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RESUMEN

Actualmente, la contaminacion por desechos organicos afecta a los cuerpos de agua,
siendo un problema latente a nivel mundial. Asi, el agua contaminada puede perjudicar
la salud de los pobladores cuando es usada para consumo humano. Por lo cual, es
necesario realizar analisis microbiol6gicos del agua, para determinar la presencia de
coliformes como Escherichia coli y Enterococcus faecalis, que son indicadores de la
calidad del agua, y que establecen los criterios para que el recurso hidrico se puede

potabilizar.

Los métodos convencionales para el analisis microbioldgico del agua son: La Técnica de
Filtracion por Membrana (FM) y el Método del Nimero mas Probable (NMP); estos
métodos son confiables, pero demandan aproximadamente una semana para obtener
resultados finales. Por esta razon, la presente tesis propone el empleo del método
molecular llamado Amplificacién Isotérmica Mediada por Bucle (LAMP), que es una
variante del método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La implementacién
de la técnica PCR — LAMP permitird reducir el tiempo para obtener los resultados a unas

pocas horas, y por su probabilidad puede ser usado en campo.

Presentamos los resultados de la estandarizacion de la técnica del Numero Mas Probable
Molecular (NMP — LAMP) para la deteccién de Escherichia coli y Enterococcus faecalis
en microcuencas hidrograficas de la Regidbn Amazonas. Para estandarizar la técnica
LAMP, Se disefiaron cebadores especificos para la deteccion de los genes LacZ, UidA
para Escherichia coli y 23s rRNA de Enterococcus faecalis; como representantes del
grupo coliformes totales. Asi, la presencia de amplificacion del ADN bacteriano,
representado por turbidez o precipitado en el tubo de reaccion. Fue indicativo de
positividad del ensayo. Posteriormente, un esquema de diluciones seriadas propias de la
técnica del NMP se usaron para la extraccion de ADN y amplificacion por LAMP.
Finalmente, el ensayo fue desafiado con muestras de aguas de las cuencas hidrograficas
cercanas a Chachapoyas. En este punto se compararon los resultados con la técnica del
NMP convencional realizada simultaneamente; en relacion de presencia o ausencia de

dicho microorganismo.

Palabras claves: NMP-LAMP, Enterococus faecalis, Escherichia colli y microcuencas

hidrogréaficas.
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ABSTRACT

Currently, contamination by organic waste affects water bodies and is a latent problem
worldwide. Thus, contaminated water can harm the health of the population when used
for human consumption. Therefore, it is necessary to perform microbiological water
analysis to determine the presence of coliforms such as Escherichia coli and Enterococcus
faecalis, which are indicators of water quality and establish the criteria for making the

water resource drinkable.

The conventional methods for the microbiological analysis of water are: Membrane
Filtration Technique (FM) and the Most Probable Number Method (MPN); these methods
are reliable, but demand approximately one week to obtain final results. For this reason,
the present thesis proposes the use of the molecular method called Loop Mediated
Isothermal Amplification (LAMP), which is a variant of the Polymerase Chain Reaction
(PCR) method. The implementation of the PCR - LAMP technique will reduce the time
to obtain the results to a few hours, and because of its probability it can be used in the
field.

We present the results of the standardization of the Most Probable Molecular Number
(MPN - LAMP) technique for the detection of Escherichia coli and Enterococcus faecalis
in micro-watersheds of the Amazon Region. To standardize the LAMP technique,
specific primers were designed for the detection of the LacZ and UidA genes for
Escherichia coli and 23s rRNA for Enterococcus faecalis; as representatives of the total
coliform group. Thus, the presence of bacterial DNA amplification, represented by
turbidity or precipitate in the reaction tube. It was indicative of positivity of the assay.
Subsequently, a serial dilution scheme typical of the MPN technique was used for DNA
extraction and amplification by LAMP. Finally, the assay was challenged with water
samples from watersheds near Chachapoyas. At this point, the results were compared
with the conventional NMP technique performed simultaneously; in relation to the

presence or absence of the microorganism.

Key words: NMP-LAMP, Enterococcus faecalis, Escherichia colli and micro-

watersheds.
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I. INTRODUCCION

El agua es la fuerza motriz para el desarrollo de la vida, la escasez de agua amenaza a los
seres humanos, y esto se debe a problemas de cantidad y calidad del agua (Vliet et al.,
2021). La cantidad disponible de agua para consumo humano disminuye, impulsados por:
cambios en consumo de agua, aumento de huella hidrica y desarrollo socioeconémico
(ONU, 2019a). Los problemas de calidad de agua estdn relacionados con la
contaminacion, originada por: residuos organicos, productos agropecuarios 0 metales
pesados. La contaminacion por residuos organicos es un problema latente, y esto se debe
a descargas de aguas residuales, la intensificacion de los cultivos y la ganaderia, reduccion
de la capacidad de dilucion de los rios debido a la disminucion de la escorrentia y la
captacion del agua (Zandaryaa & Sagasta, 2018). El agua contaminada por residuos
organicos transmite multiples enfermedades como: célera, disenteria, hepatitis A, fiebre
tifoidea, poliomielitis y esquistosomiasis (ONU, 2019b), debido a que las aguas
residuales domeésticas y urbanas no se tratan antes de su liberacion al medio ambiente
(ONU, 2017).

Como indicadores de calidad del agua se encuentra el grupo de coliformes totales. El
consumo de agua contaminada por coliformes totales ocasiona infecciones intestinales
debido a que son transmitidas por via fecal-oral (OMS, 2017). Por tal motivo, es
importante realizar un adecuado analisis de la calidad microbioldgica del agua, para lo
cual, los métodos de referencia para la deteccion y aislamiento de E. coli y los coliformes
en el agua son el Método de Filtracién por Membrana (ISO 9308-1) y la fermentacion en
multiples tubos conocida como el Numero Mas Probable (NMP, 1SO 9308-2) (Price &
Wildeboer, 2016), los cuales son confiables, pero se necesita por lo menos 1 semana para
obtener los resultados de calidad de agua (Nurliyana et al., 2018). En la actualidad se han
logrado desarrollar métodos que brindan resultados mas rdpidos y una mayor
especificidad, como es el caso de las técnicas moleculares, que para la deteccion y
cuantificacion de bacterias son muy sensibles, rapidas y especificas, y se pueden
automatizar y estandarizar, por lo que tienen algunas ventajas sobre las técnicas
convencionales (Price & Wildeboer, 2016), a su vez las técnicas moleculares ofrece la
posibilidad de identificar patogenos, incluida cepas nuevas, ademas estos métodos
emergentes pueden ser realizados en campo Yy facilitar su portabilidad para un mejor

manejo de muestras y procesamientos de datos in situ. (Mendes & Domingues, 2015).
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La region Amazonas no es ajena a la mala calidad de agua de sus microcuencas para
consumo humano, y esto se debe al vertimiento de residuos agropecuarios y domesticos,
presencia de vertederos ilegales y canteras, y ausencia de bosques de galeria (Gamarra et
al., 2018); que; afectan a la cuenca del rio Utcubamba, que abastece de agua potable a
220, 048 habitantes en todo su recorrido. En sus aguas se han encontrado, gran
concentracion de coliformes totalesy E. coli a causa de un saneamiento deficiente y falta
de tratamiento de sus aguas residuales (Corroto et al., 2018). No obstante en el
departamento de Amazonas, solo contamos con un laboratorio acreditado con la 1SO
17025, en técnicas de andlisis microbioldgico de calidad de agua que, utiliza el método
del Numero Mas Probable (NMP), este laboratorio se encuentra en la provincia de
Chachapoyas, para el analisis microbioldgico de la calidad de agua, las muestras deben
ser procesadas dentro de aproximadamente 24 horas, siendo un inconveniente si
deseamos analizar cuencas hidrograficas muy lejanas a la provincia de Chachapoyas. Por
tal motivo es indispensable la implementacion de una técnica molecular para obtener

resultados de manera mas rapida y se pueda efectuar en campo.

En base a la problematica observada se propuso como objetivo principal de la presente
investigacion estandarizar la técnica del nimero mas probable molecular para la
deteccion de Enterococcus faecalis y Escherichia coli en microcuencas hidrograficas de
la region Amazonas. Para cumplir el objetivo general, se tuvo en cuenta tres objetivos
especificos: 1) Estandarizar la técnica de amplificacion isotérmica mediada por bucle
(PCR-LAMP) para muestras de coliformes totales. 2) Estandarizar el método del Numero
Mas Probable basado en la técnica de amplificacion isotérmica mediana por bucle (NMP-
LAMP). 3) Evaluar el funcionamiento NMP — LAMP con muestra de agua del rio Ventilla
y rio Olia. Se plantio con la estandarizacion de la técnica molecular para el analisis
microbioldgico de recursos hidricos, un mejor monitoreo de la calidad de agua en la
region Amazonas, para poder contribuir con la gestion sustentable del recurso hidrico, y
recuperar paulatinamente el equilibrio entre consumo de agua y su renovacién natural, ya
que el agua que se consume estd siendo afecta por crecimiento poblacional, cambio
climatico e ineficiencia en saneamiento, asi mismo podremos mitigar enfermedades

producidas por via feco — oral, que viene a ser un problema latente en Amazonas.
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Il. MATERIALES Y METODOS

La investigacion es cualitativa dicotomica de disefio experimental; cualitativa porque nos
muestra las caracteristicas de deteccidn, dicotomica porque indica ausencia o presencia
de las bacterias en estudio; a su vez con disefio experimental, porque se fusiona la técnica
convencional (NMP) a un método molecular (LAMP) para la deteccion de Escherichia

coli y Enterococcus faecalis en fuentes de agua.

2.1 ETAPA DE ESTANDARIZACION EN LABORATORIO
2.1.1 DISENO DE CEBADORES / PRIMERS

Los cebadores para el ensayo de PCR-LAMP fueron revisados y disefiados para detectar
diferentes genes especificos para coliformes totales de acuerdo a lo previamente
reportado (Tongphrom C, 2018 y Ahmad, F, 2017). Entre ellos el gen LacZ, que codifica
a la B-galactosidasa, que es un gen conservado entre las enterobacteriaceas pertenecientes
al grupo coliformes, y que permite hacer una deteccion general de este grupo. Ademas,
se disefiaron cebadores para los genes UidA que codifica para la proteina B-D
glucoronidasa de Escherichia coli, y el gen que codifica para el RNA ribosomal 23S de
Enterococcus faecalis. El disefio de cebadores para la técnica LAMP, implica un conjunto
de 4'y 6 cebadores; dos cebadores externos (F3'y B3), dos cebadores internos (Fip y Bip);
y dos cebadores del bucle (LoopF y LoopB), que permiten la amplificacion del ADN a

una temperatura constante y por accion de la ADN polimerasa Bst.

Se mandaron a sintetizar a la empresa Invitrogen 3 juegos de cebadores: ColLacZ
(coliformes totales), Ecuid (Escherichia coli) y Ef23S (Enterococcus faecali). En el

cuadro 1 se listan las secuencias utilizadas en este estudio.

