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1. RESUMEN

La implementacion de un método para la deteccién simultanea de cuatro agentes
patogénicos es de gran importancia, ya que se logra una reduccion de costos y de tiempo,
asi como la posibilidad de encontrar simultdneamente a cuatro patégenos en una muestra.
La implementacion de la PCR multiplex utilizando el método SYBRGreen, fue realizada
tomando en cuenta a los patégenos relacionados con enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs). Entre los patdgenos considerados peligrosos, se encuentran E. coli
productora de las toxinas Shiga, Salmonella entérica subsp. entérica, Shigella spp. y Listeria
monocytogenes, de los cuales se han reportados brotes a nivel mundial causando
enfermedades diarreicas severas, enfermedades que son un problema en salud publica,
afectando a los paises en desarrollo, los padecimientos causados por estos patdgenos, se
tienen los siguientes casos; E. coli productora de shigatoxinas, la cual puede causar
gastroenteritis que puede complicarse a colitis hemorragica o el sindrome hemolitico-
urémico, causa de insuficiencia renal en los nifos, Salmonella entérica, patdégeno que infecta
a millones de personas cada afo, la cual causa malestares, hospitalizaciones y muertes, otra
enfermedad que ha generado gran polémica es listeriosis, causada por Listeria
monocytogenes o Listeria ivanovii, de la cual cada afno se han reportado alrededor de 1500
casos de listeriosis, causada casi siempre por consumo de alimentos crudos y el ultimo caso
de importancia para este trabajo tenemos a Shigella spp., causa shigelosis, regularmente es
transmitida por consumo de agua y alimentos crudos y esta relacionada por la falta de
higiene de las personas. Se desarrollé un método capaz de detectar en una primera etapa a
E. coli - Shigella, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, y en una segunda etapa,
determinar las toxinas shiga de E. coli y discriminar a Shigella de E. coli, no obstante, se
realizé la validacion del método con la finalidad de demostrar la funcionalidad del mismo
mediante una serie de pruebas. El presente trabajo implemento, validé y optimizé tiempos y
reactivos para la deteccion simultanea de cuatro patdogenos en las instalaciones de la

Universidad Politécnica del Estado de Morelos.



2. ABSTRACT

The implementation of a method for simultaneous detection of four pathogenic agents is
of great importance, because a reduction of costs and time as well as the ability to detec
simultaneously four pathogens in a sample. The implementation of multiplex PCR using
the SYBRGreen method was performed taking into account the pathogens related food
diseases. The Pathogens considered dangerous, are E. coli producing Shigatoxin,
Salmonella enterica subsp enterica, Shigella spp and Listeria monocytogenes, they have
been reported cases outbreaks severe diarrheal diseases worldwide, that are a public
health problem, affecting developing countries, the damage caused by these pathogens,
we have the following cases; E. coli producing Shigatoxin, which can cause
gastroenteritis, hemorrhagic colitis, hemolytic-uremic syndrome and cause of kidney
failure in children, Salmonella enterica, pathogen that infects millions of people each year,
which cause discomfort , hospitalizations and deaths, another disease that has generated
great controversy is listeriosis caused by Listeria monocytogenes or Listeria ivanovii,
which each year have been reported over 1500 cases of listeriosis, caused mostly by
eating raw food and the last case of importance of this work we have Shigella spp., that
regularly is transmitted by consumption of water and raw food and is related by
unhygienic people. In this paper, we implemented a method able to detect in a first stage
to E. coli-Shigella, Salmonella spp, and Listeria monocytogenes, and in a second step,
determine the shiga toxins of E. coli and discriminate Shigella of E. coli, however, the
validation of the method was performed in order to demonstrate the functionality thereof
by a series of tests . This paper implemented, validated and optimized time and reagents
for the simultaneous detection of four pathogens in the building of “Universidad

Politécnica del Estado de Morelos”



3. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) constituyen un problema de salud a
nivel mundial, no sélo en los paises en vias de desarrollo sino también en los desarrollados.
Diversos factores (ambientales, humanos, comerciales y culturales, entre otros) han influido
para que cambien los escenarios en que estas enfermedades se manifestaban, asi como los
alimentos involucrados en ellas, convirtiéndolas en nuevos desafios para la salud publica.
Cada vez son mas frecuentes los brotes de enfermedad gastrointestinal relacionados con la
ingesta de vegetales frescos como lechuga, brécoli, hierbas aromaticas, nopal verdura,
jitomate, cebolla, aguacates, etc. A pesar de la existencia de recomendaciones para la
produccion de alimentos con la mejor calidad microbiolégica posible, la contaminacion
bioldgica sigue siendo elevada en los puestos de venta de diversos paises del mundo (FDA,
2011).

Las enfermedades diarreicas contindan siendo un problema de salud publica que afectan a
los paises en desarrollo. A la poblacion que afecta este tipo de enfermedades son a los nifios
menores de 5 afos, las cuales son una de las diez principales causas de mortalidad en
México, presentandose casos de mas de 1 millon anualmente, afectando principalmente a
los nifios y nifias menores de un afno de edad. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), las enfermedades diarreicas representan tan solo el 17% de las muertes en
ninos menores de cinco anos de edad a nivel mundial (Centro Nacional para la Salud de la

Infancia y la Adolescencia, 2009)

Entre los patdgenos ligados a vegetales que se consumen crudos se encuentran bacterias
como Escherichia coli patdgenica, Listeria monocytogenes, Salmonella sp., Vibrio sp.,
Shigella sp., etc., las cuales pueden causar diarrea aguda. Su remocion por métodos
convencionales de lavado nunca es total, por lo que los controles de la contaminacion deben
realizarse en todos los niveles, desde el sitio de cultivo hasta la mesa del consumidor (FDA,
2011).

Salmonella entérica es considerada de importancia en salud publica, ya que se encuentra
comunmente ligada a la contaminacion de alimentos a nivel internacional. Dicho patégeno

infecta a millones de personas cada afio, contabilizandose un estimado de 9.7%, 25.6% vy



30.6% de malestares, hospitalizaciones y muertes, respectivamente, del total de casos

conocidos de ETA en los Estados Unidos de América (Gonzalez-Escalona et al., 2009).

Otra enfermedad que ha generado gran polémica es la listeriosis, causada por Listeria
monocytogenes o Listeria ivanovii (aunque la mayoria de los casos de listeriosis son
causados por la primera). En Europa, cada afo se han reportado alrededor de 1500 casos

de listeriosis, causada casi siempre por consumo de alimentos crudos (Barbau et al., 2013).

E. coli, se considera otro patégeno relacionado con ETA, las de mayor importancia son las
productoras de shigatoxinas o verotoxinas, las cuales pueden causar enfermedades severas;
en la mayor parte de los casos E. coli productora de shigatoxinas puede causar
gastroenteritis que puede complicarse a colitis hemorragica o el sindrome hemolitico-

urémico, causa de insuficiencia renal en los nifios (Blanco et al., 2003).

Entre otros patégenos comiunmente ligados a las ETA se encuentra Shigella spp. (incluso
aunque comunmente se considera transmitida por el agua). En este caso, generalmente se
transmite por la falta de higiene de las personas que manipulan los alimentos. Entre los
alimentos que han sido encontrados responsables de la transmision de Shigella estan las
ensaladas de papas, mariscos, vegetales crudos y platos mexicanos. Este patdogeno causa

shigelosis (Terragno et al., 2007).

De acuerdo a los datos estadisticos de la Secretaria de Salud, el estado de Chiapas, fue
quien reporto la tasa de mortalidad mas alta, en cuestiones de enfermedades diarreicas, con
32.8 muertes por cada 100 mil habitantes menores de cinco afios. En la siguiente figura se
puede apreciar la tasa de mortalidad de cada estado, de mujeres y hombres (Lopez, et. al.,
2009);
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Figura 1. Mortalidad por enfermedades diarreicas agudas en menores de cinco afios por

sexo y entidad federativa, México 2007. (Lopez, et. al., 2009)

Por lo comentado hasta aqui, es de vital importancia contar con técnicas moleculares
sensibles, especificas y con el menor tiempo de analisis posible para la deteccion de dichos

patégenos en alimentos frescos.

3.1. Detecciodn por técnicas moleculares
Para la identificacién correcta del agente causal de las ETA se pueden utilizar técnicas
moleculares, que permiten una deteccion temprana del patégeno, antes de que el usuario

consuma un alimento contaminado. Algunas de estas técnicas moleculares son:

3.1.1. Técnicas serologicas
Las técnicas serologicas son métodos inmunolégicos ampliamente utilizados en la
identificacion de patdégenos, dependen de la afinidad y especificidad del anticuerpo utilizado

(Clark y Adams, 1977). Entre las técnicas seroldgicas se encuentran las siguientes:

3.1.1.1. ELISA Directo
Es una técnica seroldgica sencilla. El antigeno se une a una fase sodlida (placa de
poliestireno), y se afiade un anticuerpo que se encuentra unido a una enzima que emite

fluorescencia en presencia de un sustrato cromogénico. El anticuerpo unido a la enzima es



incubado con el antigeno, después de ser incubado se lava el exceso y se le agrega el
sustrato cromogénico. El viraje a un color determinado indicara una interaccion especifica

antigeno-anticuerpo (Clark y Adams, 1977).

3.1.1.2 ELISA Indirecto
En esta prueba el antigeno se adhiere a la placa, después se coloca un anticuerpo primario y
por ultimo es adicionado un anticuerpo secundario conjugado con una enzima, el cual emitira
fluorescencia cuando el antigeno, el anticuerpo primario y el anticuerpo secundario
conjugado con una enzima se encuentren unidos. Para obtener color, el anticuerpo primario
(que es especifico para el antigeno) debe estar presente en el complejo final. En el ELISA
sandwich, un anticuerpo es adsorbido a la placa, después es colocada la muestra (que
tedricamente contiene el antigeno de interés) con el objetivo de que el antigeno se una con
el anticuerpo unido a la placa, un segundo anticuerpo acoplado a una enzima es utilizado
después de agregar la muestra con el antigeno de interés. Con el anticuerpo conjugado a la
enzima se obtiene el viraje del color del substrato que indica la presencia del antigeno en la
muestra. Esta técnica de ELISA es considerada la mas especifica y sensible comparada con
las otras metodologias de ELISA (Clark y Adams, 1977). En la figura 1 se muestra como se

unen los anticuerpos al antigeno.

Figura 2. Esquema que muestra
DIRECTO INDIRECTO
—4 las variaciones de la prueba
ELISA, ya sea directo, indirecto,
captura del antigeno o captura del

anticuerpo que capturd al antigeno
CAPTURA DE

Y ANTICUERPO  (Rosales, 2002).
Y

3.1.1.3. Pruebas inmunocromatograficas.

CAPTURA DE
ANTIGENO ¢

SANDWICH

Es una técnica que utiliza reacciones especificas antigeno-anticuerpo y que es muy similar al
test de ELISA en placa; en este caso la matriz sélida es una membrana especial de papel. El
patégeno puede ser detectado en el tejido de la planta problema, al triturar un poco de

muestra y ponerla en contacto con una membrana de nitrocelulosa o nylon en la que se



uniran los anticuerpos especificos del patdégeno. Un cambio de color indicara un resultado
positivo y mostrard la localizacion del patdégeno en el tejido del hospedero. Este
procedimiento ofrece la gran ventaja de poderse realizar en campo, con lo que se amplia el

numero de muestras que se pueden analizar (Pefia et al., 2006).

3.1.2. Técnicas basadas en la deteccion de acidos nucleicos

3.1.21. Hibridacién de acidos nucleicos.
Consiste en la generacion de una sonda de DNA marcada con radioactividad o con un
sustrato detectable, que se ha disenado para que sea complementaria con una hebra del
DNA blanco o con un RNA especifico (Levesque, 1997). En la figura 2 se muestra como una

sonda de DNA se une por hibridacion con un RNA blanco.

Hebra RMNA

Figura 3. Hibridacion de acidos nucleicos. El DNA de doble hebra (a) es desnaturalizado por
aplicacion de calor (b). Una hebra del DNA hibrida por complementariedad de bases con el
RNA diana (c), formando un hibrido DNA/RNA (d) al bajar la temperatura (modificado de
Miller y Martin, 1988).

3.1.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), descrita por Kary Mullis en 1983, es un
meétodo de amplificacion de acidos nucleicos. La PCR se basa en la capacidad de la enzima

DNA polimerasa para sintetizar una hebra de DNA complementaria a una hebra molde,



iniciando la sintesis a partir de unos cebadores o “primers” (oligonucleétidos sintéticos)
(Lizcano, 2005). La técnica basica de PCR incluye ciclos repetidos de amplificacion de

secuencias seleccionadas de DNA. Cada ciclo consiste en tres pasos:

1. Desnaturalizacion a 94°C del DNA, en el cual se separan las dos cadenas del DNA
blanco.

2. Union de los primers o cebadores: al bajar la temperatura se unen las secuencias
complementarias al blanco.

3. Extension (72°C), en la cual la enzima DNA polimerasa extiende las secuencias a

partir de los primers.

Al final de cada ciclo, la cantidad del producto se duplica. Todo el procedimiento se realiza

en un termociclador programable. La siguiente figura muestra como funciona la técnica.
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Figura 4. Reaccién en cadena de la polimerasa. 1. Disociacion de la doble hebra de DNA.
2. Hibridaciéon de los cebadores.3. Extension de la hebra de DNA por medio de la

incorporacion de nucleétidos. 4. Dobles hebras de DNA amplificadas (Rosales, 2002).



Todas estas pruebas ayudan a identificar el agente causal de la enfermedad. La técnica mas
sensible es la técnica de PCR, las técnicas seroldgicas no son tan especificas ni muy
sensibles.

Existen Kits comerciales para la deteccién de patdégenos en alimentos, entre los cuales estan
Kits para PCR, ELISA y pruebas bioquimicas, entre otros. Destaca la presencia de las
siguientes marcas: DUPONT, BIO GX, CEPHEID, QIAGEN, ROCHE, con kits para:

e Deteccién de Listeria monocytogenes por PCR en tiempo real
e Deteccidn de E. coli O157:H7 por PCR en tiempo real

e Deteccion de Salmonella spp por PCR en tiempo real

o Deteccion de E. coli Big Six por PCR en tiempo real

o Deteccion de Campylobacter jejuni por PCR en tiempo real

¢ Numeracion de coliformes totales, pruebas rapidas por métodos convencionales



4. JUSTIFICACION
La deteccion adecuada de agentes patdgenos relacionados con las ETA, como Shigella spp.,
E. coli, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, contribuira a que lleguen al consumidor
alimentos inocuos y de calidad, logrando también que nuestro pais sea competente para la
exportacion de productos frescos. En la actualidad, la deteccion de dichos patégenos, es
realizada, generalmente, por pruebas bioquimicas, las cuales tardan alrededor de diez dias
para generar resultados confiables. Existen pruebas moleculares para su deteccién, sin

embargo, hay pocas pruebas que detecten simultaneamente a cuatro patégenos.

La necesidad de detectar estos patdégenos no sélo es importante para el consumidor,
también lo es para el productor, debido a que si al producto fresco que es analizado le es
detectado algunos de estos patdégenos, generalmente es destruido, lo que genera pérdidas
economicas cuantiosas. Los tiempos de deteccion también son vitales, ya que si se utilizan
pruebas que tardan alrededor de 10 dias, el producto fresco pierde vida de anaquel. En
cambio, si se utilizan pruebas que simultaneamente detectan a cuatro patdgenos en
alrededor de dos dias, el tiempo de vida de anaquel para el producto fresco se mantiene,

evitando también pérdidas econdmicas al productor.

10



5. HIPOTESIS
Mediante la seleccidn de oligonucleotidos referenciados en articulos y manuales
internacionales y la estandarizacién del método se logrard obtener una técnica sensible y
especifica que simultaneamente detectara a Salmonella spp., E. coli, Shigella spp. y Listeria

monocytogenes.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general
e Implementar y estandarizar una prueba sensible y especifica para la deteccidn

simultanea de Salmonella spp., E. coli, Shigella spp. y Listeria monocytogenes.

6.2. Objetivos particulares

e Realizar busqueda bibliografica de genes y oligonuclettidos utilizados para la
deteccién de los patdgenos de interés.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de los oligonucleétidos seleccionados,
asi como la especificidad tedrica.

e Estandarizar y validar el método.

11



7. METODOLOGIA

71. General

Determinacion de

Busqueda y seleccién propiedades
de genesy fisicoquimicas
oligonucledtidos mediante herramientas
bioinformaticas

Determinacion de la
especificidad tedrica
mediante herramientas
bioinformaticas

<&

Determinacion
Estandarizacién individual de la curva
melting.

&

Confirmacion de
resultados

a
P

Validacién de la
técnica

7.2. Especifica

7.2.1. Materiales, equipos y reactivos

Para llevar a cabo la metodologia especifica, se utilizaron los siguientes materiales, equipos

y reactivos;

7.21.1. Materiales
e Puntas para micropipeta de 1000 uL, 200 pL y 10 uL
e Microtubos de 1.5 mL estériles
e Capilares para LightCycler
e Microtubos de 0.6 mL

e Cajas de Petri

12



7.21.2. Equipo
Termocicladro LightCycler 2.0
Micropipeta de 200 uL
Micropipeta de 10 uL
Centrifuga

Spin

Incubadora

Computadora

7.2.1.3. Reactivos

Kit Fast start DNA Master SYBRGreen
Kit de purificacion de DNA, PureLink Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen
DNA Listeria monocytogenes
DNA E. coli O157:H7

DNA E. coli O45:H10

DNA E. coliO111:H8

DNA E. coli 0121:H19

DNA E. coli 055

DNA E. coli O113:H4

DNA E. coli 026:H11

DNA E. coli O145:H45

DNA E. coli O103:H2

DNA Shigella flexneri 22

DNA Shigella sonnei

DNA Shigella dysenteriae

DNA Shigella boydii

DNA Pseudomonas aeruginosa
DNA Citrobacter freundii

DNA Yersinia enterocolitica
DNA Streptococcus pneumoniae

DNA Staphylococcus epidermidis



DNA Staphylococcus aureus
DNA Salmonella Newport
DNA Salmonella Agona

DNA Salmonella Saint-Paul
DNA Salmonella Typhimurium
Agua grado PCR

Oligonucledtidos para Salmonella spp. (Gonzalez-Escalona et al., 2009)

InvA-176

5- CAACGTTTCCTGCGGTACTGT- 3’

INVA-291-12

5- CCCGAACGTGGCGATAATT- 3’
Oligonucleotidos para E. coli genérica (Feng et. al., 2011)

UidAF241

5- CAG TCT GGATCGCGA AAACTG- 3

UidAR383

5- ACC AGACGTTGC CCA CAT AATT-3
Oligonucledtidos para Shigella spp. (Phantouamath et al., 2005)

ipa3

5-GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTCA-3’

ipad

5-GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC- 3
Oligonucledtidos para Listeria monocytogenes (Omiccioli et al., 2009)

634F

5- ACTTCGGCGCAATCAGTGA- 3’

770R

5- TTGCAACTGCTCTTTAGTAACAGCTT- 3
Oligonucleotidos para la deteccion de Shigatoxinal (Feng et al., 2011)

Stx1F934

5'- GTGGCA TTA ATA CTG AAT TGT CAT CA -3'

Stx1R1042

5-GCG TAATCC CACGGACTCTTC -3

Oligonucledtidos para la deteccion de Shigatoxina2 (Feng et al., 2011)
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Stx2F1218

5'- GATGTT TAT GGCGGT TTT ATT TGC -3'
Stx2R1300

5'-TGG AAAACT CAATTT TAC CTTTAG CA -3

Para la obtencion de DNA se solicitaron cepas al Laboratorio de Salud Publica de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México, la solicitud fue realizada al M.
en C. Armando Nava. Una vez recibidas, se procedié a promover el crecimiento, sembrando
las cepas en medio BHI y posteriormente en medio TSA, con la finalidad de determinar la
pureza. Para mantener viables por un afio las cepas se almacenaron en glicerol al 40%. Del
medio TSA se tomd una colonia y se colocé en medio BHI para posteriormente realizar la
extraccién de DNA con el Kit previamente mencionado. Las incubaciones se realizaron a

37°C (para todas las cepas)

7.2.2. Busqueda bibliografica
Se realiz6 busqueda biografica de articulos cientificos, normas internacionales y nacionales
para la seleccion de oligonucleétidos. La busqueda se realizé en paginas de confianza, como

Google Academic, Pubmed y bibliotecas virtuales de universidades.

