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I. Resumen

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa con forma espiral que coloniza la mucosa
gastrica y se asocia con enfermedades gastricas. Puede presentar adaptaciones morfoldgicas
cuando se coloca fuera de su hébitat natural; un ejemplo es el agua. La adaptacion morfologica
es una forma cocoide, la cual es un estado viable pero no cultivable (VNC), donde el DNA se
mantiene activo y por lo tanto infeccioso.

Debido a la incapacidad de cultivo con los métodos tradicionales en el estado VNC, en esta
tesis se desarroll6 una metodologia que incluye la técnica molecular de la reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa (QPCR), capaz de detectar y cuantificar la bacteria en ambos
estados morfoldgicos (bacilar y cocoide). La metodologia fue desarrollada para evaluar la
resistencia de las bacterias en estado VNC a la accion del ozono en un proceso de
desinfeccion.

Una suspension bacteriana (9x10° CFU/mL), en un volumen de reaccion 40 ml fue expuesta a
la accion del ozono a diferentes valores de CT (0.11 a 15 mg-min/L). Los resultados indicaron
una reduccion de 3-log cuando se aplica un CT de 2 mg-min/L. Adicionalmente se realiz6 un
ensayo de viabilidad con el colorante PMA y se encontr6 que para CTs por debajo de 0.5 min-
mg/L y arriba de 1.0 min-mg/L, los valores obtenidos por qPCR son comparables, sin
embargo entre 0.5-1.0 min-mg/L si se podria presentar una desviacion en los datos debido a
que el ozono logra dafar la membrana pero no es lo suficientemente fuerte para degradar el
DNA. Nuestros resultados demuestran la viabilidad del uso de gPCR para la cuantificacion y
deteccion de Helicobacter pylori en forma cocoide en sistemas acuéticos tratados con un
proceso de desinfeccién con ozono.

Helicobacter pylori is a Gram-negative spiral-shaped bacterium that colonizes the gastric
mucosa and it is associated with gastric diseases. It may present morphological adaptations
when it is placed out of its natural environment, such as in water. The morphological
adaptation is a coccoid form, which is a viable but non-cultivable state (VNC), where the
DNA keeps active and therefore infective. Due to the incapacity of culture with traditional
methods in the VNC state, we developed a methodology that includes a molecular technique,
like quantitative PCR (gPCR), which is capable of measuring the bacteria in both forms
(bacillary and coccoidal) and therefore is able to measure a disinfection process, and to
estimate the resistance of the bacteria to ozone. The methodology developed measures the
efficiency of the ozone disinfection when bacteria are in a VNC state. Bacterial culture at
9x10® CFU/mI diluted in 40 mL reaction volumes were exposed to a range of CT values (0.11-
15 mg-min/L). The results show a 3-log reduction when treated with 2 mg-min/L We
performed a viability process with PMA dye, and found that for CT below 0.5 mg min / L and
above 1.0 mg min / L, the obtained values by qPCR no represent problems of false positives,
however between 0.5-min 1.0 mg / L, it could present a deviation in the data because ozone
breaks the membrane but not strong enough to degrade the DNA. Our results demonstrate the
feasibility of using gPCR for the quantification and detection of Helicobacter pylori, in
coccoid form, in watery systems treated with an ozone disinfection process.
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1. INTRODUCCION

Si partimos del hecho que el agua es un elemento esencial para la vida y que sin ella,
simplemente se cancela la posibilidad del desarrollo de la misma, podriamos decir entonces
que es el recurso natural méas importante del mundo, y su disponibilidad, el acceso y la calidad
de la misma representan condiciones necesarias ya que ésta juega un papel vital en el

desarrollo humano.

La declaracion universal de derechos humanos dispone en su articulo 25 que toda persona
tiene derecho a un nivel de vida adecuado, que le asegure entre otros aspectos el acceso a
distintos servicios sociales, dentro de los cuales se incluye el agua, la cual debe ser abastecida
con la calidad necesaria para el uso personal o doméstico y debe ser salubre, por lo tanto, no
ha de contener microorganismos o sustancias quimicas o radioactivas que puedan constituir

una amenaza para la salud de las personas.

