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RESUMEN

RESUMEN

En los ultimos afios el uso de la Secuenciacion Nueva Generacion (SNG) ha
aumentado debido al gran numero de aplicaciones, entre las que destaca la
capacidad de secuenciar el genoma completo de diferentes organismos en menor
tiempo a bajo costo; en comparacién con tecnologias de primera generacion, la
secuenciacion de ADN es la forma mas completa de obtener la informacién sobre
el genoma de cualquier organismo.

En ese mismo sentido el Centro Nacional en Deteccion de Referencia de
Organismos Genéticamente Modificados (CNDROGM), ha empleado el uso de la
técnica de Secuenciacion de Nueva Generacion para la identificacion vy tipificacion
de bacterias de interés agroalimentario. Sin embargo, para la secuenciacion de
estos microorganismos, una de las etapas cruciales es la elaboracion de
genotecas, donde se asegura su tamafo y concentracion, para evitar los errores
de cobertura y longitud de los fragmentos de ADN.

Es por ello que en este trabajo se establecieron las condiciones de
fragmentacién de ADN, por el método de sonicacion que fue de 300 ciclos y 80 s 'y
para el método enzimatico el tiempo 6ptimo fue 7.5 min y para la seleccion de
tamafno de ADN se establecio un “target” 470 pb una vez establecidos los
parametros se elaboraron diez genotecas a partir del ADN de la bacteria
Salmonella Muenchen, a los resultados se le aplicé estadistica descriptiva
paramétrica el coeficiente de variacion que se obtuvo fue de 0.43 % menor de 15
% por tanto se concluyd que el proceso de elaboracion de genotecas es repetible

y reproducible.
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l. INTRODUCCION

El Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)
es un organo desconcentrado de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA), que se ocupa de condiciones
y practicas que preservan la calidad de los alimentos en México para prevenir la
contaminacion y enfermedades transmitidas por el consumo de alimentos, para
reducir los riesgos inherentes en materia agricola, pecuaria, acuicola y pesquera,
en beneficio de los productores y consumidores. Entre las actividades de la
Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera (DGIAAP)
de SENASICA, esta el identificar la presencia de contaminantes en los alimentos
de origen agricola, pecuario, acuicola y pesquero.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) constituyen el 12% de
los casos que registra el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, lo que las
convierte en la segunda causa de notificacion de enfermedades en México. Es por
ello que se debe trabajar en la identificacion de dichos agentes contaminantes.

En este mismo sentido, el Centro Nacional de Referencia en Deteccién de
Organismos Genéticamente Modificados (CNRDOGM) del SENASICA ha implementado
la técnica de secuenciacion masiva para la identificacion vy tipificacion de microorganismos
patdgenos de interés agroalimentario que son causantes de ETA, las cuales son un
problema importante de salud publica, con el fin de coadyuvar a la inocuidad alimentaria.

La secuenciaciéon masiva consta de tres etapas: elaboracion de la genoteca,
emulsion en PCR y corrida de secuenciacion. Dentro de esta técnica hay dos

quimicas, la de 200 pares de bases y la de reciente introduccion que es mas

amplia, de 400 pares de bases (pb). En la plataforma de secuenciacién de lon
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INTRODUCCION

Torrent PGM con quimica de 400 pb, no se cuenta con los parametros éptimos
para el proceso de la elaboracién de la genotecas bacterianas, por su reciente
introduccién en el Centro Nacional de Referencia en Deteccion de Organismos
Genéticamente Modificados.

Por lo anterior, en este trabajo se realiz6 una estandarizacion de la
elaboracién de genotecas, para la implementacion de esta nueva metodologia de
secuenciacion lon Torrent PGM con la quimica de 400 pb con el fin de realizar la
identificacion de bacterias patdogenas en el campo agroalimentario, y con ello
coadyuvar a garantizar la inocuidad alimentaria en la produccion primaria con el fin

de prevenir enfermedades transmitidas por los alimentos.
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Il MARCO TEORICO

2.1 Enfermedades transmitidas por Alimentos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido a las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA), como enfermedades de caracter infeccioso o
téxico que son causadas por bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas que
penetran en el organismo a través del agua o los alimentos contaminados .

Las ETA afectan principalmente al tracto gastrointestinal, sus sintomas mas
comunes son diarreas y vomitos, pero también se pueden presentar otros como
choque séptico, hepatitis, cefalea, fiebre, vision doble, todo depende del
microorganismo causante de la ETA @349

Las enfermedades transmitidas por alimentos pueden ser de dos tipos:
infecciones alimentarias o intoxicaciones alimentarias. En las infecciosas, la
enfermedad esta causada por microorganismos patdgenos que se reproducen en
el interior del organismo, como virus, bacterias o parasitos; mientras que en el
caso de intoxicaciones, son provocadas por la ingesta de toxinas producidas por
microorganismos o sustancias quimicas, presentes de forma natural en el alimento
o afiadidas de manera artificial en cualquier momento, desde la producciéon del
alimento hasta su consumo © ”. En el Cuadro 1 se muestran algunas de las

principales bacterias causantes de ETA.
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Cuadro 2.1 Bacterias causantes de Enfermedades Transmitidas por Alimentos © .

Fuente

Sintomas

Microorganismo Periodo de
incubacion
Vibrio chélera 6 horas a 5
dias
E. coli 6 a 56 horas
enterotoxigénica
Salmonella sp 6-72 horas
varia

hasta 10 dias.

Shigella sp 1-4 dias.
Campylobacter 36 a 120 horas
Jejuni
Staphylococcus 1 a 6 horas
aureus
Vibrio 4 a 96 horas
parahemolyticus
Clostridium 8 a 16 horas
perfringens
Yersinia 3-7 dias
enterocolitica
Listeria 9 a 48 horas
monocytogenes

Pescados y mariscos
crudos o que no estén
bien cocidos, u otros
alimentos y agua
contaminados.
Ensalada, queso,
carnes, agua

Carne de vaca, pollo,
huevos, lacteos.

Ensalada de patatas o
huevo, lechuga, verduras
crudas.

Alimentos (leche no
pasteurizada, carne agua
contaminada),

Jamon, pollo, ensalada de
patatas

Moluscos,
Crustaceos

Carne de vaca,
pollo, legumbres,
salsas

Carne de res, pescados y
mariscos crudos,
productos lacteos,

productos frescos y agua

no tratada
Alimentos refrigerados,
listos para consumir
(carne de res, pollo,
pescados y mariscos, y
lacteos.

Diarrea acuosa inicial,
seguida de disenteria, fiebre y
vomito.

Fiebre (raro), diarrea acuosa,
célico bajo, nausea, vémito.

Fiebre, diarrea acuosa o
disenteria, cefalea, dolor
abdominal, vomito.

Fiebre, cefalea, malestar general,
anorexia, vomito(raro), diarrea
acuosa (al inicio), disenteria,
célico.

Inicio abrupto, célico abdominal,
diarrea acuosa o disenteriforme.

Nauseas, calambres
estomacales, vomitos y diarrea.

Diarrea, calambres estomacales,
nauseas, vomitos, dolor de
cabeza, fiebre y escalofrios.

Colicos
abdominales,
diarrea

Fiebre, dolor abdominal, diarrea
acuosa, sangre en heces, vomito,
faringitis exudativa, adenitis
cervical.

Fiebre, dolor de cabeza,
cansancio, dolores musculares,
nauseas, vomitos, diarrea,
meningitis y abortos espontaneos

10



MARCO TEORICO

En Meéxico, segun la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de
Salud, la intoxicacion alimentaria de origen bacteriano ocupa el cuarto lugar de las

. 8.9.10) " Ademas de las bacterias, microorganismos

enfermedades diarreicas
como virus y parasitos también son causales de ETA. Las infecciones
gastrointestinales por rotavirus son una de las causas principales para la
hospitalizacion en los menores de cinco afos de edad relacionados con las
gastroenteritis agudas.

En el Cuadro 2.2 se muestran el virus y los parasitos que causan ETA. Los
alimentos que contienen bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas nocivas

causan en total, mas de 200 enfermedades que van desde la diarrea hasta el

cancer."

Cuadro 2.2 Etiologia de Enfermedades Transmitidas por Alimentos V.

Patogeno Mecanismo de transmision Sintomas
Rotavirus Esta extendido por todo el mundo y la Inicio abrupto, diarrea liquida
transmision es por contaminacion con vomitos y fiebre baja (menos de 38°C).
fecal-oral o posiblemente por Puede ser asintomatica o cursar con
goticulas de transmisién aérea. diarrea aguda y deshidratacién que puede
ser mortal.
Giardia Alimentos contaminados, Diarrea aguda o persistente,
duodenales agua y transmisién fecal —oral. a veces mala absorcion con esteatorrea,

dolor abdominal y meteorismo. Muchas de
las veces es asintomatica.

Entamoeba Alimentos y agua contaminada Diarrea persistente hasta la disenteria
histolytica con quistes del protozoario fulminante con absceso hepatico.
y transmision fecal—oral.

11
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En el afo 2011 en México se reportaron 44 467 casos por intoxicacion
alimentaria bacteriana, que lo ubicd en el decimoctavo lugar de las veinte
principales causas de morbilidad en el pais. En la Figura 2.1 se muestra un mapa
de la incidencia de intoxicacidn alimentaria bacteriana tomado de

SUAVE/DGE/SALUD.SUIVE/INEGI 2010 (2.

Incidencia* de Intoxicacion alimentaria bacteriana
México 2010 .

Tasa de Incidencia

0.8 —30.0(15)

30.1-59.3(8)

Figura 2.1. Incidencia de Intoxicacion alimentaria bacteriana %.
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En México el interés por el tema de inocuidad de los alimentos ha crecido de
manera importante, en particular por el impacto que tiene sobre la salud de la
poblacién. Por ende, en el pais existen dos agencias encargadas de la inocuidad
de los alimentos frescos y procesados. Dichas agencias son: la Secretaria de
Salud (SSA), a través de la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS) y la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) que se encarga de los aspectos de
inocuidad a través del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) ©19).

