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RESUMEN

RESUMEN

En México, el SENASICA desarrolla trabajos y actividades para asegurar la
inocuidad de los alimentos, verificando las vias de distribucion e implementando
programas informativos a fin de realizar un buen manejo de los mismos. Por su
parte, debido a que los padecimientos causados por la ingesta de alimentos
contaminados con agentes patégenos representan un problema de salud publica
para la poblacion mexicana, la Subdireccion de Secuenciaciéon y Bioinformatica del
CNRDOGM ha centrado parte de sus actividades al estudio gendémico de bacterias
patdogenas de interés agroalimentario con mayor incidencia, entre las que se

encuentran Salmonella spp., Listeria monocytogenes, y Escherichia coli.

En los ultimos afos se ha encontrado que las caracteristicas de patogenicidad y
virulencia, asi como diversos factores responsables de dafios y la transmision de
enfermedades, se encuentran generalmente codificados en elementos
extracromosomales, por lo cual en el presente proyecto se disefio y estandarizé
una estrategia de extraccion y purificacion de plasmidos de tres de las bacterias
con mayor incidencia relacionadas con ETA: Salmonella enterica serovar
Enteritidis, Listeria monocytogenes y Escherichia coli, para la obtencién de
material genético plasmidico que pueda ser secuenciado mediante NGS vy

analizado bioinformaticamente.

Para ello, se estandarizo la extraccién de plasmidos a partir de cuatro diferentes
metodologias, de las cuales se eligié la que presentdé mejores rendimientos y
calidades en los extractos de ADN, posteriormente se elimin6 el material genético
cromosomal mediante digestion enzimatica y se evaludé la presencia de los

plasmidos mediante PCR.

El material genético restante fue enriquecido empleando una amplificacion por
desplazamiento mediante PCR isotermal y posteriormente secuenciado en la

plataforma lon Torrent PGM™.
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Finalmente, al llevar a cabo el andlisis bioinformético se logré la identificacion, a
partir de las secuencias obtenidas, de las tres bacterias en estudio. Ademas de la
identificacion de tres plasmidos con una cobertura del 100 % para la bacteria L.
monocytogenes; tres plasmidos para la bacteria E. coli con coberturas del 77.0,
85.0 y 99.0 % respectivamente y un pldsmido para la bacteria S. Enteritidis con
una cobertura del 99.0 %. Adicional a esto, se identificaron dos referencias
plasmidicas, en las cuales se observo que su contenido nucleotidico fue altamente
conservado, sin embargo, una de ellas poseia una regién transponible dentro de la
cual se identificaron genes codificantes a distintos tipos de trasnposasas y uno

mas para una integrasa.
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INTRODUCCION

1.0 INTRODUCCION

A nivel mundial se ha considerado a las enfermedades causadas por el consumo
de agua o alimentos contaminados con agentes nocivos como un importante
problema de salud. Se identifican dentro de estos agentes nocivos a elementos de
origen quimico, como residuos de plaguicidas o metales pesados acarreados por
el riego, ademas de elementos bioldgicos como virus, parésitos y bacterias “8. El
consumo de alimentos con agentes nocivos representa una amenaza latente para
la salud a nivel mundial, poniendo en peligro la vida de lactantes, nifilos, mujeres
embarazadas, adultos mayores y personas inmunocomprometidas, convirtiéndolos

en grupos particularmente vulnerables B,

1.1 Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA)

Las ETA son consecuencia de la ingesta de alimentos y agua contaminados con
microorganismos 0 sustancias quimicas. Se conoce la existencia de
aproximadamente 31 agentes causantes de 32 enfermedades, de los cuales 12

corresponden a bacterias patégenas %,

La OMS estima que cada afo alrededor del mundo, cerca de 600 millones de
personas se ven afectadas a causa de las ETA, de las cuales cerca de 420 000
casos resultan en muerte. Las infecciones relacionadas con el desarrollo de
diarrea infecciosa representan mas de la mitad de los casos reportados de ETA, la
cual se desarrolla por la ingestion de carne, huevos y productos lacteos con un
tratamiento térmico no adecuado, por el consumo de frutas y verduras mal

lavadas, asi como de agua contaminada ®2.

La aparicion de sintomas gastrointestinales es el reflejo mas comun de la ingesta
de alimentos contaminados, sin embargo, esta puede provocar incluso sintomas

neuroldgicos, ginecoldgicos e inmunoldgicos, entre otros %,
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Las ETA se clasifican en dos tipos segun el origen de la enfermedad:

e Intoxicaciones trasmitidas por alimentos. Causadas por la ingesta de
alimentos los cuales portan toxinas producidas por la proliferacion de las
bacterias en el alimento. La presencia de la bacteria no resulta necesaria
para el desarrollo de la enfermedad.

e Infecciones transmitidas por alimentos. Causadas por la ingestion de
alimentos portadores de bacterias vivas, la cuales se instalan dentro del
hospedero y desarrollan la enfermedad.

1.2 Bacterias patdgenas de interés agroalimentario

A pesar de los esfuerzos realizados para generar campafas donde se pretende
cuidar la inocuidad y calidad de los alimentos, anualmente se siguen registrando
miles de casos de infecciones a causa del consumo de alimentos portadores de
patogenos alimentarios. Las bacterias y los virus son la causa mas comun de ETA
presentando una sintomatologia variable segun el agente patdogeno consumido,

llegando incluso a causar la muerte ™.

Dentro de los 12 patégenos mas recurrentemente identificados en los casos de
diarrea infecciosa por la Organizacion Mundial de la Salud se encuentran
Salmonella no tifoidea y Escherichia coli patégena ®3, ambos con una taza de
morbilidad alta. Por otra parte, una de las enfermedades transmitidas por
alimentos que tiene uno de sus grupos vulnerables en las mujeres embarazadas
es la listeriosis, causada por la bacteria Listeria monocytogenes, microorganismo
ubicuo en el ambiente, el cual se presenta de modo inesperado con una baja

incidencia, pero un alto indice de letalidad .

Tan solo en 2014 se reportaron en los Estados Unidos de América 19,542 casos
de infecciones causadas por el consumo de alimentos contaminados, de los
cuales, 4,445 requirié de hospitalizacion y 71 de ellas terminaron en muerte.
Dentro los casos de hospitalizacidon se logro la identificacion, entre otras bacterias,

de las tres bacterias involucradas en este estudio, reportando los siguientes
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porcentajes para cada una: E. coli en 23.0 %, Listeria spp con 11.0 % y
Salmonella spp con un 6.0 % .

Una via de trasmisién potencial es el consumo de germinados de semillas de
hortalizas, el cual se ha ido popularizando a lo largo de la ultima década debido a
la demanda de los consumidores por probar nuevos alimentos y sabores. Sin
embargo, el nimero de brotes de ETA asociados al consumo de estos alimentos
también ha ido en aumento, presentando una mayor relacion con las cepas
patdbgenas de Salmonela spp y E. coli. En América del Norte se asocian
principalmente al consumo de germinados de alfalfa y soya, en tanto que, en
Japén, en el afio de 1996 se registr6 un brote de E. coli O157:H7 debido al
consumo de germinados de rabano, el cual desato 9,451 casos de enfermedades
con un total de 12 muertes. En México no se encuentran registros de casos
reportados de brotes asociados al consumo de estos alimentos, sin embargo, esto
no significa que no existan casos relacionados con bacterias patdégenas, ya que el
consumo de vegetales es comun, un ejemplo de ello son los germinados de alfalfa
y soya los cuales se consumen como una practica con alta incidencia dentro de la
poblacién mexicana, con lo cual se incrementan los riesgos de desarrollar una
infeccion relacionada con el consumo de patdgenos acarreados por los mismos

alimentos

1.2.1 Listeria monocytogenes

Listeria es un bacilo Gram-positivo, no ramificado y anaerobio facultativo, capaz de
desarrollarse en un rango muy amplio de temperaturas (1 °C — 45 °C) y tolerar
altas concentraciones de NaCl. Mévil a temperatura ambiente pero inmoévil a 37
°C, temperatura en que sus flagelos se inactivan. Debido a que L. monocytogenes
puede crecer a bajas temperaturas, los alimentos contaminados con un nimero
pequefio de microorganismos almacenados en refrigeracibn por periodos

prologados de tiempo pueden presentar un creciente desarrollo de esta bacteria
[28]
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El género Listeria estd conformado por 10 especies, de las cuales Unicamente L.
monocytogenes es reconocida como patdégena y aunque es poco frecuente, su
letalidad se encuentra limitada a poblaciones bien definidas como recién nacidos,
ancianos, mujeres embarazadas y pacientes con un sistema inmunoldgico
disminuido 8. Asi mismo, se considera una de las principales causas de muertes

por ETA en los Estados Unidos de América 2%,

Ademas, como se ha mencionado, L. monocytogenes es un microorganismo
ubicuo localizado en fuentes ambientales, asi como en las heces de mamiferos,
aves y otros animales. Su principal fuente de transmision es mediante el consumo
de alimentos contaminados como carne cruda o con mal procesamiento térmico,
lacteos no pasteurizados y vegetales crudos mal lavados, sin embargo, puede
trasmitirse de individuo a individuo, principalmente de madre a hijo al momento del

nacimiento 28,

La infeccibn en mujeres embarazadas por L. monocytogenes también es
responsable de muertes neonatales, nacimientos prematuros y abortos
espontaneos; en adultos sanos puede causar gastroenteritis, diarrea acuosa,
fiebre, nduseas, cefalea, mialgias y artralgias *®), ademés de ser capaz de producir
meningitis, presentando una letallidad del 20 al 50 % y secuelas neurolbgicas

importantes en los sobrevivientes 1%,

1.2.2 Escherichia coli

Bacilo Gram-negativo, oxidasa negativa, anaerobio facultativo, que puede o no
poseer flagelos que le brinden movilidad. Perteneciente a la familia de las
enterobacterias ® crece en un intervalo de los 7 a los 50 °C con un 6ptimo en los
37 °C P Se ubica principalmente como comensal en el tracto digestivo de
humanos y animales de sangre caliente que viven en asociaciones mutuamente
beneficiosas y rara vez causa enfermedad "% sin embargo, existen algunas cepas
productoras de toxinas capaces de provocar cuadros gastrointestinales graves al
ser humano, de las cuales se identifican seis variedades agrupadas segun sus
mecanismos de patogenicidad y sindromes clinicos: E. coli Shigatoxigénica
(STEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli

8
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enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), y E. coli de adherencia difusa (ADEC) ™.

E. coli es transmitida de hospedero a hospedero mediante la ruta fecal-oral o
través de contactos con superficies contaminadas. Un vehiculo de transmision
muy importante es la ingesta de alimentos y bebidas contaminadas con materia
fecal, la cual se encuentra estrechamente relacionada con los brotes

epidemioldgicos en adultos ©.

La OMS destaca a la especie de E. coli productora de toxina Shiga (STEC) debido
a su agresividad y complicaciones producidas al consumidor, capaz de producir
desde malestares estomacales y diarrea acuosa, hasta diarreas sanguinolentas o
colitis hemorréagica, fiebre y vomitos, presenta un periodo de incubacién promedio
de cuatro dias y la mayoria de los infectados logra sobreponerse a lo largo de los
primeros 10 dias, sin embargo, se estima que cerca del 10% de los casos de
infeccion desarrollan Sindrome Hemolitico Urémico (SHU), el cual es acompafnado
de insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia, con una tasa
de letalidad del 3 al 5 %. En el 25 % de los casos que desarrollan SHU se pueden
presentar complicaciones neurolégicas como convulsiones, accidente

cerebrovascular y coma, asi como secuelas renales crénicas .

1.2.3 Genero Salmonella

Bacilo Gram-negativo perteneciente a la familia de las enterobacterias, anaerobio
facultativo, méviles mediante flagelos peritricos, organismos no encapsulados y no
esporulados, con una longitud de entre las 2 y 5 micras **!, crece en un intervalo

de temperatura de 5 a 46 °C con un 6ptimo en los 37 °C 19,

Salmonella spp. habita generalmente en el tracto intestinal de animales sanos,
principalmente aves de corral, ganado vacuno y porcino, asi como animales
domeésticos. Al ser un habitante de la zona gastrointestinal, puede ser desechada
en las heces de los animales, en donde llega a sobrevivir por un periodo

prolongado de tiempo gracias a su resistencia a una Aw baja 7.
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El género Salmonella se organiza en dos grandes grupos: S. bongori, la cual no
presenta ningun riesgo para el ser humano y S. enterica, que a su vez se
subdivide en seis subespecies y de estas se tienen caracterizados mas de 2500

serotipos [?°!

, Mismos que en su gran mayoria pueden provocar gastroenteritis.
Entre estos serotipos destacan S. Enteritidis y S. Typhimurium como los dos
serotipos méas importantes causantes de salmonelosis transmitida desde animales

a seres humanos en la mayor parte del mundo “&,

La principal fuente de trasmisioén de Salmonella spp. se presenta via fecal-oral por
malos habitos de higiene, asi como por el consumo de alimentos contaminados
con materia fecal. La salmonelosis es una enfermedad que generalmente se
caracteriza por presentar fiebre alta, dolor abdominal, diarrea, nduseas y en
ocasiones vomitos, los sintomas de la enfermedad se presentan entre las 6 y 72

horas posterior al consumo de la bacteria y esta puede durar de 2 a 7 dias 2.

El SINAVE en su informe hasta la semana 28 de 2017, presenta un acumulado de
43,488 casos de enfermedades intestinales identificados como salmonelosis ¥,
sin embargo, se estima que entre el 60 y el 80 % de los casos no se reconocen
como parte de un brote identificado y se clasifican como casos esporadicos, 0 ni

siquiera se diagnostican 2.

En la Tabla 1 se muestra, a modo de resumen, las principales caracteristicas de

cada bacteria en el estudio.

10
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Tabla 1. Cuadro comparativo de las caracteristicas generales de las bacterias en el

estudio.
Variedades ~
Bacteria patégenas a Caracteristicas Dafios a la Vector de_ % d_e
hUMAanos salud transferencia mortalidad
Bacilo Gram-
positivo,
Catalasa +, Listeriosis,
No ramificado, Nacimientos Carne cruda o mal
Flagelos prematuros, cocida,
L. L. peritricos, Muertes Vegetales crudos, 20— 50 %
monocytogenes | monocytogenes Movil 30 °C o neonatales, Via madre a hijo
menos, Abortos al momento de
No esporulado, espontaneos, nacer.
Halotolerante, Meningitis.
Anaerobio
facultativo.
Diarrea acuosa,
Bacilo Gram- Diarreas
STEC negativo, sanguinolentas, Ruta fecal — oral
EHEC Oxidasa negativa, Colitis de hospedero a
ETEC Puede o no hemorragica, hospedero,
E. coli EIEC poseer flagelos, SHU, Ingesta de 3-5%
EPEC Movil, Insuficiencia alimentos
EAEC No esporulado, renal aguda, contaminados con
ADEC Anaerobio Anemia restos fecales.
facultativo. hemolitica,
Trombocitopenia.
Bacilo Gram- Consumo de
negativo, alimentos
Generalmente Salmonelosis, contaminados con
s lactosa -, Fiebre, material fecal
Tifoideas .
S. enterica Flza,gelos Dolor abdomlnal, Carne, hue_vos y NQ
y *
no tifoideas perlt,rlc_:os, Qlarrea, leche sin determinado
Movil, Nauseas, procesamiento
No esporulado, Vémito. térmico,
Anaerobio Contacto fecal
facultativo. oral

*Los casos de letalidad son poco frecuentes y no hay reporte de ellos

(48]

11




INTRODUCCION

1.3 ADN bacteriano

1.3.1 Cromosomay Gen ribosomal 16S

El cromosoma en bacterias es una molécula circular de ADN de doble cadena en
donde se aloja toda la informacién hereditaria y de regulacién de una bacteria **!.
Esta macromolécula contiene genes constitutivos esenciales, necesarios para el
mantenimiento de las funciones celulares basicas como reproduccion,
metabolismo y funciones especificas, tales como procesos de replicacion,
segregacion, transcripcion y traduccion. Estos genes regulan su nivel de expresion
de acuerdo a la presion selectiva que el medio y las condiciones de crecimiento
impongan sobre la célula. Los genes constitutivos representan unas de las
regiones mayormente conservadas dentro del cromosoma bacteriano al presentar
un nivel de evolucién muy bajo sobre sus secuencias codificadas ™ ¢ EJ
almacenamiento de la informacion contenida en el cromosoma plantea un enorme
reto en la distribucion espacial dentro de la célula, ante esto, el cromosoma se
encuentra perfectamente organizado y empaquetado en una estructura anclada al
citoplasma denominada nucleoide ™Y, fijada mediante asociacién de proteinas
favoreciendo asi el concentrado de ADN en estructuras compactas ®*. Esta
compactacion del ADN se mantiene gracias al balance de fuerzas, incluyendo el
super enrollamiento, compactacion por proteinas, transcripcion y las interacciones
ARN-ADN “4,

Entre los genes constitutivos ubicados en el cromosoma bacteriano, se encuentra
el gen ribosomal 16S, el cual, tiene un tamafio de aproximadamente 1500 pb que
a pesar de poseer secuencias altamente conservadas, también contiene regiones
hipervariables, las cuales, se emplean para el estudio de filogenia y taxonomia
bacteriana, al punto de ser considerado como un cronémetro molecular propuesto
por Carl Woese en la década de los 70, bajo el postulado de Zuckerkandl y
Pauling en 1962, donde establecen que los cambios en los mondémeros de las
proteinas (aminoacidos) se producian al azar y aumentaban de manera lineal en
dos organismos vivos. En 1968, Allan Wilson y Vincent Sarich observaron que los

errores en la replicacién de ADN inducian la aparicion de mutaciones dirigiendo a

12
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éste a la evolucion molecular, determinando que con la acumulacion de las

diferencias evolutivas entre organismos se podria determinar su historia evolutiva.
[32] [36] [57]

Con los estudios comparativos de las secuencias del gen ribosomal 16S, Woese
logr6 determinar la division de los protistas en dos reinos: Eubacteria y
Archaeobacteria para posteriormente introducir el término dominio en sustitucion
de reino como categoria taxonémica superior realizando la distribuciéon de los
organismos celulares en tres dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya 2, en la
actualidad es posible emplear al gen ribosomal 16S con fines de caracterizacion e

identificacion.

1.3.2 Generalidades de los plasmidos
Los plasmidos son replicones extracromosomales de doble cadena en su mayoria
circulares denominados ADN CCC, aunque también se presentan en su forma

s B 8 Estos elementos se

lineal en algunas especies bacterianas y fungica
ubican en el citoplasma de la célula y son portadores de informacién genética
adicional a la contenida en cromosoma, capaces de facilitar la propagacion de
genes de seleccion positiva como resistencia a antimicrobianos, destoxificacion de

metales pasados, factores de virulencia, factores metabélicos, entre otras. 4],

Son elementos con replicacion autonoma y auto-regulada que utilizan la
maquinaria de replicacion del hospedero y son considerados como material
genético de expresion eventual, la cual, generalmente se ve regulada en
respuesta a presion selectiva ante la presencia de antimicrobianos o frente a

condiciones ambientales a las que se vea expuesto cada microorganismo.