7.2.3. Determinacién de propiedades fisicoquimicas de los oligonucleétidos
seleccionados
Para determinar dichas propiedades, se utilizé el software Oligo Analyzer de la pagina de
Integrated DNA Technologies (http://www.idtdna.com/site). Las caracteristicas fisicoquimicas

de interés fueron las siguientes:

e Temperatura media
e Formacioén de dimeros
e Formacioén de heterodimeros

e Formacion de horquillas
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Con los datos anteriores, se determiné si los oligonucleétidos eran optimos para continuar

con las pruebas en laboratorio.

7.2.4. Determinacion de la especificidad tedrica

La determinacién de la especificidad teorica se realizé con el programa PrimerBLAST de la

pagina del “Centro Nacional para la informacion en Biotecnologia” (Por sus siglas en inglés,

NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

7.2.5. Determinacién individual de la temperatura de las curvas melting

Protocolo

Se prepararon cinco mezclas de reaccion, de acuerdo a la siguiente tabla;

Tabla 1. Reactivos y volumenes necesarios para realizar |la mezcla de reaccion. Para realizar

la mezcla, se utilizé el Kit Fast Star DNA Master SYBRGreen |, los cebadores utilizados por

cada mezcla fueron los correspondientes al patdégeno de interés a detectar.

Reactivo Concentracion del Concentracion de Volumen Volumen para
stock trabajo para 1X 6.5X
Vial 1 b (Mix PCR 10 X 2X 4 uL 26 uL
con enzima)
MgCl2 25 mM 5 mM 4 uL 26 uL
H20 10.6 uL 68.9 uL
Oligo Forward 10 uM 0.10 uM 0.2 yuL 1.3 uL
Oligo Reverse 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 1.3 uL
Vol. final - --- 19 uL

Las mezclas preparadas fueron las siguientes:

e Mix Salml; Oligonucledtidos utilizados; INVA-291-12 ¢ INVA-176

e Mix Shigella; Oligonucleétidos utilizados; ipa3 e ipad
e Mix Lm; Oligonucleotidos utilizados; 634F y 770R
e Mix Ecoli; Oligonucleotidos utilizados; UidA F241 y UidA R383
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Preparadas las mezclas de reaccion se procedio a colocar 1 uL de DNA blanco, realizando

triplicados de control positivo y control negativo.
Programa del termociclador utilizado
Preparadas las reacciones, se procedio a programar el equipo, de la siguiente forma:

Tabla 2. Programa a utilizar en el termociclador.

Modo Ciclos Segmento Temperatura Tiempo de Modo Adquisicion

Analisis incubacion

Pre incubacion
Ninguno 1 95°C 5 min Ninguno
Amplificacion
Cuantificacién 40 Desnaturalizacion 95°C 10s Ninguno
Alineamiento 60°C 10s Ninguno
Extension 72°C 15s Solo
Melting Curve
Melting Curve 1 Desnaturalizacion 95°C Os Ninguno
Alineamiento 60°C 15s Ninguno
Melting 95°C Rango Os Continuo
de rampeo=
0.1°C/sec
Enfriamiento
Ninguno 1 40°C 30s Ninguno

Interpretacion de resultados

Para la interpretacion de resultados se realiz6 un “Analis Melting”. Dicho analisis fue
realizado por el equipo, para lo cual las curvas obtenidas del “analisis Melting” debian tener
un comportamiento gaussiano. Se observé a la temperatura a la cual se obtuvo el pico de la

curva, temperatura que esta ligada con la disociacion del producto de PCR obtenido.
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7.2.6. Estandarizacion

7.2.6.1.

Protocolo

Se prepararon tres mezclas de reaccion de acuerdo a las siguientes tablas:

Influencia de la [Mg?'] en la reaccion de PCR

Tabla 3. Primera mezcla de reaccion, sin adicionar magnesio.

Reactivo Concentracién | Concentraciéon | Volumen para | Volumen para
del stock de trabajo 1X 4.5X
Vial 1 (Mix PCR 5X 1X 4 uL 18 pL

con enzima)

H20 --- - 14.6 uL 65.7 pL
Oligo UidA F241 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 0.9 uL
Oligo UidA R383 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 0.9 L
Vol. final --- - 19 uL 85.5 uL

Tabla 4. Segunda mezcla de reaccion, con una concentracion extra de magnesio de 2.5 mM

Reactivo Concentracién | Concentraciéon | Volumen para | Volumen para
del stock de trabajo 1X 4.5X
Vial 1 (Mix PCR 10 X 2X 4 yL 18 pL
con enzima)
MgCl, 25 mM 2.5 mM 2L 9 uL
H20 --- - 12.6 uL 56.7 pL
Oligo Forward 10 uM 0.10 uM 0.2 puL 0.9 uL
Oligo Reverse 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 0.9 uL
Vol. final - --- 19 uL 85.5
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Tabla 5. Tercera mezcla de reaccion, con una concentracion extra de magnesio de 5 mM

Reactivo Concentracién | Concentraciéon | Volumen para | Volumen para
del stock de trabajo 1X 4.5X
Vial 1 (Mix PCR 10 X 2X 4 uL 18 pL
con enzima)
MgCl2 25 mM 5mM 4 uL 18 pL
H20 - - 10.6 L 47.7 uL
Oligo Forward 10 uM 0.10 uM 0.2 puL 0.9 uL
Oligo Reverse 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 0.9 uL
Vol. final --- --- 19 pL 85.5 pL

Preparadas las mezclas de reaccién se procedié a colocar 1 uL de DNA blanco, realizando

duplicados de control positivo y control negativo.
Programa del termociclador a utilizar
El programa utilizado fue el mismo que el de la Tabla 2.

7.2.6.2. Prueba de reaccion de PCR multiplex, utilizando los cuatro pares de
oligonucleétidos.

Se realizé un ensayo de reaccion de PCR para la deteccion de E. coli genérica, Salmonella,
Shigella spp y Listeria monocytogenes, utilizando SYBR Green. La técnica de PCR en
tiempo real que utiliza SYBR Green puede utilizarse para su uso en formato multiplex, con
base en la determinacion de las temperaturas de disociacidon de las secuencias amplificadas.
Esto ocurre debido a que el SYBR Green es una molécula intercalante que emite
fluorescencia cuando se incorpora en el DNA de doble cadena, dicha fluorescencia se emite
cuando un haz de luz de cierta longitud de onda se hace incidir en la muestra que contiene el
DNA. La longitud de onda de maxima excitacién del SYBR Green | es de 497 nm, un pico de

excitacion secundario se localiza cerca de los 254 nm.

Los pasos para realizar la PCR son los mismos que para una PCR de punto final, pero para
obtener los resultados se debe anexar otro paso, conocido como “Melting Curve”, donde el
equipo va elevando la temperatura 0.1°C/seg y en cada cambio realiza lectura de

fluorescencia. La curva resultante presenta un punto de inflexién que corresponde a la Tm
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del amplicén correspondiente. De los datos de fluorescencia se obtiene la primera derivada
del cambio de fluorescencia respecto la temperatura, la cual se grafica vs la temperatura,

presentando un maximo que corresponde a la Tm del amplicon de interés.

Para la interpretacion de los resultados se debe realizar una “Analisis de Melting”. La Tm del
amplicon esta ligada a su tamafio y al porcentaje de G y C. En algunos resultados pueden
observarse curvas con diferente Tm a la esperada, ya que la formacién de dimeros vy la
muestra de DNA pueden interactuar con el SYBR Green. Esto generalmente no supone un
mayor problema, siempre y cuando se defina el rango de la Tm a la que se presenta la

disociacién del amplicon.

Protocolo

Antes de iniciar con la reaccion se preparé un Mix de DNA positivo de los cuatro patégenos,
tomando 10 yL de DNA de cada patégeno y colocandolo en 1 microtubo de 1.5 mL. Para
realizar la mezcla de reaccion se prepararon los reactivos del Kit LightCycler Fast Start DNA

Master SYBRGreen |. Se preparo la mezcla de reaccién, de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 6. Mezcla de reaccién para deteccion simultanea de los patégenos de interés.

Reactivo Concentracion del | Concentracion de Volumen Volumen
stock trabajo para 1X para 10.5x
Vial 1 b (Mix PCR 10 X 2X 4 uL 42 pL
con enzima)
MgCl, 25 mM 2.5 mM 2 uL 21 uL
H.O --- --- 11.4 yL 120 uL
Oligo 634 F 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 21 L
Oligo 770 R 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 2.1 L
Oligo INVA 291 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 2.1 L
Oligo INVA 176 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 21 L
Oligo UidAF241 10 uM 0.10 uM 0.2 yL 21 L
Oligo UidAR383 10 uM 0.10 uM 0.2 yL 2.1 L
Oligo lpaHFW 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 2.1 uL
Oligo IpaHRW 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 2.1 L
Vol. final - - 19 uL 199.5 pL
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e Preparada la mezcla de reaccion, se tomaron 19 uL de la mezcla y se adicionaron a
los capilares para LightCycler.

e Posterior, se colocé en cuatro capilares 1 yL del Mix DNA (el cual contenia el DNA
de los cuatro patogenos)

o En tres capilares se colocé 1 uL de agua grado biologia molecular, los cuales seran
tomados como control negativo

e Enun capilar se colocé 1 uL de DNA de E. coli

e Enun capilar se colocé 1 uL de DNA de Salmonella spp.

e Enun capilar se coloco 1 uL de DNA de Shigella spp.

e Enun capilar se coloco 1 uL de DNA de Listeria monocytogenes

o Posteriormente se taparon los capilares para después centrifugar a 3,000 rpm

durante 10 segundos.

El programa utilizado fue el siguiente:

Tabla 7. Programa para reaccion de PCR LightCycler.

Modo Ciclos Segmento Temperatura Tiempo de Modo

Analisis incubacion Adquisicion

Pre incubacion

Ninguno 1 95°C 5 min Ninguno
Amplificaciéon

Cuantificacion 40 Desnaturalizacion 95°C 10s Ninguno

Alineamiento 60°C 10s Ninguno

Extension 72°C 20s Solo

Melting Curve

Melting Curve 1 Desnaturalizacion 95°C Os Ninguno

Alineamiento 60°C 15s Ninguno

Melting 95°C Rango de Os Continuo

rampeo= 0.1°C/sec

Enfriamiento
Ninguno 1 40°C 30s Ninguno

Las temperaturas melting esperadas para cada gen de interés fueron las siguientes;
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Tabla 8. Rango tedrico de temperaturas para curvas melting de los diferentes genes

GEN RANGO GEN RANGO GEN RANGO GEN RANGO

UidA | 85.5°C + 1°C | hlyA | 80.1°C £ 1°C | ipaH | 88.0°C £ 1°C | invA | 83.1°C + 1°C

Se realizaron dos pruebas mas de PCR multiplex para deteccion simultanea de los
microorganismos, pero no se obtuvieron resultados satisfactorios y debido a la
inespecificidad de los oligonucleétidos se decidid retirar los oligonucledtidos ipaHFw e

ipaHRw y se probo la deteccién de E. coli —Shigella spp, utilizando el gen uidA.

7.2.6.3. Reaccion de PCR para la deteccién E. coliy Shigella spp, utilizando el
gen uidA y verificacion de funcionalidad de los oligonucleétidos ipaHFw

e ipaHRw
Se realizaron dos mezclas de reaccion, de acuerdo a las siguientes tablas

Tabla 9. Mix 1. Mezcla de reaccién para la deteccién de E. coli.

Reactivo Concentracion del | Concentracion de Volumen Volumen
stock trabajo para 1X para 17x
Vial 1 b (Mix PCR 10 X 2X 4 uL 68 uL
con enzima)
MgCl» 25 mM 2.5mM 2 uL 34 uL
H20 --- 12.6 uL 214.2 yL
Oligo UidAF241 10 uM 0.10 uM 0.2 yL 3.4 L
Oligo UidAR383 10 uM 0.10 uM 0.2 yL 3.4 L
Vol. final - - 19 uL 323 uL
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Tabla 10. Mix .2 Mezcla de reaccién para la deteccion de Shigella spp.

Reactivo Concentraciéon del | Concentraciéon de Volumen Volumen
stock trabajo para 1X para 7.5x
Vial 1 b (Mix PCR 10 X 2X 4 uL 68 uL
con enzima)
MgCl2 25 mM 2.5mM 2L 34 uL
H20 - --- 12.6 pL 214.2 L
Oligo IpaHFW 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 3.4 L
Oligo IpaHRW 10 uM 0.10 uM 0.2 uL 3.4 uL
Vol. final - - 19 uL 323 uL

e Preparada la mezcla de reaccion, se tomaron 19 yL de la mezcla y se adicionaron a

los capilares correspondientes, colocandose 1 yL de DNA molde, de acuerdo a la

siguiente tabla;

Tabla 11. Orden de las muestras.

Capilar Mezcla de reaccién Muestra

1 Mix1 DNA E. coli O157:H7

2 Mix1 DNA E. coli O45:H10

3 Mix1 DNA E. coliO111:H8

4 Mix1 DNA E. coli O121:H19
5 Mix1 DNA E. coli O55

6 Mix1 DNA E. coli O113:H4

7 Mix1 DNA E. coli 026:H11

8 Mix1 DNA E. coli O145:H45
9 Mix1 DNA E. coli O103:H2
10 Mix1 DNA E. coli O157:H7 35150
11 Mix1 DNA Shigella flexneri 22
12 Mix1 DNA Shigella sonnei
13 Mix1 DNA Shigella dysenteriae
14 Mix1 DNA Shigella boydii
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15 Mix1 AGUA GRADO PCR

16 Mix1 AGUA GRADO PCR

17 Mix2 DNA E. coli O157:H7
18 Mix2 DNA E. coli O45:H10
19 Mix2 DNA E. coliO111:H8
20 Mix2 DNA E. coli O121:H19
21 Mix2 DNA E. coli 055

22 Mix2 DNA E. coli O113:H4
23 Mix2 DNA E. coli O26:H11
24 Mix2 DNA E. coli O145:H45
25 Mix2 DNA E. coli O103:H2
26 Mix2 DNA E. coli O157:H7 35150
27 Mix2 DNA Shigella flexneri 22
28 Mix2 DNA Shigella sonnei
29 Mix2 DNA Shigella dysenteriae
30 Mix2 DNA Shigella boydii
31 Mix2 AGUA GRADO PCR

32 Mix2 AGUA GRADO PCR

A continuacion, se centrifugaron los capilares a 3,000 rpm durante 10 segundos, y

posteriormente se programé el termociclador. El programa utilizado fue el siguiente:
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Tabla 12. Programa para reacciéon de PCR LightCycler.

Modo Ciclos Segmento Temperatura Tiempo de Modo

Analisis incubacion Adquisicion

Pre incubacioén

Ninguno 1 95°C 5 min Ninguno
Amplificaciéon

Cuantificacion 40 Desnaturalizacion 95°C 10s Ninguno

Alineamiento 60°C 10s Ninguno

Extension 72°C 20s Solo

Melting Curve

Melting Curve 1 Desnaturalizacion 95°C Os Ninguno

Alineamiento 60°C 15s Ninguno

Melting 95°C Rango de Os Continuo

rampeo= 0.1°C/sec

Enfriamiento
Ninguno 1 40°C 30s Ninguno

Se realizé un analisis de deteccidn cualitativa en el termociclador.

7.2.6.4. PCR Multiplex para la detecciéon de Salmonella spp., Listeria
monocytogenes y E. coli-Shigella y PCR para discriminaciéon de Shigella,

con Kit ROCHE y con tres pares de oligonucleoétidos.

Mezcla de reaccion

Se realiz6 la mezcla de reaccién de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 13. Mezcla de reaccién para deteccién simultanea de los patégenos de interés.
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Reactivo Concentracion Concentracion de | Volumen Volumen
del stock trabajo para 1X para
12.5x
Vial 1 b (Mix |[10X 1X 1L 12.5 uL
PCR con
enzima)
MgCl2 25 mM 2.5 mM 1L 12.5 pL
H-O --- --- 6.1 uL 76.25 uL
Oligo 634 F 10 uM 0.15 uM 0.15 pL 1.88 pL
Oligo 770 R 10 uM 0.15 uyM 0.15 pL 1.88 pL
Oligo INVA 291 10 uM 0.15 uyM 0.15 pL 1.88 pL
Oligo INVA 176 10 uM 0.15 uyM 0.15 pL 1.88 pL
Oligo UidAF241 10 uM 0.15 uM 0.15 pL 1.88 pL
Oligo UidAR383 10 uM 0.15 uM 0.15 pL 1.88 pL
Vol. final --- --- 9L 94.5 pL
Preparada la mezcla de reaccién, se tomaron 9 L de la mezcla y se adicionaron a los

capilares correspondientes, afiadiendo 1 uL de DNA molde, de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 14. Orden de las muestras.

Capilar Mezcla Muestra Concentracion Concentracion
de de DNA en la | de DNA
reacciéon muestra ng/uL original ng/pL

1 Mix1 DNA E. coli O157:H7 1.103 11.03

2 Mix1 DNA E. coli O157:H7 1.103 11.03

3 Mix1 DNA Shigella flexneri 0.36 3.6

4 Mix1 DNA Shigella flexneri 0.36 3.6

5 Mix1 DNA Salmonella spp. 1.01 10.1

6 Mix1 DNA Salmonella spp. 1.01 10.1

7 Mix1 DNA L. monocytogenes 1.25 12.5

8 Mix1 DNA L. monocytogenes 1.25 12.5

9 Mix1 Mezcla de DNA Alrededor de 1 Alrededor de 10
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10 Mix 1 Mezcla de DNA Alrededor de 1 Alrededor de 10
11 Mix1 Agua PCR THERMO NO APLICA NO APLICA
12 Mix1 Agua PCR THERMO NO APLICA NO APLICA

Colocada la mezcla de reaccion y el DNA molde, se colecéta el contenido en el fondo del

capilar, centrifugando los capilares a 3,000 rpm durante 10 seg.