El gobierno mexicano, al comprender la necesidad de prevenir la
contaminacion de los alimentos, crea dentro del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) la Direccion General de
Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera, que desarrolla y ejecuta
esquemas de aplicacién voluntaria sobre temas de inocuidad para la parte
primaria de la industria, que promueve la aplicacion y certificaciéon de los sistemas

de reduccidn de riesgos de contaminacion de los alimentos®'?.

2.2 ldentificaciéon de las bacterias

La identificacion de las bacterias realizada por medio de métodos convencionales
se basa en las caracteristicas fenotipicas de las bacterias, como su morfologia,
propiedades bioquimicas y metabdlicas; sin embargo estos métodos tienen

algunas limitaciones, porque no todas las cepas de una misma especie muestran

13
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una caracteristica especifica, por ejemplo, una misma cepa puede generar
diferentes resultados en ensayos repetidos, por lo cual se pueden utilizar los

meétodos genotipicos de identificacién bacteriana como procedimientos alternativos

(14, 15)

Recientemente se han desarrollado nuevas herramientas moleculares como
la PCR, PCR tipo multiplex y la secuenciacion, para la identificacion de bacterias,
ya que con los métodos anteriores se presentaban dificultades para diferenciar
fenotipicamente las bacterias, ademas de problemas en el aislamiento,
crecimiento lento o uso de medios de cultivo in vitro complejos, la baja actividad en
las pruebas bioquimicas, ausencia o baja especificidad de técnicas serolc’>gicas.14
De forma adicional han surgido plataformas de identificacion de patdégenos que
modifican o sustituyen la secuenciacion tradicional, como sucede con la
secuenciacion de genoma completo o secuenciacion de nueva generacion‘'®.

Los métodos genotipicos se han desarrollado para la tipificacién de las
cepas bacterianas de dificil identificacion fenotipica, asi como para determinar la
fuente de la infeccion y reconocer las cepas particularmente virulentas en un
determinado brote, Estos métodos se basan en técnicas de identificacion
molecular de bacterias, mediante el analisis del ARN ribosomal 16S (ARNr 16S )
que es un polirribunucleotido de aproximadamente 1500 nucleétidos (nt), por
medio de la amplificacion y secuenciacion de éste o fragmentos de genes '+ 1% 16
17).

La secuenciacion del ARNr 16S es utilizada frecuentemente como un
marcador universal para identificar una bacteria patégena, sin embargo su nivel de

resolucidon es bajo, es decir, solo permite identificar género y especie ('®.0tra

14
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metodologia de identificacién bacterias es el Multilocus Enzyme Electrophoresis
(MLEE) que es un método genético indirecto que analiza la movilidad
electroforética de los genes en geles de almiddén o poliacrilamida. Las variaciones
observadas en estas movilidades corresponden con variaciones en el locus o gen
codificante. Por lo tanto, cada variante se define como “variante alélica” y los
diferentes alelos de cada uno de los genes conforman el perfil alélico que a su vez
define el tipo electroforético, aun en el caso de encontrar tan soélo cuatro alelos por
locus, o lo que es lo mismo, cuatro variantes en cada gen analizado (19),

Por otro lado, el acceso a la secuenciacion del ADN permitié el desarrollo
de la técnica Multilocus Sequence Typing (MLST) que se utiliza para la
caracterizacion de aislados de especies bacterianas con uso de las secuencias de
fragmentos internos de siete genes de expresion constitutiva o también llamados
house-keeping. Esta técnica utiliza fragmentos de aproximadamente 450-500
pares de bases (pb) de los house-keeping de cada uno de los genes secuenciados
dentro de una especie bacteriana, que se asignan como alelos distintos para cada
aislamiento, los alelos en cada uno de los siete loci definen el perfil alélico o tipo

de secuencia (ST) (1929,

Una de las limitaciones de los analisis de tipo MLST es que existen
algunas especies de bacterias donde los genes house-keeping o constitutivos
presentan una muy baja diversidad nucleotidica (especies conocidas como
monomorficas, como por ejemplo Salmonella y Bacillus antrhacis), o incluso
existen otras bacterias en las que los genes constitutivos o house-keeping son tan

uniformes en todos los aislados, es decir tienen la misma secuencia y parecen ser

15
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el mismo tipo de bacteria.

Ademas la técnica MLST presenta el problema de baja cobertura del
genoma completo, es decir, solo se secuencian pequefas fracciones del genoma,
lo cual no permite conocer la diversidad nucleotidica del genoma completo. Por lo
anterior la secuenciacion de genomas completos se utiliza cada vez con mayor
frecuencia para la identificacion y caracterizacion de las bacterias patégenas.

En la Figura 2.2 se muestra el esquema de diferentes niveles de resolucion
dentro de una poblacién bacteriana por los diversos métodos de identificacion
antes mencionados, donde se nota una tendencia actual a la identificacion de las
bacterias por medio de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), cuya
resolucion puede ser obtenida por medio de la secuenciacion masiva'®. La
secuenciacion de ADN, por lo tanto hoy se utiliza como una técnica para
identificacion de bacterias que permite obtener una serie ordenada de nucledtidos

de un gen o genoma.

165 rRMA MLEE and MLST eMLST and SMPs
L L L L

Antigens

F
2

B
\

D

b b
el

By .o

Clonal
Species complex 5T and ET Haplotype
| 1 L L

-

Tlocus 10 loci 100 loci Genome

Figura 2.2 Representacion esquematica de diferentes niveles de resolucion, para la

identificacion bacteriana ®.
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2.3 Historia de la Secuenciacion de Nueva Generacion

Las primeras técnicas de secuenciacion surgen en 1977 con Allan Maxam vy
Walter Gilbert, y Frederick Sanger, que se basan en la separacién por
electroforesis capilar de una sola reaccion de PCR con nucleétidos dideoxi
marcados con fluoréforos 7).

Aunque el método automatizado de Sanger habia dado lugar a una serie de
importantes logros, que incluian la finalizacién de la secuenciacién del genoma
humano, asi como genomas animales y vegetales, las limitaciones del método
mostraron una necesidad en la busqueda de nuevas y mejores tecnologias para la
secuenciacion de un gran numero de genomas.

A finales del siglo XXy principios del XXI, se han realizado esfuerzos hacia

el desarrollo de nuevos métodos para sustituir la secuenciacién tipo Sanger

n 23,

automatizado, que se considera como una Tecnologia de “primera generacién
24 La secuenciacion masiva es una de esas innovaciones, que se COnoce como
tecnologia de segunda generacion o secuenciacion de nueva generacion o SNG
de sus siglas en Inglés “Next Generation Sequencing” %>,

La historia de la Secuenciacién de Nueva Generacién comenzo6 en el ano
2000, cuando la empresa Lynx Therapeutics (EE.UU.) puso en marcha la primera
plataforma de secuenciacion, la cual posteriormente fue comprada por lllumina,
que también es una compafiia estadunidense creada en 1998.

Posteriormente la empresa 454 Life Sciences comercializé la version de su

secuenciador masivo, basado en la pirosecuenciacion y en los afios 2005-2006

fue adquirida por Roche. Esta plataforma revolucioné la secuenciacion del

17
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ADN,por su capacidad de producir 20 Mpb (20 millones de bases) en corto tiempo,
y en el afio 2007 fue sustituido por el modelo GS FLX que tenia la capacidad de
producir mas de 100 M pb en cuatro horas®?.

Por otro lado la compariia Solexa, lanz6 en el afo 2005 el equipo Genome
Analyzer (GA) que se basaba en secuenciacién por sintesis; que fue comprada
por lllumina, y para el afio 2007 la plataforma GA Il x era capaz de generar
fragmentos de 50 pb 2.

Posteriormente, en el afio de 2011 la empresa Life Technologies® lanzo el
secuenciador lon Torrent basado en tecnologias de semiconduccion utiliza chips
semiconductores. Actualmente estd en proceso el desarrollo de tecnologias de
tercera generacion, las cuales, pretenden secuenciar una sola molécula de ADN
muy larga, sin necesidad de realizar una amplificacion clonal, como se realiza en
las plataformas de segunda generacion. En el Cuadro 2.3 se muestran algunas de

las caracteristicas de las principales plataformas de Secuenciacion de Nueva

Generacion SNG 2,

18
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Cuadro 2.3. Principales caracteristicas de las plataformas de Secuenciacién Nueva

Generacidon SNG %24,

Plataforma Método Longitud  Tiempo Ventajas Desventajas
de de de de
Secuenciacion amplificacion  lectura Corrida
454 (Roche) Emulsién (7p0b0) 23 horas Lecturas largas Errores
PCR homopolimeros,
caro
lllumina MiSeq Puentes de 150 27 horas Facil uso Caro por base
PCR
lon Torrent(Life Emulsion >100 2 horas  Tiempo de corrida Rendimiento
Technologies) PCR corto, bajo costo medio

de reactivos

PacBio(Pacific No hay >1000 90 min Lecturas largas, Tasa de error
Biosciences) amplificacion corto tiempo de  alta ,rendimiento
corrida, secuencia bajo

una sola molécula

h= hora, min= minutos, PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa

2.4 Aplicaciones de la Secuenciacion Nueva Generacion SNG

Algunos ejemplos de las principales aplicaciones de la SNG son: la
resecuenciacién, que se lleva a cabo cuando se dispone de un genoma de
referencia con el cual se puede comparar al momento de realizar los analisis
bioinformaticos; la secuenciacion de ChiP “ChiP secuencing” que permite observar
interacciones ADN-proteina; otra aplicacion es la secuenciacion de metilacién
“‘Methyl-secuencing” que se utiliza para medir el nivel de metilacion en los
genomas; una aplicacibn mas es la, la secuenciacion De Novo, que se aplica

cuando no se conoce un genoma de referencia, y por ultimo la metagenémica, que
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es el estudio del contenido de los genomas microbianos en una muestra
ambiental. Estas son algunas de las aplicaciones de SNG, sin embargo no son las
Unicas, solo se enunciaron las de mayor relevancia ¢ 2> %27 28),

La secuenciacion masiva tiene el potencial de detectar todos los tipos de
variacion gendmica en un unico experimento, que incluye las variantes de
nucleotido Gnico o mutaciones puntuales, pequefias inserciones y deleciones ©*
) Uno de los beneficios que ofrece la secuenciacion en SNG es la capacidad de
producir una enorme cantidad de datos, con lo que se ha logrado una reduccién
importante en los costos, asi como un aumento en el rendimiento y precision ©" %%

23)

2.5 Plataforma de Secuenciacion Masiva lon Torrent

La plataforma de secuenciacion lon Personal Genome Machine (PGM), utiliza
tecnologia semiconductora que detecta un cambio de voltaje, el cual se basa en la
deteccidn en tiempo real de la concentracion de iones de hidrogeno, lanzados
como un subproducto, cuando un nucleétido se incorpora en una cadena de ADN
por la accion de la polimerasa. El lon Torrent o PGM utiliza una matriz de alta
densidad de pozos micro-mecanizada, para realizar el proceso de secuenciacion
de manera paralela y masiva.

