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LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Simbolo Definicion

O, Porcentaj
M ] Microlitros
MM Micrémetros

ADN Acido desoxirribonucleico

ARM Resistencia antimicrobianos
coC...___Centrode Control de Enfermedades
EDTA o Acido etilendiaminotetraacético
ETAS e Enfermedades transmitidas por alimentos
GRAS Genes de Resistencia a antibioticos
M Molar

MAGS Metagenomas ensamblados
MAFTT o Allgoritmo de secuencias maltiples
Ml ] Mililitros

MM Milimolar

NaCl Cloruro de sodio

OMS Organizacion Mundial de la Salud
ONT Oxford Nanopore Technologies

XV



Unidades Taxonoomicas Operativas

onzas

Reaccion en cadena de la polimerasaSTEC

SAGARPA

Escherichia coli productora de toxina Shiga

pesquera.

Transferencia Genética Horizontal

Unidades Formadoras de Colonia

XV



RESUMEN.

La seguridad alimentaria es una preocupacion mundial y los consumidores tienen derecho
a alimentos inocuos y nutritivos. Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)
tienen su origen debido al consumo de alimentos contaminados con microorganismos en
suficiente cantidad para afectar la salud del consumidor; esta contaminacion puede
provenir de diversas fuentes dentro de un agroecosistema, tales como el suelo, uso de
abonos, la presencia de animales en huertos, la manipulacién o el agua de riego, en
productos frescos, frutos y hortalizas. Dentro de los patdgenos asociados a contaminacién
destacan Escherichia coli, Salmonella spp, Enterococcus spp, y Listeria monocytogenes
entre otros. En la actualidad se estudia con gran interés la presencia de antibi6ticos en
agricultura y ganaderia, ya que conlleva un riesgo en la adquisicion de resistencia a los
antimicrobianos (RAM) por bacterias adaptadas a estos ambientes, las cuales, aun siendo
comensales 0 no patégenas, actian como reservorios y probables diseminadores de genes
de resistencia a antibiéticos (GRAs) a microorganismos patégenos. La determinacion del
microbioma, resistoma y otros elementos asociados a la adquisicion de RAM es
fundamental para la evaluacion de riesgos a la salud causados por microorganismos
patdgenos contaminantes dentro de un agroecosistema. En el presente trabajo se determiné
por técnicas de cultivo microbiolégico el conteo de microorganismos indicadores de
contaminacion, asi como la presencia de microorganismos patdgenos de importancia
clinica, y se analizaron estadisticamente las concentraciones de UFC/ml para cada uno de
los agroecosistemas visitados en la regién de Paila Coah, de Zaragoza, México.
Adicionalmente se obtuvo ADN del metagenoma del ambiente agricola para una posterior
secuenciacion. Gracias a los resultados, el presente trabajo propuso la implementacion de
un método molecular de analisis de Gltima generacién, en particular de la técnica de
secuenciacion del ADN de lecturas largas de dltima generacion Oxford Nanopore
technologies (ONT). Esto para su futura utilizacion en aspectos de inocuidad alimentaria
que permitira identificar microorganismos patdégenos contaminantes ademéas de
determinantes asociados a la adquisicion de RAM en una muestra compleja como es el

agroecosistema del melon.
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ABSTRACT

Food safety is a global concern and consumers have a right to safe and nutritious food.
Foodborne diseases (FBDs) originate from the consumption of food contaminated with
microorganisms in sufficient quantity to affect the health of the consumer; this
contamination can come from various sources within an agroecosystem, such as the soil,
use of fertilizers, the presence of animals in farms, handling or irrigation water, among
others. Pathogens associated with contamination include Escherichia coli, Salmonella spp,
Enterococcus spp, and Listeria monocytogenes, and others. Currently, the presence of
antibiotics in agriculture and livestock is being studied with great interest, since it entails a
risk in the acquisition of antimicrobial resistance (AMR) by bacteria adapted to these
environments, which, even if they are commensal or non-pathogenic, act as reservoirs and
probable disseminators of antibiotic resistance genes (ARGs) to pathogenic
microorganisms. The determination of the microbiome, resistome and other elements
associated with the acquisition of AMR is fundamental for the evaluation of health risks
caused by contaminating pathogenic microorganisms within an agroecosystem. In the
present study, microbiological culture techniques were used to determine the presence of
microbes indicators of bacterial contamination as well as the presence of pathogenic
microorganisms of clinical importance. The concentrations of CFU/ml were statistically
analyzed for each of the agroecosystems visited in the region of Paila Coah, Zaragoza,
Mexico. Additionally, we obtained DNA from the melon agroecosystem for future
metagenomic analyses. These actions prompted us to implement a next-generation
molecular method of analysis, in particular, the next-generation long-read DNA
sequencing technique Oxford Nanopore technologies (ONT) was developed. This
procedure will be used in future analyses that will allow the identification of contaminating
pathogenic microorganisms as well as determinants associated with the acquisition of

AMR in a complex sample such as the melon agroecosystem.
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1 INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) se consideran como una importante
carga para los sistemas de salud en el mundo. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
sefiala que, en paises menos desarrollados, las ETASs son la principal causa de morbilidad
y mortalidad asociadas a una carga socioeconOmica significativa. Las causas mas
frecuentes de enfermedades transmitidas por alimentos son producidas por agentes de
enfermedades diarreicas, especialmente: Norovirus, Campylobacter spp., Salmonella
enterica, Taenia solium, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Escherichia coli
0157:H7, y Shigella sp. Alrededor de 70% de las diarreas se originan por la ingestion de
alimentos contaminados con estos microorganismos y/o sus toxinas (Gonzalez y Rojas,
2005). Se han descrito aproximadamente 250 agentes causantes de ETAS, entre los que se
incluyen bacterias, virus, hongos, parasitos, priones, toxinas y metales pesados.

Los productos frescos, como frutas y vegetales, son susceptibles a la contaminacién por
patdgenos durante toda la cadena de produccion hasta su distribucién, por lo que su
consumo es considerando como de riesgo (Althaus et al., 2012). EI melén (Cucumis melo
L.), es un producto que durante su cosecha se encuentra en contacto directo con agua
superficial de riego, suelo y manos de trabajadores, siendo estas las principales vias de
contaminacion por bacterias patdgenas como Salmonella, E. coli 0O157:H7, L.
monocytogenes, Enterococcus entre otros (Heredia et al, 2016). Existe la posibilidad de
que el meldn sufra contaminacion por especies patdgenas del género Salmonella o
cualquier otro microorganismo patogénico, como Shigella spp. o E. coli O157:H7, es
debido a su exposicion a una serie de factores durante su cultivo, desarrollo, cosecha y
manejo postcosecha. Por ejemplo, el sembrar en suelos que estan contaminados y la
utilizacion de abonos organicos mal compostados o agua de riego contaminada, asi como
los animales en campo y una falta de higiene por parte de los trabajadores, durante
cualquier etapa en la cadena de produccién, distribucién y comercializacion, son algunos
de los factores que comprometen la calidad sanitaria del melén (Ailes et al, 2008).

Los antibidticos son un tipo de farmacos utilizados para el tratamiento y prevencion de
infecciones bacterianas mediante la eliminacion o inhibicion del crecimiento de bacterias

(Butaye et al, 2003). Se han encontrado o sintetizado numerosos tipos diferentes de
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antibidticos, que suelen clasificarse en relacion con su funcién y sus mecanismos de accion,
estructura quimica o espectro de actividad (Calderon y Sabundayo, 2007). Segun la
clasificacion por su mecanismo de accion, los antibidticos mas comunes son: B-lactamicos,
sulfonamidas, monobactamas, carbapenémicos, aminoglucdsidos, glicopéptidos,
lincomicina, macrolidos, polipéptidos, polienos, rifamicina, tetraciclinas, cloranfenicol,
quinolonas y fluoroquinolonas (Gothwal et al, 2015). En la actualidad, es habitual el uso
de antibidticos en el ambiente agropecuario, sin embargo, esto permite la seleccion natural
de bacterias no patdgenas y patdgenas, que son resistentes a estos antibioticos,
convirtiéndose en reservorios de estos genes, y transfiriéndolos a bacterias del microbioma
del suelo y hortalizas, por procesos como la transferencia horizontal de genes (Tong et al.
2020).

La resistencia a los antimicrobianos es un importante desafio para la salud mundial. La
metagenomica permite analizar el microbioma, el resistoma y determinantes asociados a la
adquisicion de RAM en ecosistemas microbianos dispares y complejos (Bengtsson-Palme
et al, 2017) como es el agroecosistema de meldn. Frecuentemente, algunos
microorganismos que estan presentes en muestras ambientales no pueden ser aislados por
técnicas microbioldgicas convencionales, por lo cual se propone el uso de técnicas
moleculares y bioinformaticas para su analisis y determinacion (Kunin et al, 2008), dando
lugar a la era de la secuenciacién metagenémica (Handelsman et al, 1998), la cual ha
permitido analizar diferentes ecosistemas para buscar genes de interés como son los de
resistencia a antimicrobianos, productos metabdlicos y enzimas (Pérez y Mercado, 2018).
La secuenciacion metagenomica del ADN se ha utilizado para detectar factores de
virulencia y genes de resistencia a diferentes antibidticos en abono (Pérez y Mercado,
2018), suelos y plantas provenientes de diferentes agroecosistemas (Popowska et al. 2011;
Belda-Ferre et al. 2011). Utilizando tecnologia de secuenciacion de Gltima generacion
Oxford Nanopore Technologies, y analisis bioinformatico de microbiomas y determinantes
asociados a la adquisicion de RAM, se puede establecer el riesgo potencial de diseminacion
0 adquisicién de GRAs entre los microorganismos patdégenos y no patdégenos presentes en
muestras complejas como es el agroecosistema de mel6n, dando como resultado una mayor
amplitud en cuanto al analisis de la muestra, a diferencia de los métodos microbiologicos

convencionales.



2 ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) y microorganismos
indicadores de contaminacion.

En acuerdo con la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(FDA), las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) son aquellas originadas por el
consumo de alimentos o bebidas contaminadas con microorganismos patogenos tales como
virus, bacterias, hongos, parésitos y/o toxinas derivadas de éstos (Kirk et al. 2015).
Respecto a la sintomatologia provocada por estas enfermedades es caracterizada
principalmente por ndusea, vomito, diarrea, dolor abdominal y fiebre (Soto Varela et al.
2016).

Las ETAs son originadas principalmente por la contaminacion de productos alimenticios
y de consumo agricola durante su produccion y/o proceso, donde los microorganismos
patdgenos no son eliminados por mediante control de calidad o practicas de inocuidad
(Bartz et al. 2017). Esto ha conllevado a una gran cantidad de enfermedades,
contabilizdndose tan solo en Estados Unidos entre los afios 2001 y 2010, alrededor de
25,000 enfermedades y 600 brotes por consumo de frutas y verduras contaminadas
(Heredia et al. 2016).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que, en paises menos desarrollados,
las ETAs son la principal causa de enfermedad y muerte, asociadas a una carga
socioeconémica significativa. En los paises desarrollados, las ETAs son responsables de
altos niveles de pérdida de productividad, costos asociados al uso de los servicios de salud
y a la implementacion y monitoreo de politicas de inocuidad alimentaria (Fabiszewski de
Aceituno et al. 2016). Como estadistica el 70% de las diarreas se originan por el consumo
de alimentos contaminados con microorganismos y/o sus toxinas. La OMS ha estimado
que, en el mundo, la incidencia anual de diarreas es de aproximadamente 1 500 millones
de casos, y de ellos 3 millones de nifios menores de cinco afios fallecen anualmente (Olea
et al. 2012).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reportado que la carga mundial de ETAS
es comparable con las principales enfermedades infecciosas: VIH/sida, paludismo y

tuberculosis (Havelaar et al. 2010). Frecuentemente las enfermedades transmitidas por
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alimentos son producidas por microorganismos, especialmente: Norovirus, Campylobacter
spp., Salmonella entérica, T. solium, S. aureus, C. perfringens, E. coli 0157:H7, Shigella
spp., siendo L. monocytogenes y el virus de la hepatitis A responsables de una alta
mortalidad (Céardenas et al. 2013). Anualmente, las enfermedades de transmisién
alimentaria afectan a 1 de cada 10 personas a pesar de ser prevenibles; por afio 77 millones
de personas enferman y de ellas 31 millones son menores de 5 afios y méas de 9.000 personas
fallecen en las Américas a causa de ETAs. Asi también las enfermedades diarreicas
representan el 95% de las enfermedades de transmisién alimentaria en la region de las
Américas (OMS, 2015).

2.2 Lacontaminacion de productos frescos y relacién con ETAs.

Los productos frescos son parte de una dieta rica y saludable, y su consumo ha aumentado
a través de los ultimos afios. En definicidn, la International Fresh-cut Produce Association
(IFPA por sus siglas en inglés) dice que los productos frescos son aquellos como las frutas
0 verduras que han sido precortadas, peladas y/o cortadas como un producto 100%
consumible que es embolsado o preenvasado para ofrecer a los comensales la conveniencia,
del mantenimiento y la frescura (Cardenas et al. 2013). Sin embargo, al ser consumidos
regularmente crudos, pueden conllevar un riesgo para la salud publica. Los
microorganismos patdgenos transmitidos por los alimentos pueden tener contacto con
frutas y verduras frescas en cualquier momento durante su linea de produccion, por
ejemplo, en el nivel de la pre-cosecha pueden estar en contacto con agua de riego
contaminada, tierra, estiércol o materia fecal de animales salvajes provocando su posible
contaminacion (Zoellner et al. 2016).

Entre los frutos que han mostrado mayor incidencia como causantes de brotes importantes
de ETAs, dentro de Estados Unidos, Canada y México, se incluye al melon, que al ser
consumido generalmente crudo o sin una limpieza exhaustiva, se reportan como uno de los
principales vehiculos de transmision y agentes causales de estas enfermedades (Heredia et
al. 2016).



2.3 Lacontaminacion en el melén

El meldn cantaloupe (Cucumis melo L.) proveniente de algunos estados de México, ha sido
asociado anteriormente con brotes de salmonelosis en Estados Unidos de América (E.U.A)
y Canada en el 2001. Debido a que estos brotes que fueron causantes de numerosas
enfermedades y decesos, todas las exportaciones del melén mexicano a EUA vy otras del
mundo se afectaron, inclusive al grado del cierre de fronteras, con la autoridad de
organismos de vigilancia alimentaria como es la Administracion Federal de Drogas y
Alimentos (FDA) (FDA, 2002). En otro ejemplo en Septiembre del 2011, quince personas
murieron y 84 enfermaron en Estados Unidos después de comer melones infectados con
Listeria provenientes de una granja de Colorado (oeste), el brote fue atribuido a la firma
Jensen Farms, un emprendimiento familiar, que llamo6 a un retiro del mercado de los
melones contaminados a mediados de septiembre de ese mismo afio, los casos fueron
reportados en 19 estados, segun el CDC (CDC, 2011).

El mel6n es una fruta consumida en grandes cantidades (Bowen et al. 2006; Walsh et al.
2015; Zoellner et al. 2016), que desafortunadamente se relaciona con brotes importantes,
como fue el causado por Salmonella entérica serotipo Poona, entre 2000 y 2002 (Bowen
et al. 2006; Walsh et al. 2015) y L. monocytogenes en el 2011 (Walsh et al. 2015; Dolan
et al. 2018). Debido a la alta incidencia de diferentes serotipos de Salmonella spp. en estos
frutos, se han reconocido a los melones como naturalmente contaminados con este
microorganismo (FDA 2015). Generalmente, los microorganismos no son capaces de
proliferar favorablemente en la superficie de frutas y vegetales, ya que la mayoria no
cuentan con las enzimas necesarias, para la degradacion de barreras externas que las
protegen, sin embargo, existe una excepcién para productos como el melon, esto debido a
caracteristicas morfologicas propias de la fruta como son su cascara rugosa, por lo tanto la
mayoria de los brotes e infecciones reportados por el consumo de este producto, se han
producido por contaminacion superficial (FDA 2015). Existe la posibilidad de que el meldn
se contamine por especies del género Salmonella o cualquier otro microorganismo
patogénico para humanos, como Shigella spp. o E. coli 0157:H7, es debido a su exposicién
a una serie de factores durante su cultivo, desarrollo, cosecha y manejo postcosecha.

La siembra en suelos contaminados con abonos organicos mal compostados o agua de uso
agricola contaminada, asi como tener animales de granja en el campo y una falta de higiene
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de los trabajadores, durante cualquier etapa de la cadena de produccion, distribucion y
comercializacion, son algunos de los factores que llegan a comprometer la calidad
alimentaria del melén (FDA, 2003). Si se quiere garantizar la inocuidad de este alimento,
se propone el establecimiento de controles para identificar y evitar la contaminacion,
propagacion y desarrollo de microorganismos patdégenos y/o sus toxinas en el
agroecosistema del meldn.