Protocolo para reacciones de PCR para la discriminacion de Shigellay E. coli

Tabla 15. Mezcla de reaccion para la deteccion de Shigella

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen Volumen
del stock de trabajo para 1X para
12.5x
Vial 1 b (Mix PCR | 10 X 1X 1L 12.5 uL
con enzima)
MgCl2 25 Mm 2.5 Mm 1L 12.5 uL
H20 --- 6.7 uL 83.8 L
Oligo ipa3 10 uM 0.15 uM 0.15 pL 1.88 L
Oligo ipa4 10 uM 0.15 uM 0.15 uL 1.88 uL
Vol. final - - 9uL 112.5 uL

Preparada la mezcla de reaccion, se tomaron 9 uL de la mezcla y se adicionaron a los

capilares correspondientes, afiadiendo 1 uL de DNA molde, de acuerdo a la siguiente tabla;

Tabla 16. Orden de las muestras de las muestras preparadas con Maxima SYBR

Capilar Mezcla de Muestra Concentracion Concentracion
reaccion de DNA en la de DNA original
muestra ng/pL ng/uL
13 Mix2 Shigella flexneri 0.36 3.6
14 Mix2 Shigella flexneri 0.36 3.6
15 Mix2 Shigella boydii 5.92 59.2
16 Mix2 Shigella boydii 5.92 59.2
17 Mix2 Shigella dysenteriae 6.59 65.9
18 Mix2 Shigella dysenteriae 6.59 65.9
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19 Mix2 Shigella sonnei 0.38 3.8

20 Mix2 Shigella sonnei 0.38 3.8

21 Mix2 E. coli O157:H7 1.103 11.03

22 Mix2 E. coli O157:H7 1.103 11.03

23 Mix2 Agua PCR NO APLICA NO APLICA
24 Mix2 Agua PCR NO APLICA NO APLICA

Colocada la mezcla de reaccion y el DNA molde se centrifugaron los capilares a 3,000 rpm
durante 10 seg. y posteriormente se programé el termociclador, en la forma que se muestra

en la siguiente tabla:

Tabla 17. Programa para reacciéon de PCR LightCycler.

Modo Ciclos Segmento

Temperatura
Analisis incubacion

Tiempo de Modo
Adquisicion

Pre incubacion

Ninguno 1 95°C 5 min Ninguno

Amplificacion

Cuantificacion | 40 Desnaturalizacion | 95°C 10s Ninguno
Alineamiento 60°C 15s Ninguno
Extension 72°C 20s Solo

Melting Curve

Melting Curve | 1 Desnaturalizacion | 95°C 0s Ninguno
Alineamiento 60°C 15s Ninguno
Melting 95°C Rango de rampeo= | O's Continuo

0.1°C/sec
Enfriamiento
Ninguno 1 40°C 30s Ninguno

A continuacion, se procedio a colocar los capilares en su respectivo pozo, de acuerdo al

orden descrito y se realiz6 el analisis de las curvas melting.
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7.2.6.5. PCR multiplex para la deteccion de cuatro patoégenos, utilizando tres

pares de oligonucleétidos y optimizaciéon de reactivos

En este caso, se utilizd6 una concentracién de oligonucleétidos de 0.15 uM y un volumen de

reaccion de 10 L, con la finalidad de optimizar el reactivo de PCR.
Protocolo
Se realiz6 la mezcla de reaccion de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 18. Mezcla de reaccién para deteccién simultanea de los patégenos de interés.

Reactivo Concentracion del | Concentracion de Volumen Volumen
stock trabajo para 1X para 10.5x
Vial 1 b (Mix PCR 10 X 1X 1L 10.5 uL
con enzima)
MgCl. 25 mM 2.5 mM 1L 10.5 pL
H.O --- --- 6.1 uL 64.05 uL
Oligo 634 F 10 yM 0.15 yM 0.15 L 1.58 pL
Oligo 770 R 10 uM 0.15 uM 0.15pL 1.58 L
Oligo INVA 291 10 uM 0.15 uM 0.15 yL 1.58 uL
Oligo INVA 176 10 uM 0.15 uM 0.15uL 1.58 L
Oligo UidAF241 10 uM 0.15 uM 0.15 pL 1.58 uL
Oligo UidAR383 10 uyM 0.15 uyM 0.15 uL 1.58 L
Vol. final - - 9uL 945 L

Preparada la mezcla de reaccion, se tomaron 9 uL de la mezcla y se adicionaron a los
capilares correspondientes, afadiéndose 1 uL de DNA molde, de acuerdo a la siguiente
tabla:
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Tabla 19. Orden de las muestras.

Capilar | Mezcla de reaccion Muestra

1 Mix1 DNA E. coli O157:H7

2 Mix1 DNA E. coli O157:H7

3 Mix1 DNA Salmonella Typhimurium
4 Mix1 DNA Salmonella Typhimurium
5 Mix1 DNA Shigella flexneri 22

6 Mix1 DNA Shigella flexneri 22

7 Mix1 DNA Listeria monocytogenes
8 Mix1 DNA Listeria monocytogenes
9 Mix1 Agua grado PCR, Control negativo
10 Mix1 Agua grado PCR, Control negativo

Colocada la mezcla de reaccion y el DNA molde se centrifugaron los capilares a 3,000 rpm

durante 10 seg. y posteriormente se programé el termociclador, en la forma que se muestra

en la siguiente tabla:

Tabla 20. Programa para reacciéon de PCR LightCycler.

Modo

Analisis

Ciclos Segmento

Temperatura Tiempo de

Modo

incubacion Adquisicion

Pre incubacioén

Ninguno 1 95°C 5 min Ninguno
Amplificaciéon
Cuantificacion 35 Desnaturalizacion 95°C 10s Ninguno
Alineamiento 60°C 10s Ninguno
Extension 72°C 15s Solo
Melting Curve
Melting Curve 1 Desnaturalizacion 95°C Os Ninguno
Alineamiento 60°C 10s Ninguno
Melting 95°C Rango de Os Continuo
rampeo= 0.1°C/sec
Enfriamiento
Ninguno 1 40°C 30s Ninguno
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Se realizé una reduccion de ciclos para optimizar los tiempos de deteccién

7.2.6.6. Discriminacion de Shigella spp. de E. coli

En este punto, se realizaron reacciones de PCR utilizando diferentes genes para verificar su

idoneidad. Como control negativo se utilizé DNA de Salmonella.

Protocolo

De acuerdo a la siguiente tabla se realizaron tres mezclas de reaccion, utilizando los

oligonucledtidos para la deteccién de los genes ipaH, Stx1y Stx;

Tabla 15. Mezcla de reaccion para deteccion simultanea de los patégenos de interés.

Reactivo Concentracion del | Concentracion de Volumen Volumen
stock trabajo para 1X para 6.5x
Vial 1 b (Mix PCR 10 X 1X 1L 6.5 uL
con enzima)
MgClz 25 mM 2.5mM 1L 6.5 uL
H2O - --- 6.6 uL 42.9 uL
Oligo 634 F 10 uM 0.2 uyM 0.2 uL 1.3 uL
Oligo 770 R 10 uM 0.2 uM 0.2 uL 1.3 uL
Vol. final --- --- 9L 58.5 pL

El programa utilizado para que las reacciones se llevaran a cabo fue el siguiente:
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Tabla 21. Programa para reacciéon de PCR LightCycler.

Modo Ciclos Segmento Temperatura Tiempo de Modo

Analisis incubacion Adquisicion

Pre incubacioén

Ninguno 1 95°C 5 min Ninguno
Amplificaciéon

Cuantificacion 35 Desnaturalizacion 95°C 10s Ninguno

Alineamiento 60°C 10s Ninguno

Extension 72°C 15s Solo

Melting Curve

Melting Curve 1 Desnaturalizacion 95°C Os Ninguno

Alineamiento 60°C 10s Ninguno

Melting 95°C Rango de Os Continuo

rampeo= 0.1°C/sec

Enfriamiento
Ninguno 1 40°C 30s Ninguno

7.2.6.7. Ajuste de reacciones de PCR en formato multiplex para la deteccion

simultanea de E. coli, Salmonella y Listeria.

En esta prueba se realizaron modificaciones en las concentraciones de oligonucledtidos, con
la finalidad de que el método fuese capaz de poder detectar a los tres patégenos en una sola

reaccion.
Las concentraciones de oligonucledtidos utilizadas fueron las siguientes;

Tabla 22. Se aprecian las modificaciones realizadas en la concentracién de oligonucleétidos
MODIFICACIONES EN LAS CONCENTRACIONES

Oligonucleétido 1 2 3 4 5 6 7
634 F 0.1uyM | 0.05pyM | 0.07 uM | 0.07 uM | 0.07 uM 0.08 uM 0.07 pM
770 R 01uM | 0.1puM | 0.1puM | 0.07puM | 0.1 uM 0.08 uM 0.07 pM
INVA 291 0.15uyM | 0.1pyM | 0.8uM | 0.08 yM | 0.08 uM 0.1 uM 0.09 pM

INVA 176 0.15uyM | 01 puM | 0.8puM | 0.08 uM | 0.08 uM 0.1 uM 0.09 uM
UidAF241 0.05uyM | 0.1puyM | 0.1 pM | 0.07 uM | 0.08 uM 0.06 uM 0.05 uM
UidAR383 0.05uM | 0.05 yM | 0.07 uM | 0.07 uM | 0.06 uM 0.06 uM 0.05 uM
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Las modificaciones fueron realizadas de acuerdo a la formacién de dimeros sugerida
tedricamente para los oligonucleotidos. Para realizar las reacciones de PCR se utilizé una
mezcla de DNA de E. coli O157:H7, Salmonella typhimuriurm y Listeria monocytogenes, con
a una concentracion de cada uno de alrededor de 1 ng/uL. Debido a la posibilidad de
existencia de dimeros en la reaccién, se realizaron modificaciones al programa hasta obtener

resultados estables.
7.2.7. Validacion del método

Posterior a la estandarizacion se procedié a realizar la validacion del método, donde se

midieron los siguientes parametros;

e Sensibilidad

o Especificidad

e Repetitividad

¢ Reproducibilidad

e Limite de deteccion

e Probabilidad de verdaderos positivos
e Probabilidad de verdaderos negativos
o Tasa de falsos positivos

e Tasa de falsos negativos

e Eficiencia

Para la validacion, se utilizé el formato multiplex PCR, de los DNA’s obtenidos se realizé una
cuantificacién en un espectrofotémetro, las concentraciones obtenidas por patégeno fueron

las siguientes:

e E.coliO157:H7; 107.30 ng/uL
e Salmonella spp.; 123.42 ng/uL

e Listeria monocytogenes; 110.21 ng/uL

De los DNA’s en mencién se realizé un ajuste para obtener en los tres casos una
concentracién de 100 ng/uL, posteriormente se realizd una mezcla de DNA’s de los tres

patégenos, obteniendo una concentracion por patégeno 33.33 ng/uL, obteniendo en la
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mezcla de DNA’s una concentracion de DNA final de alrededor de 100 ng/uL, ya que la

literatura recomienda utilizar menos de 100 ng/uL en la muestra (Leotta, ef. al., 2005,

Sachse, et. al, 1999). Posteriormente se realizaron diluciones de la mezcla de DNA’s,

obteniendo las siguientes concentraciones por patégeno; 0.83 ng/uL, 8.33 ng/uL y 16.66

ng/uL.

Para el analisis se tomaron los resultados por separado, midiendo todos los parametros para

cada patégeno (E. coli, Salmonella spp. y Listeria). Se realizaron un total de 58 reacciones

de PCR en formato multiplex para la validacion. Las mezclas de reaccién se realizaron de

acuerdo a la siguiente tabla;

Tabla 23. Tabla de concentraciones de reactivos utilizadas en las reacciones de PCR para

validacion de métodos.

Reactivo Concentracion de la Concentracion de Volumen
alicuota trabajo para 1X
Vial 1 b (Mix PCR con 10 X 1X 1L
enzima)
MgCl, 25 mM 2.5 mM 1 uL
H-O - --- 2.8 uL
Oligo 634 F 1 uM 0.07 uM 0.7 uL
Oligo 770 R 1 uM 0.07 uM 0.7 uL
Oligo INVA 291 1 uM 0.09 uM 0.9 uL
Oligo INVA 176 1 uM 0.09 uM 0.9 uL
Oligo UidAF241 1 uM 0.05 uM 0.5 pL
Oligo UidAR383 1 uM 0.05 uM 0.5 L
DNA molde - -- 1L
Vol. final - - 10 L

El programa utilizado para realizar la validacion del método fue el siguiente;
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Tabla 24. Programa de reaccion de PCR utilizado en la validacion del método.

Modo Ciclos Segmento Temperatura Tiempo de Modo

Analisis incubacion Adquisicion

Pre incubacioén

Ninguno 1 95°C 5 min Ninguno
Amplificaciéon

Cuantificacion 34 Desnaturalizacion 95°C 10s Ninguno

Alineamiento 60°C 10s Ninguno

Extension (*) 72°C 10s Solo

Melting Curve

Melting Curve 1 Desnaturalizacion 95°C Os Ninguno

Alineamiento 70°C 10s Ninguno

Melting 95°C Rango de Os Continuo

rampeo= 0.1°C/sec

Enfriamiento
Ninguno 1 40°C 30s Ninguno

Realizadas las reacciones de PCR, se procedi6é a determinar los parametros de validacion,
aunque antes de iniciar con la determinacioén de dichos parametros, se debe tomar en cuenta

una matriz de contigencia, tal y como se describe en la siguiente tabla:

Tabla 25. Matriz de contingencia (AENOR, ISO 16140:2003)

Valor de la Caracteristica
Resultado de la Presente Ausente
prueba
Positivo VP FN C=VP+FN
Negativo FP VN D= FP+VN
TOTAL A= VP+FP B= FN+VN E= VP+FN+FP+VN
Donde;

VP: Verdaderos Positivos
FN: Falsos Negativos

FP: Falsos Positivos
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VN: Verdaderos Negativos

A: Es la suma de muestras verdaderas positivas y muestras falsas positivos, es decir, total
de muestras obtenidas como positivo.

B: Es la suma de muestras falsas negativo y muestras verdaderas negativas, es decir, total
de muestras obtenidas como negativas.

C: Es la suma de muestras verdaderas positivas y muestras falsas negativas, es decir, total
de muestras que en teoria eran positivas.

D: Es la suma de muestras falsas positivas y muestras verdaderas negativas, es decir, total
de muestras que en teoria eran negativas.

E: Es el total de datos o repeticiones realizadas.

7.2.71. Sensibilidad

La sensibilidad se define como la capacidad de un método para detectar el microorganismo
de interés, cuando éste esta presente en al menos el 95% de las repeticiones. El calculo se

realiza de acuerdo a la siguiente formula (Sanchez et al., 2011):

Sensibilidad % = ( (100)

VP + FN )
Donde;
VP= Verdaderos Positivos
FN= Falsos Negativos
7.2.7.2. Especificidad

La especificidad es la capacidad de un método de no detectar el microorganismo de interés,
si éste no esta presente en un 95% del total de muestras verdaderamente negativas. Este

parametro se determiné de acuerdo a la siguiente formula (Sanchez et al., 2011):

Especificidad = ( ) (100)

VN + FP

Donde;

FP= Falsos Positivos
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VN= Verdaderos Negativos

7.2.7.3. Limite de detecciéon
Demostrar que el método es capaz de recuperar al menos una cantidad minima (Ejemplo, 1
ng/uL de DNA) (Sanchez, et. al., 2011). Este parametro se midi6 mediante el uso de una

minima concentracion de DNA en la muestra, la cual fue de 0.83 ng/pL.

7.2.7.4. Selectividad
Capacidad de un método para detectar el microorganismo diana a partir de un amplio rango
de cepas y es capaz de reflejar la diversidad genética y/o serolégica del microorganismo
diana que el método puede detectar, asi como no detectar a los microorganismos no diana,
es decir aquellos que pueden presentar reacciones cruzadas con el microorganismo diana.
(Sanchez, et. al., 2011)).

Para medir este parametro, se utilizé la siguiente formula:

Selectividad = ( (100)

VN + FP)
Donde;

FP= Falsos Positivos

VN= Verdaderos Negativos

Se utilizé un total de 25 cepas para la determinacién de selectividad, cabe mencionar que,
por la dificultad para adquirir estas, falté una gama mas amplia de cepas para determinar con

mayor confiabilidad este parametro.

7.2.7.5. Repetitividad
La repetitividad es la precision de medida bajo un conjunto de condiciones repetidas. Este
conjunto de condiciones incluye el mismo procedimiento de medida, los mismos operadores,
el mismo sistema de medida, las mismas condiciones de operacion y el mismo lugar, asi
como las mediciones repetidas del mismo objeto o de un objeto similar en un periodo corto

de tiempo (Sanchez, et. al., 2011).
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La medicion de este parametro se determind de acuerdo a la siguiente formula:

VP +VN
Repetitividad = (T) (100)

Cabe mencionar que, de acuerdo a la tabla de contingencias, E= VP+FN+FP+VN
Donde;

VP= Verdaderos positivos
VN= Verdaderos negativos
FN= Falsos negativos

FP= Falsos positivos

7.2.7.6. Reproducibilidad
La reproducibilidad es la precision de medida bajo un conjunto de condiciones de
reproducibilidad. Este conjunto de condiciones incluye diferentes lugares, operadores,
sistemas de medida y mediciones repetidas de los mismos objetos u objetos similares. Los
diferentes sistemas de medicion pueden utilizar diferentes procedimientos de medida. En la
practica conviene que toda especificaciéon relativa a las condiciones incluya las condiciones

que varian y las que no (Sanchez, et. al., 2011).

Para la medicion de este parametro se determind la repetitividad de cada operario y la

férmula utilizada para determinarlo fue la siguiente:
Reproducibilidad= Repetitividad operario 1 — Repetitividad del operario 2

El resultado de esta operacién debe ser positivo.

7.2.7.7. Probabilidad de resultado positivo (PVP)

38



Este parametro refleja la probabilidad de que el microorganismo de interés esté presente en
la muestra cuando la prueba resultdé positiva. Este se calculé de la siguiente manera
(Camaro et al., 2013):

PVP = ( (100)

VP + FP)
Donde;

PVP= Probabilidad de resultados positivos
VP= Verdaderos positivos

FP= Falsos Positivos

7.2.7.8. Probabilidad de resultado negativo (PVN)
Este parametro es la probabilidad de que el microorganismo de interés esté ausente en la
muestra cuando la prueba resulté negativa; se calculé de la siguiente manera (Camar¢ et al.,
2013):

PVN = VN 100
_VN+FN( )

Donde;

PVN: Probabilidad de resultados negativos
FN: Falsos Negativos

VN: Verdaderos Negativos

7.2.7.9. Tasa de Falsos Positivos
La tasa de falsos positivos es la probabilidad o frecuencia con que la muestra sea asignada
como positiva cuando en realidad es negativa. La formula para determinarla fue la siguiente
(Camaro et al., 2013):

TFP = (100)
(77)

FP + VP

Donde;
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TFP= Tasa de falsos positivos
FP= Verdaderos Positivos

VP= Falsos Positivos

7.2.7.10. Tasa de Falsos negativos
Es la probabilidad o frecuencia con que una muestra conocida como positiva sea asignada

como negativa por el método, y se calcula de la siguiente manera:

TFN = (m) (100)

Donde;
FN= Falsos Negativos
VN= Verdaderos Negativos

Se pueden utilizar los resultados obtenidos en los parametros anteriores para determinar

este parametro.
7.2.7.11. Eficiencia

La eficiencia del método se calcul6 de la siguiente manera:

<VP + VN

y )(100)

Donde;

E= Eficiencia
VP= Verdaderos Positivos
VN= Verdaderos Negativos

N= Numero total de muestras analizadas
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7.2.7.12. Selectividad

Para la medicién de la selectividad, se procedio a realizar 26 reacciones de PCR, en las

cuales se coloco DNA de 25 cepas y un control negativo con agua PCR. Las cepas utilizadas

fueron las siguientes:

Tabla 26. Cepas utilizadas para la determinacién de selectividad

Muestra

Muestra

Pseudomonas aeruginosa

E. coli O103:H2

Shigella flexneri 22

Salmonella typhimurium

Shigella sonnei

Salmonella Newport

Shigella dysenteriae

Salmonella Agona

Shigella boydii

Salmonella Saint-Paul

E. coli O157:H7

Citrobacter freundii

Salmonella Agona

Yersinia enterocolitica

E. coliO111:H8

Enterococos faecalis

E. coli O121:H19

Streptococcus pneumoniae

E. coli 055

Sthaphylococcus epidermidis

E. coli O113:H4

Sthaphylococcus aureus

E. coli O26:H11

Listeria monocytogenes

E. coli O145:H45

Agua PCR

7.2.7.13. Criterios de aceptacion

Sensibilidad

Si la sensibilidad < 95% el método analitico no tiene buena sensibilidad.

