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SECCION I: Introduccién

1.1. Presentacion de la investigacion

Dentro de las enfermedades de transmision alimentaria (ETA), se encuentran aquellas
causadas por formas parasitarias a través del consumo de frutas y hortalizas,
contaminadas con la llegada del protozoo al medio ambiente por diversas vias. Un
ejemplo, es el caso de Cryptosporidium spp, el cual tiene una forma infecciosa de
ooquiste que es liberado al ambiente a través de la materia fecal de animales
infectados.

Debido a la resistencia que presentan estos ooquistes a las formas convencionales de
desinfeccién, aplicadas tanto en alimentos de consumo crudo como en agua potable. Y
a su capacidad de parasitar el traco gastrointestinal y producir severos problemas de
salud en personas inmunodeprimidas, especialmente portadores de VIH, nifios
pequefios y ancianos, la busqueda de Cryptosporidium spp ha comenzado a
presentarse como una necesidad a nivel mundial.

El presente trabajo plantea identificar la existencia de ooquistes de Cryptosporidium
spp en lechugas cultivadas en los alrededores de la cuenca del rio Santa Lucia,
mediante la aplicacién de la metodologia mas adecuada para dicha matriz. A su vez,
también se plantea el estudio de las aguas de riego utilizadas para dichos cultivos, de
modo de poder establecer si son una posible fuente de contaminacion.

1.2. Objetivo general

Determinar si existe contaminacion por ooquistes (forma infecciosa) de
Cryptosporidium spp en lechugas (Lactuca sativa) cultivadas con diferentes sistemas de
riego en los alrededores de la cuenca del rio Santa Lucia.

1.3. Objetivos especificos

e Puesta a punto de las técnicas a emplear de acuerdo a los recursos e
instalaciones del laboratorio

e Determinacién de la aplicabilidad de las técnicas seleccionadas a las matrices
de estudio (lechuga y agua de riego)

e Validacion de las técnicas para asegurar resultados confiables

e Muestreo en establecimientos cultivadores en la zona seleccionada y posterior
procesamiento y ensayo de muestras




e Comparacion de eficacia de técnicas y evaluacion de la viabilidad de su uso
como metodologias rutinarias.

SECCION II: Descripcién de la empresa donde fue realizada la pasantia
1.4. Acerca de LATU

El Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU) es

una organizacion de derecho publico no estatal,
creada en el afio 1965 para la prestaciéon de
: = servicios orientados a la cadena productiva. Es
¥ administrado a través de un directorio integrado
. por un representante del Poder Ejecutivo (MIEM),

| que ocupa la presidencia; y dos representantes,

uno de Ia Camara de Industrlas del Uruguay (CIU) y otro del Banco Republica (BROU),
en calidad de directores.

El Estado ha confiado en el LATU para la certificacion de productos, como alimentos y
juguetes, para el control medioambiental o el de los regimenes de promocién
industrial. La capacidad analitica del LATU le permite brindar servicios
medioambientales a la industria y asegurarles a las autoridades publicas competentes
informacién sobre el grado de cumplimiento, por parte de los obligados, de los
estandares nacionales o internacionales cuando corresponde.

2.2. Instalaciones

El predio del LATU en Montevideo ocupa 28 hectdreas, con 46300 m? construidos. Las
instalaciones incluyen el edificio principal, 14 mddulos con laboratorios, plantas piloto
y el Parque Tecnoldgico con sus 5 centros.

A su vez cuenta con una Unidad en Fray Bentos, disefiada con el propdsito de
contribuir a las investigaciones y asi fomentar el desarrollo tecnolégico del pais.
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2.3. Mision y Visién

e Misidon: Impulsar el desarrollo sustentable del pais y su insercidn internacional a
través de la innovacién y transferencia de soluciones de valor en servicios
analiticos, de evaluaciéon de la conformidad, metrolégicos, tecnoldgicos, de
promocion de la cultura cientifica y emprendedora y del desarrollo de
plataformas tecnoldgicas.

e Visidén: Avanzar hacia la excelencia, reconocido en la sociedad uruguaya y la
comunidad internacional como referente por la calidad de sus servicios y su
modelo organizacional.

e Politica de Calidad: Promovemos la mejora continua de la calidad de nuestros

productos, servicios y gestion interna, mediante la actualizacion, transparencia
y eficiencia de los procesos, en base a nuestros principios y valores.

2.4. Acreditaciones

LATU cuenta con varias acreditaciones hasta el momento, comenzando en 1993 con la
implementacion de su propio sistema de gestion de calidad. Luego de seis afos,
obtuvo la certificacion en base a la norma ISO 9001, realizado por la Asociacidn Suiza
para la Calidad y la Gestion (SQS). Hoy en dia el Laboratorio mantiene la certificacidon
de su sistema de calidad seglun los requisitos de la norma ISO 9001, tanto en
Montevideo como en la Unidad Fray Bentos.

A su vez, cuenta con mas de 250 ensayos acreditados por el Servicio de Acreditacién
del Reino Unido (UKAS) en base a la norma internacional ISO/IEC 17025 y otros 20 por
el Organismo Uruguayo de Acreditacion (OUA) en base a dicha norma. En cuanto a




politica de salud y seguridad ocupacional, el LATU mantiene la certificacion de su
sistema de gestidn de salud y seguridad ocupacional otorgada por SQS en 2015 segln
los requisitos de la norma OHSAS 18001. (1)

o Esta pasantia fue realizada en el departamento de Microbiologia del LATU
(mddulo 6).

SECCION III: Marco tedrico de la investigacién
3.1. Introduccion

Cryptosporidium spp., protozoo descrito originalmente en 1907, es un parasito
epicelular, monoxeno con varias especies, considerado un patdégeno emergente
causante de gastroenteritis en humanos y animales. Los grupos con mayor riesgo de
contraer esta parasitosis son los ninos, individuos desnutridos y pacientes
inmunocomprometidos.

La ingesta de agua contaminada con la forma infecciosa de este parasito, asi como
alimentos de consumo crudo son de las principales vias para contraer la parasitosis. A
su vez, es considerada una zoonosis por el contagio animal-humano al entrar en
contacto con heces contaminadas excretadas por animales infectados. (2)

3.2. Clasificacion

Inicialmente Cryptosporidium fue clasificado en el género de la familia
Cryptosporidiidae, suborden Eimeriina, orden Eucoccidiida, subclase Coccidia, clase
Sporozoa, philum Apicomplexa, relacionado taxondmicamente con Isospora,
Taxoplasma y Sarcocystis. Recientemente varias investigaciones moleculares vy
bioldgicas han descubierto que estd mas relacionado con los pardsitos gregarinos que
con los coccidianos. El hallazgo de la capacidad de Cryptosporidium de completar su
ciclo de vida en ausencia de células hospedadoras, confirma aun mas su relaciéon con
las gregarinas. Por esto ha sido reclasificado en el grupo de los Gregarinos continuando
en el philum Apicomplexa. (2)

Actualmente se reconocen aproximadamente 26 especies de Cryptosporidium spp. ,
algunas de ellas caracterizadas como: C. hominis, encontrado fundamentalmente en
humanos; C. parvum, en humanos y otros mamiferos C. andersoni y C. bovis, en
ganado vacuno; C. canis, en perros; C. muris, en ratones; C. felis, en gatos; C. wrairi, en
cobayas; C. suis, en cerdos; C. fayeri, en canguros rojos; C. macropodum, en canguros
grises; C. meleagridis, en pavos y en humanos; C. baileyi, en pollos; C. gali en gallinas




adultas y en algunas aves silvestres; C. varanii, en lagartos monitores esmeralda; C.

serpentis, en serpientes y lagartos y C. molnari en peces. (3)

e Cuadro 1, algunas diferencias entre las especies del género Cryptosporidium.

(Adaptado de. (3))
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3.3. é¢Qué es la Cryptosporidiosis?

La criptosporidiosis es una enfermedad cosmopolita, con mayor incidencia en zonas
con clima tropical o templado, generada por la ingesta de la forma infecciosa del
parasito Cryptosporidium, la cual afecta el tracto digestivo de animales vertebrados
incluyendo al hombre.

En paises en desarrollo, en los que prevalece una sanidad deficiente y hacinamiento, es
mas frecuente la transmision oral-fecal, directa o indirecta, con brotes a nivel familiar
o institucional, con factores significativos como la ingesta de agua no potable y las
Zoonosis.

La prevalencia de la enfermedad en paises industrializados oscila entre 0.1 y 27.1%,
con una media de 4.9%, mientras que en paises en desarrollo los resultados varian
entre 0.1 a 31.5% con una media de 7.9%, excluyendo los brotes epidémicos
especificos y a los sujetos con SIDA.




En paises con mayor desarrollo, la parasitosis se presenta principalmente en la forma
de brotes epidémicos debidos a fuentes de agua contaminada, ya sea redes de agua
potable, de superficie o recreativas. (3)

3.4. Transmision

La transmision es oral-fecal, por contacto directo de hospedador-hospedador y a
través de alimentos o agua contaminados con ooquistes, infectantes al momento de
ser eliminados con la materia fecal del hospedero.

Entre las practicas mas probables para aumentar la difusion de la criptosporidiosis
estan la cria de terneros, aves, cabritos y corderos caseros y la alimentacion y la cria
comunal de neonatos, donde los animales jévenes susceptibles estan en contacto unos
con otros y con las heces de animales infectados. De forma similar, la eliminacién de
las heces, el abono de granjas u otros desechos contaminados acumulados sobre el
terreno, cuando van seguidos de periodos de lluvias persistentes, puede provocar la
contaminacién del curso del agua por los ooquistes de C.parvum. Estas trayectorias se
pueden utilizar como fuente de agua para otros animales, de riego para plantaciones y
de agua potable para el consumo humano. Los desechos contaminados incluyen tanto
productos liquidos como soélidos derivados de la cria de animales. (4)

3.5. Ciclo biolégico

El ciclo de vida de este protozoo consta de etapas asexuadas y sexuadas para culminar
la formacion del ooquiste, elemento infectante de esta parasitosis. Este ooquiste tiene
forma esférica, mide de 4 a 6 um de didmetro y contiene 4 esporozoitos en su interior.

Al ingresar por via oral al tracto digestivo, por la accion del acido clorhidrico y enzimas
digestivas, se liberan estos esporozoitos a través de una ranura en los ooquistes,
colonizando las células epiteliales. Estos esporozoitos poseen un complejo apical,
auxiliar en la adhesién a la membrana celular del hospedero, que envuelve las formas
invasivas del parasito y da lugar a una vacuola parasitéfora. Esta vacuola, que engloba
al esporozoito en un nicho protector especial extracitopldsmico (epicelular), presenta
una region electrodensa en la base, denominada organelo de alimentacion o
epimerita, el cual protege al parasito del ambiente hostil del intestino y lo provee de
energia y nutrientes de la célula del hospedero.

Las dos primeras etapas de multiplicacién son asexuadas. En un comienzo, el
esporozoito se transformara en trofozoito, que constituird el meronte | conteniendo
de seis a ocho merozoitos en su interior, los cuales se liberan e invaden otras células
con repeticion del ciclo y formacion de nuevos merontes |. Posteriormente, estos




merozoitos ingresan a nuevas células y se constituye el meronte Il que contiene cuatro
merozoitos. Los merontes Il se liberan al lumen y no reciclan, ingresan a nuevas células
e inician la etapa sexuada de este ciclo. Algunos de ellos se diferencian en gametos
masculinos o microgametocitos y en gametos femeninos o macrogametocitos. Los
microgametocitos son liberados y por su movilidad van a fecundar, cada uno de ellos, a
un macrogametocito y forman el zigoto, del cual se desarrolla el ooquiste, que
esporula en la vacuola parasitéfaga, complementando asi el ciclo de vida. (4)

Los ooquistes son eliminados con la materia fecal, y son infectantes para otras
personas o animales. Cryptosporidium presenta dos tipos funcionales de ooquistes: los
primeros, de pared gruesa con 4 esporozoitos en su interior, los cuales pasan por el
intestino sin alterarse y son eliminados con la materia fecal siendo los responsables de
la transmision de la enfermedad (representan el 80% de los ooquistes formados); los
segundos son de pared delgada con una membrana simple, se rompen rapidamente
después de la salida de la célula que los contiene y corresponden a las formas
autoinfectantes, los cuales no se recuperan en las materias fecales. Estos ultimos
liberan esporozoitos, originando el ciclo enddgeno, en el cual los ooquistes formados
invaden los enterocitos causando la re infeccidn y junto con la presencia de merontes |
que reciclan, son responsables de la enfermedad crénica que dura meses o afios. Esto
sugiere que el parasito puede experimentar multiples ciclos de esquizogonia, al menos
en inmunodeficientes. (5)

Sporozoite
Ingested E

(inhaled) w

A

Type | Meront @

@
SD

Merozoit%

|

3

= ("—

Exits host

Auto-infection

Thick-walled oocyst
(sporulated)

Thin-walled oocyst Microgamont

(sporulated) @

- ~

Macrogamont

Merozoites

=

e Esquema del ciclo bioldgico de Cryptosporidium spp. (2)
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3.6. é¢Quién puede contraer Cryptosporidiosis?