Cada pocillo del chip semiconductor tiene una cadena de ADN unica de
cada biblioteca o genoteca y debajo de los pozos, hay un sensor de iones para
detectar el cambio en la concentracion de iones hidrégeno debido a la
incorporacion de nucleotidos durante la secuenciacion. En la Figura 2.3 se

muestra el fundamento de la secuenciacion masiva por lon Torrent @29,
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Figura 2.3 Fundamento de secuenciacion masiva por lon Torrent. Se muestra la incorporacion de
un nucledtido y la liberacion del protén hidrégeno como un subproducto de la reaccion, al detectar
el cambio en el pH, PGM SR

2.6 Flujo de trabajo de secuenciacién en la plataforma lon Torrent

El flujo de trabajo consta de tres etapas; la primera etapa de secuenciacion lon
Torrent comienza con la preparacion de la genoteca —que se produce mediante la
fragmentacién del ADN, a estos fragmentos se le ligan adaptadores de
secuenciacion, una vez ligados los adaptadores se convierten en genotecas- que
posteriormente se amplifican por medio de una PCR de emulsién, es decir una
reaccion de amplificacion por PCR dentro de una emulsiéon (PCR), donde una
genoteca se une a una esfera y se amplifica millones de veces. Una vez concluido

ese proceso, el siguiente paso es la corrida de secuenciacion masiva ©°.
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2.7 Tipos de bibliotecas o Genotecas en la Secuenciacion Masiva

La genoteca de ADN es una coleccion aleatoria de fragmentos de ADN que en
conjunto representan una parte o el genoma completo de un organismo ©?.El
primer paso para la preparacion de una Genoteca es la fragmentacion del ADN,
que se puede realizar de forma mecanica por medio de sonicacion o con una
nebulizacion con nitrégeno gaseoso y de forma enzimatica, con endonucleasas.

Los fragmentos de ADN se convierten en genoteca mediante la ligacion de
adaptadores, que son secuencias de nucleétidos ya conocidas, que contienen un
primer de secuenciacion y un primer de amplificacion y un “MID” (Molecular
identifier) 6 codigo de barras, que se ligan en cada uno de los extremos de los
fragmentos del ADN.

Posteriormente, se realiza la seleccion de tamafno del material genético, por
medio de una electroforesis en gel automatizada, y después se amplifica por
medio de una PCR punto final, una vez terminada la amplificacion, se cuantifica la
genoteca por una PCR Tiempo real (qPCR) o por fluorometria, en la Figura 2.4 se

muestra el proceso para la elaboracién de genotecas .
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’.H
=2
=

Fragmentacion

Adaptadores estandar ~ e
f— Ligacion de adaptadores y repararion
= —
Adaptadores con = EE—
codigo de barras
1 Seleccion de tamaiio
= Genoteca standar
. - Genoteca con
codigo de barras
—_— Amplificacion

Figura 2. 4 Proceso de elaboracion de genotecas. El primer paso es la fragmentacion

posteriormente la ligacion de adaptadores, seleccion de tamaiio y finalmente la amplificacion 33),

Existen tres tipos de genotecas de ADN que se pueden generar para la
secuenciacion de ADN, las cuales son: La genoteca “single-end”, en donde por
cada fragmento de ADN se realiza una sola lectura, es decir, la secuenciacion de
esta genoteca se realiza en un sélo sentido, este tipo de geneotecas son ideales
para el analisis de sustituciones de un solo nucléotido o variaciones, y para
identificar que son reales estas variaciones se necesita una cobertura mayor a

30x. El disefio de estas genotecas se muestra en la Figura 2.5 #>29,
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Single-Emd
Read

= =

Figura 2. 5 Genoteca “single- end”. La secuenciacion de la genoteca es del extremo 5’ al extremo
3" obteniéndose una sola secuencia, por genoteca.

La genoteca ‘paired-end”, que realiza las lecturas en ambas direcciones:
sentido y antisentido de un fragmento de ADN o genoteca, en el cual se obtienen
dos lecturas por cada segmento, lo que facilita la deteccion de reordenamientos
gendmicos, elementos repetitivos, asi como la fusidén de genes. En la Figura 6 se
muestra la genoteca paired-end ©%.

Faired-Emcd

Read
= =3-
= = -

Read

Figura 2.6 Genoteca “paired-end”. A partir de una genoteca “paired-end” se obtienen dos
secuencias, sentido y antisentido.

La genoteca “mate-pair”, que es construida por fragmentos genémicos de

ADN mayores a 1000 pb, lo cual significa un exceso en la longitud de las lecturas

y alto costo en la secuenciacion, por ello los segmentos largos son circularizados

via ligacion con un adaptador que promueve la recircularizacion, posteriormente

estos son fragmentados para generar dos subfragmentos mas cortos. Este tipo de

genoteca provee informacion acerca de inversiones, sustituciones de un sélo
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nucleodtido y variacion en la estructura del genoma. En la Figura 2.7 se muestra la

genoteca mate pair ©¥.

Mate-Pair

Ligacion Adaptadores

\ /._—Hp-‘aﬁ\i—* P1 - Adaptadores Internos
- + -

u'__‘u-.!‘::’?: =
o

Figura 2.7 Genoteca “mate pair”, En la primera etapa de la construccion de estas genotecas el
ADN es recircularizados por medio de dos adaptadores.

2.8. Métodos de fragmentacién de ADN

La fragmentacion de ADN es una etapa crucial para la construccién de las
genotecas, para los cuales existen dos métodos distintos para la ruptura de
forma mecanica de ADN que son la sonicacion y nebulizacidon. El otro método
empleado es por medio de digestion enzimatica con endonucleasas las cuales
rompen los enlaces fosfodiester del material genético.

En este trabajo se utilizaron dos métodos para fragmentar el material: el
enzimatico y el método mecanico por medio de sonicacion; este ultimo realiza la
ruptura de ADN por medio de ondas de energia acustica de alta frecuencia, el
proceso se realiza en un medio liquido donde se generaran millones de burbujas
microscoépicas -las cuales se expanden y colapsan- que transmiten su energia al

ADN, cuyo proceso tiene el nombre de cavitacién gaseosa .
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2.9 Caracteristicas generales de las bacterias utilizadas en el presente
estudio
Las bacterias utilizadas en este proyecto pertenecen al género de Salmonella, que
es una de las principales bacterias causantes de ETA “. La salmonelosis es una
de las mas comunes y ampliamente distribuidas en el globo terraqueo. Se estima
que afecta anualmente a decenas de millones de personas en todo el mundo y
provoca mas de cien mil defunciones .

Las bacterias Salmonellas pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son
bacilos gram negativos, anaerobios facultativos, que no producen esporas. La
clasificacion mas reciente de Salmonella, basada en la secuenciacion de ADN,
considera solamente dos especies: S. enterica 'y S. bongori, a su vez divididas en
subespecies y serovaridades. Hasta el presente se han identificado mas de 2.500
cepas diferentes (llamadas “serotipos” o “variantes séricas”) de Salmonella spp,
por lo cual en este proyecto se trabajé con cuatro serotipos: Salmonella enterica
serovarariedad Muenchen, Salmonella enterica serovariedad Kentucky ©”.

El serotipo Salmonella enterica serovarariedad Muenchen es uno de los
2500 serotipos de Salmonella. En los EUA, Salmonella Muenchen es una
serovariedad comun, se encuentra entre los diez principales serotipos aislados de
los seres humanos.

En cuanto a su distribucion geografica podemos decir que la S. Muenchen
se ha reportado entre los serotipos mas comunes en distintos lugares de EUA,
Australia y Europa. También hay algunas identificaciones microbiolégicas de S.
Muenchen en algunos paises de Africa (Sudéafrica y Etiopia), Asia (Singapur y

Malasia) y América del Sur (Brasil). Las fuentes alimenticias asociadas a la

26


https://es.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae

MARCO TEORICO

enfermedad causada por Salmonella Muenchen son: melén, cerdo, alfalfa y jugo
de naranja ©¥.

Salmonella enterica serovariedad Kentucky es el serotipo mas comun
identificado en fuentes clinicas no humanas, de acuerdo con el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) en 2011. Sin embargo, en Europa,
la serovariedad Kentucky se encuentra en aproximadamente 1% de los casos
humanos. Esta cepa muestra resistencia antibidticos [B-lactamicos,
carbapenémicos, quinolonas, aminoglucosidos, cotrimoxazol, y a la azitromicina.
La caracterizacion molecular muestra una isla gendmica cromosdémica, que
contiene los genes que confieren resistencia a estos antimicrobianos.

La S. Kentucky esta ampliamente distribuida en E.U.A., y se encuentra
comunmente en los animales -especificamente en ganado- y aves de corral. En
Europa, Asia y Africa, esta serovariedad también esta aislada con regularidad de
los seres humanos, con sintomas compatibles con la salmonelosis ¢,

Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Enteritidis es la serovariedad
mas comun en los E.U.A y Europa, se asocia con el consumo de pollo y
blanquillos. La S. Enteritidis puede contaminar con éxito los huevos. El principal
reservorio animal es el pollo, sin embargo también se encuentra en bajo
porcentaje (<1%) en el pavo y el ganado. La distribucidn geografica de
serovariedad Enteritidis es global; segun la Organizacién Mundial de la Salud, es
el serotipo mas comun reportado en casos de salmonelosis en Europa,
Norteamérica, Sudamérica, Africa y Asia “°.