En cuanto a la produccion de meldn, México exportd a nivel internacional méas de 603 mil
toneladas de producto anuales, principalmente a Estados Unidos y Japon (SAGARPA,
2016) siendo la métrica més alta en los ultimos afios, ademés la superficie cultivada con
melén en México asciende a 19,076 hectareas anuales, con una produccion de 627,135
toneladas (SIAP, 2019); por lo cual surge la necesidad de determinar e identificar
microorganismos potencialmente patdgenos presentes en su agroecosistema para asi evitar
la propagacion de éstos ocasionando pérdidas y repercusiones monetarias a nivel de
produccion y pérdida del producto asi como también en el uso del sistema de salud, y la
capacidad y fuerza laboral de los trabajadores del pais (Castillo et al, 2004).

La presencia de microorganismos contaminantes en la superficie del melon se ha
relacionado principalmente con su agroecosistema, en donde se han identificado las

siguientes fuentes de contaminacion:

2.3.1 Calidad del agua de riego

La calidad del agua de riego puede ser drasticamente afectada debido a varios factores; por
ejemplo, la materia fecal, el suelo, el desbordamiento de aguas residuales pueden introducir
enteropatdgenos directamente a los cursos del agua que se utiliza para el riego de cultivos.
Debido a la ausencia de agua limpia para uso en agricultura, en varios paises se ha
incrementado del uso de aguas residuales para irrigacion de cultivos de frutas y vegetales
(Balkhair 2016), debido a que no son tratadas adecuadamente, se puede encontrar la
presencia de bacterias entéricas, virus, protozoarios y helmintos (Marine 2015). S. entérica
y E. coli son las principales bacterias patdgenas reportadas en aguas llegando a representar

hasta un15% respecto a otros microrganismos patogenos.



Otro aspecto en cuanto al agua que influye en la contaminacion del cultivo, es el intervalo
de tiempo entre el riego y la cosecha, ya que puede afectar la probabilidad de que bacterias
patogenas se desarrollen hasta llegar al consumidor. Como un ejemplo tenemos que se
realiz6 una encuesta en el Reino Unido a los productos que son base en ensalada de
verduras demostré que méas del 50% de ellos se cosecharon dentro de las 24 h del Gltimo
riego (Tyrell et al., 2006). Debido a que el agua de riego utilizada durante el cultivo agricola
puede provenir de diversas fuentes, por ende, con respectiva diversidad microbiana, ésta
representa una ruta de contaminacion muy frecuente en los productos agricolas. Las aguas
pueden provenir de lluvia, subterraneas o poco profundas, superficiales (incluyendo
estanques, lagos, rios y arroyos) y residuales, sin tratar o tratadas de forma inadecuada. La
contaminacion puede ser con microorganismos provenientes de heces, desechos de
hospitales, desechos de hogares, etc. (Alegbeleye et al. 2018; Antwi-Agyei et al. 2015). El
uso de aguas residuales no tratadas predice un gran riesgo, ya que, al tener bacterias
patdgenas provenientes de animales de granja o desechos humanos, pueden poseer genes
de virulencia y resistencia a ciertos antibiéticos los cuales pudieran transferirse a otras
bacterias mediante transferencia horizontal de genes y elementos mdviles (Servais y
Passerat 2009).

2.3.2  Fertilizantes organicos

Existe un actual uso de fertilizantes hechos a base de estiércol de animales y que son
aplicados al suelo de frutos organicos y cultivos vegetales, lo cual ha desencadenado una
gran preocupacion sobre el incremento de contaminacion aumentando la posibilidad de que
enteropatdgenos entren a los agroecosistemas de alimentos altamente consumidos
(Cardenas et al. 2013). Los fertilizantes organicos basados en estiércol de animales son
considerados reservorios de bacterias resistentes a antibioticos, genes de resistencia y
virulencia, los cuales pueden afectar directamente al humano por el consumo de frutas y

vegetales contaminados (Udikovic-Kaolic et al. 2014).



2.3.3  El sueloy sus microorganismos contaminantes.

Los patgenos presentes en el suelo pueden ser nativos, por ejemplo, Listeria spp., 0
incorporados al suelo a partir de desechos afiadidos como fertilizantes organicos. Los
patogenos dentro del suelo pueden contaminar los cultivos directamente por contacto o
bien debido al riego, la lluvia o salpicaduras de agua hacia a las hojas (Pérez-Montano et
al. 2012).

El suelo es uno de los reservorios principales de bacterias patdgenas, asi como de
compuestos antimicrobianos y genes asociados a resistencia y virulencia. Asi mismo, se
han reportado que patégenos como E. coli O157:H7, L. monocytogenes y S. entérica que
pueden sobrevivir en esta matriz durante 3, 8 y 23 semanas, respectivamente (FAO 2011)
dependiendo de las condiciones ambientales que se presenten, asi como las practicas de

higiene y saneamiento que se practiquen en el area de trabajo (Wang et al. 2014).

2.3.4  Contaminacion por contacto de los trabajadores.

La mala higiene personal de los trabajadores de servicios de produccion de alimentos es un
factor importante a considerar, especialmente el lavarse correctamente las manos, ya que
puede contribuir significativamente al riesgo de transmision de enfermedades utilizando

los alimentos (Pérez Garza et al. 2018).

2.4 Microorganismos contaminantes en el agroecosistema del melon

La microbiota en definicion es el grupo de microorganismos viviendo en un entorno
especifico, los cuales pueden ser hongos, bacterias, virus y protistas (Peterson et al. 2009;
Geisen 2016). Estos microorganismos tienen un papel importante en la produccion,
regulaciéon y ciclo de nutrientes en sus diversos ambientes o nichos (Li et al. 2016),
resaltando la interacciones simbidticas o patdgenas con hospederos vegetales (Bulgarelli
et al. 2016) o animales (Kostic et al. 2013) asi como procesos de fermentativos en
alimentos (Sanchez et al. 2018).

Los patdgenos son agentes infecciosos que pueden provocar enfermedades a su huésped.

Este término se emplea normalmente para describir microorganismos como los virus,



bacterias y hongos, entre otros. Estos agentes pueden perturbar la fisiologia normal de
plantas, animales y humano; estos pueden contaminar los productos frescos en cualquier
punto del agroecosistema hasta que llega al consumidor, se ha observado que en el campo
esto puede ocurrir a diferentes niveles; los desechos fecales de los animales salvajes y de
granja, el agua que se utiliza en la ganaderia, la utilizacion de abonos mal compostados, el
aire (polvo), insectos, y agua utilizada de riego o residual (Buchholz et al., 2012). Se
considera también que, en post cosecha, los microorganismos patdégenos pueden tener
contacto con productos agricolas a través de los trabajadores del campo, al utilizar equipo
para la cosecha, los manipuladores del producto fresco y el agua utilizada para procesos de
enfriamiento y lavado, asi como la utilizacion de cajas sucias, bolsas de almacenamiento y
los vehiculos utilizados para toda la cadena de transporte (Pérez-Garza et al. 2017).
Después de reportada la asociacion de ETAS con productos frescos, los melones han sido
ligados a los brotes de infecciones por Salmonella Spp. en los Estados Unidos y Canada.
La FDA realiz6 estudios epidemioldgicos de melones importados, para determinar que 8
de 1,003 (0.8%) muestras fueron positivas para Salmonella, lo cual representé la segunda
materia prima mas frecuentemente contaminada por este microorganismo patégeno.

La estructura en forma de malla o red y su textura rugosa, son de los principales factores
asociados a la persistencia y crecimiento bacteriano en la superficie de este fruto (Ukuku
et al. 2015). Adicionalmente, la presencia de estructuras de superficie celular en la bacteria
como flagelos, fimbrias y la produccion de exopolisacarido, aumentan su adhesion (Ukuku
et al. 2016).

Entre los principales microorganismos patdégenos que podemos encontrar en el cultivo de

melon y su cadena de produccion, tenemos los siguientes:

2.4.1  E. coli patégena.

E. coli es un género bacteriano presente naturalmente en el intestino de humanos y
animales. La mayoria de las cepas de E. coli no son dafiinas para la salud humana, pero
algunas cepas patogenas entéricas de E. coli pueden causar diarrea aguda. Estas cepas
patogenas de E. coli se clasifican segun la diferencia de sus factores de virulencia en

diferentes clases, incluyendo E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica



(ETEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli
enterohemorragica EHEC, también conocido como E. coli productora de toxinas Shiga
(STEC), la cual es la mas asociada con los brotes importantes transmitidos por los
alimentos en los Estados Unidos (Corzo et al. 2019). E. coli O157:H7 es una cepa bien
conocida de EHEC, con mas de trescientos brotes reportados en Estados Unidos en 2003 -
2012 (Heiman et al. 2015). La infeccion de E. coli O157:H7 puede conducir a sintomas
que van desde diarrea leve a muy sangrienta, hacia alguna infeccion que puede conducir a

sindrome urémico hemolitico, o incluso la muerte (Fakhouri et al. 2017).

2.4.2  Salmonella spp.

Salmonella spp., incluyendo S. enterica y S. bongori, son bacilos motiles, Gram-negativos
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Las infecciones de Salmonella ocurren con
mayor frecuencia entre las personas que viven en paises en desarrollo o después de viajar
a ellos, debido al saneamiento deficiente o después de la ingestion de alimentos y agua
contaminados con materia fecal (Pérez-Montano et al. 2012). Las infecciones por
Salmonella generalmente causan fiebre tifoidea, también Ilamada fiebre entérica, ademas
de gastroenteritis (diarrea, nauseas y vomitos). La infeccion por Salmonella fue la méas
frecuente en los Estados Unidos, con 17,6 enfermedades por cada 100.000 personas en
2010 (CDC 2010).

Salmonella spp. es el agente etioldgico mas comUnmente identificado asociado con los

productos frescos relacionados con infecciones.

2.4.3  Enterococcus spp.

Estos microorganismos son cocos Gram-positivos no productores de catalasa, anaerobios
facultativos, no formadores de esporas, con crecimiento en un amplio rango de
temperaturas (10-45°C) y de pH (4.6-9.9) asi como en presencia de cloruro de sodio y sales
biliares, lo cual le confiere la capacidad de sobrevivir en ambientes marinos por su

capacidad de tolerar las altas concentraciones de sal (Alipour et al. 2014).
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A pesar de formar parte del microbiota de humanos y animales, pueden dar lugar a
enfermedades graves sobre todo nosocomiales, para lo cual, la especie E. faecalis (Ordaz
etal. 2019) es la asociada, ya que su incidencia es de 1-2 episodios por cada 1000 pacientes

hospitalizados (Fernandez et al. 2004).

2.4.4  Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes, es una bacteria considerada como patégeno facultativo
intracelular por su habilidad de internalizarse y replicarse dentro de células no fagociticas,
las cuales permiten su paso a través del epitelio intestinal, circulacion sanguinea y placenta,
en mujeres embarazadas (Carvalho et al. 2014). Se conoce como el agente causal de la
listeriosis en humanos, encontrandose ampliamente distribuida en el ambiente, como en
suelo, vegetacion, aguas residuales, fertilizantes y animales, en donde puede llegar a
sobrevivir por varios dias o afios (Hadjilouka et al. 2015). Listeria monocytogenes, es
considerado uno de los principales patogenos causantes de enfermedades severas en el
humano, asociandose a la accion de la toxina listeriolisina O (Maury et al. 2017), estas
bacterias patdgenas han causado gran preocupacion en la produccion de hortalizas como
melones, ya que ademas de asociarse a la superficie de este fruto, se relaciona con el equipo

y maquinaria utilizada durante su empaquetamiento (Webb et al. 2015; Dolan et al. 2018).

2.5 Laresistencia a compuestos antimicrobianos o RAM.

Los antibioticos son un tipo de medicamentos antimicrobianos utilizados en el tratamiento
y la prevencién de infecciones bacterianas mediante la eliminacion o inhibicion del
crecimiento de bacterias. Los antibi6ticos se utilizan ampliamente para fines médicos en
humanos y animales y también se utilizan como aditivo alimentario para promover el
crecimiento del ganado (Butaye, 2003). En la actualidad, hay numerosos y diferentes tipos
de antibioticos que se han encontrado o sintetizado, que por lo general se clasifican en
funcidén de sus mecanismos de accion, estructura quimica, o espectro de actividad (Perez-
Garza et al. 2021). Sobre la base de la clasificacion con mecanismo de accion, los

antibioticos mas comunes son: Beta-lactdmicos, sulfonamidas, monobactamicos,
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carbapenemas, aminoglucésidos, glucopéptidos, lincomicina, macrolidos, polipéptidos,
rifamicina, tetraciclinas, cloramianicol, quinolonas y fluoroquinolonas (Gothwal, 2015).

La resistencia a los antibioticos es la capacidad de un microbio para resistir los efectos del
antibiotico utilizado en la cura de infecciones bacterianas. La resistencia a los antibioticos
conduce a mayores costos médicos, estancias prolongadas en el hospital y aumento de la
mortalidad (Arias, 2009). La aparicion y la rapida propagacion de bacterias resistentes a
los antibidticos ha dado lugar a una creciente preocupacion por los posibles riesgos para el
medio ambiente y la salud publica. Segun un informe del Centro de Control y Prevencion
de Enfermedades (CDC), cada afio en los Estados Unidos, al menos 2 millones de personas
se infectan con bacterias resistentes a los antibiéticos y al menos 23.000 personas fallecen

como resultado directo de estas infecciones (CDC, 2019).

2.5.1 Mecanismos de adquisicion de la RAM

De acuerdo con sus diferentes mecanismos funcionales, los genes de resistencia a
antibidticos (GRAS) pueden clasificarse en cuatro tipos: mutacion del receptor celular,
modificacion del antibidtico, impermeabilidad de la bacteria y expulsion del antibidtico
(Wright, 2011). La resistencia a los antibioticos puede ser inherente (caracteristica de todos
los aislados de esa especie) o adquirida. La resistencia adquirida se produce cuando las
bacterias naturalmente susceptibles ganan los genes que codifican un mecanismo de
resistencia a través de mutacion o transferencia horizontal de genes (THG) de otras
bacterias, de la misma o de una especie diferente.

Existen tres vias principales de la THG, incluyendo la transformacién, la transduccion y la
conjugacion (Pérez-Garza et al. 2021). Varios elementos genéticos moviles (EGMs),
incluidos plasmidos, transposones e inserciones via bacteriéfagos pueden conferir también
la resistencia a los antimicrobianos (RA). La transformacion es la captura de ADN
extracelular del medio, que puede integrarse en el genoma y expresarse. La transduccion
es la transferencia de material genético de una bacteria a otra mediante un virus que infecta

bacterias (bacteriéfago). Este virus puede integrarse en el genoma bacteriano y al
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transferirse a otra célula puede llevar parte del genoma de esta bacteria y asi trasferir genes,
entre ellos genes de resistencia antimicrobiana (Sun et al. 2019).

La conjugacion es el proceso mediado por plasmidos, elementos conjugativos, que tienen
la propiedad de transferirse de una célula a otra gracias a un contacto cercano entre ambas
células mediante un poro de conjugacion o pili sexual. Los pldsmidos son elementos
genéticos moviles, de forma circular, poseen replicacion propia, es decir, independiente de
la duplicacidn bacteriana. Dentro de su informacion poseen casettes génicos que codifican
para resistencia bacteriana (Frazao et al. 2019).

La resistencia a antimicrobianos se esta convirtiendo en una crisis sanitaria mundial,
amenazando la eficacia de los antibidticos para tratar infecciones importantes y
potencialmente mortales. Al menos 700.000 personas mueren anualmente a causa de
infecciones farmacorresistentes (CDC, 2019). El desafio empeorara si no actuamos
inmediatamente para cambiar el rumbo contra la propagacion epidémica de
microorganismos resistentes a antibioticos. Por lo tanto, la mitigacion de la resistencia es
un desafio critico para la seguridad de la salud de este siglo, ya que s6lo se han logrado
progresos limitados (WHO, 2011). De hecho, los estudios para determinar la resistencia a
los antibidticos por parte de microorganismos se han ampliado sustancialmente més alla de
los entornos medicos para incluir estudios en cuestiones ambientales pertinentes (Heiman

et al 2015), y de produccion de alimentos.

2.5.2  El resistoma en la produccion de alimentos.

La cadena de produccion de alimentos es considerada como una ruta de dispersion de
bacterias resistentes y de genes de resistencia antibioticos, lo cual permite que bacterias
adaptadas al ambiente adquieran facilmente y compartan diversos genes de resistencia
mediante su transferencia horizontal (Bengtsson-Palme 2018). En cuanto a las frutas y
vegetales que se han encontrado implicados en la diseminacion de bacterias resistentes y
genes de resistencia, estas presentan caracteristicas de cultivo asociadas al uso de
fertilizantes basados en estiércol de animales tratados con antibioticos principalmente (Tien
et al. 2017; Bengtsson-Palme, 2018).