Cualquier persona puede contraer la infeccidon sin distincion de sexo, pero se ve una
especial susceptibilidad en nifios menores de 2 afios, probablemente debido al mayor
riesgo de transmision oral-fecal, a la falta de inmunidad protectora por exposiciones
anteriores y a la relativa inmadurez inmunoldgica. En paises pobres es una causa
relativamente importante de desnutricion y muerte infantil. En ancianos aumenta
también el riesgo de padecer la infeccidn por el deterioro inmunoldgico, asi como en
las personas inmunocomprometidas. (6).

3.7. Sintomatologia

La sintomatologia de la criptosporidiosis es variada y su forma de presentacion guarda
reaccion principalmente con la competencia inmunolégica del paciente.

e Criptosporidiosis en pacientes inmunocompetentes: durante los primeros tres

dias los pacientes presentan anorexia, nauseas y vomitos en el 60% de los
casos, febriculas e incluso fiebre de hasta 38.5°C en la mitad de ellos. La
diarrea es de mal olor, puede ser profusa, con una frecuencia variable de tres a
doce deposiciones en el dia, su duracion oscila entre los siete y doce dias.

e Criptosporidiosis en pacientes inmunocomprometidos: la mayor experiencia

acumulada es en pacientes con SIDA, en los que se presenta una disminucion
en los linfocitos CD4 causando que la criptosporidiosis se vuelva crdnica, en la
cual los pacientes no pueden liberarse del parasito. En estos pacientes se
observa compromiso del estado general y baja de peso importante,
acompafiado a un cuadro diarreico severo. Puede comprometer otros érganos
como el aparato respiratorio. (4)

3.8. Dosis infectiva

Estudios de infectividad utilizando Cryptosporidium parvum y Cryptosporidium hominis
aislados en los seres humanos se han llevado a cabo y muestran que, si bien se
producen diferencias entre los aislados, la dosis infecciosa es baja. El IDsg mas bajo (es
decir, el nUmero de ooquistes necesarios para causar infeccion en el 50% de las
personas expuestas) para Cryptosporidium parvum fue de 9 ooquistes y para
Cryptosporidium hominis 10 ooquistes. Sin embargo, el IDsp no es una medida de la
minima dosis infecciosa y es ampliamente aceptado que, de acuerdo con amplios
estudios en animales y modelos matematicos de infecciones experimentales, un solo
ooquiste podria infectar y causar enfermedad en algunas personas susceptibles. (5)
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3.9. Viabilidad del ooquiste

Gracias a su pared gruesa, los ooquistes de Cryptosporidium resisten los tratamientos
quimicos usuales: no sufren alteracidén después de ser expuestos a 80 ppm de cloro/30
min, e incluso pueden tolerar 24 h en el cloro utilizado para blanqueado de ropa.
El empleo de ozono (1 ppm x 5 min), la congelacién o calentamiento (>72° C durante 1
min 6 45 °C por 10 min después de iniciada la ebullicion) son métodos mas efectivos.
Permanecen viables al cabo de una semana en la mayoria de los congeladores caseros.
Debido a su tamafio, unicamente los filtros capaces de remover particulas de 1 um
resultan confiables.

Son muy resistentes a las condiciones climaticas pudiendo permanecer viables de dos
a seis meses a 4 ° C en el ambiente.

Debida a esta resistencia a los métodos de cloracidn usuales, es que pueden
encontrarse en los suministros de agua potable incompletamente filtrados, ya que la
concentracion requerida de cloro para que el agua continle siendo potable es
inefectiva contra el ooquiste, asi como en piscinas donde el nivel de filtracion aplicado
no es suficiente.

Asi mismo, es muy sensible a la desecacién y a la congelacién, haciendo que
permanezca viable por largos periodos de tiempo en ambientes humedos,
favoreciendo las épocas lluviosas del aiio a su proliferacidn. (5)

3.10. Métodos de deteccion

La deteccidn de ooquistes en laboratorios suele basarse en el examen microscopico de
las muestras previamente tratadas, tras la aplicacion de técnicas convencionales de
tincidon, como la tincidn acido alcohol resistente mediante los métodos de Kinyoun en
frio o caliente o Ziehl Neelsen modificado (con ambos se obtienen ooquistes tefiidos
de color rojo-fucsia).También se utilizan kits (ELISA) para la identificaciéon de
coproantigenos e inmunofluorescencia (IFA).

El examen microscdpico no es suficiente para diferenciar especies de Cryptosporidium
por su similitud en la morfologia entre los ooquistes, los cuales son lisos con pared
celular gruesa, de forma esférica o ligeramente ovoide que cuando estan desarrollados
(esporulados) contienen cuatro esporozoitos alargados libres (no contenidos en un
esporocisto) y un cuerpo citoplasmatico residual. El tamafio oscila entre los 4 a 6 um.
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Se han desarrollado diferentes técnicas de PCR para la deteccion y diferenciacion
de Cryptosporidium spp. a nivel de especie/genotipo y subtipos tras la secuenciacion
de los productos de amplificacidn a zonas genéticas definidas. (7)

3.11. Métodos de deteccion empleados

Para la presente investigacion, se seleccionaron tres métodos cualitativos de deteccion
con el fin de determinar el mds apropiado para la matriz de estudio y el mas efectivo
como método de analisis de rutina. Los mismos se describen a continuacién:

3.12. Tincion Ziehl Neelsen modificado

Esta tincion es util para visualizar quistes de protozoos intestinales que tienen la
propiedad de ser acido alcohol resistentes (AAR). Esta resistencia se debe a la
estructura de la pared celular, la cual estd compuesta por una abundante
concentracién de 4cidos grasos denominados acidos micdlicos de cadena larga (de 50 a
90 atomos de carbono) que les confiere la propiedad de resistir la decoloracién con
alcohol-acido luego de la tincidn con un colorante basico primario (fucsina basica).

La coloracidn cldsica de Ziehl Neelsen requiere calentamiento para que el colorante
atraviese la pared celular que contiene ceras, al suspender el calor y enfriar con agua
se produce una nueva solidificacién de los acidos grasos de modo que el colorante
gueda retenido. En esta versiéon modificada, el calor es suplantado por el agregado de
una alta concentracién de fenol junto con el colorante primario fucsina, generando
que se disuelvan los lipidos de las paredes celulares y permitiendo asi que el colorante
primario entre en contacto con los acidos carboxilicos y forme el complejo acido-
alcohol resistente.

El proceso de coloracidon se basa en una primera tincion con fucsina basica fenicada
por no menos de 15 minutos seguido de un enjuague con agua y posterior aplicado del
decolorante alcohol-acido. Por ultimo se agrega un segundo colorante, verde de
malaquita, para generar una coloracién de contraste.

Los ooquistes se observan tefiidos de un color rojo-fucsia sobre un contraste de color
verde azulado. (8)
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» (a) Tincidn realizada a la suspension de ooquistes comercial y (b) tincion
realizada a una lechuga inoculada con ooquistes.

Para la aplicacidon de esta tincidon se tomé como referencia el método al. (3) vy el
método propuesto por Tananta al. (9)

3.13. Tincién por inmunofluorescencia directa

Este tipo de técnica se basa en el uso de un anticuerpo (monoclonal o policlonal) unido
qguimicamente a un colorante fluorescente (fluorocromo) el cual se une al antigeno
sujeto de estudio y lo hace visible bajo la luz ultravioleta en un microscopio de
fluorescencia. (10)

Para la aplicacién de esta técnica se tomd como referencia la norma estadounidense
EPA Method 1622 “Cryptosporidium in water by filtration/IMS/FA”, al. (11) , en el cual
establece un método para la determinacién de Cryptosporidium en muestras
ambientales de agua a través de concentracion, inmunoseparacion magnética (IMS) y
tincion por inmunofluorescencia directa. Ya que la aplicacion de dicho método en su
totalidad se hace inviable a nivel de costos, se optd por tomar como referencia las
pautas para la realizacion de la tincion de interés, asi como la guia para la preparacién
de las suspensiones patron de ooquistes.

Para realizar la tincidén por inmunofluorescencia se utilizdé Crypt-a-Glo™ Comprehensive
Kit, el cual es un reactivo que consiste en un anticuerpo monoclonal de raton marcado
con fluoresceina (FITC) para a sitios antigénicos de pared externa de los ooquistes
(epitopos) de Cryptosporidium parvum. En combinacién se utilizé el marcador
fluorescente (incluido en el kit) DAPI (4 ‘,6-diamino-2-fenilindol), el cual se une
fuertemente a regiones enriquecidas con timina y adenina para marcar asi el ADN vy
comprobar la presencia de los esporozoitos internos, manifestando la viabilidad del
ooquiste. (12)
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Los ooquistes se observaron de color verde manzana flior bajo el filtro para FITC a 470
nm, y la presencia de ADN bajo el filtro UV para DAPI a 365 nm se observd de color
azul-celeste fllor, utilizando el microscopio fluorescente Axio Lab Al.

» Tincion realizada a suspension del control positivo del kit. En (a) se observan los

ooquistes bajo el filtro para FITC, y en (b) se aprecian los 4 puntos interiores en
representacion del ADN de los esporozoitos de los ooquistes representados en

(a).

3.14. Deteccion mediante PCR (Polymerase chain reaction) anidado

La PCR anidada (Nested PCR) es una variante de la PCR convencional (a tiempo final) la
cual consiste en dos rondas de amplificacion con distintos pares de primers cada una.
Es empleada con el fin de incrementar la sensibilidad y especificidad de la deteccién.
Se realiza una primera reacciéon con primers externos para amplificar una regién mas
extensa de ADN, la cual contiene el segmento diana. Luego, este producto de
amplificacién se utiliza como molde para la realizaciéon de una segunda PCR con
primers internos y asi amplificar la regidon especifica. (17)

La aplicacién de este método fue basada en el articulo publicado por la revista del
LATU al. (13).

La amplificacién correspondié al gen COWP (proteina de la membrana externa de la
pared del ooquiste), para ello se emplearon los primers BcowpF (5’-ACC GCT TCT CAA
CAA CCA TCT TGT CCT C-3’) y BcowpR (5’-CGC ACC TGT TCC CAC TCA ATG TAA ACC C-
3’) para el primer round y los primers Cry-15 (5-GTA GAT AAT GGA AGA GAT TGT G-
3’), y Cry-9 (5’-GGA CTG AAA TAC AGG CAT TAT CTT G-3’) para el segundo round, estos
permiten una amplificacién de un fragmento de copia Unica cowP1. (13)

Para la extraccion de ADN de los ooquistes de Cryptosporidium desde la suspension
comercial (Waterborne, INC.) asi como desde las muestras, se los sometid a ciclos de
congelado-descongelado en bafio de hielo seco y etanol en presencia de buffer de lisis
estéril. Luego se realizd un tratamiento térmico a 70°C en presencia de Lisozima,
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Proteinasa K y RNasa A. Finalizado el tratamiento térmico con las enzimas se hizo
precipitar el ADN mediante la adicion de etanol para luego proceder a la etapa de
purificacidon con el kit de la columna QIAGEN.

Concluida la etapa de extraccion se cuantific6 el ADN a través del instrumento
fluorometrico Qubit.

Los producto de PCR fueron revelados por electroforesis en un gel de agarosa al 2%
tefiido con el compuesto Gel-Red y el marcador de peso molecular utilizado fue Gene
Ruler 1kb Plus ADN Ladder.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ngf0.5 pg %
A000 A 4
Jo10000 20 4
f 000 20 4
/. 5000 75 15
4000 200 4
— 300 20 4
20000 20 4
— 1500 B0 16
—1000 25

— 700 25

[

g
-'_-f-r.-:,m
LM EACR CngR &R b

1% agarose

(1.5 po/lane, & crm lengti gel,
¥ TAE, 7 Wem, 45 min

» Imagen adaptada de. (14)
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Seccion IV: Planificacion de actividades

A continuacién se detallan las actividades que fueron planificadas para el

cumplimiento de los objetivos especificos de la presente investigacion:

1.

Estudio bibliografico de metodologias existentes, relevamiento de insumos y
cotizaciones. Compra de reactivos necesarios.

Evaluacién del riesgo de bioseguridad y establecimiento de un plan para la
adecuada manipulacién del material contaminado y posterior descarte.

Puesta a punto de las técnicas a emplear y verificacion de su aplicabilidad a las
matrices de estudio. Para esto se plantea realizar pruebas de deteccidon con
muestras de lechugas y agua de grifo contaminadas artificialmente utilizando
un inoculo de ooquistes comerciales de Cryptosporidium parvum de
concentracion conocida mediante el recuento de los mismos en camara de
Neubauer.

Validacion de los métodos de recuperacion para las tinciones microscopicas.
Por ser métodos de deteccidn (cualitativos) se plantea determinar el limite de
deteccion como parametro de validacion.

Para esto, se planifica inocular con suspensiones de ooquistes de distinta
concentracion 4 muestras de lechuga adquiridas comercialmente y 4 muestras
de agua de grifo y verificar el nUmero minimo de ooquistes que pueden ser
detectados por el método de concentracidn por centrifugacién para la tincion
por Ziehl Neelsen y por el método de concentracion por filtracién para la
tincion por inmunofluorescencia directa.