Entre los pladsmidos mayormente estudiados se encuentran los plasmidos
circulares con super enrollamiento negativo encontrados generalmente en E. coliy
otras bacterias Gram-negativas, con una longitud que oscila entre 1 — 100 Kb los
cuales pueden representar hasta el 10 % del material genético celular. Se sabe
gue los plasmidos de gran tamafio se limitan a pocas copias dentro de una misma

célula (plasmidos exigentes), a diferencia de los plasmidos de menor tamafio, que

13
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se han encontrado hasta en miles de copias por célula (pldsmidos tolerantes),
estos inician un namero indiscriminado de copias por ciclo, los cuales, al alcanzar
cierta concentracion, activan un sistema de autorregulacion que inhibe Ila

replicacion plasmidica 4319,

Los plasmidos, como elementos moviles, son uno de los principales vehiculos
para el transporte de informacién genética *°. De esta manera se cree que la
transferencia de informacién adicional obtenida mediante la incorporacion de
elementos génicos ajenos a su genoma es el principal promotor de la rapida
evolucion y adquisicion de habilidades para la adaptacion a diferentes entornos en

los microorganismos B,

Es posible realizar una clasificacion de los plasmidos con base en las

caracteristicas que estos poseen:

e Grupos de incompatibilidad: segun el sistema de replicacion vy
segregacion de copias "¢,

e Por el fenotipo codificado: plasmidos de resistencia (antimicrobianos y
metales pesados), plasmidos de virulencia (codificantes de diversas
toxinas), plasmidos bacteriocinogénicos (llevan a cabo la sintesis de
bacteriocinas).

e Por su capacidad de auto transferencia: conjugativos (mediante
transferencia horizontal), movilizables (en presencia de un plasmido
conjugativo) y no movilizables (propios del organismo en el cual residen).

e NuUmero de copias: Desde una o algunas pocas copias, hasta algunos
miles de ellas. Ejemplo de estos, se tiene al plasmido pl15A presente en
cepas de E. coli 15T en un intervalo de 3 a 5 copias, asi como el plasmido
pTZ, utilizado como vector de clonacion y en aplicaciones de ingenieria
genética, capaz de generar arriba de 1000 copias de su secuencia por cada

célula.
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1.4 Extraccion de ADN

Los métodos de aislamiento y purificacion de ADN se fundamentan en el uso de
sus caracteristicas fisicoquimicas ya que el ADN esta constituido por una doble
hélice de nucledtidos unidas entre si, integradas por un azucar (desoxirribosa), un
grupo fosfato y una base nitrogenada (adenina, guanina, timina o citosina). La
unién de los nucleétidos ocurre entre el grupo fosfato y el azlcar, mediante
enlaces fosfodiéster, dando lugar al esqueleto de la molécula. La union de las
bases complementarias se lleva a cabo mediante puentes de hidrégeno los cuales

mantienen estable la estructura helicoidal “1.

Los grupos fosfato estan cargados negativamente y son polares, lo que le confiere
al ADN una carga neta negativa y lo hace altamente polar, condicion que permite
disolverlo en soluciones acuosas y formar una capa hidratante alrededor de la
molécula. Sin embargo, en presencia de alcoholes como el etanol o isopropanol,
se rompe la capa hidratante y quedan expuestos los grupos fosfato, condicién que
favorece la interaccion con cationes como el Na*, el cual al reducir las fuerzas
repulsivas entre las cadenas de nucleétidos permite la precipitacion del ADN. A su
vez, la carga neta negativa del ADN le permite unirse a moléculas y matrices
inorganicas cargadas positivamente permitiendo el aislamiento de la molécula

mediante las interacciones electrostaticas con membranas de silice ",

A lo largo del tiempo, se han disefiado distintos protocolos con la finalidad de
obtener una cantidad y calidad de ADN adecuados, asi como garantizar la
eliminacién de inhibidores potenciales que dificulten el tratamiento posterior de la
molécula. En general, los protocolos tradicionales consisten en cinco etapas
principales: homogenizacion del cultivo (para el caso de bacterias), lisis celular,

separacion de proteinas, lipidos y RNA, precipitacién y redisolucién del ADN ¥7,

A partir de los afios 90, se introdujeron al mercado kits de extraccion que utilizan
matrices inorganicas (columnas de purificaciébn) compactas cargadas
positivamente capaces de retener varios microgramos de ADN y separarlos del
resto de las biomoléculas presentes, permitiendo obtener un extracto libre de

inhibidores. Durante la extraccién, el ADN cargado negativamente se adsorbe o
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une a la matriz selectiva de manera reversible manteniéndose unido a ésta
durante la remocion de ARN, lipidos, proteinas y diversos metabolitos vy

(47]

posteriormente liberado de la matriz , consiguiendo de esta forma su

purificacion.

1.4.1 Extraccion de plasmidos

La minipreparacion de plasmidos (minipreps), se consideran una técnica
fundamental en biologia molecular para el aislamiento del ADN plasmidico, los
cuales pueden ser clasificados segun los métodos de lisis celular y precipitacion
de ADN utilizados, teniendo los siguientes: métodos alcalinos que utilizan NaOH
con SDS, asi como NaOH con detergentes zwitterionicos o no ionicos; los
métodos con detergentes, que utilizan s6lo SDS o en combinacion con pronasa o
lisozima; los procedimientos organicos, que utilizan fenol o mezclas con
fenol/cloroformo solas o en combinacion con Triton X-100 o lisozima; y los
tratamientos fisicos que incluyen llevar a ebullicion el medio en donde se
encuentran las celulas en presencia de soluciones de lisozima con Triton X-100 o

Tween 20.

Dichos procedimientos han sido disefiados para llevar a cabo la ruptura de la
célula y exponer todo el material biolégico, asi como desnaturalizar y precipitar el
ADN tanto genémico como plasmidico. Una vez sedimentado el material genético,
se agrega una solucién de neutralizacion, la cual favorece la renaturalizacion y
solubilizacion del ADN plasmidico, en tanto que los restos cromosomales se
guedan en el sedimento. Finalmente, luego de una centrifugacion se retira el

sobrenadante con ADN plasmidico contenido en él.

Durante las ultimas cuatro décadas los métodos mas utilizados y sobre los cuales
se basan los protocolos y kits comerciales hacen uso de un medio alcalino y
detergentes aniénicos como el SDS, adicionalmente, muchos emplean columnas
de afinidad con una composicion molecular a base de sales de silicio como un

paso extra para el aislamiento e incremento en el rendimiento y selectividad .
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1.5 Secuenciacion de acidos nucleicos

De manera determinante la Secuenciacion de nueva generacion, tiene origen en el
desarrollo de las primeras metodologias de secuenciacion de ADN, las cuales en
principio se plantearon ser mucho mas sencillas que la ya desarrollada
secuenciacion de proteinas, ya que se pensaba que encontrar la secuencia
ordenada de cuatro nucledtidos seria mucho mas sencillo que descifrar el posible
orden de una proteina conformada por 20 aminoéacidos diferentes. Afios mas tarde
con el desarrollo de nuevas técnicas y la secuenciacion de fragmentos de mayor

tamarfio esta idea cambié &,

1.5.1 Secuenciacién de primera generacion

El primer material genético secuenciado fue el tARN™? (polinucleétido de 76
bases) por el equipo de Holley, en un proyecto que duro 7 afos, el cual se publico
oficialmente en el afio de 1965 . La secuenciacién se obtuvo al fragmentar la
molécula de ADN via enzimatica, para después hacer uso de meétodos
cromatrograficos y la posterior identificacion de los extremos 5’ y 3’ para ordenar la

secuencia B,

Afos mas tarde, Frederick Sanger y su grupo de colaboradores dirigieron sus
estudios al disefio de nuevas metodologias para la fragmentacién y secuenciacion,
inicialmente de ARN y en una etapa posterior de ADN. A partir de esto, en el afio
de 1977 se reportaron los dos primeros protocolos que describian una gran
aproximacion a lo que actualmente es la secuenciacion de ADN, Sanger con su
método enzimatico de terminacion de cadenas (método de los didesoxinucleotidos
— ddNTP’s) y Gilbert & Maxam con el desarrollo del método por fragmentacion
guimica. Aunque ambas metodologias permitian un analisis completo de los
fragmentos de ADN vy la deteccion de modificaciones en su secuencia, la
metodologia de Sanger obtuvo mayor difusion y fue mediante ésta que un afio

més tarde se reportaria la secuencia completa del virus X174 B°.
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Posteriormente, en la década de los 90, con el desarrollo de nuevos proyectos de
secuenciacion, se modificé una parte fundamental de la metodologia de Sanger,
adaptandose a métodos menos nocivos, eliminando el uso de reactivos
radioactivos con la implementacion de ddNTP’s marcados con fluoréforos (Figura
1) que se analizaban mediante electroforesis capilar, obteniendo un
electroferograma que se traducia en el orden nucleotidico de los fragmentos

secuenciados P17,
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Figura 1. Secuenciacién tipo Sanger. La amplificacion se detiene al incorporar a la
sintesis un nucleétido modificado marcado con un fluoréforo Gnico. Los fragmentos
sintetizados se separan mediante electroforesis capilar durante la cual el detector realiza
la lectura de cada nucleétido marcado y mediante la interpretacion del ordenador, ésta es

traducida a la secuencia del fragmento en cuestion 9.
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Los avances en el desarrollo de estas técnicas permitieron el disefio de nuevas
tecnologias automatizadas para la secuenciacion de ADN, como los equipos ABI
Prism y CEQ-serie con capacidad de procesar hasta 96 muestras en pocas horas
y con secuencias entre 500 y 1000 bases. En este punto qued6 marcado lo que se
considerdé la primera generacion de secuenciadores, abriendo paso a la
secuenciacion de segunda generacion con la metodologia Whole Genome
Shotgun Sequencing la cual, aceleraba y facilitaba el andlisis de los datos

obtenidos B,

1.5.2 Secuenciacién de segunda generacion

Los avances en la ciencia de la secuenciacién dieron pie en 1990 al desarrollo del
“Proyecto Genoma Humano” y en 1995 se reportd el primer genoma secuenciado
de un organismo de vida libre, Haemophilus influenzae #”. En el afio 2001 se
publicé el primer borrador del genoma humano, el cual implicé un gasto cercano a
los 3,000 millones de dolares, lo cual orill6 a los cientificos a la busqueda de
nuevas tecnologias que abarataran los costos sin afectar el rendimiento y
obtencion de resultados, llegando asi a la creacion de los denominados
secuenciadores de segunda generacion, capaces de generar miles de reacciones

generadas en paralelo (secuenciadores de alto rendimiento [high-throughput]).

Fue hasta 2005 que surgid el primer desarrollador capaz de aportar una
aproximacion significativa y de buenos rendimientos a la secuenciacibn masiva
con el nombre 454 FLX de Life Science que posteriormente seria absorbida por
Roche, implementando la tecnologia de pirosecuenciacion (Figura 2), que aplica
una técnica no fluorescente en la que participa el pirofosfato, producto de la
reaccion de polimerizacion del ADN, el cual, mediante una serie de reacciones
enzimaticas acopladas, es transformado dando lugar a una liberacién de luz. De
esta forma, con la adicion de cada nucledtido, es producida una imagen que se
analiza para proporcionar flujogramas que una vez interpretados por el ordenador,
devuelven las secuencias de nucleétidos ?”. A poco mas de una década en el
mercado, la pirosecuenciacién en el secuenciador 454 FLX se ha visto desplazada

por el desarrollo de tecnologias capaces de generar volumenes mayores de datos
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en un tiempo considerablemente menor, disminuyendo los costos e incrementando
la cantidad de resultados obtenidos. En la Tabla 2 se observa un comparativo
entre las plataformas mas representativas de la NGS disponibles en la actualidad.
Se observa que la evolucion de las tecnologias ha desarrollado técnicas de
secuenciacion las cuales generan una cantidad mayor de informacién en tiempos
reducidos. Es por ello que en 2017, la tecnologia 454 de Roche ha salido de
circulacion, en busqueda del desarrollo de técnicas competitivas con las

actualmente vigentes en el mercado.

(DNA), + ANTP —=2UMERS3_y yNDP + dNMP + fosfato ===

Secuencia Nucleotidica
@6 ¢ - A Co e T Sulforilasa

Y

APS + PPi ATP
Luciferina Oxiluciferina

, r Tiempo
%ﬂfi—t? |
G c T A G c T
Adicion de Nucledtidos )¢

ATP  LUZ

Apirasa i i Sti =
ANTP =———mBl2228 . INDP + dNMP + fosfato L@ incorporacion de nucledtidos genera una sefal
s luminosa la cual se representa como un pico

dentro del pirograma.

Luz

Apirasa fosf
#
ATP | — ADP + AMP + fosfato

Figura 2. Pirosecuenciacion utilizada por el secuenciador 454. Al incorporar un
nucledtido conocido a la cadena gque se esta sintetizando, se libera un pirofosfato (PPi), el
cual es transformado en ATP por la enzima ATP sulfurilasa, el ATP generado es entonces
empleado junto con una luciferina por la enzima luciferasa, produciendo oxiluciferina y una
sefial luminosa. Finalmente, una apirasa se encarga de degradar aquellos nucleétidos que
no han sido incorporados con el fin de que al afiadir un nuevo dNTP, no existan restos de
reacciones anteriores. El sensor del equipo captura esta sefal luminica y lo reproduce
COmMO un pico en un pirograma, con lo que se puede realizar el llamado de bases y una
correcta traduccién de los fragmentos secuenciados ?3.
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Tabla 2. Cuadro comparativo de los parametros entre las diferentes plataformas de

NGS.
, Plataforma 454 lon Torrent Illumina
Parametro
ADN para
librerias 1.0 pg 100.0 ng 1.0 ng
Fragmentacion ) S°”'9a°'c.’f‘ ) Son_lca,C|_on
- Nebulizacién - Enzimatica y
- Tagmentacion
Union de Ligacion Ligacion
adaptadores 9 9
Identificadores MID Barcodes indices

Seleccion de

Sizing solution

Electroforesis en

Perlas magnéticas
AMPure XP: 0.4X

tamafios agarosa y 1.8X
- Amplificacién de | - Amplificacion de
Amplificacion emPCR libreria libreria
- emPCR - Clusterizacion
Secuenciacion Pirosecuenciacion | Semiconduccion Fluorescencia
Junior: 30 Mb PGM: 2 Gb MiSeq: 15 Gb
Rendimiento o Proton: 10 Gb -
FLX: 500 Mb S5: 10 Gb NextSeq: 120 Gb
Tamarfo de 800 pb 200 pb 17550ppbb
lecturas 1,600 pb 400 pb 300 pb
D|re|c:C|on de las Single end Single end Pair end
ecturas
Tiempo de ensayo 29 h 5h -29h
-56 h

1.5.3 Tecnologia lon Torrent

El lon PGM™, es una plataforma de segunda generacion y fue la elegida para el
desarrollo de este trabajo. Este equipo, fue lanzado al mercado en el afio 2010 y
en la actualidad permanece en uso gracias a su versatilidad para ser aplicada en
diversos trabajos de secuenciacién, como la secuenciacion dirigida, analisis de
transcriptoma, exoma y genoma completo, asi como la capacidad de escalar
proyectos y migrarlos a otras plataformas. lon Torrent implementa el principio de la
semiconduccioén, realizando la precisa deteccion de los protones liberados como
subproducto de la sintesis de ADN, lo cual genera un ligero cambio de voltaje en

el medio. De este modo y mediante un flujo controlado y conocido de nucle6tidos,
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es posible determinar la secuencia de cada fragmento al detectar la adicion de
cada base a lo largo de la sintesis y la interpretacion mediante el ordenador
integrado al equipo (Figura 3). En el CNRDOGM se ha establecido para el lon
PGM™ un flujo de trabajo capaz de brindar resultados correspondientes a: la
preparacion de librerias en un periodo aproximado de 8 horas, la amplificacién por
emulsién en un estimado de 6 horas, la corrida de secuenciacion con un total de 8
horas mas y finalmente un par de horas adicionales para el analisis de datos, es
decir que en un periodo de tres dias es posible obtener resultados sobre todas las
muestras secuenciadas. Ademas, el rendimiento obtenido por el equipo esta
relacionado con los soportes sélidos en donde se llevan a cabo las reacciones de
sintesis, los cuales estdn hechos de una matriz semiconductora que, a su vez,
dependeran de los elementos que se pretende estudiar. Se distribuyen en tres
tipos: lon 314 Chip con un estimado de 20 Mb secuenciadas en un periodo de 2.4
h; lon 316 Chip con un estimado de 200 Mb en un periodo de 3.1 h e lon 318 Chip
con un estimado de mas de 1 Gb en un periodo de 4.5 h. El tamafio de los
fragmentos secuenciados varia segun la metodologia empleada entre las 200 y

400 pb secuenciadas ?°.

il ¢ SRR

Figura 3. Secuenciacion por semi-conduccion lon Torrent. En cada flujo el micro-chip
es cubierto con una solucién de uno de los nucleétidos. Si el nucleétido se incorpora en la
cadena de ADN, se libera un protén, el cual es detectado por la base del pozo, la cual
actia como un mini-pHmetro (transistor de efecto campo sensible a iones ISFET por sus
siglas en inglés). Gracias a que cada lamina del microchip es semiconductora, se pueden
detectar estos pequefios cambios idnicos. Este proceso se repite con una nueva solucién
de cada nucledétido, por lo que el micropocillo debe lavarse adecuadamente antes de
iniciar el siguiente ciclo ®.
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1.6 Bioinformatica

Desde principios de los 90s, los trabajos de secuenciacién se han enfocado al
analisis de genomas completos de diversos organismos como protozoarios,
parasitos, plantas, virus, bacterias, hongos, levaduras y mamiferos. Mucha de esta
informacion ha sido comparada y analizada para encontrar las variaciones
genéticas que se llevan a cabo con el tiempo o aquellas que se presenten de
individuo a individuo; sin embargo, la cantidad de informacion obtenida es de tal
magnitud que no resulta conveniente realizar el analisis de manera manual y es
aqui en donde la bioinforméatica entra para facilitar y encontrar soluciones a dichos
problemas %,

La bioinformatica es un campo de la ciencia en el cual confluyen varias disciplinas
tales como: biologia, computacion y tecnologias de la informacion; cuya tarea es
facilitar el analisis de datos y desarrollo de nuevas ideas biolégicas, asi como
crear perspectivas globales a partir de las cuales se puedan discernir principios

unificadores en biologia *°.

El proceso de analizar e interpretar los datos es conocido como biocomputacién
en donde se engloban otras disciplinas como las matematicas, la estadistica y el
desarrollo de nuevos softwares para el disefio de algoritmos enfocados al

procesamiento de datos biolgicos de una manera mas especifica y efectiva .

Los trabajos mas frecuentes en la bioinformatica se enfocan en el alineamiento de
secuencias, prediccion de genes, ensamblado del genoma, alineamiento
estructural de proteinas, prediccion de estructura de proteinas, prediccion de la
expresion génica, interacciones proteina-proteina y modelado de la evolucién;
herramientas que han brindado grandes avances en los diagnosticos genéticos,
prediccién y tratamiento de enfermedades, rastreabilidad histérica y ubicacion
geografica de especies asi como una extensa exploracién de proteinas y acidos

nucleicos que esta disciplina permite %,
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2.0 JUSTIFICACION

Las ETA representan un problema de orden publico debido a su ocurrencia que va
de la mano con el acelerado incremento en la poblacion y la aparicion de grupos
vulnerables ™. Una de las estrategias para el combate y control de las ETA, es el
uso de antimicrobianos que inhiben la accion de los microorganismos patégenos
dentro del consumidor para evitar dafos en la salud del mismo. Sin embargo, a lo
largo del tiempo las bacterias han logrado desarrollar mecanismos de resistencia a
éstos, disminuyendo su tasa de efectividad y abriendo una busqueda de nuevas
estrategias de control.

Se sabe que los genes responsables del combate a antibiéticos no son vitales
para una bacteria y s6lo se observa su expresion bajo determinadas condiciones,
es por ello que en su mayoria se encuentran codificados dentro de los plasmidos,
los cuales contienen genes propiamente adaptativos que le conferirdn ventajas

sobre el medio con la finalidad de preservar su especie 2.

Derivado de lo anterior, la Subdirecciéon de Secuenciacion y Bioinformatica ha
dirigido una parte de sus actividades al estudio del contenido genético de bacterias
de interés agroalimentario mediante NGS y analisis bioinformaticos de genomas
bacterianos. Una vez que se ha realizado una corrida de secuenciacion se realiza
su analisis para la identificacion de cada organismo secuenciado, mediante
ensambles de novo y mapeos a un genoma de referencia. Por otra parte, se han
encontrado secuencias que no corresponden a ninguna region del cromosoma
bacteriano, generando dos situaciones, interferencia en los andlisis bioinformaticos
y la incognita del origen de estas secuencias, lo cual, ha llevado a pensar que
dichas secuencias pudieran pertenecer a elementos extracromosomales, y de este
modo se ha buscado in silico, si el origen de esos datos pudiera estar relacionado
con algun plasmido ya reportado. Aunado a esto, no existe una estrategia
estandarizada para la secuenciacién y analisis bioinformético enfocado al estudio

exclusivo de plasmidos, que pudiera brindarnos con mas certeza el origen de las
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secuencias. En el presente trabajo, se disefi¢ y estandariz6 una metodologia para
el eficiente aislamiento de pldsmidos, los cuales pueden alojar dentro de su
secuencia nucleotidica, genes responsables de conferir caracteristicas de
patogenicidad, virulencia, resistencia a antibioticos, y técnicas de supervivencia

para prevalecer en el medio .