Cuadro N°01. Cebadores usados en este estudio

REFERENCIA | BACTERIA | GEN | CEBADOR SECUENCIA
Escherichia ColLacZF3 ACC ATC GTC TGC TCA
coli olL-ac TCCA
C. freundii TTA AAC TGC ACA CCG
Enterobacter ColLacZB3 CCG
aerogenes
Tongphrom et al.| Enterobacter | |,z CAA GCC GTT GCT GAT
(2018) cloacae ColLacZFIP | TCGCGTTTTTGACCT
K. GAC CATGCA GAG G
pneumor}iae CCG TTC AGC AGC AGC
Serratia ColLacZBIP| AGACCTTTT ACGCTG
marcescens ATT GAA GCA GAA GC
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REFERENCIA

BACTERIA

GEN

CEBADOR

SECUENCIA

Ahmad et al.
(2017)

Escherichia
coli

uidA

EcuidFIP

TAACGC GCT TTC CCA
CCA ACG GCC TGT GGG
CATTCAGTC

EcuidBIP

TAACGA TCAGTT CGC
CGA TGC ACT GCC CAA
CCTTTC GGT AT

EcuidF3

CKG TAG AAA CCC CAA
CCCG

EcuidB3

AWA CGC AGC ACG ATA
CGC

EcuidLoopF

TCCACAGTT TTC GCG
ATC CA

EcuidLoopB

ACG TCT GGT ATC AGC
GCGAAGT

Lee aetal.
(2019)

Enterococcu
s Faecalis

23S

Ef23SFIP

GCA ATC GTAACT CGC
CGGTTC AAACCG TGT
GCC TAC AAC AA

Ef23sBIP

TCG AAG AGA CGG AGC
CGC AGT GGT TTC GGG
TCT ACG ACT

Ecf23SF3

GAA AAG CAC CCC GGA
AGG

Ef23SB3

ACC TGG ACA TGG GTA
GAT CA

Ef23SLoopF

CCATCACTC ATT AAC
GAGCTTTGAC

Ef23SLoopB

CGA GTC TGA ATA GGG
CGA ATG AGT A

Fuente: Elaboracidn propia

2.1.2 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVOS

2.1.2.1 AGAR EOSINA AZUL DE METILENO (E.M.B) Y AGAR MULLER

HINTON (Anexo N°1)

En un matraz de vidrio esterilizado se disuelve 3g de agar en 80 ml de agua destilada (4

placas), se llevo a hervor por 3 min en una placa caliente, una vez que la solucién este

homogénea, se tapa el matraz con algodon y se autoclava a 121 °C por 30 min,

posteriormente se vierte la solucion en placas estériles y se deja solidificar.

2.1.2.2 CALDO NUTRITIVO CEREBRO — CORAZON (HB) (Anexo N°2)

En un matraz de vidrio estéril se diluye 37 g de caldo en 1L de agua destilada, se

homogeniza la solucion utilizando un agitador magnético con calefaccion por 3 min,
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luego se dispensa en frascos estériles de 50mL y se autoclava a 121 °C por 30 min, al

finalizar el autoclavado se deja enfriar el medio y se conserva a — 4°C.
2.1.2.3 CALDO LAURIL SULFATO (LS)

Se prepardé el medio en concentracion simple y doble; se diluye en dos vasos precipitados
de vidrio estériles 44.4 gde LS en 600 mL de agua destilada (concentracion doble) y 88.8
g de LS en 2400 mL de agua destilada (concentracion simple), se homogeniza las
soluciones utilizando un agitador magnético por 3 min, luego se vierte 10 mL de medio
en tubos de ensayo de vidrio limpios; con una campana de Durhan en su interior,
posteriormente se autoclava el material a 121 °C por 30 min (Anexo 37), al finalizar el

autoclavado se deja enfriar y se conserva a 4 °C.
2.1.2.4 CALDO DE Escherichia coli (EC)

se prepard en concentracion doble y simple, para lo cual se diluye en vasos precipitados
estériles 44.4 g de EC en 600 mL de agua destilada (concentracion doble) y 66.6 g de EC
en 1800 mL de agua destilada (concentracion simple); se diluye bien utilizando un
agitador magnético con calefaccién, para luego verter 10 mL en tubos de ensayos
esteriles, con una campana de Durhan en su interior; posteriormente se llevar autoclavar
el material a 121°C por 30 min, al finalizar el autoclavado se deja enfriar y se conserva a
4°C,

2.1.3 CULTIVO BACTERIANO

Para la estandarizacion de la deteccion especifica de las bacterias coliformes, se trabajo
principalmente con cepas caracterizadas de Escherichia coli y Enterococcus faecalis, que
fueron donadas por el Laboratorio Referencial de Salud Publica de Amazonas. La
confirmacién microbioldgica se realizé en el Laboratorio de Aguas y Suelos de la
UNTRM, posteriormente los microorganismos fueron conservados en medios de cultivo

con glicerina a — 80°C.

Las bacterias se sembraron en sus respectivas placas (EMB para E. coli y agar Muller
Hinton para E. faecalis), mediante el método de agotamiento, al interior de una cabina
laminar de clase Il (BIOBASE, Shandong), las placas se incubaron a 37°C por 24h.
Pasado el tiempo de incubacion, las colonias se repican a caldo nutritivo de cerebro
corazon (HB); Los medios fueron incubados a 37°C por 24h en el caso de E. coli y 44°C

por 48h para E. faecalis.
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Al pasar el tiempo de incubacidn se observo la turbidez en los medios, confirmando la
presencia de las bacterias. Para determinar el crecimiento bacteriano en fase exponencial,
se realizd una comparaciobn con una escala de MacFarland, utilizando un
espectrofotometro para determinar las unidades formadoras de colonia (UFCs) por mL
(Anexo 9)

2.1.4 ESTANDAR DE MACFARLAND (Anexo N°5,6 y 7)

Para determinar las UFC/mL que son las unidades de microorganismos vivos presentes
en un medio liquido, se procede a la estandarizacion de los Estandares de MacFarland en
un espectrofotémetro, para lo cual se prepara cloruro de bario y &cido sulfarico al 1%,
para generar los patrones de turbidez; para la lectura de los caldos de cultivo

contaminados se utilizo como punto blanco agua destilada

2.1.5 EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN, se realizé6 mediante dos métodos con kits comerciales (columna
de silica gel y perlas magnéticas), ademas; se evalué el método de extraccion mediante

lisis celular por calor. Dichos métodos se evaluaron por triplicado.

2.1.5.1 EXTRACCION DE ADN POR COLUMNA DE SILICA GEL (Anexo N°g)

Para la extraccion se utilizd el Kit DNeasy Blood & Tissue de QIAGEN (Hilden,

Alemania) adaptado para bacterias.

e Enun tubo de microcentrifuga de 2 ml agregamos 400 uL de cultivo, 400 uL de buffer
AL y 40 uL de proteinasa K.

e Se homogenizo mediante vortex y se incub6 a 56 °C x 30 min

e Se agregd 200 ul de etanol absoluto, luego se homogenizo la muestra mediante vortex

e Transportamos el contenido del tubo a una columna de silica gel acoplados a un tubo
colector y centrifugamos a 8 000 rpm x 1 min (repetimos 2 veces en la misma
columna).

¢ Se afiadi6 500 uL de buffer de lavado AW1 y centrifugamos a 8 000 rpm X 1 min.

e Se afiadié 500 uL de buffer de lavado AW2 y centrifugamos a 14 000 rpm x 3 min.

¢ Eliminamos residuos y volvemos a centrifugar en el mismo tubo a 14 000 rpm x 1 min

e Se trasladd la columna conteniendo el ADN a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL,
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e Se afiadi6 50 uL de buffer de elucion AE e incubamos por 5 min a temperatura
ambiente,
e Centrifugamos a 8 000 rpm x 1 min

e Desechamos columna y almacenamos el eluido a -20°C.
2.1.5.2 EXTRACCION POR PERLAS (BEADS) MAGNETICOS (Anexo N°9)

Para la extraccion se utilizo el Kit for nucleic acids isolation de Ttestgene (Ulyanovsk,

Rusia) con protocolo adaptado para bacterias

e Enuntubo de microcentrifuga de 2 ml agregamos 400 uL de cultivo, 400 uL de buffer
de lisis y 40 uL de proteinasa K.

e Homogenizamos la muestra mediante vortex e incubamos a 56 °C por 20 min

e Realizamos spin y afiadimos 200 uL de etanol de 100 %, homogenizamos muestra
mediante Vortex y agregamos 200 uL de beads Magnéticos,

e Mezclamos por inversion y dejamos reposar en un rack magnético, y retiramos
sobrenadante

¢ Afadimos 500 uL de buffer de lavado (2 lavados)

e Mezclamos por inversion y dejamos reposar en el rack magnético, retiramos
sobrenadante.

¢ Afadimos 50 uL de buffer de elucion, mezclamos por inversion e incubar por 5 min a
temperatura ambiente.

e Mezclamos por inversion y dejamos reposar en el rad magnético

e Recolectamos el sobrenadante en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL vy

almacenamos a -20 °C

2.1.5.3 EXTRACCION DE ADN MEDIANTE LISIS CELULAR POR CALOR

(Anexo N°10)

e En un tubo de microcentrifuga de 2 mL agregamos 400 uL de muestra, y se incuba a
94°C por 10 min en un termobloque, produciendo la ruptura de la pared bacteriana

dejando el material genético liberado en el sobrenadante.

2.16 CUANTIFICACION DE ADN (Anexo N°11)

Para la cuantificacion de ADN se utilizo el kit Qubit dSDNA HS'y para la lectura se uso
el equipo QUBIT 4.0 FLUOROMETRO de Invitrogen (Waltham, USA).
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e Primeramente, se prepard una solucion stock de trabajo en tubos ependor de 5 mL;
para lo cual sumamos la cantidad de muestras mas dos (estandares) (N° + 2); dicho
resultado se multiplica por 1uL y por 199 uL para determinar el volumen de Qubit
Reangent (floroforo) y Qubit Buffer respectivamente. EI Qubit Reangent (floroforo)
es un tinte fluorescente que se unirse al material genético emitiendo una sefial solo
cuando se une al objetivo, lo que minimizara los efectos de los contaminantes en el
resultado

e Para los estandares: agregamos en dos tubos de ensayo Qubit de 500uL, 190 uL de
solucién stock de trabajo, mas 10uL de solucion estandar dsDNA HS, realizamos
vortex para homogenizar e incubamos por 2 min y realizamos la lectura; esto nos
ayudara a calibrar el equipo antes de comenzar hacer la lectura de las muestras,

e Para las muestras: agregamos en tubos de ensayo Qubit de 500uL, 198 uL de solucion
stock de trabajo mas 2 uL de muestra respectivamente, homogenizamos mediante
vortex e incubamos por 2 min; pasado el tiempo, se colocé en el equipo Qubit para las

lecturas respectivas.