Realizacion del muestreo.

Extraccion de muestras de 3 establecimientos cultivadores de lechuga que
presenten distintos sistemas de riego, métodos de obtencion vy
almacenamiento de agua para la cosecha, situados en los alrededores del rio
Santa Lucia.
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De los 6 posibles puntos marcados en el mapa se elegiran 3.
Se muestrearan 12 lechugas y 12L de agua de riego por establecimiento,
teniendo un total de muestras brutas de 36 lechugas y 36L de agua para
analizar.
Aclaracién: las muestras son comprtaidas para la realizacion de otra
investigacion dentro del departamento de microbiologia.

6. Procesamiento de las muestras.
Las muestras brutas de lechuga se concentran por medio de centrifugacién y
las de agua de riego por medio de filtracion directa.
Primero se aplican las técnicas de observacion microscopica y luego se realiza el
PCR anidado para poder comparar resultados.
A su vez se realizard el recuento mediante la técnica de nimero mas probable
de microorganismos indicadores como coliformes fecales, para determinar si
existe una posible contaminacién fecal en las muestras de lechuga y poder asi
establecer una conexidn con la eventual presencia de ooquistes infectivos de
Cryptosporidium.

7. Analisis e interpretacion de resultados.
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Seccion V: Métodos y materiales
5.1. Materiales y reactivos

Concentracion de ooquistes por centrifugacion

e Bolsas con filtro

e Balanza auxiliar

e Tijerasy pinzas estériles
e Probeta de 100 mL estéril
e Tubos falcon 50 mL

e Rejilla

e Centrifuga

e Pipetas graduadas de 10 mL
e Tubos eppendorf

e Agua destilada estéril

e Vortex

Tincion Ziehl Neelsen

e Acido sulfdrico 2 %

e Fucsina basica

e Fenolal 80 %

e Verde de malaquita 5%
e Agua destilada

e Porta objetos

e Microscopio 6ptico

e Aceite de inmersion

e Metanol

Concentracion de ooquistes por filtracion

e Frascos de 250 mL estériles

e Embudo de filtracidn estéril

e Bomba de vacio

e Membrana de ésteres de celulosa de 1,2 um de poro y 47mm de didmetro
e Pinzas estériles

e Tubos falcon de 50 mL

e Vortex

e Tubos eppendorf

e Centrifuga

e PBS (Phosphate Buffered Saline)
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e Pipeta automatica de 10 mL vy tips estériles

Tincién por inmunofluorescencia directa

e Crypt-a-Glo™ Comprehensive Kit
e PBS (Phosphate Buffered Saline)
e Cdmara humeda

e Estufaa37°C (opcional)

e Pipeta automatica de 10 a 100 pl
e Tips estériles

e Cubreobjetos

e Microscopio de fluorescencia

e Metanol

Extraccion de ADN

e Tubos falcon de 50 mL
e Tubos eppendorf de 2 mL
e Buffer de lisis estéril
o 100 mM Tris pH 8
o 100 mM EDTA
o 100 mM NaH;P0O4 2M

o NaCl2M
o 1% CTAB
e Estufaa70°C
e Etanol

e Hielo seco
e Lisozima 100 pg/mL
e Proteinasa K 100 ug/mL
e RNasa A50 pg/mL
e Etanol absoluto
e Kit de purificacidon
e Columna QIAGEN
o Buffer AW1, AW2 vy AE
e Freezera-20°C
e Vortex
e Centrifuga
o Cuantificacién de ADN extraido

e Instrumento fluorometrico Qubit
e Qubit 1x dsDNA HS Assay Kit
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Nested PCR

e Primers BcowpF, BcowpR, Cry-15y Cry-9

e Enzima puReTaq Ready-To-Go

e Pipeta automaticade 0,5a 10 pl y de 10 a 100 pl
e Tips estériles

e Tubos eppendorf

e Agua estéril calidad molecular

e Termociclador (MultiGene OptiMax)

o Revelado de productos de amplificacién

e Cubeta para electroforesis horizontal

e Fuente de poder para sistemas de electroforesis

e Geldeagarosa 2%

e TAE 1X

e Gel-red

e Marcador de peso molecular Gene Ruler 1kb Plus ADN Ladder.
e Loading buffer

e Fuente UV

Recuento de ooquistes

e (Camara de Neubauer

e Solucion Tween 20 al 0,01%
e Microscopio 6ptico

e Pipeta automatica 1-10uL

e Tips estériles

Recuento de coliformes fecales por NMP

e Tubos con medio de cultivo
o CLT (Caldo Lauril Triptosa)
o CBVB (Caldo Bilis Verde Brillante)
o EC
o Agua triptonada
e Reactivo de kovacs
e Estufa de incubacién a 35°C
e Bafio de incubacidn termostatizado a 44,5°C
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Seccion VI: Puesta a punto de las metodologias

Previo a iniciar la validacidn de los métodos seleccionados se decidié realizar una serie
de pruebas para determinar si los mismos eran aplicables a una matriz alimenticia ya
gue usualmente se utilizan para la deteccién de ooquistes en muestras de materia
fecal en el caso de tincién ZN o para muestras de agua ambientales en la tincién por
inmunofluorescencia. A su vez se corrobord si el método de PCR anidado del modo en
el que estaba descrito para muestras de agua era viable para las muestras de lechuga.

6.1. Preparacion de suspensiones de ooquistes de trabajo

Tanto para la puesta a punto de las metodologias, como para las validaciones, se
cuenta con una alicuota de una suspensidon de ooquistes comercial de Cryptosporidium
parvum (12), en una concentracién inicial de 10° oq/10mL .

Para la preparacién de suspensiones de concentracidn intermedia y de trabajo se tomé
como referencia la guia propuesta en la seccién 11 “Oocyst Suspension Enumeration
and Sample Spiking” (11). El mismo indica que la suspensién stock comercial de
ooquistes debe ser diluida a una concentracién que permita la realizacién de
diluciones de trabajo y el consiguiente recuento por medio de una camara de
Neubauer.

Preparacion de suspensiones

La suspension stock de ooquistes debe ser diluida en agua/Tween 20 al 0,01% a una
concentracion intermedia que permita contar entre 20 y 50 ooquistes a lo largo de un
cuadrado de la cdmara de Neubauer, para luego poder hacer una dilucién final de
trabajo la cual debe utilizarse dentro de las 24 hs posteriores a la enumeracion.

Criterio de precision

Dicho método maneja un criterio de precision para el recuento de suspensiones de
ooquistes el cual se basa en el calculo de la desviacién estandar relativa de la
concentracion media calculada, el cual debe ser <16% para Cryptosporidium. Este
criterio estd basado en la combinaciéon de RSD de 105 enumeraciones manuales de
Cryptosporidium realizadas por 20 laboratorios bajo el “Programa de evaluacion de
desempefio de los protozoo” de la EPA. (11)

De cada dilucion se deben contar 6 alicuotas de 10 pL, para lograr una precision de
conteo optima. Una vez realizadas las repeticiones debe calcularse el promedio y la
desviacidon estdndar para poder establecer el RSD y determinar si cae dentro del
criterio de aceptacion.
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Recuento

Se deben utilizar los 4 cuadrados de 1mm2 de las esquinas de la cdmara, que a su vez
estan divididos en 16 cuadraditos de 0,25mm.

o Procedimiento

Ejemplo de conteo:

Mojar los bordes de la camara con agua, apoyar el cubreobjetos y con
movimientos de arriba hacia abajo fijar el vidrio a la camara a través de
los aros de newton evidenciados por la aparicidn de un “arcoiris”.

Una vez fijo el cubreobjetos, aplicar los 10uL en la zona de conteo, sin
gue se formen burbujas ni qué volumen del liqguido quede fuera. De
ocurrir esto volver a empezar.

Dejar reposar los ooquistes por 2 minutos.

Enfocar en microscopio con aumento 20X. (Se puede observar con un
aumento de 40X para una mejor visualizacion).

Contar desde el primer cuadrado superior derecho, de izquierda a
derecha la primera fila y de derecha a izquierda la segunda, asi
sucesivamente. Contar los ooquistes que estén en el borde superior e
izquierdo, no los que estén en el derecho e inferior para evitar contar
dos veces el mismo quiste.

Lavar la cdmara de Neubauer con agua bajo la canilla, luego con alcohol
70% y por ultimo pasar acetona, de modo de evitar dafios en la
cuadricula

Vista de ooquiste de Cryptosporidium

parvum en cdmara de Neubauer (11)

] 9l

D

*
®

23



o Control de la [susp. Stock]

Previo al preparado de suspensiones de ooquistes para el trabajo con muestras en el
laboratorio, se realizé una suspension intermedia de concentracion 103 og/ulL a partir
de la suspensién stock congelada a -80°C de concentracidon 10° og/ulL con el fin de
confirmar su concentracion. Tras el recuento de las 6 alicuotas se obtuvieron los
siguientes resultados, los cuales confirman la concentracion de la suspension stock
manejada por el proveedor.

Media (0q/ uL) 2,3x10°
Desviacion 204,124145
estandar

RSD (%) 8,75(<16%)

[Susp. Stock] oq/ pL | 2,3x10°

6.2. Prueba tincion ZN

Primero se procedio a preparar los reactivos necesarios para la aplicacion de la tincién
ZN segun método propuesto por (9):

a. Fucsina basica fenicada
e Anadir 8g de fucsina basica a 345 mL de agua destilada caliente.
e Agregar 30 mL de fenol liquido , homogeneizar y filtrar antes de usar
b. Verde de malaquita 5%
e Pesar 5g de verde de malaquita y agregar 100 mL de agua destilada.
Filtrar antes de usar.
c. Acido sulfurico al 2%
e Tomar 1,13 mL de dacido concentrado y llevar a 100 mL con agua
destilada.

Observacidn: como en el laboratorio no contdbamos con fenol liquido, sélo con fenol
en cristales, se pidié al modulo 5 “Analisis de agua y productos quimicos” si nos podian
compartir fenol liquido. El fenol disponible era diluido a una concentracion de 507,77
mg/L, como el necesario para la tincidon era practicamente puro se prosiguio a realizar
una prueba para ver si aun asi tefila correctamente y se bajaron las cantidades
necesarias para preparar la fucsina basica fenicada, quedando la preparacién de la
siguiente manera:

e Pesar 2,3g de fucsina basica y afiadir 90 mL de agua destilada caliente
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e Agregar 10 mL de fenol liquido

El procedimiento de aplicacién de la tincidén segun la misma bibliografia es el siguiente:

e Colorear frotis con fucsina basica fenicada por 20 min. Lavar con agua
destilada. (Preparar el frotis colocando la suspension en el portaobjetos y dejar
secar. Una vez seco aplicar 45 pL de metanol y dejar secar)

e Decolorar con acido sulfurico por 20 min aproximadamente. Lavar con agua
destilada.

e Aplicar colorante de contraste verde de malaquita 5% por 5 min, lavar con agua
destilada.

e Secar al ambiente

Tras aplicar la tincidn a la suspension de
ooquistes se obtuvo el siguiente
resultado, donde se observa que los
ooquistes no retienen la coloracién de § St

la fucsina, ya que no quedan tefiidos de

rojo-fucsia. Esto es atribuido a dos e

posibles factores: se deja en contacto

con la solucién decolorante de acido

sulfdrico por mucho tiempo, o el fenol ’
se encuentra muy diluido y no es capaz de disolver los lipidos de la pared celular de los
ooquistes.

Se realiza una segunda prueba donde se modifica el tiempo de contacto con la
solucion decolorante, pasando de los 20 minutos iniciales a apenas unos segundos. El
resultado obtenido fue el mismo que lo observado en la imagen de la primera prueba,
por lo que se decide descartar el uso del fenol diluido y realizar una nueva busqueda
bibliografica para establecer otro procedimiento donde se utilice fenol en cristales.

Tras la nueva revisién bibliografica se encontré un método donde se mantienen igual
todos los reactivos menos la preparacion de la fucsina, la cual se prepara de la
siguiente manera:

e Pesar 1g de fucsina basica
e Agregar 10 mL de etanol
e Llevar a un volumen final de 100 mL con 90 mL de fenol al 5%
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o Preparacion del fenol: 5g de fenol en cristales en 100 mL de agua
destilada.

Se realiza la misma
prueba con la nueva
fucsina fenicada y se
obtienen resultados
similares a los obtenidos
con la fucsina anterior,
por lo que se decide
descartar su uso 'y
realizar  una nueva
revision bibliografica
donde se planeen
soluciones de fenol mas concentradas.

