclos) del producto amplificado con respecto a las diferentes

concentraciones (ng-reacciéon) y (b y d) Curva de disociacion (dF/dT vs. temperatura) especificidad
del fragmento con una Tm a los 90 °C.
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4.4.2. Limite de deteccion

Con el fin de determinar el nivel minimo de deteccién mediante la amplificacion del
gen LacZ utilizando HO con SG agregando cultivo bacteriano y el MLCT. Se inocul6 el
HO con diluciones seriadas de cultivo bacteriano. Se obtuvo una amplificacion positiva
en la curva de amplificacién con un valor inicial de Ct de 22.22 hasta 25.69 (Figura [11g)
correspondientes a la cantidad inicial de DNA (Tamay de Dios et al., 2004). Los valores
tedricos obtenidos al cuantificar espectrofotométricamente la densidad inicial de cultivo
bacteriano y compararlos con el valor calculado con la Ecuacién [3 tuvieron cierta
correspondencia (Tabla [3). Las amplificaciones se corroboraron en la curva de
disociacién (Figura [{1p), donde se presenté una Tm de 90 °C. Sin embargo,
nuevamente se observod inespecificidad con una Tm de 80 °C en la curva de disociacion
para concentraciones de 38,710 a 6,047 cel-reaccion - sefal de la formaciéon de dimeros
de cebadores. Contrario a lo que reportaron Molina IV y Lowe (2012) en la deteccion de
coliformes fecales en muestras de agua sin la formacion de dimeros de cebadores
mediante qPCR y utilizando SG junto con los mismos cebadores (LZL389 y LZR653)
empleados en el presente estudio. Por otro lado, se observé que el uso del HO a una
dilucion (1:10) con SG fue adecuado en la deteccion y cuantificacion por gqPCR de
células de E. coli, lo que coincide con Bischoff et al. (2005). En relacién a las
amplificaciones positivas con el SG en este estudio coinciden con lo reportado por
Pepin et al. (2008), quienes también obtuvieron valores positivos en la amplificacién del

Herpesvirus 1 en HO.

Tabla 3: Cuantificacion absoluta del HO (1:10) con inoculacion de cultivo de E. coli, a partir de la
ecuacion CT=-3.560*log(conc)+26.597.

Teodrico Cuantificacidon absoluta

Muestra P ]
cel-reaccion cel-reaccion

Mtia 22.22 3,500,000 3,461,317

M2a 23.22 1,750,000 1,814,016

M3a 24.72 875,000 688,688

M4a 25.69 437,500 370,584
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Figura 11: Curvas generadas a partir de la inoculacion de cultivo de E. coli en HO (1:10) utilizando
SG con los cebadores LZL389 y LZR653. (a) Curva de amplificacion (unidades de fluorescencia
normalizada vs. ciclos) del producto amplificado con respecto a las diferentes concentraciones
(cél-reaccion™). (b) Curva de disociacion (dF/dT vs. temperatura) especificidad del fragmento con
un pico a los 90 °C.

4.4.3. Ensayo de enriquecimiento bacteriano

Al observar que era posible detectar un gran nimero de bacterias de E. coli con el
fluorocromo SG y el MLCT se considero la posibilidad de incubar las muestras por un
tiempo de 5 h (Fukushima et al., 2003) debido a que E. coli se reproduce cada 20 min
(Sezonov et al., 2007) lo que sugiere que habra unas 15 reproducciones en las 5 h lo que

incrementaria en 2'9= 32,768 veces el nimero inicial de bacterias.

Por lo tanto, con el fin de incrementar el numero de células bacterianas en las
reacciones, se decidié incubar las muestras de HO + bacterias con SG siguiendo el
protocolo de Fukushima et al. (2003) y Nam et al. (2005) con dos diluciones 1:10y 1:100
de HO. De esta forma se pretendia incrementar el nimero de células bacterianas en el

HO y sobrepasar el numero minimo de bacterias requeridas al utilizar el SG.