Por lo anterior, el ampliar el conocimiento sobre el contenido genético alojado en
plasmidos, a través de su purificacién y secuenciacion, facilitard la comprensién de
los mecanismos de adaptacion utilizados por cada microorganismo, mismos que
proporcionaran informacion de utilidad para el combate y control epidemioldgico al
identificar las posibles ventajas adaptativas de cada patdgeno, las cuales lleven a
Su correcto monitoreo y control que funja como apoyo a la inocuidad alimentaria

del pais.
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3.0 HIPOTESIS

La estandarizacion de un método de extraccién y purificacion selectivo para
plasmidos, proporcionara material genético adecuado para secuenciarlo, eliminara
contaminaciones y sus secuencias podran ser comparadas con bases de datos
para su identificacion.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Proponer y estandarizar una metodologia de extraccion y purificacién de
plasmidos de bacterias de interés agroalimentario, asi como realizar la
secuenciacion de dicho material genético para sentar las bases de su

identificacion mediante el uso de secuenciacion masiva y analisis bioinformatico.

4.2 Objetivos particulares

e Realizar una busqueda bibliografica de los plasmidos reportados para las
bacterias utilizadas en este estudio.

e Estandarizar una técnica de extraccion y purificacion de ADN plasmidico.

e Disefiar iniciadores para amplificar regiones especificas de ADN
plasmidico, asi como para el gen ribosomal 16S que sirvan como controles.

e Amplificar el material genético purificado mediante una PCR por
desplazamiento utilizando hexameros al azar.

e Secuenciar los plasmidos aislados mediante la plataforma lon Torrent PGM

e identificarlos mediante analisis bioinformatico.
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5.0 METODOLOGIA
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5.2 Materiales

5.2.1 Material biolégico

Se trabajo con tres cepas bacterianas correspondientes a:

Listeria monocytogenes
Escherichia coli

Salmonella entérica serovar Enteritidis

5.2.2 Material de laboratorio

Guantes de latex

Sanitas

Micro tubos de 2.0, 1.6, 0.6 y 0.2 mL

Tubos para Qubit

Tubos coénicos de 15y 50 mL

Micro pipetas Rainin de 10, 20, 100, 200, 1000, 2000 y 5000 uL
Puntas con filtro Rainin de 10, 20, 100, 200, 1000, 2000 y 5000 pL
Concentrador magnético de particulas

Placas de 96 pozos

Cubiertas adheribles para placas

Reaction Filter - lon One Touch 2

Placa de amplificacion - lon One Touch 2

Micro tubos para recuperar la emulsiéon - lon One Touch 2
Placas de 8 pozos- lon One Touch ES

Punta con filtro para enriquecimiento - lon One Touch ES

lon 316™ Chip

7500 DNA chip

High Sensitivity DNA chip

E-Gel® Size Select™

34



5.2.3 Reactivos

Agua grado biologia molecular
Isopropanol grado biologia molecular
Buffer de Lisis (3 % SDS, 50 mm Tris pH 12.6)

METODOLOGIA

Fenol / cloroformo / alcohol isoamilico (25:24:1 vol./vol./vol.)

Cloroformo grado biologia molecular
Acetato de Sodio 3.0 M (pH 5.2)
Etanol al 70 %

Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit

ZR Plasmid Miniprep ™-Classic Kit
GeneJET Plasmid Miniprep Kit
Platinum Taq DNA polymerase
Plasmid-safe ATP-Dependent DNAsa
Agilent DNA 7500 Kit

High Sensitivity DNA Kit

lllustra™ GenomiPhi DNA Amplification Kit
lon Shear Plus Kit

lon Plus Fragment Library Kit

KAPA Library Quantification Kits for lon Torrent™ platform

lon PGM Template OT2 400 Kit
lon PGM™Enrichment Beads

lon PGM™ Sequencing 400 Kit
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5.2.4 Equipos
e Gabinete de seguridad biologica clase 2
e Sonicador S220 Covaris
e Agitador Vortex-2 Genie
e Microcentrifuga science Med D1008
e Centrifuga eppendorf 5424
e Fluorémetro Qubit 2.0
e Espectrofotometro UV-visible NanoDrop 2000
e Termociclador punto final GeneAmp PCR System
e Termociclador de Gradiente Veriti
e 2100 Bioanalyzer Agilent
e Vortex mixer - Bioanalizador
e Bloque de Calentamiento eppendorf
e lon One Touch 2
e lon One Touch ES
e |on Torrent PGM

5.2.5 Software
e OligoAnalyzer 3.1
e Primer3Plus
e BLASTVv2.4.0
e In silico PCR Amplification
e COVARIS SonoLab 7
e 2100 expert
e CLCBiov8.5.1
e CSAvV1il
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5.3 Métodos

5.3.1 Seleccion de muestras

Se seleccionaron tres cepas (L. monocytogenes, E. coli y S. Enteritidis), todos por
su relevancia a nivel agroalimentario, asi como sus implicaciones en la salud del
consumidor. EI LDDOP de SENASICA realiz6 la siembra, enriquecimiento y
resuspension de cada bacteria, por o que se recibieron alicuotas con cultivo
bacteriano en microtubos de 2 mL con medio de enriquecimiento, listas para la

extraccion del material genético.

5.3.2 Extraccién de plasmidos.

Se realiz6 la extraccion del material genético plasmidico mediante cuatro
metodologias diferentes para evaluar la selectividad y el rendimiento de cada una
(En adelante referidos como Protocolo A, B, C y D). Los protocolos empleados
corresponden a los Kits comerciales: (A) Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit, (B) ZR
Plasmid Miniprep™-Classic y (C) GeneJET Plasmid Miniprep Kit, asi mismo se
empleé una metodologia ajustada (D) de Aya Brown, Itai, & ltzhak, (2013) ™. En la

tabla 3 se describe de manera general las caracteristicas de cada metodologia.

Tabla 3 Cuadro comparativo para cada metodologia.

Protocolo A Protocolo B Protocolo C Protocolo D

Tipo de Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo
muestra enriquecido enriquecido enriquecido enriquecido
ADN blanco Plasmidos Plasmidos Plasmidos Total
Método de . . . . . . . .
., Lisis alcalina Lisis alcalina Lisis alcalina Lisis alcalina
extraccion
Método de

seleccién Membranas Membranas Membranas Precinitacion
de afinidad de afinidad de afinidad P

plasmidica
Tiempo de
., 20 -25 15-20 10-15
extraccion _ _ _ 18 horas
L. minutos minutos minutos
(tedricos)
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5.3.2.1 Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Protocolo A).

A un volumen de 600 uL de suspension bacteriana, se agregaron 100 uL de Buffer
de Lisis 7X y se mezcloé por inversion 6 veces, inmediatamente después se
agregaron 350 pL de Buffer de Neutralizacion y se invirtio 3 veces para asegurar la
neutralizacion, identificAndose mediante un cambio en el medio a una tonalidad
amarilla. Posteriormente, la muestra se centrifug6é a 16,000 x g por 4 minutos y se
transfirio el sobrenadante (cuidando no tocar el botén celular) a la columna Zimo-
Spin™ [IN, para centrifugar nuevamente a 16,000 x g por 15 segundos. El
volumen colectado se decant6 y la columna se coloc6 nuevamente dentro del
mismo tubo colector. Para el lavado de la columna se agregaron 400 pL de
Zyppy™ Wash Buffer y se centrifugd a 16,000 x g por 1 minuto. Se coloco la
columna dentro de un tubo limpio de 1.5 mL y se agregaron 30 uL de Zyppy™
Elution Buffer directamente a la matriz, se incubé por 1 minuto a temperatura
ambiente y se centrifugd a 16,000 x g por 30 segundos para eluir el ADN

plasmidico.

5.3.2.2 ZR Plasmid Miniprep™-Classic (Protocolo B).

Se trabajé con un volumen de 5 mL de suspension bacteriana, el cual se
centrifugé a 16,000 x g por 5 minutos, el sobrenadante se descartd. Al botén
celular se le agregaron 200 yL del P1 Buffer y se resuspendio por completo con
ayuda del vortex, una vez resuspendido se agregaron 200 uL del P2 Buffer (Lisis)
y se mezcld por inversion hasta que la solucion torné a una apariencia purpura y
viscosa. Posteriormente se agregaron 400 uL de P3 Buffer (Neutralizacién) y se
mezclé suavemente para asegurar una neutralizacion completa, la cual se pudo
evidenciar con un cambio en la tonalidad del medio a color amarillo. Al observar el
cambio de tonalidad, se incub6 el lisado a temperatura ambiente durante 2
minutos y se centrifugd a 16,000 x g por 2 minutos. El sobrenadante se transfirio a
una columna Zymo-Spin™ [IN (cuidando de no tomar el boton formado en la etapa
anterior) y la columna se coloc6 dentro de un tubo colector, se centrifugd a 16,000
x g por 30 segundos, se agregaron 200 uL de Endo-Wash Buffer y se centrifugé a

16,000 x g por 30 segundos, se adicionaron 400 yL de Plasmid Wash Buffer y
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nuevamente se centrifugé a 16,000 x g por 1 minuto. Finalmente se transfirié la
columna a un tubo limpio de 1.5 mL y se eluy6 el contenido con 30 uL de DNA

Elution Buffer, centrifugando a 16,000 x g por 1 minuto.

5.3.2.3 GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Protocolo C).

Se siguid la metodologia de este protocolo partiendo de un botén celular
proveniente de un volumen de 5 mL de suspension. El boton se resuspendi6é con
vortex en 250 pL de Resuspension Solution, se agregaron 250 pyL de Lysis
Solution y se mezclé por inversion hasta que la muestra se tornara viscosa y
ligeramente clara, se dej6 incubar por 2 minutos a temperatura ambiente y se
agregaron 350 pL de Neutralization Solution, mezclando inmediata vy
completamente por inversion. Posterior a este paso, se centrifugo a 16,000 x g por
5 minutos. Se transfirid el sobrenadante a una columna GeneJET spin y se
agregaron 500 yL de Wash Solution, se centrifugdé a 16,000 x g por 1 minuto, se
descartdo el volumen colectado y se repiti6 el paso anterior una vez mas.
Finalmente se adicionaron 50 uL de Elution Solution, se incubd por 2 minutos a
temperatura ambiente y se centrifug6 a 16,000 x g por 2 minutos para colectar el

material genético.

5.3.2.4 Metodologia ajustada (Protocolo D).
Se sigui6 la metodologia de Aya Brown, ltai, & Itzhak (2013), con un ajuste en los
volumenes para la cantidad de células empleadas, a continuacion, se describe la

metodologia:

A partir de 5 mL de suspension bacteriana se obtuvo un botdén celular al
centrifugar a 16,000 x g por 5 minutos, se decanto el sobrenadante y se agregaron
500 pL de Buffer de Lisis (3 % SDS, 50 mM Tris pH 12.6). Se incubd por 1 hora a
60 °C mezclando el contenido del tubo cada 15 minutos. Se agregaron 500 uL de
una mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1 vol. /vol. /vol.), se mezclo
por completo y se centrifugo a 16,000 x g por 15 minutos, se decantd la fase
acuosa y se repitio el paso anterior una vez mas. Se extrajo la fase acuosa, a la

cual se le agregaron 500 pyL de cloroformo y se mezclé completamente, se
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centrifugé a 16,000 x g por 15 minutos y se repitié el paso anterior una vez mas.
La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo de 1.6 mL y se agregaron 5 pL de
acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y 30 yL de isopropanol. Se incubd por 16 horas a 4
°C. Posterior a la incubacion, se centrifugd la muestra a 16,000 x g por 30 minutos
y se removio el sobrenadante. Se agregaron 500 uL etanol al 70 %, se mezclo y
centrifugd a 16,000 x g por 15 minutos. Finalmente se removié el sobrenadante y
se permitié que el botdn se secara para resuspenderlo en 30 pyL de agua libre de

nucleasas.

5.3.3 Evaluacion de la calidad y cuantificacién del ADN extraido

Los extractos de ADN, deben contar con la calidad adecuada para los procesos de
secuenciacion, asi como estar libres de la mayor cantidad de contaminantes
posibles, para asegurar resultados confiables. Por otra parte, la cantidad de ADN
aislado también resulta importante, ya que se requiere de una cantidad minima de

100 ng totales para dar inicio al ensayo.

5.3.3.1 Evaluacion de la calidad mediante espectrofotometria

La calidad de los extractos se evalu6 con el equipo NanoDrop 2000 de la marca
Thermo Fisher Scientific™, el cual realiza una serie de lecturas en un intervalo de
210-310 nm y registra la absorbancia de la muestra a estas diferentes longitudes
de onda, siendo de especial interés la relacion establecida por el cociente de
Absorbancias 260nm y 280nm (A260/A280). De esta forma se determina la
dominancia de ADN en el medio por sobre los posibles contaminantes acarreados

durante la extraccion.
Para realizar la medicién, se realizaron los siguientes pasos:

1. Se inici6 el software, seleccionando la opcién de cuantificacion de ADN.

2. Se utilizé como blanco el buffer de elucion segun la metodologia de
extraccion de ADN utilizada, colocando 1.0 pyL de buffer en el puerto de
cargado.

3. La muestra se ley6 colocando 1.0 pL en el puerto de cargado.
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4. Se evaluo el cociente 260/280 nm el cual debe estar en el rango de 1.8 a
2.1, para asegurar una calidad y pureza de ADN aceptable !,

5.3.3.2 Cuantificacion mediante fluorometria

Se cuantificaron los extractos de ADN utilizando el equipo Qubit® 2.0 Fluorometer
bajo la modalidad Broad range, el cual tiene la sensibilidad para cuantificar
cantidades de 2-1000 ng de ADN. Para la cuantificacion, el equipo requiere
establecer métricas de referencia, las cuales quedan determinadas con la lectura
de dos estandares, utilizados para generar una curva de calibracion y asi,
interpolar los valores de fluorescencia obtenidos en cada muestra y de este modo
estimar la concentracion del ADN extraido.

Para realizar la medicidn, se siguieron los siguientes pasos:

1. Se prepard un volumen de solucién de trabajo agregando 199 uL de Qubit
Buffer y 1 yL de Reactivo DNA Br.

2. Se prepararon dos estandares agregando 190 uL solucién de trabajo y 10
ML de estandar correspondiente, para generar en el equipo una curva de
calibracion.

3. Se prepararon las muestras agregando a un tubo Assay Quibit® 199 pL
solucion de trabajo y 1 uL de muestra.

4. Muestras y estandares se mezclaron e incubaron durante 2 minutos a
temperatura ambiente.

5. Pasado el tiempo de incubacion, se realiz6 la cuantificacidon indicando en el
equipo el volumen de muestra utilizado para obtener el valor de

cuantificacion correcto.

5.3.4 Purificacién del ADN plasmidico
La purificacion tuvo como objetivo dirigir el trabajo sélo al asilamiento del ADN
plasmidico, por lo cual resultdé de particular importancia remover los fragmentos

contaminantes de origen cromosomal.
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5.3.4.1 Busqueda de contaminantes cromosomales

Para verificar la presencia o ausencia de ADN cromosomal, se disefié una
estrategia experimental mediante amplificacion por PCR dirigida al gen ribosomal
16S contenido en el cromosoma bacteriano. Para esto, se emplearon los
iniciadores universales mostrados en la Tabla 4 ?3, asi como la mezcla de
reaccion y condiciones de PCR mostradas en la Tabla 5 y Figura 4

respectivamente.

Tabla 4. Iniciadores universales para gen ribosomal 16S.

Tamafo de fragmento

Oligonucleétido Secuencia
esperado

27F Sentido 5-AGAGTT TGATCM TGG CTC AG -3'

. . ~1500 pb
1492R Antisentido 5-CGG TTACCT TGT TAC GAC TT -3'

Tabla 5. Mezcla de reaccidn para la amplificacion del gen Ribosomal 16S.

REACTIVO VOLUMEN pL
Buffer PCR 10X 5.0
DNTP’s (10mM) 1.0
Iniciador sentido (10 uM) 1.0
Iniciador antisentido (10 uM) 1.0
Platinum® Taqg DNA Polymerase High Fidelity 0.2
ADN (1.0 ng/uL) 3.0
Agua libre de nucleasas 38.8
Volumen final 50.0
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X 32 Ciclos

95°C 94°C

Figura 4. Condiciones para la amplificacion del gen ribosomal 16S. Se describe el
proceso de amplificacion detallando tiempos y temperaturas. Apertura inicial de cadenas a
95°C por cinco minutos; 32 ciclos de amplificacion con una apertura de cadenas a 94°C
por 30 segundos, alineamiento de los iniciadores a las cadenas molde a 55°C por 30
segundos y una elongacion de las cadenas 72°C por 40 segundos; elongacién final a
72°C por ocho minutos para completar la amplificacion de todas las cadenas.

5.3.4.2 Remocion de ADN genomico

En los casos en los que se observd amplificacion en la reaccion anterior por PCR,
se procedio a eliminar el ADN cromosomal residual, mediante una reaccion por
digestion enzimatica. A cada reaccién se le agregd 5.0 uyL de DTT (10 mM) como
agente reductor inhibiendo la formacién de puentes disulfuro, evitando las
modificaciones conformacionales dentro de la enzima y asegurando su
funcionalidad ", se incubé a 97 °C por 2 minutos para relajar las cadenas y
facilitar el acoplamiento de la enzima sobre las cadenas de ADN. La reaccion de
digestion se realizo con el kit Plasmid-safe ATP-Dependent DNAsa, el cual utiliza
una exonucleasa que degrada los fragmentos de doble cadena con extremos
libres presentes en el medio (Figura 5). Adicional al protocolo del kit, se adiciondé la
enzima Exo | para digerir todos los fragmentos de cadena sencilla eliminando los

iniciadores residuales de la primera reaccién de PCR.
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Figura 5. Digestion enzimatica para la eliminacion de ADN cromosomal. Degradacion
de todos los fragmentos con extremos libres, dejando intactos en el medio a los
elementos circulares o con extremos protegidos

La mezcla de reaccion empleada se describe en la Tabla 6, misma que se efectlo
durante un tiempo de 30 minutos a 37 °C.

Tabla 6. Mezcla por reaccién para la digestidon enzimatica.

REACTIVO VOLUMEN pL
Buffer de reaccion 5.0
Plasmid-safe DNAsa 100U/mL 5.0
Exo | 3.0
DTT (10mM) 5.0
ATP (25 mM) 2.0
ADN 5.0
Agua libre de nucleasas 25.0
Volumen total 50.0

Posterior a la digestion enzimatica se realizé una segunda PCR dirigida al gen
ribosomal 16S, para verificar la eliminacién de contaminantes cromosomales. La
reaccion se realizé con la mezcla de reaccidn y condiciones descritas en la Tabla

5y Figura 4 respectivamente.
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5.3.4.3 Busqueda de ADN plasmidico

Una vez que se verificé la ausencia del amplicon correspondiente al gen ribosomal
16S, se planteé una PCR punto final a regiones Unicas en los plasmidos de cada
bacteria en estudio, para comprobar su presencia en el medio. Para esto, se
realizé la busqueda de las secuencias de plasmidos reportadas en la base de
datos de referencia Ref-Seq del NCBI y posteriormente de disefiaron sus

respectivos iniciadores.

5.3.4.3.1 Disefio de iniciadores especificos

Obtendidas las secuencias de referencia de plasmidos, se disefiaron iniciadores
para la amplificacion de regiones especificas de cada uno de ellos. Se utilizé el
software en linea Primer3Plus, en el cual se establecieron los criterios necesarios
para el disefio de cebadores (tamafio, temperatura de alineamiento, % de GC, asi

como longitud del amplicon), Tabla 7.

TABLA 7. Criterios para el disefio de iniciadores.

CRITERIO VALOR
LONGITUD DEL INICIADOR 20-25PB
TEMPERATURA DE 50-55 °C CON UNA VARIACION MENOR A 2 °C ENTRE
ALINEAMIENTO CADA PAR DE INICIADORES
% GC 40-60 %

SIN FORMACION DE DIMEROS NI ESTRUCTURAS SECUNDARIAS ENTRE CADA INICIADOR
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5.3.4.3.2 Amplificacion de regiones Unicas en plasmidos
Una vez disefados los iniciadores, se prepararon las reacciones de amplificacion,
para lo cual se utilizé la mezcla de reaccion, asi como las condiciones descritas en

la Tabla 8 y Figura 6 respectivamente.