Finalmente se encontrd el método propuesto por (3), en el cual se plantea el uso de los
siguientes reactivos:

a. Fucsina fenicada fuerte
e 1gde fucsina en 10 mL de metanol absoluto. Agitar
e Afadir 6,25 mL de Fenol al 80% p/p (80g de fenol en 100 mL agua
destilada)
e Agregar agua destilada hasta un volumen final de 100 mL
b. 1% metanol acido
e 2 mL HCl en 198 mL metanol
c. 0,4 % verde de malaquita

o Tomar 8 mL de solucién al 5% vy llevar a 100 mL con agua
destilada
El procedimiento de tincidn propuesto es el siguiente:

e Sumergir portaobjetos en fucsina fenicada fuerte en frio y tefiir durante
15 minutos.

e Lavar portaobjetos con agua del grifo.

e Decolorar con 1% de metanol acido durante 10-15 segundos.

e Lavar portaobjetos con agua del grifo.

e Dar coloracion de contraste con 0,4% de verde malaquita durante 30
segundos.

e Lavar portaobjetos con agua del grifo.

e Dejar secar al aire
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Tras la aplicacion de la

tincidn nuevamente

sobre una suspension

ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ de ooquistes se revelan

resultados mas

proximos a los

esperados ya que los

ooquistes se observan

tefiidos de color

rosado. De todos

modos no es la intensidad de color esperada por lo que se decide hacer una tincidon

utilizando la nueva fucsina fenicada fuerte, la solucidon decolorante de acido sulfurico al
2%y el verde de malaquita al 5%, obteniendo el siguiente resultado:

®

En la imagen de la tincion realizada se observa el ooquiste perfectamente tefiido, con
la intensidad de color buscada, por lo que se decide establecer el siguiente
procedimiento para la aplicacion de la tincion Ziehl Neelsen:

e Fijar la muestra al portaobjeto. Para esto se debe expandir la muestra sobre el
mismo y llevar a estufa por unos minutos hasta su secado, luego agregar 45 plL
de metanol y dejar secar, también puede llevarse a estufa para disminuir el
tiempo de secado. Este método de fijacion es valido para ambas técnicas de
tincion. La etapa de agregado de metanol es esencial para que los ooquistes
gueden fijos y no se barran con los lavados de las tinciones.

e Cubrir la zona de muestra con fucsina fenicada fuerte y dejar actuar por 25 min.

e Enjuagar con agua de grifo
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e Retirar el exceso de fucsina con la solucién decolorante de acido sulfurico al 2%
manteniendo el contacto por unos segundos

e Enjuagar con agua de grifo

e Agregar colorante de contraste verde de malaquita al 5%. Dejar actuar por 15
min.

e Enjuagar exceso con agua de grifo

e Dejar secar portaobjetos

e Observar en microscopio éptico primero a 40X y luego a 100X

6.3. Prueba tincion por inmunofluorescencia directa

Se realizé una tincidn al control positivo del Crypt-a-Glo™ Comprehensive Kit para
comprobar el correcto funcionamiento de los reactivos que integran dicho kit. El
control positivo estda compuesto por una mezcla de ooquistes de Cryptosporidium
parvum y quistes de Giardia lambia los cuales presentan una morfologia diferente por
lo que no dificultan la identificacion de los ooquistes.

El procedimiento seguido es el propuesto por el fabricante del kit (15):

e Preparar solucidon de trabajo de DAPI 1X.

» Afadir 1 pL de DAPI (cédigo de producto: D101) a 5 mL de PBS (pH 7,4).
Alternativamente afiadir 10 puL de DAPlI a 50 mL de PBS. Mezclar.
Preparar solucion de trabajo diariamente. Descartar cualquier solucion
1X que no haya sido utilizada.

e La muestra debe fijarse al portaobjetos de la misma forma que para la tincion
ZN.

e Cuando la muestra se encuentre completamente seca luego del agregado de
metanol, debe realizarse la tincion con DAPI. Afiadir 50 pL de solucién de
trabajo 1X a cada muestra y dejar por 1 minuto a temperatura ambiente.

e Eliminar el exceso de DAPI afiadiendo 50-100 pL de buffer de lavado SureRinse,
dejar por 1 minuto. Inclinar el portaobjeto para escurrir el exceso de buffer,
puede utilizarse papel absorbente con la precaucién de no alterar la zona de la
muestra.

e Afadir una gota (aproximadamente 45 plL) del anticuerpo reactivo Crypt-a-Glo
sobre la muestra seca. De ser necesario utilizar la punta de un tip para esparcir
el reactivo por toda la zona de muestra cuidando no tocar la superficie del
portaobjeto.
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e Incubar portaobjeto en camara humeda a temperatura ambiente por 25 min.
Puede colocarse en estufa de incubacién a 37°C por 25 min.

e Enjuagar afadiendo 50-100 pL de buffer de lavado SureRinse y dejar por 1 min.
Inclinar el portaobjeto para escurrir el exceso de buffer, puede utilizarse papel
absorbente con la precaucidn de no alterar la zona de la muestra.

e Agregar 1 gota de BlockOut. Incubar 1 min a temperatura ambiente.

e Enjuagar afadiendo 50-100 pL de buffer de lavado SureRinse y dejar por 1 min.
Inclinar el portaobjeto para escurrir el exceso de buffer, puede utilizarse papel
absorbente con la precaucidn de no alterar la zona de la muestra.

e Para la adicién de No-Fade mounting medium, el portaobjeto debe estar
practicamente seco. Ahadir una gota y colocar el cubre objeto.

e Observar en microscopio de fluorescencia AXIO Lab Al. Primero observar en
filtro Fs 09 HE a 470nm y de observarse ooquistes pasar a filtro DAPl a 365 nm.

o Tener la precaucion de realizar la tincidon en un ambiente lo mas oscuro posible
para evitar que la luz minimice la intensidad del fluorocromo.

Al realizar la tincidn se observan los ooquistes tefiidos de color verde manzana fllor
bajo el filtro para FITC con la morfologia caracteristica de Cryptosporidium parvum y
en la observacion con el filtro para DAPI se comprueba su viabilidad tras la
visualizaciéon del ADN de los esporozoitos tefiidos de color azul-celeste fluor,
comprobandose asi el correcto funcionamiento de los reactivos.
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6.4. Aplicacion de metodologias en matrices de estudio

Luego de comprobar que la tincion por inmunofluorescencia directa funcionara
correctamente y establecer el procedimiento y reactivos correctos para la tincion Ziehl
Neelsen, se prosiguid a probar la aplicabilidad de las metodologias en muestras de
lechugas comerciales y agua de grifo.

Tras una revisidon bibliografica se encontraron dos formas similares de concentrar y
recuperar los ooquistes desde una muestra de lechuga por medio de centrifugacién,
para la aplicacién de las tinciones, las cuales estan presentes en los. (9) y (16). Con la
base de ambos se establecid el siguiente procedimiento de concentracién de ooquistes
para muestras de lechuga:

a. Pesar 30g de muestra en bolsa con filtro, tomando hojas tanto del centro de la
lechuga como de las externas. Utilizar pinza y tijeras estériles.

b. Afadir 100 mL de agua destilada estéril

c. En caso que corresponda, agregar inoculo para contaminar artificialmente la
muestra.

d. Homogeneizar la muestra en un stomacher por 2 min.
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e. Dejar reposar la muestra por 24hs a temperatura ambiente, para que los
ooquistes sedimenten.

f. Restirar las 9/10 partes del volumen total, y traspasar el sedimento a un tubo
falcon de 15 mL

g. Centrifugar a 3000rpm por 10 min.
h. Retirar sobrenadante con la precaucién de no alterar el pellet.

i. Homogeneizar el pellet con vortex y realizar las tinciones correspondientes a
partir de este.

o Prueba N°1:

Para inocular una lechuga comercial se preparé una suspensidén de ooquistes de 102
0g/uL cuyo recuento arrojo los siguientes resultados:

Media (oq/ pL) 6,5 x102

Desviacion 57,9151678
estandar
RSD (%) 8,8 (<16%)

Se prosiguid inoculando 30 g de dos lechugas, L1 con 1 pL de suspensién y L2 con 10
pL, de modo de poder observar la recuperacion del método de concentracion a
distintas cantidades de ooquistes. A cada pellet de muestra se le aplic6 ambas

tinciones:
MUESTRA TECNICA RESULTADO
L1 ZN El centro del fijo

quedod muy
obscuro y no se
pudo visualizar. En
los bordes se
observa una
posible presencia
de ooquistes de
Cryptosporidium.
IFD No se encontraron
ooquistes, la
tincién se observa
como una masa

densa que
interfiere la
posible
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visualizacion de
ooquistes.

L2 ZN La tincion quedo
muy obscura
impidiendo la
observacion.

IFD Se detecto un solo
posible ooquiste,
pero al pasar al
filtro de DAPI no se

visualizo la
presencia del ADN
de los
esporozoitos

internos para
determinar la

viabilidad del
ooquiste, por lo
que no se
considera un
resultado valido.

Observacidn: A pesar de haber utilizado una alta concentracién de ooquistes como
inoculo, no se detectd la presencia de ooquistes al observar las muestras tras las
tinciones. Sélo en la tincidn por IFD del pellet L2 se detectd un posible ooquiste el cual
no pudo ser confirmado ya que no se observo el ADN de los esporozoitos bajo el filtro
para DAPl. A su vez se observa que la matriz de lechuga para la tincién por
inmunofluorescencia presenta muchas interferencias dificultando la visualizacion de
los ooquistes que se encuentren presentes.

Conclusion: Tras estos resultados se plantea la posibilidad que los ooquistes no
sedimenten completamente como es lo propuesto en el procedimiento y que al
extraer las 9/10 partes del sobrenadante se arrastren, por lo que se replantea el
procedimiento descartando la etapa de sedimentacion y extraccién del sobrenadante,
procesando asi todo el volumen anadido.

Por lo tanto el procedimiento se modifica a partir del punto e:

e. Una vez homogeneizada la muestra, retirar la totalidad del volumen agregado
distribuyéndolo en 2 tubos falcon de 50 mL. Al eliminar la etapa de
sedimentacion de 24 hs el método se reduce a un dia de ensayo.

f. Centrifugar los tubos a 9000g por 15 min y a 4°C.

g. Retirar sobrenadante de los tubos dejando el minimo volumen necesario para
homogeneizar el pellet.
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h. Traspasar el pellet a un tubo eppendorf. En caso de observar que el pellet
gueda muy espeso se pueden agregar, aproximadamente, 500uL de PBS.

i. Centrifugar a 3000rpm por 10 min.

j.  Retirar sobrenadante, homogeneizar pellet vy realizar las tinciones
correspondientes.

o Prueba N°2

La segunda prueba que se realizd consistié en la inoculacidon de dos lechugas para
comprobar si el método de retencion de Cryptosporidium sobre membrana y
extraccion de ADN para muestras de agua con el que se contaba era eficaz para las
muestras de lechuga.

El procedimiento de retencion por filtracion y extraccion de ADN es el siguiente:

a. Filtrar los 100 mL de agua afiadida a la muestra, previamente homogeneizada,
a través de una membrana de esteres de celulosa de 1.2 um de tamano de
poro y 47mm de didametro montada en un embudo de filtraciéon estéril
aplicando vacio.

b. Transferir la membrana a un tubo falcon estéril de 50 mL y agregar 1 mL de
buffer de lisis estéril precalentado a 70 ° C. Incubar en bafio de etanol y hielo
seco, completando 3 ciclos de congelado-descongelado procurando vy
manteniendo el pasaje de liquido sobre la membrana.

c. Completada la etapa 2, transferir la totalidad del volumen a un tubo eppendorf
y agregar Lisozima a una concentracion final de aproximadamente 100ug/mL
e incubar durante 30 min a 70° C.

d. Agregar Proteinasa K y RNasa A a una concentracién final de 100ug/mL vy
50ug/ml respectivamente e incubar durante otros 30 min a 70° C.

e. Agregar 1 ml de etanol absoluto. Mezclar por agitacion.
f. Transferir 700 ul de la solucion anterior a columna QIAGEN

g. Centrifugar a 9.5 rpm durante 1 minuto. Eliminar el flow-through. (Repetir esta
etapa en caso de que el volumen inicial sea superior a los 700ul).

h. Agregar 700 pl de buffer AW1 y centrifugar a 9.5 rpm por 1 min. Eliminar flow-
through.
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i. Agregar 500 pl de buffer AW2 y centrifugar a 13.4 rpm (maxima velocidad)
durante 2 minutos. Eliminar flow-through. Agregar otros 500 ul de buffer AW2
y centrifugar a 13.4 rpm por 2 min. Eliminar flow-through.

j. Centrifugar a 13.4 rpm por 1 minuto para eliminar el exceso de liquido de la
columna.

k. Transferir las columnas a tubos eppendorf y agregar 100 ul de buffer AE
precalentado a 70°C.

. Mantener 1 minuto y centrifugar a 13.4 rpm por 1 minuto.

m. Rotular adecuadamente los tubos eppendorf y guardar en freezer a -20° C.

Para la realizaciéon de esta segunda prueba, se volvieron a inocular dos lechugas (L3 y
L4), para lo que se utilizé la suspensién preparada anteriormente de 10? oq/uL. Previo
a su uso, como llevaba mas de 24 hs de preparada y enumerada, se volvio a realizar el
recuento de las 6 alicuotas para confirmar que la concentracién de ooquistes se
mantuviera estable.