2.1.7PCRY ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Antes de realizar la PCR — LAMP, se realizé una verificacion de amplificacion de ADN
de E. coli y E. faecalis. La PCR de punto final (endpoint) se realiz6 con los cebadores
externos (F3 y B3) disefiados para LAMP vy se utilizd el kit Platinum™ Taq DNA
Polymerase (Invitrogen, Waltham) la relacion consistio en: 0.5 uM de cebadores F3y
B3, 1X de PCR Buffer , 2 mM MgCI2, 0.2 mM (Invitrogen, dNTPs, 5 U/uL de Taq
polimerasa 'y 2 uL de ADN; en un volumen final de 20 uL; el ciclaje de temperatura que
se utilizd fue: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min; seguido de 35 ciclos
de desnaturalizacion de 94 °C por 30 seg, hibridacion a 61 °C por 1 min y finalmente 1
ciclo de extensién a 72 °C por 2 min. Los productos amplificados se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % utilizando buffer TAE 1X a 90V por 40 min;
para lo cual se utilizo el equipo Termociclador SimpliAmp™ de Applied Biosystems™
(México) (Anexo 12, 13y 14)
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2.1.8 PCR — LAMP (Anexo N°15)

2.1.8.1 ESTANDARIZACION DE AMPLIFICACION DEL GEN ColLacZ (Anexo
Ne 17)

Para la estandarizacion se utilizé el buffer comercial de la enzuma BST 3.0 (New England
BioLabs, Ipswich USA): cada tubo de reaccion contiene: 1X de Isotermal Amplification
Buffer Il con 2 mM de Mg, 8 mM de MgSo4, 1.4 mM de dNTPs, 1.6 uM de Fip y Bip,
0.2 uM de F3y B3, 8 U/uL de en enzima BST y 5 uL de ADN; en un volumen final de
20 uL. Lareaccion se llevo a cabo en el equipo Termociclador SimpliAmp™ de Applied
Biosystems™ (Waltham, USA) a una temperatura de 56 °C por 60 min y 100 °C de

temperatura para la tapa.

2.1.8.2 ESTANDARIZACION DE AMPLIFICACION DEL GEN UidA de E. coli
(Anexo N° 18)

Para la estandarizacion de Ecuid se utilizé una solucion tampén gentilmente elaborada y
cedida por la Naval Medical Research Unit Six (NAMRU — 6) y se usé con la enzima
BST 3.0 (New England BioLabs, Ipswich USA); CADA TUBO DE REACCION
CONTIENE: | X de buffer, 2.4 uM de Fip y Bip, 0.2 uM de F3y B3, 0.8 uM de LoopF y
LoopB, 8 U/uL de enzima BST y 5 uL de ADN; en un volumen final de 25 uL, las
muestras se incubaron el equipo Termociclador SimpliAmp™ de Applied Biosystems™
(Waltham, USA) a una temperatura de 63 °C por 30 min con 100 °C de temperatura para
la tapa.

2.1.8.3 ESTANDARIZACION DE AMPLIFICACION DEL GEN rRNA 23S de
E.faecalis (Anexo N° 19)

Para la estandarizacion se utilizoé una solucion tampon gentilmente elaborada y cedida por
el centro la Naval Medical Research Unit Six (NAMRU — 6) de Lima y se us6 con la
enzima BST 3.0 (New England BioLabs, Ipswich USA); CADA TUBO DE REACCION
CONTIENE: 1X de buffer, 2.4 uM de Fip y Bip, 0.2 uM de F3y B3, 0.8 uM de LoopF y
LoopB, 8 U/uL de enzima BST y 5 uL de ADN; en un volumen final de 25 uL, las
muestras se incubaron el equipo Termociclador SimpliAmp™ de Applied Biosystems™
(Waltham, USA) a una temperatura de 63 °C por 60 min con 100 °C de temperatura para

la tapa.
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2.1.9 NMP — LAMP (Anexo N°16)

Con la finalidad de evaluar la amplificacion LAMP, realizaremos un ensayo de numero
mas probable en microvolimenes. Brevemente, en un tubo de 1.5 mL se inocula 1mL de
cultivo de E. coli en medio HB. A partir de este tubo se realizan diluciones seriadas desde
10-1 hasta 10-°; es decir se parte de una solucién concentrada y se preparan series diluidas
en proporcion de 1/9 con agua destilada. Luego, cada dilucién se lleva a incubar en un
termobloque a 94 °C por 10 min, para la lisis celular y el material genético quede libre en
el sobrenadante. Inmediatamente, las muestras se conservan a 4°C; hasta que se proceda
a realizar la PCR — LAMP (Anexo N°16). Cada reaccién se realizé con 5uL del ADN
purificado, de acuerdo a los protocolos ya descritos.

Nota: Los experimentos se realizaron por triplicado con las mismas condiciones.

2.2 ETAPA DE CAMPO
2.2.1 RECONOCIMIENTO DE AREA DE ESTUDIO

El distrito de Molinopampa pertenece a la provincia de Chachapoyas, y posee una
extension territorial de 333,86 km?y alberga a una poblacién estimada de 2737 hab (I1AP,
2010); el cual se encuentra ubicado con una altitud de 2421 m s. n. m; latitud 06° 12' 20"
Sury la longitud 77° 40' 06" Oeste (Oliva, 2016). El distrito de Cheto también pertenece
a la provincia de Chachapoyas, tiene una superficie de 56.97 km? y alberga a una
poblacién estimada de 642 hab (INEI, 2017); el cual se encuentra ubicado con una altitud
de 2500 m s. n. m.; con coordenadas UTM 6°1521"S 77°42'01"0O (I1AP,2010), ambos
distritos tienen como base fundamental de su economia la agricultura y ganaderia, con
produccion de lacteos, a su vez el rio Ventilla y rio Olia cruzan el distrito de Molinopampa
y distrito de cheto respectivamente, y sus aguas residuales no son tratadas, presentando

déficit en saneamiento (Anexo N° 23y 25).

Se realiz6 un reconocimiento del area de estudio y se georreferenciaron los puntos de
muestreo, se establecieron 2 estaciones de muestreo en cada rio (rio Ventilla —
Molinopampa y rio Olia — Cheto). Las estaciones de muestreo estan separadas
aproximadamente 4 km, siguiendo lo establecido en la Metodologia FEM (Prat et al.,
2012). Estas estaciones se adaptaron a la realidad altoandina; tienen facil acceso, corriente

homogeénea y poca turbulencia, para evitar aguas estancadas y poco profundas.
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Las estaciones de muestro son: Punto 01 Ventilla — Sector Pampa Moreno, Punto 02
Ventilla — Sector Salida de Molinopampa, Punto 01 Olia — Sector Parte Alta de Cheto,
Punto 02 Olia — Sector Salida de Cheto. Las estaciones de muestreo a su vez estan

designadas por alta y baja carga microbioldgica presentes en dichos sectores. (Anexo 26
y 27)

2.2.2 COLECTA DE MUESTRA DE AGUA EN CUENCAS HIDROGRAFICAS

(Anexo N°27)

Para la colecta de muestras se tomd en cuenta el Protocolo Nacional para el Monitoreo de
la Calidad de los Recursos Hidricos Superficiales (ANA, 2016); el protocolo realizado

fue el siguiente:

- Se colecto las muestras en frascos de vidrio de 1L estériles, para evitar contaminacion.

- Se recolectd la muestra a una profundidad de 12 cm en el centro de la corriente en
direccion opuesta al flujo del recurso hidrico.

- Latoma de muestra fue directa, cogiendo el frasco por debajo del cuello, y se recolecta
el agua dejando un espacio para aireacion del 10% del volumen del frasco, para
asegurar un adecuado suministro de oxigeno para las bacterias.

- Unavezrecolectada la muestra se cierra herméticamente el frasco, se rotula y se coloca
en un cooler.

- El cooler deben mantenerse a la sombra para mantenimiento de la temperatura.

- Las muestras tomadas fueron trasladadas inmediatamente al laboratorio de aguas y
suelos (LABISAG) y al laboratorio de Biosensores y dispositivos del Instituto de
Enfermedades Tropicales (IET) ubicados en el campus de la UNTRM, para su analisis
microbioldgico. Las muestras, se procesaron para realizar en simultaneo el analisis
microbiolégico por el método NMP convencional y el ensayo molecular del NMP —

LAMP, para determinar la presencia o ausencia de coliformes.

2.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE MUESTRAS DE AGUA
2.3.1 DILUCIONES SERIADAS (Anexo N° 28)

En una cabina de BIOSEGURIDAD CLASE Il A2 (BIOBASE, Shandong), utilizando
pipeta y tips estériles se procede a realizar las diluciones de la muestra colectada (solucion
madre), en un volumen final de 300 mL para cada dilucién, desde 10-1 a 104, en una

proporcion de 1/9 (30 mL de muestra con 270 mL de agua destilada estéril). (Anexo 35)
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Una vez realizado todas las diluciones se procede a la par el analisis microbiolégico con
el NMP convencional y la técnica molecular NMP — LAMP (Anexo N° 24 y 26)

2.3.2 NUMERO MAS PROBABLE CONVENCIONAL (NMP)

Con las diluciones se procede a la siembra de las muestras en medio enriquecedor, este

proceso se denomina prueba presuntiva.

PRUEBA PRESUNTIVA

Para realizar la confirmacion de presencia de coliformes, se siembran las diluciones
respectivas en medio Lauril Sulfato (LS). Antes de sembrar, se agitaron las muestras para
homogenizacion, y con una pipeta estéril se inoculo 1 mL de solucion madre en los tubos
con concentracion doble y 1 mL de las diluciones en los tubos con concentracion simple,

se inocularon las muestras por 2 dias a 37 °C £ 2°C. (Anexo 33)

A las 24 horas se realiza una lectura rapida, para proyectar la cantidad de material a
preparar para la prueba confirmativa, y a las 48 horas se examina y se separan aquellos
tubos que presentan turbidez, gas dentro de la campana de Durhan y fermentacion (tubos

positivos). (Anexo 51)
PRUEBA CONFIRMATIVA

De acuerdo con los resultados positivos de la prueba presuntiva en medio Lauril Sulfato
(tubos con turbidez y gas) (Anexo 34), se inocula 100 uL de cada tubo positivo con pipeta
estéril en caldo E.C y se incuba a 44 °C + 2°C para la confirmacion de coliformes fecales;
pasado el tiempo de incubacion se separa aquellos tubos que presentan turbidez y gas en
las campanas de Durhan, para ser llevados agar Eosina Azul de Metileno (EMB). (Anexo
35).

Las placas con EMB fueron divididas en regiones, y de cada tubo positivo se sembré por
estrias con una aza bacterioldgica. Se incuba a 37 °C + 2°C por 24 horas; pasado el tiempo
se procede a realizar la lectura de confirmacion de presencia de Escherichia coli, se
considera muestra positiva aquellas colonias que se presentan con color verde metalico y

esto se debe al cambio de pH. (Anexo 52 y 53)

2.3.3 METODO MOLECULAR NMP - LAMP

Para realizar el ensayo molecular en simultaneo al NMP convencional, se trabajo con las

mismas diluciones, los experimentos se realizaron por triplicado en una serie de tres
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replicas. EI método de extraccion utilizado fue lisis por calor, por ser el méas rapido.
(Anexo 43).