13



Hablando del microbioma y resistoma propio del melon, puede ser modificado durante la
cadena de produccion gracias a multiples factores que tienen que ver con su localizacion
y distribucion, ya que se encuentra en contacto con sistemas de riego, agricultores, animales
y maquinaria; sin embargo, durante el proceso de recoleccion se realiza la limpieza
superficial del meldn, removiendo particulas de tierra, siendo también un proceso critico
para su contaminacion; ya que cuando este proceso se realiza por lavado con agua fria se
permite que patégenos como Salmonella y enterobacterias puedan alojarse dentro de la
cascara y las cicatrices del tallo del melon (Corzo et al. 2019). El uso de las técnicas de
ultima generacion de secuenciacion implementadas en aspectos de inocuidad alimentaria
ha permitido identificar a los microorganismos nativos y poder detectar contaminacion con
patdgenos durante el proceso cultivo y su cadena de produccion (Corzo et al. 2019), por lo
gue su implementacion es necesaria para tener un mejor control en la inocuidad en el melon

y otros productos que se consumen principalmente frescos.

2.6 Tecnologias basadas en la secuenciacion genética de siguiente generacion.

El término secuenciacion de siguiente generacion (NGS) representa una clase de
secuenciadores de mayor rendimiento desarrollados después de la secuenciacion de Sanger
(Frey y Bishop 2015). NGS (Next generation sequencing) por sus siglas en inglés, es un
area con un enfoque emergente y prometedor para la deteccion de alto rendimiento de
patdgenos y genes de resistencia a antibioticos. El desarrollo avanzado de la secuenciacion
de siguiente generacion (NGS) permite el acceso a cantidades paralelas y masivas de datos
de secuenciacion en una sola ejecucion, y se ofrece como una herramienta rentable para la
secuenciacion del ADN en muestras complejas como son las de un agroecosistema
(Shokralla et al 2012). El dispositivo de secuenciacion de Ultima generacion Oxford
Nanopore Technologies, permite la obtencidn de lecturas de secuencias de ADN largas, lo
cual da una ventaja en el ensamblaje y analisis bioinformatico de una muestra
metagendmica; proporcionando informacion robusta sobre la composicidn genética de una

muestra especifica (Batovska et al. 2017).

14



2.6.1 La Secuenciacién metagenoémica como herramienta de analisis.

La metagendmica es el estudio de material genético recuperado directamente de muestras
ambientales, basado en la secuenciacion y anotacion del ADN. A diferencia de la
secuenciacion basada en amplicones a traves de la utilizacion de PCR y primers o
cebadores, la secuenciacion metagendmica esté libre de cebadores especificos y no se
limita a un gen elegido a priori, sino que busca la informacion genética a través de la
secuenciacion del ADN de la comunidad total (Xu et al 2020). Estas caracteristicas de la
secuenciacion metagendmica permiten analizar grupos de genes especificos, por ejemplo,
el resistoma (genes que proveen resistencia a antibidticos) en las muestras. La deteccion de
genes de resistencia a antibioticos mediante secuenciacion metagenomica se basa en la
anotacion y basqueda de similitudes de la informacidn genética obtenida, y contrastada en
una base de datos de GRAs bien construida (Bengtsson-Palme, 2017). En los Gltimos afios,
se ha empleado la secuenciacién metagendmica para estudiar el perfil de GRASs en diversas
muestras de ambientes, incluyendo aguas residuales, lodos activados, suelo agricola y
demas (Nesme et al., 2014; Chen et al. 2016). En comparacion con otros métodos, la
secuenciacion metagendmica ilustra un rendimiento mucho mayor en una investigacion,
ya que cientos de GRAS se pueden detectar en un experimento. Algunos estudios también
detectaron 71 especies (Li et al. 2015) y 32 especies (Lu et al. 2015) de patégenos
bacterianos en plantas de tratamiento de aguas residuales a través de secuenciacion
metagendmica.

La metagendmica ha sido empleada en la deteccidn de patdgenos alimentarios utilizandose
como herramienta analitica. En un estudio, se uso la inoculacion de espinacas con E. coli
productora de toxina Shiga (STEC) siguiendo un protocolo de cultivo establecido por la
FDA junto con la secuenciacion metagendémica “shotgun™ para determinar los limites de
deteccion, niveles de sensibilidad y especificidad y obtener informacion sobre la
microbiologia del protocolo. Se demostro que un nivel esperado de contaminacion (10 UFC
/ 100 g) se pudo detectar adecuadamente (incluidos los factores clave de virulencia y la
especificidad a nivel de cepa) dentro de las 8 h posteriores al enriquecimiento a una
profundidad de secuenciacion de 10,000,000 lecturas. Ademas, el enfoque metagenomico

fue informativo con respecto a la dindmica de comunidades microbianas durante el proceso

15



de enriquecimiento, incluidos los datos iniciales de las cargas microbianas asociadas con
espinacas; los microbios encontrados incluyeron géneros clave como Pseudomonas,
Pantoea y Exiguobacterium (Susan et al. 2015). La metagendmica se adapta para su uso
en el control de calidad e inocuidad alimentaria, y se presenta como una herramienta util y

de mayor cobertura en la resolucion de este tipo de practicas (Alkema et al. 2016).

2.6.2 Oxford Nanopore Technologies (ONT) para secuenciacion metagenémica

de lecturas largas.

El MinlON de ONT utiliza nanoporos para secuenciar acidos nucleicos. No utiliza ni
amplificacion ni reacciones quimicas. Como tal, la secuenciacion por nanoporos ofrece
secuencias de lectura largas e imparciales (Watson et al., 2021). Los nanoporos tienen
muchas aplicaciones importantes para el ensamblaje de novo y la identificacion de la
variacion estructural en muestras agroambientales (Wang et al., 2021). La actual
secuenciacion de nueva generacion utiliza lecturas cortas para construir genomas. La
interpretacion descendente de las secuencias de lecturas cortas genera desajustes, errores
de alineacion y hace que los elementos altamente repetitivos sean dificiles de procesar (Li
et al., 2021). Las lecturas largas dan lugar a ensamblajes contiguos de alta calidad que
mejoran el mapeo de las secuencias repetitivas, los elementos transponibles, los genes de
alta copia, las duplicaciones y las repeticiones centroméricas/telométricas, que son
particularmente dificiles de resolver con lecturas cortas (Wang et al., 2021). La mejora de
la contigliidad del genoma permite el estudio detallado del contenido y las funciones
bioldgicas. Ademas, genomas contiguos contendran a menudo secuencias de flanqueo para
estudiar a profundidad la expresion y la regulacion de genes implicados en eventos de THG
(Latorre-Perez et al., 2020).

La secuenciacion del ADN y la bioinforméatica han dado acceso a la exploracion de las
comunidades bacterianas presentes en todo tipo de muestra y como es que ellas pueden
interactuar con el ambiente en diferentes regiones del mundo con condiciones extremas
como altas temperaturas, pH extremos, y con alta concentracion de sales, permitiendo el
descubrimiento de multiples microorganismos (Mirete et al. 2016). El uso del MinlON es

relativamente sencillo, en la preparacion de librerias de &cidos nucleicos, se afiade una
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enzima guia y un adaptador de horquilla a los acidos nucleicos extraidos. La enzima guia,
afiadida al extremo 5', facilita la alimentacion unidireccional a través del nanoporo y
controla el flujo de nucledtidos (Chen et al., 2021). El adaptador opcional en forma de
horquilla asegura la lectura de ambas cadenas al unirlas. Ambos adaptadores retnen las
lecturas cerca de la superficie de la membrana, mejorando la tasa de captura en varios miles
de veces (Jain et al., 2015). Los &cidos nucleicos que fluyen a través de los nanoporos
tienen una precision de un solo nucleotido (Jain et al., 2015). Al hacerlo, la interrupcién de
la corriente idnica varia de una base a otra. Es esta interrupcion la que se mide. Las bases
se pueden llamar desde el software ONT MIinKNOW con herramientas Guppy
incorporadas (Software ONT).

El MinlON ya se ha utilizado para la secuenciacion del genoma completo de multiples
hongos, bacterias y virus (Ashton et al., 2015. Judge, et al., 2016. Karamitros et al., 2016),
asi como para identificar especies (Greninger et al., 2015; Faria, et al., 2017; Lee y Pali,
2017) y caracterizar genes RAM tanto en muestras metagendémicas como en aislados
(Ashton et al., 2015; Cao et al., 2016; Schmidt, et al., 2017). Se puede utilizar el MinlON
en diferentes entornos o agroecosistemas. Al sortear los problemas asociados al ensamblaje
de lecturas cortas, la secuenciacion de lecturas largas ofrece una solucion convincente para
el ideal de reconstruir genomas completos a partir de metagenomas (Driscoll et al. 2017;
White et al. 2016). La secuenciacion por nanoporos (Wang, Yang y Wang 2014), en
particular, ha ganado popularidad entre los investigadores, ya que esta estrategia no plantea
ningun limite tedrico en cuanto a la longitud de las lecturas, ofrece nuevas oportunidades
analiticas con secuencias ultralargas (Rand et al. 2017; Simpson et al. 2017), y es accesible
a través de dispositivos de secuenciacion asequibles y faciles de manejar, como minlON

de Oxford Nanopore Technologies ("The Long View o Sequencing” 2018).

2.6.3 Importancia de la extraccion de ADN de alto peso molecular para

secuenciacion de lecturas largas.

La secuenciacién por nanoporos se distingue de otras plataformas de secuenciacion en que

los nucledtidos se leen directamente sin proceso de sintesis de ADN.
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Dirigido por un motor enzimatico, un ADN/ARN se desenrolla y pasa por un poro proteico
de tamafio nanométrico (nanoporo) a una velocidad determinada en una membrana
eléctricamente resistente (Florian et al, 2020).

Debido a las diferentes propiedades quimicas de los distintos nucleotidos, se generara una
fluctuacidn en la corriente cuando un solo nucledtido pase por el hanoporo, que puede ser
capturado y transferido a la secuencia de bases. La tecnologia Nanopore requiere
segmentos largos de ADN para la generacion de las librerias. Al atravesar los poros, en la
secuenciacion, se cotejan segmentos de ADN de alto peso molecular, que conlleva a un
mejor aprovechamiento del poro, para asi generar segmentos largos de secuenciacién (long
term readings). Los segmentos largos de secuenciacion, es la caracteristica que le confiere
ventajas a la tecnologia ONT, al momento del ensamblaje y andlisis de secuencias con
diversos softwares bioinformaticos (Djurhuus et al. 2018).

La secuenciacion metagendmica ofrece una vision sin precedentes de la diversidad y el
acervo genético de los microbios y virus naturales que ocupan los suelos (Nesme et al.
2016), los hébitats marinos (Sunagawa et al. 2015; Gregory, Zayed, et al. 2019) y
agroecosistemas (Zablocki, et al. 2019). La gran precision y el alto rendimiento de las
plataformas de secuenciacion modernas se ven desfavorecidos por las longitudes de las
lecturas que suelen ser inferiores a 250 bases. Estas lecturas relativamente cortas suponen
importantes limitaciones en la utilidad de los datos, especialmente en metagendmica
(Wommack, Bhavsar y Ravel 2008). La tecnologia ONT de secuenciacion, necesita una
extraccion de alto peso molecular, para capturar informacion sobre la sintenia genética
dentro de una muestra compleja; la eficacia de la secuenciacion de lectura larga depende
en gran medida de la integridad estructural del ADN de entrada (Schalamun et al. 2019),
lo que plantea un nuevo e importante desafio. Los Kits comerciales de extraccién de ADN
que surgieron durante la era de la secuenciacion de lectura corta suelen incluir pasos que
alteran fisicamente las células mediante lisis mecanica y generan moléculas de ADN muy
fragmentadas. Aunque estos kits comerciales mejoran los resultados de la secuenciacion
de lectura corta, ya que garantizan el maximo rendimiento y cobertura del ADN en una
muestra, establecen un limite critico para los resultados de la secuenciacion de lectura
larga; por lo tanto, establecer estrategias de extraccion de ADN que permitan preservar las
moléculas de alto peso molecular (HMW), un alto grado de pureza de la muestra, y un
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mayor rendimiento general del ADN se ha convertido en una consideracion critica para el
éxito de las aplicaciones de secuenciacion de lectura larga (Xu et al,. 2020).

Las extracciones de ADN con fenol-cloroformo, que se popularizaron por primera vez en
1989, han resurgido como método de referencia para la extraccion de ADN HMW
(Maghini et al. 2020). Aunque estudios recientes han utilizado este método para recuperar
fragmentos de ADN ultra largos (por ejemplo, >100 kbp) de organismos cultivados
(Kinoshita et al. 2020; Cicha et al. 2020; Hosoe et al. 2020; Takeshita, Jang y Kikuchi
2020; Tippelt et al. 2020).

2.7 Bioinformatica para el analisis de la secuenciacion genética.

La secuenciacion metagendmica ha permitido analizar genomas microbianos hasta ahora
inexplorados. Mientras que las plataformas de secuenciacion de lectura corta suelen dar
lugar a metagenomas muy fragmentados, los secuenciadores basados en nanoporos podrian
dar lugar a ensamblajes méas contiguos debido a su potencial para generar lecturas largas
(Wang et al. 2021) Sin embargo, faltan estudios actualizados y sistematicos que evaluen el
rendimiento de diferentes herramientas de ensamblaje en datos de nanoporos. En este
trabajo se realizaron pruebas con diferentes ensambladores para reconstruir comunidades
microbianas que han sido secuenciadas en articulos reportados utilizando la plataforma de
Oxford Nanopore Technologies con la finalidad de evaluar dichas herramientas. Entre las
utilizadas, tenemos a metaFlye, Raven y Canu. Estas herramientas permiten ensamblar
genomas altamente contiguos (o incluso genomas completos) directamente de los datos
metagenomicos (Adriel et al, 2020). A pesar del elevado error intrinseco de la
secuenciacion por nanoporos, los ensamblajes finales pueden alcanzar una elevada
precision (entre el 99,5y el 99,8% de la precisidén de consenso).

Las estrategias de pulido demostraron ser necesarias para reducir el namero de inserciones
y deleciones de bases nitrogenadas, y esto tuvo un impacto en la prediccién de los grupos
de genes biosintéticos. La correccion con lecturas cortas de alta calidad no siempre da lugar
a borradores de ensamblaje de mayor calidad. En general, los datos de secuenciacion
metagenomica de nanoporos -adaptados al rendimiento actual de MinlON- demostraron

ser suficientes para ensamblar y caracterizar comunidades microbianas de baja
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complejidad. El desafio de lograr una identificacion sensible y especifica de genes que
influyen en la resistencia a los antibi6ticos en un complejo fondo metagenémico, es
paralelo a las dificultades encontradas por los cientificos que estudian enfermedades de
herencia humana hace afios (Martinez et al. 2015). El uso de estrategias de secuenciacion
basadas o dirigidas en las regiones que codifican para proteinas (exones), reducen el
namero de secuencias que se deben examinar y, por lo tanto, representan una alternativa
rentable, eficaz en el tiempo y de alto rendimiento a las tecnologias metagenémicas para
analizar los exones (Olson 2007; Tennessen 2012). La tecnologia ONT aplicada en
microbiologia bacteriana ofrece un enorme potencial para impulsar los avances en estudios
ambientales y ecol6gicos que requieren el aislamiento de secuencias de interés de una
mezcla de ADN en una compleja comunidad de microorganismos (Jones y Good, 2016),
dando como resultado la generacion de analisis bioinformaticos especificos que pueden
detectar amplicones importantes, como son los GRAS, ayudandonos a obtener informacion
relacionada con el riesgo probable de diseminacion de estos genes entre microorganismos

patdgenos y no patdégenos en un agroecosistema (Adriel et al. 2020).