Tabla 8. Mezcla de reaccion para la amplificacion las regiones Unicas en plasmidos.

REACTIVO VOLUMEN pL
Buffer PCR 10X 5.0
DNTP’s (10mM) 1.0
Iniciador forward (10 pM) 1.0
Iniciador reverse (10 uM) 1.0
Platinum® Taq DNA Polymerase 0.2

High Fidelity '

ADN (1.0 ng/uL) 3.0
Agua libre de nucleasas 38.8
Volumen final 50.0

X 32 Ciclos

95°C 94°C

Figura 6. Condiciones para la amplificacién de regiones Unicas en plasmidos.
Apertura de cadenas inicial a 95°C por cinco minutos; 32 ciclos de amplificacién con una
apertura de cadenas a 94°C por 30 segundos, alineamiento de los iniciadores a las
cadenas molde a diferentes temperaturas por 30 segundos y una elongacién de las
cadenas 72°C por 40 segundos; elongacion final a 72°C por ocho minutos para completar
la amplificacion de todas las cadenas.

** Se emplearon dos Tm diferentes para cada bacteria: L. monocytogenes a) 61.6 °C y b)
61.6 °C; E. coli a) 55.2 °C y b) 54.3 °C; S. Enteritidis a) 62.3 °C y b) 61.9 °C.
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5.3.5 Amplificacion de los plasmidos purificados
Después de verificar que el amplicon de gen ribosomal 16S se encontraba
ausente y la amplificacion de las regiones Unicas en plasmidos resultara positiva,
se procedié a amplificar todo el material genético presente en cada muestra, para
contar con una cantidad suficiente de ADN y asi realizar una corrida de
secuenciacion por la plataforma lon Torrent PGM™

Para realizar la amplificacion se utilizo lllustra™ GenomiPhi DNA Amplification Kit,
el cual actia mediante una PCR isotermal por desplazamiento. En esta
metodologia se utilizan hexadmeros al azar (Random primers) con un tamafio de
seis pares de bases, lo que incrementa la posibilidad de hibridar con un mayor
numero de sitios sobre la secuencia del plasmido. En la Figura 7 se muestra el

mecanismo de accién mediante el cual se desarrolla la amplificacién "2,

Figura 7. Amplificacion con hexameros al azar. Los hexameros al azar (representados
como puntos rojos) hibridan en mas de un sitio sobre la secuencia molde del plasmido,
comienza la extensién y al encontrarse con un nuevo punto de unién, desplaza la cadena
ya amplificada para continuar con la amplificacibn. Al desprender la cadena
complementaria se tiene un nuevo fragmento disponible para que los hexameros vuelvan
a hibridar y se pueda repetir el proceso.
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Para la reaccion se ocuparon los reactivos y cantidades ilustrados en la Figura 8.

1 yL (=10 ng) de ADN. ~ 9 pL de buffer de muestra.

1 Calentar a 95 °C durante 3 minutos.

y Enfriar inmediatamente a 4 °C en hielo.
9 uL de buffer de reaccion.

1 uL de mix de enzima. ¥

R Incubar a 30 °C por 1.5 horas, después
% inactivar a 65 °C durante 10 minutos.

Figura 8. Metodologia de amplificacion del material genético con Illlustra™
GenomiPhi DNA Amplification Kit.

Procesada la muestra, se realiz6 la cuantificacion del producto amplificado con el
equipo Qubit® 2.0 Fluorometer (Ver seccion 5.3.3.2), utilizando los reactivos del kit
High sensitivity, el cual determina cantidades entre 0.2-100 ng de ADN. Asi
mismo, se evalud la calidad del material genético utilizando el equipo NanoDrop
2000 UV-Vis Spectrophotometer (Ver seccion 5.3.3.1). Las muestras que
obtuvieron un valor en la relacion 260/280 entre 1.8 y 2.19 fueron utilizadas para

preparar la corrida de secuenciacion.
5.3.6 Secuenciacion

5.3.6.1 Generacién de Bibliotecas Genomicas

El proceso de secuenciacidbn da inicio con la elaboracion de las bibliotecas
gendmicas, en las cuales se ajustan los tamafios de los fragmentos segun la
metodologia a emplear mediante una fragmentacion al azar, se acondicionan

estos fragmentos con la ligacion de adaptadores, seleccion de tamafos a
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fragmentos entre 350-450 pb, amplificacién y enriquecimiento de las mismas para
generar una buena cantidad de libreria con una calidad adecuada.

5.3.6.1.1 Fragmentacion del material genético

Para cada bacteria se emplearon dos metodologias de fragmentacién. La primera
se realiz6 por emision de ondas ultrasonicas, la cual se llevé a cabo con el
Sonicador S220 de la marca COVARIS™, en tanto que la segunda se hizo via
enzimatica con el Kit lon Shear Plus de la marca Thermofisher la cual es |
recomendada por la plataforma lon Torrent. Ambas metodologias se muestran a

continuacion:
a) Fragmentacion por ultrasonicaciéon

En un microtubo de Qubit® se colocaron 100 ng de material genético purificado
y amplificado en un volumen de 50 pyL de agua libre de nucleasas. El ensayo
se llevo a cabo de acuerdo al protocolo del equipo S220 COVARIS™, el cual

se detalla en seguida:

1. La preparacion con los 100 ng de ADN se coloco en la estacion de
cargado del equipo y se introdujo en el tanque con agua destilada, se
establecieron las condiciones en el software COVARIS SonolLab 7, las
cuales se muestran en la Tabla 9.

2. Al terminar la sonicacion, se analizé una alicuota de 1 pyL del ADN
fragmentado, para confirmar un intervalo de tamafio de fragmentos en
donde la mayoria de ellos se encuentre entre 350-450 pb, en el equipo
Bioanalyzer 2100 Agilent en un chip High Sensitivity DNA (Véase Anexo
1).

Tabla 9. Condiciones de ultrasonicacién para la fragmentacion.

PARAMETRO CONDICIONES

PIP 200 Watts
DutyFactor 30 %
Ciclos 200
Tiempo 460 s
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Debido al dafio mecanico aleatorio provocado durante la sonicacion sobre las
cadenas de ADN, fue necesario realizar una reparacion para obtener extremos
romos, sobre los cuales posteriormente se ligaron adaptadores. La reparacion se
realizé agregando al tubo de fragmentacion los reactivos descritos en la Tabla 10,
dejando incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Tabla 10. Mezcla de reaccion para la reparacién de extremos.

REACTIVO VOLUMEN pL
Agua grado biologia molecular 29.0
End repair buffer 20.0
End repair enzyme 1.0
ADN fragmentado 50.0

b) Fragmentacion Enzimatica

Para la fragmentacion enzimatica, se colocaron en un microtubo de 1.6 mL,
100 ng de material genético en un volumen final de 35 pyL de agua libre de
nucleasas. Posteriormente se empled el lon Shear Plus Kit, el cual utiliza una
mezcla de endonucleasas para generar tamafios entre 350-450 pb. Para esto
se colocé la mezcla de reaccion de la Tabla 11 en el tubo con los 100ng de
ADN y se incub6 durante 8.5 min a 37°C, transcurrido el tiempo de incubacion

se agregaron 5.0 yL de lon Shear Stop Buffer para detener la reaccion.

Tabla 11. Mezcla de reaccién para la fragmentacién enzimatica.

REACTIVO VOLUMEN pL
lon shear plus 10X reaction buffer 5.0
lon shear plus enzyme mix Il 10.0
ADN 35.0

50



METODOLOGIA

5.3.6.1.2 Purificacion de material genético fragmentado

Una vez fragmentado el material genético, se realiz6 una purificacion con perlas
magnéticas, para eliminar los componentes extras de la reaccion y de esta manera
trabajar anicamente con el ADN contenido en cada muestra. La purificacion se

realizé con perlas Agencourt AMPure como se muestra a continuacion:

1. Se atemperaron las perlas Agencourt AMPure durante 10 minutos.

2. Se homogeniz6 por 1 minuto el contenido del frasco mediante vortex.

w

Se alicuotaron las perlas Agencourt AMPure en un tubo de 1.6 mL (99 uL
para el método enzimético y 180 uL para el método de sonicacion).

Se agreg6 a las perlas el contenido de la reaccién de fragmentacion.

Se mezclo el tubo con vortex y se centrifugo con un spin rapido.

Se Incubo a temperatura ambiente por 5 min.

Se coloco el tubo en un rack magnético durante 3 min.

Se descart6 el sobrenadante.

© o N o a A

Se realiz6 un lavado con 500 pL de EtOH al 70% recién preparado. En un

tiempo no mayor a 30 segundos se dieron dos giros de 180° a cada tubo

para realizar un correcto lavado de las perlas y se elimino el EtOH.

10. Se repitio el paso anterior.

11.Se dej6 el tubo destapado durante 5 minutos para que el EtOH residual se
evaporara.

12.Se eluyo con 25 pL de Buffer Low TE, dejando interactuar al buffer con las

perlas por 1 min y colocandolo nuevamente en €l magneto.

13.Finalmente se recuperd el material genético contenido en el sobrenadante.

5.3.6.1.3 Ligacion de adaptadores.

Una vez obtenidas las secuencias fragmentadas y con extremos romos, se realizo
la ligacion de los adaptadores mediante una reacciéon de ligacion. Para este paso
se utilizé lon Plus Fragment Library Kit y adaptadores con identificadores
(Barcode) moleculares dentro de su secuencia. Se prepard el mix para la ligacion

de los adaptadores como se muestra en la Tabla 12:
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Tabla 12. Mezcla de reaccion para la ligacion de adaptadores.

REACTIVO VOLUMEN pL
ADN 25.0
Buffer de ligasa 10X 10.0
Barcode 2.0
Adaptador P1 2.0
DNTP’s Mix 2.0
DNA ligasa 2.0
Polimerasa nick repair 8.0
Agua libre de nucleasas 49.0

La mezcla de reaccion para cada muestra se colocé dentro del termociclador y se
ejecuto el programa mostrado en la Figura 9.

72 °C

15 min.

Figura 9. Programa para la ligacién de adaptadores. Se lleva a cabo el proceso de
ligacién uniendo las secuencias de los adaptadores a los fragmentos de ADN plasmidico.

Al igual que en la fragmentacion, la libreria se purific6 con perlas magnéticas
Agencourt AMPure, siguiendo la metodologia antes descrita en el paso 5.3.6.1.2
modificando el volumen inicial de perlas a 120 uL y eluyendo con 20 uL de Low
TE.
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5.3.6.1.4 Seleccion de tamafios

La seleccién de tamafios se realiz6 con el sistema E-Gel® Size Select'™,
empleando un gel de agarosa al 2 %, para separar solo los fragmentos con
longitud aproximada de 480 pb, tamafio estimado de las bibliotecas gendmicas
(ADN + adaptadores) de acuerdo a los siguientes pasos:

1. Se coloco el gel de agarosa al 2% en la camara de electroforesis y se
selecciond el programa Size Select 2%.

2. Se cargaron los 20 uL de la muestra previamente purificada en los pozos
superiores, y se agregaron 10 yL de marcador de peso molecular en el
pozo central del cassette.

3. Se adicionaron 25 L de agua libre de nucleasas en todos los pozos vacios.

4. Se corrio programa Size Select 2%. Monitoreando con el transiluminador la
posicion de las bandas para su posterior recuperacion.

5. Cuando la banda de 500 pb se encontraba préxima al pozo de
recuperacion, se detuvo la corrida y se recuperaron las librerias del pozo

colector, agregando 10 pL de agua libre de nucleasas por duplicado.

5.3.6.1.5 Amplificacion de la biblioteca gendmica

Una vez seleccionados los fragmentos del tamafio deseado, se realizO una
amplificacion del material genético seleccionado con la finalidad de tener al menos
100 ng de libreria ®. Para esto, se prepard la mezcla de reaccién descrita en la
Tabla 13 para su posterior amplificacion bajo las condiciones mostradas en la

Figura 10.

Tabla 13. Mezcla de reaccién para la amplificacion de la biblioteca genémica.

REACTIVO VOLUMEN pL
Platinum PCR SuperMix High Fidelity 100.0
Library Amplification Primer Mix 5.0
Libreria sin amplificar 25.0
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X 11 Ciclos

95°C 95°C

Figura 10. Condiciones de tiempo y temperatura para la amplificacién de la libreria.
Se lleva a cabo una PCR convencional sin importar la variacién entre el contenido
nucleotidico de cada fragmento, ya que en la ligacion los adaptadores se adicionan
secuencias universales para las librerias genémicas de lonTorrent, en donde se simula
una secuencia conservada para todos los fragmentos sobre la cual se alinean los
iniciadores y se permite realizar la amplificacién de todas los fragmentos involucrados en
la reaccion.

5.3.6.1.6 Cuantificacion de las bibliotecas mediante PCR tiempo real.

Posterior a la amplificacion se realizo la cuantificacion de los productos mediante
PCR tiempo real. Para realizar este ensayo se utilizaron los reactivos KAPA
Library Quantification Kits for lon Torrent™ platform y el equipo LightCycler® 480

de Roche, realizando el siguiente procedimiento:

1. Se preparé un tubo (A) con 499.0 uL y tres tubos (B, C y D) con 100 uL de
agua libre de nucleasas para cada dilucion de libreria amplificada (LA).
Posteriormente se realizaron las diluciones siguiendo el diagrama mostrado
en la Figura 11.
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1.0 pL 100.0 pL 100.0 pL 100.0 pL

AR

Dil. 1:500 Dil. 1:1000 Dil. 1:2000 Dil. 1:4000

Figura 11. Diagrama de preparacion de diluciones para cada libreria. Se tom6 1.0 pL
de libreria amplificada (LA) y se diluyé en 499.0 uL de agua libre de nucleasas obteniendo
la dilucion (A) 1:500. A partir de esta, se realizaron diluciones en serie tomando 100.0 yL
de la dilucion previa y diluyendo en 100.0 L mas de agua libre de nucleasas para obtener
las diluciones: (B) 1:1000; (C) 1:2000 y (D) 1:4000.

2. Se prepard un tubo por libreria diluida con 18 pL de KAPA SYBR® FAST
gPCR Master Mix y 12 pyL de templado para realizar lecturas por triplicado
con reacciones de 10 yL cada una.

3. Adicional a cada libreria, se preparé una curva de calibraciéon con seis
estandares de concentracion conocida agregando 18 puL de KAPA SYBR®
FAST gPCR Master Mix y 12 uL de cada estandar, para realizar lecturas
por triplicado con reacciones de 10 yL cada una.

4. Se realizo la cuantificacion siguiendo el programa descrito en la Figura 12.
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X 35 Ciclos

95°C

95°C

45 s

Figura 12. Programa para la cuantificacion por PCR tiempo real. Apertura de cadenas
a 95°C por cinco minutos; 35 ciclos de amplificacién con una apertura de cadenas a 95°C
por 30 segundos y alineamiento de iniciadores, amplificacion y cuantificacién a 60 °C por
45 segundos.

Una vez conocida la cantidad de ADN contenido en cada tubo de amplificacion, se
calculd el factor de dilucion para las librerias amplificadas y asi obtener una
concentraciéon de 1.5 x 10’ moléculas/uL. De cada libreria diluida a la
concentracion deseada, se tomd una alicuota de 25 pL, para obtener una mezcla
con todas las genotecas a la misma concentracion, de esta mezcla se tomaron 25

WL para continuar con el proceso de em-PCR.

5.3.6.2 Amplificacién clonal por em-PCR

Una vez obtenida la cantidad adecuada de bibliotecas gendmicas, estas fueron
ligadas a perlas acarreadoras para generar la amplificacion clonal en un sistema
de emulsién agua en aceite, de modo que cada micela funge como un micro
reactor en donde se lleva a cabo la amplificacién. De esta forma se favorece que
cada perla contenga un unico fragmento, el cual se amplifica mediante PCR. El
ensayo de amplificacion se realiz6 con el lon PGM Template OT2 400 Kit y el
sistema automatizado lon One Touch 2 (Figura 13) siguiendo las siguientes

especificaciones:
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1. En un microtubo de 1.5 mL se colocaron los siguientes reactivos,
respetando el orden indicado y se mezcl6 mediante pipeteo.

e |on PGM-Template OT2 400 Reagent Mix 500 L
e |on PGM-Template OT2 400 PCR Reagent B 285 pL
e lon PGM-Template OT2 400 Enzyme Mix 50 pL
e |on PGM-Template OT2 400 Reagent X 40 pL
e Pool de Librerias (1.5 x 10" moléculas/pL) 25 L

2. Se dio vortex a la soluciéon preparada en el paso anterior a velocidad
maxima durante 5 segundos, después se centrifugdé la solucion durante dos
segundos y se agregaron 100 pyL de lon PGM Template OT2 400 lon
Sphere Particles (ISP’s).

3. Se mezclo perfectamente a maxima velocidad en vortex 5 segundos mas.

4. Se colocaron los reactivos e insumos necesarios en el equipo lon One
Touch.

5. Se cargo la libreria en el filtro de reaccién y afiadieron 1000 yL del aceite de
reaccion.

6. Se coloco el filtro en el puerto correspondiente y se inicio la amplificacion
clonal en emulsion (el proceso tarda aproximadamente 5.5 h).

7. Terminada la emulsién, se centrifugd dentro del equipo y al finalizar se
descarto el exceso de la solucion, dejando unicamente 100 uL de cada tubo

de recuperacion para conservar las perlas con la libreria adherida.
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Figura 13. Termociclador de emPCR lon One Touch 2. (A) Filtro de reaccién, contiene
todos los reactivos para la emPCR. (B) Ranura para colocar la placa de amplificaciéon en

el termobloque. (C) lon OneTouch™ Qil Ay lon PGM™ OT2 Recovery Solution 0. (D)
Centrifuga incorporada para instalar los tubos de recuperacion y el router de
recuperacion.

5.3.6.2.1 Enriquecimiento
Finalizada la amplificacion, se prepar60 el proceso de enriquecimiento para

recuperar Unicamente las perlas vivas (perlas unidas a libreria) y descartar
aquellas que permanecieron vacias durante el proceso. Para esto se empleo el
equipo lon One Touch ES (Figura 14) y los reactivos lon PGM™ Template OT2
Solutions 400 Kit, asi como las perlas lon PGM™Enrichment Beads, para el cual
se acondicioné la muestra de la siguiente manera:

1. Con una punta nueva se resuspendié el boton formado en los 100 yL de
libreria amplificada de ambos tubos con muestra, hasta dispersar la
totalidad de perlas en el medio.

2. Se agregaron 500 pL de lon OneTouch™ Wash Solution a cada tubo de
recuperacion y se resuspendieron las ISP’s mezclando por pipeteo.

3. Se transfirid el contenido de ambos tubos a un tubo nuevo de 1.5 pL

debidamente etiquetado.
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Se calentaron las ISP’s a 50 °C por 2 minutos.

5. Se centrifugaron las ISP’s por 2.5 minutos a 15,500.

6. Con una pipeta, se retir6 todo el volumen excepto 100 uL. Se retird

sobrenadante desde la superficie y desde la pared opuesta a la formacion
del botén.

Una vez acondicionada la muestra se realizé el enriguecimiento mediante el

equipo lon OneTouch™ ES con las especificaciones del fabricante:

1.

Se preparé la solucion Melt-Off afadiendo 280 uL de Tween® Solution y 40
ML de NaOH 1 M.

Se resuspendieron 13 yL de Dynabeads MyOne Streptavidin beads en 130
ML de MyOne Beads Wash Solution.

Se cargo6 la tira de 8 pozos de la siguiente manera y se aseguro colocar el

extremo con la pestafia cuadrada del lado derecho: (Figura 15).

1. Libreria amplificada 100 pL
2. My One Dynabeads 130 uL
3. lon OneTouch Wash Solution 300 pL
4. lon OneTouch Wash Solution 300 uL
5. lon OneTouch Wash Solution 300 pL
6. Vacio

7. Solucion Melt-off 300 pL
8. Vacio

Se coloco la tira de 8 pozos en el equipo lon One Touch ES y se comenzo
el enriguecimiento.

Se agregaron 10 uL de solucién de neutralizacion en un tubo para PCR de
0.2 mL.

Se coloco el tubo de PCR abierto con la solucion de neutralizacion dentro
del orificio colocado en la base de la punta del equipo, el cual servirh como
tubo colector de la solucion enriguecida contenedora de las perlas
acarreadoras (mono y policlonales) con fragmentos de ADN adheridos a su

superficie.
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ion torrent

Figura 14. Sistema de enriquecimiento lon One Touch. (A) Ranura base para colocar

la tira de 8 pozos para el enriquecimiento. (B) Orificio del tubo colector para la solucién
enriquecida.