Por otro lado Salmonella entérica serotipo Panama causa generalmente

gastroenteritis en humanos -que es mas invasiva que la causada por otros
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serotipos- y afecta principalmente a los nifios. En cuanto a su distribucion
geografica se han reportado brotes en varios paises americanos como Chile y
México; asi como en paises europeos. La S. Panama se encuentra principalmente

0 (41,42, 43

en productos de carne de cerd ) En el Cuadro 2.4 se muestra el tamarfio del

genoma de los cuatro serotipos de Salmonella que se utilizaron para este

proyecto.
Cuadro 2.4 Tamarfio del Genoma de las bacterias

Nombre de Tamafio Referencia

Bacteria de
Genoma

Salmonella 4.5 Mb Base de Datos
enterica Patrick https://www.patricbrc.org/portal/portal/patric/Home
serotipo
Panama

Salmonella 4.6 Mb Base de Datos
enterica Patrick https://www.patricbrc.org/portal/portal/patric/lHome
serotipo

Enteritidis

Salmonella 4.7 Mb Base de Datos
enterica NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/1527?
serotipo http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/1527genome_assembly i
Kentucky d=23088

Salmonella 5.0 Mb Base de Datos
enterica Patrick https://www.patricbrc.org/portal/portal/patric/Home
serotipo

Muenchen
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2.10. Antecedentes particulares del presente estudio

La utilizacién de la secuenciacidon masiva en los laboratorios clinicos ha sido
empleada para el diagndstico de enfermedades en México en el Instituto de
Diagnéstico y Referencia Epidemiologicos (InDRE), es utilizada para la
identificacion de virus de interés epidemiologico, por ejemplo el virus del
dengue,virus de la influenza y chikungunya, por lo cual cada uno de los
componentes de la técnica de secuenciacion -fragmentacion del ADN, preparacion
de la genoteca, métodos de enriquecimiento, secuenciacion y analisis de datos
bioinformaticas- deben ser optimizados, documentados y validados en el ambito
clinico para obtener resultados confiables y asi un diagndstico preciso “* %,

La secuenciaciéon es utilizada para el diagnostico de enfermedades
complejas, como cancer, esclerosis, Sindrome Stickler, aneploidias, cardiopatias
hereditarias, retinitis pigmentaria etc, por tanto, si esta técnica es una herramienta
para el diagndstico de padecimientos graves, debe estar estandarizada, validada y
documentada # 2>%9),

Por otro lado, en Espafia, Martin Ortiz en colaboracién con otros
investigadores, en 2012, realizaron la validacién clinica de una genoteca de
secuenciacion masiva para el diagndstico genético de las cardiopatias, donde
consiguieron resultados de especificidad y sensibilidad al 100% de la cobertura de
la genoteca, con lo cual obtuvieron conclusiones decisivas para hacer el
diagnostico para este tipo de pacientes “7).

Budowle y colaboradores, en el afio 2014 realizaron una validacion de

secuenciacion, en el campo de investigacion forense, donde determinaron que los
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criterios de especificidad y sensibilidad de una validacion son necesarios para dar
un resultado confiable, asi como para el cumplimiento de los fines legales que se
requieren en el area forense 9.

En México, hasta el momento, en al area agroalimentaria no se ha realizado
una estandarizacion con procesos de elaboracion de genotecas de secuenciacion
masiva, a pesar de que esta técnica esta en aumento, para la tipificaciéon de
microorganismos patdégenos, y casos complejos de microorganismos

contaminantes en los alimentos.

30



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

lIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La elaboracidn de genotecas es una etapa crucial para la secuenciacion masiva,
durante esta etapa se pueden producir errores, por ejemplo una cobertura
desigual, cambios en la secuencia, y sesgos de longitud producidos por la
fragmentaciéon del ADN. Actualmente no existe una forma de garantizar
reproducibilidad en el proceso de generacion de genotecas bacterianas con un
tamano especifico para la quimica de 400 pares de bases (pb) de la plataforma de
secuenciacion masiva lon Torrent PGM.

Hasta el momento no hay evidencia acerca de la estandarizacion o
validacion de la técnica de Secuenciacion Masiva aplicada a bacterias patégenas
de interés agroalimentario, por lo tanto, en este trabajo se busca realizar una
estandarizacién de las condiciones de fragmentacion enzimatica y mecanica por
sonicacion, asi como establecer el parametro éptimo para la seleccion de tamano
por medio de electroferesis. Todo lo anterior para la elaboracion de genotecas en
dicha plataforma de secuenciacion, y con ello, obtener genotecas con un tamano

especifico de 450 a 480 pb, y reducir asi el tiempo de los procesos de elaboracion.
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IV. HIPOTESIS

Si se controlan todas las condiciones para la elaboracion de genotecas bacterianas,
entonces se obtendran genotecas con fragmentos de entre 450 a 480 pb y con una
concentracién mayor de 5 millones de moleculas que cumplan con los parametros para

una corrida de secuenciacion de la plataforma de secuenciacion masiva lon Torrent PGM.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Estandarizar el proceso de elaboracion de genotecas de bacterias de interés
agroalimentaria en la plataforma de secuenciacion masiva lon Torrent PGM

para la quimica de 400 pb.

5.2 Objetivos particulares

» Establecer la duracién de tratamiento y ciclos de rompimiento de la
fragmentacién por el método de sonicacién para obtener fragmentos en
un rango de 350-470 pb.

» Determinar el tiempo optimo de digestion enzimatica para obtener
fragmentos en un rango de 350-470 pb.

» Implementar el rango 6ptimo de pares de bases para la seleccion de
tamarno por medio de electroforesis.

» Obtener genotecas con una concentracion mayor de 5 millones de

moléculas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental consistio en determinar los parametros 6ptimos para el
proceso de formacion de las genotecas bacterianas, con el fin de estandarizar su
elaboracién para la plataforma de secuenciacion masiva en paralelo de lon Torrent
PGM de la quimica de 400 pb.

Se seleccionaron cuatro bacterias provenientes del cepario del Laboratorio
de Diagnéstico para la Deteccion de Organismos Patégenos (LCDDOP)
pertenecientes al SENASICA. De las muestras anteriores se extrajo el ADN con el
cual se establecieron los parametros de fragmentacion y seleccion de tamafo de
ADN, se elaboraron diez genotecas bacterianas, cinco fragmentadas por digestion
enzimatica y cinco fragmentadas por sonicacion.

Posteriormente se evalu6 la calidad de genotecas, por medio de una
electroforesis de microfluidos en un chip de Alta sensibilidad de ADN, y se evalu6
la concentracion de genotecas por medio de una gPCR en el equipo Lyght Cycler

480 I1.
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6.2 DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

| Seleccion de la muestra \
| Extraccién de ADN bacteriano \
| Fragmentacién de ADN \
\/
Mecénica por medio de Enzimatica por medio de digestion
sonicacion enzimatica
Ligacion de Codigos de barras y i /
reparacion de extremos
Seleccién de Tamafio por medio
electroforesis automatizada Pippin Prep
| Amplificacion de la genoteca por una PCR \
Evaluacion de la distribucion de tamafio de
la genoteca
| Cuantificacién de la genoteca por gPCR \

Figura 6.1 Esquema del flujo del trabajo realizado
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6.3 Seleccidon de Muestras

Se eligieron cuatro muestras de bacterias patdgenas, provenientes del cepario del
laboratorio de diagnéstico para la deteccion de organismos patégenos (LCDDOP)
pertenecientes al SENASICA.

De la muestra Salmonella Panama se partié de 100 yL del material genético
que habia sido extraido previamente, y de las muestras Salmonella enteritis,
Salmonella Kentucky y Salmonella Muenchen se recibieron 3 alicuotas de 3 mL de
células bacterianas (con una concentracion de 1x10células/pl) de las cuales se
realizd la extraccion de ADN. En el Cuadro 6.1 se muestra el nombre de las
bacterias y el estatus de las mismas, con las que se trabajo.

Cuadro 6.1 Nombre de las bacterias patégenas

Numero de Muestras Nombre de las bacterias Estatus de la muestra
1 Salmonella Panama ADN
2 Salmonella Enteritidis Células baterianas
3 Salmonella Kentucky Células baterianas
4 Salmonella Muenchen Células baterianas
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6.4 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las bacterias, se realizé con el kit de ADN Comercial
FAST ID. Se utilizé6 un volumen de 1 mL de la suspension bacteriana, y se
centrifugd a 3000 rpm durante 10 min, para concentrar un pellet de células
bacterianas.

Posteriormente se agregaron 500 yL de Buffer TE 1X, se centrifugo, se
resuspendio en 200 pyL de Buffer TE 1X y se adicioné 40 pyL de lisozima
(10mg/mL). Se agitdé e incubd a 37 °C durante 30 min. Se centrifugd a 10000 g
durante 5 min. y se deseché el sobrenadante. Se le agregé 1 mL de Buffer de lisis
y 10 pL de Proteinasa K (10 mg/mL) y se agité e incubd en el termobloque a 65°C
durante 30 min. con agitacion de 600 rpm.

Posteriormente se agregd 750 uL de cloroformo, se agité con un vortex y
centrifugd a 10,000 g por 5 min para la separacién de las fases. De la fase
superior se tomaron 800 puL y se colocan en otro tubo de 2 mL. A esta fase
superior se le agregd 800 pL del Buffer de unién, se agité con un vértex vy
centrifugd a 10000 rpm por 30 s.

Después, se realizaron tres lavados con un volumen 500 uL de solucion de
lavado, que se centrifugaron a 10,000 rpm por 30 s. A continuacion se llevaron a
cabo dos lavados con 700 pL de etanol al 75 % de. Posteriormente se
centrifugaron a 10,000 rpm por 30 s, por ultimo se volvid a centrifugar con el fin de

eliminar el exceso de etanol y secar a 10,000 rpm por 30 s.
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La columna se colocé en un tubo de 1.7 mL y se le agregaron 50 uL de
Buffer TE 1X para eluir (previamente calentado a 65°C) y se incub6é a 65°C
durante 10 min. Se le adicion6 50 pL de Buffer TE 1Xy se centrifugd a 10000 rpm
por 30 s.