2.7.1  Debian como sistema operativo.

El proyecto Debian es una sociedad abierta de entusiastas de todo el mundo que colaboran
en el mantenimiento de un sistema operativo basado en los nicleos de Linux y FreeBSD
de Linux y FreeBSD. Los programas se distribuyen como paquetes binarios listos para su
uso, construidos en la red de maquinas de autoconstruccion de Debian, a partir de un codigo
fuente que es anotado y subido como paquetes por individuos (Douglas et al, 2005). Debian
es compatible con las plataformas mas importantes de hoy en dia, lo que hace que
disponibles desde los moviles hasta los superordenadores y para todos los procesadores
comunes (Tiwari et al, 2005). Los paquetes invitan a recibir comentarios de usuarios con
el sistema de seguimiento de errores. En cuanto al enfoque del software para medicina y
bioinforméatica Debian Med ofrece 83 paquetes para bioinformatica de acuerdo con las
exigencias de las Directrices de Software Libre de Debian sobre software libre, otros 13 no
cumplen este criterio. Otros 18 paquetes son co-mantenidos y pueden ser construidos
localmente, pero nunca han sido solicitados como parte integral de la distribucion (Holland

et al, 2008). Estos paquetes preliminares se ponen a disposicion de la comunidad para
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ayudarla a trabajar con programas con una licencia que no permite la redistribucién de su
cddigo fuente, o para los que el empaquetado aun no esta terminado (Goble et al, 2010).
Aunque la atencion se centra en los paquetes de bioinformatica, empaquetar un software
concreto a menudo significa empaquetar primero muchas mas bibliotecas generales que se
necesitan como dependencia de construccion o de ejecucion. Estos paquetes adicionales no
aparecen en la lista de Debian Med, pero se convertirdn en uno de los otros 60.000 paquetes
regulares de Debian. El desarrollo y la adopcidn de estaciones de trabajo informaticas
configuradas por expertos y cargadas con software libre y de codigo abierto pueden ayudar
a superar estos retos (Hengyun et al 2016). Estos sistemas ofrecen soluciones listas para
aquellos que no saben como obtener el software adecuado ni los conocimientos necesarios
para aprovecharlo al maximo; esto es especialmente relevante en entornos en los que los
grupos de tecnologia de la informacion estan orientados a apoyar sistemas cientificos
genéricos, en lugar de especializados (Li H; 2018). Estos sistemas también anuncian nuevas
formas de facilitar las actividades de investigacion y gestion de datos que tienen lugar en
sitios distribuidos geograficamente, un fendmeno cada vez mas comun en las ciencias de

la vida.
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3 JUSTIFICACION

Dado que la inocuidad alimentaria es un asunto de primera importancia para la prevencion
de enfermedades transmitidas por alimentos en el mundo, sobre todo en paises en desarrollo
donde la cantidad de brotes de infecciones entéricas representa un desequilibrio econémico
en el sistema de salud y en la fuerza laboral; es importante desarrollar nuevos protocolos y
herramientas de analisis de contaminacion en primera instancia, en cadenas de produccion
agricola y de alimentos. Los microorganismos patégenos, han desarrollado a través del
tiempo y de la exposicion a agentes antimicrobianos una resistencia, que, en consecuencia,
de mecanismos de adquisicion de material genético en su ambiente, les ha permitido
establecerse y desarrollar brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, dificiles de
tratar y de gran riesgo para las poblaciones humanas.

Existen bacterias asociadas al ambiente agricola de frutas y vegetales que son principales
reservorios de genes de resistencia a antibioticos y responsables de su diseminacion. En
particular, en el agroecosistema de meldn, gracias a la estructura de su cubierta externa en
forma de red, permite la adhesion de microorganismos como E. coli, Salmonella entérica
y L. monocytogenes principalmente; siendo a su vez causantes de los diversos brotes
asociados al consumo de este importante cultivo de exportacion para el pais; sin embargo,
la deteccion de estos microorganismos representa un reto para los métodos dependientes
de cultivo microbiano. Por otro lado, los avances en las tecnologias de secuenciacion
permiten que los estudios para determinar poblaciones microbianas sean econémicos y
rapidos, con mayor capacidad de deteccion genética presente en una muestra compleja, y
asi poder identificar proporciones poblacionales bacterianas y genes de resistencia a
antibidticos. De acuerdo con lo anterior el presente trabajo se centra en la implementacion
de estudios metagendmicos en sistemas y laboratorios de inocuidad alimentaria,
permitiendo a los investigadores disponer de una entrada de informacion mas robusta y
clara en el campo de su desarrollo, asi como evaluar el uso de herramientas bioinformaticas
y estadisticas para estudios del microbioma, el resistoma, y otras determinantes asociadas

a la adquisicion de resistencia a antimicrobianos dentro de un agroecosistema de melon.
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4 HIPOTESIS

Dentro del agroecosistema del melon (C. melo L.), se localiza una microbiota diversa en la
cual encontramos bacterias patdgenas causantes de enfermedades gastrointestinales, y se
puede implementar un sistema de programas bioinfomaticos y capacitacion para la
operacion del dispositivo de secuenciacion Mini lon de Oxford Nanopore Technologies

para futuros analisis del resistoma y otras determinantes genéticas en el metagenoma.
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5 OBJETIVO GENERAL

Analizar la presencia de patdgenos bacterianos y obtener ADN de alto peso molecular
para el analisis del microbioma del agroecosistema del melon, e implementar el sistema
de programas bioinformaticos y capacitacion para la operacion del dispositivo de

secuenciacion Mini lon de Oxford Nanopore Technologies.

6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Obtener muestras microbiologicas provenientes de diferentes fuentes dentro del
agroecosistema del melén, como son suelo, producto, manos de los manipuladores y agua

de irrigacion.

. Determinar la presencia de microorganismos patogenos e indicadores de
contaminacion en muestras provenientes de diferentes puntos del agroecosistema del

melén.

. Extraer el ADN de alto peso molecular correspondiente al microbioma presente
en el agroecosistema del meldn y preparar las muestras de ADN, generar librerias

genéticas para la secuenciacién de prueba con Oxford Nanopore technolgies.

. Implementar el uso de la tecnologia de secuenciacion de nanoporos incluyendo la
instalacion de los sistemas de software en equipos IT, asi como la capacitacion en el uso
y analisis de datos por parte de la plataforma de Oxford Nanopore Technologies y

herramientas bioinformaticas externas.
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7 MATERIALESY METODOS

7.1 Areade trabajo.

El proyecto se llevo a cabo en el Laboratorio de Bioquimica y Genética de
Microorganismos del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

7.2 Recolecciéon de las muestras.

El area de estudio abarcé dos huertas de meldn en la regién de Paila, Coahuila de Zaragoza,
México. La recoleccidn de las muestras se realizo, en base a diferentes puntos de la cadena
de produccion de meldn; la primera el 30 de Julio entre 8 am y 2 pm, (25°37'50"'N
101°49°59"" O General Cepeda, Coah. 1200 metros de altitud), temperatura promedio
19°C; y lasegunda el 12 de Octubre entre 8 amy 2 pm (25°37°36""N 101°49°47"" O General
Cepeda, Coah. 1200 metros de altitud) 18°C; cubriendo asi dos visitas a cada huerta. Las
muestras compuestas recolectadas se trasladaron a alrededor de 5°C dentro de hieleras, al
Laboratorio de Bioquimica y Genética de Microorganismos de la Facultad de Ciencias
Biologicas, UANL, en donde se les realizaron los procedimientos necesarios para su

analisis.
7.2.1  Recoleccion de muestras: agroecosistema del melon

Se colectaron en total 12 muestras compuestas de melén (3 melones por muestra); 6
muestras compuestas en la visita 1, 6 muestras compuestas en la visita 2. Cada muestra
compuesta consistio en el lavado de tres melones, los cuales fueron proporcionados por los
pizcadores, ademas se recolectaron muestras de las manos de los trabajadores, suelo en 3
diferentes puntos geograficos dentro de la huerta y 3 diferentes puntos de fuente de agua.

7.2.2 Lavado de melones

Las muestras de melon se obtuvieron mediante lavado, para lo cual, tres melones se
colocaron uno a uno en bolsas estériles (Nasco Whirl-Pak de 184 0z,5441 ml) con 500 ml
de agua peptonada estéril al 0.15% (Heredia et al. 2016). La superficie de los melones fue

tallada a través de la bolsa durante 30 segundos por agitacion, 30 segundos de masaje y 30
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segundos de agitacion extra. Este método se repitié con cada uno de los tres melones
colocandolos en la misma bolsa con guantes estériles para generar la muestra. Posterior al
lavado, se retiraron los melones de la bolsa y el agua de enjuague de los tres melones
quedara mezclada en un volumen final de 500 ml (muestra compuesta). Las muestras
compuestas recolectadas se trasladaron dentro de hieleras, al Laboratorio de Bioguimica y
Genética de Microorganismos de la Facultad de Ciencias Biologicas, UANL, en donde
fueron almacenadas a refrigeracion de 4°C para la posterior realizacion de los

procedimientos necesarios para su analisis.

7.2.3  Recoleccion de muestras de manos de los trabajadores.

Se colectaron en total 20 muestras de enjuague de manos; 10 en la visita 1, 10 en la visita.
Todas las muestras de enjuagues de manos de pizcadores se tomaron del personal que se
encontraba trabajando dentro del area de muestreo. Cada muestra se tomo siguiendo el
método establecido por Heredia et al. (2016) el cual consiste en introducir un mano en una
bolsa Nasco Whirl-Pak de 92 oz (2721 ml) conteniendo 750 ml de agua peptonada esteéril
al 0.15%. Cada mano se agit6 durante 30 segundos y se frot6 por el personal del laboratorio
desde el exterior de la bolsa durante 30 segundos extra. Este procedimiento fue realizado

de la misma manera para cada mano.

7.24 Recoleccion de muestras de agua.

Previo a la recoleccién de las muestras, las bombas y mangueras conectadas se
desinfectaron con hipoclorito 200 ppm y se dejé correr agua durante 30 s. La recoleccion
comprendié dos puntos diferentes de suministro; agua de irrigaciéon y agua de fuente (o
grifo). Se tomaron muestras para cada uno de los puntos de suministro, las cuales
consistieron de medio galon (1890 ml) de recoleccion, en tres puntos de suministro
diferentes, incluyendo el de agua de irrigacion o cintilla. Posteriormente, estos recipientes
individuales fueron homogenizados manualmente y se transportaron en hieleras para su
cadena de frio, al Laboratorio de Bioquimica y Genética de Microorganismos de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL, en donde se les realizaron los procedimientos

necesarios para su analisis.
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7.25 Recoleccién de muestras de suelo.

Una muestra de suelo consistio en aproximadamente 100 g de suelo, para lo cual se utiliz6
una cuchara estéril en un angulo de 45° a una profundidad aproximada de 5 cm. La muestra
fue transferida a una bolsa Nasco Whirl-Pak® (18 0z.); se repitid el procedimiento en tres
diferentes puntos aleatorios de muestreo para cada uno de los campos, utilizando cucharas
estériles y siguiendo un patrén circular dentro de 30 cm del tallo de las plantas a muestrear.
Las bolsas con muestra se colocaron en una hielera conteniendo geles frios para su posterior

transporte a laboratorio.

Tabla 1. Muestras recolectadas por cada campo en diferentes puntos del agroecosistema del mel6n.

Muestreo

Campo 1/ San José (# de

muestras recolectadas)

Campo 2/ Sta. Paulina (#

de muestras recolectadas)

Lavado de melén

3 (compuesta 3 productos)

3 (compuesta 3 productos)

Manos de los trabajadores 5 5
Agua de fuente e irrigacion 3 3
Suelo 1 (compuesta 3 puntos) 1 (compuesta 3 puntos)

TOTAL 12 12

7.3 Procesamiento de las muestras.

Todas las muestras compuestas recolectadas, fueron transportadas al Laboratorio de
Bioquimica y Genética de Microorganismos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL
y procesadas preferentemente en las primeras 48 horas, para el aislamiento gendmico y la
busqueda de bacterias patdgenas e indicadores de contaminacion (coliformes, E. coli,
Salmonella spp., L. monocytogenes, y Enterococcus spp.) siguiendo el método de filtracion
por membrana (Heredia et al. 2016), para lo cual se utilizaron membranas (Millipore)
estériles de 47 mm de diametro y con un tamarfio de poro de 0.45um en base al siguiente

diagrama:
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Fig. 1. Diagrama representativo del procesamiento de las muestras por medio de filtracion en membrana.

Una vez obtenidas las membranas, estas fueron conservadas en bolsas estériles Nasco

Whirl-Pak de 100 ml a -80 °C para su posterior utilizacion en analisis genéticos.

7.3.1  Analisis de las muestras, determinacion de microorganismos
indicadores de contaminacion.
Para el andlisis se utiliz6 un sistema de filtracion con vacio (Pall Corporation) y membranas
de nitrocelulosa con poro de 0.45 um (S-PAK, Millipore Corporation) como se menciond
previamente. Los andlisis de las muestras consistieron en aquellas provenientes de
diferentes puntos del agroecosistema del melon, en el caso de las muestras de suelo, se
realizé una dilucion 1:10 en agua peptonada al 0.1%

Enterococcus spp. Se realizd una filtracion con volimenes de cada muestra provenientes

de suelo, lavado del producto, enjuague de manos de los trabajadores y agua de diferentes
fuentes. Los volumenes filtrados fueron 100 ul y 1 ml. Respecto a las muestras de agua los
voluimenes de filtracion fueron de: 10 ml y 25 ml para lograr una mayor concentracion de
microorganismos ya que segun lo reportado en agua los niveles de estos microorganismos
generalmente son bajos.

Una vez que se finaliz6 con la filtracion del volumen, las membranas se retiraron del
sistema de filtracion utilizando pinzas esteriles, para después ser colocadas sobre la
superficie de un agar KF Streptococcus (BD) para su posterior incubacion a 37°C por 48
h. Una vez que pasé el tiempo de incubacion se seleccionaron las colonias que son
caracteristicas de Enterococcus segun el crecimiento en el mencionado agar y se tipificaron
por ser de color café a marron para su posterior cuantificacion. Se tomo la decision de

duplicar cada uno de los ensayos.
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Escherichia coli y Coliformes fecales.

Para el ensayo se filtraron volumenes de cada muestra provenientes de suelo, lavado del
producto, enjuague de manos de los trabajadores y agua de diferentes fuentes de 100 pl y
1 ml. De igual manera para el caso de muestras de agua los volumenes filtrados fueron de
10 ml y 25 ml para poder obtener un mejor conteo de las unidades formadoras de colonias.
El mismo procedimiento especificado en el punto anterior fue repetido con la diferencia de
que la membrana fue colocada sobre una placa de Petri con agar Rapid E. coli 2 (BIO-
RAD) y la incubacion fue a 44.5°C por 24 h para la posterior cuantificacion de las unidades
formadoras de colonias. Esto fue caracterizado por el color morado correspondiente a E.
coli debido al sustrato cromogénico que en contacto con la enzima B-D-Glucuronidasa
presente en E. coli, produce la sefialada tincion; esto nos permitié diferenciar de las
colonias color azul a verdes la cuales corresponden a coliformes fecales.

Identificacion de UFC por extensidn en superficie. Asi también para la cuantificacion,

fueron inoculados 100 ul por extension en superficie en placas Petri de 13mm x 60 mm de
diametro, con sus respectivos agares selectivos anteriormente mencionados para la
identificacion tanto de E. coli, coliformes fecales y Enterococcus respectivamente, y
correspondiendo a diluciones de la muestra de 102 y 103; factor que fue considerado para
el célculo del conteo de UFC/m.

Determinacion de microorganismos patdgenos por medios de cultivo selectivos. Para el

enriquecimiento general de las muestras, fueron tomados 25 ml de cada una de las
muestras, y fueron enriquecidos con 225 ml de caldo de enriquecimiento universal
(DIFCO) contenidos en bolsa estéril Whirl pak de 390 ml, para su posterior y respectiva
incubacion a 37°C por 24 h para Salmonella spp., E. coli 0157:H7 y STEC y a 30°C por
48 h para Listeria monocytogenes. Para la determinacion de los microorganismos
patdgenos se realizaron una serie de inoculaciones por estriada en 4 cuadrantes para poder
obtener colonias presuntivas para los diferentes microorganismos aislados por su particular
medio selectivo y las caracteristicas morfologicas de las colonias presuntivas debido a su
metabolismo y crecimiento. Para poder obtener las colonias de interés se realizd el
procesamiento de las muestras en base al siguiente esquema, en el cual se aprecian los

volimenes tomados de las muestras y los medios utilizados.
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Procesamiento de las muestras
Microorganismos Patogenos

Medio
Tomar 25 ml de Medio
o gedo SMAC E.
. ENRIQUECIMIENTO | Uestra e incubar - iNocULAR Listeri coli
LS [ IV por 24 2 48 hrs en ena O15T:HT
225 ml Caldo Por estriada en 4
i cuadrantes en medios
universal selectivos.
Medio
Tomar 10 ml de Medio SMAC E
Ly ENRIQUECIMIENTO  Muestra eincubar  iNOCULAR Oxford coli
(3 melones * 3 bolsas) por 24 a 48 hrs en Listeria O157T:HT
225 ml Caldo Por estriadaen 4
X cuadrantes en medios
universal selectivos.
) Medio
Tomar 10 ml de Medio SMAC E
Lavado.Manos ENRIQUECIMIENTO | Tuestra e incubar | INOCULAR 8:{;: coli
(5 trabajadores) por 24 a 48 hrs en O157:HT
275 ml Caldo Por estriada en 4
X cuadrantes en medios
universal selectivos.
Suelo S . o S .
(1t Pp— Realizacion del mismo procedimiento, tomando en cuenta la dilucién previa de la muestra.
oma, 3 puntos

Fig. 2. Procesamiento de las muestras para obtencidn de microorganismos patégenos de interés.