La evaluacion de las diluciones mostré mayor sensibilidad en la dilucién 1:10, ya que
proporciond la mayor senal de fluorescencia y por consiguiente el valor mas bajo de Ct

24.30 en la curva de amplificaciéon (Figura ) referente a (906,271 cel-reaccion™); este
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valor se obtuvo de la cuantificacion absoluta (Tabla [4). En relacién al enriquecimiento
de la muestra en este estudio no se logré la deteccién de bajas concentraciones, es
decir, a concentraciones menores a 48,319 cel-reaccion™ se volvid a presentar dimeros

de cebadores en la curva de disociacion (Figura [12b).

Tabla 4: Cuantificacion absoluta del HO (1:10 y 1:100) con inoculacion de cultivo bacteriano de
E. coli, a partir de la ecuacion CT=-3.572*log(conc)+26.642. Se utilizo SG con los cebadores LZL389
y LZR653.

Muestra Ct Tedrico Cuantificacidn absoluta

cel-reaccion™ cel-reaccion™
Mia,1:10 24.30 700,000 906,271
M2a,1:10 28.59 43,750 48,319
M4a,1:100 25.15 700,000 522,243
Mb5a,1:100 28.85 43,750 56,874
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Figura 12: Curvas generadas a partir de la inoculacion de células de E.coli en HO (1:10 y
1:100) utilizando SG con los cebadores LZL389 y LZR653. (a) Curva de amplificacion (unidades
de fluorescencia normalizada vs. ciclos) del producto amplificado con respecto a las diferentes
concentraciones (cél-reaccion). (b) Curva de disociacion (dF/dT vs. temperatura) especificidad del
fragmento con un pico a los 90 °C.

En contraste a la dilucion de homogenado de ostion 1:100, el cual present6 un Ct de

25.15 para (522,243 cel-reaccion™), considerando que para ambas alicuotas se inicio con
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una concentracion de 700,000 cel-reaccion™ lo que sugiere que hubo una disminucién del

numero de bacterias en vez de aumentar.

En este estudio, el enriquecimiento de la muestra con dilucion 1:10 de HO podria
considerarse que fue la mas adecuada en la deteccion de coliformes fecales que la
dilucion 1:100. Por el contrario, DePaola y Hwang (1995) concluyen que la dilucién 1:100
del HO previo a un enriquecimiento de la muestra fue la mas adecuada en comparacion
con la dilucién del HO 1:10 en la deteccion de V. cholerae. Fukushima et al. (2003) y
Nam etal. (2005) indican que el enriquecimiento incrementa la sensibilidad en la
deteccion de bajas concentraciones. Wright et al. (2007) reportan valores de hasta
1 bacteria-g™" de ostion para la deteccion de Vibrio vulnificus por g°PCR. Sin embargo, en
este estudio, aunque se realizé enriquecimiento de la muestra, s6lo se obtuvo un limite
de deteccion de 48,000 cel-reaccion™ con SG, por lo que se considerd inadecuado para
los objetivos de deteccion de E. coli a concentraciones bajas y se descarté el SG para

este fin.

4.5. Curva estandar con sonda de hidrolisis
4.5.1. Ensayo con DNA

Para lograr el objetivo dos se realizé la deteccion con sonda de hidrélisis con DNA,

cultivo bacteriano con HO y MLCT.

Los resultados de la curva de amplificacion (Figura [13a) utlizando el método de
extraccién de DNA de E. coli con diluciones 1:4 fueron de 0.09-94 ng de DNA-reaccién™.
La deteccion con sonda de hidrélisis se hizo con el fin de determinar los niveles de
cel-reaccion” menores, utlizando la sonda de hidrdlisis y los cebadores lacZF1, lacZR1 y
lacZ1sonda propuestos por Koponen et al. (2002). Se obtuvieron valores de Ct con un
intervalo desde 17.16 hasta 26.73, correspondientes a 20,000-20,000,000 cel-reaccion™,
respectivamente. La curva estandar (Figura [13c) mostré linealidad con un coeficiente de
determinacion R2=0.99069, una pendiente de M=-3.320 y una eficiencia de 100 %. La

ecuacion [4] que se obtuvo de la curva estandar.