Finalmente se recuperaron, -en un tubo de 1.7 mL- 100 yL de ADN de las
bacterias. La cuantificacion de la concentracion de ADN se realiz6 mediante una
técnica espectrofotométrica en el equipo Nanodrop y para evaluar la pureza de
ADN se tomo6 en cuenta la relacion 260/280 porque el ADN absorbe a la longitud

260 nm y las proteinas a la longitud de 280 nm.

6.5 Fragmentacién del ADN

La fragmentacién de ADN es la primera etapa del proceso de elaboracion de
genotecas, se utilizaron dos métodos para la fragmentacion: el enzimatico y el
mecanico por sonicacién, para este ultimo se utilizé el equipo covaris S220.

6.5.1 Fragmentacion Enzimética

Para la fragmentacion enzimatica de ADN, se probaron diferentes tiempos de
digestion enzimatica 6, 7, 7.5, 8 y 9 min, con el fin de establecer el tiempo 6ptimo
de digestion enzimatica.

Una vez establecido el tiempo 6ptimo para la digestion enzimatica, se utilizd
lo equivalente a 200 ng de ADN bacteriano, se coloc6 en un tubo de 1.6 mL y se
llevé a un volumen de 35 pL con agua libre de nucleasas y se adicionaron 5 uL de
buffer de reaccion lon Shear Plus 10 x y 10 yL de enzima Mix Il lon Shear Plus, la

cual se mezclo por pipeteo 8 veces .Posteriormente se incubd el ADN a 37 °C
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durante 7.5 min, con agitacion a 300 rpm, y finalmente, para detener la reaccion se
adiciono el buffer lon Shear Stop buffer.

6.5.2 Fragmentacién por Sonicacion

Para llevar a cabo la fragmentacion por sonicacidon se utilizé el equipo Covaris
S220, se realizaron alicuotas de ADN que contenian lo equivalente a 200 ng de la
muestra y se llevaron a un volumen de 50 pL con agua libre de nucleasas y se
utilizaron diferentes numeros de ciclos de rompimiento. En el Cuadro 6.2 se
muestran los ciclos de rompimiento utilizados.

Cuadro 6.2 Numero de ciclos de rompimiento

Numero de ciclos de rompimiento

100
200
230
250

300
Condiciones del tratamiento de la fragmentacion por sonicacion PIP=175 w,
Duty Factor (D.F)= 10 %, tiempo 80 s

Se utilizaron diferentes tiempos para el tratamiento de fragmentacién por
sonicacion. En el Cuadro 6.3 se muestran los tiempos utilizados en el tratamiento

de sonicacion para la fragmentacion.

Cuadro 6.3 Numero de ciclos de rompimiento

Tiempo (s )

80
160
360
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480

Condiciones del tratamiento de la fragmentacién por sonicacion
PIP=175w, D.F. 10 %, Numero de ciclos 100
Una vez fragmentado el ADN, se realizo la reparacion de los extremos romos,
para ello se realizé la siguiente reaccion: se adiciond 29 pl de agua libre de

nucleasas, 20 ul buffer 5x end repair y 1 pl la enzima end repair para tener un

volumen final de 100 pl y se incubo por 20 min a temperatura ambiente.

6.6 Purificacion de fragmentos de ADN
La purificacion de los fragmentos se realizd con perlas magnéticas recubiertas con
estreptavidina, una vez fragmentado el ADN se le adicion6 99 uL Agencourt
Ampure XP, se incubaron por 5 min a temperatura ambiente para que los
fragmentos de ADN se unieran a las perlas, después se colocaron en un
concentrador de perlas magnéticas (MPC) durante 3 min para separar el material
genético unido a las perlas de contaminantes.

Se realizaron dos lavados con 500 pL de etanol al 70 % a las perlas con
ADN; para eliminar el exceso de etanol se dejo destapado el tubo durante 3 min
dentro del MPC, se retiraron los tubos del MPC y se realizé la elucién con 25 pL
de buffer Low TE y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 min, se colocaron

nuevamente en el MPC durante 1 min.

6.7 Ligacion de adaptadores y reparacion de extremos
Para la ligacion de adaptadores se prepard, en un tubo de PCR de 0.2 mL, la
reaccion de ligacion de adaptadores y reparacion de extremos. En el Cuadro 6.4

se muestran los reactivos y volumen utilizados para preparar la reaccion de
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ligacion y se colocaron en el termociclador con las siguientes condiciones: 25 °C
15 min, 72 °C 5 min, y 4°C.

Cuadro 6.4 Reaccion de ligacion de adaptadores y reparacion.

Reactivos Volumen
(ML)

Ligasa buffer 10 x 10
lon P1 Adapter 2
lon Xpress Barcode X 2
dNTP Mix 2
Ligasa ADN 2
Nick Repair Polymerase 8

Agua libre de nucleasas 49

6.8 Purificacion de las genotecas

La purificacion de las genotecas se realizé con 100 yL de Agencourt Ampure XP,
se incubaron durante 5 min. a temperatura ambiente, y posteriormente se pasaron
a la MPC, se incubaron durante 3 min. Se realizaron dos lavados con etanol al
70%, se dejo abierto el tubo durante 3 min para eliminar el exceso de etanol. Se

retiraron del MPC y se eluyé con 20 uL de Low TE.

6.9 Seleccion de Tamafio de ADN

La seleccion de tamafio se realizd por medio de una electroforesis automatizada,
en el equipo Pippin prep. La muestra se preparé en un tubo de 0.6 mL,se
adicionaron 20 uL de la muestra mas 10 yL Low TE y 10 uL Loading Solution para
tener un volumen final de 40 uL y el marcador se preparé en un tubo de 0.6 mL,
20 pL de marcador peso molecular, mas 10 yL Low TE y 10 pL Loading Solution.

Una vez preparadas las muestras y el marcador, se cargaron en el casete
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de gel agarosa 2% el cual ya viene preparado. En la Figura 6.2 se muestra el
casete de gel de agarosa. En el equipo Pippin prep se programoé el tiempo de
corrida, que fue de 1.5 horas y el objetivo (target) para obtener fragmentos entre el

rango 450pb a 480 pb, se probaron tres opciones de target el de 460 pb, 470 pb y

475 pb.
A Dectetor Ci
Marcador de tamafio ] | P .’\\ I - |‘
de ADN -1 U —-@
f + Cada carril tiene sus
P od bl
e 4 1 l > anodo conmutable
- 0 - =
! —a
Muestra 3 s I [] I +
Muestra 2 - 1I ﬂ —‘_/'?2 I *
— )
[ A
Muestra 1 ok I
— ”
B’

Separacion de Canal

Camara de recolecién

Membrana impermeable Elucitn del canal

Figura 6.2 Casete de gel de agarosa del equipo Pippin prep. A) Pozo donde se carga el marcador.
B) Pozo donde se carga la muestra. C) Pozo donde se recolecta la muestra.

6.10. Purificacion de las genotecas después de la seleccion de tamafio

Las muestras que se recolectaron después de la seleccion de tamafo, se
purificaron con 99 pL de Agencourt Ampure XP; se incubaron durante 5 min. a
temperatura ambiente, y se colocaron en el MPC durante 3 min. Se realizaron dos
lavados con etanol al 70 %, se dejo abierto el tubo durante 3 min para evaporar el
exceso de etanol. Finalmente los tubos se retiraron del MPC y se eluyé con 25 pL

de Low TE.
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6.11 Amplificacién de genoteca bacteriana

Después de la seleccion de tamario se realizé la amplificacién de la genoteca por
medio de una PCR punto final, para ello se prepard la reaccién de amplificacion
con 100 uL Platinum PCR Super Mix mas 5 pL de library Amplification Primer Mix
y los 25 pyL de genoteca bacteriana para tener un volumen final de 130 pL. Se
coloco la reaccidn de amplificacion en el termociclador con el protocolo que se

muestra en la Figura 6.3 para realizar la amplificacion.

I s8ciclos |

95 °C 95 °C

5min | 15 seq 70 °C
58 °C / 1 min

15 seg

Desnaturalizacion Alineamiento Extension

Figura 6.3 Condiciones para la amplificacion de las genotecas. Se utilizaron 8 ciclos con las
condiciones de 95°C de desnaturalizacién durante 5 min, 95°C por 15 s, 58°C durante 15 s de
alineacion, 70°C por 1 min de extension.

6.12 Purificacion de la genoteca amplificada

Una vez amplificada la genoteca, se realizé la ultima purificacion con las perlas
magnéticas con 130 yL de Agencourt Ampure XP, se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente, y se colocaron en el MPC durante 3 min. Se realizaron dos
lavados con etanol al 70 %, para eliminar el exceso de etanol. Se expuso a
temperatura ambiente por 3 min. Se retir6 del MPC y se eluydé con 20 uL de Low

TE. La genoteca ya purificada se recuperd en un tubo de 0.6 mL.
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6.13 Evaluacién del tamafio de la genoteca

La evaluacion de la distribucion de tamafo de la genoteca se llevo a cabo por

medio de una electroforesis de microfluidos en el equipo Bionalizador Agilent

2100, se utilizdé un chip de alta sensibilidad, el cual se colocé en la estacion. En la

Figura 6.4 se muestra la estacion en la cual se coloca el chip de alta sensibilidad,

Figura 6.4 Estacion para realizar la presurizacion.

Para realizar el cargado de chip, los reactivos se colocaron a temperatura
ambiente por 30 min; después se realizd el cargado del chip el cual se muestra en

la Figura 6.5.
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_Presurizar A learcadur
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Figura 6.5 Cargado del chip de alta sensibilidad. A y B. Cargado del Chip con matriz gel dye C.
Marcador de referencia D. Cargado

En el grafico A de la Figura 6.5 se muestra en que pozo se adicionaron 9 uL
de gel dye mix y se presiono6 el émbolo de la jeringa, se coloco el seguro y se dejo
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por 1 min para realizar la presurizacion de la matriz, después se liberé hasta que
llegara a su posicién inicial en un 1 mL. En el grafico B se muestra el pozo donde
se agregaron 9 uL de gel dye mix. En el grafico C se muestra en que pozo se
adicionaron 5 pyL de marcador de ADN de alta sensibilidad. En el Grafico D se
muestra el pozo donde se colocd 1 yL de marcador de talla molecular, finalmente
en el grafico E se muestra en que pozo se adicion6 1 pyL de muestra.Una vez
cargado el chip, este se colocé en el vortex durante 1 min. a 2400 rpm, se realiz6
una revision visual para que no existieran burbujas; finalmente se coloco en el

equipo bionalizador.