Después se realizd la preservacion de microorganismos presuntivos, los cuales fueron
conservados en glicerol, previamente enriqueciendo las colonias de referencia en 5 ml de
caldo ICC para después incubar de 24 a 48 hrs respectivo a la cepa de interés y después
utilizar 200 ul del cultivo enriquecido para agregarlos a un crio vial de 1.5 ml con 800 pl
de glicerol estéril; teniendo un volumen total de 1 ml por cepa conservada, las cuales seran

coleccionadas a — 80 °C para su posterior uso o analisis genético.

7.3.2 Determinacion de microorganismos patdgenos presuntivos.

Para el analisis fueron utilizadas cepas de referencia como controles positivos, los cuales
comprendieron a E. coli O157:H7 ATCC 43895, S. Typhimurium ATCC 14028 y L.
monocytogenes ATCC 19114.

Para la extraccion de ADN por colonia para cada una de las cepas presuntivas, asi como de
las que se usaron como controles se tomo una asada y se inocularon en tubos con 5 ml de
caldo ICC para su previo enriquecimiento, después fueron incubadas a 37°C por 24 a48 h
respectivamente al microorganismo presuntivo. Una vez cumplido el tiempo de
incubacion, se tomo una alicuota de 0.5 ml y se homogenizd con 1 ml de amortiguador

salino fosfatado (PBS, 0.05 M a pH 7,4). Se centrifugé a 9000 x g por 3 min en una
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microcentrifuga (Eppendorf modelo 5415 C) y el precipitado se lavd dos veces mas con
PBS. Finalmente se lavd una vez con agua destilada. El precipitado fue resuspendido con
50 pl de agua destilada. Se diluy6 1:10 con Triton X-100 al 1% (SIGMA). Esta mezcla se
sometio a ebullicion por 5 minutos, e inmediatamente después se enfrio en bafio de hielo.
Finalmente se utilizaron 2 pl como templado para realizar la determinacion por medio de
la técnica de PCR punto final. Para la confirmacion de cepas presuntivas para Salmonella,
E. coli y L. monocytogenes, se siguié la metodologia propuesta por Wang et al., 1997 que
consistio en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), donde se utilizaron
oligonucleotidos para realizar la amplificacion de diferentes genes cuyos oligonucle6tidos,
secuencias y el tamafo del fragmento amplificado son representados en la siguiente tabla.

Tabla 2. Genes constitutivos para la determinacién del microbioma bacteriano asociado al ambiente
agricola de melén.

Gen constitutivo | Oligonucledtidos Secuencia (5'- 3') Referencia
CAGGCCTAACACATGCAAGTC Marchesi
1651ARNr 16S rRNA etal
universal
GGGCGGWGTGTACAAGGC 1998
CCCCCTGGACGAAGACTGAC )
Escherichia coli 165 rRNA Fe"‘;‘gi ;t al.
ACCGCTGGCAACAAAGGATA
TATCGCCACGTTCGGGCAA
Salmonella spp. invA Wang et al.
TCGCACCGTCAAAGGAACC 1997
L GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA .
Listeria hylA Soni y Dubey
monocytogene 2014

GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG

-

Para las condiciones de la PCR para cada uno de los genes fueron determinadas de acuerdo
con lo recomendado para cada uno de los oligonucleétidos a analizar, utilizando un
termociclador Thermo Hybaid (Modelo HBPX110). Posterior a su amplificacién, los genes
se visualizaron mediante un gel de agarosa 1% con GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (1X),
utilizando un fotodocumentador de luz UV (Gel Logic 200 Imaging System, Kodak); no
todas las muestras y cepas se analizaron ya que en este punto se enfocd el proyecto hacia

obtener resultados con secuenciacion metagenomica.
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7.3.3

Extraccion de ADN de alto peso molecular de las muestras filtradas.

Las plataformas de secuenciacion ONT se han introducido recientemente en los estudios

metagendmicos. Su excelente rendimiento en cuanto a longitud de lectura ha mejorado en

gran medida el analisis metagendmico en términos de identificacion de especies y analisis

de genes funcionales. Para la determinacion del protocolo de extraccion se realizé una

revision de literatura cientifica de articulos relacionados para la obtencion de ADN de alto

peso molecular, con la finalidad de establecer una metodologia valida y estandarizada para

el aislamiento de las muestras correspondientes al microbioma del agroecosistema del

melon. Los articulos mas representativos se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 3. Articulos mas representativos de la revision para determinacion de protocolo de extraccion de
ADN de alto peso molecular utilizado en secuenciacion metagenémica.

Titulo y autor

Meétodo de extraccion de ADN

Concentracion
ADN reportada

Nanopore-based
metagenomics analysis
reveals prevalence of
mobile antibiotic and heavy
metal resistome in
wastewater (Martin et al.
2021)

100 filtrados utilizando membranas
filtrantes MCE esteériles de 0,22
micras (Mem-brane Solutions Corp)
y un colector de vacio. Bibliotecas
de ADN para la secuenciacion
multiplex para Kit de secuenciacion
rapida SQK-RBKO004 (ONT).

400-500 ng/ul
Espectrofotémetro
UV-vis NanoDrop
2000

Mobile antibiotic resistome
in wastewater treatment
plants revealed by
Nanopore metagenomic
sequencing (Che et al.,
2019)

FastDNA® SpinKit for Soil (MP
Biomedicals, USA)

Fragmentos de ADN mayores de 8
kb se extrajeron manualmente y se
recuperaron utilizando el kit de
extraccion de ADN en gel
Monarch® (NEB Inc., EE.UU.).

1000 ng/ul aprox.
Espectrofotémetro
UV-vis NanoDrop
2000

Metagenomic analysis
reveals wastewater

treatment plants as hotspots

El ADN se extrajo utilizando el kit
de aislamiento de ADN
PowerWater (Laboratorios

1010 ng/ul aprox.
Espectrofotometro
UV-vis NanoDrop
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of antibiotic-and biocide- MOBIO) de acuerdo con las 2000, gel agarosa

metal resistome and instrucciones del fabricante. 1%

mobilome (Kumar, 2019)

High molecular weight Considera tamafio de las lecturas, 770-1100 ng/pl
DNA extraction strategies | rendimiento del ensamblaje y aprox. UV-vis

for long-read sequencing of | niUmero de elementos circularizados | NanoDrop 2000
complex metagenomes encontrados en la secuenciacion con
(Florian, 2021) Nanopore ONT.

De las muestras compuestas de lavados de melones, lavado de manos de trabajadores, agua
de fuente e irrigacion, se realizaron una serie de filtrados a través de membranas (Millipore)
estériles de 47 mm diametro (0.45 um poro) con la ayuda de un equipo de filtracién al
vacio. Después la membrana fue cortada a la mitad, una mitad se colocé dentro de un tubo
de perlas (Qiagen) de 5 ml y se adicionaron 1 ml de buffer TLB (10 mM Tris-HCL pH 8.0,
25 mM EDTA pH 8.0, and 100 mM NaCl, 0.5% (w/v) SDS, 20 ug/mL RNase A), para
proceder a la implementacion del protocolo para la extraccién de ADN de alto peso
molecular para estudios metagenémicos mediante secuenciacién de nanoporos, método
modificado basado en la extraccion por fenol-cloroformo (Martin et al. 2021). Se evito
cualquier tipo de pipeteo sin utilizar una punta de pipeta ancha o cortada, vortices,
agitadores o cualquier otra cosa que genere un gradiente de velocidad que pueda ceder el
ADN. Ademas, se tuvo mucho cuidado de no introducir nucleasas preparando los buffers
con agua libre de nucleasas. Se evito calentar y no se congelo, el ADN aislado se almaceno
a-20° C (Maghini et al. 2020). Para el método modificado basado en extraccién por fenol-
cloroformo: Se enroll6 y coloco gentilmente el filtro dentro del tubo de perlas de 5 mL.,
Después se afiadieron 1mL de buffer TLB (10 mM Tris-HCL pH 8.0, 25 mM EDTA pH
8.0, y 100 mM NacCl, 0.5% (p/v) SDS, 20 pg/mL RNasa A; una vez cubiertas las perlas del
tubo, se agitaron en vortex a maxima velocidad durante 5 a 10 segundos; posteriormente
se incubo la muestra a 37 °C durante una hora. Después se afiadi6 proteinasa K (Qiagen) a
una concentracion final de 200 pg/ml y se mezcl6 la muestra por inversion lenta tres veces.
Pasamos a incubacion a 50 °C durante 2 horas, mezclando suavemente cada 30 minutos.

Se transfirid la muestra a un tubo falcon de 50 ml donde se le afadieron 5 ml de fenol
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saturado con TE 1 (10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA) a cada tubo Falcon que contenia
el lisado. Después se agregaron 2,5 ml de cloroformo-alcohol isoamilico-fenol en una
proporcion 25:24:1. EI ADN fue precipitado afiadiendo 4 ml de acetato de amonio 5 My
30 ml de etanol 96% enfriado a 0 °C. Para finalizar, se realizé una centrifugacion a 4500
rpm durante 10 minutos y se lavo dos veces en etanol al 70%. Para después sumergir el
pellet visible de ADN en un tubo Falcon de 50 ml con etanol al 70%. Se realiz6 una
centrifugacion a 8.000 rpm, y se elimino el etanol secandolo a temperatura ambiente
durante 10 min. Al final, afiadimos 100 ul de EB (buffer de elucion, 10 mM Tris-HCL, pH
8,5) al ADN y lo dejamos a 4°C durante la noche para resuspender el pellet (Florian et al,
2020). Una vez extraido el ADN se tomaron alicuotas de 5 pl de cada muestra en un tubo
Eppendorf de 200 pl y el ADN restante fue transferido a otros tubos similares. Las primeras
alicuotas de 5 ul fueron utilizadas para medir espectrofotométricamente la concentracion
de los productos obtenidos (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific). Se
realizo electroforesis en gel de agarosa al 1% para determinar composicion del ADN
obtenido. Sin embargo, después de las mediciones se procedid a una comparacion con el
kit de extraccion de ADN DNeasy Power Water kit (Qiagen) de acuerdo las
especificaciones del fabricante. Para lo cual se obtuvieron resultados prometedores en
cuanto a concentracién y visualizacion del ADN obtenido por el Kit. Gracias a estos
resultados, se pudo determinar que la mejor opcidn para la obtencién del ADN provenientes
de muestras de membranas filtradas es mediante la utilizacion del kit DNeasy Power Water
(Qiagen) para obtener la mejor calidad y concentracion de ADN posible para la
secuenciacion metagendmica respecto a los parametros y el control de calidad (QC) de
ONT. También se realiz6 cuantificacion con Nanodrop 2000 y mediante un método
fluorométrico por medio de Qubit™ dsDNA HS Assay Kit de Invitrogen en base al

siguiente diagrama.
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Prepare dos tubos de ensayo
para los estandares y un
tubo de ensayo para la
muestra de cada usuario.

Prepare la solucién de
trabajo Qubit® diluyendo el
reactivo Qubit® 1:200 en
tampdn Qubit®. Prepare
200 pL de solucion de
trabajo para cada estandar y
muestra.

Inserte los tubos en el
fluorémetro Qubit® y tome
las lecturas. Para obtener
instrucciones detalladas,
consulte el manual del
fluorémetro Qubit®.

Prepare los tubos de
ensayo* de acuerdo con la
tabla proporcionada en el

manual.

Incubar los tubos durante 2
minutos a temperatura
ambiente (15 minutos para
el ensayo de proteinas
Qubit®.

Agite en vortex todos los

tubos durante 2-3 segundos.

Fig. 3. Representacion esquematica del protocolo para cuantificacion de ADN por método fluorométrico
utilizando Qubit™ dsDNA HS Assay Kit de Invitrogen.

Se obtuvieron muestras compuestas de ADN a partir de todas las extracciones, las cuales
se mezclaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml obteniendo un total de 24 muestras de ADN
provenientes de lavados de melones, lavado de manos de trabajadores, agua de fuente e
irrigacion, y suelo; esto para formar muestras compuestas que son representativas de los

muestreos en cada huerta.

7.3.4  Preparacion del ADN para la generacion de librerias ONT.

Se prepararon bibliotecas para la secuenciacién de prueba con el dispositivo Oxford
Nanopore MinlON (Oxford Nanopore Technologies). ADN de alto peso molecular
estandarizado proveniente del fago lamda incluido en kit Rapid Lambda Control
Experiment (SQK-RADO004) de ONT fue preparado, para la secuenciacién 1D
(unidireccional) con el kit de secuenciacion rapida (SQK-RADO004). Se realizd una
comprobacion de la calidad de MinlON, tanto del hardware como del estado de la celda de
flujo. Se activaron ~1200 poros para la secuenciacion sin embargo el software de interfaz
de usuario determino la celda en calidad de garantia por lo cual las librerias para la
secuenciacion genética se preservaron a -20 °C en un ultra congelador para su posterior

utilizacion.
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Transposome complex gDNA
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Fig. 4. Representacion grafica de generacion de librerias con Rapid Sequencing (SQK-RADO004) ONT
2021.

La extraccion de ADN de alto peso molecular estandarizado proveniente del fago lamda se
prepar6 con el kit Rapid Sequencing (SQK-RADO004) de ONT, se agrupd y se preparé para
la secuenciacion 1D (unidireccional) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Sin
embargo, si se requiere secuenciar multiples muestras sera necesaria la inclusion del kit
Rapid Barcoding (SQK -RBK004) de ONT.

Barcoded transposome
complex gDNA

Cleavage and addition
of barcoded l
transposase adapters

— —
»

Pooling of harcoded
libraries and attachment of k .,

sequencing adapters

Smin &
. Loading

Fig. 5. Representacion grafica adicion codigo de barras con Rapid Barcoding (SQK -RBK004) ONT 2021.
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7.4 Bioinformética.

Se realizaron capacitaciones en Linux Bash, cursos y entrenamientos para ensamblaje de
secuencias como “Bioinformatics for Biologists: An Introduction to Linux, Bash Scripting,
and R, "Design Genomics and Bioinformatics Training™y "Bioinformatics for Biologists”
de la plataforma future learning y CISCO, se realizo la instalacion, configuracion y prueba
del software de ONT MiniKNOW y EPI2ME asi como se probaron diferentes herramientas
bioinformaticas para el analisis de secuencias como: Methricor, Canu, Minimap, Miniasm,

Nanopolish, Racon, etc. Utilizando un equipo de computo de ultima generacion.

7.5 Andlisis estadisticos.

Se realiz6 un analisis estadistico utilizando la prueba de Fisher para la significancia y la
prueba de T de Student con el software Graphpad Prism 9 y una corroboracion con el
software SPSS Statistics 17.0 para la comparacion del muestreo de cada visita en cada
campo; con la finalidad de determinar la diferencia significativa de las medias de las
concentraciones de UFC/ml de cada microorganismo de interés por visita y muestra. En el
caso de la comparacion de medias de las concentraciones de ADN provenientes de las
muestras representativas obtenidas por cada uno de los métodos de cuantificacion se realiz6
una comparacién de medias con la prueba pareada de T de Student con un alfa de 0.5y un
valor P=0.05 utilizando el software Graphpad Prism 9 y una corroboracién con el software
SPSS Statistics 17.0 para determinar si existen diferencias significativas entre las
mediciones de los dos métodos de cuantificacion.
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8 RESULTADOS

8.1 Determinacion de microorganismos indicadores de contaminacion.

Los muestreos se realizaron durante el periodo de primavera-verano del afio 2020. La

visita se realizé el 30 de julio del 2020 entre 8 am y 2 pm, (25037°50""N 101049°59"" O
General Cepeda, Coah. 1200 metros de altitud), temperatura promedio 19°C; y la segunda
el 12 de octubre entre 8 am y 2 pm (25037°36""N 101049°47"" O General Cepeda, Coah.
1200 metros de altitud) 18°C, La disposicion geografica de las huertas visitadas y tipo de

muestra tomada se reportan en la siguiente tabla.

Tabla 4. Muestras recolectadas por cada campo en diferentes puntos del agroecosistema del melén.

