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Pruebas con mejillon cebra
Informacion complementaria de las pruebas realizadas

Caracteristicas generales de la prueba

Nuestro laboratorio ofrece la deteccion deda de mejillon cebra mediante técnicas
moleculares en muestras suministradas poriegitel. La deteccion molecular, a diferencia de
la deteccion mediante microscopia 6ptica, reduce el riesgo de falsos negativos, amplificando
el ADN de las larvas presentes en la nmaesy es un método mas rapido especialmente
cuando se tienen que procesar un numero eledadauestras. El limite de deteccién de la
prueba permite localizar una Unica larva lanmuestra suministrada como resultado del
filtrado de un volumen de agua conocido, ya goa larva es un organismo pluricelular con
muchas copias de ADN diana. En este casces posible determinar el niumero de larvas
presentes como hacemos con el numero d€ (iidades de colonias de bacterias o de
hongos) o de virus detectados,quee en estos casos solo existe una copia de genoma en cada
UFC o en cada virion. Nuestro sistema incluyeliskfio de un control interno de la prueba
elaborado con una secuencia genomica de yli@n de mayor longitud que posee en los
extremos secuencias especificas de mejillon cebra, y hemos clonado en un plasmido vector
para poder replicarlo eg&scherichia coli. Este plasmido se introduce en la muestra al
comenzar la extraccion del ADN y debe amgiifse simultdneamente durante la realizacion
de la prueba de PCR doble para, en su casectdetia presencia dehibidores de la prueba
de PCR, y evitar los falsos negativos de la prueba.

Nuestro método ha sido disefiado a partitadesecuencias gendmicas conocidas de
mejillébn cebra, y utilizando muestras de ADNraidas de esta especie hemos comprobado
gue es completamente especifico para egtecasy no posee reaccasicruzadas con otras
especies de bivalvos.

Recogida de muestras

En principio el filtrado de agua en la masaagua objetivo ldejamos en manos del
cliente que, en el caso de embalses, pwed¢ar con la ayuda deersonal y materiales
adscritos al mismo (embarcacién, guarderiafgsfo por un lado, evita los riesgos de que una
compafia a nivel nacional se traslade de un Emlzaotro con sus equipos, que si bien deben
ser limpiados y desinfectados siguiendo égertunos protocolos, no deja de suponer un
posible foco de dispersion de la invasion mejillon. Por otro lado, contar con la ayuda del
personal adscrito a las masas de agua sueleirémkiiempos de las pruebas, ya que evita el
tramite de solicitud de permisos paraaadmunidad autonoma/confederacion/embaise.
obstante, excepcionalmente nuestro laboratpddria incluir la tomade muestras en los
lugares que el cliente solicite.
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El protocolo de filtrado es variable en fidrt de varios aspectos: Con caracter general
recomendamos que se filtren al menos de 10 ditt0¢, a través de una malla de plancton o
tamiz de 50 micras de malla. En caso de una massgua de gran tamafo (p.ej. embalse) y
disponer de embarcacion, idealmente mnemodamos tomar al menos dos muestras
(superficial e integrada en toda columna de agua) en mlenos dos puntos de la masa de
agua (p.ej., zona central del embalse y pnidkades de la presapara asegurar cierta
representatividad de los datos. En casoaéisponer de embarcacién, podria bombearse un
volumen conocido de agua desde la orillayde o varios puntos de la masa de agua.

Un aspecto importante que debe tener entaueincliente es evitar la contaminacion
con los equipos de muestreo, ya que eba@idetecta ADN, y éste puede quedar depositado
en los equipos de muestreo y provocar lat@minacion entre muestras. Por este motivo, el
material utilizado para el muestreo debe ser desechable de un solo uso. Una posibilidad
alternativa es el tratamiento con hipoclorgdédico -lejia- del material de muestreo para
destruir el ADN presente que hubiese podjdedar procedente de un muestreo previo.

En cualquier caso, para evitar la contzanion de las muestras, nuestro laboratorio
tiene disefiado un equipo sencillo para realizéilttacién del agua a&vés de un sistema con
una malla desechable, y que preparariamos yrsstnairiamos al cliente, en caso de que nos
lo solicite, lo que evitaria ter que recurrir al uso de masgse plancton de coste elevado.

Lo més importante es disponer de un filtrale una masa de agua del mayor volumen
posible, siempre y cuando las condiciones dadaa de agua lo permitan (dependiendo de la
concentracion de material particulado). Ealquier caso, disponer de un mayor volumen de
filtrado (p.ej, 100 a 200 litros) no incrementa apeziassfuerzo de recogida de las muestras y
permite, como precaucion afiadida, preservar pade de la muestra para analisis por
microscopia en caso de quegsksiera contrastar un resultanegativo obtenido por técnicas
moleculares.