Media (oq/ L) 5,7 x102

Desviacion 54,7722558
estandar
RSD (%) 9,5 (<16%)

Como la cantidad de ooquistes/uL se mantuvo dentro del orden inicial, se prosiguid
inoculando con 1 pL (aprox. 5700q/pL) a la muestra L3 y con 10 pL (57000q/uL) a la L4.
A su vez, al volumen restante de la suspension (570uL) se le extrajo el ADN para
utilizarla como control positivo en el PCR.

Con la muestra L3 se aplicé el procedimiento de filtrado descrito anteriormente,
comprobandose que por la matriz de la lechuga y la suciedad que esta trae, el filtro
gueda obstruido impidiendo el pasaje de la totalidad del volumen. A causa de esto, se
paso el filtro a un tubo falcon de 50 mL y se lavé la membrana con el volumen de
muestra restante. Luego se centrifugd a 3000 rpm por 10 min y se extrajo el
sobrenadante. El pellet obtenido se re suspendid en 1 ml de buffer de lisis y se
prosiguio con el procedimiento de extraccion de ADN.
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Al tener este inconveniente con la filtracidn, la muestra L4 se concentré mediante el
procedimiento utilizado para las tincidn ZN. Por lo cual se centrifugd todo el volumen
de muestra, se retird el sobrenadante y se re suspendid el pellet en 2 ml de PBS. Se
volviod a centrifugar y a retirar el sobrenadante. Al pellet obtenido se le agregd 1 ml de
buffer de lisis para la extraccion de ADN.

Se cuantific6 el ADN obtenido tras las extracciones a través del instrumento
fluorometrico Qubit, obteniendo los siguientes resultados con un volumen de toma de
1 ul de muestra y de 20 ul para el control positivo:

Muestra [vol. Toma]
L3 6.12ng/ pl
L4 6.28ng/ pl
C+ 0.0393ng/ pl

Las extracciones obtenidas fueron guardadas a -20°C en espera de la llegada de los
reactivos para el PCR.

Conclusiones: se establece que para la matriz de estudio la retencion de ooquistes en
membrana mediante filtracion no es viable ya que por las impurezas y la composicién
misma de la lechuga el filtro se obstruye. Por lo cual se decide cambiar esa etapa por la
concentracion y recuperacién de ooquistes mediante centrifugaciéon. A su vez se
comprueba el buen funcionamiento del proceso de extraccién de ADN evidenciado por
la cuantificacidn a trasvés del instrumento Qubit.

o Prueba N°3

Se prepard una nueva suspensién intermedia de ooquistes de concentracion 103 og/uL
y una suspension de trabajo de 10? oq/ pL. Los recuentos arrojaron los siguientes

resultados:

Media (oq/ pL) 2,3 x103 Media (oq/ pL) 1,3 x102
Desviacion 245,79802 Desviacion 18,8193163
estandar estandar

RSD (%) 10,7(<16%) RSD (%) 14,6(<16%)
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En esta tercera prueba se volvieron a inocular dos lechugas (L5 y L6) con el objetivo de
comprobar si los cambios propuestos para el procedimiento de concentracion y
recuperacién de ooquistes por centrifugacién son efectivos. Al igual que en la prueba
N°1, se les aplicara a cada muestra ambas tinciones. A su vez, se inoculd una muestra
de 250mL de agua de grifo (A1) y se le aplicd la tincidon por inmunofluorescencia con el
fin de determinar si las dificultades de visualizacion presentes en la muestra de
lechuga son causa de la matriz.

Procedimiento de concentracidon de ooquistes para muestras de agua:

o Filtrar 250 mL de muestra con membrana de 1.2 um de poro y 47 mm de
diametro

o Pasar membrana a tubo falcon de 50 mL. Afadir 1 mL de PBS para enjuagar la

membrana. Vortexear

Retirar liquido y pasarlo a tubo eppendorf de 1,5mL.

Centrifugar contenido del tubo a 3000 rpm por 10 min.

Retirar sobrenadante

Vortexear pellet.

Volver a centrifugar a 3000 rpm por 10 min.

o O O O O O

Retirar sobrenadante dejando el menor volumen posible. Vortexear

La muestra L5 fue inoculada con 1 pL de la suspensién de trabajo, teniendo
aproximadamente 1000qg/uL, y la muestra L6 y A1 con 10 plL de dicha suspension
(10000q/pL).

MUESTRA TINCION RESULTADO

L5 IFD No se observaron
ooquistes
Se observan
ooquistes

principalmente en los
bordes del fijo.




L6

Al

Se observa 1
ooquiste no
confirmatorio con
DAPI. Muy costosa la
visualizacion por la
presencia de una
masa densa
interferente  tefiida
de color rojizo.

Se visualizan
ooquistes

Se detectan
ooquistes mas

facilmente y sin la
presencia de la masa
densa de color rojizo
que se visualiza en
las tinciones a
lechugas, la cual

obstaculiza la
observacion de
ooquistes.
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Bajo el filtro para
DAPI se detecta el
ADN proveniente de
los esporozoitos
internos.

Conclusion: Se comprueba que con la tincidon Ziehl Neelsen se logran ver claramente
los ooquistes y que los cambios efectuados en el procedimiento de concentracién
fueron efectivos, por lo que se concluye la integracion de ambas técnicas como un
buen método inicial para la deteccion de Cryptosporidium en muestras de lechuga. En
cambio la tincién por inmunofluorescencia sigue presentando las mismas dificultades
para visualizar los posibles ooquistes presentes en muestras de lechuga a diferencia de
la muestra de agua, por lo que se decide descartarla como método de deteccién para
muestras de lechuga por efectos de la matriz y establecerlo como método para
muestras de agua.

o Prueba N°4

Con el fin de comprobar si el método de PCR seleccionado responde correctamente, se
realiz6 esta cuarta prueba con los productos de extraccion de ADN obtenidos de las
muestras contaminadas artificialmente L3 y L4.

La informacion necesaria para la realizacion del PCR fue sacada de lo propuesto por
(13)

Para la realizacidn del mix de reactivos y muestra se siguio el siguiente procedimiento:

o Primer round
o Hidratar perlas puReTaq Ready-To-Go con 22uL de agua calidad molecular
e Contenido de las perlas:
o BSA,dATP,dCTP,dGTP,dTTP
o 2.5 unidades de AND de puReTaq polimerasa y buffer de
reaccion
e Reconstruidas en un volumen total de 25 pL la concentracion de
cada dNTP es de 200 uM en 10 mM Tris-HCI, 50mM KCl y 1,5mM
MgCl,
o Agregar 1 plL del primer BcowpF, 1 pL de BcowpR y 1 puL de ADN target
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o Para el control negativo sustituir el ADN target por agua calidad molecular.

Segundo round

Hidratar nuevas perlas
Agregar 1 L del primer Cry-15, 1 puL Cry-9 y 1 uL de ADN target producto de
amplificacién del primer PCR

o Para el control negativo tomar 1 pL del mix del control negativo del primer PCR.

Perfil térmico para ambos rounds:

1. Incubacion inicial a 95°C por 5 minutos
2. 35ciclos de
a. 94°C durante 1 minuto
b. 55°C durante 1 minuto
c. 75°Cdurante 1 minuto
3. Extension final a 72°C durante 10 minutos
4. Mantenimiento de las reacciones a 4°C

Procedimiento para el revelado de los productos de amplificacion por electroforesis:

e Preparacion de gel de agarosa al 2%
o Agregar al gel en estado liquido 10 pL de Gel-red cada 100 pL de gel de
agarosa
e Colocar en cubeta con el peine para formar los posillos para agregar las
muestras y dejar solidificar
e Agregar buffer TAE 1X y retirar peine
e Mezclar sobre papel parafilm 5 ulL del producto de PCR con 1 uL de Loading
buffer
e Cargar los posillos con los 6 puL de mezcla
e Conectar la cubeta a la fuente de corriente eléctrica. El terminal negativo debe
arriba (altura de las muestras) y el positivo abajo, para que el ADN corra hacia
abajo por el gel.
e Aplicar 100 V durante 45 minutos
e Transcurrido el tiempo retirar el gel de la cubeta
e Revelarlo bajo una fuente de luz UV.

o Resultado del PCR anidado ensayado sobre L3y L4
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Conclusiones: A causa de una mala preparacion del control negativo se observa que el

mismo da positivo. Como la cubeta utilizada era pequefia para la cantidad de

muestras, y como se estaba al tanto que el control negativo daria mal, no se coloco el

C- producto del segundo round. El C+ tampoco da el resultado esperado por lo que el

resultado de las muestras de este PCR no se toman como validos.

o Prueba N°5

Se prosiguié a preparar suspensiones de ooquistes de trabajo de concentracion

1,6x10%> og/uL y 25 og/uL para contaminar artificialmente

comerciales de lechuga y agua de grifo.

Resultado de recuento de suspensiones:

nuevas muestras

Media (oq/ pl) 1,6x102 Media (oq/ pL) 25
Desviacion 20,9165007 Desviacion 0
estandar estandar

RSD (%) 13 (<16%) RSD (%) 0 (<16%)

El inoculo propuesto fue el siguiente:

Y

YV V V

L7 con 25 oq/uL (1 pL susp. de 25 oqg/ulL)

L8 con 160 og/uL (1 pL susp. de 1,6x10% og/ulL)
A2 con 25 oq/uL
A3 con 160 oqg/ulL
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Se extrajo el ADN de todas las muestras segun los procedimientos propuestos y el
resultado de la cuantificacidn con el instrumento Qubit fueron los siguientes:

Muestra |[vol. Toma]
(ng/uL)

C+ 0.0393

A2 0.0241

A3 0.0578

L7’ 4.022

L8’ 3.44

o Resultado PCR anidado

L7" L8 A2

2do round

Observacién: Se observan bandas levemente

Muestra

ler
round

2do
round

L7

L8

A2

A3

C+

C-

marcadas en el primer round de L7 y L8 pero no
caen dentro del producto de amplificaciéon de
Cryptosporidium para el primer round (790pb).
El control negativo dio el resultado esperado,
en cambio en el control positivo (que fue el
mismo que se utilizd para la prueba N°4) no
presenta amplificacion. Se atribuye como
posible fuente de error, que en la etapa de

extraccién de ADN, no se extrajo el etanol agregado para precipitar el ADN ni se paso
por la columna QIAGEN para su purificacidn, a causa de un error de concepto, por lo

cual el proceso de extraccion no fue realizado correctamente. Dicha falla fue

descubierta luego de analizar los resultados obtenidos, por esto no se tuvo en cuenta

la preparacion de un nuevo control positivo previo a la realizacidn de esta prueba.
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Conclusidon: No se consideran validos los resultados obtenidos de las muestras
contaminadas artificialmente, ya que no se pudo comprobar el correcto
funcionamiento del proceso de PCR por la falla del control positivo.

Como los reactivos para esta metodologia eran limitados y costosos, no se realizd una
siguiente prueba para verificar su funcionamiento. Se decidié aplicar de todos modos
esta metodologia de deteccidn a las muestras de estudio, luego de realizar la tinciéon
ZN, a modo de comparacién de resultados.
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Seccion VII: Validacion

Tras establecer como método de deteccion para las muestras de lechuga la
concentracion de ooquistes por centrifugacidn y posterior tincion mediante la técnica
Ziehl Neelsen modificada, y para las muestras de agua la concentracién de ooquistes
por filtracion y posterior tincion por inmunofluorescencia directa, se prosiguid
planificando la validacion para ambas metodologias.

Por decisidon de las partes interesadas no se realizé la validacidon para el método de
PCR.

7.1. Plan de validacion, matriz: Lechuga

Alcance de la validacién

e Meétodo: Recuperacion por centrifugacion y tincion Ziehl Neelsen modificado.
e Analito: Ooquistes de Cryptosporidium spp

e Matriz: Lechuga

e Tipo de método: Cualitativo

e Pardametro a evaluar: Limite de deteccion.

Diserio experimental

Se preparan dos suspensiones de ooquistes de trabajo, cuyo recuento arroja los
siguientes resultados:

Media (oq/ pL) 6,2 | Media (oq/ pL) 25
Desviacion 0 || Desviacion 0
estandar estandar

RSD (%) 0 (<16%) | RSD (%) 0 (<16%)

Con estas suspensiones de 25o0qg/uL y 60q/ pL (segin recuento), se realiza
contaminacién artificial de 4 lechugas con los siguientes inoculos:

LV1 con 75 oqg/pL (3 pL de susp. de 25 og/uL)
LV2 con 50 oqg/ pL (2 pL susp. de 250q/ plL)
LV3 con 25 oq/ plL (1 pL susp. de 2509/ pL
LV4 con 6 oq/ pL (1 pL susp. 60g/ uL)

o O O O

De esta forma se determinara la minima concentracion de ooquistes de
Cryptosporidium spp detectable por el método propuesto.
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7.1.1. Informe de validacion

Resultados obtenidos

Muestra

Observacion

LV1

LV2

LV3

LV4

No hubo deteccidn
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Conclusion

Hubo deteccidon de ooquistes en todas las muestras contaminadas artificialmente en
excepcion de LV4, la muestra con el inoculo mas bajo, por lo que se define segun las
concentraciones establecidas, que el limite de deteccion para la metodologia
propuesta es de 25 oq/ L.