Numero de muestras
Huerta | Ubicacién de Muestras Manos de Agua de Suelo
la Compuestas el Eaes Fuente e
huerta lavado de irrigacion
(Coordenadas) meldn
1vl 25037°50°N 3 5 3 1
10104959
1v2 25037'50N 3 5 3 1
10104959
2vl 25037°36"'N 3 5 3 1
101049747
2Vv2 25037°36"°N 3 5 3 1
101049747

En cuanto al procesamiento de las muestras, se realizo un conteo de los microorganismos
indicadores obtenidos por la técnica de filtracion en membrana y el método de inoculacion
por extension en superficie con los agares selectivos para dicho proposito. De tal manera
que se pudieron apreciar diversas caracteristicas en el crecimiento de los microorganismos;
ayudando a diferenciarlos y cuantificarlos adecuadamente tomando en cuenta su factor de
dilucion. Los principales indicadores se apreciaron en su crecimiento como se representa

en la siguiente figura.
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Fig. 6. Crecimiento de colonias caracteristicas de microorganismos indicadores en sus respectivos medios
selectivos.

8.1.1 Conteo de UFC de microorganismos indicadores de contaminacion.

En los medios selectivos mencionados se determinaron las colonias representativas para
cada uno de ellos: Enterococcus spp. en agar KF Streptococcus (BD), Escherichia coli y
Coliformes fecales: agar Rapid E. coli 2 (BIO-RAD), realizando el calculo por el factor de
dilucion en este caso 102y 10° para cada una de las muestras, asi obteniendo los valores
aproximados de UFC/ml para cada muestra. Una vez realizado el conteo de indicadores de
contaminacion se obtuvieron diversos valores para las concentraciones de estos
microorganismos, poniendo en evidencia las diferencias entre los valores medios para cada

una de las muestras, asi también para cada una de las visitas a los dos campos.

Se observaron las diversas concentraciones en cada una de las muestras, por ejemplo, para
el campo 1 y visita 1 podemos apreciar la variacion en el conteo de UFC de
microorganismos indicadores de contaminacién; lo cual manifiesta que las poblaciones
microbianas presentes difieren respecto al nicho en el que fueron aisladas, inclusive en un
mismo agroecosistema. En el caso del campo 1 en su respectiva visita 1 y visita 2, se
observd una proporcién particularmente alta para los coliformes fecales en cada una de las
muestras, siendo los valores mas dominantes respecto a los de Enterococcus spp y E. coli,
la cual presentd las menores concentraciones en todo el analisis. Los valores de las

concentraciones medias de las repeticiones son representados a continuacion.
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Tabla 5. Concentraciones log10 de UFC/ml de principales microorganismos indicadores de contaminacién
en campo 1 visita 1.

Campol vl | Coliformes | Coliformes R Enterococcus Enterococcus R | E. Coli E. ColiR
Al-1 5.30 5.38 2.00 2.00 2.00 4.04
Al-2 4.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Al-3 3.30 3.40 2.00 2.00 2.00 2.00
M1-1 5.85 5.18 511 5.36 2.00 2.00
M1-2 5.86 5.79 4.70 4.61 2.00 4.01
M1-3 5.68 5.70 4.70 4.51 2.00 2.00
H1-1 5.72 4.60 5.88 5.79 2.00 2.00
H1-2 6.11 5.30 4.48 451 2.00 2.00
H1-3 5.04 5.04 6.20 6.08 2.00 2.00
H1-4 441 5.32 6.08 5.15 2.00 2.00
H1-5 5.96 5.88 4.08 4.04 2.00 4.00
S1-1 4.30 4.15 4.00 5.32 4.30 4.32
Campolv2 | Coliformes | Coliformes R Enterococcus Enterococcus R | E. Coli E. ColiR
Al-1 3.78 3.60 2.00 2.00 2.00 2.00
Al-2 3.70 3.65 2.00 2.00 2.00 2.00
Al-3 453 4.45 2.00 2.00 2.00 2.00
M1-1 4.36 4.00 5.57 5.22 2.00 2.00
M1-2 3.70 2.00 5.15 5.08 2.00 2.00
M1-3 4.32 2.00 5.54 4.48 2.00 2.00
H1-1 4.88 4.83 4.79 4.76 3.00 2.00
H1-2 4.43 4.40 4.85 4.81 2.00 2.00
H1-3 4.26 4.22 4.95 2.00 2.00 2.00
H1-4 5.58 5.54 5.33 4.00 2.00 2.00
H1-5 5.53 4.48 4.76 4.65 3.48 3.00
S1-1 5.47 4.30 4.49 4.45 2.00 2.00
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desviacion estandar de la repeticion del conteo para Campo 1 visita 2.
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Respecto a las concentraciones observadas por el conteo de microorganismos indicadores

para el Campo 2, en sus respectivas visitas 1 y 2, podemos observar una variacion en los

valores de cada uno de los microorganismos de interés; por ejemplo, para la visita uno,

tenemos que de igual manera la proporcién de UFC/ml de coliformes es un poco mas alta

respecto a los de Enterococcus spp y E. coli, sin embargo al observar las gréaficas, vemos

que las concentraciones de UFC/ml varian respecto a cada visita, poniendo en evidencia

que la visita 1 para el caso del conteo en ambos campos, es la que presenta mayor

concentracion de UFC/ml en general. Los valores de las concentraciones medias de las

repeticiones son representados a continuacion.

Tabla 6. Concentraciones log10 de UFC/ml de principales microorganismos indicadores de contaminacién
en campo 2 visitaly 2.

Campo2 V1 | Coliformes | Coliformes R Enterococcus Enterococcus R | E. Coli E.ColiR
A2-1 4.00 3.70 2.00 2.00 4.00 4.04
A2-2 2.00 2.00 3.00 2.95 2.00 2.00
A2-3 3.30 3.15 2.00 2.00 2.00 2.00
M2-1 3.48 2.00 5.87 5.83 2.00 2.00
M2-2 6.04 5.90 6.08 6.00 2.00 2.00
M2-3 6.04 6.00 6.18 4.90 2.00 2.00
H2-1 6.48 6.45 5.74 4.65 2.00 2.00
H2-2 5.99 5.94 5.64 2.00 2.00 2.00
H2-3 5.71 5.68 5.92 5.89 2.00 2.00
H2-4 6.28 6.26 6.00 5.93 2.00 2.00
H2-5 6.48 6.45 511 5.04 2.00 2.00
S2-1 4.00 4.00 2.00 2.00 4.26 4.20
Campo2v2 | Coliformes | Coliformes R Enterococcus Enterococcus R | E. Coli E.ColiR
A2-1 2.00 2.00 3.85 3.78 3.30 3.26
A2-2 4.48 4.18 2.00 2.00 2.00 2.00
A2-3 4.11 4.04 2.00 2.00 2.00 2.00
M2-1 2.00 2.00 3.03 3.00 2.00 2.00
M2-2 4.00 3.00 4.04 4.26 2.00 2.00
M2-3 2.04 2.00 4.36 4.32 2.00 2.00
H2-1 5.48 5.38 4.72 4.68 2.00 2.00
H2-2 2.00 2.00 5.48 4.30 3.30 3.00
H2-3 4.54 4.41 2.00 2.00 2.00 2.00
H2-4 5.33 5.08 5.27 5.18 2.00 2.00
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H2-5 4.32 4.00 5.03 4.08 2.00 2.00
S2-1 4.73 4.45 4.43 2.00 2.00 2.00
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Fig. 9. Concentraciones logl0 de UFC/ml de microorganismos indicadores, concentracion media y
desviacién estandar de la repeticion del conteo para Campo 2 visita 1.
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8.1.2  Determinacion estadistica del marco muestral para la secuenciacion

metagenomica.

Para determinar el marco de analisis por secuenciacion metagendémica de la visita que fuera
mejor candidata para dicho propdsito, se realizé un analisis estadistico utilizando la prueba
de Fisher para la significancia y la prueba de T de Student para la comparacion de medias
del muestreo de cada visita en cada campo; con la finalidad de determinar la diferencia
significativa de las medias de las concentraciones de UFC/ml de cada microorganismo por
visita y muestra y asi poder escoger la que presente mayor presencia de indicadores de
contaminacion y por ende, un microbioma con mayor concentracion de microorganismos
patdgenos.

Para el caso de los coliformes fecales presentes en el campo 1 y campo 2, se pudo
determinar la diferencia significativa de medias de las concentraciones de UFC/ml, las
cuales son mayores en la visita 1 evidentemente respecto a la visita 2, razén por la cual
fueron candidatas para ser incluidas las muestras provenientes de la primera visita para el
caso de ambos campos como marco muestral. Los resultados se pueden apreciar en las

siguientes tablas y gréficas.

Tabla 7. Resultados de las pruebas estadisticas para el conteo de UFC/ml de coliformes presentes en el
campo len lavisitaly 2.

Prueba t no emparejada Prueba F para comparar varianzas

7.556,
Valor de P 0.0122 F, DFn, Dfd (grados de libertad) 11,11
Significativamente diferente (P < .
0,05) S Valor de P 0.0023
¢Valor de P de una o dos colas? Dos colas | significativamente diferente (P < 0,05) Si
t, gl t=2.729, gl=22 | N= 48
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Fig. 11. Estimacion y comparacion de las medias de la concentraciéon de UFC/mI para coliformes en el

campo 1 visitaly 2.

Tabla 8. Resultados de las pruebas estadisticas para el conteo de UFC/ml de coliformes presentes en el
campo 2 en lavisitaly 2.

Prueba t no emparejada Prueba F para comparar varianzas
Valor de P 0.011 F, DFn, Dfd 167.9,11, 11
Significativamente diferente .
(P < 0,05) Si Valor de P <0.0001
¢Valor de P de una o dos Significativamente diferente (P < .
Dos colas Si
colas? 0,05)
t=2.778,
t, gl gl=22 N= 48
Estimacion UFCs/ml Campo 2
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Fig. 12. Estimacion y comparacion de las medias de la concentracion de UFC/ml para coliformes en el
campo 2 visita 1y 2.
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Respecto a lo observado en las concentraciones de UFC/ml para Enterococcus spp tanto
del Campo 1 como del Campo 2 se realizd la comprobacion estadistica, y no se observé
diferencia significativa entre de las concentraciones medias de las visitas 1 y 2 del Campo
1, sin embargo, para el Campo 2 fue un caso diferente, en el cual si se observé diferencia
significativa de las medias de las concentraciones obtenidas para la visita 1y 2, siendo la
primera la que presento mayor valor y por lo tanto fue incluida en el marco muestral. Los
resultados se pueden apreciar en las siguientes tablas y gréficas.

Tabla 9. Resultados de las pruebas estadisticas para el conteo de UFC/ml de Enterococcus spp. presentes
enel campo len lavisitaly 2.

Prueba t no emparejada Prueba F para comparar varianzas
Valor de P 0.1607 F, DFn, Dfd 28.26, 11,11
Significativamente diferente
(P < 0,05) NO | \/alor de P <0.0001
¢Valor de P de una o dos Significativamente diferente (P < .
Dos colas Si
colas? 0,05)
t=1.452,
t, gl gl=22 N= 48
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Fig. 13. Estimacion y comparacion de las medias de la concentracion de UFC/ml para Enterococcus spp en
el campo 1 visitaly 2.
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Tabla 10. Resultados de las pruebas estadisticas para el conteo de UFC/ml de Enterococcus spp presentes
enel campo 2 enlavisitaly 2.

Prueba t no emparejada Prueba F para comparar varianzas

Valor de P 0.0059 | F, DFn, Dfd 47.67,11,11
Significativamente diferente (P < .

0,05) St Valor de P <0.0001
Significativamente diferente (P <

¢Valor de P de una o dos colas? Dos colas 0,05) Si
t=3.046,
t, gl gl=22 N= 48
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Fig. 14. Estimacion y comparacion de las medias de la concentracion de UFC/ml para Enterococcus spp en
el campo 2 visita 1y 2.

En cuanto a lo observado estadisticamente para las concentraciones medias de UFC/ml de
E. coli presentes tanto para el Campo 1 como para el Campo 2, se determind que en el caso
del Campo 1 no existen diferencias significativas respecto a los resultados del muestreo
tanto de la visita 1 y visita 2; sin embargo para el caso del Campo 2 fue un caso diferente
ya que si se observd diferencia significativa en cuanto a los valores medios de las
concentraciones de UFC/ml respecto a la visita 1 y visita 2, siendo la primer visita la que
represento un valor mas alto y por lo tanto fue incluida en el marco muestral para los
andlisis de secuenciacion metagenomica. Los resultados se pueden apreciar en las

siguientes tablas y graficas.
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Tabla 11. Resultados de las pruebas estadisticas para el conteo de UFC/ml de E. coli presentes en el campo

lenlavisitaly 2.

Prueba t no emparejada

Prueba F para comparar varianzas

Valor de P 01191 |F, DFn, Dfd 116.0,11, 11
Significativamente diferente (P <
0,05) No Valor de P <0.0001
Dos colas Significativamente diferente (P < Si
¢Valor de P de una o dos colas? 0,05)
t=1.622,
t gl df=22 | N= 48

Estimacion UFC /ml Campo 1
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Fig. 15. Estimacién y comparacion de las medias de la concentracién de UFC/ml para E. coli en el campo

lvisitaly 2.

Tabla 12. Resultados de las pruebas estadisticas para el conteo de UFC/ml de E. coli presentes en el campo

2enlavisitaly 2.

Prueba t no emparejada

Prueba F para comparar varianzas

Valor de P 0.2213 | F, DFn, Dfd 76.30, 11, 11
Significativamente diferente (P < .
0,05) Si Valor de P <0.0001
Dos colas Significativamente diferente (P < si
¢Valor de P de una o dos colas? 0,05)
t=2.729,
t gl gl=22  |N= 48
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Estimaciéon UFC /ml Campo 2
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Fig. 16. Estimacion y comparacion de las medias de la concentracién de UFC/ml para E. coli en el campo
2visitaly 2.

Gracias a los resultados obtenidos y los analisis realizados se tomo la decisién de incluir
en el marco muestral para la secuenciaciébn metagendmica solo aquellas muestras
provenientes del microbioma presente en las visitas 1 tanto para el Campo 1 como para el
Campo 2, a pesar de que no todas las diferencias de medias en las concentraciones de
UFC/ml de microorganismos indicadores fueron significativas, en la mayoria de los casos
si lo fueron, ademas complementandolo con lo observado en el conteo de indicadores; se

corroboro como la mejor opcion de anélisis metagendmico la visita 1 para ambos campos.

8.1.3  Determinacion de cepas presuntivas de microorganismos patdgenos.

Los resultados obtenidos de la determinacion de microorganismos patdégenos por medios
de cultivo selectivos mostraron evidencia de la presencia de colonias presuntivas para
Salmonella, E. coli y L. monocytogenes, principalmente; gracias a estos aislamientos se
pudo corroborar la presencia de estas cepas en las muestras tomadas del agroecosistema
del meldn, de tal manera que se obtuvo una coleccion de cepas como se muestra a
continuacion. Gracias a estos resultados se determino la presencia de microorganismos de
importancia clinica que pueden provocar enfermedades transmitidas por el consumo de
alimentos contaminados; sumando a la justificacién para la implementacién de un método
mas robusto de analisis y monitoreo de esta contaminacion, como lo es la secuenciacion

metagenomica del ADN por tecnologias de siguiente generacion ONT.,
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Tabla 13. Visita 1 para ambos campos. Coleccién de cepas presuntivas preservadas en glicerol al 20% y -
80 oC Clave: H= muestra de manos, M=mel6n, A= agua de irrigacion y S= suelo. #1=campo, #2 = muestra,
#3 = colonia. En negritas las cepas presuntivas analizadas

A2-1-1TBX = H2-2-3XLD H2-2-3 A2-3-3
H2-4-3 H2-2-2 H2-3-2 TBX H1-2-1TBX
H2-4-2 H1-3-2 OXA H2-5(1,2) H2-1-3
H2-4-1 H2-2-1 H2-1-1 H1-2-2 TBX
H1-4-2 M1-2-5 XLD = H2-3-3TBX M2-3-4 XLD
H1-5-2 H1-5-2 M1-2-1 H1-5-2

H2-3-2 TBX M1-2-2 TBX Al-3-2 H2-3-2

M1-1-5 OXA Al-3-3 H1-4-3 XLD S1-1-1 TBX
M1-2-2 M1-2-3 OXA H2-5-3 A2-1-2
H1-1-1 M1-3-2 M1-3-3 H1-1-3

Para el diagndstico molecular de microorganismos patégenos por medio de la técnica de
PCR punto final, se utilizaron los cebadores para la amplificacion de los genes 16S rRNA,

invA'y hylA para E. coli, Salmonella spp y L. monocytogenes respectivamente.

E. Coli TBX Salmonella spp. XLD L. monocytogenes OXA

"BO #,
L TN
°q 2

Fig. 17. Aislados de microorganismos patdgenos presuntivos con su respectivo medio de cultivo selectivo.