Si la sensibilidad = 95% el método analitico tiene buena sensibilidad.

Especificidad

Si la especificidad < 95% el método analitico no tiene buena especificidad.

Si la especificidad > 95% el método analitico tiene buena especificidad.
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Probabilidad de resultado positivo (PVP)
Si PVP < 95% el método analitico no tiene buena probabilidad de resultado positivo.
Si PVP > 95% el método analitico tiene buena probabilidad de resultado positivo.

Probabilidad de resultado negativo (PVN)

Si PVN < 95% el método analitico no tiene buena probabilidad de resultado negativo.

Si PVN = 95% el método analitico tiene buena probabilidad de resultado negativo.
Limite de deteccidn: La cantidad minima a detectar por el equipo.

Inclusividad: = 95%

Exclusividad: = 95%

Repetitividad: = 95%

Reproducibilidad: < 5% de diferencia entre Repetitividad de operarios

Selectividad: = 95%

8. RESULTADOS

8.1. Determinacion de propiedades fisicoquimicas de los oligonucleétidos

seleccionados y determinacién de su especificidad teérica.

Secuencias utilizadas:

e Secuencia de oligonucleétidos para Salmonella spp. (Gonzéalez-Escalona et al., 2009)

>InvA-176
5'-CAACGTTTCCTGCGGTACTGT-3’
>INvA-291-12
5'-CCCGAACGTGGCGATAATT-3

e Secuencia de oligonucleétidos para Escherichia coli 0157:H7 (Feng et al., 2011)
>UidAF241
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5-CAGTCTGGATCGCGAAAACTG-3’
>UidAR383
5-ACCAGACGTTGCCCACATAATT-3

e Secuencia de oligonucleétidos para Listeria monocytogenes (Omiccioli et al., 2009)
>634F
5-ACTTCGGCGCAATCAGTGA-3
>770R
5-TTGCAACTGCTCTTTAGTAACAGCTT-3

e Secuencia de oligonucleétidos para la Shigella spp. (Comunicacion personal Dr.
Jesus Hernandez Romano, Laboratorio-UPEMOR)
>ipaHFw
5-GGAGAGTTCTGACTTTATCC-3
>ipaHRv
5-ACAGTATCATGAATCTGCAC-3

Para realizar el analisis se utilizaron los paquetes computacionales siguientes:

e |DT Tools-Oligo Analyzer (http://www.idtdna.com/site)

e NCBIA-Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK _LOC=BlastHome)

e Vector de Invitrogen (http://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-

science/cloning/vector-nti-software.html)

El software de IDT Tools, se utilizd para determinar las propiedades fisicoquimicas de los

oligonucledtidos, concretamente:

e Temperatura media de alineamiento
e Tamafo del cebador
e Secuencia complementaria

¢ Contenido de guaninas y citosinas
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e Peso molecular
e Formacion de homodimeros

e Formacion de heterodimeros
El Software Primer BLAST, se utilizd para determinar lo siguiente;

o Especificidad tedrica
e Tamafio del amplicon

e Gen al que pertenece la secuencia
Los resultados obtenidos de dicho analisis son los siguientes:

Oligonucleétidos para la deteccion de Escherichia coli O157:H7

Los oligonucledtidos empleados para esta especie estan disefiados para amplificar parte del
gen codificante para una enzima beta-D-glucuronidasa, utilizada para la deteccion de

Escherichia coli genérica.
Secuencia

>Beta_d_glucoronidasa_CP008805.1_ Escherichia_coli_0O157:H7

TGTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTGAAATCAAAAAACTCGACGGCCTGTGGGCATTCAGTCTGGATCGCGAAAACT
GTGGAATTGAGCAGCGTTGGTGGGAAAGCGCGTTACAAGAAAGCCGGGCAATTGCTGTGCCAGGCAGTTTTAACGATCAGT
TCGCCGATGCAGATATTCGTAATTATGTGGGCAACGTCTGGTATCAGCGCGAAGTCTTTATACCGAAAGGTTGGGCAGGCC
AGCGTATCGTGCTGCGTTTCGATGCGGTCACTCATTACGGCAAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTGATGGAGCATCAGG
GCGGCTATACGCCATTTGAAGCCGATGTCACGCCGTATGTTATTGCCGGGAAAAGTGTACGTATCACAGTTTGTGTGAACAA
CGAACTGAACTGGCAGACTATCCCGCCGGGAATGGTGATTACCGACGAAAACGGCAAGAAAAAGCAGTCTTACTTCCATGA
TTTCTTTAACTACGCCGGGATCCATCGCAGCGTAATGCTCTACACCACGCCGAACACCTGGGTGGACGATATCACCGTGGT
GACGCATGTCGCGCAAGACTGTAACCACGCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGGCCAATGGTGATGTCAGCGTTGAACTGC
GTGATGCGGATCAACAGGTGGTTGCAACTGGACAAGGGGGCACCAGCGGGACTTTGCAAGTGGTGAATCCGCACCTCTGG
CAACCGGGTGAAGGTTATCTCTATGAACTGTACGTCACAGCCAAAAGCCGGACAGAGTGTGATATCTACCCGCTGCGCGTC
GGCATCCGGTCAGTGGCAGTGAAGGGCGAACAGTTCCTGATCAACCACAAACCGTTCTACTTTACTGGCTTTGGCCGTCAT
GAAGATGCGGATTTGCGCGGCAAAGGATTCGATAACGTGCTGATGGTGCACGATCACGCATTAATGGACTGGATTGGGGCC
AACTCCTACCGTACCTCGCATTACCCTTACGCTGAAGAGATGCTCGACTGGGCAGATGAACATGGCATCGTGGTGATTGAT
GAAACTGCAGCTGTCGGCTTTAACCTCTCTTTAGGCATTGGTTTCGAAGCGGGCAACAAGCCGAAAGAACTGTACAGCGAA
GAGGCAGTCAACGGGGAAACTCAGCAGGCGCACTTACAGGCGATTAAAGAGCTGATAGCGCGTGACAAAAACCACCCAAG
CGTGGTGATGTGGAGTATTGCCAACGAACCGGATACCCGTCCGCAAGGTGCACGGGAATATTTCGCGCCACTGGCGGAAG
CAACGCGTAAACTCGATCCGACGCGTCCGATCACCTGCGTCAATGTAATGTTCTGCGACGCTCACACCGATACCATCAGCG
ATCTCTTTGATGTGCTGTGCCTGAACCGTTATTACGGTTGGTATGTCCAAAGCGGCGATTTGGAAACGGCAGAGAAGGTACT
GGAAAAAGAACTTCTGGCCTGGCAGGAGAAACTGCATCAGCCGATTATCATCACCGAATACGGCGTGGATACGTTAGCCGG
GCTGCACTCAATGTACACCGACATGTGGAGTGAAGAGTATCAGTGTGCATGGCTGGATATGTATCACCGCGTCTTTGATCGC
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GTCAGCGCCGTCGTCGGTGAACAGGTATGGAATTTCGCCGATTTTGCGACCTCGCAAGGCATATTGCGCGTTGGCGGTAAC
AAGAAGGGGATCTTCACCCGCGACCGCAAACCGAAGTCGGCGGCTTTTCTGCTGCAAAAACGCTGGACTGGCATGAACTTC

GGTGAAAAACCGCAGCAGGGAGGCAAACAATGA

Tabla 27. Propiedades del par de oligonucleétidos para Escherichia coli

UidA F241

UidA R383

5'-CAG TCT GGATCG
CGA AAACTG -3

Secuencia

5'-ACC AGA CGT TGC
CCA CAT AATT -3

Secuencia

5-CAGTTT TCG CGA
TCC AGA CTG -3'

Complemento

5'- AAT TAT GTG GGC
AACGTCTGGT -3

Complemento

Tamano 21

Tamaino 22

Contenido de GC 52.4 % Contenido de GC | 45.5 %
Temperatura 63 °C Temperatura 65.9°C
media media

Peso molecular 6455.2 g/mol Peso molecular | 6663.4 g/mol

Horquillas: No forma horquillas consideradas
de importancia para la técnica.

Homodimeros: Formacion de un homodimero
considerado de importancia para la técnica, el

cual tiene un AG=-13.51 Kcal/mol

Horquillas: No forma horquillas consideradas
de importancia para la técnica.
Homodimeros: Sin formacion de

homodimeros de importancia
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Tamano del amplicén = 143 pb

ACCAGACGTTGCCCACATAATTACGAATATCTGCATCGGCGAACTGATCGTTAAAACTGC
CTGGCACAGCAATTGCCCGGCTTTCTTGTAACGCGCTTTCCCACCAACGCTGCTCAATT
CCACAGTTTTCGCGATCCAGACTG

UidARZ83

Amplicon 143pb
UidAF241

Beta d glucoronidasa CPO08B05.1

3824 bp

Figura 5. Gen Beta-d-glucoronidasa. La imagen representa el gen completo y se observa

en que parte se alinean los oligonucleétidos, la flecha verde muestra el producto de PCR.

Oligonucleétidos para la deteccidon de Salmonella spp.

En este caso, los oligonucledtidos amplifican parte del gen invA, que codifica una proteina

asociada al sistema de secrecion tipo Il
Secuencia

>invA_CP009565.1|Salmonella_enterica_subsp_enterica_serovar_Newport

GTGCTGCTTTCTCTACTTAACAGTGCTCGTTTACGACCTGAATTACTGATTCTGGTACTAATGGTGATGATCATTTCTATGTTC
GTCATTCCATTACCTACCTATCTGGTTGATTTCCTGATCGCACTGAATATCGTACTGGCGATATTGGTGTTTATGGGGTCGTT
CTACATTGACAGAATCCTCAGTTTTTCAACGTTTCCTGCGGTACTGTTAATTACCACGCTCTTTCGTCTGGCATTATCGATCA
GTACCAGTCGTCTTATCTTGATTGAAGCCGATGCCGGTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAATTCGTTATTGGCGATAGCCT
GGCGGTGGGTTTTGTTGTCTTCTCTATTGTCACCGTGGTCCAGTTTATCGTTATTACCAAAGGTTCAGAACGTGTCGCGGAA
GTCGCGGCCCGATTTTCTCTGGATGGTATGCCCGGTAAACAGATGAGTATTGATGCCGATTTGAAGGCCGGTATTATTGATG
CGGATGCTGCGCGCGAACGGCGAAGCGTACTGGAAAGGGAAAGCCAGCTTTACGGTTCCTTTGACGGTGCGATGAAGTTT
ATCAAAGGTGACGCTATTGCCGGCATCATTATTATCTTTGTGAACTTTATTGGCGGTATTTCGGTGGGGATGACCCGCCATG
GTATGGATTTGTCCTCCGCCCTGTCTACTTATACCATGCTGACCATTGGTGATGGTCTTGTCGCCCAGATCCCCGCATTGTT
GATTGCGATTAGTGCCGGTTTTATCGTGACTCGCGTAAATGGCGATAGCGATAATATGGGGCGGAATATCATGACGCAGCT
GTTGAACAACCCATTTGTATTGGTTGTTACGGCTATTTTGACCATTTCAATGGGAACTCTGCCGGGATTCCCGCTGCCGGTTT
TTGTTATTTTATCGGTGGTTTTAAGCGTACTCTTCTATTTTAAATTCCGTGAAGCAAAACGTAGTGCCGCCAAACCTAAAACCA
GCAAAGGCGAGCAGCCGCTCAGTATTGAGGAAAAAGAAGGGTCGTCGTTAGGACTGATTGGCGATCTCGATAAAGTCTCTA
CAGAGACCGTACCGTTGATATTACTTGTGCCGAAGAGCCGGCGTGAAGATCTGGAAAAAGCTCAACTTGCGGAGCGTCTAC
GTAGTCAGTTCTTTATTGATTATGGCGTGCGCCTGCCGGAAGTATTGTTACGCGATGGCGAGGGCCTGGACGATAACAGCA
TCGTATTGTTGATTAATGAGATCCGTGTTGAACAATTTACGGTCTATTTTGATTTGATGCGAGTGGTAAATTATTCCGATGAAG

46



TTGTTTCCTTTGGCATTAATCCAACAATCTATCAGCAAGGTAGCAGCCAGTATTTCTGGGTAACGCATGAAGAGGGGGAGAA
ACTCCGGGAGCTTGGCTATGTGTTGCGGAACGCGCTTGATGAGCTTTACCACTGTCTGGCGGTGACGCTGGCGCGCAACG
TCAATGAATATTTCGGTATTCAGGAAACAAAACATATGCTGGACCAACTGGAAGCGAAATTTCCTGATTTACTTAAAGAAGTG
CTCAGACATGCCACGGTACAACGTATATCTGAAGTTTTGCAGCGTTTGTTAAGCGAACGTGTTTCCGTGCGTAATATGAAATT
AATTATGGAAGCGCTCGCATTGTGGGCGCCAAGAGAAAAAGATGTCATTAACCTTGTGGAGCATATTCGTGGGGCAATGGC
GCGTTATATTTGCCATAAATTCGCCAATGGCGGCGAATTACGAGCAGTAATGGTATCTGCTGAAGTTGAGGATGTTATTCGC
AAAGGGATCCGTCAGACCTCTGGCAGTACCTTCCTCAGCCTTGACCCGGAAGCCTCCGCTAATTTGATGGATCTCATTACAC
TTAAGTTGGATGATTTATTGATTGCACATAAAGATCTTGTCCTCCTTACGTCTGTCGATGTCCGTCGATTTATTAAGAAAATGA
TTGAAGGTCGTTTTCCGGATCTGGAGGTTTTATCTTTCGGTGAGATAGCAGATAGCAAGTCAGTGAATGTTATAAAAACAATA

TAA

Tabla 28. Propiedades del par de oligonucleétidos para la deteccién de Salmonella spp.

InvA 176 Inva 291-12

Secuencia 5'-CAACGT TTC CTG CGG Secuencia 5'- CCC GAA CGT GGC GAT
TAC TGT -3' AATT -3

Complemento | 5'- ACA GTA CCG CAG GAA Complemento | 5'- AAT TAT CGC CAC GTT
ACGTTG -3 CGG G-3

Tamaiio 21 Tamaiio 19

Contenido de | 52.4 % Contenido de | 52.6 %

GC GC

Temperatura | 66 °C Temperatura | 63.8 °C

media media

Peso 6388.2 g/mol Peso 5812.8 g/mol

molecular molecular

Horquillas: No forma horquillas consideradas de
importancia para la técnica

Homodimeros: Formacion de un homodimero
considerado de importancia para la técnica, el

cual tiene un AG=-10.18 Kcal/mol

Horquillas: No forma horquillas consideradas
de importancia para la técnica
Homodimeros: Sin formacion de

homodimeros de importancia

Tamano del amplicon = 116 pb

CAACGTTTCCTGCGGTACTGTTAATTACCACGCTCTTTCGTCTGGCATTATCGATCAGTA
CCAGTCGTCTTATCTTGATTGAAGCCGATGCCGGTGAAATTATCGCCACGTTCGGG
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InwA 29112
Amplicon 116pb
InvA 176

Inw& CPO09565.1 Salmonella enterica subsp enterica serovar Newport

xg88 bp

Figura 6. Gen invA. La imagen representa el gen completo y se observa en que parte se

alinean los oligonucledétidos, la flecha verde muestra el producto de PCR.

Oligonucleodtidos para la deteccion Listeria monocytogenes

El gen hlyA forma parte de un grupo de genes de virulencia de Listeria monocytogenes,
responsables del parasitismo celular de la bacteria y que es considerado como precursor
para la codificacion de listeriolisina O.

Secuencia

>hlyA_662858600:Listeria_monocytogenes

TTATTCGATTGGATTATCTACTTTATTACTATATTTCGGATAAAGCGTGGTGCCCCAGATGGAGATATTTCTATTTTTCACAAG
TGGTAAGTTCCGGTCATCAATTACCGTTCTCCACCATTCCCAAGCTAAACCAGTGCATTCTTTAGCGTAAACATTAATATTTCT
CGCGTTACCTGGCAAATAGATGGACGATGTGAAATGAGCTAGCTTGCTTTTATTGTTTTCGCTCCAGTTTTTATGTTGAACAA
TTTCGTTACCTTCAGGATCATAATTTACTTCATCCCAAGAAATGTTGAATTGAGCAACGTATCCTCCAGAGTGATCGATGTTAA
TTTTTCCATCTGTATAAGCTTTTGAAGTTGTTTCAATATATTCTGAGTTGTTTTTAATAACAGCTAATTCATTGTCTTTTAGGAA
GTTTGTTGTATAAGCAATGGGAACTCCTGGTGTTTCTCGATTAAAAGTAGCGCCTTTTTTCAAAATATCTCGTAAGTCTCCGA
GGTTGCCGTCGATGATTTGAACTTCATCTTTTGCGGAACCTCCGTAAATTACGGCTTTGAAGGAAGAATTTTTGATGATATTT
GTTAGTTCTACATCACCTGAGACAGATTTTCCGCTTACGGCAGCATCAAAAGCAGCTTTTACTTTAGTACTATGGGAATTAGT
TGATAATTTCAAATAAACTTGACGGCCATACGCCACACTTGAGATATATGCAGGAGGATTTTCTGCATTCACTCCAAGCGCTT
GCAACTGCTCTTTAGTAACAGCTTTGCCGAAAAATCTGGAAGGTCTTGTAGGTTCATTAACATTCACGTTATAGTAAATTTGTT
TAAAACTAATGACTTCTTCTTGCATTTTCCCTTCACTGATTGCGCCGAAGTTTACATTCAAGCTATTATTTACAGCTTTAAATGC
TGTACCAAATTTCGCAATTAATTGTGATTCACTGTAAGCCATTTCGTCATCATAATCAATTTTTGCACTTACATTTGGATAGGC
TTGAGCATATTTTTCATTCCATCTTTCCACTAATGTATTTACTGCGTTGTTAACGTTTGATTTAGTGGCATTTTTTACAACGATT
TTATTGTCTTGATTAGTCATACCTGGCAAATCAATGCTGAGTGTTAATGAATCACGTTTTACAGGGAGAACATCTGGTTGATTT
TCTACTAATTCCGAATTCGCTTTTACGAGAGCACCTGGATAGGTTAGGCTCGAAATTGCATTCACAACTTGAATGTCTGCATT
ATTTTGATTGATGGATTTCTTCTTTTTCTCCACAACAATATATTCATTTCCATCTTTGTAACCTTTTCTTGGCGGCACATTTGTC
ACTGCATCTCCGTGGTATACTAATACATTGTTTTTATTGTAGTCCAATCCTTGTATATACTTATCGATTTCATCCGCGTGTTTCT
TTTCGATTGGCGTCTTAGGACTTGCAGGCGGAGATGCTGGTGGTGCCATGGATGAAATTGAATTTTCTTTATTGAATGCAGA
TGCATCCTTTGCTTCAGTTTGTTGCGCAATTGGTAGACTAACTAATATAAGTGTAATAAAAACTAGCATTATTTTTTTCAT
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Tabla 29. Propiedades del par de oligonucleétidos para la deteccién de Listeria

monocytogenes

634F

770R

Secuencia

5'- ACT TCG GCG CAATCA
GTGA-3

Secuencia

5-TTG CAACTG CTCTTT AGT
AAC AGCTT -3'

Complemento

5'-TCACTG ATT GCG CCG
AAGT -3'

Complemento

5'-AAG CTG TTA CTA AAG AGC
AGT TGC AA -3

Tamaiio 19 Tamaiio 26
Contenido de | 52.6 % Contenido de | 38.5 %

GC GC

Temperatura |63 °C Temperatura | 64.4°C
media media

Peso 5812.8 g/mol Peso 7911.2 g/mol
molecular molecular

Horquillas: No forma horquillas consideradas

de importancia para la técnica

Homodimeros: Sin formacion de

homodimeros de importancia

Horquillas: No forma horquillas consideradas de

importancia para la técnica

Homodimeros: Formacion de un homodimero

considerado de importancia para la técnica, el cual
tiene un AG=-10.94 Kcal/mol

Tamano del amplicén = 137 pb

TTGCAACTGCTCTTTAGTAACAGCTTTGCCGAAAAATCTGGAAGGTCTTGTAGGTTCATT
AACATTCACGTTATAGTAAATTTGTTTAAAACTAATGACTTCTTCTTGCATTTTCCCTTCAC
TGATTGCGCCGAAGT
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B34F
Amplicon 137pb
TT0R

hlyA 662858600:Listeria monocytogenes
=80 bp

Figura 7. Gen hlyA. La imagen representa el gen completo y se observa en que parte se

alinean los oligonucledétidos, la flecha verde muestra el producto de PCR.