Teniendo en cuenta la baja dosis infectiva de Cryptosporidium, el método deberia
poder detectar la presencia de ooquistes en cantidades reducidas, por lo que seria
recomendable, en etapas futuras, lograr disminuir el limite de deteccion a por lo
menos 10 oqg/ pL.

7.2. Plan de validacion, matriz: Agua

Alcance de la validacidn

e Meétodo: Recuperacion por filtracidon y tincion por inmunofluorescencia directa.
e Analito: Ooquistes de Cryptosporidium parvum

e Matriz: Agua

e Tipo de método: Cualitativo

e Pardametro a evaluar: Limite de deteccion.

Diserio experimental

En este caso, se utiliza como fuente de inoculo la suspensién de control positivo del kit
Crypt-a-Glo, partiendo de la concentracién informada por el fabricante de 2,0x10°
og/mL (200 og/uL) para realizar las diluciones de trabajo.

Se realiza el recuento en camara de Neubauer de las suspensiones y se obtienen los
siguientes resultados:

Susp. Intermedia Susp. de trabajo

Media (oq/ pL) 88 | | Media (oq/ pL) 25
Desviacion 7,52772653 Desviacion 0
estandar estandar

RSD (%) 8,5 (<16%) RSD (%) 0 (<16%)

A partir de una dilucidon de 250q/uL (segun recuento) se contaminan artificialmente 4
muestras de 250 mL agua de grifo con los siguientes inoculos:
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AV1 con 25 og/ pL (1 pL de susp.)
AV2 con 50 oq/ pL (2 pL de susp.)
AV3 con 75 oq/ pL (3 pL de susp.)
AV4 con 100 og/plL (4 pL de susp.

O O O O

7.2.1. Informe de validacion

Muestra Observacion
AVl

AV2
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Conclusion: Se observo presencia de ooquistes en todas las muestras contaminadas
artificialmente, por lo que se establece para la metodologia de recuperacién de
ooquistes por filtracion y posterior tincion por inmunofluorescencia directa, un limite
de deteccién de 25 oqg/uL.

Al igual que lo concluido en la validacion anterior, es recomendable intentar disminuir
este limite de deteccidn, ya que la dosis infectiva es menor a los ooquistes detectables.

Seccion VIII: Muestreo

De los seis posibles establecimientos marcados en el mapa adjunto en el plan de
actividades, se realizd el muestreo en el punto 1 y 6. Ya que se presentaron algunos
contratiempos al momento de optimizar las metodologias, el tiempo disponible para la
realizacion de la pasantia no fue suficiente para muestrear un tercer establecimiento
como fue marcado inicialmente.

En el siguiente cuadro se presenta informacion de interés sobre los establecimientos

muestreados:
Sistema de Procedencia Higiene Otras Fertilizantes
riego del agua global caracteristicas utilizados
1 Goteo Pozo y Regular Cultivo Abono de
canada durante todo bosta de
cercana el ano. pollos

Invernaculo.
Poca cantidad

6 Aspersion Agua de Normal Cultivo Abono de
lluvia y durante todo bosta de
polder el afio. Al aire pollos,

libre. Gran abono
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cantidad organico
verde vy
15-15-15

Se denomind al punto 1 como establecimiento N°1 y al punto 6 como establecimiento
N°2.

Se muestrearon 12 lechugas 12L de agua de riego. Las muestras de lechuga colocadas
en bolsas individuales y el agua se recolecto en bidones de 6L. Ambas fueron
refrigeradas en camara de frio a 4°C hasta su procesamiento.

8.1. Muestreo establecimiento N°1.

Ubicado entre Cerrillos y Aguas Corrientes, Canelones.

En el lugar se evidencia la presencia de una vaca, un caballo, un cerdo y varios perros,
los cuales se consideran una posible fuente de contaminacién fecal.

El agua de riego era proveniente de un pozo profundo del cual los propietarios del
lugar utilizaban ocasionalmente para beber.

Imagenes de la zona de muestreo




8.2. Muestreo establecimiento N°2

Ubicado en camino O’Higgins, Montevideo. Establecimiento de mayor tamafo que el
primero, el cual se distribuye a ambos lados de la calle. En el campo lindero de la parte
trasera de la vivienda y galpones, hay un criadero de pollos, el cual los provee de
abono de bosta. Las plantaciones de lechuga de donde se extrajeron las muestras se
encuentran del lado de en frente de la cuadra, donde no se evidencié presencia de
animales.

Utilizan un sistema de riego llamado polder, con el cual recolectan el agua de lluvia y
la envian a una especie de laguna artificial de donde bombean el agua por canerias
hasta las plantaciones para aplicar riego por aspersion.

Imagenes de la zona de muestreo

e s
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Seccion IX: Procesamiento de muestras

9.1. Muestras del establecimiento N°1

Como las muestras fueron compartidas, la realizacion del muestreo en este
establecimiento fue de las primeras actividades que se realizé al comenzar la pasantia,
por lo que el tiempo que las muestras estuvieron almacenadas en refrigeracién sin
procesarse fue mayor al debido por no tener para ese entonces puesta a punto las
metodologias. Esto llevd a que en el momento de procesar las muestras, 3 de ellas no
se encontraran en condiciones aptas para su ensayo, por lo que se analizé un total de 9
muestras del primer establecimiento.

9.1.1. Ensayo de las muestras

e Recuento por NMP

Para el recuento de microorganismos indicadores, se siguid el procedimiento
empleado por el laboratorio de microbiologia del LATU.

Las diluciones realizadas fueron 1, -1 y -2 sembrando 10, 1 y 0,1 mL de muestra
respectivamente en tubos con CLT. Se incubd los tubos por 48 hs a 35°C. Los que
presentaron produccion de gas fueron repicados a tubos con CBVB y EC para la
confirmacién de coliformes totales y fecales, incubando a 35°C y a 44,5°C por 48 hs,
respectivamente. Fue aplicado solamente a las muestras de lechuga.

e Extraccion de ADN y PCR anidado

Para llevar a cabo el control del PCR, se prepararon dos controles positivos nuevos,
partiendo de la suspension stock de ooquistes congelados y de la suspension de
ooquistes del control positivo del kit para inmunofluorescencia.

e Tincion por IFD

Se le aplico la tincién por inmunofluorescencia directa a 250 mL de muestra de agua de
riego de cada uno de los bidones muestreados.
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9.1.2. Resultados obtenidos

o Recuento de microorganismos indicadores por NMP

Indicadores
microbiolégicos

1 2 3
<0,3 <0,3 1,1E+2
<0,3 <0,3 <0,3
<0,3 <0,3 <0,3

Muestra
4 5 6
<0,3 2,3 2,3
<0,3 <0,3 <0,3
<0,3 <0,3 <0,3

<0,3 9,3 0,9
<0,3 0,4 <0,3

<0,3 0,4 <0,3

Conclusion: las muestras no presentan una cantidad significativa de coliformes fecales,

por lo que se puede suponer que no estuvieron expuestas a contaminacién fecal.

o Resultados de tincion Ziehl Neelsen

Muestra

Foto

L1,1
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L1,2

L1,3

L1,4
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L1,5

L1,6
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L1,7

L1,8




L19

Observacién: en las 9 muestras de lechuga procesadas se detectan estructuras
esféricas de doble pared externa, de similar tamaio al de los ooquistes buscados,
tefiidas de color rojo-bordo obscuro. Dichas caracteristicas parecen coincidir con las de
los ooquistes de Cryptosporidium. Cabe destacar que se observd una gran cantidad de
ooquistes por muestra.

Conclusion: Se determina la presencia de ooquistes de Cryptosporidium en la totalidad
de las muestras analizadas mediante la aplicacidn de la tincion Ziehl Neelsen. Estos
resultados serdn comparados con los arrojados por el PCR con el fin de observar la
concordancia de ambos métodos.

o Resultado del PCR anidado

Resultado cuantificacion de ADN con instrumento Qubit (vol. Toma= 5 pl):

MUESTRA | [vol. Toma] | [Tubo]
(ng/ 1) (ng/ mL)

L1,1 7.28 182
L1,2 8.32 208
L1,3 7.80 195
L1,4 9.80 245
L1,6 12.4 311
L1,7 1.92 47,9
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L1,10 4.80 120
L1,11 18.60 464
L1,12 16.8 421
C+ susp 0.0884 2,21
C+ kit 0.290 7,26

Resultado del revelado de los productos de amplificacion por electroforesis:

I T

Muestra

ler round

2do round

L1,1

+

L1,2

L1,3

L1,4

L1,5

L1,6

L1,7

L1,8

L1,9

C+ susp

C+ kit

C-

Observacién: A pesar de no haber obtenido un resultado positivo del PCR en las

pruebas realizadas anteriormente,al aplicarlo a las muestras de estudio se observa

una correcta respuesta de los controles, en excepcion el control positivo proveniente

del kit de inmunofluorescencia, el cual no presento amplificacién.
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Tanto las muestras como el control positivo proveniente de la suspension de ooquistes
congelada, muestran un producto de amplificacion correcto para Cryptosporidium
(790pb en el primero round y 550 pb en el segundo round). Las muestras que no
amplificaron en el primer round pero si en el segundo, demuestran el aumento de la
sensibilidad propuesto por el método.

Conclusion: el 77% de las muestras analizadas del establecimiento N°1 por PCR dieron
positivo a la presencia de Cryptosporidium.

o Resultado de las muestras de agua de riego por IFD

Muestra Resultado Conclusiéon:En los 250 mL de muestra de agua de

Al,1 No se detectaron | riego de cada bioddn, no se detectan ooquistes de
ooquistes de | Cryptosporidium parvum, por lo que no se puede
Cryptosporidium plantear como una posible fuente de
parvum.

contaminacion.
Al1,2 Idem

9.2. Muestras establecimiento N°2

Las 12 muestras fueron procesadas hasta la obtencidn de las muestras de trabajo, al
dia siguiente de haber realizado el muestreo.

9.2.1. Ensayo de las muestras

e Recuento por NMP

Las diluciones utilizadas fueron las mismas que las usadas para las muestras del
establecimiento N°1.

e Tincidn por inmunofluorescencia directa de las muestras de agua de riego

De los 2 bidones de agua de riego muestreados, se procesaron 250 mL por duplicado
de cada uno (el duplicado correspondio a la obtencidon de una muestra de trabajo para
el ensayo de la tincién IFD y otra para la extraccion de ADN), volumen para el cual se
realizé la validacion, ademas de ser el que se pudo filtrar antes de que la membrana se
tapara por los sélidos suspendidos presentes en la muestra.

o Extraccion de ADN

Junto con las muestras de lechuga, se extrajo el ADN de las muestras de agua de riego
de ambos establecimientos, identificadas como A1,1; Al1,2; A2,1y A2,2.
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o PCR anidado

Se utilizd6 el mismo control positivo que para el PCR de las muestras del
establecimiento N°1 (C+s).

9.2.2. Resultados obtenidos

o Recuento de microorganismos indicadores por NMP

Indicadores Muestra
microbioldgicos | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Coliformes |/ c.02 | 2,46402 | 4,66+2 | 4,6E+02 | 4,6E+02 | 2,46+02 | 2,4E+02| 93 |1,1E+02| 93 | 93 |4,6E+02
totales (NMP/g)

Coliformes

fecales (NMP/g) <03 <03 | <03 | <03 <0,3 <0,3 <0,3 | <03 | <03 | <03 | <03 | <03

Escherichia coli

<03 | <03 | <03 | <03 | <03 | <03 | <03 | <03 | <03 | <03 | <03 | <0,3
(NMP/g)

Conclusion: las muestras no presentan un recuento demasiado significativo de
coliformes totales, aun asi se encuentran en mayor cantidad que en las muestras del
establecimiento N°1. El bajo recuento de coliformes fecales permite suponer que las
muestras no estuvieron en contacto con fuentes de contaminacién fecal, por lo que se
podria eliminar la posibilidad de adquirir ooquistes de Cryptosporidium por este
medio.

o Tincién IFD en muestras de agua de riego

Muestra | Resultado

A2,1 No se encuentran ooquistes
de Cryptosporidium parvum
A2,2 Idem

Conclusion: No se detectan ooquistes de Cryptosporidium parvum en los 250 mL de
muestra analizados, descartando el agua de riego como un posible factor de
contaminacion.
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o Resultados de tincion Ziehl Neelsen

Muestra | Foto Observacion

L2,1 Se observaron muy
pocas estructuras
similares a los
ooquistes de
Cryptosporidium,
ninguna de ellas lo
suficientemente
confirmatorias.

L2,2 No se encuentran
ooquistes

L2,3 Se ve solo una
estructura similar, no
confirmatoria.

L2,4 No se encuentran
ooquistes

L2,5

Se encuentran muy
pocas estructuras con
las caracteristicas de
los ooquistes.
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L2,6 Se encuentran pocas
estructuras.

L2,7 No se encuentran
ooquistes.

L2,8 Se encuentran
estructuras similares
pero no
confirmatorias.

L2,9 Se encuentra un
posible ooquiste

L2,10 Las estructuras
encontradas son
similares pero no
confirmatorias.