Pozo 1
Pozo 2-8

Pestafia redonda

e

Pestafia cuadrada
Figura 15. Tira de 8 pozos para el enriquecimiento de las librerias amplificadas. Se

muestra la posicién en que habra que colocar la tira y el orden en el cual se deberan
agregar los reactivos descritos en el parrafo superior.
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5.3.6.3 Corrida de secuenciacion

La corrida de secuenciacion se realizd en el equipo lon Torrent PGM™ para el
cual se llevo a cabo un prelavado de las vias internas del equipo, se prepararon
los reactivos necesarios para el secuenciador utilizando el estuche de
secuenciacion lon PGM™ Sequencing 400 Kit, y posteriormente se prepar6 la
muestra a secuenciar agregando los iniciadores de secuenciacion y la polimerasa

para su cargado en un chip tipo 316 v2, a continuacion, se describe el proceso:
Prelavado de lineas internas:

1. Se prepar6 una solucion clorada empleando agua Milli-Q 18 MQ.
2. Se realizo la inicializacion del equipo colocando y preparando los insumos y

reactivos necesarios para el ensayo (buffers, recipientes, dNTP’s).
Preparacion de la muestra:

1. Se anadieron 5 yL de Control lon Sphere Particles (libreria control) al total
de las perlas recuperadas en el enriquecimiento.

2. Se centrifug6 por 2 min a 15500 x g.

3. Se elimind el sobrenadante sin perturbar las perlas y se dejaron
aproximadamente 15 pL en el tubo.

4. Se afadieron 12 uL del primer de secuenciacion y se alined a la mezcla

anterior, colocando la reaccion en termociclador bajo las siguientes

condiciones:
95 °C 2 min.
37 °C 2 min.

5. Se afadieron 3 yL de la lon PGM™ Sequencing 400 Polymerase para tener
un volumen final de 30 pL y se incubd por 5 minutos a temperatura
ambiente.

6. Se realiz6 el chip-check en el equipo lon Torrent PGM™,
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Finalizado el chip check, se procedié a realizar el cargado de la libreria en el chip
316 v2 (Figura 16), enfatizando en realizar todo este procedimiento sin guantes y
sobre el soporte plastico de su centrifuga para evitar cualquier dafio a causa de las
posibles cargas electrostaticas, siguiendo los pasos que a continuacion se

enlistan:

1. Se sostuvo el chip a 45° de inclinacion con el puerto de cargado hacia abajo
y se retird el liquido que pudiese contener.

2. Se coloco el chip en la mesa de trabajo, y con una pipeta de 200 pyL a 90°
(perpendicular a la mesa) se cargaron los 30 pL totales previamente
preparados.

3. Se centrifugo el chip con un spin de 30 segundos con el puerto de cargado
hacia el centro.

4. Nuevamente se sostuvo el chip a 45° y se mezclé la libreria subiendo y
bajando 3 veces tratando de no generar burbujas, se centrifugdé con un spin
de 30 s.

5. Se repitié el paso anterior una vez mas.

6. Por ultima vez se sostuvo el chip a 45° y se retir6 la mayor cantidad posible
de liquido contenido.

7. Finalmente se coloco el chip en el equipo lon Torrent PGM y comenzo la

corrida de secuenciacion.

Figura 16. Cargado del lon Chip 316 v2. Procedimiento sin guantes para evitar dafios a
causa de cargas electrostéticas.
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5.3.6.4 Anélisis bioinforméatico

Concluida la corrida de secuenciacion, se extrajeron las lecturas (secuencias)

obtenidas y se analizaron con herramientas bioinformaticas especializadas, a

continuacién se menciona brevemente el proceso bioinformatico desarrollado:

1.

Evaluacion de la calidad de las lecturas crudas con el software FastQC
(software libre, plataforma Linux).

Recorte de adaptadores, eliminando las primeras 50 bases de cada lectura
y supresion de lecturas de baja calidad, recortando cada lectura a partir de
la posiciébn que comience a caer por debajo del valor de Q20 CLCBio
(Requiere Licencia, Multiplataforma).

Segunda evaluacion de las lecturas y visualizacion del efecto del recorte en
la calidad de las mismas con el software FastQC.

Cargado de los datos limpios en OneCodex (Plataforma en linea, Acceso
limitado libre) y visualizacion de resultados preliminares.

Ensambles De Novo con el software CLCBio, estableciendo como
parametros una identidad y cobertura de las lecturas de al menos el 90 %
para dejar cabida a la captura de posibles polimorfismos.

Extraccion de los contigs mas largos (secuencias consenso formadas por
un conjunto de lecturas) y alineamiento en BLASTn (alineamiento de los
nucleodtidos en las lecturas con la base de datos de nucleétidos de NCBI)
utilizado los parametros predeterminados para la verificacion del origen e
identidad de cada lectura.

Mapeos de las lecturas a las referencias descargadas y/o a las identidades
obtenidas mediante el alineamiento en BLAST con el software CLCBIo,
estableciendo como parametros de cobertura e identidad, por lo menos el
90 %.

Busqueda de referencias redundantes con los softwares CSA (programa
libre, plataforma Linux) y CLCBIo.

Reporte de resultados depurados.
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6.0 RESULTADOS

6.1 Seleccidén de muestras

Como se describié en el punto 5.3.1 las muestras para el desarrollo del presente
trabajo, fueron tres cepas aisladas e identificadas mediante pruebas bioquimicas
por el LDDOP, correspondientes a L. monocytogenes, E. coliy S. Enteritidis.

6.2 Extracciéon de plasmidos

Se extrajo el material genético plasmidico de cada muestra mediante las cuatro
metodologias ya descritas e identificadas como: (A) Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit,
(B) ZR Plasmid Miniprep™-Classic, (C) GeneJET Plasmid Miniprep Kit y (D)
metodologia ajustada de Aya Brown, Itai, & ltzhak, (2013) ™. Finalizadas las
extracciones, se observaron en el equipo Bioanalizador 2100 empleando un Chip
7500 (Véase Anexo 1), para visualizar la integridad y contenido del ADN extraido
(Figura 17).

2 2 2 =
5 g 2 g 3 § § § 5
= o o - = = -
= & £ £ 3 ¥ 3 & ¥ E & & .E
[pb] = ~1 3 3 = W w w W & 8 8 &  [pb]
10380- -10380
5000- = -5000
1500- ——— - 1500
1000- = -1000
700- ————— -700
500- — -500
300- -300
50— -50

Protocolo. A B € D A B C€C D A B € D

Figura 17. Extraccién del material genético plasmidico con las cuatro metodologias
utilizadas. Gel digital obtenido mediante electroforesis capilar. Se observan pequefas
cantidades de material genético a lo largo de todos los carriles, con una mayor cantidad
en las muestras extraidas bajo el protocolo D.
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6.3 Cuantificacion y evaluacion de la calidad del ADN extraido

Se evaluaron los extractos obtenidos mediante fluorometria y espectrofotometria,

utilizando los equipos Qubit y NanoDrop respectivamente. Con el equipo Qubit se

cuantificé la cantidad de ADN de doble cadena presente en cada extracto, en tanto

qgue la calidad de los mismos se evalué mediante la relacion de absorbancias a

260 y 280 nm con el equipo NanoDrop Tabla 14.

Tabla 14. Concentracién y calidad de los extractos de ADN plasmidico para cada
protocolo. En negritas se muestran los valores de calidad fuera del intervalo de
aceptacion para el CNRDOGM (1.8-2.19). Cada muestra se trabajo por duplicado.

NanoDrop Qubit BR

Microorganismo A260/A280 AC%%”K&’:;EE? ?n?}?ul)
R1 R2 R1 R2 Media

L. monocytogenes (A) 2,10 1,58 1250 1,56 7,03
E. coli (A) 2,24 1,63 4,64 3,30 3,97

S. Enteritidis (A) 1,66 1,65 7,38 4,10 5,74

L. monocytogenes (B) 1,95 2,00 8,10 16,50 12,30
E. coli (B) 2,07 2,19 8,54 4,86 6,70

S. Enteritidis (B) 1,90 2,19 4,06 6,34 5,20

L. monocytogenes (C) 2,00 1,97 5,40 2,94 4,17
E. coli (C) 1,90 2,01 13,10 8,80 10,95

S. Enteritidis (C) 1,99 2,08 2,24 1,23 1,74

L. monocytogenes (D) 1,59 1,56 - 5,82 5,82
E. coli (D) 2,02 2,04 6,68 14,80 10,74

S. Enteritidis (D) 1,66 1,97 4,64 21,60 13,12
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6.4 Purificacion del ADN plasmidico.

6.4.1 Busqueda de contaminantes cromosomales

Una vez extraido el material genético, se evalud la presencia de residuos
cromosomales mediante PCR dirigida a la amplificacion del gen ribosomal 168S.
Para realizar el ensayo se utilizaron iniciadores universales dirigidos al gen

ribosomal 16S. Obteniendo los resultados mostrados en la Figura 18.

[pb] [pb]

Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella

Listeria
Listeria
Listeria
Listeria
E. coli
E. coli
E. Coli
E. coli

10380 — TEE——" T G S I S S S S s S S s 10380

5000 — - 5000

1000 — — 1000

700 — —-700

Fragmento ~ 1500 pb

1500 — —1500

500 — -500

300 - —-300

50 e—mteee——mre—e—— e e —— e e E—— e - 50

Protocolor A B € D A B € D A B € D

Figura 18. Evaluacién de contaminantes cromosomales en los extractos de cada
metodologia. Se observa la banda correspondiente a la amplificacion del gen ribosomal
16S, indicativo de la presencia del cromosoma en todas las muestras.

6.4.2 Remocién de ADN gendmico.

Identificada la presencia de residuos cromosomales, se realiz6 una digestion
enzimatica con la enzima Plasmid-safe DNasa, la cual, por su actividad de
exonucleasa degrada fragmentos con extremos libres, dejando en el medio sélo
los elementos circulares, de este modo se pretende conservar los plasmidos

purificados.
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Una vez realizada la digestion, se evalué nuevamente la presencia de residuos de
material genético cromosomal por amplificacion del gen ribosomal 16S. En la
Figura 19 se observa la ausencia de productos de amplificacion, descartando asi

la presencia de contaminantes cromosomales.
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300—- -300
50— -50

Protocolo: A B C D A B C D A B € D

Figura 19. Ensayo de amplificacion para el gen ribosomal 16S posterior a la digestion enzimética. Se
observa la ausencia de bandas de amplificacién provenientes de elementos cromosomales.

6.4.3 Busqueda de ADN plasmidico

Purificados los extractos, se comprobd que aun se contaba con ADN plasmidico
realizando una PCR dirigida a regiones unicas en los plasmidos, utilizando
iniciadores especificos para cada especie y/o serotipo, capaces de discriminar
entre los elementos de interés y el ADN cromosomal. Para el disefio de cada
iniciador, se realizé una busqueda en NCBI descargando los registros para cada
bacteria en estudio, obteniendo 19 registros para L. monocytogenes, 11 para S.
Enteritidis y se encontraron un total de 816 para E. coli, lo cual, al tratarse de una
gran cantidad de secuencias, representd una complicacion en el andlisis de cada
referencia. Para solventar dicho inconveniente, se realizé la basqueda de un
elemento Unico que estuviera presente en plasmidos de E. coli, se ubicé el Cluster
mccX, cuyos genes codifican para diferentes tipos de microcinas o bacteriocinas

que E. coli emplea para su predominancia en el medio *¥ (Tabla 15).
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A partir de las secuencias encontradas y haciendo uso del software Primer3 Plus,
se hizo el disefio de los iniciadores, adicionalmente se utiliz6 BLAST, para
asegurar que los cebadores diseflados contaran con dos caracteristicas
fundamentales: capacidad de diferenciar elementos plasmidicos de cromosomales
e hibridar sélo con elementos génicos propios para los cuales fueron disefiados.
(Anexo 2). En la Tabla 16 se detallan las caracteristicas de cada iniciador
disefiado, asi como el tamafio del amplicon esperado.
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Tabla 15. Secuencias de referencia plasmidica descargadas para cada bacteria en

estudio.
Bacteria ID Nombre del Plasmido No. Acceso Tamaiio (kb) % GC
1 pLM33 NC 014255.1 32.307 36.15
2 CFSAN023459 01 NZ CP014253.1 12.949 36.36
3 pLM7UG1 NC 018888.1 50.1 35.48
4 pLM1-2cUG1 NC _018889.1 50.1 35.48
5 CFSAN023459 02 NZ _CP014254.1 52.687 35.05
6 pCFSAN010068 01 NZ_CP014251.1 55.521 36.7
7 Unnamed NC_022046.1 55.804 34.92
8 Unnamed NC_022047.1 55.804 34.92
9 Unnamed NC_022051.1 55.803 34.92
L. monocytogenes 10 Unnamed NC 021828.1 57.557 36.03
11 pLM1-2bUG1 NC 014495.1 57.78 36.04
12 LM6179 NZ_HG813250.1 62.206 36.53
13 pCFSAN008100 NZ_CP011399.1 68.224 35.67
14 pLM5578 NC 013767.1 77.054 36.59
15 pLMIV NZ_CMO001470.1 77.825 34.02
16 pLmN1546 NZ_CP013725.1 86.616 36.98
17 Il NZ_HG813248.1 86.652 36.98
18 Unnamed NC_022045.1 148.96 37.05
19 pl2015TE24968 NZ _CP015985.1 57.530 36.04
1 MccC7-H22 NC _010257.1 32.014 43.50
2 B NZ_CP010127.1 42.655 39.89
3 unnamed_2 NZ_CP009074.1 24.185 39.22
E. coli 4 mccABCDE AJ487788.2 5.734 34.32
5 pRPEC180_47 JN935898.1 47.506 41.43
6 pMccC7 X57583.1 6.458 34.42
7 pMccC7 AY913945.1 6.360 34.66
1 pCFSANO00111_01 NZ_CP007599.1 39.599 51.96
2 pCFSANOOOOO06 NZ_CP011395.1 59.336 51.96
3 pSLAS NC_019002.1 59.374 48.34
4 Unnamed NZ_CP007508.1 59.372 51.96
5 plasmid00 NZ_CP007529.1 59.369 51.92
S. Enteritidis 6 Unnamed NZ_CP008927.1 59.372  39.88
7 pCMCC50041 NZ_CP013098.1 59.373 51.96
8 pFORC7 NZ_CP009767.1 101.43 51.95
9 Virulence NZ_CP011943.1 59.37 51.96
10 Intermediate NZ_CP011944.1 3.372 55.10
11 Small NZ_CP011945.1 2.096 55.63
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Con cada par de cebadores se llevaron a cabo ensayos de PCR. En la Figura 20
se aprecia que las muestras de L. monocytogenes y E. coli obtuvieron la
amplificacion deseada comprobando la presencia de material genético plasmidico.
En el caso de S. Enteritidis no fue posible identificar la presencia de material

genético, sin embargo, se siguio trabajando con la muestra.
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& 2 & & & & & g Figura 20. Identificacion de regiones Unicas
w § PP P PP EE L enplasmidos.
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10350 s s s s s s e e e 1090 (A) - AMplicONes correspondientes a regiones
5000 - == -0 del gen LMOSLCC2482 p0014 codificante
T Twe Para una proteina de filamentacién inducida
700 -—— -m por AMP ciclico presente en el plasmido
s00- — - pLM7UGL1 de L. monocytogenes.
300 — —300

(B) Amplicones pertenecientes a una region
- del gen mccB con actividad enzimética
poEmmm———————m—m—T % activadora de proteinas pequefias presente en

E % & 8B 3 & & B B el plasmido pMccC7 de algunas E. coli.

(C) No se obtuvo amplificacion para los
plasmidos de S. Enteritidis. El ensayo estuvo
dirigido a amplificar una region del gen
SEEE1427 22585 codificante para una
proteina de trasferencia por conjugacion
presente en el plasmido pCFSAN000111 01
de S. Enteritidis.
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6.5 Amplificacion de los plasmidos purificados

Una vez purificados los plasmidos, se amplificaron mediante una PCR por
desplazamiento de hebra, de acuerdo al protocolo del Kit llustra DNA GenomiPhi
Amplification de GE Healthcare, con lo cual se generd un aumento en la cantidad
de material genético presente en los tubos de reaccién; culminada esta Ultima
amplificacion, se cuantifico6 mediante fluorometria. En la Tabla 17 se describe la
cantidad inicial de ADN en cada muestra y la cantidad resultante posterior a la

amplificacion.

Tabla 17. Cuantificacion del material genético obtenido mediante la amplificacion
con hexameros al azar.

Qubit High Sensitivity
Muestra Purificada sin amplificar Purificada amplificada
[ng/pi] [ng/pi]
L. monocytogenes Too low** 0.168
E. coli 0.498 2.46
S. Enteritidis Too low** 0.186

** Concentracién muy baja de ADN en doble cadena, bajo esta condicién, el método
fluorémetrico no logra la cuantificacion

6.6 Generacion de bibliotecas gendmicas

Al contar con la cantidad suficiente de material genético, se comenzoé el proceso
de secuenciacidon. El primer paso fue la elaboracion de bibliotecas gendémicas,
para la cual fue necesaria la fragmentaciéon. Para esto, se probaron condiciones
para realizarla via enzimatica y mecdnica, con el fin de obtener la mayor cantidad
de fragmentos alrededor de las 400 pb. La fragmentacion fue visualizada y
analizada mediante un Chip High Sensitivity en el Bioanalizador 2100. En la Figura
21 se observa que mediante la metodologia de fragmentacién ultrasonica se logré
obtener una distribucion mas uniforme, asi como una mayor cantidad de ADN de

la longitud deseada.
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Figura 21. Fragmentaciéon del material genético para la elaboracion de librerias. (A)
Fragmentacién por sonicacién, (B) Fragmentacion enzimatica. Las lineas en azul marcan
el intervalo con los tamafios deseados

Los fragmentos obtenidos por sonicacion fueron reparados para obtener extremos
romos y posteriormente proceder a la ligacién de adaptadores. Finalmente se llevo
a cabo una seleccién de fragmentos por electroforesis en agarosa al 2%, para
recuperar Unicamente secuencias de aproximadamente 480 pb. (400 pb de

secuencia problema + 2 adaptadores de 40 pb cada uno).
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6.6.1 Amplificacién de las Bibliotecas Gendmicas

Una vez seleccionados los fragmentos del tamafio deseado, se realiz6 su
amplificacion, lo anterior para incrementar la cantidad de libreria de 480 pb. Los
productos de amplificacion se verificaron en un Chip High Sensitivity. En la Figura
22 se puede apreciar un pico cercano a las 480pb, para cada una de las muestras.
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Figura 22. Bibliotecas amplificadas. Amplificacion de los fragmentos seleccionados
para incrementar la cantidad de ADN a secuenciar. (A) Biblioteca genémica de L.
monocytogenes, (B) Biblioteca genémica de E. coli y (C) Biblioteca genémica de S.
Enteritidis.
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6.6.2 Cuantificacion de las bibliotecas mediante PCR tiempo real.

La cantidad de libreria obtenida previamente se cuantifico mediante gPCR con el
KAPA Library Quantification Kit for lon Torrent™. Para esto, cada muestra se
evalud por triplicado y mediante una curva de calibracion con seis estandares de
concentracion conocida, fue posible conocer la concentracion de cada una de las
bibliotecas gendmicas. En la Figura 23 se muestran las diluciones seriadas que se
realizaron para la curva de calibracién, cuya linealidad obtuvo los siguientes
valores: m=-3.33, b =33.8y r?=0.94.

Standard Curve

" ey
! TR

Io® 4 B 5 8% 6 8 T T
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Crossing Point

2 4 6 & 10 12 14 18 _18 20 22 24 2 28 30 32 4
Cycles

A B

Figura 23. Cuantificacion de librerias mediante qPCR. (A) Curva estandar para la
cuantificacién de librerias mediante gPCR. (B) Grafica de regresion lineal de la curva de
calibracion.