CT = —3.320 x log(conc) + 23.280 (4)
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Figura 13: Curvas generadas a partir de diluciones seriadas 1:4 (ay c) y 1:8 (b y d) de DNA
de E. coli utilizando sonda de hidrdlisis con los cebadores LacZ1F, LacZ1R y LacZisonda. (a y
b) Curva de amplificacion (unidades de fluorescencia normalizada vs. ciclos) de los productos
amplificados con respecto a las diferentes concentraciones (ng-reaccion™) y (c y d) Curva estandar
(Ct vs. concentracidn) junto con su equivalente en nimero de células.
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4.5.2. Ensayo con cultivo bacteriano y MLCT

Con estos resultados, se decidié utilizar concentraciones menores (dilucion 1:8) con
el MLCT para la obtenciéon de la curva estandar con el fluorocromo sonda de hidroélisis
por gPCR. En la curva de amplificacion (Figura [13b) se observaron amplicones en un
Ct de 21.15 hasta 35.73 con una concentracion final de 96 cel-reaccién™. En la curva
estandar (Figura[13d) se registré una eficiencia de 100 %, un coeficiente de determinacion
R2=0.97240 y una pendiente de M=-3.330. La ecuacion [5| que se obtuvo de la curva
estandar.

CT = —3.330 x log(conc) + 42.462 (5)

Por lo anterior, se decidié graficar los valores de Ct obtenidos con sonda de hidrolisis
de ambas curvas estandar (Figura[14) para visualizar el rango alcanzado. Se observé un
intervalo desde 102 hasta 107 cel-reaccién™ con el uso de la sonda de hidrdlisis por gPCR.
La deteccidn de niveles bajos de células (del orden de magnitud de 10?) es consecuencia
de la alta especificidad que ofrece la sonda de hidrdlisis como fluorocromo para la gPCR

sin la formacién de dimeros de cebadores (Higuchi et al., 1993; Heid et al., 1996)

4 sonda de hirdlisis 1:4
40 sonda hidrdlisis 1:8

35 | y=-3.3647x+4268 #--____
30 R? = 0.9974
55 L:::‘;:r:::: i

520 atte
15

10 y = -3.3165x + 40.868
R? = 0.9977

0 1 2 3 4 5 6 i 8

Log 10 de la concentracion de células-reaccion’

Figura 14: Grafica generada a partir de diluciones seriadas 1:4 de DNA y 1:8 de células de E. coli
utilizando la sonda de hidrolisis con los cebadores LacZ1F, LacZ1R y LacZ1sonda.
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4.6. Cuantificacion bacteriana en HO y sonda de hidrdlisis

Los resultados en la curva de amplificacion (Figura dieron positivos, siendo el
valor de Ct de 19.13 para la mayor concentracion detectada en las muestras
(9,000,000 cel-reaccion™) y 35.32 para la menor concentracion de bacterias presente en
la muestra (274 cel-reaccién™). Con el fin de determinar los limites de deteccion, se
empleo el proceso de la cuantificacion absoluta por qPCR descrito por Dorak (2014). De
forma que se utiizé la ecuacion [4| de la curva estandar realizada con cultivo bacteriano
de E. coli y sonda de hidrolisis para la interpolacion de la cantidad detectada de material

genético bacteriano en cada muestra, alcanzando 124-9,231,064 cel-reaccion™

(Tabla

Por otro lado, el tiempo requerido en este estudio para la cuantificacion absoluta
empleando la sonda de hidrdlisis por gPCR fue de 6 h repartido de la manera siguiente:
2 h para la preparacion del homogenado de ostion con sus respectivas adiciones de
concentraciones de cultivo bacteriano para su posterior deteccién, 30 min para el
método de lisis celular térmica y para la obtencion del material genético total de la
muestra, 1:30 h para la preparacion de la mezcla y las muestras por duplicado a evaluar
por gPCR, y 2 h para el desarrollo de la qPCR. Este lapso fue menor al reportado por
Takahashi et al. (2009) quienes hacen mencidn que el proceso de la qPCR con el uso de
la sonda de hidrdlisis tarda un total de 9 h: 7 h de enriquecimiento, 30 min para la

extraccion de DNA y 1.5 para el desarrollo de la gPCR.

Tabla 5: Cuantificacion absoluta del homogenado de ostién (1:10) con inoculacion de células de
E. coli, a partir de la ecuacion CT=-3.330*log(conc)+42.462. Se utilizé sonda de hidrdlisis con los
cebadores LacZ1F, LacZ1R y LacZ1sonda.