Tabla 14. Resultados de la determinacion por PCR punto final de microorganismos patdgenos
contaminantes en el agroecosistema del melén. R: Resultado de la prueba.

E. coli R Salmonella spp. R L. monocytogenes R
A2-1-1 TBX - M1-2-5 XLD - H1-3-2 OXA -
H2-3-2 TBX + M2-3-4 XLD + M1-1-5 OXA -
M1-2-2TBX - H1-4-3 XLD - M1-2-3 OXA -
S1-1-1 TBX +
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8.2 Evaluacion de los métodos de extraccion de ADN de alto peso molecular
proveniente del microbioma presente en el agroecosistema del melon.
En cuanto a la obtencion del ADN de alto peso molecular correspondiente al microbioma
presente en cada una de las muestras del agroecosistema del melén, se realiz6 una filtracion
en membranas Millipore de 0.45 pum de acuerdo al protocolo descrito (Heredia et al. 2016);
los resultados de la técnica de filtracion de membranas obtenidas por cada una de las
muestras y preservadas a -80 °C se representa en la siguiente tabla.

Tabla 15. Numero de membranas obtenidas y preservadas a -80 oC por tipo de muestra recolectada y
campo visitado en la regién de Paila Coah. México.

Tipo de muestra | Cantidad de membranas conservadas a -80°C por campo visitado
recolectada # muestras Campo 1 # muestras Campo 2 membranas | TOTAL
Lavado de meldn 3 3 16 48 - 48
Manos de los 5 5 16 80 - 80
trabajadores

Agua de irrigacién 2 2 16 32-32
Suelo 2 2 16 16 -16

Las membranas fueron preservadas a -80 °C, esto para mantener la integridad del
microbioma presente y de su ADN, util para el futuro estudio metagendémico de este
trabajo.

Considerando los diferentes protocolos de extraccion de alto peso molecular, se realizaron
algunas pruebas de extraccion de ADN de membrana Millipore de 0.45 pm utilizando una
modificacion inicial con el kit DNeasy Blood & Tissue de QIAGEN, utilizando tubos de
lisis de perlas del kit de ISOLATE Fecal DNA Kit de bioline, esto para comparar la
extraccion; sin embargo, solo se realizaron 6 extracciones y al ver los resultados, y revisar
literatura méas reciente de Nanopore, se optd por el método convencional de fenol
cloroformo. Las técnicas fueron reproducidas y evaluadas en base a su metodologia
descrita.

Un bajo rendimiento de ADN puede dar lugar a la perdida de muestras durante la
preparacion de bibliotecas o a una baja ocupacién de los poros en MinlON durante la

secuenciacion, por lo tanto, se realizé una estandarizacion del protocolo modificado basado
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en extraccion por fenol-cloroformo para secuenciacion metagendmica con ONT. Las

concentraciones obtenidas de ADN en diferentes muestras del agroecosistema de meldn se

listan en la siguiente tabla. En el caso de las membranas provenientes de muestras de agua

de irrigacion, no se incluyeron en la estandarizacion ya que para ellas se utilizé un kit de

extraccion especial para muestras de agua DNeasy Power Water kit (Qiagen) con la

finalidad de obtener mayor cantidad de ADN de alto peso molecular.

Las muestras de agua de irrigacion que se incluyeron en la estandarizacién del protocolo

modificado basado en extraccion por fenol-cloroformo, dieron como resultado bajas

concentraciones de ADN revisadas con espectrofotometro UV-vis NanoDrop 2000,

oscilando entre los 50 y 200 ng/pul, siendo descartadas para posteriores estandarizaciones.

Tabla 16. Extracciones de ADN de muestras filtradas correspondientes a diferentes puntos del
agroecosistema de melon. A corresponde al campo 1 y B corresponde al campo 2. La pureza y
concentracion fueron determinadas por Nanodrop 2000 (Thermo Fisher).

Muestra | Concentracion Pureza Volumen | Muestra | Concentracion Pureza Volumen
ADN A260/A280 ADN A260/A280
ng/pl ng/pl
Mel6n 248 1.81 100 pl~ | Manos 302 1.98 100 pl~
1-A 5-A
Meldn 236 2.07 100 pl~ | Manos 197 1.08 100 pl~
2-A 1-B
Mel6n 198 1.62 100 pl~ | Manos 306 3.05 100 pl~
3-A 2-B
Melén 258 1.92 100 pl~ | Manos 289 2.12 100 pl~
1-B 3-B
Mel6n 297 1.68 100 pl~ | Manos 223 2.02 100 pl~
2-B 4-B
Melon 301 2.10 100 pl~ | Manos 265 1.99 100 pl~
3-B 5-B
Manos 214 1.89 100 pl~ | Suelo 1- 553 1.81 100 pl~
1-A A
Manos 195 191 100 pl~ | Suelo 2- 628 1.89 100 pl-~
2-A A
Manos 206 2.30 100 pl~ | Suelo 1- 652 1.79 100 pl~
3-A B
Manos 223 2.04 100 pl~ | Suelo 2- 588 1.82 100 pl~
4-A B
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Las muestras de ADN provenientes de suelo resultaron en una mayor concentracion, a
diferencia de los otros puntos del agroecosistema del meldn, esto debido a que contenian
aparentemente una mayor concentracion de microorganismos atrapados por la membrana
de 0.45 um, gracias a la eficiencia del protocolo de extraccion se obtuvo ADN de calidad
y de alto peso molecular. Se realizo también una rectificacion de las concentraciones de
ADN para determinar cuales habian sufrido degradacion. Ademas, se realizo electroforesis
en gel de agarosa al 1% para la visualizacion de ADN para determinar si cumple con los
requisitos necesarios para su utilizacion. Basado en la baja cantidad de ADN obtenida para
las muestras de las membranas provenientes de agua de irrigacion, se implementé el
protocolo de extraccion utilizando el kit DNeasy Power Water kit (Qiagen) de acuerdo las
especificaciones del fabricante. Para lo cual se obtuvieron resultados prometedores en
cuanto a concentracién y visualizacion del ADN obtenido por el Kit que se pueden apreciar

en la siguiente figura.

Fenol cloroformo HMW DNeasy Power Water kit
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Fig. 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, muestras de ADN obtenidas con el kit comercial
DNeasy Power Water kit (Qiagen). Comparativa contra el método de extraccion Fenol-cloroformo.

Se determind la integridad del ADN metagendmico con una electroforesis en gel de agarosa
al 1% vy utilizando un marcador de peso molecular de 10 kb. Gracias a lo observado, se

tomo la decision de realizar la extraccion de ADN final para el analisis por secuenciacion
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metagendmica de cada una de las muestras por medio del kit DNeasy Power Water kit
(Qiagen) y se realiz6 una comparativa de las concentraciones medias obtenidas por los dos
diferentes métodos de cuantificacion para cada una de las muestras representativas. Para
ello fue de suma importancia tomar en cuenta los parametros de control de calidad
propuestos por la plataforma de ONT para su dispositivo de secuenciacion, dichos
parametros fueron comparados para cada una de las muestras representativas y son los
siguientes: Pureza medida con Nanodrop - OD 260/280 de 1,8 y OD 260/230 de 2,0-2,2
Masa de entrada, medida por Qubit - 1 pg.

8.2.1  Comparativa de los métodos analiticos de la concentracion de ADN

de alto peso molecular.

Para la comparacion de medias de las concentraciones de ADN provenientes de las
muestras representativas obtenidas por cada uno de los métodos de cuantificacion se realiz6
una evaluacion de comparacién de medias con la prueba pareada de t de Student con un
alfa de 0.5 y un valor P=0.0315 para determinar que si existen diferencias significativas
entre las mediciones de los dos métodos de cuantificacion: método espectroscépico (UV-
VIS) Nanodrop 2000 y método fluorométrico por medio de Qubit™ dsDNA HS Assay Kit

de Invitrogen. Los resultados obtenidos estan representados a continuacion.

Tabla 17. Concentraciones de ADN de las muestras representativas en el agroecosistema del meldn.

Muestras representativas de ADN proveniente del agroecosistema de mel6n de los 2 campos.
MUESTRA (QUBIT) (NANODROP) A260/280 A260/230 VOLUME
Al-1R 11.1 ng/pl 18.5 ng/ul 1.9 1.86 ~100 puL
A2-2R 29.2 ng/pl 443 ng/ul 1.91 1.82 ~100 pL
H1-1R 14.9 ng/pl 194.2 ng/ul 2.06 2.19 ~100 pL
H1-5R 13.8 ng/ul 28.5 ng/ul 2.05 1.86 ~100 pL
H2-2R 42.1 ng/pl 65.2 ng/pl 1.86 1.84 ~100 puL
H2-5R 60 ng/pl 28.5 ng/pl 2.05 1.96 ~100 puL
M1-1R 26 ng/ul 34.1 ng/ul 1.84 1.88 ~100 pL
M1-1R2 17.1 ng/ul 26.8 ng/ul 1.91 1.66 ~100 pL
M1-3R 17.6 ng/ul 42.7 ng/ul 2.04 1.60 ~100 puL
M2-1R 19.5 ng/ul 200.7 ng/ul 1.86 1.43 ~100 puL
M2-1R2 27.8 ng/ul 41.0 ng/pl 1.90 1.85 ~100 puL
S1R 29.5 ng/ul 39.8 ng/ul 1.89 1.95 =100 uL
S2R 20.3 ng/pl 63.2 ng/l 2.05 1.87 ~100 pL
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Fig. 19. Analisis de las concentraciones de ADN por los dos principales métodos de cuantificacion, se
incluye el grafico de las medias de los valores de absorbancia para determinacién de pureza y calidad de
las muestras.
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Fig. 20. Diferencia de medias entre las concentraciones de ADN determinadas por los dos principales
métodos de cuantificacion. Alfa =0.05, P=0.0315, t=2.285 y gl=24

En base a los resultados se consider6 como mejor opcion utilizar aquellas muestras que
tuvieran los valores de concentracion de ADN determinados por Qubit™ dsDNA HS Assay
Kit de Invitrogen y que estuvieran dentro de los parametros de control de calidad para la

secuenciacion segun lo establecido en la plataforma para el dispositivo MinlON de ONT
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8.2.2  Consideraciones en la generacion de librerias para secuenciacion

metagenomica con ONT.
Para la generacion de librerias, la cantidad de ADN obtenida por el protocolo DNeasy
Power Water kit (Qiagen) resultd ser suficiente para un correcto funcionamiento de la
secuenciacion y en la generacion de codigos de barras, segun lo establecido por la
plataforma de ONT de acuerdo a los parametros de calidad y cuantificacion por Nanodrop
2000 y Qubit™ dsDNA HS Assay Kit de Invitrogen y fue combinado en base a cada tipo
de muestra generando un pool de ADN por muestra el cual se representa en la siguiente
tabla (tabla 18). En cuanto al disefio de la secuenciacidn genética de prueba, para poder
analizar las secuencias genéticas en un solo evento de secuenciacion con MinlON ONT; el
ADN de alto peso molecular estandarizado proveniente del fago lamda se prepar6 con el
kit Rapid Sequencing (SQK-RADO004) de ONT. En cuanto a las librerias preparadas para
la secuenciacién de prueba, se realizé una comprobacion de la calidad de MinlON, tanto
del hardware como del estado de la celda de flujo. Se activaron ~1200 poros para la
secuenciacion sin embargo el software de interfaz de usuario determino la celda en calidad
de garantia por lo cual las librerias para la secuenciacion genética se preservaron a -20 °C
en un ultra congelador para su posterior utilizacion.

Tabla 18. ADN de alto peso molecular mezclado entre cada uno de los tipos de muestras, para la generacién

de las librerias de secuenciacion separadas por codigos de barras para lograr la secuenciacién metagenémica
maltiple.

ADN por tipo de muestra Campo 1 (ADN Campo 2 (ADN
mezclado) mezclado)
Manos de los trabajadores H1-1R 14.9 ng/ul H2-2R 42.1 ng/ul
(5) H1-5R 13.8 ng/ul H2-5R 60 ng/ul
Lavado de meldn (3) M1-1R 26 ng/ul M2-1R 19.5 ng/ul
M1-3R 17.6 ng/ul M2-1R2 27.8 ng/ull
Agua de irrigacion (2) Al-1R 11.1 ng/pl A2-2R 29.2 ng/ul
Suelo (2) SIR  29.5ng/ul S2R 20.3 ng/pll

Para el protocolo de separacion de muestras por generacion de codigos de barras, se
necesitan aproximadamente 400 ng/ul en un volumen final de 7.5 pl para la reaccion y

56



utilizacion del kit de acuerdo al fabricante ONT. La generacion de cddigos de barras

permite la separacion de las muestras para realizar una secuenciacion multiple.

Para determinar la composicion aproximada del ADN para el éxito en las aplicaciones
posteriores, como la secuenciacion de lectura larga, se conviene un proceso mas fiable y
cualitativo si se realiza una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Aunque este método no
predice directamente ninguna métrica de rendimiento de la secuenciacion, ofrece una
herramienta para evaluar con mayor precision la calidad y composicion del ADN y como
se distribuye su peso molecular antes de la costosa secuenciacion o preparacion de librerias

gendmicas.

8.3 Implementacion de tecnologias de la informacion para la ejecucion y analisis
de la secuenciacion metagenémica para MinlON de ONT.
En el caso de la Bioinformaética, se estructur6 un esquema para la implementacion de la
tecnologia de secuenciacion genética incluyendo el software para ensamblaje de secuencias
y analisis bioinformaticos del microbioma y perfil de GRAs asociado; para ello utilizando
un equipo de computo adquirido con capacidades recomendadas segln la plataforma de
ONT para el correcto funcionamiento del dispositivo de secuenciacion MinlON, se logro6
la configuracidon de los sistemas operativos y el software tanto de ensamblaje y analisis de
secuencias como para la operatividad del equipo de secuenciacion. Se realizaron
capacitaciones en Linux Bash, cursos y entrenamientos para ensamblaje de secuencias
como “Bioinformatics for Biologists: An Introduction to Linux, Bash Scripting, and R™,
“Design Genomics and Bioinformatics Training™ y “"Bioinformatics for Biologists™ de la
plataforma Future Learning y CISCO , asi como capacitaciones en la construccion de
librerias de secuenciacion, implementacién de cédigos de barras; y diversos protocolos de
la plataforma de Oxford Nanopore Technologies.
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El siguiente software y herramientas de andlisis fueron instalados y probados en un sistema

de computo con las siguientes caracteristicas: Procesador Intel i7 de 92 generacion con una

capacidad de 3.45 GHz y una arquitectura de 8 nucleos con 16 hilos légicos de

procesamiento y 12 MB de L cache; memoria RAM optano de 8 canales de 16 Gb con una
frecuencia de 1333 MHz; memoria de video Zogist ZOGT520-2GD3H Gddr5; disco de
estado sélido con 500 Gb de almacenamiento. SO LINUX 18.04 y Windows 10.

Tabla 19. Software y herramientas utilizadas en el analisis de secuencias genéticas obtenidas con Oxford
Nanopore Technologies.

Herramienta Estrategia Soporte multi Servicio Repositorio
hilo
Metrichor Red neural Basado en la nube | Llamado de las https://metrichor.c
recurrente bases om/
Nanonet Red neural Parametros de jobs | Llamado de las https://github.com/
recurrente bases nanoporetech/nano
net
Scrappie Red neural Comandos export | Llamado de las https://github.com/
recurrente OMP bases nanoporetech/scra
ppre
Nanocall Modelo Markov Parametros Llamado de las https://github.com/
escondido Threads bases mateidavid/nanoca
Il
GraphMap Similaridad k-mer | Con el parametro Ensamblaje MAGs | https://github.com/
threads isovic/graphmap
Minimap Minimizador de Con el parametro - | Resolucién https://github.com/
similaridad t. Contigs 1h3/minimap
Canu OLC correccion de | Autoconfiguracion | Visualizacién https://github.com/
errores Ensamblaje marbl/canu
Miniasm OLC Sin Sin soporte Ensamblaje de https://github.com/
correccion de secuencias Ih3/miniasm
errores
Nanopolish Modelos Con el pardmetro — | Pulir el ensamblaje | https://github.com/
escondidos de threads y -P jts/nanopolish
Markov
Racon Gréfico de Con el pardmetro — | Pulir el ensamblaje | https://github.com/
alineacion parcial | threads isovic/racon
MiniKNOW Red neural Basado en la nube | Interfaz usuario Exclusivo Oxford
recurrente llamado de bases Nanopore
Technologies.
EPI2ME Red neural Basado en la nube | Andlisis en tiempo | Exclusivo Oxford
recurrente real e Nanopore

implementacion de
pruebas.