Una vez realizado la extraccion del material genético de las muestras se preserva a 4 °C,
para rapidamente procede a realizar la PCR - LAMP, con cebadores ColLacz para detectar
coliformes, para volver méas especifico el ensayo se utilizaron los cebadores ECUID para
deteccion de E. coli y cebadores EF23s para detectar E. fecalis; en cada reaccion se afiadié

10 uL de templado obtenido con método de extraccion. (Anexo N°36).

* Para una estimacion cuantitativa de deteccion del NMP — convencional y NMP —
molecular, se utilizd el Manual analitico Bacterioldgico en su version hoja de Excel,
descargada de la pagina del FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos)
(Anexo N° 40).

I1l. RESULTADOS

3.1 ESTANDAR DE MACFARLAND

El grafico 1 y el grafico 2 muestran las UFC/mL de los cultivos de E. coli y E. fecalis
utilizadas para la estandarizacion de la técnica de PCR (en punto final y LAMP); se
obtuvo 16.63 x 108 UFC/mL para E. coli con 1.11 de absorbancia y 10.52 x 108 UFC/mL

con 0.71 absorbanci para E. faecalis.

Grafico 1. Estandar de Macfarland para E. Coli

Absarbancis

UFC/mi

Fuente: elaboracion propia
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Grafico 2.Estandar de Macfarland para E. faecalis

Absorbancia

UFC/mL

Fuente: elaboracion propia

3.2 EXTRACCION DE ADN BACTERIANO

Para poder estandarizar la PCR (de punto final y LAMP) primeramente, se evaluo los tres

métodos de extraccion de ADN. Para lo cual, se cuantifico las concentraciones obtenidas

por cada método en ng/uL, con los resultados obtenidos de los triplicados se calculd la

media aritmética y la desviacion estandar, para determinar la barra de error por cada

método. Los resultados obtenidos se visualizan en el Cuadro N°02.

Cuadro N° 02. Cuantificacion de ADN

CONCENTRACON (ng/ uL)

MEDIA DESVIACON
BACTERIA | o1 O O | REPLICA| REPLICA |REPLICA | ARITMETICA| ESTANDAR
1 2 3 (ng/ uL) (ng/ uL)
COLUMNAS
DE SILICA 13.5 14.0 115 13 1.32
GEL
Escherichia BEADS
coli
MAGNETICAS 35.2 30.8 325 32.83 2.22
LISISPOR
CALOR 68.3 73.5 70.7 70.83 2.6
COLUMNAS
DE SILICA 9.2 10.5 8.9 9.53 0.85
GEL
Enterococcus BEADS
faecalis
MAGNETICOS 30.5 27.8 31.7 30 1.99
LISISPOR
CALOR 80.7 74.9 78.4 78 2.92

Fuente: Elaboracidn propia
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Con los datos obtenidos procesamos en el programa R-studio, visualizamos la Grafica
N°03, que muestra la variabilidad de los datos indicando el error o la incertidumbre; dando
una idea general de la precision del método de extraccion. Se observa que el método de
columna de silica gel utilizada para la extraccion de E. faecalis muestra menor margen de
error, pero se utiliza equipos sofisticados para realizar la extraccion. Por lo tanto, para
poder obtener ADN ambiental de cuerpos de agua se utilizara el método de lisis por calor;
porque no utilizamos equipos sofisticados y el tiempo de extraccion es optimo para

realizarlo en campo y la concentracion de material genético es mayor.

Gréfico 3. Evaluacion de Métodos de Extraccion de ADN

80

0

2

=)

E

= Organismo
% 40 . E. coli
© . E. faecalis
€

[

o

c

=]

)

)
=]

0-

'
Beads magnéficos Columnas de silica gel Lisis por calor

Métodos de extraccion de ADN

Fuente: Elaboracion propia

3.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CONVENCIONAL Y
LAMP

Para confirmar el ADN bacteriano de E. coli y E. faecalis purificado se realiz6 una

amplificacién por PCR con los cebadores externos F3/B3 disefiados para LAMP.

En el gel de electroforesis se visualizd las bandas respectivas de 253 pb para los cebadores

de E. coli y 115 pb para el caso de E. faecalis. De esta manera verificamos que los
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cebadores disefiados para LAMP detectan con especificidad los genes UidA para E. coli

y Rrna 23S para E. faecalis

Imagen N° 01. PCR convencional con cebadores ColLacZ

— 253pbc

1= Marcador de peso molecular de 1Kb
M1,M2,M3,M4 = Muestras
CN=Control negativo

Fuente: Elaboracion propia

Imagen N° 02. PCR convencional con cebadores ECUID

——» 253pb

1= Marcador de peso molecular de 1Kb

M1,M2,M3,M4 = Muestras
CN=Control negativo

Fuente: Elaboracion propia

Imagen N°03. PCR convencional con cebadores 23S

M1 M2 M3 M4 M5 CN

—— 115pb

1= Marcador de peso molecular de 100 bp

M1,M2,M3,M4. M5= Muestras
CN=Control negativo

Fuente: Elaboracion propia

Luego se procedio con la técnica de LAMP usando los juegos de cebadores respectivos.

En estas figuras se aprecia que el ADN de las muestras de cultivo presenta precipitado o
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turbidez, indicativo de positividad de amplificacion. La ausencia de precipitado indica la

validez del ensayo, en el control negativo.

Imagen N° 04. PCR - LAMP de coliformes totales

CP

CP= Muestras de ADN de E. coli; CN= control negativo

Fuente: elaboracion propia

Imagen N° 05. PCR - LAMP de Escherichia coli

CN

CP= Muestra de ADN de E. coli; CN= control negativo

Fuente: Elaboracién propia

Imagen N° 06. PCR - LAMP de Enterococcus faecalis

() o CN

CP= Muestra de ADN de E. faecalis; CN= control negativo

Fuente: Elaboracién propia
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3.3 NMP - LAMP

En los resultados de estandarizacion NMP molecular, se realizo las diluciones seriadas de
la muestra madre que se encuentra codificado como 10-1, se observa la positividad de
deteccion de la amplificacion de los genes en estudio mediante los cebadores especificos
de la técnica LAMP , con la presencia de turbidez o precipitado en la solucién madre y
las diluciones de 101 hasta 10-4en el caso de E. coli; pero en el caso de E. faecalis solo se
observa turbidez hasta la dilucién 10-3; en las diluciones finales no hay amplificaciones;
esto nos indica que se encuentra mas diluido y que la presencia de la bacteria es nula, ya

no se observa deteccion, al igual que en el control negativo que se notan transparentes.

Mediante el uso del Manual Analitico Bacterioldgico (BAM) en su version hoja de Excel
(Anexo N° 39), se realizo la estimacion cuantitativa del NMP/100 mL, obteniendo como
resultado 223,372.21 NMP/100 mL con cebador ColLacz, 223,372.21 NMP/100 mL con
cebadores ECUID y 3618.140 NMP/100 mL con cebador Ef23S.

Imagen N°07. NMP - LAMP para coliformes totales

10" 1071 10°-2 105
10”1 = solucién madre; 107-1,107-2,107-3,107-4,107-5 =diluciones seriadas
Fuente: Elaboracidon propia
Tabla N° 01. Estimacion cuantitativa para coliformes
Coliformes totales

DILUCIONES 1 -1 -2 -3 -4 -5

N° POSITIVOS 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3

NMP/ 100 mL 223372.21

Fuente: Elaboracidn propia
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Imagen N° 08. NMP - LAMP Escherichia coli

1071 1072 10/°-3 1074

10”71 = solucion madre; 10"-1,107-2,107-3,107-4,107-5 =diluciones seriadas

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 02. Estimacion cuantitativa para Escherichia coli

Escherichia coli
DILUCIONES 1 -1 -2 -3 -4 -5
N° POSITIVOS 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
NMP/ 100 mL 223372.21

Fuente: Elaboracién propia

Imagen N° 09. NMP - LAMP DE Enterococcus Faecalis

1071 107-2 107-3 1074

1071 107-5
1071 = solucién madre; 107-1,107-2,107-3,10"-4,107-5 =diluciones seriadas
Fuente: Elaboracion propia
Tabla N° 03. Estimacion cuantitativa para Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis

DILUCIONES 1 -1 -2 -3 -4 -5

N° POSITIVOS 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3

NMP/ 100 mL 3618.140

Fuente: Elaboracion propia

3.4 NMP CONVENCIONAL CON MUESTRAS DE AGUA DEL RIO OLIAY RIO
VENTILLA PARA DETECCION DE Escherichia coli

Mediante el uso del Manual Analitico Bacterioldgico en su version hoja de excel, tenemos
una estimacién de la cantidad de microorganismos de Escherichia coli, presentes en las

muestras de agua segun NMP convencional en unidades de NMP/ 100 mL.
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Tabla N°04. Estimacién cuantitativa para Escherichia coli con NMP convencional

REPELICIONES (NMP /100 mL) MEDIA DESVIACION
CUENCA 1 R2 R3 ARITMETICA | ESTANDAR

VENTILLA 1| 24990.897 24935.433 22364.999 24097.10967 1500.308163

VEN-:—IILLA 23939.01 23942.736 23965.532 23949.09267 | 14.35825649

OLIA | 2341.139 2371.238 2343.641 2352.006 16.70231628

oLiA 1l 2234.854 2165.247 2439.453 2279.851333 142.533514

Fuente: elaboracién propia
Lo que podemos observar mediante el analisis microbiolégico de aguas con la técnica del
NMP convencional; y habiendo deteccion hasta la dilucion 10-3 para el rio Ventilla y

10-2 para el rio Olia, es que el rio Ventilla presenta mayor presencia de Escherichia coli

con respecto al rio Olia; ya que los Estandares de Calidad Ambiental menciona 0

NMP/100mL como limite maximo permisible.

35NMP - LAMP CON MUESTRAS DE AGUA DEL RIO OLIA Y RIO
VENTILLA PARA LA DETECCION DE Escherichia coli

Mediante el uso del Manual Analitico Bacteriologico en su version hoja de Excel utilizado
para el NMP convencional, tenemos una estimacion de la cantidad de microorganismos
de Escherichia coli, presentes en las muestras de agua segun NMP molecular en unidades

de NMP/ 100 mL.

NOTA: EI NMP molecular no cuenta con normas técnicas que lo respaldan para anélisis

de calidad de agua.

Tuvimos deteccién hasta la dilucion 10-3 para el rio Ventilla y 10-2 para el rio Olia;

llegando a la conclusién que el rio Ventilla estd mas contaminado que el rio Olia.