Oligonucleétidos para la deteccién de Shigella spp.

Popularmente para la deteccion de Shigella spp. por PCR los investigadores se basan en el
gen ipaH, gen relacionado al plasmido de invasion antigeno H, ya que todas las especies de

Shigella contienen este gen.

Secuencia

>ipaH_CP004057.1|Shigella_flexneri

TTATGAATGGTGCAGTTGTGAGCCGTTTTCAGACAATCGCAGGGCCAGTACCTCGTCAGTCAGCTGACGGTAAATCTGCTGT
TCAGTCTCACGCATCACCTGTGCACCGGCTTCCCTCTCCGCATCCGCATCACCGCTCAGACCTGATGCTTTCAGCCGGTCA
GCCACCCTCTGAGGGTACTCATTCTCCAGCATCTCATACTTCTGCTCTTCTGCCTGCGCCCAGCGGTCAGCTTCCGTACGCT
TCAGTACAGCATGCCATGGTCCCCAGAGGGAGAACCAGTCCGTAAATTCATTCTCTTCACGGCTTCTGACCATGGCTTCGG
CAGTGCGGAGGTCATTTGCTGTCACTCCCGACACGCCATAGAAACGCATTTCCTTCACGGCAGTGGAGAGCTGAAGTTTCT
CTGCGAGCATGGTCTGGAAGGCCAGGTAGACTTCTATCTCATCCACAAAATGGAGAGTTCTGACTTTATCCCGGGCAATGTC
CTCCAGAATTTCGAGGCGGAACATTTCCCTGCCCAGGGAGAGCAGAGCGCCGGTATCATTATCGAAAAGGCCTTCTGATGC
CTGATGGACCAGGAGGGTTTTCCGGAGATTGTTCCATGTGAGCGCGACACGGTCCTCACAGCTCTCAGTGGCATCAGCAGC
AACAGCGAAAGACTGCTGTCGAAGCTCCGCAGAGGCACTGAGTTTTTCCAGCCATGCAGCGACCTGTTCACGGAATCCGGA
GGTATTGCGTGCAGAGACGGTATCGGAAAGGCGGTCAAGGAACGCGGAAAAGGTGTTGGCATGCTCTTCATGTTCAAAAGC
ATGCCATATCTGTGATACATCAGATTGTTTGTTTTCCGGGAACCATGCTGTCACGGCATCAGCCAGGGGGCGATGGAGTGTA
TTCTGTTGTCCGTCACTCATGGAGAAGTAAATCTGTGGGCCGTGGTAGTCCGGCGAAGAGGTTAATCTTTGCAGGGATTGC
AGAGTGCGAGTCGACAATGGATTGTTATAAATATTAACATCTGCATAAATGTGCAGATTCATCTATGACA
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Tabla 30. Propiedades del par de oligonucleétidos para la deteccién de Shigella spp.

ipaHFw ipaHRv

Secuencia 5'- Secuencia 5'-
GGAGAGTTCTGACTTTAT ACAGTATCATGAATCTGC
CC-3' AC -3'

Complement | 5'- Complement | 5'-

o GGATAAAGTCAGAACTCT |o GTGCAGATTCATGATACT
CC-3' GT -3'

Tamaiio 20 Tamaiio 20

Contenido 45 % Contenido 40 %

de GC de GC

Temperatura | 55.8 °C Temperatura | 56.6 °C

media media

Peso 6123 g/mol Peso 6085 g/mol

molecular molecular

Horquillas: No forma horquillas
consideradas de importancia para la técnica
Homodimeros: Sin formacion de

homodimeros de importancia

Horquillas: No forma horquillas
consideradas de importancia para la técnica
Homodimeros: Sin formacion de

homodimeros de importancia

Tamaio del amplicon = 588 pb

GGAGAGTTCTGACTTTATCCCGGGCAATGTCCTCCAGAATTTCGAGGCGGAACATTTCC
CTGCCCAGGGAGAGCAGAGCGCCGGTATCATTATCGAAAAGGCCTTCTGATGCCTGAT
GGACCAGGAGGGTTTTCCGGAGATTGTTCCATGTGAGCGCGACACGGTCCTCACAGCT
CTCAGTGGCATCAGCAGCAACAGCGAAAGACTGCTGTCGAAGCTCCGCAGAGGCACTG
AGTTTTTCCAGCCATGCAGCGACCTGTTCACGGAATCCGGAGGTATTGCGTGCAGAGAC
GGTATCGGAAAGGCGGTCAAGGAACGCGGAAAAGGTGTTGGCATGCTCTTCATGTTCAA
AAGCATGCCATATCTGTGATACATCAGATTGTTTGTTTTCCGGGAACCATGCTGTCACGG
CATCAGCCAGGGGGCGATGGAGTGTATTCTGTTGTCCGTCACTCATGGAGAAGTAAATC
TGTGGGCCGTGGTAGTCCGGCGAAGAGGTTAATCTTTGCAGGGATTGCAGAGTGCGAG
TCGACAATGGATTGTTATAAATATTAACATCTGCATAAATGTGCAGATTCATCTATGACA
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ipaHFwr

Amplicon 538pb

.

ipaH CP0O04057.1 Shigella flexneri

w06 bp

ipaHRw

Figura 8. Gen ipaH. La imagen representa el gen completo y se observa en que parte se

alinean los oligonucledétidos, la flecha verde muestra el producto de PCR.

En la siguiente tabla se observan los dimeros considerados de importancia, los cuales

podrian afectar a la técnica y provocar que no existiera amplificacion debido a su interaccion:

Tabla 31. Interaccién de oligonucleotidos (formacién de heterodimeros en una

reacciéon multiplex)

Par de oligos No. AG Par de oligos No. AG
dimeros | (Kcal/mol) dimeros | (Kcal/mol)
InvA- INVA- 0 NA UidAF24 | UidAR38 0 NA
176 291 1 3
InvA- | UidAF2 0 NA UidAF24 634F 0 NA
176 41 1
InvA- | UidAR3 1 -10.29 UidAF24 770R 0 NA
176 83 1
InvA- UidAF24
634F 0 NA ipaHFw 0 NA
176 1
InvA- UidAF24
770R 0 NA ipaHRv 0 NA
176 1
InvA- UidAR38
ipaHFw 0 NA 634F 0 NA
176 3
InvA- UidAR38
ipaHRv 0 NA 770R 0 NA
176 3
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INVA- | UidAF2 0 NA UidAR38 [ 0 NA
1pa w
291 41 3 P
INVA- | UidAR3 0 NA UidAR3S | 0 NA
Ipa \")
291 83 3 P
INVA-
634F -10.2 634F 770R 0 NA
291
INVA-
770R 0 NA 634F | ipaHFw 0 NA
291
INVA-
ipaHFw 0 NA 634F | ipaHRv 0 NA
291
INVA-
ipaHRv 0 NA 770R | ipaHFw 0 NA
291
ipaHF
P ipaHRv 0 NA 770R | ipaHRv 0 NA
w

En total hay una dimerizacion de 2 interacciones entre oligonucledtidos, que tedricamente

podria interferir en la técnica de deteccion simultanea.

Tabla 32. Especificidad Teoérica

Par de oligos

Agente blanco

Agente no blanco que detecta

UidaF241 y UidaR383

Escherichia coli genérica

Shigella flexneri , Shigella
dysenteriae, Shigella boydii,

Rhizobium sp., Shigella sonnei.

INVA-176 e INVA-291

Salmonella spp.

Ninguno

634F y 770R

Listeria monocytogenes

Listeria ivanovii, Listeria innocua

ipaHFW e ipaHRV

Shigella spp.

Ninguno

Derivado de los resultados obtenidos, se determiné que los cebadores utilizados para la

deteccién de Escherichia coli genérica, también detectan a Shigella spp., por lo que seria

necesario un paso adicional (por ejemplo, un par de oligonucleétidos que permitan detectar

la presencia de las toxinas Shiga de Escherichia coli patdgenica. También se utilizara otro
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par de oligonucleétidos que apoyaran el analisis para diferenciar y confirmar a Shigella spp.

de Escherichia coli patogenica).

Los oligonucledtidos utilizados para la confirmacion son los que a continuacién se describen

junto con su analisis bioinformatico.

Oligonucledtidos para la deteccion de la Shigatoxina 1

El gen sitx71 codifica la toxina Shiga 1 la cual esta relacionada con la patogenicidad de
Escherichia coli y la lisis de las células epiteliales. La secuencia del gen se muestra a

continuacion:

>Shiga_toxin_1_Escherichia coli O157:H7 str. Sakai DNA.

TCAACTGCTAATAGTTCTGCGCATCAGAATTGCCCCCAGAGTGGATGAATCCCACAATATTTTATTGTGCGTAATCCCACGGA
CTCTTCCATCTGCCGGACACATAGAAGGAAACTCATCAGATGCCATTCTGGCAACTCGCGATGCATGATGATGACAATTCAG
TATTAATGCCACGCTTCCCAGAATTGCATTAATGCTTCCAAAAGAAATTCTTCCTACACGAACAGAGTCTTGTCCATGATAATC
AGGCAGGACACTACTCAACCTTCCCCAGTTCAATGTAAGATCAACATCTTCAGCAGTCATTACATAAGAACGCCCACTGAGA
TCATCCAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGTATTTGCCGAAAACGTAAAGCTTCAGCTGTCACAGTAACAAACCGTAACATCGC
TCTTGCCACAGACTGCGTCAGTGAGGTTCCACTATGCGACATTAAATCCAGATAAGAAGTAGTCAACGAATGGCGATTTATC
TGCATCCCCGTACGACTGATCCCTGCAACACGCTGTAACGTGGTATAGCTACTGTCACCAGACAATGTAACCGCTGTTGTAC
CTGGAAAGGTAACATGTGAAAAATCAGCAAAGCGATAAAAAACATTATTTGTCCTGTTAACAAATCCTGTCACATATAAATTAT
TTCGTTCAACAATAAGCCGTAGATTATTAAACCGCCCTTCCTCTGGATCTATCCCTCTGACATCAACTGCAAACAAATTATCC
CCTGTGCCACTATCAATCATCAGTAAAGACGTACCTCCTGATGAAATAGTCTGTAATGGAGTACCTATTGCAGAGCGAATGA
CATTCAGCGAATCTACATACGTCTTTGCAGTCGAGAAGTCTAAGGTAAATTCCTTCGCAACCACATTAACTGAAAAGATAACA
AAGAAAAAAGTTAGCACTCTAAAAATAATTATTTTCAT

Tabla 33. Propiedades del par de oligonucleétidos para la deteccién de la toxina Shiga 1.

Stx1F934 Stx1R1042
Secuencia 5- GTGGCA TTA ATA Secuencia 5-GCG TAATCC
CTG AAT TGT CAT CA -3' CAC GGACTCTTC
-3
Complemento 5-TGATGA CAATTC Complemento 5'- GAA GAG TCC
AGT ATT AAT GCC AC -3' GTG GGATTA CGC
-3
Tamaio 26 Tamano 21
Contenido de GC | 34.6 % Contenido de 571 %
GC
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Temperatura 61.7 °C Temperatura 64.7°C

media media

Peso molecular 7984.2 g/mol Peso molecular | 6342.2 g/mol

Horquillas: No forma horquillas consideradas de | Horquillas: No forma horquillas

importancia para la técnica consideradas de importancia para la
Homodimeros: Forma dos, uno con un AG= - técnica
7.8 kcal/mol y otro con un AG= -5.36 kcal/mol Homodimeros: Sin formacion de

homodimeros de importancia

Tamano del amplicon = 109 pb
GCGTAATCCCACGGACTCTTCCATCTGCCGGACACATAGAAGGAAACTCATCAGATGCC
ATTCTGGCAACTCGCGATGCATGATGATGACAATTCAGTATTAATGCCAC

Stx1F934

Producto 109pb
STX1R1042

Shiga toxin 1 Escherichia
948 bp

Figura 9. Gen stx1. La imagen representa el gen completo y se observa en que parte se

alinean los oligonucledétidos, la flecha verde muestra el producto de PCR.

Oligonucledtidos para la deteccion de la Shigatoxina 2

El gen stx2 codifica la toxina Shiga 2 la cual esta relacionada con la patogenicidad de
Escherichia coli y la lisis de las células epiteliales. La secuencia del gen se muestra a

continuacion:
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Secuencia

>Shiga_toxina_2_Escherichia coli O157:H7 str. Sakai DNA.

ATGAAGAAGATGTTTATGGCGGTTTTATTTGCATTAGCTTCTGTTAATGCAATGGCGGCGGATTGTGCTAAAGGTAAAATTGA
GTTTTCCAAGTATAATGAGGATGACACATTTACAGTGAAGGTTGACGGGAAAGAATACTGGACCAGTCGCTGGAATCTGCAA
CCGTTACTGCAAAGTGCTCAGTTGACAGGAATGACTGTCACAATCAAATCCAGTACCTGTGAATCAGGCTCCGGATTTGCTG
AAGTGCAGTTTAATAATGACTGA

Tabla 34. Propiedades del par de oligonucleétidos para la deteccién de la toxina Shiga 2.

Stx2F1218

Stx2R1300

Secuencia

5'- GAT GTT TAT GGC
GGTTTT ATT TGC -3'

Secuencia

5'-TGG AAA ACT CAA
TTT TAC CTT TAG CA
-3

Complemento

5'-TGC TAA AGG TAA
AAT TGAGTTTTC CA -
3'

Complemento

5'-TGC TAA AGG TAA
AATTGAGTT TTC CA
-3

Tamaiio 24 Tamaio 26
Contenido de GC | 37.5 % Contenido de 30.8 %

GC
Temperatura 62.3°C Temperatura 62.9°C
media media
Peso molecular 7984.2 g/mol Peso molecular | 7928.2 g/mol

Horquillas: No forma horquillas consideradas

de importancia para la técnica

Homodimeros: Forma dos, uno con un AG= -

7.8 kcal/mol y otro con un AG= -5.36 kcal/mol

Horquillas: No forma horquillas

consideradas de importancia para la técnica

Homodimeros: Formas dos homodimeros;
AG=-5.83 kcal/mol, AG= -5.36 kcal/mol

Tamano del amplicon = 83 pb
GATGTTTATGGCGGTTTTATTTGCATTAGCTTCTGTTAATGCAATGGCGGCGGATTGTGC
TAAAGGTAAAATTGAGTTTTCCA
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STX2R1300

Producto 83ph

STXF1218

4

Shiga toxina 2 Escherichia
270 bp

Figura 10. Gen stx2. La imagen representa el gen completo y se observa en que parte se

alinean los oligonucledétidos, la flecha verde muestra el producto de PCR.