Conservacién y transporte de muestras

Nuestro laboratorio, a menos que el clientesddicite de otra forma, suministra al
cliente todo lo necesario pala conservacion y el transportie las muestras tomadas por
ellos: frascos para depositar las muestlas agua de pequefios volimenes, asi como
acumuladores de frio y contenedor de poliestirexpandido para asegufa llegada de las
muestras refrigeradas a nuestro laboratqrier ejemplo adjunto). No obstante, estas
recomendaciones y disefio del equipo de tomandestras y remision son generales, y se
personalizan en funcion de las necesidadesliéate, pudiendo inclussuministrar mallas de
filtrado para uso Unico y evitar asi el riesgo de contaminacion entre muestreos.

La entrega y recogida del material nece&saromo se indica en el ejemplo adjunto, se
realiza a través de una empresangmsajeria contratada por nosotros.

Tiempo de respuesta
En cuanto al tiempo de respuesta, sirmolestras negativas, puetaer los resultados
en 3 0 4 dias, y si son positivas y requieren secuenciacién para corroborar que se trata de

secuencia de mejillén cebra unos 10 diasogesbn tiempos maximos en las condiciones
habituales de trabajo aeiestro laboratorio).
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Coste de las pruebas

El coste de las pruebas depende de véaittsres como el nUmero de muestras que se
soliciten, de las condiciones de recogida ore@mepcion de la muestra filtrada en nuestro
laboratorio, del volumen de la muestra quehiésemos, de la necesidad de suministrar el
material para filtrar el aguage la realizacion unicamente deuebas de PCR dobles, o de la
comprobacién por secuenciaciéon de ADN en aeser positivas lagruebas de PCR, etc.
Una vez concretados estos aspectos padaleorarse un presupuesto detallado segun las
necesidades del cliente.

Le enviamos el coste de las pruebasetsup posible variacion en funcién de los
factores comentados previamente) y las iesianes generales de recogida de muestras. En
el texto de imagenes aparecen frascos dikalde capacidad que son los que utilizamos
habitualmente para aguas, pero en ellosipoalepositarse las muestras de menor volumen
con los filtros. Aunque en la imagen variossfras, y se enviarian eliente, no es obligado
utilizarlos todos a menos que el numero de muestras lo precise.

Investigaciones que avalan la prueba

Existen varias referencias en la literatquee avalan la deteccién de mejillon cebra por
métodos moleculares, de las que le indieama continuacion algusade ellas. Nuestro
procedimiento estd basado en una doble R@iRzando cebadores (primers) elegidos por
nosotros seguido, en caso de obtenerse aoyulibn, de la secuenciacion directa del
amplicon obtenido, y de la realizacion de BbAST de nucledtidos de la secuencia del
amplicon obtenido, con las secuencias rdejillon cebra depositadas en GenBank. No
tenemos noticias, al menos nosotros, de guelaboratorio haya pgéo aun en marcha este
procedimiento en Espafa.

Algunas de las citas bibliograficas quean servido paraorientar nuestro
procedimiento son las siguientes:

e Baldwin BS y col. A diagnostic metular marker for zebra musselréssena
polymorpha) and potentially co-occurring bilkees: mitocondrial COIl. Mol Mar
Biol Biotechnol 1996, 5 (1): 9-14.

e Boeger WA, y col. Testing a molecular protocol to monitor the presence of golden
mussel larvaelL{mnoperna fortunei) in plankton samples. J Plankton Res. 2007,
29: 1015-1019.

e Claxton WT y col. A new molecular tegigue for identifying field collections of
zebra musselQreissena polymorpha) and quagga musseDieissena bugensis)
veliger larvae applied to eastern lakeéeEtake Ontario, and Lake Simcoe. Can J
Zool 1998, 76: 194-198.

e Frischer ME y col. Development @in Argopecten-Specific 18S rRNA targeted
genetic probe. Mar. Biotechnol. 2000, 2: 11-20.

e Frischer ME, y col. Specific amplifidah of the 18S rRNA gene as a method to
detect zebra musselDfeissena polymorpha) larvae in plankton samples.
Hydrobiologia 2002, 487: 33-44.

e May GE, y col. Molecular ecology of zebmussel invasions. Molecular Ecology
2006, 15: 1021-1031.
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e Wang S, y col. A new strategy for spexiglentification of planktonic larvae:
PCR-RFLP analysis of the internabmscriber spacer rem of ribosomal DNA
detected by agarosa gel electrophoresiBHPLC. J Plankton Res 2006, 28: 375-
384.

Experiencia de nuestro laboratario

Nuestro laboratorio comenzu actividad en 1995, y se dedica Unicamente a pruebas
de Microbiologia, siendo algunas de las I;hgaeferentes la realizacion de pruebas de
diagnéstico molecular y de Virologia. Edédoratorio esta acreditado por ENAC (Entidad
Nacional de Acreditacién) segun las norrhi$E-EN ISO 17025 (laboratios de ensayo) y
UNE-EN ISO 15189 (laboratorios clinicosgEntre los procedimientos que tenemos
actualmente acreditados seceentran la identificacion pométodos de secuenciacion de
ADN de especies de bacteyig de hongos. Los alcances de nuestras acreditaciones, puede
obtenerlos de la pagina web de ENAC (EmdidNacional de Acreditacién) (www.enac.es), en
laboratorios de ensayo y en laboratorios atigi@ incluyen pruebas de aguas para deteccion
de Legionella por cultivo y pribas de PCR, determinacion deiga actividades biocidas de
antisépticos y desinfeamites (bactericidas, micobactéder, esporicidas, fungicidas, y
virucida), determinacion de endotoxinas eguas, algunas pro@s de diagndéstico de
micobacterias, Bacteriologia, antimicrobianiglécologia, Virologiay Serologia.