Tabla N° 05. Estimacion cuantitativa para Escherichia coli con NMP molecular

cUENGA | REPELICIONES (NMP /100 mL) MEDIA CESVIACION
RL R =3 | ARITMETICA ESTANDAR

VENTILLA| 792115 | 320036 | 3200.36 | 4833.956667 2673.587853
VENTILEAL 6364 31.15 36.76 43.85 17.36666635
OLIAI | 106.94 9211 | 263.76 154.27 95.11060561
OLIAN | 171.88 | 2311.38 | 2156 899.62 1222.815433

Fuente: elaboracién propia
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Observar que mediante la técnica LAMP, hay mayor sensibilidad de deteccion; pero cabe
recalcar que en el proceso de estandarizacion no hemos discriminado células vivas de

células muertas presentes en la solucién madre.

3.6 ANALISIS COMPARATIVO ENTRE EL NMP CONVENCIONAL vs NMP
MOLECULAR EN DETECCION DE Escherichia coli

Realizamos la comparacion de los resultados entre el NMP convencional y el NMP —
LAMP o molecular. Para esto se realizd la distribucion de probabilidad mediante el T-
Student, para determinar las diferencias entre los métodos a comparar, para lo cual se
utilizé el programa R studio; se considero las siguientes hipotesis: a) que la técnica del
NMP convencional es igual al método molecular del NMP (NMP — LAMP); b) Si los rios
presentaban igual grado de contaminacion respecto a los métodos de analisis utilizados.
Es una probabilidad, que surge del problema de estimar los métodos utilizados en la
identificacion de Escherichia coli; dandonos el valor de P o Pvalue. Para esto se considera

un Pvalue < 0.05 de significancia estadistica para la comprobacién de la hipétesis.

a) HO: Método NMP convencional es igual al método molecular NMP —
LAMP

b) H1: Método NMP convencional es diferente al método molecular NMP -
LAMP
Mediante el uso del programa Rstudio tenemos: Pvalue = 0.004488; por lo tanto,
aceptamos la H1 ya que el Pvalue es menor a 0.05 (p=0.004488). por tanto, hay
diferencias entre los métodos usados

¢) HO: Rio Oliay Rio Ventilla presentan igual grado de contaminacién y que
no hay distincion en los métodos de analisis microbioldgicos a utilizar

d) H1: Rio Oliay Rio Ventilla presentan diferencia en grado de contaminacion
y que hay distincién en los métodos de analisis microbiol6gicos a utilizar

Mediante el uso de Rstudio tenemos: Pvalue= 0.004461, por lo tanto, aceptamos la H1

ya que el Pvalue es menor a 0.05; entonces concluimos que hay diferencias en grado de
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contaminacion entre las cuencas analizadas, y que hay mejor deteccion con el uso del

método NMP molecular.
3.7 NMP — LAMP CON MUESTRAS DE AGUA DEL RIO OLIAY RIO

VENTILLA PARA LA DETECCION DE Enterococcus faecalis

Se observa deteccion en el rio Ventilla hasta la diluciéon 10-2, y en | rio Olia hasta la
dilucion 10-1. Confirmando la presencia de E. faecalis en las aguas de los rios. Se realizo

el experimento con una sola replica por triplicado.

Tabla N° 06. Estimacion cuantitativa para Enterococcus faecalis

CUENCA REPELICIONES (NMP /100 mL) MEDIA DESVIACION
R1 R2 R3 ARITMETICA | ESTANDAR

VENTILLA 2311.38 2315.38 2315.38 2314.046667 2.309401077
OLIA 230.35 228.32 229.35 229.34 1.015036945

Fuente: Elaboracion propia

IV. DISCUSION

El monitoreo réapido e in situ de los patdgenos transmitidos por el agua es importante para
proteger la salud publica del peligro de contaminacion fecal en el agua (Lee et al., 2018).
Para la implementacion del método molecular es indispensable la obtencion de ADN
integro y puro; para un buen desempefio de las técnicas moleculares (Tang et al. 2005,
Wang et al. 2005); Una de las ventajas de utilizar métodos tradicionales para extraccion
de ADN, como es el caso de lisis por calor; es su bajo costo ya que no utiliza equipos ni
reactivos, asi como un alto rendimiento; el uso de métodos comerciales como perlas
magnéticas o columna de silica son susceptibles de contaminacidn, variacion y errores por los

multiples pasos de manipulacidn (Stormer et al. 2007); esto sumado al uso de materiales y
reactivos. Por lo cual en la comparacion de los métodos de extraccién utilizados en la
investigacion obtenemos mayor cantidad de material genético por lisis por calor que es una
técnica convencional, ademas solo demoramos 10 min para obtener el ADN en el sobrenadante y
no utiliza equipos sofisticados ni reactivos; asi que es una técnica valida para extraer ADN y mas

aun si deseamos trabajar en campo.

Los métodos convencionales son confiables, pero se necesita por lo menos 1 semana para
obtener los resultados de calidad de agua; ademas se utiliza equipos costosos, Yy
necesitamos realizar procesos largos de enriquecimiento bacteriano (Nurliyana et al.,

2018). Por tal razdn, en nuestra investigacion demostramos que una alternativa atractiva
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viene siendo la técnica molecular del Numero Mas Probable (NMP — LAMP); ya que se
optimiza tiempo para obtener resultados, y hay una mayor especificidad; pudiéndose

reconocer hasta sepas emergentes y evaluar resistencia a farmacos.

La técnica molecular LAMP es destinado a ser utilizado como una herramienta de
deteccion répida, para la evaluacion microbioldgica de la calidad del agua en zonas de
bajos recursos, ya que no se utiliza equipos sofisticados; pero LAMP no es capaz de
cuantificar el nmero de genes diana en la muestra analizada (Martzy et al., 2017).Por lo
tanto, la combinacion de la técnica convencional con el método molecular (NMP —
LAMP) ; si nos podria dar la estimacion de la cantidad de microorganismos presentes en
la muestra de agua; utilizando las tablas del Manual Analitico Bacterioldgico elaborado
para el NMP convencional; ya que la técnica del NMP-LAMP aun no se ha desarrollado
el algoritmo de prediccion. Pero a pesar de ello si seria una técnica valida para el analisis
microbioldgico de aguas; pero ya solo la deteccion de la presencia o ausencia Escherichia
coli y Enterococcus faecalis, es un indicio de contaminacion, aungue se detecte en
concentraciones pequefia; esa agua debe ser tratada antes de su uso como agua potable;
porgue segun los Estandares de Calidad Ambiental mencionan una concentracion de 0
NMP/100mL para ser potabilizada.

La técnica LAMP utiliza cuatro o seis cebadores dirigidos a seis u ocho regiones dentro
de un segmento de ADN, con una concentracion mayor que la utilizada en los métodos
tradicionales de PCR. Las altas concentraciones de cebadores utilizados conducen a una
mayor probabilidad de amplificacion no especifica inducida por dimeros de cebadores;
dandonos resultados de falsos positivos (Wang et al., 2015). Siendo un problema principal
dentro de la investigacion, se logré controlar estrictamente las concentraciones de los
cebadores, Mg2+, dNTP y Bst polimerasa; evitando los llamados falsos positivos; para lo
cual también en este estudio, se utiliz6 Betaina como componente del Buffer, para poder
trabajar el conjunto de 6 cebadores; y evitar la amplificacién no especifica; y se obtuvo

como resultado la diferenciacion entre control positivos y control de reactivos.

Las bacterias grampositivas y gramnegativas poseen una pared celular de peptidoglicano,
proporcionandole rigidez a su estructura. La capa de peptidoglicano en bacterias Gram-
positivas es mas gruesa (15 nm a 80 nm) que en bacterias Gram-negativas (Huang et al.,
2008). Se han informado ensayos LAMP para la amplificacion de genes directamente de
células procariotas y eucariotas (lwasaki et al., 2003; Bosward et al., 2016). Sin embargo,

se requeria el calentamiento previo de las muestras que contenian células bacterianas a
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95 °C (3-10 min) (Poon et al., 2006; Chen y Ge 2010). Para poder obtener resultados
Optimos y teniendo en cuenta la presion atmosférica, nuestras muestras fueron lisadas a
94 °C por 10 min; asi logramos la ruptura de la pared celular, obteniendo positividad para

la amplificacién del ADN bactriano.

La técnica convencional del Numero Mas Probable (NMP) detecta solo células vivas, ya
que se utiliza procesos de enriquecimiento bacteriano (Agurto, 2005); siendo un desafio
la diferenciacion de células vivas y muertas en las técnicas de deteccién molecular
basadas en ADN (Girones et al., 2010). A pesar que los resultados de la investigacion
muestras semejanzas en deteccion de presencia y ausencia de E. coli y E. faecalis segin
el método convencional y molecular; las estimaciones de cuantificacion de
microrganismos en NMP/100mL muestran diferencia significativa; debido a que no se
discriminaron células vivas de células muertas; pero el solo hecho de detectar la
positividad de presencia de bacterias indicadores de calidad de agua, nos evidencia que

NMP — LAMP es una alternativa viable como prueba rapida.

El éxito del método LAMP directamente de células bacterianas a una temperatura de 63
°C, podria deberse al aumento de la permeabilidad celular a esta temperatura que conduce
la amplificacion del ADN; ademas, NMP - LAMP tiene el potencial de reemplazar el
método NMP convencional (Ahmad et al., 2018) y con el uso de los cebadores especificos
la técnica LAMP solo detectara la bacteria en interés (Tongphrom et al., 2018);
corroborando que la investigacion realizada seria valiosa para su uso en campo como

prueba rapida de deteccion de E. coli y E. faecalis.

V. CONCLUSIONES

e Que el método de extraccion de ADN convencional por lisis celular por calor, es méas
adecuada para el uso en campo a comparacion de métodos de extraccion de ADN
comerciales; ya que no utiliza equipos caros y el tiempo de extraccién es corto.

e La técnica del PCR -LAMP para deteccion de presencia y ausencia de E. coli y E.
faecalis; es fiable y a su vez especifica y se puede utilizar como prueba rapida en
campo para la deteccion de microrganismos indicadores de calidad de agua

e El método molecular del NMP — LAMP brinda resultados confiables, similares al
metodo convencional del NMP: si discriminariamos células vivas de células muertas;

tendriamos resultados mas aceptables para el proceso de cuantificacion.
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e El método del NMP — LAMP es una técnica eficaz porque pudo llegar a cumplir el
objetivo de estandarizacion con muestras de agua de cuencas hidrograficas de la

Region Amazonas.