Muestra Ct Tedrico Cuantificacion absoluta

cel-reaccion™’ cel-reaccion™
Miay Mib 19.13 9,000,000 9,231,064
M2ay M2b 21.68 1,125,000 916,359
M3ay M3b 24.76 140,625 189,876
M4ay M4b 28.02 17,578 20,163

Mb5ay M5b  35.32 274 124
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Figura 15: Curva de amplificacion generada a partir de la inoculacidn de células de E. coli en HO
(1:10) utilizando el MLCT y sonda de hidrdlisis con los cebadores LacZ1F, LacZ1R y LacZ1sonda.

4.7. Comparacion entre cuantificaciones

Finalmente, para lograr el objetivo tres se realizé la comparacion en la deteccién de
células de E. coli en HO (1:10) con SG y sonda de hidrdlisis mediante el MLCT por gPCR.

En la Figura [16]| se observo que el limite de deteccion con el SG estuvo en el orden
de magnitud de hasta 10° debido a la presencia de dimeros; en cambio, con la sonda de

hidrélisis se alcanzd un orden de magnitud de 102 células por reaccion en el HO.

Por lo tanto, se concluye que el SG fue el menos conveniente en el limite de
deteccion de E. coli al dar lugar a la formacion de dimeros de cebadores. En este
estudio se hizo evidente el limite a los 0.2415 ng-ul™, equivalente a 48,319 cel-ul ™" lo que
se atribuye al inadecuado diseno de los cebadores tal como lo menciona
Lim et al. (2011) al hacer énfasis en que el adecuado uso de cebadores y fluorocromos
dan lugar a una mejor especificidad y confiabilidad de los resultados. Por lo tanto, al
comparar con la sonda de hidrdlisis, se observd que el aumento en la especificidad le
permitid alcanzar un limite de deteccion en concentraciones menores de hasta
124 cel-reaccion™ (0.0006 ng-reaccion™). Lo anterior es similar a lo reportado por
Olson y Morrow (2012) con un limite de deteccion en la gPCR de 5.72x103 ng-ul' que

corresponde a 1,144 cel-reacciéon de E. coli al emplear la sonda de hidrélisis |

2La estimacién de células se obtuvo a partir de la relacion: 20 células de E. coli equivalen a 100 fg
(Luna et al., 2012)
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El resultado de la prueba estadistica ANCOVA mostraron que las pendientes no
presentan diferencias significativas, es decir, se comportan de la misma forma los
fluorocromos (SG y sonda de hidrdlisis) en la deteccidon y cuantificacion de coliformes

fecales en HO en la gPCR.

4 SYBR Green
40 =-3.5668x + 45.548 HO+cultivo
35 | @e--—-____ R? = 0.9966 » sonda

- e - HO+cultivo

Tt -e- ab--__

25 y=-3.3247x + 422090 e At

820 2=1 TTTres--oe
15
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Figura 16: Grafica generada a partir de los valores de Ct obtenidos con SG y sonda de hidrolisis con
HO inoculado con células de E. coli.



Capitulo 5. Conclusiones y recomendaciones

5.1.

Conclusiones

= El método de lisis celular térmica, calentamiento a 95 °C por 15 min y enfriamiento

a 4 °C por 5 min, permite la deteccion de E. coli por gPCR, sin realizar la extraccion

ni purificacion de DNA.

Se logro6 desarrollar el protocolo de deteccion de E. coli en homogenado de ostidon
(1:10) con SYBR Green y qPCR para: a) DNA bacteriano con un intervalo de
17.30 a 0.28 ng DNA-reaccién™. b) Método de lisis celular térmica equivalentes a

7.3x10 7 a 48,000 cel-reaccion™.

La presencia de dimeros, de los cebadores no permitié detectar valores menores
a 48,000 cel-reaccion™ de concentraciones de coliformes fecales en homogenado
de ostion, por lo que un mejor disefo de otros cebadores con SG, podria ayudar a
detectar concentraciones menores de DNA y células con el método de lisis celular

térmica.