Tabla 35. Formacion de heterodimeros. La reaccion de confirmacion de PCR es una

reaccion multiplex, por lo que se toma en cuenta la interaccion entre estos oligonucleétidos

Par de oligos No. AG Par de oligos No. AG
dimeros | (Kcal/mol) dimeros | (Kcal/mol)
Stx1F93
Stx1F9 | Stx1R1 1 6.37 A Stx2R13 1 732
34 042 00
Stx1F9 | Stx2F1 2 .5.00y -5 Stx1F93 | UidAF24 0 0
34 218 4 1
-8.16, -6.37,
Stx1F9 | UidA38 4 5.36y - Stx1R10 | Stx2F12 1 502
34 3 502 42 18
Stx1R1 | StxR13 ] 5.02 Stx1R10 | UidAF24 3 -6.75,-6.12
042 + 00 42 1 y -5.02
Stx1R1 | UidAr3 0 0 Stx2R13 UidA 1 .5.83
042 83 00 F241
Stx2R1 | UidAR3 3 -5.09,-5.02 | yidAF24 | UidAR38 ) -9.54y
300 83 y -5.02 1 3 5.02
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Oligonucleétidos para la deteccién del gen ipaH

El gen ipaH esta relacionado con la virulencia de Shigella.
Secuencia

>ipaH_Shigella flexneri 2a str. 301, complete genome

TTATGAATGGTGCAGTTGTGAGCCGTTTTCAGACAATCGCAGGGCCAGTACCTCGTCAGTCACTTGACGGTAAATCTGCTGT
TCAGTCTCACGCATCACCTGTGCACCGGCTTCCCTCTCCGCATCCGCATCACCGCTCAGACCTGATGCTTTCAGCCGGTCA
GCCACCCTCTGAGAGTACTCATTCTCCAGCATCTCATATTTCTGCTCTTCTGCCTGCGCCCAGCGGTCAGCTTCCGTACGCT
TCAGTACAGCATGCCATGGTCCCCAGAGGGAGAACCAGTCCGTAAATTCATTCTCTTCACGGCTTCTGACCATGGCTTCGG
CAGTGCGGAGGTCATTTGCTGTCACTCCCGACACGCCATAGAAACGCATTTCCTTCACGGCAGTGGAGAGCTGAAGTTTCT
CTGCGAGCATGGTCTGGAAGGCCAGGTAGACTTCTATCTCATCCACAAAATGGAGAGTTCTGACTTTATCCCGGGCAATATC
CTCCAGAATTTCGAGGCGGAACATTTCCCTGCCCAGGGAGAGCAGAGCGCCGGTATCATTATCGAAAAGGCCTTCTGATGC
CTGATGGACCAGGAGGGTTTTCCGGAGATTGTTCCATGTGAGCGCGACACGGTCCTCACAGCTTTCAGTGGCATCAGCAGC
AACAGCGAAAGACTGCTGTCGAAGCTCTGCAGAGGTACTGAGTTTTTCCAGCCATGCAGCGACCTGTTCACGGAATCCGGA
GGTATTGCGTGCAGAGACGGTATCGGAAAGGCGGTCAAGGAACGCGGAAAAGGTGTTGGCGTGCTCTTCATGTTCAAAAG
CATGCCATATCTGTGATACATCAGATTGTTTGTTTTCCGGGAACCATGCTGTCACGGCATCAGCCAGGGGGCGATGGAGTG
TATTCTGTTGTCCGTCACTCATGGAGAAGTAAATCCGTGGGCCGTGGTAGTCCGGTTGGGCGGTTTGTTGCGACAGAGACT
CCCTGATCCGTGAGGACAGAGGATTGTCTTCGAGGATGATAGTGCAGGTCGGATCAAGGCTAAGTATATTTTCCGGAATGT
GTGTGATGCGATTCTCGCGGCACCGGAAAAATATCTCGGTTTCCTCTGAGTGATGATTTCTTACAGGTACGGCTGGTAGGCT
TTCCAGAAGATTAGTACTTACATCGAGCGCTTCCAGTGATTCAGGTAACTCAGGGAGAAATGTCAGCTGGTTATTTCTTACTG
AGAGCACTTCCAGCGATGTAGGTAATTCAGGAAGCATGGTTAGCTGATTGTTATCTGCATTAATATATTCCAGCAATGCAGG
CAATTCAGGAAGCATGGTTAGTTGGTTGTTATCTACATCAAGATGTTTCAGAGATGCGGGTAATTCAGGAAGTGTTGACAGG
CGATTGTCACAGGCGTCAAGGTATTCCAGCGATGCTGGCAATTCTGGTAATGATATTAGGGCATTCTGAGTAATTTCCAGAA
CAGTGATTTGAGGTGGTAAGTTGTCAGGTAGCGAGGACAGATTTAAACGATTCAGTTGAAGCTCACTGAACTGATTGATGAG
ACATTCTTTAAGTAGGGAGACCGCTTCATTCCGATTTTCACCGGGGAGCGCTTGTTTTTCCCATTTATCCCATGCTGAAAAGT
AATCAGCATATGTACCGGAAATAGTGTTATAAAAAGAATTTTGGGACAATGAAAAGTTATTATTTATCGGTAACATGATGGACA
T

Tabla 36. Propiedades del par de oligonucleétidos para la deteccién de ipaH.

Ipa3 Ipa4d

Secuencia 5-GTT CCT TGA CCG Secuencia 5'-
CCTTTC CGA TAC CGT GCCGGTCAGCCACCCT
CA-3’ CTGAGAGTAC- ¥

Complemento | 5'- TGA CGG TAT CGG Complemento | 5'- GTA CTC TCA GAG

AAA GGC GGT CAA GGA GGT GGC TGA CCG GC
AC -3 -3'
Tamano 29 Tamano 26
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Contenido de | 55.2%
GC

Contenido de | 65.4%
GC

Temperatura | 64.9°C

Temperatura | 65.9°C

media media
Peso 8755.9g/mol Peso 7917.2g/mol
molecular molecular

Horquillas: No forma horquillas
consideradas de importancia para la técnica

Homodimeros: No forma homodimeros

Horquillas: No forma horquillas
consideradas de importancia para la técnica
Homodimeros: Formas dos homodimeros;
AG=-9.75 kcal/mol, AG=-5.13 kcal/mol

Las interacciones de ambos oligonucleétidos forman tres heterodimeros considerados de

importancia, los cuales tienen un AG=-11.55 kcal/mol, -8.02 kcal/mol y -6.68 kcal/mol.

Tamaio del amplicon = 620 pb

GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTACTCATTCTCCAGCATCTCATATTTCTGCTCTTCTG
CCTGCGCCCAGCGGTCAGCTTCCGTACGCTTCAGTACAGCATGCCATGGTCCCCAGAG
GGAGAACCAGTCCGTAAATTCATTCTCTTCACGGCTTCTGACCATGGCTTCGGCAGTGC
GGAGGTCATTTGCTGTCACTCCCGACACGCCATAGAAACGCATTTCCTTCACGGCAGTG
GAGAGCTGAAGTTTCTCTGCGAGCATGGTCTGGAAGGCCAGGTAGACTTCTATCTCATC
CACAAAATGGAGAGTTCTGACTTTATCCCGGGCAATATCCTCCAGAATTTCGAGGCGGA
ACATTTCCCTGCCCAGGGAGAGCAGAGCGCCGGTATCATTATCGAAAAGGCCTTCTGAT
GCCTGATGGACCAGGAGGGTTTTCCGGAGATTGTTCCATGTGAGCGCGACACGGTCCT
CACAGCTTTCAGTGGCATCAGCAGCAACAGCGAAAGACTGCTGTCGAAGCTCTGCAGAG
GTACTGAGTTTTTCCAGCCATGCAGCGACCTGTTCACGGAATCCGGAGGTATTGCGTGC
AGAGACGGTATCGGAAAGGCGGTCAAGGAAC
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Figura 11. Gen ipaH. La imagen representa el gen completo y se observa en que parte se

alinean los oligonucledétidos, la flecha verde muestra el producto de PCR.

8.2.

Determinacién individual de la Tm de las curvas Melting

De las reacciones realizadas para la determinacion de la Tm, se obtuvieron los siguientes

resultados:

Tabla 37. Tm de las Curvas melting. En la tabla se muestran las temperaturas medias de las

curvas de reaccion. En el caso de Shigella no se presente amplificacién debido a que no se
contaba con DNA de Shigella.

Melting Curve Obtenidas de las reacciones
Patégeno Mix Repeticion Repeticion Repeticion Repeticion Repeticion Repeticion
blanco utilizado 1 1 2 3 2 3

Control + Control + Control + Control - Control - Control -
Salmonella Salm1 83.09°C 83.12°C 83.10°C Sin interferir | Sin interferir | Sin interferir
Shigella Shigella Sin Sin Sin Sin interferir | Sin interferir | Sin interferir

amplificar amplificar amplificar
Listeria m. Lm 79.98°C 80.24°C 80.22°C Sin interferir | Sin interferir | Sin interferir
E. coli Ecoli 86.48°C 86.47°C 86.52°C Sin interferir | Sin interferir | Sin interferir

En la Figura 4 se observan con mayor detalle los resultados de la Tm de las Curvas melting.
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Figura 12. Tm de las Curvas melting. En los graficos se muestran las Curvas melting y las

temperaturas medias a las cuales se presentan la Tm sw los oligos utilizados.

En la tabla 17 y en la figura 4, se puede observar que las Tm de las Curvas melting son
diferentes, este comportamiento es bueno para realizar una multiplex PCR utilizando SYBR
Green. Para el caso de Shigella no se mostraron resultados debido a que no se contaba con
DNA genomico de Shigella. En el caso de los controles negativos, no hay dimerizaciones
que intervengan en los resultados individuales, dichos resultados se muestran en la figura 5.
En la figura se puede observar que no hay Curvas melting que interfieran en los resultados,
por lo que se considera que los oligonucleétidos no forman dimeros que interfieran en la
interpretacion de los resultados.
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Figura 13. Resultado de los controles negativos

8.3. Influencia de la concentracién de magnesio en la reacciéon de PCR

Tabla 38. Resultados de la influencia de la concentracién de magnesio en las reacciones de

PCR. En la tabla se puede observar las temperaturas y resultados de fluorescencia.

1- Control positivo 2- Control positivo 1- Control negativo 2- Control negativo

Modificacié | Tm Fluorescenci Tm Fluorescenci Tm Fluorescenci Tm Fluorescenci
n Curv a Curv a Curva a Curva a

a°C a°C °C
Sin adicion 92.71 5.739 92.47 6.509 No 0.398 No 0.381
de magnesio present present

o) 0

2.5mMde 86 5.541 86.51 8.301 No 0.412 No 0.375
magnesio present present
extra o) 0
5 mM de 85.96 2.542 86.21 4.189 No 0.484 No 0.565
magnesio present present
extra o) 0

En la tabla anterior se puede observar la Temperatura de las Curvas melting y los resultados
de fluorescencia, visualizandose claramente que utilizando concentraciones de magnesio de
2.5 mM se presentan Curvas melting con temperaturas similares y en el caso de las
muestras a las que no se adicioné magnesio, se presentdé una Curva melting con mayor
temperatura, debido a que la fluorescencia proviene de la muestra de DNA gendmico. Es
importante recordar que el SYBR Green es una molécula intercalante en DNA de doble
cadena y la muestra contiene DNA gendmico, el cual interfiere en las lecturas, por lo que si
no se tienen los criterios correctos, se puede confundir un producto amplificado con la

muestra de DNA gendmico.
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8.4. Prueba de reaccion de PCR multiplex, utilizando cuatro pares de

oligonucleétidos

No se obtuvieron Curvas melting de los DNA molde utilizados, debido a que no hubo
amplificaciéon de PCR, por lo que se consideré que la PCR multiplex con cuatro pares de
oligonucledtidos no era viable. Para reducir la cantidad de oligonucleétidos utilizados, y de
acuerdo a la especificidad tedrica calculada, se elabord un protocolo para la deteccion del

gen uidA de las cepas de Escherichia coliy cepas de Shigella spp.

8.5. Reaccion de PCR para la deteccién de Escherichia coli-Shigella spp,
utilizando el gen uidA y verificacion de la funcionalidad de los

oligonucleétidos ipaHFw e ipaHRw

Se realizaron PCR para detectar Escherichia coli-Shigella spp, utilizando el gen uidA, el cual
se encuentra en ambos patdogenos. También se verificdé la funcionalidad de los
oligonucledtidos para discriminar Shigella spp de Escherichia coli. Se utilizaron como DNA

molde diez serotipos de Escherichia coli y cuatro especies de Shigella spp.

En las siguientes figuras se muestran los resultados obtenidos de las reacciones realizadas.

Include| Color | Pos | Name Melting Curves

50 85 ] 75 B0 85 E
Temperature (°C}

a PCR
coli 0157:H7. B, Mix 2

u -
B 15 E coli D45HI0 7. Mix 2 DTy oetes
B 19 E col D111:HE 8 Mix2 = 0621
B 20 E. col D121H19. 9, Mik2 20721
21 E. coli D55. 10, Mix2 2 oe21
B 22 E col 0113H4 11, Mix2 B 05219
23 E. coli DZEHT1. 12, Mik2 0421]
B 24 E coliD145:H45.13 mix2 5 0.321
B 25 E coli D103HZ 14, Mix2 £ g.221
B 25 E coli D15THT. 25. Mix2 5 0421]

27 Shigella flexnen 2, Mix2 Boo2
28 Shigella sonrei. 3 mix2 & o5 0 5 o Gk &

29 Shigella dysenterias.4.M2 Temperature (°C}
B 30 Shigella boydii 5, Mix2

B 3 AgaPCA Or Tm1

B 32 AguaPCR ] T2

Figura 14. Las muestras marcadas pertenecen a la mezcla de reaccion que contenia los
oligonucledtidos para la deteccién del gen uidA, los cuales detectaron tanto a Escherichia

coli como a Shigella spp.
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Include| Color | Pos | Name Melting Curves
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Figura 15. Gen uidA. En la figura se muestra la comparaciéon de las cepas de Escherichia
coli y los negativos, donde se observan las Curvas melting bien definidas, lo cual confirma

una buena amplificacion.
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nelude| Color | Pos | Name ‘ Melting Curves
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coli 055, 10, MixT
coli 0113:H4. 11, Mix
coli D26:H11. 12, Mix1
coli 0145:H45.13, mixl
coli 0103H2. 14, Mix1
coli 0157:H7. 25, Mix1

igal
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==
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:
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B 25 E col D103H2 14, Mix2 % 0155
B 26 E. coliD15T:HT. 25, Mix2 5_ 0.055]
27 Shigella fleknen 2, Mis2 2
28 Shigella sonnei. 3,mix2 EIS ?tl .’,'5 EIU 8‘5 EIIU
23 Shigella dysenteriae. 4,42 Temperature (°C}
B 30 Shigella boydii 5, Mix2
M 3 AquaPCR EI= T
B 32 AguaPCR Or | Tm2

Feset
Figura 16. Gen uidA. Se observa la comparacion de las cepas de Shigella spp con los

controles negativos. Para el caso de Shigella sonnei no se presenté una curva, debido a que
en la suspension bacteriana utilizada de esta cepa no se observo crecimiento (por lo que no
se pudo obtener DNA); sin embargo, se utilizé la muestra para confirmar la ausencia del

patégeno.

64



Las figuras anteriores, pertenecen a la deteccion del gen uidA, y los oligonucledtidos
utilizados en esta reaccion son capaces de detectar a Escherichia coli y Shigella spp. La
discriminacién entre las dos especies requiere del uso de otro par de oliguncleotidos, para la
deteccién del gen jpaH (caracteristico de Shigella spp.). En la siguiente figura se pueden
observar los resultados obtenidos de dichas reacciones, cabe mencionar que no hubo

amplificacion.

Samples |

de| Color | Pos | Name | Melting Curves
[ ] 1 E. coli O157:H7. B, Mix 1

E. coli D45:H10. 7, Mix 1

=
o
=

2

3 E. coli 0111:HE. 8 Mixl
4 E.coli0121:H19. 3, Miwl
5 E. coli 055, 10, Mixl
B
7
8

E. coli M13H4. 11, Mixl
E. coli D26:H11. 12, Mixt
E. coli DT45:H45.13, mix1
9 E. coli 0102H2. 14, Mix1
10 E. coli D157:H7. 25, Mix1
11 Shigella flexner.2, Mixl
12 Shigella sonnei.3.mix1
Shigella dyzenteriae. 4.M1
14 Shigella boydi. 5, Mix] 65 70 75 &0 85 50 95
16 Agua PCR Temperature (°C)
Agua PCR

FEERNEEEREEE

[=
ENEEEEN
@

Melting Peaks

BEEREERERREEERER

55 0 75 0 85 a0 o5
Temperature (°C}

v

Fieset
Figura 17. Deteccion de Shigella spp. En la figura se puede apreciar que no existen Curvas
melting, debido a que no hubo amplificacién, por lo que los oligonucleétidos utilizados no son

adecuados.

Se obtuvieron resultados satisfactorios para la reaccién que detecta el gen uidA, recordando
que se utilizaron oligonucleétidos capaces de detectar a Escherichia coli 'y Shigella spp. En
cuanto a los oligonucleétidos utilizados para la deteccion de Shigella spp., se consideraron
no viables por lo que se procedio a realizar una nueva busqueda de oligonucleétidos para la

deteccién de Shigella spp.
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8.6. PCR multiplex para la deteccion de Salmonella spp., Listeria

monocytogenes y Escherichia coli-Shigella spp y PCR para discriminacion

de Shigella spp.

Las temperaturas melting para cada gen de interés fueron las siguientes;

Tabla 39. Rango de temperaturas para Curvas melting.

GEN | Rango de Tm (°C)
uidA | 85.5+ 0.5

hlyA | 79.5 + 1

invA | 83.1+1

ipa |88+0.5

Una vez terminada la reaccion se procedio a anotar los resultados obtenidos de acuerdo a la

siguiente tabla;

Tabla 40. Resultados de la reaccion de PCR
Melting Curves obtenidas de las reacciones

No. capilar | Muestra Tm1 Tm 2 Tm 3 Tm 4 Tm 5 Tm 6

1 E. coli O157:H7 85.16 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
2 E. coli O157:H7 85.02 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
3 Shigella flexneri 85.49 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
4 Shigella flexneri 85.42 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
5 Salmonella 82.81 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
6 Salmonella 82.76 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
7 Listeria m. 79.05 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
8 Listeria m. 78.92 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
9 Mix DNA’s 85.09 83.06 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
10 Mix DNA’s 84.91 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
11 Agua PCR 80.38 77.53 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
12 Agua PCR 80.51 77.70 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
13 Shigella flexneri 87.97 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
14 Shigella flexneri 87.97 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
15 Shigella boydii 88.13 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
16 Shigella boydii 88.11 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
17 Shigella dysenteriae | 88.12 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
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18 Shigella dysenteriae | 88.10 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
19 Shigella sonnei SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
20 Shigella sonnei SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
21 E. coli O157:H7 65.43 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
22 E. coli O157:H7 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
23 Agua PCR 84.36 SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA
24 Agua PCR SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA | SIN CURVA

Los resultados obtenidos de esta prueba fueron los siguientes:

J Channel (5301 - Color Compensation ~ Program [3] ~ H Settings * Display ~
Samples | Meling Peaks
Incl.. |Co. | Pos| Name Tml | Tm2

Melting Curves

273

248
g2
bl —
5 173]
£14a
E 123
£ 098
Sara

043

0.23

50 55 70 75 80 3 %0 95
Temperature (°C)

Melting Peaks

0369

0269

0165

0,089

-(d/dT) Fluorescence (530)

Temperature (“C)

Figura 18. Total de reacciones en el termociclador. En la figura se muestra el total de
reacciones realizadas en el termociclador, tanto de las multiplex PCR como de las

reacciones para la deteccion de Shigella spp.
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Incl... | Co...| Pas| Name

| Melting Peaks

Melting Curves
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& M1 Salmonella 3276 E
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1.044
8 Milm T892 g
9 M1 MisDNAs Basm

10 M1 MisDNAs

&0 &5 70 75 &0 s a0 95

[
M 14 M2 Shigelaf.
15 M2 Shigella b. 8813
B 16 M2Shigelab. a1 Melting Peaks
B 17 M2Shigelad 8812 ﬁum
B 18 M2Shigelad 8810 e
W 19 M2 Shigelas §0j253_
M 20 M2Shigelas 0.208]
21 M2Ec0157H7 65.43 £ 0158
W 22 M2ZEcD157H7 2 0108
23 M2AguaPCR 2436 = 0.058] =
B 24 M2AguaFCR S i

60 65 70 75 ) 85 a0 55
Temperature (°C)

Figura 19. Multiplex PCR. Se muestra una comparacion de resultados entre controles
positivos con DNA de Escherichia coli O157:H7 y controles negativos con agua grado PCR.
La temperatura de las Curvas melting de los controles positivos se encuentra alrededor de
los 85°C, en cuanto a los controles negativos, se aprecian Curvas melting hacia los 77.5°C.
El maximo de fluorescencia de los controles positivos fue de 2.544, con resultados en la
primera derivada de fluorescencia igual a 0.358. Los controles positivos presentaron un
maximo de fluorescencia de 1.8, aproximadamente, con resultados en la primera derivada de
0.158.
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Figura 20. Multiplex PCR. Se muestra una comparacion de resultados entre controles
positivos con DNA de Shigella flexneri y controles negativos con agua grado PCR. La
temperatura de las Curvas melting de los controles positivos se encuentra alrededor de los
85°C, en cuanto a los controles negativos, se aprecian Curvas melting entre los 77.5°C. El

maximo de fluorescencia de los controles positivos fue de 2.57, con resultados en la primera
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derivada de fluorescencia igual a 0.369. Los controles positivos presentaron un maximo de

fluorescencia de 1.8, aproximadamente, con resultados en la primera derivada de 0.158.