VI. RECOMENDACIONES

o Utilizar colorante fotoreactivo que ayude a diferenciar bacterias viables y no ADN
extracelular presente en las muestras de agua. Los colorantes fotorreactivos tienen alta
afinidad por el ADN; estos tintes se intercalan en el ADN de doble cadena y forman
un enlace covalente al exponerse a la luz ultravioleta, lo que da como resultado un
ADN modificado quimicamente, que no puede amplificarse mediante reacciones PCR
0 LAMP. Estos tintes estan disefiados para ser impermeables a las células, por lo que
se dirigen solo a las células muertas y al ADN extracelular, sin afectar a las células
viables.

o Utilizar floroforos que permitan ayudar a la visualizacion de positivos y negativos para
poder optimizar de mejor manera el meto NMP — LAMP.

o Realizar mayore pruebas de ensayo con aguas de cuencas hidrograficas de Amazonas,
para estandarizar la parte cualitativa del NMP — LAMP.

e Realizar el algoritmo de prediccion multivariable del NMP — LAMP

o Realizar caracterizacion de las cepas de E. coli y Enterococcus circulantes en fuentes
de agua y determinar su resistencia a farmacos; para disminuir enfermedades

infeccionas por transmision feco oral.
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VII.ANEXOS

Anexo 7.Preparacion de Agar EMB y Agar Muller Hinton

Calculo

3g — 80mL— 4 placas

& _ 860 _.(
3 4 2

1= Pesamos el agar

2= Se diluye en agua destilada

3= Se homogeniza en placa calentadora
4=Se autoclava a 121 °C por 30 min

5= Se vierte en placas estériles

6= Se Uvea el material

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 8.Recuperacion bacteriana

1=crioviales que contienen las cepas en estudio se siembra en agar mediante método de agotamiento

2=incubacion de las plas a 37°C por 24h

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 9.Preparacién de caldo HB

—_

o S Y
| —* — ‘/ —_— = S
== - J
I - T ;
v e 2 SE DILUYE LA SOLUCION SEAUTOCLAVALA SOLLICION SE DEJA ENFRIAR
SE DILUYEEN 1L T ARDO UA AETEATOR POR 30MIN A 120°C
PESAMOS 376G DE DE AGUA s S ALl
SAMOS 376 DE EAGLA MAGNETICO CON AGUITADOR
CALDO HE DESTILADA

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 10.Suspensién bacteriana

1= De las placas con crecimiento bacteriano se siembra en caldo HB

2=Se incuba a 37°C x 24 h para E. coli y 44°C x 48 h E. faecalis

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 11.Estandarizacion de McFarlland

BLANCO AGUA
H DESTILADA

pa— A
3
. o
&
- CLOAURO DE BARIO -
"
N —
" |

ACIDO SULFURICO

Se estandariza con cloruro de barrio y acido sulfurico al 1%, creando turbidez
Fuente: Elaboracion Propia
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Anexo 12.Tabla de los estandares de McFarland

McFarland Standard No. 0.5 1 2 3 4
1.0% Cloruro de bario (ml) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4
1.0% Acido sulfdrico (ml) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6
Densidad celular aproximada (1X1078 CFU/mL) | 1.5 3.0 6.0 9.0 12.0
% Transmitancia* 74.3 55.6 | 356 | 264 | 215
Absorbancia* o2%% 0257 0451 0582 0.669

Fuente: Faddin (2003)

Anexo 13.Estandar de Macfarland para E. coli y E. faecalis

BLANCO: AGUA
DLESTILADA

ABSOREANCIA

< l Escherichia coli

—_— = UFGiml

Fterococcus
‘ faccalls

Utilizamos cubetas de 3 mL; donde el punto blanco es agua destilada; el punto 2 caldo con E. coli y mi
punto 3 caldo con E. faecalis.
Fuente: Elaboracidn propia
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Anexo 14.Extraccion de ADN por columnas de silica gel

6 8
B . B
- — 0 —" - ©®

W [ =

—_

9
15 14 13 12 11 10

Agregamos: 400 uL de cultivo, 400 uL de buffer AL y 40 uL de proteinasa K.
Se homogenizo mediante Vordex y se incubo a 56 °C x 30 min; realizamos spin

afiadimos 200 ul de etanol de 100 %,

Homogenizamos la muestra mediante vordex y spin

Transportamos el contenido del tubo a columna

centrifugamos a 8 000 rpm x 1 min (repetimos 2 veces en la misma columna).
Transportamos columna al siguiente tubo recolector, afiadimos 500 uL de AW1
centrifugamos a 8 000 rpm x 1 min.

© © N o g b~ w DhRe

Transportamos columna al siguiente tubo recolector, afiadimos 500 uL de AW2 y

10. centrifugamos a 14 000 rpm x 3 min.

11. Eliminamos residuos

12. volvemos a centrifugar en el mismo tubo a 14 000 rpm x 1 min

13. Transportamos columna a tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, afiadir 50 uL de AE e incubamos por 5
min a temperatura ambiente,

14. Centrifugamos a 8 000 rpm x 1 min

15. Desechamos columna y almacenamos el eluido a -20°C.

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 15. Extraccion de ADN por Beads magnéticos

z 4 6 8
= r— 5
3 7
B ‘ ,
< < E— 1 — % — —_— ®
@ ¥ v
@

© © N o g b~ w

agregamos 400 uL de cultivo, 400 uL de buffer de lisis y 40 uL de proteinasa K.

Homogenizamos la muestra mediante Vordex e incubamos a 56 °C por 20 min; luego realizamos
spin

Afiadimos 200 uL de etanol de 100 %

Homogenizamos muestra mediante vordex y spin

agregamos 200 uL de beads Magnéticos; mezclamos por inversién

dejamos reposar en un rack magnético, y retiramos sobrenadante.

Afiadimos 500 uL de buffer de lavado (2 veces)

Mezclamos por inversion y dejamos reposar en el rad magnético, retiramos sobrenadante.
Afiadimos 50 uL de buffer de elucidén, mezclamos por inversion e incubar por 5 min a temperatura

ambiente.

10. Mezclamos por inversion y dejamos reposar en el rad magnético

11. Recolectamos el sobrenadante

12. en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y almacenamos a -20 °c

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 16.Extraccién de ADN mediante lisis celular por calor

1. Agregamos 400 uL de cultivo

2. Llevamos a hervor a 94 °C x 10min
3. Almacenamos a -20°C

Fuente: Elaboracidon propia

Anexo 17.Cuantificacion de ADN mediante QUBIT

1 -— o

" DY @

5}

1= A: Qubit Reangent (n°® muestras x 1uL), B= Qubit buffer( n® muestras x 199 uL); C= Qubit Working
(Suma célculos A + B).

2=D: 190uL Qubit Working + 10 uL Standar 1; E: 190uL Qubit Working + 10 uL Standar 2 (Kit
dsDNAHS); F: 198 uL Qubit Working + 2 uL de muestra E. coli; G: F= 198 uL Qubit Working + 2 uL de
muestra E. faecalis.

3=homogenizamos con vordex

4=incubamos por 2min

5=procedemos la lectura en el equipo

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 18.Preparacion de gel de agarosa al 1.5%

1=Pesamos 1.5 g de agarosa

2= Diluimos en 75 mL TAE 1X

3= calentamos la solucién por 2 min; pasado el tiempo se agrega 7.5 uL SYBR SAFE

4=Vertimos la solucion en la bandeja con los peines seleccionados y dejamos solidificar por aprox 25 min
5=Gel de agarosa solidificado

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 19 Electroforesis

R N (] R I
|
|

1=en gel solidificado dentro de la bandeja se coloca en la camada de electroforesis, se cubre casi
completamente con TAE 1X en reuso

2= se realiza la siembra: A: marcador de peso molecular; B,C,D,E,... : 2.5 uL ADN loading + 10uL de
muestra

3=se conecta a una fuente de poder a 94v x 44min

4= se procede la lectura en un fotodocumentador

5=Visualizacién de amplificacion

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 20.Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

1=En una cabina de bioseguridad se prepara el mix de PCR

2=¢el mix de PCR se reparte segin el volumen final en microtubos de 0.2 mL

3= En un ambiente desinfectado y ya fuera de la cabina se agrega el ADN a cada reaccion

4=se lleva a ciclaje de temperatura; donde sucede lo siguiente: A= Desnaturalizacién; B= Alineamiento;
C= Extencion; D= Replicas

5=Electroforesis para ver amplificacion

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 21 Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle (LAMP)

1 4
2 3
yd
| : — — —
: > == —
B L
- = ;A:GM‘ )
2 gi 5 — ‘—;;“; & — L 4

1=En una cabina de bioseguridad se procede a preparar el mix LAMP

2=Preparado el mix se colocado en microtubos de 02 mL

3= En un area limpia y fuera de la cabina se afiade el ADN

4= Se lleva al termociclador a una temperatura constante

5= Dentro del termociclador sucede lo siguiente: Reconocimiento de cebadores, Amplificaciony
ciclizacion

6= Visualizacion de resultados

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 22 .Numero Mas Probable Molecular (NMP - LAMP)

1000 ul 100 ul 100l
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1=Se realiza las diluciones seriadas con agua destilada; 10”1 es solucion madre

2= Se lleva a hervor a 94°Cx10min

3= Pasado el tiempo de lisis, se conserva el ADN a -4 °C

4=Procede a ejecutar la PCR-LAMP
5=Visualizacidn de resultados
Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 23.Protocolo de PCR con cebhadores LacZ

h £3 I E%g_JIT;U/EE
o {3 * ENFERMEDADES
) UNTRM o, F2“. TROPICALES

=== - UNTRM

PCR CONVENCIONAL

BACTERIA: COLIFORME TOTALES (Escherichis coli) FECHA:

FRAGMENTO: 254 pares de bases 10/05/2022

Kit: INVITROGEN

PRIMERS:
F:ColLacZF3 - ACC ATC GTC TGC TCA TCC A —» TM:61C CICLAJE:
R:ColLacZB3 - TTA AAC TGC ACA CCG CCG — » TM:62°C
PROTOCOLO: |
1X ! 35X ! 1X
REACTIVO c1 V1 CF : i
H |
i _
BUFFER 10X 2uL X 942Cx5min i 942Cx30seg :
i i
Mgcl2 50mM 0.8uL 2mM T L .
g i 722Cx2min : 722Cx10min
dNTPs 25mM 0.16uL 0.2mM : !
i 612Cx1min i
PRIMER F3 10uM luL 0.5uM g i
! 40C
PRIMER B3 10uM luL 0.5uM i
H20 BM - 12.84uL - oo
TAQ POLIMERASA 50 U/ul 0.2uL 0.125 U/ul
TEMPLADO 2uL TERMOCICLDOR UTILIZADO: APPLIED
VF=20uL Biosystems™ SimpliAmp™
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Anexo 24.Protocolo de PCR con cebadores Ecuid