6.14 Cuantificacion de genoteca por gPCR.

La cuantificacion de las genotecas se realiz6 por medio de la técnica PCR en
tiempo real (QPCR) en el equipo LightCycler® 480 de Roche, se utilizé un kit
KAPA SYBR® Fast qPCR. Para lo cual se prepararon diluciones seriales:
1:500 ,1:1000, 1:2000, 1:4000, en la Figura 6.6 se muestran las diluciones. Una
vez preparadas las diluciones se realizé la mezcla de reaccion, se afiadieron 6 L
Master Mix y 4 yL de cada una de las diluciones de la genotecas se agité con
vortex, se realizd por triplicado cada una de las reacciones y se colocaron 10 y de

la reaccidn en una placa de 96 pozos.
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Figura 6.6 Diluciones seriales de genotecas.
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VIl. RESULTADOS

Seleccién de las muestras y cuantificacion de ADN.

Las bacterias utilizadas en este trabajo son provenientes del cepario del
Laboratorio de Diagnéstico para la Detecciéon de Organismos Patégenos (LDDOP)
que pertenece al SENASICA, a las cuales se les realizé la extracciéon de ADN, la
concentracion se cuantificé por espectrofotometria en el equipo Nanodrop. En el

Cuadro 7.1 se muestran la concentracion y relacion de pureza de ADN de las

muestras.
Cuadro 7.1 Concentracién y pureza de ADN de las bacterias.
Ndmeros Nombre de Bacteria Concentracion Pureza Pureza
(ng /uL) 260/280 260/230
1 Salmonella entérica 65.1 1.98 2.18
serotipo Enteritidis
2 Salmonella entérica 54.2 1.97 213
serotipo Kentucky
3 Salmonella entérica 53.1 2.00 2.19
serotipo Muenchen
4 Salmonell entérica 69.7 1.98 2.16

serotipo a Panama

La concentracidon de las muestras obtenida fue mayor de 50 ng/uL -que es
la cantidad minima necesaria para elaborar genotecas- y la relacion de pureza de
260/280 de las muestras esta en el rango de 1.8-2.0 y para la relacion 260/230 las
muestras estan entre 1.8-2.2 por lo tanto es considerado como un ADN de pureza
adecuada, por este motivo se decidid utilizar estas bacterias para la elaboracion

de las genotecas.
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Fragmentacion del material genético ADN.

Una vez extraido el material genético, el siguiente paso fue la fragmentacion de
ADN, se establecio el tiempo de 80 s y 300 ciclos para la ruptura del material
genético por medio de sonicacion en el equipo Covaris S220 con la muestra
Salmonella Muenchen. El Cuadro 7.2 muestra las condiciones establecidas para la

fragmentacion por sonicacion.

Cuadro 7.2 Condiciones establecidas para la fragmentacién por sonicacion.

PIP (w) DF (%) Ciclos de rompimiento Tiempo (s) Volumen de la Muestra

175 10 300 80 50 uL

PIP=Potencia Maxima Incidente, D.F.=factor de trabajo

Una vez fraccionado el ADN, se realizé la evaluacion de los fragmentos por
medio de una electroforesis de microfluidos en el Bionalizador Agilent 2100 en un
chip de alta sensibilidad de ADN. Los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 7.1.

[FU] 1 | [FU] 2 [FU] 3
100

| 460 pb

%1 | 463 pb _ %1 | 461pb

30

-,

-

)= e Pt N 0 LN ’ o 9 04" o
mrrr T 1T 1T 1T Tl mrre T 1T Trm mrrr T TrT T
35 150 300 500 10380 [bp] 35 150 300 500 10380 [bp] 3 150 300 500 10380  [bp]

Figura 7.1 Gréfico de fluorescencia contra pares de bases (pb) de ADN de las repeticiones
realizadas con las condiciones de la Cuadro 10. Grafico 1) Tamafio promedio de pb de los
fragmentos de ADN de la muestra Salmonella Muenchen. Grafico 2) Tamafio promedio de pb de
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los fragmentos de ADN de la muestra Salmonella Muenchen. Grafico 3) Tamafio promedio de pb
de los fragmentos de ADN de la muestra Salmonella Muenchen.

Después de que se fragmento el ADN, con las condiciones que se establecieron
para la sonicacion en el equipo Covaris S220, se realizé estadistica descriptiva,

para comprobar la repetibilidad. En el Cuadro 7.3 se muestra el tamafio promedio

del ADN fragmentado de la bacteria Salmonella Muenchen.

Cuadro 7.3 Tamaro del ADN fragmentado por Sonicacion en el equipo Covaris S220.

Numero de Repeticion Tamano promedio de los

fragmentos (pb)

1 460
2 463
3 461
Promedio 461.33
Desviacion estandar 1.52
CV(%) 0.331

Para confirmar que las condiciones establecidas para la fragmentacién de
ADN por sonicacion fueran 6ptimas se probaron tres muestras de bacterias
diferentes: Salmonella Panama, Salmonella Kentucky y Salmonella Enteritidis, las
cuales se evaluaron por medio de electroforesis de microfluidos. En la Figura 7.2

se observa el tamafo promedio del ADN fragmentado por sonicacion.
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Figura 7.2 Grafico de fluorescencia contra pares de bases (pb) de ADN fragmentado por
sonicacion con tres diferentes cepas de Salmonella en el bioanalizador Agilent en un chip Alta
sensibilidad ADN. Grafico A) Tamano promedio de pb de los fragmentos de ADN de la muestra
Salmonella Panama. Grafico B) Tamaro promedios de pb de los fragmentos de ADN de la muestra
Salmonella Kentucky. Grafico C) Tamafo promedio de pb de los fragmentos de ADN de la muestra
Salmonella enteritidis. Grafico D) marcador de talla molecular.

Una vez establecidas las condiciones de fragmentacidn mecanica por
sonicacién, se realizaron pruebas para establecer el parametro 6ptimo para la
fragmentacién enzimatica, el tiempo que se establecié de digestion enzimatica fue
de 7.5 min.

Para confirmar que en el tiempo 7.5 min se obtuvieron fragmentos de
tamano 6ptimo para la elaboraciéon de genotecas, se realizd la fragmentacion
enzimatica de la muestra tres veces. Después se analizaron los fragmentos, en un
chip de alta sensibilidad de ADN del Bionalizador Agilent 2100. En la Figura 7.3 se
puede observar el grafico de fluorescencia contra pares de bases del ADN

fragmentado por enzimas y el tamafio promedio de cada una de las muestras.
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Figura 7.3 Grafico de fluorescencia contra pares de bases (pb) de ADN fragmentado por enzimas
de las repeticiones realizadas con el tiempo de 7.5 min de fragmentacion enzimatica en el
bioanalizador Agilent en un chip de alta sensibilidad de ADN. Grafico 1) Tamafo promedio de pb
de los fragmentos de ADN de la muestra Salmonella Muenchen. Grafico 2) Tamafo promedio de
pb de los fragmentos de ADN de la muestra Salmonella Muenchen. Grafico 3) Tamafio promedio
de pb de los fragmentos de ADN de la muestra Salmonella Muenchen.

Con la finalidad de comprobar la repetibilidad del método de fragmentacion
enzimatica, se le aplicd estadistica descriptiva al tamafno promedio de los
fragmentos de ADN, para ello se utilizaron medidas de tendencia central (la
media); y de dispersion (desviacion estandar). En el Cuadro 7.4 se muestran los

resultados de la estadistica realizada.

Cuadro 7.4 Tamano de ADN fragmentado por digestién enzimatica.

Numero de Repeticion Tamano promedio de los

fragmentos (pb)

1 465
2 456

3 453
Promedio 468
Desviacion estandar 6.24
CV(%) 1.36
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El coeficiente que se obtuvo fue de 1.36 y el promedio del tamafio de los
fragmentos de ADN fue de 468 pb, por lo cual se concluy6é que la fragmentacion
enzimatica con el tiempo de digestion de 7.5 min es reproducible. Para confirmar
que este parametro es 6ptimo, se realizaron otras tres fragmentaciones con tres
bacterias diferentes y se evaluo el tamafio en un chip de alta sensibilidad de ADN.

En la Figura 7.4 se muestran los graficos de ADN fragmentado de las tres

muestras.
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Figura 7.4. Grafico de fluorescencia contra pares de bases (pb) de ADN fragmentado por el
método enzimatico con tres diferentes cepas de Salmonella en el bioanalizador Agilent en un chip
alta sensibilidad de ADN. Grafico A) Tamafio promedio de pb de los fragmentos de ADN de la
muestra Salmonella Panama. Grafico B) Tamafo promedio de pb de los fragmentos de ADN de la
muestra Salmonella Kentucky. Grafico C) Tamafio promedio de pb de los fragmentos de ADN de la
muestra Salmonella enteritidis. Grafico D) Marcador de talla molecular.

Seleccion de tamainio.

Una vez establecidos los parametros éptimos de fragmentacion de ADN por el
método enzimatico y mecanico por sonicacion, se realizaron pruebas con el fin de
establecer el parametro para la seleccion de tamano de ADN por medio de una

electroferesis automatizada.
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El parametro “target” que se establecid para la seleccidn de tamano de ADN en el
equipo Pippin Prep® fue de 470 pb, para ello se utilizaron las muestras
fragmentadas por el método enzimatico, posteriormente se realizé la ligacion de
adaptadores, que son secuencias de nucledtidos conocidos que se adhieren a
cada uno de los extremos del material genético, con esto se convierten en
genotecas y posteriormente se realizo la seleccion de tamano.

Para confirmar si el “target” de 470 pb era el éptimo para la seleccién de
tamano, se elaboraron tres genotecas con este parametro y se evaluaron en chip
de alta sensibilidad en bionalizador Agilent 2100. En la Figura 7.5 se muestran las

genotecas después de la seleccion de tamaro.