L2,11 No se encuentran
ooquistes.

L2,12 No se encuentran

ooquistes.
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Conclusiones: En un total de 12 muestras solo 3 presentan ooquistes
caracteristicos de Cryptosporidium, dando como resultado un 25% de las
muestras positivas.

o Resultado cuantificacion de ADN con instrumento Qubit (vol. Toma=5 ul):

MUESTRA | [vol. Toma] | [Tubo]
(ng/w) | (ng/mL)

L2,1 2,63 65,8
L2,2 0,960 24,0
L2,3 1,60 40,1
L2,4 1,25 31,2
L2,5 4,80 120
L2,6 0,992 24,8
L2,7 0,528 13,2
L2,8 3,04 76,0
L2,9 1,11 27,8
L2,10 9,84 246
L2,11 4,52 113
L2,12 0,744 18,6
A2,1 1,11 27,8
A2,2 1,24 30,9
Al1,1 0,322 8,05
Al1,2 0,500 12,5

o PCR anidado

Como al momento de realizar el PCR las perlas puReTaq Ready-To-Go se terminaron y
el nuevo pedido demoraba en llegar, se realizé el primer round de PCR con unas perlas
de misma composicidén pero distinto sistema de cierre el tubo, las cuales tenian fecha
de apertura del 2015.

Como no se sabia si las perlas iban a funcionar, solo se hizo el primer round y se lo
reveld por electroforesis donde se vio que no hubo amplificaciéon del control positivo,
por lo cual se concluyé que perlas no funcionaron.
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Tras la ver que las perlas no funcionaron, se decidié probar correr un PCR solo con los
controles, positivo y negativo, haciendo el mix de reactivos, seguin las concentraciones
y volimenes indicados por el fabricante de la enzima Taq polimerasa. (12)

El mix realizado fue el siguiente:

Componente Volumen para una reaccidn
de 50uL

Buffer 5L

Primers 4 uL

dNTP 1ul

Taq 0,25 pL

MgCl2 1,5 puL

ADN target 20 pL

Agua calidad 18,25 uL

molecular

Al revelar el producto del PCR se observo que no hubo amplificacién, por lo que el mix
de reactivos realizado no fue efectivo. Tras este resultado, se decididé esperar la
llegadas de las nuevas perlas, guardando las extracciones de ADN de las muestras en el
freezer a -20°C.
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Una vez llegadas las perlas, se realizo el PCR anidado como se planteo desde un
principio. Los resultados luego de revelar los productos de ambos rounds por
electroforesis fueron los siguientes:
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Muestra

ler round

2do round

L2,1

L2,2

L2,3

L2,4

L2,5

L2,6

L2,7

L2,8

L2,9

L2,10

L2,11

L2,12

+l+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+]|+

A2,1

A2,2

Al1,1

Al,2

C+

C-

establecimientos,

no evidencian

Conclusidn: Al revelar los productos de
ambos PCR, se observan bandas en los
productos de amplificacion
correspondientes al segundo round para
8 de las 12 muestras de lechuga
analizadas en total.

Al obtener amplificacion solo en el
segundo round en las muestras positivas,
se evidencia el aumento de sensibilidad
propuesto por la variante del método
anidado, por lo que lo hace efectivo
frente a muestras con baja cantidad de
ooquistes.

A su vez, los resultados para las muestras
de agua de riego de ambos

amplificaciéon, concluyendo la ausencia de

Cryptosporidium en los 250mL de muestra ensayados.




9.3. Comparacion de resultados

A continuacidn se plantean los resultados obtenidos por las distintas metodologias
para las muestras de ambos establecimientos con el fin de evaluar la concordancia de
los resultados.

> Resultados establecimiento N°1

PCR
Muestra Tincion ZN ler round 2do round
L1,1 + + -
L1,2 + - +
L1,3 + - -
L1,4 + + +
L1,5 + - +
L1,6 + + +
L1,7 + - +
L1,8 + + +
L1,9 + + +
C+ susp NC + +
C+ kit NC - -
C- NC - -
PCR
Muestra IFD ADN extraido(ng/ ul) 1er round 2do round
Al,1 - 0,322 - -
Al,l - 0,500 - -
» Resultados establecimiento N°2
PCR

Muestra Tincién ZN ADN extraido (ng/ ul) 1ler round 2do round
12,1 ] 2,63 _ )

L2,2 = 0,960 = =
L2,3 = 1,60 = =
L2,4 = 1,25 - -
L2,5 + 4,80 - +
L2,6 + 0,992 - +
L2,7 = 0,528 - +
L2,8 = 3,04 - +
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L2,9 + 1,11 - +
L2,10 - 9,84 - +
L2,11 - 4,52 - +
L2,12 - 0,744 - +
C+ susp NC 0,0884 + +
C- NC NC - -
PCR

Muestra IFD ADN extraido(ng/ ul) 1er round 2do round
A2,1 - 1,11 - -
A2,1 - 1,24 - -

Para el establecimiento N°1, el 100% de las muestras d lechuga procesadas contenian
ooquistes de Cryptosporidium tras su observaciéon microscopica luego de aplicar la
tincion Ziehl Neelsen. Sin embargo, tras realizar el PCR anidado a las mismas muestras,
solo un 77% de las mismas dieron positivo a la presencia del gen COWP (proteina de la
membrana externa de la pared del ooquiste).

Para el establecimiento N°2, solo en el 25% de las muestras de lechuga se encontré
presencia de ooquistes por el método de tincion ZN, y por el método PCR un 67% de
las muestras dieron positivo a la presencia del gen COWP. Sin embargo, se puede
relacionar la ausencia de amplificacion en el primer round de PCR para las muestras
positivas, con la reducida cantidad de ooquistes encontrados en las muestras positivas
tras la tincion ZN, pudiendo concluir que los ooquistes presentes son reducidos.

Esta diferencia de resultados entre los métodos, se puede deber a que se parte del
mismo pellet de muestra, para la realizacion de la tincién ZN asi como para la
extraccién de ADN, por lo que la cantidad total de ooquistes que puedan estar
presentes en el pellet puede no ser repartida homogéneamente entre las tomas para
los respectivos ensayos. Una forma posible de haber eliminado este factor, hubiera
sido el procesamiento de las muestras por duplicado, resultando en la obtencién de
dos pellet por muestra y asi utilizar todo el volumen concentrado para cada ensayo.
Como las muestras eran compartidas con otra investigacion, no se contaba con la
cantidad suficiente de muestra como para procesarlas por duplicado, por lo que tuvo
que ensayarse de esta manera.

En cambio, en las muestras de agua de riego, tanto del establecimiento N°1 como del
N°2, hay concordancia en los resultados obtenidos por ambas metodologias, en lo cual
pudo haber contribuido el hecho de que las muestras, en este caso, si fueron
procesadas por duplicado.
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Aun asi, el método validado para el procesamiento de las lechugas fue el de la tincién
Ziehl Neelsen, asi como fue el de la tincion por inmunofluorescencia directa para las
muestras de agua de riego, por lo que se toman en cuenta los resultados obtenidos
con estas metodologias para la conclusion final.

Conclusion

Se logra, en primer lugar, evaluar la respuesta de las metodologias planteadas ante su
aplicacion a las matrices de estudio, permitiendo establecer el método de
centrifugacion como forma de recuperar y concentrar los ooquistes de
Cryptosporidium spp presentes en muestras de lechuga, para su posterior deteccién
mediante la observacion microscépica de la tincion, acido alcohol resistente (AAR),
Ziehl Neelsen, o mediante la extraccién de ADN para la posterior realizacion del PCR.
Cabe destacar, que el proceso de recuperacién de ooquistes por centrifugacién, es una
tarea laboriosa, la cual requiere mucho tiempo y dedicacion por parte del analista, por
lo que puede no resultar un método del todo rentable ante su aplicacién como una
metodologia de analisis rutinario.

En cuanto al analisis de las muestras de agua, se establecié el método de filtracion
directa como forma de recuperar y concentrar los ooquistes, para proceder a su
deteccidn a través de la observacidn en un microscopio de fluorescencia, la tincidon por
inmunofluorescencia directa.

Lo que concierne a la validacion de las metodologias Opticas, para ambas se logré
establecer un limite de deteccion de 25 oqg/pL, el cual constituye un valor mayor a la
posible dosis infectiva detectada para ciertas especies de Cryptosporidium. Por lo que
se plantea como posible continuacién de esta investigacién, la disminucién del limite
de deteccion de estas metodologias.

En relacion a la cantidad de establecimientos propuestos para la extracciéon de
muestras, el tiempo de pasantia alcanzd para la realizacion del muestreo solamente
en dos lugares, en vez de tres, que era el minimo deseado. Por lo que los resultados
obtenidos no llegan a ser suficientes para establecer la prevalencia del parasito
buscado. En cambio, si nos permiten saber que nuestro pais no es ajeno a la existencia
de Cryptosporidium spp, ya que el 100% de las muestra de lechuga procesadas del
establecimiento N°1 y el 25% de las muestras del establecimiento N°2, dieron como
resultado presencia de ooquistes mediante la deteccién por tincion Ziehl Neelsen
modificado.
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Sin embargo, el anadlisis de las aguas destinadas al riego de ambos establecimientos
muestreados, presentaron ausencia de ooquistes, por lo que no se pudo establecer
relacion en cuanto a causal de contaminacién de los cultivos. Tampoco se pudo
concluir que la causa de la presencia de los ooquistes en las muestras de lechuga fuera
por contaminacion con materia fecal, ya que el recuento de microorganismos
indicadores, coliformes fecales, fue < 3 NMP/g en todas las muestras de lechuga de
ambos establecimientos.

A su vez, es de importancia mencionar, que ninguno de estos métodos detecta la
especie de Cryptosporidium dominante en las muestras positivas, lo cual puede
realizarse secuenciando los productos de PCR obtenidos a genes especificos. Otro
posible objetivo si se continuara la investigacién en un futuro.

Autoevaluacion

A pesar de que cuando se me fue propuesta la investigacion, no contaba con los
conocimientos necesarios para el cumplimiento de los objetivos establecidos, al punto
de no saber que era de Cryptosporidium, considero haber tenido un buen desempefio
durante el transcurso de la pasantia. Tuve que comenzar estudiando las metodologias,
ya que no conocia el fundamento tedrico de la tincién por inmunofluorescencia ni las
de PCR anidado, asi como comprender el ciclo de vida de este parasito tan peculiar.

No fue tarea facil llegar al punto tal de conocimiento del ooquiste, que me permitiera
identificarlo ante la tincion de una muestra como la lechuga, que presenta suciedad
ademas de otros microorganismos. Requirié de muchas horas tras el microscopio,
motivo de broma por parte de companferos del sector, que me llamaban mama de los
Crypto. A decir verdad, hasta les tome carifio.

Fue una experiencia muy enriquecedora, tanto a nivel profesional, como a nivel
personal. Aprendi a realizar un PCR a tiempo final, con todo lo que eso conlleva, a
manejar un microscopio de fluorescencia, gane confianza en mi capacidad de
desarrollo de analisis y comprendi lo que era formar parte de una investigacion.

Cabe mencionar, que las relaciones laborales fueron muy buenas, tanto con pares
como son superiores, asi como la excelente comunicacion con la tutora empresarial. El
LATU se destaca por el buen recibimiento y oportunidades que les brinda a estudiantes
para comenzar su carrera profesional.
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Para finalizar, me gustaria mencionar algunos aspectos que debo mejorar en préximos
trabajos de este tipo:

e Realizar una bitdcora mas clara y ordenada de trabajo.

e |r analizando datos y sacando conclusiones a medida que se van obteniendo
resultados.

e Tomarme mas tiempo de planificacidn para las tareas que deba realizar
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ANEXO I: Plan de seguridad

> Riesgo bioldgico

El riesgo bioldgico asociado a esta investigacién es alto, debido a que manipulan
organismos vivos capas de infectar si no se los maneja con las precauciones necesarias.

Por este motivo, el analista que este en contacto con este microorganismo, debe
conocer las caracteristicas del mismo y saber cudles son las condiciones correctas de
manipulacion. Por esto se establecen a continuacion ciertas pautas a seguir a la hora
de manipular material contaminado, o que se crea que lo este, con ooquistes de
Cryptosporidium:

e Ingresar al laboratorio microbioldgico con tunica, sobre tunica y cofia.

e Utilizar guantes

e No comer ni beber dentro del laboratorio

o Descartar el material de desecho contaminado en bolsas plasticas aptas a ser
sometidas a proceso de esterilizacion para desinfeccion.

e El material reutilizable contaminado, someterlo a proceso de esterilizacion
previo al lavado

> Riesgo quimico

Teniendo en cuenta que para la aplicacion de la tincidn Ziehl Neelsen se utilizan
reactivos catalogados como peligrosos, se recomienda la lectura de las hojas de
seguridad previo a su preparacion o utilizacién.