P _— g4 INSTITUTO
€Y unTRM S < TRESENES
PCR CONVENCIONAL
BACTERIA: Escherichis coli FECHA:
FRAGMENTO: 254 pares de base 10/05/2022
Kit: INVITROGEN
PRIMERS:
. CICLAJE:
F: EcuidF3 - CKG TAG AAACCC CAACCCG ——» TM:61°C
R: EcuidB3 - AWA CGC AGC ACG ATACGC — TM:62°C
PROTOCOLO: I
x| ! 35X ! 1X
REACTIVO C1l V1 CF i :
i H
BUFFER 10X 2uL 1X 942Cx5min 1 942Cx30seg :
i i
Mgcl2 50mM 0.8uL 2mMm i 72°Cx2min| 72°Cx10min
i i
| [
dNTPs 25mM 0.16uL 0.2mM i 612Cx1min / :
, [
PRIMER F3 10uM uL 0.5uM : !
i 49C
PRIMER B3 10uM luL 0.5uM
(=]
H20 BM - 12.84uL -
TAQ POLIMERASA 50 Ulul 0.2uL 0.125 U/ul
TERMOCICLDOR UTILIZADO: APPLIED
TEMPLADO 2uL . . .
Biosystems™ SimpliAmp™
VF=20uL
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Anexo 25.Protocolo PCR con cebadores Ef23S

| UNITRM s, e JENCURLALS:
- TROPICALES
PCR CONVENCIONAL
BACTERIA: Enterococcus faecalis FECHA:
FRAGMENTO: 112 pares de bases (pb) 11/05/2022
Kit: INVITROGEN
PRIMERS:
CICLAJE:
F: Ef23SF3 - GAA AAG CAC CCC GGA AGG —» TM: 60°C
R: Ef23SB3 - ACC TGG ACA TGG GTA GAT CA —» TM: 61°C
PROTOCOLO: I
1X ! 35X I 1X
REACTIVO C1l V1 CF : :
i -
BUFFER 10X 2uL 1X 94°Cx5min | 942Cx30seg :
i i
Mgcl2 50mM 0.8uL 2mM i 729Cx2min| 722Cx10min
i ]
i [
dNTPs 25mM 0.16uL 0.2mM i 612Cx1min / :
| |
PRIMER F3 10uM luL 0.5uM : :
| 4°C
PRIMER B3 10uM luL 0.5uM
H20 BM - 12.84uL -
TAQ POLIMERASA 50 Ulul 0.2uL 0.125 U/ul
TERMOCICLDOR UTILIZADO: APPLIED
TEMPLADO 2uL . . .
Biosystems™ SimpliAmp™
VF=20uL
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Anexo 26.Protocolo PCR - LAMP con cebadores LacZ

TORRO RODUGUEZ O
MENDOZA DE ANMAZONAS

INSTITUTO
* ENFERMEDADES
TR (F.?lp ICALES

[ = UNTRM

PCR - LAMP

BACTRIA: COLIFORMES TOTALES (Escherichia coli)

FECHA:

BUFFER: NEW ENGLAND BIOLABS

12/05/2022

PRIMERS: INVITROGEN

PRIMER SECUENCIA (5'TO 3")

ColLacZF3 ACC ATC GTC TGC TCATCC A

ColLaczZB3 TTA AAC TGC ACACCG CCG

ColLacZFIP CAAGCC GTTGCT GATTCG CGT TTT TGA CCT GAC CAT GCA GAG G
ColLacZBIP CCG TTC AGC AGC AGC AGA CCT TTT ACG CTG ATT GAA GCAGAAGC
PROTOCOLO:

REACTIVO C1l V1 Cc2
BUFFER NB 10X 25uL 1x
MgsSO4 100mM 2uL 8mM
DNTPs 25mM 1.4uL 1.4mM
FIB 10uM 4uL 1.6mM
BIP 10uM 4uL 1.6mM
F3 10uM 0.5uL 0.2 mM
B3 10uM 0.5uL 0.2 mM
BST 3.0 8 U/uL luL 8 U/uL
H20 BM - 4.1uL -
TEMPLADO - 5uL -

VF =25uL

56

TEMPERATURA:

56 °C X 60 min
COVER:

100°C

TERMOCICLDOR UTILIZADO: APPLIED

Biosystems™ SimpliAmp™




Anexo 27.Protocolo PCR - LAMP con cebadores Ecuid

-

"l‘ UNTRM

=i INSTITUT
%

T e CENFERMEDA

Q
FS

<
-

TROPIC

MTRM . -

PCR - LAMP

FECHA: 12/05/2022

BACTRIA: Escherichia coli
BUFFER: NAMRU

PRIMERS: INVITROGEN
PRIMER SECUENCIA (5'TO 3')
EcuidFIP TAA CGC GCT TTC CCA CCA ACG GCC TGT GGG CAT TCAGTC
EcuidBIP TAACGATCAGTT CGC CGATGC ACT GCC CAACCT TTC GGT AT
EcuidF3 CKG TAG AAA CCC CAACCCG
EcuidB3 AWA CGC AGC ACG ATA CGC
EcuidLoopF TCC ACAGTT TTC GCG ATC CA
EcuidLoopB ACG TCT GGT ATC AGC GCG AAG T

PROTOCOLO:
REACTIVO C1 V1 C2
4X - 5uL 1x
FIB 25 uM 1.92uL 2.4uM
BIP 25uM 1.92uL 2.4uM
F3 25uM 0.16uL 0.2uM
B3 25uM 0.16uL 0.2uM
LF 25uM 0.64uL 0.8uM
LB 25uM 0.64uL 0.8uM
H20 BM - 4.56uL -
BST 3.0 8 UluL 0.8uL 0.32U/uL
TEMPLADO - 5uL -
VF = 20uL

TEMPERATURA:

63 °C X 30 min
COVER:

100°C

TERMOCICLDOR UTILIZADO: APPLIED

Biosystems™ SimpliAmp™




Anexo 28.Protocolo PCR - LAMP con cebadores Ef23S

INSTITUTO
* ENETRMEDADES

n M DL
TROPICALES
[ 55} NI

UNTRM &
/v MINCOIA DI AVAZCHRAY

N
[PCR - LAMP

BACTRIA: Enterococcus faecalis

BUFFER: NAMRU FECHA: 12/05/2022

PRIMERS: INVITROGEN

PRIMER SECUENCIA (5'TO 3')
Ef23SFIP GCAATC GTA ACT CGC CGG TTC AAA CCG TGT GCC TAC AAC AA
Ef23sBIP TCG AAG AGA CGG AGC CGC AGT GGT TTC GGG TCT ACG ACT
Ecf23SF3 GAA AAG CAC CCC GGA AGG
TEMPERATURA:
Ef23SB3 ACC TGG ACA TGG GTA GAT CA
Ef23SLoopF CCATCACTC ATT AAC GAG CTT TGAC 63 °C X 60 min
Ef23SLoopB CGAGTC TGAATA GGG CGA ATG AGT A COVER:
PROTOCOLO: 100°C
REACTIVO c1 Vi c2
a4X - 5ulL 1x
FIB 25 UM 1.92uL 2.4uM
BIP 25uM 1.92uL 2.4uM
F3 25uM 0.16uL 0.2uM
B3 25uM 0.16uL 0.2uM
LF 25uM 0.64uL 0.8uM TERMOCICLDOR UTILIZADO: APPLIED
LB 25uM 0.64uL 0.8uM BiosystemsTM SimpliArm)TM
H20 BM - 4.56uL -
BST 3.0 8 UluL 0.8uL 0.32U/uL
TEMPLADO - 50l -
VF = 20uL
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Anexo 29.Mapa de Ubicacion del distrito de Molinopampa

MAPA DE UBICACION DEL DISTRITO DE MOLINOPAMPA

DISTRITO MOLINOPAMPA [

CUENCAS HIDROGRAFICAS

oW waTw AOEW SITOCW  BCUW FTCOW TECTW TTO0W 700w e TreTian rezesse Z7ss1z00 rssesa 74azer
N F \'Mx =) Venezoels] . o i
5 sl |2 < = ~
= Colombia - 2 = \ = sV r_)‘r“w_/l 4 : Lﬂ\ 3
Ecusdor ) \ , 0 M%~ W i e S { \ /\ - -~ E‘
& ol |2 " E 2l . A e
2 h< Brasil :’, L el L = % < -
i e f |
g g 3 . 3
N LORETO 8 s = =
o 7 e b (J of [3F "MOLINOPAMPA PR
3 5 S B Y g 25
R r\g ? ; z | ” \(L
o C:) A el | % i = 3 e 3
- = b QA}/T:L\_/f 2 Zf{/@j/
o -] |2 I i 4 \\/
2 : SANE by 7l | & — . ] g
Oceano Pacifico = . Mdr de Grau . a % 7\§f,./ \\ S~ U \&é_ﬁ )
=3 o
S = = -
4 * g S = ) J \
T Jr7iesse ZE-Tal JTEasiee J7S31500 JT53e534 TTA9SST
81°00W a8raoTW 7900W 78T00W  TTO0W 7ETOOTW
0 2:5 5 10 15 20
Km MAPA
MAPA DE UBICACION DEL DISTRITO DE MOLINOPAMPA
LEYENDA
PAis PLANO PROYECTADQ DE LA INVESTIGA CION NMP - LAMP M-01
MAPA: ESCAIA: 1:1:6423
DEPARTAMENTC UBICACION DIBUJO: Rocio Jara Vilca
‘D’ﬁ ¥CACTORY - DATUM: WGS 54
epatamenty S aonas PROYECCION: UTAI FECHA:
PROVINCIA N Provincia: Chachapora: ZONATUTIM 1SS 30/09/2022
Distrito: Mdinopampz sy

e

g
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IET - UNTRM

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 30.Puntos de muestreo del rio Ventilla

720 7o 160 177330 0 ™0

~— Red Vial

®  Puntos Muestreo
~ Red Hidrica Ventilla
B Coscos Urbanos
B Cuanca Rio Ventilla

6°5'S
&'5'S

TS
6*7TS

Punto 01 Ventilla — Sector

67108
[ [H

Pampa Moreno

6125
6°12S

6°14'S
6°14'S

Punto 02 Ventilla — Sector Salida
de Molinopampa

G°ITS
6°I7TS

7o 7o 777360 7330 777360 0

Fuente: Elaboracién Propia
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Anexo 31. Mapa de ubicacion del distrito de Cheto

MAPA DE UBICACION DEL DISTRITO DE CHETO
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PROVINCIA N Distrito: Cheto 30/09/2022
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Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 32.Puntos de muestreo del rio Olia

70
i

77450

Punto 01 Olia — Sector Parte

o Alta de Cheto

®  Puntos Muestreo
— Red Hidrica
W Cascos Urbanos
[ Cuenca Rio Olin

Punto 02 Olia — Sector Salida
de Cheto

770

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 33.Colecta de puntos de muestreo

De los frascos estériles, limpios y secos; se procede la colecta en el centro del rio a contra corriente; luego se rotula
la muestra y se coloca en un cooler
Fuente: Elaboracién propia

Anexo 34.Dilucién de muestras de agua en proporcién 1/9

1L
= =3 ==l =0 sz
l_lJ - llJ - I.lJ - I.IJ o l.'J

10M 10%-1 10%-2 10*-3 10%-4
270 mL H20 270 mL H20 270 mL Hz0 270 mL H20

De la muestra madre colectada se diluye en agua destilada
Fuente: Elaboracion propia

Anexo 35.NMP convencional grupo Coliformes

MUESTRA

l Fase de enriguecimiente

LAURIL SULFATO | 37°Cx24ha48h

- ( : ‘ CALDO COLIFORMES
37 °C x 48h e
r BRILLA e x2an Escherichiacoli ™" FECALES

l [ AGAR EOSINA AZUL

37°C X 24H —» £ coli
COLIFORMES TOTALES { DE METILENO

Proceso para detectar E. coli
Fuente: Laboratorio de Aguas y Suelos — UNTRM
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Anexo 36.preparacion de L.S

CONCENTRACION DOBLE
37g 1000 mlL
Xg —— 600mL 2X X
B — = 2X
X =22.2g
2=444g | — CALOULOS —» iy —> _ —_—
F—
CONCENTRACION SIMPLE ] ! C1x
379 —— 1000mL & |
Xg 2400 ml 2 \
X =88.8¢g

1= Se realizan los célculos en concentraciones simples (1x) y dobles (2x)

2=se pesa el L.S.