1) 475pb 2) 473pb 3) 477pb
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Figura 7.5 Grafico de fluorescencia contra pares de bases (pb) de genotecas en un ensayo de tres
repeticiones utilizando el “target” de 470 para la seleccién tamafio. Grafico 1) Tamafo promedio de
pb de genoteca de Salmonella Muenchen. Grafico 2) Tamano promedio de pb de genoteca de
Salmonella Muenchen. Grafico 3) Tamafo promedio de pb de genoteca de Salmonella Muenchen,
Posteriormente se realizo estadistica descriptiva a los resultados obtenidos

mediante el “target” de 470 pb para la seleccion tamarfo, los resultados se

muestran en el Cuadro 7.5.
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Cuadro 7.5 Tamario de genotecas después de la seleccion de tamafio de ADN.

Numero de Repeticion Tamano promedio de las
genotecas

1 475
2 473
3 477

Promedio 475

Desviacion estandar 2
CV(%) 0.4215

Elaboracion de Genotecas.

Después de haber establecido los parametros de fragmentacion y seleccion de
tamafno de ADN, se realizd6 la elaboracidon de genotecas bacterianas, para
corroborar que todo el proceso es repetible y reproducible; para esto se utilizaron
200 ng de ADN de la muestra y se elaboraron cinco genotecas fragmentadas de
forma enzimatica y cinco genotecas fragmentadas por sonicacion.

Primero se realizaron cinco genotecas fragmentadas de forma mecanica
por sonicacion, en la Figura 7.6 se muestra el ADN fragmentado de cada una de

estas muestras.
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Figura 7.6 Grafico de fluorescencia contra segundos(s) de ADN fragmentado por sonicacion de las
cinco genotecas proporcionado por el equipo bionalizador. Salmonella Muenchen 1: tamafio
promedio de 459. Salmonella Muenchen 2: tamafio promedio de 454 pb _ Salmonella Muenchen

3: tamafo promedio de 453 pb . Salmonella Muenchen 4: tamafo promedio de 453 pb _.
Salmonella Muenchen 5: tamafio promedio de 453 pb.

Con los parametros de sonicacidn estandarizados previamente, se observé
que los resultados de los fragmentos de ADN tuvieron un promedio de 454 pb,
para los cincos materiales genéticos de la bacteria Salmonella Muenchen.

Después de la fragmentacion, se ligaron los adaptadores, se realizd la
seleccion de tamafo, y posteriormente se amplificd la genoteca con el objetivo de
tener una mayor cantidad de biblioteca gendmica para secuenciar.

Posteriormente, como en todas las reacciones de amplificacién, se purifico
el producto, y finalmente se realizé la evaluaciéon de calidad de las genotecas
fragmentadas por sonicacion por medio de una electroforesis de microcanales en
el bionalizador Agilent 2100. En la Figura 7.7 se observan las cinco genotecas, asi
como el tamafno promedio de cada una de ellas, mientras que en la Figura 7.8

aparece la imagen de gel de las genotecas proporcionado por el bionalizador.
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Figura 7.7 Grafico de fluorescencia contra segundos(s) de las cinco genotecas de la bacteria
S.Muenchen fragmentadas por sonicacion.
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Figura 7.8 Imagen de gel bionalizador Agilent en chip Alta sensibilidad ADN de las genotecas
fragmentadas por sonicacion. Carril 1) Salmonella Muenchen, Carril 2) Salmonella Muenchen,
Carril 3) Salmonella Muenchen, Carril 4) Salmonella Muenchen, Carril 5) Salmonella Muenchen.

Tanto en la Figura 7.7 como en la Figura 7.8, se observa que las cinco genotecas
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que se fragmentaron por sonicacion, presentan intensidad de fluorescencia y
tamafo en pb similares, en cada una de las cinco repeticiones realizadas, lo que
indica que el proceso es reproducible, para comprobar lo anterior se realizé la
respectiva estadistica descriptiva, para verificar la repetibilidad del proceso y en la

Cuadro 7.6 se muestran los resultados.

Cuadro 7.6. Estadistica descriptiva para las genotecas bacterianas generadas por medio

de la fragmentacion mecanica.

Numero de repeticion Tamano de Genoteca

(pb)

1 475

2 477

3 473

4 476

5 474

Media del tamafio de la genoteca (pb) 475
Desviacion estandar 1.581
Coeficiente de Variacion (%) 0.332
Error Reproducibilidad 0.665
Error Precision 1.063
Tamano Genoteca ideal (pb) 470

Con esto se comprobd la repetibilidad del proceso de la genotecas
bacterianas bajo las mismas condiciones, ya que se obtuvo un coeficiente de
variacion de 0.33 %, es decir, menor a 15 %, por lo tanto se dice que es repetible
el proceso para la elaboracién de genotecas “®).

Una vez elaboradas las genotecas, se realizd la cuantificacion por medio de
una PCR en tiempo real. En la Figura 7.9 se muestra la grafica de la curva patrén
y la curva de una de las muestras, donde la pendiente obtenida fue de m= 3.24.

En el Cuadro 7.7 se muestra la concentracién de las genotecas fragmentadas por
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sonicacion.

Fluorensencia
Fluorensencia

Ciclos Ciclos
Figura 7.9 Grafico de fluorescencia contra nimero de ciclos proporcionado por equipo light cycler
480 Il Roche. A) Curva patron. B) Curva de una de las genotecas.

Cuadro 7.7 Tamafio promedio y concentracion de las genotecas bacterianas
fragmentadas por sonicacion.

Numero T.G. Concentracion
repeticion (moléculas/uL)
(pb)

1 475 9.11E 07

2 477 7.72E08

3 473 6.41 E 08

4 476 2.09E 08

5 474 4.40E 08

Promedio de 4 31 E 08

Concentracion ’ )

(moléculas/pL)

La concentracion que se obtuvo de las cinco genotecas -que se muestra en
el Cuadro 7.7- esta arriba de 5 millones de moléculas/uL, que es la concentracion
necesaria para realizar la emulsion en PCR, que es el siguiente paso del proceso
de secuenciacion masiva. Por lo tanto, las condiciones de fragmentacion por
sonicacidon que se establecieron para el proceso de elaboracion de genotecas, asi
como el parametro de seleccion de tamano “target”’, brindan buenos resultados
para obtener genotecas con los parametros 6ptimos para la secuenciacion.

Por otro lado también se elaboraron cinco genotecas fragmentadas

enzimaticamente, una vez fragmentado el ADN se tomé una alicuota de 1 L para
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evaluar el tamaro de los fragmentos, que se muestra en la Figura 7.10.

W s Muenchen 1
BN S. Muenchen 2
m S.Muenchen 3

S.Muenchen 4
B S.Muenchen 5

S ——

—

Figura 7.10. Grafico de fluorescencia contra segundos (s) de los fragmentos de ADN de las cinco
genotecas con el método enzimatico. Salmonella Muenchen 1: tamafio promedio de 458 pb.
Salmonella Muenchen 2: tamafio promedio de 456 pb Salmonella Muenchen 3: tamafo promedio
de 457 pb. Salmonella Muenchen 4: tamafo promedio de 452 pb. Salmonella Muenchen 5:
tamano promedio de 449 pb.

En la Figura 7.10 se muestra el ADN fragmentado por el método
enzimatico, el tamafo que se obtuvo fue 6ptimo -ya que estaba en el rango de
350 pb a 470 pb para la elaboracion de genotecas-, por lo cual se decidié realizar
las genotecas.

Una vez elaboradas, se evalud la calidad de las genotecas por medio de
una electroforesis de microfluidos en un chip de alta sensibilidad de ADN, los
resultados se observan en la Figura 7.11, se muestran las genotecas
sobrepuestas y el tamafio promedio de cada una, mientras que en la Figura 7.12
se observa el corrimiento electroforético proporcionado por el bionalizador Agilent

2100.
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Figura 7.11 Grafico de fluorescencia contra segundos (s) de las cinco genotecas bacterianas
fragmentadas por digestion enzimatica y el marcador de talla molecular.
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Figura 7.12 Corrimiento electroforético de las genotecas realizadas por digestion enzimatica. Carril
1) Salmonella Muenchen Carril 2) Salmonella Muenchen Carril 3) Salmonella Muenchen Carril 4)
Salmonella Muenchen Carril 5) Salmonella Muenchen.
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En la Figura 7.11 se observa que el tamafno de las genotecas esta entre el 471 a
477 pb, y que son muy similares en las cinco repeticiones y en la Figura 7.12 del
corrimiento electroforético se observa la banda de las genotecas, que aparecen en
tiempos cercanos, o que nos proporciona indicios acerca de que el proceso es
reproducible. Para comprobar lo anterior se realizd la respectiva estadistica
descriptiva, para verificar la repetibilidad del proceso y en el Cuadro 7.8 se

muestran los resultados.

Cuadro 7.8. Media y desviacién estandar de las genoteca bacteriana

Fragmentados por digestion enzimatica.

Muestra Tamafo de Genoteca

(pb)

1 477

2 472

3 471

4 476

5 475
Media del tamafio de la genoteca (pb) 474.2
Desviacion estandar 2.58
Coeficiente de Variacion (%) 0.54
Error Reproducibilidad 1.09
Error Precision 0.89
Tamano Genoteca ideal (pb) 470

Con base en estos resultados se puede comprobar la repetibilidad del
proceso de la genotecas bacterianas bajo las mismas condiciones, ya que se
obtuvo un coeficiente de variacion de 0.54 %, es decir, menor a 15 %, por lo tanto
se dice que es repetible el proceso de elaboracion de genotecas fragmentadas

enzimaticamente “®.
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También se puede afirmar que el proceso de elaboracion de genotecas es
reproducible, ya que estas genotecas se realizaron en diferente tiempo, en
relacion a las primeras pruebas donde se estandarizaron las condiciones y se
obtuvieron resultados similares.

Por ultimo, con las genotecas elaboradas se realizé la cuantificacion de las
mismas por medio de una PCR en tiempo real, los resultados se muestran en el

Cuadro 7.9.

Cuadro 7.9. Tamano promedio y concentracion de las genotecas bacterianas.