Los resultados de la cuantificacion se resumen en la Tabla 18. Las librerias
cuantificadas se diluyeron hasta obtener una mezcla equimolar de todas las
librerias a una concentracién de 1.5x10” moléculas/uL. Esta normalizacién se
realizo para poder proceder a la amplificacion por emulsion (em-PCR) y asegurar
gue la cantidad de moléculas por muestra fuera aproximadamente igual, para
evitar la sobre-representacién de alguna de ellas, lo cual mermaria la cantidad de

informacion a obtener del resto de las muestras.
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Tabla 18. Cuantificacion de librerias por qPCR.

L, Factor de
Concentracion dilucién Concentracion
Libreria obtenida por gPCR lead btenid
(moléculas/uL) emplieado obtenida
(1:X)
L. monocytogenes 1.56 x 10% 1:100.62
E. coli 1.11 x 10%° 1:716.20 1.5x10’
i moléculas/uL
S. enterica 1.73 x 10 1:1.11 M

serovar Enteritidis

6.7 Amplificacién clonal por em-PCR y enriquecimiento

Se realiz6 la amplificaciéon de los fragmentos ligados a las perlas de secuenciacion
y el enriquecimiento de las mismas. Previo al enriquecimiento de las perlas
amplificadas, se realizO un ensayo control para evaluar el porcentaje de
fragmentos amplificados y unidos a las ISP’s (% de recuperacion). Se recomienda
un valor en el intervalo del 10-40% de perlas amplificadas (véase Anexo 3). Para

este ensayo se obtuvo un porcentaje de recuperacion del 33.90 %.

Posterior a esta evaluacion, se procedio a realizar el enriquecimiento (véase
seccion 5.3.6.2.1 “Enriquecimiento”), a modo de recuperar la mayor cantidad de
perlas cargadas con fragmentos de ADN y desechar aquellas perlas vacias a las

cuales no se les acopl6 ningun fragmento.

6.8 Secuenciacion
La corrida de secuenciacion se llevo a cabo cargando un lon 316v2™ Chip (Véase
Anexo 4), siguiendo los pasos descritos en el punto 5.3.6.3 “Corrida de

secuenciacion”.

Finalizado el ensayo de secuenciacion, se extrajo directamente del servidor
Torrent Server el reporte de resultados (Figura 24)., donde se observa un total de
424 Mb secuenciadas con un 60% de cargado del chip (3, 771, 937 pozos
cargados de 6, 337, 389 disponibles), del cual se registraron 1, 907, 318 lecturas

tiles con un tamafio promedio de 222 pb.
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1,907,318
Total Reads
51%
Usable Reads

ISP Summary

60%

Lwading

99%

Enrichment

1%

Mo Template

36%

Polycionas

64%

Clonal

Test Fragments

o
81% 1,907.31 1% Adapter Dimner
Final Librar 18% Low Quality

Addressable Wells 6,337,380
With ISPs 3,771,937  59.5%
Live 3,715 887 98.5%
Test Fragment 9618 00.3%
Library 3,706,269 99.7%
Library ISPs 3,706,269
Filtered: Polyclonal 1,350,754 36.4%
Filtered: Low Quality 123,481 11.4%
Filtered: Adapter Dimer 24,716 00.7%
Final Library ISPs 1,907,318 51.5%

Figura 24. Reporte de la corrida de secuenciacion para plasmidos con la plataforma
lon Torrent PGM. Se detalla un cargado del 60% y un resumen del filtrado de las
lecturas, obteniendo un total de 1 907 318 lecturas utiles con una longitud promedio de

222 pb.
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6.9 Anédlisis bioinformatico

Los datos crudos obtenidos del secuenciador fueron analizados mediante CLCBIo,
en donde se realizé el recorte de adaptadores (secuencias ajenas al material
genético de interés ubicados al inicio y final de cada lectura) y la eliminacion de
aquellas lecturas con un valor de calidad en la escala Phred por debajo de Q20 (1
error por cada 100 bases secuenciadas). En la Figura 25 se observa el
comparativo entre las lecturas y sus calidades antes y después de este proceso.
Se aprecia que previo al tratamiento, existen lecturas que se extienden hasta
valores por debajo de Q20, mientras que posterior a éste, ya se observa un
comportamiento regular con valores que oscilan cerca de Q30 (1 error por cada
1000 bases secuenciadas).
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Figura 25. Efecto del recorte de lecturas con baja calidad. (A) Previo al recorte del
inicio de las secuencias, asi como la presencia de adaptadores y lecturas con baja
calidad, se muestran lecturas con valores por debajo de Q20, posteriormente (B) se
observa una distribucién uniforme de las calidades de las lecturas con valores por encima
de Q25.

Por otra parte, la distribucién de los tamafios en las lecturas, posterior al recorte
de adaptadores, cambia con respecto a las obtenidas de manera cruda del
secuenciador. En la Figura 26, obtenida del software CLC, se muestra un
comparativo del antes y el después del tratamiento de limpieza de lecturas y el

impacto que este tiene sobre el tamafio de las mismas.

80



Number of reads

RESULTADOS

Read length distribution

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

=00 —— after trimming

before trimming

lIIlIllllIlIIl]llll[lllllllllllllllllllllll

Ml \H T

o 5 o ¥h ¥y Yo ¥a vy Dy o Oy Uy Py Pa Py Py Py Fa P
S\—‘* 0\3 3\)00\ Ve T8 Ry Pp Rl B mbep i s e
O Y O Y5 ¢y Yo o D D Py Py Pe Py Ty Py Vo
% <o Y% o % = o~ % <o V% o % o V¢ “o

Read length

Figura 26. Comparativo entre las longitudes de las lecturas antes y después del
recorte de adaptadores. En azul se observa la distribucibn de tamafios obtenidas
directamente del secuenciador en un intervalo de 25—-479 pb. Una vez analizada la calidad
de cada base a lo largo de las lecturas obtenidas, se realiz6 el recorte de los adaptadores
y de las secuencias cuyas bases secuenciadas contaran con una mala calidad,
obteniendo una longitud final de las lecturas en un intervalo de 50-250 pb, con las cuales
se realizaron los analisis bioinformaticos.

El set de lecturas limpias se visualiz6 en One Codex, con el objeto de caracterizar
y obtener resultados presuntivos sobre el origen de las lecturas. Como se puede
apreciar en la Figura 27, se obtuvo un 80.50% de las lecturas asignadas para L.
monocytogenes, 98.15% asignadas a E. coli y 82.89 % asignadas a S. Enteritidis
en sus respectivos andlisis individuales por muestra, con lo cual se verificé la

distribucion de las muestras trabajadas.
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Name Estimated Abundance
T Listeria monocytogenes 80.50%

Alphapapillomavirus 7 6.93%
| Propionibacterium acnes 4.80%

Aerococcus viridans 1.58%
el Citrobacter braakii 1.38%

Aerococcus urinaeequi 0.72%
L Staphylococcus capitis 0.56%
- Escherichia coli 0.55%
= Acinetobacter johnsonii 0.32%
— Acinetobacter Iwoffii 0.17%
= (Remaining) 2.46%
Name Estimated Abundance
El  Escherichia coli 98.15%

Burkholderia cenocepacia 1.25%
B  Burkholderia multivorans 0.36%

Acinetobacter sp. CIP 101966 0.10%

Bl  Herbaspirillum huttiense 0.06%
i Pseudomonas fluorescens 0.05%
Bl  Pseudomonas sp. Agl 0.03%

RESULTADOS
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Name Estimated Abundance
=3 Salmonelia enterica 82.89%

Enterobacteria phage T4 sensu lato  7.94%

Bl  Escherichia coli 3.93%
Chryseobacterium taeanense 2.12%
Bl  T4likevirus 1.89%
Pseudomonas pseudoalcaligenes 0.29%
Bl Burkholderia cenocepacia 0.22%
Acinetobacter johnsonii 0.14%
Bl  Moraxella osloensis 0.13%
Staphylococcus auricularis 0.13%
(Remaining) 0.32%

Figura 27. Andlisis en One Codex para la corrida de plasmidos. Se observa la
clasificacion de las lecturas con base en el contenido nucleotidico de cada muestra, la
clasificacién obtenida para cada muestra llegé hasta nivel de especie. Se obtuvo un
porcentaje del contenido secuenciado del 80.50 % para L. monocytogenes (22A), 98.15 %
asignado para E. coli (22B) y 82.89 % asignado para S. enterica (22C).
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Con las lecturas procesadas y teniendo un resultado presuntivo del organismo
origen en One Codex, se realizaron ensambles de novo en CLCBio con las
lecturas de cada muestra, llevando a cabo un sobrelape de los fragmentos
altamente similares (Figura 28), los cuales tienen su origen en la misma region del
genoma. De este modo se conectan los fragmentos individuales para convertirse
en secuencias contiguas mas largas obteniendo un consenso de mayor longitud

de ADN. Estas secuencias consenso reciben el nombre de contigs.

Molécula

completa de
ADN "

Fragmentacién /

[i==—c ] ———
Secuenciaciéon e o
Ensamble del
sobrelape de CATACACGTAGCTATACG
secuencias de GTTACAGTGCTGCATA
ADN GCTATCAGGCTACGTTA

Ensamble de
las secuencia

GCTATCAGGCTACGTTACAGTGCTGCATACACGTAGCTATACG

Figura 28. Ensamble de novo. Sobrelape de fragmentos con extremos similares
para ensamblar una secuencia consenso. Se muestra el alineamiento de los extremos
de cada fragmento hasta conseguir una secuencia consenso de mayor tamafo.
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Se extrajo el contig de mayor longitud, (ya qué este representa una secuencia con
mayor especificidad y fidelidad comparada con un contig de menor tamafo) de
cada muestra para realizar un alineamiento en BLAST Yy verificar el origen de los
mismos. Con los resultados obtenidos se determiné que los datos secuenciados
tienen su origen en ADN plasmidico. En la Tabla 19 se muestran los resultados
obtenidos de alinear en BLAST el contig de mayor longitud correspondiente a cada

muestra.

Tabla 19. Resultados del ensayo en BLAST para el contig mas largo de cada

muestra.
: Contigs (?ontlg Refere,n_cla Profundidad Query .
Organismo mas largo plasmidica . Identidad
ensamblados . Promedio cover
(pb) asociada

L. monocytogenes 617 27,113 CP006596.1 183.15X 100.0% 99.0%
E. coli 4 3,040 KM085453.1 5,311.93 X 99.0% 99.0%

S. Enteritidis 1082 6, 146 CP020826.1 23.2 X 100.0% 100.0 %

Una vez identificado el origen plasmidico de los datos, se realizd el mapeo del
total de las lecturas contra los registros descargados previamente de la base de
datos del NCBI (Tabla 15), asi como las secuencias mostradas en la Tabla 19,
obteniendo resultados con una cobertura al 100 % de las secuencias plasmidicas,
mapeos incompletos y mapeos en donde soOlo se captur6 un porcentaje
significativo de la secuencia nucleotidica para las diferentes referencias

plasmidicas.

En la Figura 29 se observa el comparativo entre un mapeo con cobertura al 100
%, en contraste a uno con soélo una fraccion del plasmido capturado en donde se
incluyen diferencias entre el contenido nucleotidico de la referencia y el contenido
secuenciado. Asimismo, en la Tabla 20 se observan a detalle los resultados
obtenidos, destacando el tamafio en Kb, el % GC, la cobertura longitudinal y la

profundidad obtenida para cada mapeo.
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Figura 29. Mapeo a referencia en el software CLC. De manera horizontal, se observa la
cobertura de la referencia mapeada y de modo vertical se observa la profundidad del
mapeo, la cual, corresponde al nUmero de veces que cada nucledtido fue secuenciado.
Las lineas en verde representan las lecturas que se alinearon en direccion al sentido de la
referencia (lecturas en forward) en tanto que las rojas representan el reverso
complementario de las lecturas, necesario para realizar un correcto alineamiento (lecturas
en reverse). (A) Plasmido encontrado al 100 % entre las lecturas recolectadas de la

secuenciacion. (B) Region con alto nivel de similitud a la referencia mapeada pero no
cubierto al 100 %.
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Tabla 20. Resultados obtenidos de los mapeos a cada referencia. Se muestra la
cobertura de manera decreciente y la profundidad que se obtuvo para cada registro

en el software CLCBio.

Bacteria ID Plasmido No. Acceso Tamano % GC Cobertura Profundidad
reportado (kb)
1 pLM33 NC 0142551 32307 3615 100.00%  16.04 X
3 pLM7UGL  NC_018888.1 501  35.48 100.00%  18.45X
pLM1-
4 NC_018889.1 501  35.48 100.00%  18.45X
2cUG1
10 unnamed NC 021828.1  57.557 36.03 100.00%  17.54X
11 PLML- NC_014495.1 5778 36.04 100.00 % 17.71 X
SbUGL | . : . . 0 .
13 pcg%gjoo NZ CP011399.1 68224 3567  68.00 % 12.56 X
PCFSANO1 .
6 Poogs 01  NZCPO1425L1 55521 367  65.00% 12.85 X
3 14 pLM5578 NC_013767.1  77.054 36,59  52.00 % 9.61 X
D)
S 18  unnamed NC_0220451  148.959 37.05  44.00 % 6.84 X
>
[&]
o 12 LM6179  NZ HG813250.1  62.206 3653  43.00 % 7.07 X
(@]
£
= 7 unnamed NC_022046.1 55804 34.92 35.00% 7.88 X
8  unnamed NC_022047.1 55804 34.92 35.00% 7.88 X
9 unnamed NC_022051.1 55803 34.92 35.00 % 7.88 X
16 pLmN1546 NZ CP013725.1  86.616 36.98  33.00 % 6.35 X
17 I NZ HG813248.1  86.652 36.98  33.00 % 6.35 X
5 C'Z?QNO%Z‘? NZ CP014254.1  52.687 3505  7.00 % 0.56 X
o CFSANO23 7 cpo142531  12.949 3636  3.00 % 15.00 X
459 01
15 pLMIV  NZ CMO001470.1  77.825 3402  0.01% 0.01 X
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P010447_S

9* ; Km085453.1 3173 4690 99.00% 14049 X
8= P9705 AB040037.1 3172 4682 97.00% 13157 X
7 pMccC7 AY913945.1 6.360 34.66  85.00 % 2.45 X
6  pMccC7 X57583.1 6.458 3442  83.00% 2.41 X
3 4 mccABCDE  AJA87788.2 5734 3432 78.00% 2.09 X
B 3 unnamed 2 NZ CP009074.1  24.185 3922  77.00% 5.31 X
1 MccC7-H22  NC_010257.1  32.014 4350  36.00 % 3.53 X
2 B NZ CP010127.1  42.655 39.89  30.00 % 274X
5 PRPECIS0 jNossgos.1 47506 4143  28.00 % 2.99 X
4 Unnamed  NZ_CPOO7S081  59.372 5196  99.00 % 18.24 X
5 plasmidod  NZ_CP007529.1  59.369 5192  99.00 % 18.24 X
6 Unnamed NZ CP008927.1  59.372 39.88 99.00 % 18.24 X
7 POMESSO Nz cPo13oes1  59.373 5196 99.00 % 18.24 X
2 2 pcggggloo NZ CP011395.1  59.336 51.96  98.00 % 16.72 X
é 3 pSLAS NC_019002.1  59.374 4834  98.00 % 16.72 X
5 9  Virullence  NZ CP011943.1  59.37 5196 98.00% 16.72 X
8 pFORC7  NZ CP009767.1 10143 5195 52.00% 8.71 X
10 '”te"gediat NZ CP011944.1  3.372 5510  3.00 % 0.09 X
1 pgffﬁ'ggo NZ CP007599.1 39599 51.96  0.00 % 0.00 X
11 Smal NZ CP0119451  2.096 55.63  0.00 % 0.00 X

*Plasmidos de E. coli encontrados mediante el ensamble de novo y el armado de contigs.
No reportados para el cluster de genes Mcc.
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6.9.1 Andlisis comparativos

Los resultados descritos en la Tabla 20 se agruparon y ordenaron de manera
decreciente con base el porcentaje de cobertura obtenido para cada plasmido.
Como se puede observar, aquellos registros que obtuvieron el mismo porcentaje
de mapeo, también comparten valores muy similares de profundidad, % GC y
tamafo en pb, lo cual puede significar la presencia de referencias redundantes y
por lo tanto una cantidad errénea de pladsmidos identificados.

Para descartar la presencia de secuencias repetidas se utilizé el software CSA, el
cual realiza el alineamiento de secuencias circulares. Este software, previo a
realizar el alineamiento, establece un inicio hipotético en todas las secuencias a
alinear, considerando la secuencia mas larga compartida entre todos los registros,
(Anexo 5) de esta forma, se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 30,
donde las imagenes con plasmidos con similitud presuntiva, mantienen un alto
grado de conservacion (tonalidades rojas), pudiéndose considerar como
redundantes entre si, es decir, secuencias iguales, las cuales pueden descartarse
para reducir la cantidad de referencias a analizar. Del mismo modo, aquellas que
presentaron diferencias significativas tales como bajo nivel de conservacion
(tonalidad amarilla) asi como huecos en el alineamiento (color azul-morado), se
asumieron como referencias unicas. A su vez, también se realizaron alineamientos
con el software CLCBio a modo de visualizar el contenido nucleétido base por
base y confirmar las similitudes y diferencias que presentan los plasmidos
agrupados, asi como el efecto sobre los resultados para las secuencias

procesadas con CSA y las que no recibieron tratamiento previo (Figura 31).
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Figura 30. Secuencias procesadas con CSA. (Seccién AA’) Alineamiento de las
secuencias reorganizadas (con un inicio hipotético sugerido) y visualizacion de su
contenido nucleotidico mediante bloques colineales, cada bloque y su localizacién fisica
se representan con un color diferente. (Seccién BB’) Circularizacién y alineamiento de las
secuencias plasmidicas, el grado de conservacion (similitud) se identifica mediante el
gradiente colorimétrico de rojo (+) a verde (-) asi como también la presencia de huecos
mediante tonos grises a azules. (Seccién AB) Identificacion de registros repetitivos dada
su alto grado de similitud. (Seccion A’B’) Identificacion de registros uUnicos dado a las
diferencias entre referencias.
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gi|749309518|ref|NZ_CP00750
gi|971826125|ref|[NZ_CP01309
gi|749297614|ref|[NZ_CP00752
gi|749309434|ref|[NZ_CP00892

Consen

Conserva

Sequence |

qi[749309518|ref|NZ_CP0O0750
qi|9718261 25|ref|NZ_CP01309
qi[749297614|ref|NZ_CP00752
qi[749309434|ref|NZ_CP00892

Consen

Conserva

Sequence |

RESULTADOS

652,660 62,680 62,700

| I
EEGGGETEEE GEGGAGGTHE BGEETGGGEE ETGGEGATGG GEEBGGEGES GT-------- 59372
------------------------------------------------------------ 59373
BEGGGETEEE GEGGEGGTAE BGEETGGGEE ETGGEGETGG GEEBGGEGEE GTETBTEEGE 44419
BEGGGETEEE GEGGAGGTAB BGEETGGGAE ETGGEGATGG GEEBGGEGES GTBTATEEGE 45447
CCGGGCTCCC GCGGAGGTAA AGCCTGGGAC CTGGCGATGG GCCAGGCGCA GTATATCCGC

62,720 62, 740 62,760

------------------------------------------------------------ 59372
------------------------------------------------------------ 59373
TGEATGTTEE GAGHAAATEA ATTGBEEEGE MGAGTTEGGG GGHEETTGER GEAGEEBETG 44479
TGEATGTTEE GAGRABATER ATTGAEEEGE AGAGTTEGGG GGAEETTGEA GEAGREBETG 45507
TGCATGTTCC GAGAAAATCA ATTGACCCGC AGAGTTCGGG GGACCTTGCA GCAGACACTG

TGCATGTTCC GAGAAAATCA ATTGACCCGC AGAGTTCGGG GGACCTTGCA GCAGACACTG

qi|749309518|ref|[NZ_CP0O0750
0i|9718261 25|ref|NZ_CP01309
qi|749297614|ref|[NZ_CP00752
0i|749309434|ref|NZ_CP00892

55,340 S5, 360 55, 380
I

GGATGGETER TGGABTGTTG TGREAGGGHAT GIIGiGiIII GGGEBBEATA GIIIEIIW'ES 55379
GGATGGETEA TGGABRTGTTG TGBEAGGGAT GEAGTGTAER GGGENBAARTA GEBATAATTT 55350
GGBTGGETEA TGGABRTGTTG TGREAGGGET GEAGTGTBER GGGEMBAATE GEBATAATIT 55379
GGATGGETES TGGBATGTTG TGEEBGGGET GEAGTGTAER GGGEBBAATE GEARTABRTTT 55379

Consen GGATGGCTCA TGGAATGTTG TGACAGGGAT GCAGTGTACA GGGCAAAATA GCAATAATTT

Conserva

Sequence |

qi|749309518|ref|NZ_CP0O0750
0i|9718261 25|ref[NZ_CP01309
qi|749297614|ref|[NZ_CP0O0752
qi|749309434|ref[NZ_CP00892

CONTGGCTCA TOGAATCTTG TOACAGOGAT GCAGTGTACA GOGCARAATA CCAATMATTT

55,400 55,420 55,440
|

| I
BEGTGTGGTG BECCCEATET CARBBATETA THAGETEGTG TAEGGEGETT TETHEEGTGT 55439
BAGTGTGGTG BEGCCCATET CGARBAATETA TAAGETEGTG TAEGGEGATT TETAEEGTGT 55440
BBEGTGTGGTG BECCCCATET CARABATETA TAAGETEGTG TAEGGEGATT TETAEEGTGT 55439
BAGTGTGGTG BEGECEATET CARBBATETA TBAGETEGTG TAEGGEGATT TETBEEGTGT 55439

Consen AAGTGTGGTG ACCCCCATCT CAAAAATCTA TAAGCTCGTG TACGGCGATT TCTACCGTGT

Conserva

Sequence |

ARGTCTGGTG ACCCCCATCT CARRATCTA TARGCTCCTG TACGGCGATT TCTACCGTCT

Figura 31. Alineamientos pldsmidos sin ordenar (A) y reorganizados (B). En ambas
imagenes se observa un alineamiento de las mismas cuatro referencias obtenidas de
NCBI, (A) Referencias desordenadas sin reorganizacién. A simple vista presumen ser
registros diferentes en cuanto al contenido nucleotidico, sin embargo al no poseer un
orden o un inicio definido, es dificil determinar sus identidades y asumir que se tratan de
secuencias distintas. (B) Referencias reorganizadas y ordenadas con el software CSA, se
observan las identidades en los cuatro registros, pudiendo descartar asi estas secuencias

repetidas.
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Eliminados los registros repetidos, se observdé que hubo secuencias que

continuaron presentando caracteristicas en %

GC,

longitud,

cobertura y

profundidad, altamente similares, por lo que se decidio realizar un andlisis extra,

evaluando el sentido (5’-3° o 3’-5’) en el cual se encontraban reportadas las

secuencias En la Tabla 21 se agrupan en bloques de colores las referencias con

persistencia en caracteristicas similares.