Es indispensable el uso de la curva de disociacion para detectar amplificaciones

inespecificas cuando se use SG u otro fluorocromo para DNA de doble cadena.

Se logré desarrollar el protocolo de deteccion de Escherichia coli con con el
método de lisis celular térmica y la sonda de hidrdlisis por gPCR dentro del
intervalo 46 a 0.0006 ng de DNA bacteriano-reaccion™, correspondientes a

9,231,064 y 124 cel-reaccion™, respectivamente.

El tiempo de deteccion por estos procedimientos es menor a ocho horas lo que
puede ser Gtil en el seguimiento de los procesos de verificacion de la depuracion de

moluscos bivalvos.
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5.2. Recomendaciones

» Disenar cebadores degenerados para el segmento 238-308 o cebadores y una

sonda de hidrdlisis en regiones conservadas del gen LacZ.

» Realizar el método convencional, NMP paralelamente con la gPCR para evaluar
los limites de deteccidn alcanzados que permitan generar mayor confiabilidad del
método molecular utilizado en este estudio y a su vez contribuya con el proceso de

depuracion.

= El empleo de controles negativos (NTC) en los ensayos evidenci6 que no
existié presencia de contaminacion, como ha ocurrido en otros estudios, a pesar de
ello es muy importante hacer uso de las medidas de bioseguridad para el manejo

de muestras y reactivos.

= Se propone un trabajo en conjunto con el sector comercial para facilitar la obtencion
de moluscos bivalvos y someterlos a un procesos de depuracion en una planta piloto
gue propicien futuras investigaciones enfocadas a acortar el tiempo de espera para
la salida al mercado del producto alimenticio con la implementacion del protocolo

propuesto en este estudio.
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Apéndice A. Protocolo de extraccion de DNA con el
DNeasy Blood and Tissue de QIAGEN

1. Colocar 1 ml de cultivo de E. coli en un tubo de 1.5 ml de capacidad. Centrifugar

durante 10 minutos a 4,402 x g. Una vez concluido el tiempo descartar el sobrenadante.

2. Resuspender el material del fondo del tubo (también conocido como botoén), al
anadir 180 ul de amortiguador ATL, 20 ul de Proteinasa K 'y mezclar mediante mezclador
de vértice. Incubar a 56 °C dando vértex ocasionalmente hasta que termine la lisis de la

célula que tarda aproximadamente 2 horas.

3. Anadir 200 pl de amortiguador AL, volver a mezclar con el mezclador de vértice y

nuevamente dejar a la misma temperatura de incubacién por 10 minutos.

4. Agregar 200 ul de etanol al 96 %. Mezclar con el mezclador de vortice durante

15 segundos.

5. Pipetear la mezcla dentro del filtro "lDNeasy Mini spin column”situada en un tubo de
colecta de 2 ml de capacidad, proporcionado por el frabricante. Centrifugar a 5,008 x g

por 1 minuto. Desechar el tubo de colecta.

6. Colocar el filtro en un nuevo tubo de colecta y agregar 500 | de amortiguador AW1.
Dejar reposar por 2 minutos. Centrifugar a 5,008 x g por 1 minuto. Descartar el tubo

colector.

7. Nuevamente transferir el filiro en un nuevo tubo colector y agregar 500 ul de
amortiguador AW2. Dejar reposar por 2 minutos. Centrifugar a 13,225 x g por 3 minuto.

Descartar el tubo colector.

8. En un tubo de 1.5 ml de capacidad colocar el filtro. Eluir el DNA con 100 ul de
amortiguador AE (anadir directo a la membrana del filtro). Dejar reposar durante

5 minutos. Centrifugar a 5,008 x g por 1 minuto. Repetir la elucion.
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Apéndice B. Amortiguador de fosfato

Ingredientes: 34 g de K H, PO, y 500 ml de agua destilada [0.5 M].

1. Sobre una plancha de agitacién se colocd un frasco dentro de este, se introdujo
un iman para que se lleve acabo la disolucion del fosfato en agua destilada del fosfato,
ajustando el pH a 7.2 con solucién de hidréxido de sodio 1.0 N, lo anterior, se afor6é a un

litro de agua destilada. Se esterilizé6 durante 15 minutos a 121°C.