Samples | Melting Peaks
Incl... | Co...| Pos| Mame [ Tm | Tmz Melting Curves
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T3 M2 Shigella 50 65 70 5 a0 5 a0 95
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B 19 M2Shigela s H i
M 20 M2 Shigela s @ 0163
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Figura 21. Multiplex PCR. Se muestran una comparaciéon de resultados entre controles
positivos con DNA de Salmonella typhimurium y controles negativos con agua grado PCR.
La temperatura de las Curvas melting de los controles positivos se encuentra alrededor de
los 82.8°C, en cuanto a los controles negativos, se aprecian Curvas melting entre los 77.5°C.
El maximo de fluorescencia de los controles positivos fue de 1.845, con resultados en la
primera derivada de fluorescencia igual a 0.263. Los controles positivos presentaron un
maximo de fluorescencia de 1.8, aproximadamente, con resultados en la primera derivada de
0.158.

| S amples | Meling Peaks
ncl... | Co...| Pos| Mame | Tml | Tm2 Melting Curves
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Figura 22. Multiplex PCR. Se muestra una comparacién de resultados entre controles

positivos con DNA de Listeria monocytogenes y controles negativos con agua grado PCR. La
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temperatura de las Curvas melting de los controles positivos se encuentra alrededor de los
79°C, en cuanto a los controles negativos, se aprecian Curvas melting entre los 77.5°C. El
maximo de fluorescencia de los controles positivos fue de 1.836, con resultados en la
primera derivada de fluorescencia igual a 0.301. Los controles positivos presentaron un
maximo de fluorescencia de 1.8, aproximadamente, con resultados en la primera derivada de
0.158.

Samples | Meling Feaks
IneL.. | Co...| Pos| Name | Tml | Tm2 Melting Curves
1 M1EcOIETHT 516
M1 Ec 0157H7 85.02
M1 Ghigellaf. a5.49
M1 Ghigella f 8542
M1 Galmonella 8281
M1 Galmanella 8275
W1 Lm 7905
M1Lm
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2 48
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1731 -
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1.23
0,96
07s
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R S RN
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13 M2 Shigella f B
14 M2 Shigellaf. H
15 M2 Shigella b. 8213
16 M2 Shigella b 8811
17 M2 Shigellad 8212
12 M2 Shigellad 8210
19 M2 Shigella s

20 M2 Shigella s

21 M2EcO157H7 £5.43
22 M2EcD157H7

23 M2agua PCR 8435
24 M2hgus PCR

Melting Peaks
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0149
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-0.0014

65 70 75 20 85 20 E
Tempsratura (°C)
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@

Figura 23. Multiplex PCR. Se muestra una comparacién de resultados entre controles
positivos con DNA de Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium y Escherichia coli
O157:H7 y controles negativos con agua grado PCR. En este caso, se deben observar tres
tipos de Curvas melting en la muestra, sin embargo solo se muestra dos picos, donde, uno
se encuentra a una temperatura de alrededor de los 85 y el otro pico es muy tenue y puede
apreciarse entre los 78°C, en cuanto a los controles negativos, se aprecian Curvas melting
entre los 77.5°C. El maximo de fluorescencia de los controles positivos fue de 2.73, con
resultados en la primera derivada de fluorescencia igual a 0.349. Los controles positivos
presentaron un maximo de fluorescencia de 1.8, aproximadamente, con resultados en la

primera derivada de 0.158.

Resultados de reaccion de PCR para la deteccion de Shigella spp., utilizando los

oligonucleétidos ipa3 e ipa4.
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Samples | Meling Peaks
Incl... | Co...| Pos| Name | Tml | Tmz Melting Curves
B 1 MIEcOI57H? 8516
2 M1EcDI57HT 85,02 2227
B 3 Ml Shigellsf 85.43 _
W ¢ M1 Shigellaf 85.42 g e
B 5 M1 Samonells 62,61 i
B & M1 Samonels 8276 ; 1.383
W 7 Ml 7305 E
g Milm 78.92 £ 0633
9 M1 MixDNAs 8509 8306 u_=.
10 M1 MikDNAS 84.91 0.393
11 M1Agus PCA 8038 7753

65 o 75 £ 85 E a5
Temperature (°C}

Melting Peaks

i 0382
o 0312
19 M2 Shigells s g o]
20 M2 Shigells s § ozl
21 M2Ec0167H7 65.43 £ o182
22 M2EcO167H7 ERES
23 M2 Agua FCR 84.36 = ggfgﬁ_,.-—_
24 M2 80ua PCR % |

65 0 75 a0
Temperature (°C}

Figura 24. Reacciones PCR para deteccion de Shigella spp. Se muestran los controles
positivos de Shigella spp., los controles observados fueron las amplificaciones que se
llevaron a cabo en la reaccion, los controles que amplificaron corresponden a Shigella
flexneri , Shigella boydii y Shigella dysenteriae. Las Curvas melting, pueden apreciarse entre
los 88°C. El maximo de fluorescencia de los controles positivos fue de 2.393, con resultados

en la primera derivada de fluorescencia igual a 0.362.

Samples | Melting Paaks
nel... | Co...| Pos| Name | Tml | Tm2 Melting Curves
W 1 MIEcOISTH? 8516
2 M1EcO157H? 8502
B 3 M1 Shigelal 3549
W 4 M1 Shigelaf. 8542
W 5 M1 Samonsla 8281
W & M1Ssmonsla 8276
W 7 MiLlm 79.058
8 M1Llm 7892
3 M1 MisDNAs 8509 8306
B 10 M1 MiDNAs 2491
W11 M1Agus PCR 2038 7753 =
W 12 M1Agus PCR 8051 7RO ? 3 : : : B
W 13 M2 Shigelal 87.97 €5 7 s 30 &5 90 9
M 14 M2 Shigellal 8797 m"c’
15 M2 Shigella b 8813
B 16 M2Shigellab. 281 . Melting Peaks
W 17 M2 Shigelad 8812 e
B 18 M2 Shigellad 8810 =
1 § omz2]
g 0,007 |
.. E 0.002:
% e

&5 70 s 0 85 ) g5
Temperature (°C)

Figura 25. Reacciones PCR para deteccion de Shigella spp. En la figura se observan los
resultados obtenidos de un par de controles positivos que contenian DNA de Shigella sonnei,
controles negativos que contenian DNA de Escherichia coli O157:H7 y controles negativos
que contenian agua grado PCR. Se aprecia una curva, pero es considerada ruido del
sistema debido a la fluorescencia maxima obtenida, que fue de 0.363, con resultados en la
primera derivada de 0.017
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8.7. PCR multiplex para la deteccion de cuatro patégenos, utilizando tres pares

de oligonucleétidos y optimizacién de reactivos
Para realizar esta reaccion se consideraron los oligonucleotidos para la deteccion del gen
uidA (utilizados para la deteccion de Escherichia coli y Shigella), los oligonucleétidos para la
deteccién del gen hlyA (utilizados para la deteccién de Listeria monocytogenes) y los

oligonucledtidos para la deteccion del gen invA (utilizados para la deteccién de Salmonella

spp.).
Para la optimizacion de reactivo de PCR, es relevante recordar que las reacciones anteriores
se realizaron a un volumen final de 20 yL. Por ello se decididé reducir el volumen final a la

mitad.

En las siguientes figuras se observan los resultados de esta prueba:

[ Samples
Include| Coler | Pos

Melting Curves

EEREROREER

60 85 70 75 &0 85 a0 S
Temperature (°C)

Melting Peaks

80 55 70 75 0 85 a0 E
Temperature (°C}

Figura 26. Reaccién multiplex para la detecciéon de cuatro patégenos. Se observa una

comparacion de las curvas de Escherichia coliy los controles negativos.

72



Samples

R EEEEL

Bg

Include| Color | Pos | Mame

Salrmonella typhimurium
Shigela lesner
Shigella esner
Listeria monocytogenes
Listeria monocptogenes

Melting Curves

4614
41854
3714

& 3264

g 2814

g

£ 2384
1914

51984

S 1me
0.554
0114

&0

55

75 0
Temperature (°C}

Melting Peaks

E

& 0.807]
2
£ o507
8
g 0.407
@ 0.3074
5
3 0207
I
£ 0107
]

T 0007+

50

Or tmi
Or inz

55

Feset

75 0
Temperature (:C}

85 a0

o

Figura 27. Reaccion multiplex para la deteccion de cuatro patégenos. Se observa la

comparacion de las curvas de Salmonella spp y los controles negativos.

Samples

Figura 28. Reaccion multiplex

1 E. coli0157:H7
E. coli 0157:H7

Shigels flesne
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes

Include | Color | Pos | Name
[ ]

Melting Curves

4385
3955
3555

E 31585

§ 2750
§ 2355
gross

5 1555

21155
0755
0355

85

70

75 80
Temperature (°C)
]

Melting Peaks

0.718
06184
0518
0.413
0318
0218
01184

~(d/dT) Fluorescence (530)
=
2
E

&0

70

75
Temperature (°C}

para la deteccién de cuatro patégenos. Se observa la

comparacion de las curvas de Shigella spp y los controles negativos.
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Samples ]

Include| Calor | Pos | Name Melting Curves
u

1 E.coli 0157:H7 ot
2 E.coli 0157:H7 o
3 Salmonella typhimurium
4 st
5 g
T 2\
= g S
Listeria monocytogenes g
steria monocptogenes E 2o
s g 18
21
081
04
BO E‘S 7h 7:5 Eh 8‘5 9:] 9‘5
Temperature (°C)
Melting Peaks
= 0585
2
® 04854
8
§ 0.385]
E 0.285 |
g
2 oass]
£ o085
E"VEIEHS—
&0 E3 70 75 a0 3 E E

Temperature (°C}

Figura 29. Reaccion multiplex para la deteccion de cuatro patégenos. Se observa la

comparacion de las curvas de Listeria monocytogenes y los controles negativos.

Samples |
Includs| Color | Pos | Name | Melting Curves
]

1 E coli D157H7
E. coli 0167:H7

2

3 Samonella typhimuium

4 Samonella typhimuiium o
5 Shigell flesneri g 157
5 Shigella fl

&0 85 o 75 a0 85 an a5
Temperature (°C)

Melting Peaks

o
=
=
&2

0374
0274
0474
0.074

-0.026-

-(dfdT) Fluorescence (530)

&0 ES 0 75 80 85 a0 a5
Temperature (°C}

Figura 30. Se aprecian los controles utilizados de Listeria monocytogenes, los cuales

amplificaron adecuadamente.

Se obtuvieron resultados satisfactorios, por lo que la reaccidén se considera viable para la
deteccién de los cuatro patdégenos, aunque hay que recordar que debe realizarse una
discriminacién posterior para Escherichia coli y Shigella spp. Derivado de una busqueda de
oligonucledtidos especificos para Shigella spp., se encontré un par de cebadores para llevar

a cabo esa diferenciacion.
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8.8. Discriminacién de Shigella spp. de Escherichia coli

Se realiz6 una busqueda de oligonucleétidos para la discriminacion de Shigella spp., los

cebadores elegidos fueron los siguientes:

Ipa4d
5'-GTT CCT TGA CCG CCT TTC CGA TAC CGT CA -3'

Ipa3
5'- GCC GGT CAG CCA CCC TCT GAG AGT AC -3'

En esta reaccion, también se utilizé un volumen final de 10 yL y en este caso se utilizaron

como controles negativos DNA de Salmonella typhimurium y de Escherichia coli

Las figuras siguientes muestran los resultados obtenidos:

Samples |

Includs| Calor | Pos | Name | Melting Curves

¥ MW 1 MISamt

&l 2 M1EcOISTH? 2

¥ MW 3 Ml Shigelaflesnei A

[ M4 MIShgelab TS

[ W 5 MiShgelas. £ 2008

] M B MIShgelad fellen

v W 7 M2Samt § 1509

[ 8 M2EcO157H7 EHSS

[¥] 9 M2 Shigella flesneri g 1009

[v] M 10 M2Shigelab Z 0759

[¥] M 11 M2Shigellas 0.508

[¥] M 12 M2Shigellad 0258

¥ W 13 M3Samt

65 70 75 &0 85 e

Temperature (°C)

Melting Peaks

BEEER

[CI | | = naos]

[¥] W 20 M4EcOISTHT s 8 03ss]

¥ 21 M4 Shigella flesner 3 0305

¥ W 22 M4Shigelab § 0259

[¥] 23 M4 Shigella s. E 0,209

[¥] M 24 M4Shigelad ERAES

¥ M 25 M5Samt L 010a

[¥] M 2% MSEcOISTH? 5 0053

[¥1 27 M5 Shigella flesneri E o

Bt W Esed: & 7-0 = % = =

Figura 31. Deteccion de Shigella spp. utilizando los primers ipa4 e ipa3. Se observa que en
los controles negativos (DNA de Salmonella y Escherichia coli) no hubo amplificacion, por lo

que permitiria una buena discriminacién de Shigella spp y Escherichia coli.
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Melting Curves

65 70 75 80 85 50
Temperature (°C}

Melting Peaks

Samples |
Include | Color | Pos |Name |

W 1 MiSamt
2 M1EcOI57H7 0 ETE
B 3 1 Shigels flesneri E§2§
B 4 M1Shigelab. o
B 5 MiShigelas o
B 6 MlShigelad g 0202
B 7 MZSamt § 0152
8 MZEcO157:H7 0162
9 M2 Shigela flexreri g 0142
B 10 MZShigelab 0422
M 11 M2Shigelas Eglgg

B 12 M2Shigels d e
B 16 M3Shigelab
B 17 M3Shigelas
B 18 M3Shigelad
B 19 M4Samt Z 00164
B 20 MECOISTH? B 04
21 b Shigela flesneri 8 nma]
B 22 M4Shigelab 001
23 M4 Shigela s s
B 2 M4Shigslad S booe]
W 5 M55dmt L p—

i

B % MSECOI5PHT S
27 M5 Shigela flexneri 2
28 MS Shigels b
29 M5 Shigela s

&5 70 75 80 s E
Temperature (°C)

Figura 32. En los controles negativos no se aprecian picos melting ni Curvas melting.

8.9. Ajuste de reacciones de PCR en formato multiplex para la deteccién

simultanea de Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. enterica y

Listeria monocytogenes.

Se realiz6 un ajuste en la concentracion de oligonucledtidos, asi como en el ajuste de ciclo y

cambio de temperatura inicial en el paso de Curvas melting.

Dicho ajuste se realizé por datos que se obtuvieron en controles negativos, y que se

consideraban interferentes en la técnica de PCR multiplex. Algunos de ellos pueden

observarse en la siguientes figuras:

Samples |

Include| Color | Pos | Mame

Melting Curves

B 1 MLEcOIGFH?

2 M1 Mix DNiss
3 o 3369

4 i
v 5 M2 EcO157H7 7 2668

& ) 75 ) a5 ) %
Temperature (°C}

Melting Peaks

& ) 5 a0 S ) o«
Temperature (°C}
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Figura 33. Se observan resultados de controles negativos, los cuales presentan Curvas
melting y picos melting, que son resultado, al parecer, de la contaminacion de las muestras

de DNA. Sin embargo, en otras pruebas se demostré que realmente era dimerizacion.

Samples | Melting Peaks ‘
Inc...| C... |P...[Mame | Tm | Tmz | Tm3 | Melting Curves
W 7 E coli D157HT w7 7898
1395
2 E ol 0157HT 9583 79.20
W 3 MixDNbs 8588 8293 7BT2 g11%
i« DNAs TBTT 2 nass
PCA ¥
_ g 0785
@ 0585
H
30335
i
0485
i 55 70 75 80 85 50 95
Temperature (°C}
Melting Peaks
E 0.137]
8 ooer
g o
@ 0,037
s
= 0013
=
T -0.063
b3 T T T T T T
60 65 kil 75 80 85 a0 95
Temperature (°C}

Figura 34. Reaccion de PCR multiplex. Controles negativos que contenian agua grado
PCR. Los controles negativos que parecen presentar una contaminacion con DNA de Listeria

monocytogenes presentan al parecer un problema de dimerizacion.

[ Samples | Mslting Peaks

Inc...| C...|P..] Name Twl | Tm2 | Tm3 Melting Curves
1 Mix DHAs 79.06 £.02
%] 2 DNAEcol .79 T
[ B 3 DNASamorela 8256 e
[¥ W 4 DNALm 7a.08 g ¥
[v] B 5 AguaPCR 77.64 g 118
[ B 6 AguaPCR 13 5 107]
§ 0s6
§ om
§ 0z
L oo
026
011
&0 5 70 75 &0 85 50
Temperature (°C)
Melting Peaks
& 0214
2
‘5’ 084
#
§ 01149
@ 0.064 |
s
i 0014
£ 0038
u‘?’—l] 0364
60 65 70 7= &0 85 50
Temperature (°C)
WV 1 7o0e  EWV Tm3 gs0z  [1[ Tm5
B Tm2 g253 W Tmd W Tmé
Resst |

Figura 35. Se observan los resultados de una muestra que contenia DNA de Escherichia
coli, Salmonella thypimurium y Listeria monocytogenes. La curva correspondiente a

Escherichia coli se muestra muy tenue, lo que hace que se pierda sensibilidad en la técnica.
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[ Samples | Meling Peaks
| C..|P.|Mame Tml | Tm2 Melting Curves
1 11 Mix DNAs :

2 M1Ecoi D157h7 8555
3 M1 Salmanelat. 8211
4 M1, Listeriam 7943
5 Agua PCR £ ans
E Agua PCR 8 0704]

Inc.

1<

FEEEE]

80 65 i) 75 0 s %0
Temperaturs (°C)
rr——

Melting Peaks

0144

0094

0,044

0,006

(d/dT) Fluorescence (530)

0,056

60 55 70 75 &0 85 a0
Temperature (°C)
BV Tmi 78.91
O~ Tm2 55.36

Figura 36. Resultados de una muestra que contenia DNA de Escherichia coli, Salmonella
thypimurium y Shigella spp. No se observa amplificaciéon para Salmonella thypimurium, ya

que no hay cambio en las Curvas melting y no se observa pico melting.

En el ajuste de concentraciones de oligonucleétidos se obtuvieron datos variados. Del
analisis de estos resultados y revisando los deducciones obtenidas en el analisis
bioinformatico, se encontr6 que las curvas obtenidas en los controles negativos
correspondian a la formacién de dimeros, derivado de esto también se decidié modificar el

programa de reaccion. El programa utilizado para la validacion fue el siguiente:

Tabla 41. Programa de PCR utilizado en la reaccion de PCR

Modo Ciclos Segmento Temperatura Tiempo de Modo

Analisis incubacion Adquisicion

Pre incubacién
Ninguno 1 95°C 5 min Ninguno
Amplificacion
Cuantificacion 34 Desnaturalizacion 95°C 10s Ninguno
Alineamiento 60°C 10s Ninguno
Extension (*) 72°C 10s Solo
Melting Curve
Melting Curve 1 Desnaturalizacion 95°C Os Ninguno
Alineamiento 70°C 10s Ninguno
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Melting 95°C Rango de Os Continuo
rampeo= 0.1°C/sec
Enfriamiento
Ninguno 1 40°C 30s Ninguno

8.10. Validacion de la técnica

Se determinaron los parametros por patégeno, por lo que se obtuvieron resultados de cada

uno. Se utilizé la tabla de contingencia descrita en la metodologia. Dicha tabla fue la

siguiente:

Tabla 42. Tabla de contingencia de los resultados obtenidos

Valor de la caracteristica - Escherichia coli

Resultado de la prueba Presente Ausente
Positivo VP FN C=VP+FN
Negativo FP VN D= FP+VN
TOTAL A= VP+FP B= FN+VN E= VP+FN+FP+VN

Tabla 43. Tabla de contingencia de los resultados obtenidos de Escherichia coli.