Tabla 21. Primera depuracion y persistencia de registros altamente similares.

Plasmido

Tamafo

. . .
Bacteria ID reportado No. Acceso (kb) %o GC Cobertura Profundidad
pLM7UG1 _ NC_018888.1 501 3548 100.00%  18.45 X
p o BENEe NC_018889.1 501 3548 10000%  18.45X
2cUG1

i 10 unnamed NC_021828.1 57557 36.03 100.00%  17.54 X

g pLM1- .

5 o M NC_014495.1 57.78  36.04 100.00%  17.71X

g 13 PO Nz cPoi13so1 68224 3567 68.00%  1256X

(&]

(@)

c 6 P Nt NZ_CPO142511 55521 367  65.00% 12.85 X

i 7 unnamed NC_022046.1  55.804 3492  35.00 % 7.88 X
8  unnamed NC_022047.1  55.804 3492  35.00% 7.88 X
9  unnamed NC 0220511  55.803 34.92  35.00 % 7.88 X
16 pLmN1546 NZ CP013725.1  86.616 36.98  33.00 % 6.35 X
17 I NZ_HG813248.1  86.652 3698  33.00 % 6.35 X

_ gr POIOTS  kmogsasa. 3173 4690 99.00% 14049 X

8 8~  P9705 AB040037.1 3172  46.90 99.00% 13157 X

Ui 7 pMccC7 AY913945.1 6.360 34.66  85.00 % 2.45 X
6  pMccC7 X57583.1 6.458 3442  83.00 % 2.41 X
4  unnamed  NZ CP007508.1  59.372 51.96  99.00 % 18.24 X
5  plasmid00  NZ_CP007529.1  59.369 51.92  99.00 % 18.24 X

z 6 unnamed  NZ CP008927.1  59.372 39.88  99.00 % 18.24 X

= 7 pCMffl%OO NZ CP013098.1  59.373 51.96  99.00 % 18.24 X

g

L 2 pCI;goAé\IOO NZ CP011395.1  59.336 51.96 98.00 % 16.72 X

)
3 pSLA5 NC_019002.1  59.374 4834  98.00 % 16.72 X
9  Virulence  NZ CP0119431  59.37 51.96  98.00 % 16.72 X
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RESULTADOS

Para realizar este andlisis, se cargaron las secuencias similares dentro del
software CLC, se obtuvo el reverso complementario de las secuencias para
homologar las cadenas en una misma direccion. Homologados los datos, se
realizd6 nuevamente el alineamiento en CSA, obteniendo resultados similares a los
mostrados en la Figura 32. Se observa un comparativo entre el alineamiento de
hebras complementarias (+/-) y el alineamiento ajustandolas hacia el mismo

sentido (+/+).
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Figura 32. Alineamiento circular del mismo par de plasmidos. (A) Analisis en CSA con
los datos crudos. Presunta identificacion de registros distintos entre si, sentido de las
secuencias +/-. (B) Datos homologados al mismo sentido +/+ Identificacion de plasmidos
similares y redundantes entre si.

Terminados los andlisis de depuracion, se realiz6 el reporte final de la
identificacion de aquellos plasmidos presentes dentro de las bacterias en estudio
(Tabla 22), evitando presentar secuencias redundantes y una cantidad errada de

elementos extracromosomales capturados.
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Tabla 22. Resumen final de plasmidos identificados para cada bacteria dentro del

estudio. Mostrados en orden decreciente.

Bacteria ID Plasmido No. Acceso Tamano % GC Cobertura Profundidad
reportado (kb)
1 pLM33 NC_014255.1 32.307 36.15 100.00 % 16.04 X
4  PLML- NC_018889.1 50.1  35.48  100.00 % 18.45 X
2cUGL | . : : . 0 .
pLM1- .

KR el NC_014495.1 5778  36.04 100.00 % 17.71 X
13 pCI;?Q(I)\IOO NZ_CP011399.1 68224 3567  68.00 % 12.56 X

3 6 PCFSANOL 7 cpo14251.1 55521 367  65.00 % 12.85 X

c 0068_01

g 14 pLMs578 NC_013767.1 77.054 3659  52.00 % 9.61 X

>

(&)

S 18 unnamed NC_0220451  148.959 37.05  44.00 % 6.84 X

(@]

£

= 12 LM6179  NZ HG813250.1  62.206 36.53  43.00 % 7.07 X
9  unnamed NC_022051.1 55.803 34.92  35.00 % 7.88 X
17 I NZ HG813248.1  86.652 36.98  33.00 % 6.35 X
5 C'EQANOOZZB NZ CP014254.1  52.687 3505  7.00 % 0.56 X
2 czggANoolzs NZ CP014253.1  12.949 3636  3.00 % 15 X
9 P°1O§47—S KMO085453.1 3173  46.90  99.00 % 14 049 X
7 pMccC7 AY913945.1 6360 34.66 85.00 % 2.45 X

5 3 unnamed_ 2 NZ_ CP009074.1 24.185 39.22 77.00 % 531X

[&]

L] 1 MccC7-H22  NC_010257.1 32.014 4350  36.00 % 3.53 X
2 B NZ CP010127.1  42.655 39.89  30.00 % 2.74 X
5 pRP'i(;lSO JIN935898.1 47506 4143  28.00 % 2.99 X

2 9  Virulence  NZ CP011943.1  59.373 51.96  99.00 % 18.24 X

B 8 PpFORC7  NZ CP009767.1  101.43 51.95 52.00% 8.71 X

I3 .

s 10 'ntermedial o cpojjoas1 3372 5510 3.00% 0.09 X

e
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RESULTADOS

Adicional a la eliminacion de secuencias redundantes, se encontré6 que algunos
registros parecian estar alojados dentro de una secuencia de mayor tamafio, es
decir, que el fragmento faltante no se encontraba reportado para el plasmido
pequefio 0 bien podia pertenecer a una region movil, la cual no se encontraba
ligada al mismo al momento de determinar su secuencia (Figura 33), para verificar
lo anterior se extrajo la secuencia no conservada ligada al plasmido de mayor
tamafio y se realizO6 un BLAST a modo de evaluar el contenido de dicho
fragmento. Se encontraron codificadas distintos tipos diferentes de transposasas
ademas de una integrasa (Tabla 23), factores fundamentales para la trasposicion y
movilidad de elementos génicos.

Consevvatisn

22500 E
GasFrequency

Figura 33. Plasmido de menor tamafio, contenido en uno con longitud mayor. El
plasmido alineado al centro de la imagen posee una region en tonos amarillos,
representativo de un nivel intermedio de conservacién, en contraste del plasmido ubicado
al exterior del alineamiento, el cual ubica la misma regién en tonos azules, representativo
de una alta incidencia de huecos, este fendbmeno se traduce en la falta de dicha region
nucleotidica, es decir que a pesar de poseer una parte altamente conservada, el plasmido
de mayor tamafio incluy6 a su secuencia un elemento adicional el cual, una vez analizado
su contenido se determind que corresponde a una region codificante para enzimas
utilizadas en la movilizaciéon de transposones e integrones.
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Tabla 23 Regiones de la secuencia transponible y enzimas para las que codifican el
plasmido pLM1-2bUG1 de L. monocytogenes (NC_014495.1).

El fragmento transponible corresponde a la regién delimitada por las posiciones 5,176 —
23,139 de la referencia antes mencionada, con una longitud de 17,964 nt, por lo tanto los
elementos identificados dentro de dicho fragmento se identificaron en el intervalo de
posiciones 1 — 17,964.

Region Enzima
<1 - 656 Transposasa IS712A
9,756 — 10.436

Transposasa IS1216
10,467 — 10,868

17,640 — >17,964 Transposasa 1S946V

14,449 — 15,174 Transposasa

9,275 -9,727 Integrasa
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7 .0 DISCUSION

7.1 Eleccion del mejor protocolo de extraccion para la purificacion de
plasmidos

El éxito en una corrida de secuenciacion, radica en la calidad del ADN a
secuenciar, es por esta razén que en el presente proyecto se trabajé con cuatro
metodologias diferentes para la extraccion de plasmidos, seleccionando aquella
gue mejor se adaptara a las necesidades de secuenciacion en cuanto a calidad y
cantidad de material genético.

Por lo anterior, una vez obtenidos los extractos de cada protocolo de extraccion,
se realizo el analisis cualitativo mediante electroforesis capilar. Se observo que
todas las metodologias mostraron trazas de material genético a lo largo del gel
digital mostrado por el Bioanalizador (Figura 17), por lo cual, las cuatro
metodologias lograron la extraccion del ADN. En el caso particular del Protocolo
D, con la muestra de L. monocytogenes, se observo un barrido a lo largo del carril,

con tamafos de alto (>10 Kb) y bajo (< 50 pb) peso molecular.

Cabe destacar que la sensibilidad del chip utilizado para visualizar el ADN de cada
extracto abarca un intervalo de 50 a 10,380 pb. Por otro lado, como se puede
apreciar en la Tabla 15, las referencias plasmidicas obtenidas en bases de datos
poseen tamafos por encima de las 24 Kb; por lo cual, si las metodologias lograron
realizar la purificacion de algun elemento extracromosomal de manera integra,
éste no podria ser visualizado dentro del intervalo representado, de tal modo que
lo que se buscé fue, solo observar presencia de material genético para asi
asegurar la extraccion, sin embargo de observar una cantidad elevada de &cidos
nucleicos dentro del intervalo visible, tal como el caso del ensayo identificado
como Protocolo D para la muestra L. monocytogenes, implicaria una prolongada
degradacion del ADN, convirtiendo a la muestra en inadecuada para continuar con

el proceso.
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Aunado a lo anterior, se evalu6 la calidad de cada extraccion, en la cual, de
acuerdo con los pardmetros establecidos en el CNRDOGM, se consideran
aceptables valores de relacion de absorbancias 260 y 280 nm (A260/A280) dentro
del intervalo entre 1.8 — 2.1. El obtener valores por encima de 2.1 representa una
contaminaciéon de la extraccion con cantidades representativas de ARN, asi
mismo, valores por debajo de 1.8 son indicativos de la presencia de contaminacion
por proteinas. En ambos casos este tipo de contaminacion podria afectar el

proceso de secuenciacion 12,

Por otra parte, también se realiz6 el analisis cuantitativo de material genético de
doble cadena. Considerando que el tamafio promedio de un pladsmido representa
entre el 1 — 10 % del cromosoma bacteriano Y, resulta complicado establecer un
intervalo de aceptacion para la cantidad de ADN a extraido, sin embargo, al
realizar la cuantificacion siguiendo el protocolo del equipo Qubit en su modalidad
Broad Range, se lograron registrar valores de cuantificacion para ADN de doble
cadena (Tabla 14) para todas las muestras, exceptuando la muestra de L.
monocytogenes extraida con el protocolo D, en la cual no se obtuvo valor de
cuantificacion, ademas de arrojar resultados de calidad por debajo de los
parametros establecidos corroborando la degradacion de esta muestra (Figura
17).

Adicional a la cuantificacion y cualificacion de los extractos, se decidio determinar
la especificidad para extraer plasmidos de las metodologias empleadas. Para esto,
se evaluo la presencia de residuos cromosomales mediante amplificacion por PCR
del gen ribosomal 16S, gen multicopia ubicado a lo largo del cromosoma
bacteriano, ya que la presencia de este amplicon seria evidencia de la existencia

de restos cromosomales.

Como se aprecia en la Figura 18, todas las metodologias presentaron
amplificacion del gen ribosomal 16S, por lo cual ningdn método resulté ser
completamente selectivo a plasmidos, acarreando con ellos residuos

cromosomales, mismos que fueron removidos mediante digestion enzimatica, con
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la enzima Plasmid Safe-DNasa, capaz de degradar material genético de cadena
sencilla, gracias a su actividad de exonucleasa de doble cadena.

Cabe destacar que los pladsmidos no solo se presentan de forma circular, la
estructura lineal ha sido reportada para otras bacterias por lo cual ademas de
digerir remanentes cromosomales, también eliminarian aquellos elementos
plasmidicos no circulares, sin embargo, se ha demostrado que los plasmidos
lineales han desarrollado estrategias de proteccién en sus extremos generando
secuencias complementarias al final de cada cadena, propiciando la formacion de
bucles e impidiendo el ataque por exonucleasas . Una vez realizada esta
digestién enzimatica, se realizd6 un nuevo ensayo de PCR para el gen ribosomal
16S, el cual ya no mostré amplificacion (Figura 19), asegurando asi la digestion

del cromosoma.

Descartados los residuos cromosomales, se realizo a cada extracto purificado un
ensayo de amplificacion dirigido especificamente a plasmidos, con el fin de
confirmar su presencia. Se emplearon iniciadores especificos a secuencias
propias de los plasmidos de cada especie y/o serovariedad, las cuales resultaron
positivas para los protocolos de extraccion B y D, de las muestras de L.
monocytogenes y E. coli (Figura 20A y 20B respectivamente) demostrando la
presencia de estos elementos para su posterior secuenciacion. La muestra de S.
Enteritidis no mostré amplificacion (Figura 20C), lo cual podria relacionarse con la
ausencia del plasmido para el cual se disefiaron los cebadores, sin embargo, se
continué trabajando con ella por la posible presencia de mas elementos

plasmidicos.

En resumen, en las cuatro metodologias se realizd un correcto aislamiento de
material genético; las metodologias A y D registraron calidades fuera del intervalo
de aceptacion y unicamente en las metodologias B y D, se verificé la presencia de
elementos plasmidicos posteriores a la digestion enzimatica. De tal modo que,

tomando en cuenta las calidades de cada extracto en conjunto con la efectiva
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purificacion de plasmidos, el protocolo B (ZR Plasmid Miniprep™-Classic)
resulto ser el mas adecuado para los propositos del proyecto.

En la Tabla 24 se resume y compara el desempefio de cada protocolo ante cada
prueba realizada. La metodologia B cumplié de manera satisfactoria en dos de sus
tres extracciones con la totalidad de las pruebas.

Tabla 24. Resultados de la purificacion para cada método y muestra.

Amplificacién
Muestra y Protocolo Cuantificaciéon  Calidad de regiones Adecuado
plasmidicas

L. monocytogenes (A)

E. coli (A)

S. enterica serovar
enteritidis (A)

L. monocytogenes (B)

E. coli (B)

S. enterica serovar
enteritidis (B)

L. monocytogenes (C)

E. coli (C)

S. enterica serovar
enteritidis (C)

L. monocytogenes (D)

E. coli (D)

S. enterica serovar
enteritidis (D)

NI NNIE R NINERN
X AXIN NS A4 X XX
X QA% XXX AKX XX

7.2 Secuenciacion masiva

Debido a que la cantidad de ADN aislado de una extraccion plasmidica es mucho
menor con respecto a una extraccion de la totalidad de acidos nucleicos presentes
en la célula, fue necesaria la amplificacion de todo el material genético contenido
en cada extracto. Ya que no existe una secuencia en comun dentro de todos los
pldsmidos que pueda utilizarse como region universal para dar inicio a una

reaccion de PCR, se empled el lllustra™ GenomiPhi DNA Amplification Kit para
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amplificar los plasmidos purificados. Como se menciono en la metodologia, el kit
acta mediante una PCR isotermal por desplazamiento de hebra, empleando
iniciadores de seis nucleodtidos. Al ser un método inespecifico, resulta
imprescindible haber realizado una correcta purificacion de los extractos de modo
que el ADN amplificado corresponda sélo a plasmidos y no a contaminantes

cromosomales provenientes de la extraccion.

Amplificada la muestra, se inicié la generacion de librerias, se continué con las
etapas de amplificacion clonal y de enriquecimiento y posteriormente se dio paso a

la corrida de secuenciacion.

Como resultado de la corrida, se obtuvieron un total de 424 millones de bases
secuenciadas, en 1, 907, 318 lecturas con una longitud promedio de 222 pb.
Como se detall6 previamente, los fragmentos esperados corresponden a
longitudes cercanas a las 400 bases con lo cual el tratamiento de los datos resulta
mas sencillo, sin embargo, a pesar de haber obtenido una longitud promedio
menor a lo esperado, los datos recibieron el mismo tratamiento, sustentado en la
flexibilidad que posee la plataforma lon Torrent la cual cuenta con un protocolo

estandarizado para fragmentos de longitudes menores.

Los resultados obtenidos del reporte de secuenciacion nos indican haber
aprovechado el chip a capacidad intermedia. El obtener un cargado de 60 %
representd informacion suficiente para realizar los analisis comparativos y la
captura de elementos plasmidicos. Al fijar como blanco la captura de plasmidos,
elementos génicos relativamente pequefios en comparacibn a un genoma
bacteriano, la cantidad de datos obtenidos resulté suficiente para desarrollar los

analisis de identificacién y captura de plasmidos de manera favorable.

7.3 Analisis bioinformatico

Culminada la corrida de secuenciacion, se dio paso al analisis bioinformatico, el
cual inicié con el analisis de las lecturas mediante el software FastQC, evaluando
las calidades de las mismas al establecerles un valor Q de la escala Phred. El

indice Phred se basa en una escala logaritmica descrita con el algoritmo q =
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(—10)(log(p)) siendo “q” el valor de la escala y “p” la probabilidad de obtener un
error cada determinado numero “n” de nucledtidos asignados, se eligio realizar los
analisis de calidad, aceptando solo aquellas lecturas que permanecieran por
encima del valor de Q20 (Figura 25) dado que éste es el valor internacionalmente
aceptado, de este modo se asegurd que de existir un error, la probabilidad de este
seria de uno por cada 100 bases asignadas, lo cual, asegura resultados de calidad

en los ensambles y mapeos realizados %2,

Asi mismo, se hizo uso de la base de datos de One Codex, la cual cuenta con un
motor de busqueda para la identificacion de la abundancia de diversos organismos
dentro de una muestra. One Codex aloja en sus registros mas de 40 000 genomas
completos de microorganismos, correspondientes a 11 000 especies bacterianas
distintas, 4 000 especies virales y cientos de especies eucariotas y archeas,
ademas cuenta con una version del genoma humano para analizar las lecturas

correspondientes al hospedero 7.