2. De la solucién obtenida en el paso 1, se tomaron 1.25 ml y se aforé a un litro de
agua destilada [0.25 M].
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Apéndice C. Protocolo para electroforesis

Mediante la técnica de electroforesis se visualizaron los productos de PCR (2 uL) en
un gel de agarosa al 1.5 % tenido en Bromuro de Etidio. Acorde al tamano de los
amplicones esperados (264 pb), se emple6 un marcador de peso molecular Direct Load
Step Ladder (Sigma) de 50-3000 pb. El corrido electroforético, se realizé a 90 V durante
30 min, utilizando SUPER Buffer al 1 % (Zhang etal., 2011). Se visualizaron los

fragmentos utilizando un transiluminador GelDocXR System (BioRad) de luz UV.
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Apéndice D. Costos de produccion

El analisis preliminar de costos de produccion para muestras de HO por el gPCR

(FiguraD.1ja) se elabor6 considerando los siguientes supuestos:

a) Las muestras se realizaron en un laboratorio de Microbiologia, por consiguiente

solo se considera los costos para la implementacion del analisis.

b) Se empleara el fluorocromo sonda de hidrélisis por su especificidad reportada en

este estudio.
c) Se proyecta analizar 1,500 muestras al mes.

Los resultados mostraron que el costo de produccién para muestras de HO por la
gPCR es de $ 1,005,423.79 MXN vy el costo unitario por muestra de $ 777.53 MXN. El

tiempo de entrega de los analisis es de 1 dia.

Por otro lado, considerando que la Norma Oficial Mexicana (NOM-242-SSA1-2009 E[)
indica que el proceso de depuracion, su duracion no debe ser inferior a las 48 h. La
empresa Consorcio Experimental Mandinga, S.A. de C.V. encargada de una planta de
depuracion de ostiones en Veracruz establece un costo de depuracién por lote (costal
con 300 piezas de ostiones) de $ 192.22 MXN (FiguraD.1pb).

Finalmente, se considerd un costo por muestra de agua $ 371.2 MXN para el andlisis
de coliformes totales y fecales por el NMP, los valores se obtuvieron del Laboratorio de
Calidad del Agua de la Comision Estatal del Agua de Jalisco (CEA). El tiempo de
entrega de los analisis es de 5 dias. El costo puede variar ya que el laboratorio
certificado (Consultores y Servicio en Calidad de Alimentos S.A. de C.V.) por parte de la

COFEPRIS para andlisis de moluscos bivalvos aln no publica sus costos (Figura[D.1k).

En conclusion se observa que el costo del analisis por gPCR es $ 406.3 MXN mas

caro que la evaluacién de las muestras por el NMP. Sin embargo, el costo beneficio en el

TNOM-242-SSA1-2009 Productos y servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados
y procesados. Especificaciones sanitarias y métodos de prueba. Disponible en: http://dof.gob.mx)
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tiempo es de 4 dias, lo que permite la salida del lote de ostiones para su comercializacion

en menor tiempo.

a) Costo de analisis de muestras de HO por el gPCR.

/TR, :
WiEE e © s
Lab-;ch '“ﬁt:,e”“ Smart&Final.

Material laboratorio

R Sesie S0 RizERS AR.salopedsosfallogra depuracion

Calle Nueva s/n, esquina Calle Principal, en Mandinga Veracruz, CP 95291
Planta: (297) 973 7133.