Technologies.
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9 DISCUSION

En este estudio se analizaron las muestras microbioldgicas provenientes de dos
agroecosistemas del melon de la region de Paila Coah. Zaragoza México. Para poner en
contexto, tenemos que considerar que las ETAs y los microorganismos que las generan,
guardan una estrecha relacién con el agroecosistema donde los productos frescos son
desarrollados; esto debido a que la microbiota presente en el ambiente agropecuario
interactta de manera directa con el producto (Pérez y Mercado, 2018), adhiriéndose a este,
y llegando hasta la mesa del consumidor. En el caso de los microorganismos patdgenos,
pueden previamente haber adquirido cualidades especificas debido a la interaccién con el
microbiota en el agroecosistema, la determinacion de estos microorganismos en un nicho
especifico, puede realizarse por diversas técnicas tanto en la microbiologia tradicional
como por técnicas de biologia molecular; en todo caso, la recuperacion de
microorganismos de muestras puede ser realizada a través de la filtracion en membranas
de nitrocelulosa. Lépez Suérez, K. y colaboradores en el 2015 realizaron la validacién del
método filtracion por membrana para andlisis microbiologico de coliformes totales y

Escherichia coli en aguas marinas.

En cuanto a la determinacion de microorganismos indicadores de contaminacion, se
obtuvieron diferentes valores respecto a las medias de las concentraciones de UFC/ml, para
los dos campos y las dos visitas, obteniendo un valor maximo de 2.9%a 1.3°y 5.4% a 3% de
UFC/ml de coliformes fecales para el Campo 1 y el Campo 2 respectivamente;
correspondiendo las cuentas mas elevadas a las muestras de suelo. Similarmente Molina-
Loya en el 2012 determind la calidad microbiol6gica de un agroecosistema de chile, en el
que las muestras de manos de los trabajadores durante la cosecha arrojaron valores de
concentraciones de coliformes fecales mayores a 10° UFC/ml. De acuerdo a lo observado
para el conteo de E. coli en el Campo 1y Campo 2 respectivamente, se obtuvieron valores
maximos para las medias de las concentraciones entre 2.1* y 1.8* UFC/ml. En el 2012
Maffei y colaboradores analizaron la presencia de E. coli en muestras de diversos vegetales
tales como lechuga, arugula y acelgas que se venden en Brasil, encontrando que el 40% de
las muestras contenian a este microorganismo en niveles de 1 a 2 Log UFC/ml. Respecto a

los analisis para el conteo de Enterococcus spp se obtuvieron valores maximos de las
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medias de las concentraciones de 1.6° y 1° de UFC/ml para el Campo 1y el Campo 2
respectivamente. En el 2012 Molina y colaboradores, encontraron niveles de 102-10°
UFC/ml de Enterococcus durante la cosecha del chile jalapefio, determinando en el
enjuague de producto, y valores de 10°-10* UFC/ml para las muestras de manos de los
trabajadores, concordando con los resultados de la muestra de este estudio en donde los
valores maximos también fueron provenientes de las muestras de manos de trabajadores
para cada campo. En este estudio también se evaluaron estadisticamente las diferencias
significativas de las concentraciones medias para cada uno de los microorganismos
indicadores de contaminacion anteriormente mencionados para determinar el marco
muestral de los andlisis de secuenciacion metagendmica, para después contar con un
analisis mas robusto en cuanto a la presencia de dichos microorganismos. Factores
abiodticos como el clima, la calidad del suelo, la cantidad de exposicién a la luz solar,
pueden ser factores que intervienen en la baja concentracion de microorganismos
indicadores de contaminacidn en la visita 2 respecto a la visita 1.

Como antesala para la secuenciacion metagendmica, el presente trabajo evalud la presencia
0 ausencia de microorganismos patégenos de interés clinico, en donde pudimos observar
la presencia de Salmonella spp en muestra de lavado del producto del Campo 2, la presencia
de E. coli para muestras de manos de los trabajadores del Campo 2 y en suelo del Campo
1 y la ausencia de L. monocytogenes en ambos campos; estas determinaciones fueron
realizadas por PCR punto final después de la obtencién de cepas presuntivas para los 3
microorganismos patogenos con la utilizacion de medios selectivos. Sin embargo, los
resultados observados pueden diferir de lo que realmente esta presente en una muestra tan
compleja como lo es el agroecosistema del meldn. Se sabe que comprender las
caracteristicas fenotipicas de los aislados tiene limites ambientales, debido a que solo la
fraccion cultivable representa el 1% del total de microorganismos (Pazda et al. 2019), asi
como las similitudes fenotipicas en el desarrollo en los medios selectivos. Métodos
moleculares para el aislamiento de ADN bacteriano son muy eficaces, debido a la deteccion
de las secuencias especificas que codifican ya sea para los genes de virulencia o genes de

resistencia a antibiéticos, mediante PCR (Pazda et al. 2019).

Por otro lado, la aparicion de la RAM en los patdgenos humanos se ha convertido en una

gran amenaza para la medicina moderna (Tong et al. 2020). EI resultado del tratamiento
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con antibioticos puede afectar a la composicién del intestino y generar microorganismos
multirresistentes que después son distribuidos por diversas vias a través de la estructura
pluvial de una poblacién y llegar hasta el agua de irrigacion de un agroecosistema, ademas
de las malas préacticas con antibiéticos en ganaderia y el uso de abonos o fertilizantes
contaminados con microorganismos resistentes en una cadena de produccién agricola; son
participantes en un potencialmente peligroso aumento exponencial en los perfiles
resistoomicos dentro del microbioma en un agroecosistema determinado (Bengtsson-
Palme et al, 2017). Cada vez se reconoce mas que no sélo los genes de resistencia a los
antibidticos (GRAS) que se encuentran en los patdégenos clinicos son relevantes, sino que
todas las bacterias patdgenas, comensales y ambientales, asi como los elementos genéticos
moviles y los bacteri6fagos, constituyen un reservorio de GRA del que las bacterias
patdgenas pueden adquirir resistencia mediante la transferencia horizontal de genes (THG)
(Sun et al. 2019). La THG ha provocado que la resistencia a los antibioticos se extienda
desde las especies comunes y ambientales hasta las patdgenas, como se ha demostrado para
algunos ARG de importancia clinica (Christian et al, 2016).

Gracias a la implementacion de la metagenémica se han podido describir microorganismos
que son considerados microbiota nativa de un ecosistema. Estas tecnologias también se han
implementado en productos alimenticios donde se han enfocado en la identificacion de este
microbiota presente en productos frescos con la finalidad de observar cdmo es que estas
poblaciones microbianas interactan en el agroecosistema, y como son afectadas por
condiciones ambientales y la interaccion de estas poblaciones con patégenos (Cao et al.
2017). Con anélisis bioinforméaticos de las secuencias metagendmicas se pueden
determinar unidades taxondmicas operativas OTU’s y con el correcto desarrollo
bioinformatico, se puede llegar a una resolucidn de especie entre los aislados virtuales; esto
basandose en tecnologias de secuenciacién de lecturas largas. La contencion de la RAM
puede lograrse mediante una comprension completa de la compleja y diversa estructura y
funcién de la microbiota. Sus entidades taxondmicas sirven como puntos focales para la
diseminacion de los determinantes genéticos de la resistencia a los antimicrobianos como
lo son elementos genéticos madviles (EGM) y participantes implicados en la THG (Martin
et al, 2021). La metagenomica funcional ha ayudado a identificar posibles reservorios de

determinantes de resistencia a los antimicrobianos.
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La identificacion de los reservorios de GRAs es primordial en las medidas tomadas para
resolver la crisis de RAM. Los metagenomas ambientales varian explicitamente entre si en
cuanto a la composicion de la microbiota y el patron del resistoma (Moore et al. 2013). La
metagendmica ayudo a entender qué nicho ambiental puede ser principalmente una fuente
de diseminacion y de qué tipo de mecanismo de resistencia antimicrobiana (Pal et al. 2016).
Un estudio sobre el resistoma del intestino de los bebés sanos demostr6 que alberga una
rica diversidad de GRAs clinicamente relevantes incluso sin exposicion previa a la presion
de seleccion de los antibidticos, lo que indica la implicacion de los microbios intestinales
cripticos como fuentes importantes de GRAs que son transferibles. El estudio destaco la
importancia del intestino humano sano como reservorio de GRAs y el papel que juega la
secuenciacion metagendmica en el analisis de muestras complejas (Fitzpatrick, 2016).

La utilizacion de tecnologias de secuenciacion de lecturas largas como es el MinlON de
ONT, permite a los investigadores con el adecuado enfoque bioinformatico determinar
todos estos elementos genéticos implicitos en la adquisicion de RAM. Ademas, dilucidar
por medio de la sintenia genética los mecanismos y como estos funcionan en la
diseminacion de los GRAs. Los dispositivos Nanopore de Oxford Technologies podrian
proporcionar una secuenciacion genomica detallada a una fraccién del coste y sin necesidad

de conocimientos técnicos de bioinformatica.

Este estudio evalué un esquema de implementacién del uso del dispositivo MinlON vy las
herramientas de analisis para sugerir las mejores practicas utilizando los flujos de trabajo
automatizados de EPI2ME y el ensamblaje manual de Novo. Se ha reportado que la inclusion
de las lecturas largas de MinlON super6 los problemas de ensamblaje de las lecturas cortas
(Buckley et al., 2015).

Esta reportado que utilizando el MinlON, se han registrado longitudes de lectura superiores
a 100 kb, EI MinlON ya se ha aplicado para estudiar diversos aspectos relacionados con la
resistencia a los antibidticos y la microbiologia de las infecciones, incluida la
determinacion de la estructura y el lugar de inserciébn cromosomica de una isla de
resistencia a los antibiéticos en Salmonella Typhi (Ashton et al, 2014), la deteccion de
carbapenemasas y genes ESBL y su localizacion genémica en aislados patogenos Gram-
negativos (Judge et al, 2015), y la identificacion de especies y perfiles de resistencia de
aislados de Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis (Bradley et al, 2015).
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Un método exitoso de extraccion de ADN de alto peso molecular para estudiar entornos
asociados al huésped con baja biomasa microbiana tendria que cumplir: optimizar un perfil
de distribucion de la longitud de lectura para mejorar los andlisis de secuencias posteriores
y minimizar la proporcion de contaminacion del ADN asociado al huésped (Maghini et al,
2021). Por lo tanto, en el presente trabajo se evaluaron diferentes métodos de extraccion de
ADN de alto peso molecular proveniente de membranas filtradas que contienen parte del
microbioma del agroecosistema del meldn; obteniendo diferentes concentraciones de ng/ul
para cada uno de ellos; y se determind la calidad y cuantificacion de las extracciones por
el método espectroscopico (UV-VIS) Nanodrop 2000 y método fluorométrico de Qubit™
dsDNA HS Assay Kit de Invitrogen; dando valores méaximos de 60 ng/ul para la muestra
de manos de los trabajadores del campo 2 determinados por Qubit™ y 200.7 ng/ul para la
muestra proveniente de lavado del producto del Campo 2; por lo cual se observaron
diferencias en cuanto los valores obtenidos cada uno de los métodos; asi pues se realizd
una prueba estadistica de t de Student para determinar que si existe diferencia significativa
entre las medias de las concentraciones obtenidas en la utilizacion de cada uno de los
métodos de cuantificacion con un Alfa =0.05, un valor P= 0.0315 (t=2.285 y gl=24). Se
consideraron los valores determinados por el método fluorométrico de Qubit™ debido a
consideraciones de calidad propuestas por la plataforma de Oxford Nanopore
Technologies, (Pureza medida con Nanodrop - OD 260/280 de 1,8 y OD 260/230 de 2,0-
2,2) y masa de entrada, medida por Qubit de 1 pg de ADN por muestra. Goldstein y
colaboradores en el 2019 informaron de diferencias en la longitud del ensamblaje que
dependen del peso molecular del ADN, un efecto que potencialmente se observa y depende

de los protocolos de extraccién y generacion de librerias gendmicas.

Una ventaja Unica de las plataformas de secuenciacion por nanoporos es el acceso en
tiempo real al producto que se esta secuenciando, lo que promueve nuevos métodos para
la identificacion basada en la referencia de moléculas de ADN no objetivo y su rechazo en
tiempo real de un poro activo para minimizar su impacto en los resultados de la
secuenciacion (Kovaka et al. 2020). La maximizacion de la calidad del ADN de entrada y
el uso de nuevos algoritmos de ensamblaje (Kolmogorov et al. 2020; Koren et al. 2017; Li
2016; Ruan y Li 2020), las estrategias de pulido eficaces (Loman, Quick y Simpson 2015;
Vaser et al. 2017; Walker et al. 2014; Morisse et al. 2021), conduciran a nuevos

63



conocimientos en metagendmica, especialmente con MAGs circulares completos.

Las lecturas largas de MinlON simplifican enormemente el proceso de ensamblaje del
genoma al disminuir los requisitos computacionales (Hengyun et al, 2016)]. Es pequefio y
portatil, MinlION es nombrado como el primer dispositivo de secuenciacion de ADN
utilizado en el espacio exterior para ayudar a la deteccién de vida en otros lugares del
universo con la ayuda de su tamafio y portabilidad (Mohammed-Amin et al, 2015). Con la
ayuda de continuas actualizaciones del dispositivo MinlON y la quimica de nanoporos, el
primer genoma humano de referencia de nanoporos fue generado utilizando sélo
dispositivos MinlON (Miten et al, 2017). La secuenciacion MinlON no sufre de sesgos
conocidos (Krishnakumar et al., 2018) y, por lo tanto, es probable que incluya lecturas

perdidas en la secuenciacion illumina (Goldstein et al., 2019).
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10 CONCLUSIONES

Se analizaron las concentraciones de microorganismos indicadores de contaminacion lo
cual fue relevante para determinar las diferencias significativas entre cada visita al
agroecosistema del melon y se detecto la presencia de patdgenos causantes de ETAs
como Salmonella y E. coli, pero no Listeria, lo cual es un punto critico para la mejora
en las buenas practicas agricolas.

Es importante la determinacion de la composicion microbiana en un agroecosistema, la
presencia de microorganismos patdgenos e indicadores de contaminacion, queda de
manifiesto dentro del agroecosistema del meldn, lo cual justifica un futuro analisis mas
robusto por medio de secuenciacién metagenémica.

El conteo de indicadores de contaminacion y los analisis estadisticos sobre las medias
de las concentraciones de UFC/mI de cada uno de los campos de cultivo y cada una de
las visitas, nos indica que el marco muestral para la secuenciacion debe ser ubicado en
la primera visita a cada campo.

El ADN de alto peso molecular se obtiene con la modificacion de protocolos basados
en extraccion por fenol-cloroformo sin embargo no cuida factores de calidad como lo
hace el kit comercial DNeasy Power Water (Qiagen), obtener ADN de alto peso
molecular es importante para el correcto llamado de las bases en el dispositivo MinlON
y el posterior ensamblaje de secuencias.

Existe diferencia significativa entre las mediciones realizadas por los dos métodos de
cuantificacién de ADN: método espectroscopico (UV-VIS) Nanodrop 2000 y método
fluorométrico por medio de Qubit™ dsDNA HS Assay Kit de Invitrogen, siendo este
ualtimo el més sensible para la correcta cuantificacion de ADN.

Se logré implementar el proyecto de secuenciacion, considerando las instalaciones de
Hardware y Software pertinentes para el correcto funcionamiento del equipo MinlON
de Oxford Nanopore Technologies; asi como los controles de calidad del dispositivo, y
del analisis con el software MiniKNOW y EPI2ME.

La generacion de librerias utilizando ADN de alto peso molecular proveniente del fago
lamba permite la comprobacion de la calidad de la celda de flujo del dispositivo de
secuenciacion minlON ONT a través de softwares de interfaz de usuario antes de la

secuenciacion de prueba.
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11 PERSPECTIVAS.

Efectuar el andlisis de secuenciacion metagendémica en cultivos de importancia como lo es
el del melon; obteniendo datos mas robustos sobre la composicidon de su microbioma,

resistoma y elementos involucrados en la adquisicion de RAM.

Realizar una comparativa entre los resultados obtenidos por anélisis microbioldgicos y los
obtenidos por una secuenciacion metagendémica para determinar las ventajas de realizar un

analisis mas extenso por medio de esta técnica.

Implementar tecnologias de software y desarrollos bioinformaticos con algoritmos MAFFT
de anélisis de secuencias multiples para poder rastrear los eventos de transferencia genética

horizontal en una muestra compleja como es la del agroecosistema del meléon.

Evaluar la tecnologia de secuenciacidn genética para futuros analisis de agroecosistemas o
en muestras de alimentos; asi como estandarizar estos analisis para aspectos de inocuidad

alimentaria y vigilancia epidemiolégica.
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