A continuaciéon se resumen los pictogramas de seguridad asi como los peligros
asociados a los reactivos con los que se debe tener mayor precaucion:

Reactivos Pictogramas de seguridad Peligros asociados

Fenol Téxico en caso de
inhalacion.  Téxico  en
contacto con la piel. Téxico
en caso de ingestion.
Provoca guemaduras
graves en la piel y lesiones
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oculares graves. Puede

F:Q\\ir/ provocar dafios en los
—— 6rganos Se sospecha que
provoca defectos

genéticos

Fucsina basica Puede provocar cancer.

Téxico en caso de
ingestion. Provoca lesiones
oculares graves. Se
sospecha que dafia al feto.
Muy téxico para los
organismos acuaticos, con
efectos nocivos duraderos

Verde de malaquita

© @

4
®De

Metanol Por inhalacién produce

tos, vértigo y dolor de
% cabeza. Puede absorberse

por la piel.

Al ingerir produce dolor

abdominal y vomitos.

Acido sulfurico Por inhalacién  puede
presentar irritacion,
guemaduras, dificultad
respiratoria. Provoca
guemaduras severas Yy
profundas.

(18), (19), (20), (21), (22)

Teniendo en cuenta el peligro que presentan estas sustancias, se plantea que se sigan
las siguientes recomendaciones para minimizar los riesgos:

e Utilizar tunica y guantes de nitrilo en todo momento que se vaya a estar en
contacto con los reactivos
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e Incluso en el momento de aplicar la tincidn, se recomienda el uso de lentes de
seguridad y tapaboca, asi como realizar la misma en un ambiente con buena
ventilacion y con poca recurrencia, ya que emana vapores con fuertes olores.

e El analista de ser posible debe esperar a que se culmine el tiempo de tincion en
otra habitacion.

e Descartar las aguas de lavado en un bidén apto para su posterior descarte
segun la reglamentacion del laboratorio.

ANEXO II: Datos experimentales y tratamiento de datos

» Formulas para los calculos para la preparacion de suspensiones de ooquistes de
trabajo recuento en cdmara de Neubauer.

CixVt=Cf xVf

Donde:

A\

Ci(Concentracion inicial de ooquistes)
Vt (Volumen de toma)
Cf (Concentracion final de ooquistes)

Y V V

Vf (Volumen final de suspensién)

» Recuento en camara de Neubauer y tratamiento estadistico.

Numero de ooquistes contados * V fsusp

= 0q/uL
Superficie contada(mm2) * profundidad de la camara(mm) * Vtsusp. inicial q/u

El promedio de los recuentos realizados se calcula de la siguiente manera (23):

X="%xi
n

Siendo:

> xi =valor de una lectura.
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» n=numero de lecturas

La desviacion estandar de los recuentos obtenidos se calcula (23):
S=N "2 i (xi-X)°
n-1

Siendo:

» xi=valor de una lectura.
» X=promedio de la totalidad de lecturas.
» n=numero de lecturas

Calculo del % de desviacidon estandar relativa (RSD):

RSD > 100
= — %k
X

> Verificacidén de [susp. Stock] mediante recuento en cdmara de Neubauer

[Ooquistes comerciales] inicial= 10° 0q/10mL = 108 oq/1mL = 10° oq/ pL

105;)[—3* Vt = 103§ * 100uL - Vt = 1L

N° Recuento  oq/uL

alicuota

1 10 2500

2 9 2250

3 10 2500

4 9 2250

5 10 2500

6 8 2000

Promedio (oq/ uL) | 2,3x10°

Desviacion 204,124145
estandar
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RSD (%) 8,7< (16%)

- Recuento de suspensién para inoculode L1y L2

Suspension intermedia:

) 0
10° o * Vt = 104—q * 100uL -» Vt = 10uL

uL uL

N° alicuota | Recuento oq/uL

1 194 4850

2 216 5400

3 197 4925

4 194 4850

5 200 5000

6 205 5125

Media (oq/ uL) 5,0x103

Desviacion 210,950231

estandar

RSD (%) 4,2 (<16%)

— Recuento susp. de trabajo para prueba N°1
oq 0q
103 — * Vt = 102 — * 200uL - Vt = 20puL

L L " "

N° alicuota | Recuento oq/uL

1 27 6,7x10?

2 28 7,0 x10?

3 25 6,2 x10?
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4 28 7,0 x10?

5 27 6,7 x10?2
6 22 5,5 x10?
Media (0oq/ pL) 6,5 x10?
Desviacion 57,9151678
estandar

RSD (%) 8,8 (<16%)

— Recuento para prueba 2

N° alicuota | Recuento oq/uL

1 20 5,0x10?
2 26 6,5 x10?
3 22 5,5 x10?
4 25 6,2 x10?
5 22 5,5 x10?
6 23 5,7 x10?
Media (oq/ pL) 5,7 x10?
Desviacion 54,7722558
estandar

RSD (%) 9,5 (<16%)

— Recuento de suspensiones para prueba N° 3

Susp. Intermedia 1030q/ pL

10520 v = 10323, 100puL — Vt = 1pL
uL uL

N° alicuota | Recuento oq/uL

1 8 2,0x10°
2 10 2,5 x103
3 10 2,5 x103
4 9 2,2 x103
5 8 2,0 x103
6 10 2,5 x103
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Media (oq/ pL) 2,3 x103

Desviacion 245,79802
estandar
RSD (%) 10,7(<16%)

Susp. Trabajo 10%0q/uL

0 0
103 P-_Z * Vt = 102 M_E * 100puL - Vt = 10uL

N° alicuota | Recuento oq/uL

1 6 1,5x10?
2 5 1,2 x10?
3 4 1,2 x10?
4 5 1,2 x10?
5 4 1,0 x10?
6 6 1,5 x10?
Media (oq/ pL) 1,3 x102
Desviacion 18,8193163
estandar

RSD (%) 14,6(<16%)

— Recuento de suspensiones para validacion de metodologia para el analisis de
las muestras de lechuga

[Susp. Intermedia]= 103 og/pL

N° alicuota | Recuento oq/uL

1 15 3,7x103
2 14 3,5 x103
3 16 4,0 x10°
4 15 3,7x103
5 13 | 3,2 x103
6 15 3,7x103

Media (oq/ pL) 3,6 x10°

Desviacion 258,19889
estandar
RSD (%) 7,0(<16%)
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[Susp. Trabajo]= 10? og/uL

N° alicuota | Recuento oq/uL
1 1 25
2 1 25
3 1 25
4 1 25
5 1 |25
6 1 25

Media (oq/ pL) 25

Desviacion 0
estandar
RSD (%) 0 (<16%)

Observacién: Segun recuento realizado la concentracidén obtenida tras la dilucién es 25
0q/ uL, en vez de 102 oqg/uL, por lo que se sigue la realizacién de la siguiente susp. de
trabajo a partir de esta concentracidn. Esto puede deberse a una mala homogenizacién
de la suspension de partida.

[Susp. Trabajo]= 10 oq/uL

0q 0q
25—Vt = 10— * 80puL —» Vt = 32uL
uL uL

N° alicuota | Recuento oq/uL
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2
6,2

AN A WN K=
RiRr R Rk R

Media (oq/ pL) 6,2

Desviacion 0
estandar
RSD (%) 0 (<16%)

— Recuento de suspensiones para validacion del método de tincidn por
inmunofluorescencia directa a partir de la suspensién del control positivo del
kit:
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[Susp. inicial]= 2x10° oq/mL ——=> 2,0x10% og/uL

Recuento para comprobar la concentracion inicial, se contd solamente una alicuota
porque el volumen de suspension disponible era limitado y debia quedar para la
realizacion de controles positivos:

N° alicuota | Recuento oq/uL
1 84 2,1x10?

Susp. Intermedia de 50 og/pL

2,0x10? o * Vt = 509 * 80uL — Vt = 20uL
uL uL

N° alicuota | Recuento oq/uL

1 8 80

2 10 1,0x10?

3 9 90

4 8 80

5 9 90

6 9 90

Media (oq/ pL) 88

Desviacion 7,52772653
estandar
RSD (%) 8,5 (<16%)

Suspensién de trabajo 20 oq/uL

0 0
1,0x102 u—z * Vt = ZOM—E * 80uL - Vt = 16uL

N° alicuota | Recuento oq/uL
25
25
25
25
25
25

NV A WN R
NN NNINDN

Media (oq/ pL) 25
Desviacion 0
estandar
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RSD (%) 0 (<16%)

Observacion: es posible que no coincida el recuento con las diluciones planteadas por
un problema de homogenizacion de la suspension de partida

— Recuento de suspensiones para la prueba N° 5

[Susp. Stock]= 10> 0q/ uL  [susp. int.]= 103 og/ uL [susp. Trabajo]=10% oq/ pLy 10
oq/ ulL

105 2y yve = 10223, 100uL - Vt = 1L
uL uL
103 o, Vt = 102 A, 100uL - Vt = 10uL
uL uL
102 2, yve = 103, 70uL - Vt = 7uL
uL uL
N° alicuota | Recuento oq/uL
1 10 2,5x103
2 10 2,5x103
3 8 2,0x103
4 9 2,2x103
5 10 2,5x103
6 8 2,0x103
Media (oq/ pL) 2,3x103
Desviacion 245,79802
estandar
RSD (%) 11 (<16%)
N° alicuota | Recuento og/uL
1 7 1,7x10?
2 6 1,5x10?
3 7 1,7x10?
4 7 1,7x10?
5 5 1,2x10?
6 7 1,7x10?
Media (oq/ pL) 1,6x10?
Desviacion 20,9165007
estandar
RSD (%) 13 (<16%)
N° alicuota | Recuento og/ulL
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1 1 25
2 1 25
3 1 25
4 1 25
5 2 25
6 1 25
Media (oq/ pL) 25
Desviacion 0
estandar
RSD (%) 0 (<16%)

ANEXO III: Preparacion de reactivos

— Preparacion H,S04 2%
Datos:

» Pf=98,08 g/mol
> 1L=1,84 Kg = 1840g

m(g) 1840g 18,7606mol
n= = =

= = = 18,7602M
Pf 98,089 1L
mol
0/m p 100ml Y 29 1mol 1000ml 0.20391517 M
—_ X * = = * * =
T 100ml 98,08 1L ’

[H2504]conc = Vt = [H2504]2% = Vf

o 200mL * 0,20391517M
N 18,7602

=2,17ml
— Preparacion verde de malaquita 5%
Pesar 5g de verde de malaquita puro y llevar a 100mL de agua destilada estéril.
— Dilucidn al 0,4% desde solucidon de 5% de verde de malaquita
Cixvt=Cf*Vf=5%=*vt =04%*100 - Vt = 8mL

Tomar 8 mL de la solucion de 5% y llevar a 100 mL con agua destilada.

— Preparacién Tween 20 al 0,01%
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100% = vt = 0,01% * 10mL - Vt = 0,001lmL = 1ulL

Tomar 1pulL de Tween puro previamente esterilizado diluir en 10 mL de agua destilada
estéril.

— Preparacién buffer de lisis
Composicién: 100mM Tris pH8, 100mM EDTA, 100mM NaH;P0O4, 2M NaCl, 1% CTAB
> Tris0,1M
[Tris]conc * vol(L) = mol
mol x Pf = masa

m msa
m mmtra(g)

0,1mol

* 100x1073L = 0,01mol * 121,14 = 1,2114g

99,8% = 1,2114
mmt

* 100 - mmtra = 1,2138g
ra

Pesar 1,2138g y llevar a 100 mL con agua destilada

> EDTAO0,1M
0,1mol
* 100x1073L = 0,01 = 292,24 = 2,9224g
2,9224
98,5% = * 100 - mmtra = 2,9669g
mmtra

Pesar 2,9669g y llevar a 100 mL con agua destilada
» NaCl 2Mm

2mol

* 100x1073L = 0,2 = 58,44 = 11,688g

)

11,688
99,5% =
mmtra

* 100 » mmtra = 11,7467g

Pesar 11,7467g y llevar a 100mL con agua destilada
» CTAB 1%

[Inicial]= 100%
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msa _
100mL

100% = 1g

Pesar 1 g y llevar a 100mL de agua destilada.

Esterilizar el buffer de lisis por medio de filtracion con membrana de 0,22um.

» NaH;P04.H20 100mM

0,1mol

* 100x1073 = 0,01mol * 137,99 = 1,3799g

)

799
99,6% =
mmtra

* 100 - 1,3854g

Pesar 1,3854g y llevar a un volumen final de 100mL con agua destilada.
— Toma de Proteinasa K para 100ug/mL
20000pg * Vt = 100pg * ImL — SpL
Tomar 5uL al momento de realizar la extraccion de ADN
— Toma RNasa A para 50u/mL
10000pg * Vt = 50ug * mL — 5uL
Tomar 5uL de RNasa A para cada extraccidon
— Lisozima 100pg/mL
1x103 * Vt = 100p * 1mL — 0,1mL
Tomar 0,1 mL para cada extraccién
— Preparacion de dNTP 10mM para mix de PCR
[A], [T], [G] y [C]= 100mM
100mM =Vt = 10mM = 50uL - 5uL

Tomar 5 pL c/u y llevar a 50 pL con agua calidad molecular.
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ANEXO 1V: Galeria de imdgenes del procesamiento de muestras
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