Numero Tamano de Concentracion
de repeticion genoteca (moléculas/uL)
(pb)
1 477 5.6e08
2 472 1.49 e09
3 471 3.67e 08
4 476 7.89 e08
5 475 492 e 08
Promedio de 7.38E+08
Concentracion

(moléculas/pL)

Para comprobar que el proceso de elaboracién de genotecas bacterianas
es repetible, reproducible y que las condiciones que se establecieron para la
fragmentacion y seleccion tamafio del ADN son optimos para elaborar genotecas
de un tamafo especifico de 450 a 480 pb, para ello se realizé6 estadistica

descriptiva que se muestra en el Cuadro 7.10.
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Cuadro 7.10. Media y desviacion estandar de las genotecas bacterianas

fragmentados por digestion enzimatica.

Muestra Tamano de Genoteca

(pb)
S.Muenchen 1 475
S.Muenchen 2 477
S.Muenchen 3 473
S.Muenchen 4 476
S.Muenchen 5 474
S.Muenchen 6 477
S.Muenchen 7 472
S.Muenchen 8 471
S.Muenchen 9 476
S.Muenchen 10 475

Media del tamafio de la genoteca

(pb) 474.6
Desviacion estandar 2.065591118
Coeficiente de Variacion (%) 0.435227796
Error Reproducibilidad 0.870455591
Error Precisiéon 0.978723404
Tamano Genoteca ideal (pb) 470

El coeficiente de variacién que se obtuvo fue de 0.43, de las diez genotecas
elaboradas. Se concluyé que con los dos métodos -enzimatico y mecanico por
sonicacion- las genotecas tienen las condiciones Optimas de tamafo vy
concentracion para realizar una corrida de secuenciacion masiva para la

plataforma lon Torrent PGM.
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VIIl. DISCUSION

El uso de la técnica de secuenciacion de nueva generacion SNG ha incrementado
debido a su gran numero aplicaciones en diferentes areas. Una de las
controversias que ha surgido es la de poder garantizar que los resultados de la
prueba de SNG son confiables, asi como comprobar su validez analitica.

Los estudios al respecto, estan enfocados al area clinica y forense
(2946.4749) " astas investigaciones hablan sobre la relevancia de asegurar la calidad
de SNG, la importancia de controlar cada una de las etapas del proceso en la
parte técnica de la elaboracion de genotecas, la emulsion en PCR, la corrida de
secuenciacion, asi como el analisis bioformartico.

Por lo tanto, en este trabajo se estandarizé el proceso de elaboracion de
genotecas para la plataforma de secuenciacién de nueva generacion lon Torrent
PGM, la cual es una etapa fundamental y crucial para la SNG, debido a los errores
que se pueden generar en su construccion como son: coberturas desiguales,
cambios en la secuencia e interrupciones en la secuencia de ADN ¢4 %9

En este estudio se trabajo con las bacterias Salmonella que provenian del
Laboratorio de Diagnéstico para la Deteccion de Organismos Patdégenos
(LCDDOP); la Salmonella es uno de los principales agentes contaminantes de
alimentos en nuestro pais, razéon por la cual se estandarizé el proceso de
elaboracién de genotecas con este microorganismo. Ademas, hoy en dia la
identificacion y tipificacion bacterias, por medio de la SNG tiene una alta

especificidad. (14 15 16.17.18.31)
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El primer paso que se realiz6 fue la extraccion del ADN de las muestras, y se
cuantifico la concentracion de material genético en el equipo Nano Drop®, cuyo
principio se basa en la espectrofotometria, el parametro que se utilizé para la
evaluacion de pureza de ADN fue la relacion de 260/280 que proporciona el
equipo Nano Drop®.

Las muestras tuvieron un cociente de la relacion absorbancia de 260/280
nm entre 1.8-2.0, por lo tanto se consideran puras.

El ADN tiene un maximo de absorcion de luz UV a la longitud de 260 nm,
esto es por la presencia de grupos aromaticos de las bases nitrogenadas a lo
largo de la cadena de ADN; si las muestras se encontraran fuera del rango 1.8-
2.0, indicaria la presencia de contaminantes provenientes del proceso de
extraccion tales como proteinas, fenoles, entre otros, que absorben a la longitud
de onda de 280 nm 253,

Pero en este caso las muestras utilizadas se localizaron dentro de los
valores considerados de alta pureza, por lo cual se decidio utilizar estas muestras
para elaboracion de genotecas, ademas que la concentracién que se muestra en
el Cuadro 7.1 esta arriba de 50 ng/pL, que es la cantidad minima requerida para la
elaboracién de genotecas de la plataforma de secuenciacion masiva lon Torrent
PGM.

Después de realizar la extraccion, se realiz6 la fragmentacion de ADN,
proceso indispensable, ya que distintos estudios comunican la importancia de la
fragmentacion de ADN para la elaboracién de genotecas porque puede afectar a
la secuenciacion i6n produciendo errores en la longitud de las lecturas 43 %0,

En este estudio se establecieron los parametros de fragmentacion enzimatica y
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mecanica por sonicacion. Para la ruptura de ADN por sonicacion -que se realiza
por medio de ondas de energia acustica- se establecio 300 ciclos y 80 s, se
decidio establecer este tiempo porque fue con el que se obtuvieron fragmentos de
ADN en un rango de 350 a 470 pb como se muestra en la Figura 7.2, lo cual es
optimo para elaborar genotecas de lon Torrent PGM para la quimica de 400 pb.

Se evaluaron tiempos mas prolongados, el 6ptimo fue 80 s. ademas se
reporté en una tesis doctoral de Greendy, en 2014, que un tiempo mas prolongado
no mejora la ruptura de ADN. En la referencia citada, el autor utilizé la cavitacidon
acustica para la ruptura celular de microalgas para obtener biocombustible -
aunque la pared celular es mas resistente que el ADN-, observd que a los pocos
segundos de sonicacién a alta intensidad de frecuencia fija se produjo un
disrupcion celular significativa y, en tiempos de exposicidn mas largos, la eficacia
declind, debido a una atenuacion de energia ultrasonica en la nube resultante de
las burbujas de cavitacion, lo cual lo determind mediante mediciones acusticas ©®*
54, 55).

En el caso de la fragmentacion enzimatica, la ruptura se realizé por medio
de un coctel de endonucleasas inespecificas que rompen los enlaces fosfodiester
entre los nucledtidos dentro de una cadena ADN; el tiempo que se establecio fue
de 7.5 min; como se observa en la Figura 7.3 el promedio del tamafio de los
fragmentos que se obtuvo fue de 468 pb 4.

Cuando se establecieron las condiciones para fragmentar el ADN, otro de
los parametros que se establecié para la elaboracién de las genotecas fue la
seleccion de tamano en el equipo Pippin prep, que se basa en una electroforesis

automatizada, que realiza la separacion por medio de carga y masa en un campo
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eléctrico.

Para la seleccion de tamafio se utilizo un casete de gel de agarosa
desechable al 2% tefiido con bromuro de etidio ( es un compuesto fluorescente
que se intercala en la molecula de ADN) 9,

Se evalud la calidad de las genotecas por medio de una electroforesis de
microfluidos en un chip de alta sensibilidad de ADN. Esta técnica permite conocer
la calidad, tamafo y concentracion del ADN con una elevada resolucion. La
tecnica emplea chips constituidos por dos laminillas y pozos, con microcanales en
el interior, donde se efectua un proceso de separacion electroforética por carga y
masa, ademas de realizar la deteccibn de material genético por medio de
fluorescencia inducida por un laser que permite detectar fragmentos ADN con una
concentracion de hasta 0.5 ng ©”.

En la Figura 7.7 y 7.11 se observan los graficos de la relacién de la
fluorescencia emitida (FU) contra la longitud de los fragmentos de ADN, de cada
una de las genotecas. La media obtenida fue de 475 pb para las genotecas
fragmentadas por sonicacion, esto es por la incorporacién de adaptadores de
amplificacion y secuenciacion en cada uno de los extremos del fragmento cuya
longitud es de 35 pb.

La concentracidén de las genotecas se evaludé por medio de la ecuacion de
la recta generada a partir de la curva estandar, por medio de la metodologia SYBR
Green® el cual es una molécula intercalante que tiene afinidad por ADN de doble
cadena ®®.En el Cuadro 7.7 y 7.9 observamos una concentracién en las

genotecas fragmentadas enzimaticamente y por sonicacion mayor a 5 millones de

moléculas en cada una, la cual es la cantidad minima necesaria para una corrida
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de secuenciacion en la palataforma de lon Torrent PGM ©2),

Finalmente, para comprobar la repetibilidad del proceso de la elaboracion
de genoteca se aplico un analisis estadistico para obtener la media del tamafo
promedio de genotecas, el cual fue de 474.6 pb y el coeficiente de variacion (que
es una medida de dispersion que hace referencia a la relacidon entre el tamafio de
la media y la desviacion) fue de 0.43 %.Como el coeficiente de variacion obtenido
es menor de 15 %, indica que es repetible el proceso de elaboracion de
genotecas. 8.

Por lo tanto, las genotecas que se elaboraron en este trabajo cumplieron
con las caracteristicas 6ptimas de tamafio y concentracion para la secuenciacion,
ya que el tamafio de las genotecas estaba en un rango de 450 a 480, y
presentaron una concentracion arriba de 5 millones de moléculas, ambas son

condiciones 6ptimas para una corrida de secuenciacién para la plataforma de

secuenciacion masiva lon Torrent PGM
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IX. CONCLUSIONES

Para la fragmentacidn mecanica por sonicacion se establecid el tiempo de 80
segundos con 300 ciclos de rompimiento, mientras que para la fragmentacion
enzimatica el tiempo de digestion fue de 7.5 minutos.

La fragmentacion por medio de sonicacion ofrece resultados mas precisos
y reproducibles, que la fragmentacién enzimatica de acuerdo a la estadistica
realizada.

El parametro de seleccion de tamafo de fragmentos en las genotecas
quedo establecido como un “target” 470 pb, con el que se obtuvieron fragmentos
con un tamafio mayor de 450 pb y menor de 480 pb.

El proceso de elaboracion de genotecas es repetible y reproducible, porque
los coeficientes de variacion obtenidos fueron menores del 15% para las 10

genotecas elaboradas.
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