3=se diluye en dos vasos precipitados de acuerdo a las concentraciones

4= se homogeniza la solucion en un agitador magnético con calefaccion

5=se vierte la solucién en tubos de ensayo limpios y secos, se coloca a cada tubo una campana Durhan
6= se autoclava el material

7=luego se deja enfriar

8=se conserva a 4°C

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 37.Preparacion de caldo E.C.

CONCENTRACION DOBLE
37g 1000 ml
Xg 600 mL ~ 2. 1K
2X
X=222g
2x = 44.4q — CALCULOS —» =X —_— —_
NCENTRACION SIMP - —
CONCE CION SIMPLE 3 ﬁfg‘; 1X
37g 1000 mL -
Xg 1800 ml 2
3
X = 66.69
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1= Se realizan los célculos en concentraciones simples (1x) y dobles (2x)

2=se pesa el E.C.

3= se diluye en dos vasos precipitados de acuerdo a las concentraciones

4= se homogeniza la solucion en un agitador magnético con calefaccion

5=se vierte la solucidn en tubos de ensayo limpios y secos, se coloca a cada tubo una campana Durhan
6= se autoclava el material

7=luego se deja enfriar

8=se conserva a 4°C

Fuente: Elaboracién propia

Anexo 38.Preparacion de Agar E.M.B.

4 placas.....80mL H20.....3g ll: CALCULOS —» hi{ —" R — Q\

20placas....400mLH20.....15g 1=
1

2 3

8

1= Se realizan los calculos para 20 placas
2=Se pesa el agar

3= Se diluye en agua destilada

4=Se homogeniza en placa calentadora
5=Se vierte en placas limpias 20mL

6=Se autoclava el material

7'y 8 =se deja solidificar se conserva a 4°C
Fuente: Elaboracion propia

Anexo 39.NMP convencional - Etapa presuntiva

SIEMBRA EN LS

1077 10%1 10%2 10%3 10%4 -

| 2 j :
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1= Diluciones de puntos de muestreo

2=se inocula 1mL de la muestra madre en el tubo con concentracion 2x y 1 mL de las diluciones en tubos
con 1x de concentracion

3=Se incuba a 37°C por 48h

4=Lectura de resultados

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 40.NMP convencional - Etapa Confirmativa — E.C

SIEMBRA EN E.C.

10°1 101 10%2 10%3 (DO DR AT
1 2 l

1= Tubos positivos de L.S.
2=inoculacién de 100 uL de los tubos
3=Se incuba a 44°C x 24h

4=Lectura de Resultados

Fuente: Elaboracién propia

Anexo 41.NMP convencional - Etapa Confirmativa — EMB

SIEMBRA EN E.C,

| | = @ e — - B |

1047 1041 082 1040 k
1 2 l 3

1=Tubos positivos de E.C
2=Se divide en regiones las placas y se siembra con una aza bacteriolégica por estrias

3=Se incuba a 37°C x 24h
4=Se realiza las lecturas
Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 42.PCR - LAMP con muestras de agua

r 3 I y

== - . —

ERCRCRCRE —
,'f,,\'l‘v z\; "‘ \\

N
f 1 F
W ! \ )
v v A 8 ¥ W - -
w ) o ) (]

10*1 101 102 10*-3 10*-4 3
(1) = 4

= SN | PCR-LAMP

—

o~3

g |
-l
-®

cr

- &
» CN ; CR
1=Diluciones de muestreo de campo

2=se extrae de las diluciones 1mL de la solucién madre y las diluciones
3=Se lleva a hervor para la extraccion de ADN a 94°C x 10min

4=Se conserva a 4°c

5=Se realiza la PCR — LAMP

6=Visualizacion de resultados

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 43.Protocolo PCR - LAMP para muestras de agua - LacZ

y X [—
! UNTRIM i
N A VEMITEN T8 ARSI

PCR - LAMP

BACTRIA: COLIFORMES TOTALES (Escherichia coli)

BUFFER: NEW ENGLAND BIOLABS FECHA: 12/05/2022
PRIMERS: INVITROGEN

PRIMER SECUENCIA (5'TO 3')

CollLacZF3 ACC ATC GTCTGC TCATCC A

ColLacZB3 TTAAAC TGC ACA CCG CCG

ColLacZFIP CAAGCC GTT GCT GAT TCG CGT TTT TGA CCT GAC CAT GCA GAG G

ColLacZBIP CCG TTC AGC AGC AGC AGACCT TTT ACG CTG ATT GAA GCA GAAGC TEMPERATURA:
PROTOCOLO: 56 °C X 60 min

REACTIVO c1 VA c2 COVER:

BUFFER NB 10X 25Ul 1x 100°C

MgsSO4 100mM 2uL 8mM

DNTPs 25mM 1.4uL 1.4mM

FIB 10uM 4uL 1.6mM

BIP 10uM 4uL 1.6mM

F3 10uM 0.5uL 0.2mM

B3 10uM 0.5uL 0.2mM

BST3.0 8 UL Tuk 8 UL TERMOCICLDOR UTILIZADO: APPLIED

He0 BM ) o4t ' Biosystems™ SimpliAmp™

TEMPLADO - 10uL B

VF = 250l
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Anexo 44.Protocolo PCR - LAMP para muestras de agua - Ecuid

& INSTITUTO
e e ENFERME) 34
P TR(T_',:F?I” TA

. .

b

PCR - LAMP

BACTRIA: Escherichia coli

BUFFER: NAMRU

FECHA: 12/05/2022

PRIMERS: INVITROGEN

PRIMER SECUENCIA (5'TO 3")
EcuidFIP TAA CGC GCT TTC CCA CCA ACG GCC TGT GGG CAT TCAGTC
EcuidBIP TAACGATCAGTT CGC CGATGC ACT GCC CAACCT TTC GGT AT
EcuidF3 CKG TAG AAA CCC CAACCC G
EcuidB3 AWA CGC AGC ACG ATA CGC
EcuidLoopF TCC ACAGTT TTC GCG ATC CA
EcuidLoopB ACG TCT GGT ATC AGC GCG AAG T

PROTOCOLO:
REACTIVO C1 V1 Cc2
4X - 5uL 1x
FIB 25 uM 1.92uL 2.4uM
BIP 25uM 1.92uL 2.4uM
F3 25uM 0.16uL 0.2uM
B3 25uM 0.16uL 0.2uM
LF 25uM 0.64uL 0.8uM
LB 25uM 0.64uL 0.8uM
H20 BM - 0.44uL -
BST 3.0 8 U/uL 0.8uL 0.32U/uL
TEMPLADO - 10uL -
VF = 20uL
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TEMPERATURA:

63 °C X 30 min
COVER:

100°C

TERMOCICLDOR UTILIZADO: APPLIED

Biosystems™ SimpliAmp™




Anexo 45.Protocolo PCR - LAMP para muestras de agua - Ef23S
<4 INSTITUTO

70

) UNTRM s, i TeEesmEDAORD
=% ET - UNTRM
PCR - LAMP
BACTRIA: Enterococcus faecalis
BUFFER: NAMRU FECHA: 12/05/2022
PRIMERS: INVITROGEN
PRIMER SECUENCIA (5'TO 37)
Ef23SFIP GCAATC GTA ACT CGC CGG TTC AAA CCG TGT GCC TAC AAC AA
Ef23sBIP TCG AAG AGA CGG AGC CGC AGT GGT TTC GGG TCT ACG ACT
Ecf23SF3 GAA AAG CAC CCC GGA AGG
Ef23SB3 ACC TGG ACATGG GTA GAT CA TEMPERATURA:
Ef23SLoopF CCATCACTC ATT AAC GAG CTT TGAC 63 °C X 60 min
Ef23SLoopB CGAGTC TGAATA GGG CGA ATG AGT A COVER:
PROTOCOLO: 100°C
REACTIVO C1 V1 c2
4X - 5uL 1x
FIB 25 UM 1.92uL 2.4uM
BIP 25uM 1.92uL 2.4uM
F3 25uM 0.16uL 0.2uM
B3 25uM 0.16uL 0.2uM
LF 25uM 0.64uL 0.8uM TERMOCICLDOR UTILIZADO: APPLIED
LB 25uM 0.64uL 0.8uM Biosystems™ SimpliAmp™
H20 BM - 0.44uL -
BST 3.0 8 UluL 0.8uL 0.32U/uL
TEMPLADO - 10uL -
VF = 20uL



Anexo 46.Manual Analitico Bacterioldgico en su version hoja de excel

X Cortar Anved 10 AN i P Apsater textc Gevemal - t Normal Bueno ‘o > m Z Atmuma - f—)Y p
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w2 S v
o E F G " | 4 K L M N o P Q R s T U v w -
Mot CONCENTRATION Onignal Thamas's Probabiny Inocubunw' (Inoe. In pos. tubes )| THOMAS'S FORMULA CALCS *rw==== 8182 E=Sum No Tubes MO1
Likaly MPN - 2303 234 ADDIOX = per dision \TOTAL: 0333333 0333333 INOC. INNEG TUBES Haklana's from BAM of the Bi  « 07 probs
3 |LogMPN- 3362 & 1 By diution 03 03 0 T= Apprag 0 37ED7 FALSO
3 1 003 003 0 0333322 of SE 298E-14 FALEO
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Anexo 47.Preparacion de Caldo HB Anexo 48. Suspension bacteriana

Anexo 50..Extraccion de ADN
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Anexo 51.PCR - LAMP Anexo 52 Electroforesis

Anexo 53.NMP — LAMP
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Anexo 55.Muestreo en Campo Anexo 56. Diluciones de puntos de

Muestreo

Anexo 57.NMP - L.S. Anexo 58NMP - E.C.
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Anexo 59.NMP -EMB

Anexo 60.NMP - LAMP para E. coli - Punto 01 Rio Ventilla

1071 10"-1 107-2 107-3 107-4
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Anexo 61.NMP — LAMP para E. coli - Punto 02 - Rio Ventilla

CN

Anexo 62.NMP - LAMP para E. coli - Punto 01 - Rio Olia

CR

Anexo 63.NMP — LAMP para E. coli - Punto 02 - Rio Olia
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Anexo 64.NMP - LAMP para E. faecalis - Rio Ventilla

1071 1071 1072 107-3 107-4
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