Bétera (Valencia), 1 de septiembre de 2009.

Encarnacion Esteban
Director Técnico
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Referenciadel cliente 95277/8

N° de muestrade IVAMI : 4032346

Centro: Laboratorios Cicap S.L.

Tipo de muestra: Agua filtrada

Condiciones de recepcion:Refrigerada
Fecha y hora de recepcién18/11/2009, 14:00

Deteccion genomica de larvas dereissena polymorpha mediante PCR
(Procedimiento MICROMO17188)

La amplificacion gendmica mediante oligonucledétidos especificd3reissena
polymorpha ha resultado:

Negativa

Bétera (Valencia) a 30 de noviembre de 2009.

Fdo. José Luis Juan Bafién Encarnacién Esteban
Técnico responsable Director Técnico
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Referenciadel cliente 95273/8

N° de muestrade IVAMI : 4032343

Centro: Laboratorios Cicap S.L.

Tipo de muestra: Agua filtrada

Condiciones de recepcionRefrigerada

Fecha y hora de recepcién18/11/2009, 14:00

Deteccion genomica de larvas dereissena polymorpha mediante PCR
(Procedimiento MICROMO17188)

La amplificacion gendmica mediante oligonucledétidos especificd3reissena
polymorpha ha resultado:

Negativa

Comentarios. enel informe preliminase emit un resultado "indeterminado” debido a
la presencia de una banda de andplide careteristicas similares a la que se obtiene
con Dreissena polymorpha, junto otras bandas de amplicon@ayores y menores que
aguella. La banda de caractsticas similares ha sido purificada del gel y se ha
secuenciado, no aespondiendo aDreissena polymorpha. La presencia de bandas
inespefficas se atribuye a la excesivantdad de solutos y materigdlida en
sugpensdn en las muestras recibidas

Bétera (Valencia) a 9 de diciembre de 2009.

Fdo.José Luis Juan Bafi6n Encarnacion Esteban
Técnico responsable Director Técnico

INFORME FINAL
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Referenciadel cliente 95274/8

N° de muestrade IVAMI : 4032344

Centro: Laboratorios Cicap S.L.

Tipo de muestra: Agua filtrada

Condiciones de recepcion:Refrigerada
Fecha y hora de recepcién18/11/2009, 14:00

Deteccion genomica de larvas dereissena polymorpha mediante PCR
(Procedimiento MICROMO17188)

La amplificacion gendmica mediante oligonucledétidos especificd3reissena
polymorpha ha resultado:

Negativa

Comentarios. enel informe preliminase emit un resultado "indeterminado” debido a
la presencia de una banda de andplide careteristicas similares a la que se obtiene
con Dreissena polymorpha, junto otras bandas de amplicon@ayores y menores que
aguella. La banda de caractsticas similares ha sido purificada del gel y se ha
secuenciado, no aespondiendo aDreissena polymorpha. La presencia de bandas
inespefficas se atribuye a la excesivantdad de solutos y materigdlida en
sugpensdn en las muestras recibidas

Bétera (Valencia) a 9 de diciembre de 2009.

Fdo. Jeé Luis Juan Bafidn Encarnacion Esteban
Técnico responsable Director Técnico

INFORME FINAL
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N° de muestrade IVAMI : 4032345
Referenciadel cliente: 95276/8

Centro: Laboratorios Cicap S.L.

Tipo de muestra: Agua filtrada

Condiciones de recepcion:Refrigerada
Fecha y hora de recepcién18/11/2009, 14:00

Deteccion genomica de larvas dereissena polymorpha mediante PCR
(Procedimiento MICROMO17188)

La amplificacion gendmica mediante oligonucledétidos especificd3reissena
polymorpha ha resultado:

Negativa

Comentarios. enel informe preliminase emit un resultado "indeterminado” debido a
la presencia de una banda de andplide careteristicas similares a la que se obtiene
con Dreissena polymorpha, junto otras bandas de amplicon@ayores y menores que
aguella. La banda de caractsticas similares ha sido purificada del gel y se ha
secuenciado, no aespondiendo aDreissena polymorpha. La presencia de bandas
inespefficas se atribuye a la excesivantdad de solutos y materigdlida en
sugpensdn en las muestras recibidas

Bétera (Valencia) a 9 de diciembre de 2009.

Fdo.José Luis Juan Bafion Encarnacion Esteban
Técnico responsable Director Técnico

INFORME FINAL
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