Resultado de la prueba | Presente | Ausente
Positivo 32 0 32
Negativo 0 27 27

TOTAL 32 27 59

Tabla 44. Tabla de contingencia de los resultados obtenidos de Salmonella thypimurium.

Resultado de la prueba | Presente | Ausente
Positivo 32 0 32
Negativo 1 26 27

TOTAL 33 26 59
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Tabla 45. Tabla de contingencia de los resultados obtenidos de Listeria monocytogenes.

Resultado de la prueba | Presente | Ausente

Positivo 32 0 32
Negativo 0 27 27
TOTAL 32 28 59

Los parametros obtenidos de los patdégenos se muestran en las tablas siguientes:

Tabla 46. Sensibilidad. Se muestra la formula y el resultado de sensibilidad.

Escherichia| Salmonella Listeria
coli thypimurium | monocytogenes
Sensibilidad 100% 100% 100%

Tabla 47. Especificidad. Se muestra la formula y el resultado de la especificidad.

Escherichia| Salmonella Listeria
coli thypimurium | monocytogenes
Especificidad 100% 96.3% 100%

Tabla 48. Repetitividad. Se muestra la formula y los resultados de repetitividad

Escherichia| Salmonella Listeria
coli thypimurium | monocytogenes
Repetitividad 100% 98.3% 100%
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resultado de reproducibilidad del método.

Tabla 49. Reproducibilidad. Se muestran los datos de repetitividad de cada analista y el

Escherichia| Salmonella Listeria
Analista 1 coli thypimurium monocytogenes
Repetitividad 100% 100% 100%

Escherichia| Salmonella Listeria
Analista 2 coli thypimurium monocytogenes
Repetitividad 100% 96.3% 100%

Escherichia| Salmonella Listeria
coli thypimurium | monocytogenes
Reproducibilidad 100% 96.3% 100%

Tabla 50. Limite de deteccién. El limite de deteccién se determiné mediante una serie de
diluciones de muestra, calculando el minimo alrededor de 1 ng/uL en la muestra. Se

obtuvieron curvas y picos de melting adecuados en la diluciéon con 0.83 ng/uL

Limite de Escherichia| Salmonella Listeria
deteccioén ng/uL coli thypimurium |monocytogenes
en la reaccion 0.083 0.083 0.083

Tabla 51. Probabilidad de verdaderos positivos (PVP). Se observa el resultado de

probabilidad de verdaderos positivos.

Escherichia| Salmonella Listeria
coli thypimurium | monocytogenes
PVP 100% 96.96% 100%

probabilidad de verdaderos negativos.

Tabla 52. Probabilidad de verdaderos negativos (PVN). Se observa el resultado de

Escherichia| Salmonella Listeria
coli thypimurium | monocytogenes
PVN 100% 100% 100%




Tabla 53. Tasa de falsos positivos (TFP) Se observa el resultado de Tasa de Falsos

positivos.
Escherichia| Salmonella Listeria
coli thypimurium | monocytogenes
TFP 0% 3% 0%

Tabla 54. Tasa de falsos negativos (TFN). Se observa el resultado de probabilidad de

verdaderos positivos.

Escherichia| Salmonella Listeria
coli thypimurium | monocytogenes
TFN 0% 0% 0%

Tabla 55. Eficiencia del método. Se observa el resultado de eficiencia del método.

Escherichia| Salmonella Listeria
coli thypimurium | monocytogenes
Eficiencia del 100% 98.3% 100%

método

En cuanto a la selectividad del método, se utilizaron 25 cepas, cabe mencionar que contar
con una mas amplia gama de cepas podria mejorar la medicion de este parametro, ya que
se lograria cubrir tanto selectividad como exclusividad del método. Los resultados obtenidos

se muestran en las siguientes tablas y figuras.

Tabla 56. Tabla de contingencias de la medicion de la selectividad.

Resultado de la prueba | Presente | Ausente

Positivo 18 1 19
Negativo 0 7 7
TOTAL 18 8 26
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Tabla 57. Selectividad. La selectividad del método es mostrada en la siguiente tabla

General
Selectividad 100%

Las curvas y picos melting obtenidos en la determinacion de este parametro fueron las

siguientes:

Include| Color | Pos | Name Melting Curves

1645
1.495
1345
811957255
g
51045
§ vsos
Enms
805354
2
L 0445
0.295
0145

70 72 74 7 7@ 80 682 84 8 88 9 82 g4
Temperatura (°C)

Melting Peaks

<]

0 72 74 7 78 80 B2 84 B 88 S & g4
Temperaturs (°C)

Figura 37. Resultados obtenidos en la medicion de la prueba de selectividad. Se aprecian

las curvas y picos melting del total de las reacciones realizadas.
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[Include| Color | Pos | Name
4

Shigella sonnei
Shigella dysenteriae

Salmonela typhimurium
Salmonella Newport

17 Samonela Agona

18 Samonela Saint-Paul

19 Cirobacter freundi
“Yersinia enterocaliica

21 Samorela spp

22 Sheptococcus pheumonias
23 Sthaphylococcus epidermid
24 Sthaphylococous aureus
25 Listeria monocytogenes

26 Agua PCR

EEEEEYEEEER
1
5]

8332
8296

feicheil]

7936

Melting Curves

0 72 74 765 78 80 82 e84 65 @8 e 82 g4
Temperature (°C)

Melting Peaks

0226

0176

0126

0.076

0026

~(didT) Fluareszence (530}
&
S
g
BT

70 72 74 75 78 80 B2 B4 85 68 &0 s 94
Tempsrature (°C)

Figura 38. Resultados obtenidos de Escherichia coli-Shigella spp. Se observan las curvas y

los picos melting de muestras de Escherichia coli y Shigella pp,

positivas.

coli D157H7

E coli0111:HE
9 E colil21H19
10 E. colin 055
11 E col 0113:H4
12 E. coli 026HN
E. col 0145:H45
E. col 0103H2

au
Citiobacter frieundi
“Versinia entercolitica

Streptococcus pheumoniag
Sthaphylococeus spidemid
24 Sthaphylocossus sursus
25 Listeris monocptogenss
2 Agus PCR

Figura 39. Resultados de muestras de Salmonella. Se aprecian las curvas y los

samples | Meting...|
Include| Calor| Pas | Mame | Tm1 |
v/ 1 Pseudomonas asruginosa
2 Shigella flexner 25 a85.41
3 Shigella sonnei
4 Shigella dysenterias 85.51
5 Shigella boydii 85.43

85.33
25.65
25.39
86.32

7936

Melting Curves

7 72 7+ 78 78 8 s 84 @8 @ 9 9@ 94
Temperature (°C}

Melting Peaks

=
[
=
Gl

0285
0245

0145
0,095
0.045

-(d/dT) Fluorescence (530)
=
©
AT

7 72 7 7 7 e 82 84 85 83 80 s 84
Temperaturs (°C)

melting de las muestras referentes a Salmonella.

las cuales resultaron ser

picos
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Samples
Include| Colar | Pos | Name

| Melting. |

Melting Curves

Shigella flexnei 2a O
053
4 Shigella dysenteriae e
5
5 Shigella bodii $ 043
W 6 E col0157H7 85.80 F 038
B 7 Samonelzfgona 83.02 5033
3 E coli 0111:H3 35.37 Enza
9 E. coli 0121:H19 8533 5023
B 10 E colin055 35,65 o018
B 11 E col D113H4 3533 013 )
B 12 E col026HN 85.32 008
B 13 E col D7145H45 95,35
T T T T T 7 T T T T 7 T 7
B 14 E ool 0103H2 3541 70 72 74 76 78 a0 62 8 86 a3 90 92 94
15 Salmanella typhimurium 8294 Temperature (°Ch
| | Salmanella Newport
| Salmonella Agona Melti
elting Peaks
[ ] Salmonella 5 aint-Paul g
E & 0027
4
» 0.022]
g
g 0017
5002]
2
i
Listeria monacyiagenee Z0007] ——=
=
T 00024

0 72 74 78 78 80 62 84 685 8 9% 92 94
Temperature (°C)

Figura 40. Resultados de muestras no diana. En la presente imagen se aprecian los picos y

curvas melting de las muestras no diana.

Melting Curves

&0 55 70 75 a0 85 0 o5
Temperature (°C)

Melting Peaks

0277
0227
0177
0127
0.0774
0.0274
-0.0254~

-(d/dT) Fluorescence (530)

Temperature (“C}

Figura 41. Resultados de una reaccion de PCR multiplex. Se muestran las curvas

definidas de cada patdgeno.
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Incl. | C

|P. | Hame

Mix DMAs 8.33ng
i DMAs 8.33ng
3 Mix DMag 8.33ng
10 Agua PCR

11 Agua FCR

12 Agua PCR

13 Mix DMAs 16.68ng
14 Mix DMz 16.66ng
15 Mix DMAs 16.66ng
1B Agua FCR

17 Agua PCR

18 Agua PCR

19 Mix DMz 33.33ng
20 Mix DMAs 33.33ng
21 Mix DMAs 33.33ng
22 Agua PCR

23 Agua PCR

24 Agua FCR

25 Ec1625ng

26 Ec1626ng

27 Salmt 104.38 ng
28 Salmt 104.38 ng
29 Lm114.293ng

30 Lm 114.293 ng
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Figura 42. Reacciones de PCR multiplex de la mezcla de DNA’s que contenian por patégeno

una concentracién de DNA de 0.83 ng/uL en la muestra. A pesar de que los picos melting no

se encuentran tan definidos, observando las curvas melting se aprecia una linea

descendiente en forma escalonada.

Samples

Incl.. | C.. | P... [ Name

u
¥ u

1 Mix DMasz 0.83ng
2 Mix DMaz 0.83ng
3 Mix DMag 0.83ng
4 AguaPCR
5 AguaPCR
B AguaPCR

;

13 Mix DM&s 16.66ng
14 Mix DMés 16.6Eng
15 Mix DMAz 16.6Eng
16 Agua PCR

17 AguaPCR

18 AguaPCR

19 Mix DMz 33.33ng
20 Mix DMas 3333ng
21 Mix DMas 3333ng
22 AguaPCR

23 fguaPCR

24 Agua PCR

25 Ec1625ng

26 Ec1625ng

27 Samt 104.38 ng
28 Salmt. 10438 ng
28 Lm 114293 ng

30 Lm114.293 g
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32 AguaPCR
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Figura 43. Reacciones de PCR multiplex de la mezcla de DNA’s que contenian por patégeno

una concentracion de DNA de 8.33 ng/uL en la muestra. En la figura se muestra definidos los

picos melting y las curvas melting
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10 Agua PCR
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12 Agua PCR
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B 19 MixDNAs 33.33ng
B 20 Mix DNAs 33.33ng
21 Mis DAz 33.33ng
B 22 AguaPCR
u
u
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23 Agua PCR

24 Agua PCR

25 Ec1B25ng

26 Ec1625ng

27 Salmt 104.38 ng

28 Salmt 10438 ng

29 Lm114.253 ng
B 30 Lm174233ng
B 31 AguaPCR
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8 Mix DNés 8.33ng 7HEBE 8284 9585

9 Mix DN&s 8.33ng 7am 82.85 85.80

0542 |;

661
2645

Melting Curves

7 72 74 78 78 80 @2 @4 @ @ @0 92 o4
Temperature (°C)

Melting Peaks

& 0227 ]

g

£

g 0477

5

E 0127]

-]

2 0077

z

5 noz7]

=

m 72 74 76 78 @0 02 o4 @5 Ba @0 9 @
Temperature (°C}

O Tmi EE Tma O Tms
O Tmz O Timd O TmE

Figura 44. Reacciones de PCR multiplex de la mezcla de DNA’s que contenian para cada

patégeno, una concentracion de DNA de 16.66 ng/uL en la muestra. En la figura se muestra

definidos los picos melting y las curvas melting

Samples ‘ Meling Peaks
| C..|P...[Mame | Tml | Tm2 | Tm3
1 Mix DNAs 0.83ng 7914 8233 8525
2 Miz DMNAs 0.83ng 7920 8310 8583
B 3 MixDMAs0.83ng 7933 52,94 85.83
W 2 AguaPCR
B 5 AguaPCR
B ¢ AguaPCR
W 7 MixDMAs833ng 78.52 8261 85,42
2 MixDNAs 8.33ng 7BOE 8284 8585
3 Miz DMNAs 8.33ng 7eE 8285 8580
M 10 AguaPCR
M 11 AguaPCR
B 12 AguaPCR
Il 13 MizDMAs 16EEng 7876 8278 8576
14 MixDMAs 16.68ng 78.86 82,80 8571
15 Mix DMAs 16.66ng 7Y BZVE 8574
W 16 AguaPCR
17 Agua PCR
| |

18 Agua PCR

Agua PCH
Ec1625ng
Ec162.5ng
27 Salmt 104.38 ng
28 Salmt 104.38 ng
29 Lm114.283 ng
30 Lm114.293 ng
31 Agua PCR

32 Agua PCR
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Figura 45. Reacciones de PCR multiplex de la mezcla de DNA’s que contenian por patégeno

una concentracion de DNA de 33.33 ng/uL en la muestra. En la figura se muestra definidos

los picos melting y las curvas melting
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9. DISCUSION

Al iniciar con el proceso de estandarizacion y validacion, como primera medida se determiné
si las temperaturas de los picos y curvas melting variaban al menos 3°C. Los resultados
fueron satisfactorios, ya que si presentaban una variacion en la temperatura y era faciimente
distinguir un resultado positivo para estos patdégenos. En cuanto a los oligonucleétidos
utilizados, un par de ellos detectan a Escherichia coli genérica y a Shigella spp, por lo que se
buscaron mas oligonucledétidos para la discriminacion entre Escherichia coli patogénica y

Escherichia coli no patogénica y la discriminacion de Shigella spp y Escherichia coli.

La técnica de deteccion de PCR fue estandarizada y validada, cabe mencionar que durante
este proceso se presentaron problemas como la formacién de dimeros entre los
oligonucledtidos, los cuales interferian en los controles negativos y originaban falsos
positivos. Para la eliminacién de estos dimeros se realizaron modificaciones en la
concentracién de oligonucledtidos y una modificacion en el programa de PCR

(concretamente en el numero de ciclos y la temperatura inicial del analisis melting).

Una vez estandarizada la técnica, se procedi6 con la validacion, que permitiéo determinar que
la técnica de PCR es adecuada para el uso previsto. Cabe mencionar que para el parametro
de “Selectividad” falté poder contar con al menos unas 30 cepas mas, sin embargo, la
selectividad tedrica demostré que el método es selectivo salvo para Listeria monocytogenes,
por lo que se recomienda que para casos positivos de Listeria monocytogenes debe

realizarse una confirmacion mediante una genotipificacién o pruebas bioquimicas.

10. CONCLUSIONES
Se implemento y validd el método para la deteccion simultanea de Escherichia coli-Shigella
spp, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes. En cuanto a la diferenciacién de Shigella spp
y Escherichia coli, se implementé solamente el método para diferenciacion de Shigella spp y
el método para la deteccion de Escherichia coli productora de las toxinas shiga. Durante este
proceso, se determiné la influencia de la concentracion de magnesio en la reaccion, la cual
es de vital importancia por lo que se concluye que para llevar a cabo las reacciones de PCR
multiplex en esta técnica, la concentracion 6ptima es de 2.5 mM. En la estandarizacién se

logré reducir el volumen de reaccion de PCR. El Kit de LightCycler Fast Start DNA master
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mix recomienda realizar una reaccién de 20 L, para este proyecto se realizaron reacciones

de PCR de 10 uL, obteniendo resultados satisfactorios.

Se validé un método para el fin previsto, capaz de detectar Escherichia coli-Shigella spp,
Salmonella spp y Listeria monocytogenes, se realizo la confirmacion de resultados positivos
para Escherichia coli-Shigella spp, diferenciandose Escherichia coli patégenica con la
deteccién de las toxinas Shiga y se discrimind Shigella spp de Escherichia coli. Los

resultados obtenidos en la validacion del método fueron los siguientes:

e Sensibilidad: 100% para E. coli-Shigella, Salmonella spp y Listeria monocytogenes.

o Especificidad: 100% E. coli-Shigella y Listeria monocytogenes, para Salmonella spp
fue de 96.3%

e Repetitividad: 100% E. coli-Shigella y Listeria monocytogenes, para Salmonella spp
fue de 98.3%

o Reproducibilidad: Para el caso de E. coli-Shigella y Listeria monocytogenes, no
existe diferencia alguna, por lo que se considerd un método reproducible. En el caso
de Salmonella spp, existié una diferencia entre repetitividad del 3.7%; a pesar de esta
diferencia se considera el método como “Reproducible”

¢ Limite de deteccién: El limite de deteccién fue de 0.83 ng/uL por muestra

e Probabilidad de Verdaderos Positivos: 100% E. coli-Shigella y Listeria
monocytogenes, para Salmonella spp fue de 96.96%.

e Probabilidad de Verdaderos Negativos: 100% E. coli-Shigella, Listeria
monocytogenes 'y Salmonella spp.

e Tasas de falsos positivos: 0% E. coli-Shigella y Listeria monocytogenes, para
Salmonella spp fue de 3.7%.

o Tasa de falsos negativos: 0%

o Eficiencia del método: 100% E. coli-Shigella y Listeria monocytogenes, para
Salmonella spp fue de 98.3%

o Selectividad: Para la medicion de este parametro se utilizaron 26 cepas, cabe
mencionar que hicieron falta mas cepas: al menos 20 mas para el estudio de
inclusividad y 30 mas para el de exclusividad. De las cepas utilizadas, ninguna
presentoé reaccion cruzada, por lo que fue selectivo al 100%. Se realizara la gestidn

de una gama mas grande de cepas para determinar una mejor selectividad.
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Para considerar un resultado verdaderamente positivo, las curvas melting deben observarse
en el caso de E. coli-Shigella en 85° C £1°C, para el caso de Salmonella spp. en 83°C £ 1°C

y para el caso de Listeria monocytoges en 79°C £+ 1°C.

Se concluye que el método puede ser utilizado para la deteccion de E. coli-Shigella,
Salmonella spp y Listeria monocytogenes. En caso de resultados positivos de E. coli-Shigella
se deberda realizar una confirmacion con los métodos propuestos en el presente trabajo,
donde uno realiza la discriminacion de Shigella de E. coli y el otro método realiza la
deteccién de E. coli productora de las toxinas Shiga. Se recomienda de forma adicional que
para el caso de Listeria monocytogenes se realicen pruebas bioquimicas o una
genotipificacion con pruebas de PCR, buscando una gran gama de genes de virulencia

relacionados con Listeria monocytogenes.
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