One Codex permite realizar una identificacion precisa de microorganismos
partiendo de las lecturas obtenidas mediante secuenciacién tipo “shotgun” &,
Mediante el analisis de los datos arrojados por el secuenciador, se logré la
identificacion de los tres microrganismos involucrados en el estudio (L.

monocytogenes, E. coli, y S. Enteritidis).

La identificacion a nivel especie de microorganismos mediante One Codex resulta
confiable; sin embargo, este software no es capaz de realizar los andlisis de
identificacion de cada elemento génico presente en cada muestra. Por lo cual,
para realizar la identificacién de los plasmidos presentes, se utilizo el software
CLCBIo, que forma parte de un grupo de softwares de alta eficiencia, con la
capacidad de analizar datos provenientes de distintas plataformas de
secuenciacion como Sanger, lllumina, Roche 454, Pacific Biosciences y Life

Technologies.
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Entre otras caracteristicas, el software permite realizar trabajos con acidos
nucléicos como el mapeo de las lecturas provenientes tanto de Sanger como de
secuenciacion de alto rendimiento, ensambles de novo, deteccion de SNP’s,
analisis de transcriptomica y BLAST, por lo que resulta una herramienta muy

completa %,

Los datos de secuenciacién generados se introdujeron en el software CLCBIio y se
llevo a cabo el ensamble de novo, el cual tras realizar el sobrelape de las
secuencias similares que tienen su origen en la misma regién de la secuencia
original, genera consensos de cadenas de ADN con una longitud mayor a las
lecturas individuales, armando una pequefia region del elemento génico origen
(Figura 28). Al extraer el consenso de mayor longitud (contig mas largo), éste se
analiz6 mediante BLAST, obteniendo valores de cobertura (Query cover) e
identidad de entre 99 y 100 %, los cuales representan el porcentaje de bases
alineadas y de estas bases, cuantas coincidieron de manera exacta a la referencia
asociada respectivamente. Estos valores fueron suficientes para determinar el
origen plasmidico de los datos y corroborar lo previamente obtenido mediante One
Codex, por lo cual se confirmo6 que la metodologia utilizada para la purificacion de
plasmidos resultdé adecuada para secuenciar y analizar de manera dominante

elementos de origen extracromosomal.

Para la busqueda de los posibles plasmidos presentes en cada una de las
bacterias en estudio, se utilizé otra herramienta del software CLCBio que también
consiste en montar un genoma, pero esta vez realizando un mapeo de todas las
lecturas obtenidas a un plasmido de referencia, eliminando asi la busqueda a
ciegas de secuencias consenso. Los plasmidos de referencia utilizados para los
mapeos fueron los que se encontraron reportados en la base de datos del NCBI
(Tabla 15), incluyendo aquellos a los cuales se les encontrd identidad mediante el
ensamble de novo y el alineamiento en BLAST de los contig mas representativos

de cada muestra.
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De esta forma se capturaron para L. monocytogenes cinco plasmidos con una
cobertura del 100 %, diez pldsmidos con coberturas de entre 90 — 10 % y tres mas
con porcentajes minimos de cobertura de entre 3.0 — 0.0 %; para E. coli dos
plasmidos con coberturas de 99.0 y 97.0 % y siete con coberturas de entre 90 — 10
%; en el caso de S. Enteritidis, se obtuvieron cuatro plasmidos con una cobertura
de 99.0 %, tres con una cobertura del 98.0 %, un pladsmido con cobertura del 52.0
% asi como tres mas con porcentajes minimos del 3.0 — 0.0 % (Tabla 20)

Dentro de las caracteristicas elementales de los elementos extracromosomales
tenemos la capacidad de autorregular su replicacién, mantener un nimero definido
de copias, asi como permanecer dentro de la célula siempre y cuando estos
pertenezcan a distintos grupos de incompatibilidad **. Siguiendo con lo anterior y
considerando que el nimero de copias y la distribucion espacial dentro de la célula
representan un reto para la organizacion del material genético, se piensa que la
presencia de una gran cantidad de elementos extracromosomales distintos dentro
de una bacteria resulta improbable por lo que se realiz6 una busqueda de

redundancias en nuestros registros descargados.

Con base en el porcentaje de cobertura obtenido para cada plasmido, se
ordenaron decrecientemente las secuencias capturadas para agrupar los registros
similares en una referencia Unica, descartando los datos con contenido repetido.
La depuracion se obtuvo con el software CSA que realiza un alineamiento circular,
partiendo de una region altamente conservada entre los registros comparados y
extendiendo el alineamiento a lo largo de las secuencias. Con esto se logré una
primera eliminacién de secuencias redundantes, sin embargo, se observé que aun
persistian registros con caracteristicas altamente similares por lo que se procedié
a un segundo analisis. El software CSA al ser sélo un alineador de elementos
circulares trabaja Unicamente con un sentido de las secuencias, por lo cual, se
determind el antisentido de éstas con el software CLCBIio y posteriormente se

realizo el alineamiento con CSA, obteniendo mas registros similares (Figura 32).
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Finalmente, se redujo la cantidad de elementos identificados a 12 plasmidos para
L. monocytogenes, seis plasmidos para E. coli y 3 para S. enterica serovar
Enteritidis, con porcentajes de captura de entre el 3.0 al 100.0 %.

Ya que el trabajo consistié en el aislamiento y purificacion de ADN de origen
plasmidico y en consecuencia los datos secuenciados y analizados corresponden
a elementos extracromosomales, se consideraron como plasmidos presentes a
aquellos cuyo porcentaje de captura resultdé superior al 70 %. Para el resto, la
posibilidad de encontrarlos de manera fisica se vuelve improbable. Al hablar de
plasmidos debemos considerar la presencia de elementos transportables, capaces
de migrar de un elemento a otro en forma de transposones, integrones, cassettes
de genes; compartidos a traves de transferencia horizontal mediante cualquiera de
sus mecanismos (transformacion, conjugacion o transduccion), por lo que es
posible haber realizado la captura de regiones moviles insertadas en las
referencias utilizadas, pero éstas a su vez no forman parte estatica de un plasmido

en particular **.

Sin embargo, se han encontrado plasmidos pequefios de entre 3 y 6 Kb alojados
dentro de la bacteria E. coli, entre los cuales se identifico la presencia parcial del
blogue de genes mccX responsables de propiciar la inhibicion de algunos
patégenos entéricos mediante la sintesis de diferentes tipos de bacteriocinas B9,
asi como la presencia del gen que codifica para la proteina Rop conocida como
supresora del iniciador responsable de la regulacion negativa en la replicacion
plasmidica estabilizando las interacciones entre el RNAII (cebador complementario
al sitio ori colE1) y el RNAI (secuencia complementaria del RNAII) impidiendo la
formacion del complejo de sintesis, regulando la cantidad de copias presentes

dentro de la bacteria 9.

La presencia de estos elementos de corto tamafio y con funciones no esenciales
pero adaptativas, suelen formar parte de acarreadores de genes trasponibles o
elementos trasportables que generalmente salen de la secuencia

extracromosomal para insertarse dentro del cromosoma e incrementar su
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replicacion favoreciendo los niveles de expresion de cierta caracteristica
adaptativa .

Dicho fenbmeno se vio reflejado en los andlisis comparativos del contenido
nucleotidico en busca de redundancias plasmidicas (Figura 33), en donde se
encontr6 un caso particular para la bacteria L. monocytogenes, ya que los
plasmidos identificados con los ID 1, 4 y 11 mostrados en la Figura 34, se
observan alineados en bloques colineales, identificados con el mismo color y
unidas mediante una linea recta a las regiones conservadas entre ellos. Por otra
parte, los plasmidos 4 y 11 muestran en bloques grises segmentos de las
secuencias que no se comparten por lo que no adquieren la representacion de
bloque colineal, lo cual se interpreta como secuencias adicionales dentro de cada
referencia, por tanto, se puede presumir que se trata de la insercion de un

elemento movil localizado dentro del plasmido en la muestra secuenciada.

@ Seoa 10000 15000 20000 25008 Sa0aa 5000 40000 45000 Saoaa SS000
t t t t t t t t t t t

1_2il295748547 | rap INC_A14255.41 1 -RC Listevia monocytoadnes strain Lal slasaid sLM35. coaplete sequence

4_gi | 409155555 rap INC_@B15559.11 Listevia monocytogdenes sevotyne 1-2c stv. SLCC257F2 plasmid slMl-z2cliEd

Al 2L LEQFREOSCM L e LBC _PAA40S 4L Listevid ASRSTELSARRES SeYSkETe A-Ph sty SLOCPTES qianaid 1LM1¥EH&E

2 chains with size >=1@ of a total of 2 bBlock chains

Figura 34. Identificacion de inserciones dentro de una secuencia conservada. Se
agruparon dos bloques coloniales de secuencias altamente conservadas identificados con
tonos rojos y rosas alineados en la misma posicién para los tres registros. A los extremos
se muestran dos blogues en tono gris, que no presentan identidad ni similitud con ningdn
contenido presente en el resto de las referencias, se sugiere la posible insercién de
elementos moviles a la secuencia plasmidica.
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El aplicar técnicas de NGS provee una herramienta rapida y eficaz para la
identificacion y caracterizacion de los organismos involucrados en brotes
epidemioldgicos y alertas sanitarias. El ampliar el conocimiento sobre el contenido
genético alojado en los pladsmidos de las bacterias facilitara la comprensiéon de los
mecanismos de adaptacién utilizados por cada microorganismo, ademas de
revelar informacion de utilidad para el control epidemiologico al identificar las
posibles ventajas adaptativas de cada patégeno.

108



Capctalo §

CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

8.0 CONCLUSIONES

Se establecié el protocolo B ZR Plasmid Miniprep™-Classic como la metodologia
de estandarizacion para la extraccion, purificacion y posterior secuenciacion de

ADN plasmidico para las tres bacterias en estudio, para lo cual:

A partir de un total de 27 referencias plasmidicas reportadas en la base de datos
Ref-Seq para las bacterias de interés, se disefiaron seis pares de iniciadores
dirigidos a regiones unicas de plasmido.

Mediante PCR con los iniciadores disefados, asi como con iniciadores universales
dirigidos al gen ribosomal 16S, se verifico el aislamiento y purificacion de

plasmidos.

El ADN purificado fue amplificado mediante PCR isotermal por desplazamiento de
hebra, estableciéndolo como un método flexible para incrementar la cantidad de

ADN en una muestra cuyo contenido molecular es reducido.

Mediante NGS y su posterior analisis bioinformatico, se identific6 a cada una de
las bacterias en estudio, asimismo, se encontraron un total de 22 presuntas
secuencias plasmidicas, de las cuales se descartaron las secuencias redundantes,
obteniendo un total de nueve secuencias Unicas. Por otra parte, fue posible
localizar secuencias altamente conservadas con diferentes inserciones de
fragmentos de ADN distintos entre si, entre los cuales se identificaron enzimas

involucradas en la transposicion de elementos génicos.
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9.0 PROSPECTIVAS

e Dar inicio a la construccion de una base de datos propia del CNRDOGM
con los registros plasmidicos presentes en las bacterias aisladas de
alimentos provenientes de todo el territorio nacional.

e Profundizar en el analisis y estudio del contenido molecular de los
plasmidos aislados, propiciando el desarrollo y comprension de los métodos
de adaptacion, virulencia y patogenicidad presentados por las bacterias
patdgenas de interés agroalimentario.

e Identificar las principales resistencias a antimicrobianos contenidas en
plasmidos, las cuales se encuentran en los organismos patdgenos aislados
de los alimentos, esto para fomentar el desarrollo del combate y prevencion
contra la adquisicion de enfermedades causadas por el consumo de

alimentos.
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10.0 ANEXOS

Anexo 1. Cargado y revelado de chip High Sensitivity DNA y 7500 DNA en el

equipo Bioanalyzer 2100 Agilent

1.

Atemperar la mezcla gel-dye durante 30 minutos antes realizar el cargado de
los pozos (Figuras 35 y 36), protegiéndola de la exposicion a la luz durante
este periodo.

Colocar el chip High Sensitivity DNA o 7500 DNA en la estacién de cargado
correspondiente y agregar 9.0 uL de la mezcla gel-dye en el pozo marcado con
el simbolo @.

Colocar el cronometro en 60 s (High Sensitivity DNA) o 30 s (7500 DNA)
asegurando que el émbolo este posicionado en la marca de 1.0 mL y presionar
el émbolo hasta escuchar “click”. Comenzar la cuenta regresiva. Transcurrido
el tiempo, liberar el gatillo permitiendo que el mecanismo se relaje hasta pasar
a la marca de 0.7 mL y lentamente regresar manualmente el émbolo hasta la

marca de 1.0 mL.

4. Agregar 9.0 pl de la mezcla gel-dye en cada pozo marcado con la letra G.

5. Agregar 5.0 pl del marcador de ADN contenido en el vial con tapa verde en los

10.

pozos de muestra (12 para 7500 DNA Chip y 11 para High Sensitivity DNA
Chip) incluyendo el pozo para el marcador de peso molecular identificado con
el simbolo 4.

Agregar 1 pl del marcador de peso molecular contenido en el vial con tapa

amarilla en el pozo identificado con el simbolo 4

. Agregar a cada pozo de muestra 1 ul de muestra y en caso de no contar con

muestras suficientes para los pozos disponibles, agregar 1 pl de agua grado
biologia molecular a los pozos sin usar.
Mezclar en vortex el chip por 60 s a 2400 rpm e insertarlo en el equipo 2100

Bioanalyzer, previamente lavado.

. Abrir el software 2100 expert y seleccionar la modalidad a trabajar (7500 o

High Sensitivity).
Nombrar los pozos con las muestras correspondientes y seleccionar la opcion
START.
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Figura 35. Pozos de cargado de las muestras en el Chip 7500 DNA
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Figura 36. Pozos de cargado de las muestras en el Chip High Sensitivity DNA
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Anexo 2. Score de los iniciadores para validar especificidad

Porcentajes de identidad y cobertura del 100 % para los alineamientos realizados.
Pantalla con los valores obtenidos en BLASTn (Figura 37) y resumen detallado del
total de iniciadores disefiados (Tabla 25).

Distribution of the top 144 Blast Hits on 100 subject sequences &

Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores

B <40 W 40-50 B 50-80 B 80-200 W >=200
Query

I | | | | |

1 4 8 12 16 20

)Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:D

it Alignments O
Max | Total Query| E
Description ' ’ Ident Accession
score score cover value
Escherichia coli strain C8 plasmid B, complete genome 461 461 100% 0.008 100% CP010127.1

46.1 100% 0.008 100%
46.1 100% 0.008 100% LM
46.1 100% 0.008 100% cP

Escherichia coli genom

Escherichia coli genom

Estcherichia coli ATCC 25922 plasmid

T
17
D

C180 47 complete sequence 461 461 100% 0.008 100% JN

erichia coli plas

Escl ol strain 46.1 46.1 100% 0.008 100%

Escher oli plasmid mecC), MeeD (meeD) 46.1  46.1 100% 0.008 100% AY
Escherichia coli pMccC51 plasmid mecABCDE genes 461 461 100% 0.008 100% AJ
E_coli Plasmid pMccC7 mecA B.CD.EF genes 46.1 461 100% 0.008 100% X5

Figura 37. Valores obtenidos del alineamiento BLASN. Se observan alineamientos con
coberturas e identidades del 100 % a elementos génicos de origen plasmidico, ratificando
la especificidad de los iniciadores disefiados.
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Tabla 25. Valores de identidad, cobertura y Valor de expectacion para cada iniciador

sintetizado.
Microorganismo Oligonucledtido Query E . | ldentidad No. de
cover | value acceso
pLM7UG1_F1 Sentido 100 % | 0.002 100 %
L pLM7UG1_R1 | Antisentido | 100 % | 0.002 100 % NC 018888
monocytogenes I 1 M7UG1_F2 Sentido | 100% | 0.002 | 100 % 1
pLM7UG1_R2 | Antisentido | 100 % | 0.002 100 %
mccB_F1 Sentido 100 % | 0.008 100 %
£ col mccB_R1 Antisentido | 100 % | 0.008 100 % NZ_CP0090
mccB_F2 Sentido | 100% | 0.008 | 100 % 741
mccB_R2 Antisentido | 100 % | 0.008 100 %
S_pCFSAN_F1 Sentido 100 % | 3e-05 100 %
S _pCFSAN_R1 | Antisentido | 100 % | 8e-06 100 %
S. Enteritidis P - NZ_;:ng 075
S_pCFSAN_F2 Sentido 100 % | 1le-04 100 % '
S_pCFSAN_R2 | Antisentido | 100 % | 3e-05 100 %

* El pardmetro de expectacion o E value, representa el nimero de hits que podemos
encontrar al buscar dentro de una base de datos de tamafio determinado, cuanto mas
cercano a cero sea el valor del E value mas significativo se vuelve el alineamiento y
disminuye la aleatoriedad del alineamiento. Cabe mencionar que cuando se trabajan con
secuencias cortas es muy comun encontrar valores de expectacion altos ya que la
probabilidad de encontrar mas de una coincidencia dentro de la base de datos
incrementa. Se observa que los valores obtenidos de E-value de las secuencias de

iniciadores disefiados presentan valores muy cercanos a cero .

Los célculos detallados del E-value se describen en el portal del NCBI The Statistics of
Sequence Similarity Scores (https://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/tutorial/Altschul-1.html).

117




ANEXOS

Anexo 3. Interpretacién del porcentaje de recuperacion de ISPs.

La cantidad éptima de biblioteca corresponde al punto de dilucién de la biblioteca
que da porcentajes de ISPs entre 10-40% Las muestras que estan dentro del
rango recomendado generalmente producen una mayor cantidad de datos; Sin
embargo, las muestras que caen fuera del rango recomendado aun pueden
cumplir con las especificaciones de rendimiento en los lon Chips. El rango 6ptimo
recomendado no pretende ser un criterio de aprobacion / rechazo. El rango
proporciona orientacion para la calidad de la muestra (Tabla 26).

Tabla 26. Interpretacion de los valores del % de recuperacién. Parametros
implementados dentro de los ensayos de secuenciacion del CNRDOGM.

Porcentaje de ISPs Descripcion
La muestra contiene un namero insuficiente de ISPs para
<10 % : L . .
lograr una densidad de carga 6ptima en el chip de iones.
10 — 40* % Cantidad optima de libreria.
> 40* % La muestra proporcionara ISP policlonales (lecturas

mixtas).

* Intervalo establecido dentro de los parametros de aceptacion del CNRDOGM
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Anexo 4. Descripcion del lon 316 v2™ Chip.

e Proporciona entre 300 MB a 1 GB de datos de secuencia con un tiempo de
ciclo rapido de 3 a 5 horas con un estimado de 2 a 3 millones de lecturas
(pozos).

e Compatibilidad con diversas aplicaciones, incluidas la secuenciacién génica
selectiva y la secuenciacion microbiana con entre 2 y 3 millones de lecturas
por ciclo.

e Facil manejo y carga de particulas lon Sphere™ con plantilla.

e Compatibilidad con todos los métodos actuales de preparacion de
bibliotecas.

e Version del Chip grabada sobre la superficie. Figura 38

Figura 38. lon 316™ Chip.

119



ANEXOS

Anexo 5. Lineas de comando para ejecutar CSA.

Sistema operativo Linux.

Descargar los archivos .fasta dentro del mismo directorio y colocarlo dentro del
directorio “CSA”.

Situarse sobre el directorio que contiene las secuencias.
Para concatenar todos los archivos .fasta en un solo archivo multifasta:

$cat *fasta > archivo.fasta

Para desplegar el menu de opciones CSA:

$CSA
>USAGE :
[ Rotate+Align+Image ] CSA <multi-fasta-file>
[ Rotation only ] CSA R <multi-fasta-file>
[ Alignment only ] CSA A <multi-fasta-file>
[ Alignment Image only ] CSA I <multi-fasta-file>
>TOOLS:
[ Clean FASTA file ] CSA C <multi-fasta-file>

[ Get Alignment score ] CSA S <multi-fasta-file>
[ Convert FASTA to MSF ] CSA M <multi-fasta-file>

Para obtener la imagen del alineamiento colineal, alineamiento circular y

secuencias rotadas en un solo paso:

$ CSA <multi-fasta-file>
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