Recuperado de http://www.soyentrepreneur.com/ostiones-depurados.html

Material laboratorio

Descripcion CantiPrecio unitario Precio total
Agua para PCR. 1litro $ 129.00 $ 149.64
Bolsa con tubos de 1.5 ml (c/1000). 1 9 172.86 $ 200.52
Bolsa con tubos PCR 200 pl Corning (c¢/10¢ 1 $ 1,220.00 $ 1,415.20
Bolsa con puntas de 10 pl (¢/1000). 1 8 250.00 $ 290.00
Bolsa con puntas de 200 pl (c/1000). 17 3 380.00 $ 440.80
Bolsa con puntas de 1000 pl (c/1000). 1 3 350.00 $ 406.00
Caja de guantes de nitrilo (c/200). 17 9 280.00 $ 324.80
Rollo de toallas para secar. 1 8 25.00 $ 29.00
Cloro para desinfectar. 1 8 30.00 $ 34.80
Agua destilada (9.46 1). 1 3 35.00 $ 40.60
TOTAL (COSTO VARIABLE) $ 3,331.36
Equipo
Rotor-Gene Q Qiagen. 1 $500,000.00 $ 580,000.00
Nano Drop 2000/2000c Thermo Scientific. 1 $ 187,387.90 $ 217,369.96
Benchmarck BSC 1006-R centrifuga. 1 $ 394675 $ 4,578.23
Centrifuga 5415R Eppendorf. 1 $115,749.34 $ 134,269.23
Congelador -20 °C Whirlpool. 1 $ 8,00000 $ 9,280.00
Refrigerador Whirlpool. 1 $ 4,000.00 $ 4,640.00
VWR Block Heater Analog. 17 9 357.94 % 415.21
Incubadora. 1 $ 27,014.11 $ 31,336.37
TOTAL (COSTO FIJO) $ 981,889.01
Equipo
Electricidad. $ 2,500.00 $ 2,900.00
Desechos a recolectar. $ 1,000.00 $ 1,160.00
Personal capacitado. $ 10,000.00 $ 11,600.00
TOTAL (COSTO FIJO) $ 15,660.00
Reactivos para qPCR utilizando SYBR Green
Rotor-Gene Q Quiagen PCR Kit (80/reaccic 1 $ 217400 $ 2,521.84
Cebador sintesis: LZR 653. 1 8 198.00 $ 229.68
Cebador sintesis: LZL 389. 1 9 198.00 $ 229.68
TOTAL (COSTO VARIABLE) $ 2,981.20
Reactivos para qPCR utilizando sonda de hidrdlisis.
DNTP Kapa Biosystem (500 pl). $ 1,650.00 $ 1,914.00
Taq DNA polimerasa Kit (2500 U). 17 9 347.00 $ 402.52
Cebador sintesis: LacZ1F. 17 9 165.00 $ 191.40
Cebador sintesis: LacZ1R. 1 9 156.75 $ 181.83
Cebador sintesis: LacZ1sonda. 1 $ 159800 $ 1,853.68
TOTAL (COSTO VARIABLE) $ 4,543.43
Costo de produccion. $ 1,005,423.79
Costo unitario, proyectar a analizar 1,500
muestras al mes (triplicado). $ 670.28 $ 777.53

Descripcion. Cantidad Precio unitario  Precio total

Enfriador de agua convencional 1 $ 18,000.00 $ 20,880.00
Lampara de rayos ultravioleta. 8 $ 50,000.00 $ 58,000.00
Generador de ozono. 8 $ 32,000.00 $ 37,120.00

Estanques de decantacion. $ 1,000,000.00 $ 1,160,000.00

Construccion de las tinas.
Areas de lavado.

) $ 1,899,917.44
Almacenamiento.

$2,203,904.23

Oficinas.

TOTAL $ 3,479,904.23
Costo de produccion. $ 3,479,904.23
Costo por costal (300 piezas),
proyectar a purificar 21,000 Temporada
ostiones al dia. $165.71 $ 192.22 alta
Precio de venta de cada (70 costales)
ostion. $ 055 $ 0.64
Costo por costal (300 piezas),
proyectar a analizar 7,000 Temporada
ostiones al dia. $497.13 $ 576.67 baja
Precio de venta de cada (23 costales)
ostion. $ 166 $ 1.92

c) Costo de analisis de muestra de agua por el NMP.

Laboratorio de Calidad del Agua de la Comisién Estatal del
Agua de Jalisco (CEA).

Consultores y Servicios en Calidad
de Alimentos S.A. de C.V.

Analisis de muestras de agua.

Descripcion. CantidacPrecio uniti Precio tota
Coliformes fecales. 1 $160.00 $ 185.60
Coliformes totales. 1 $ 160.00 $ 185.60

Km recorrido ($5.37) para

recolectar muestra de agua. 100 km § 537.00 Ref622:02

Figura D.1: Analisis preliminar del costo de produccion para muestras de HO por la qPCR, ostiones

para depuracion y analisis de agua por el NMP.
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