De acuerdo con el estudio realizado en 2002 por la escuela de salud publica de Harvard, en
donde se evaluaron los principales diez factores de riesgos a la salud mundial, se estim6 que el
riesgo a la salud por agua contaminada ocupa el tercer lugar de importancia en zonas en
desarrollo con altas tasas de mortandad, de acuerdo a muertes por enfermedades infecciosas
que son transmisibles por dicho liquido (“Selected major risk factors and global and regional
burden of disease” 2002).

Es entonces el agua un medio con gran potencial para transmitir una amplia variedad de
enfermedades. En paises desarrollados las enfermedades asociadas a fuentes hidricas
contaminadas son escasas debido a la presencia de sistemas eficientes de distribucion y
tratamiento, sin embargo en paises en vias de desarrollo no existe abastecimiento seguro ni

saneamiento adecuado de este recurso.

Las fuentes de contaminacion del agua pueden ser diversas, ya sea de tipo antropogénico o
natural. Los principales contaminantes que el agua puede contener son: agentes bioldgicos,
contaminantes disueltos y no disueltos, colorantes, fenoles, sustacias radioactivas, bifenilos
policlorados, plaguicidas, sustancias organicas, metales pesados y sustancias emergentes

(Farmacéuticos), etc. (Gupta et al., 2009).
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Los agentes bioldgicos son una fuente de contaminacion del agua, y debido al aumento de la
poblaciébn y su consecuente urbanizacion, la contaminacién por microorganismos
enteropatdgenos causantes de los sintomas mas comunes de enteritis y sindromes diarréicos
como: Salmonella, Shigella, Campylobacter y Helicobacter entre otros, han venido cobrando
gran importancia desde los primeros brotes epidémicos de colera en 1854 en Londres, hasta

nuestros tiempos en donde las infecciones de este tipo siguen cobrando vidas.

Helicobacter pylori (H. pylori) es un microorganismo en forma de “S” o espiral, Gram
negativo y microaerofilico, que ha sido asociado a enfermedades gastrointestinales como:
gastritis cronica, Ulcera péptica, adenocarcinoma y linfoma gastrico, ya que coloniza la
mucosa gastrica. Se estima que cerca del 80% de la poblacidn en paises en vias de desarrollo
estd infectada con dicha bacteria y menos del 40% en paises de primer mundo (Kusters et al.,
2006, Marshall, 2005).

En los ultimos afios se ha despertado un gran interés cientifico en torno al tema de
H. pylori debido a su caracter crénico, la elevada prevalencia de la infeccion y las muertes que
provoca. En 1994 la Agencia Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), lo clasificaron como carcindgeno de clase | dentro
de los agentes causales, y en 2005 Marshall y Warren obtuvieron el premio nobel en medicina
por el descubrimiento de la implicacion de la bacteria en Ulceras pépticas y géstricas.

Ademas de la edad, existen otras variables epidemioldgicas que han sido estudiadas para
evaluar la relacion que guardan con la infeccion por H. pylori como: género, etnia, actividad
laboral, nivel socioeconémico y educativo, entre otros. El nivel socioecondmico y educativo
junto con la edad, constituyen los factores de riesgo mas importantes para la adquisicion de la
infeccion por H. pylori (Ford et al., 2008). También se ha encontrado relacién de la infeccion
con otros factores como lo son los hébitos en el consumo de alcohol, tabaco, sustancias
Inhibidoras de la Bomba de fosfato (IBP) y Anti Inflamatorios No Esteroideos (AINE)
(Kusters et al., 2006).

H. pylori existe en tres formas: la forma espiral viable, la forma cocoide viable no cultivable

(VNC) y la forma cocoide degenerada no viable. Algunas investigaciones han demostrado que
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H. pylori puede sobrevivir en agua de mar y solucién salina en forma bacilar por mas de 14

dias y las formas cocoides VNC pueden sobrevivir en agua hasta un afio (Agusti et al., 2010)

A pesar de que se ha estudiado este microorganismo arduamente por mas de 15 afios, aun no
se sabe el modo preciso ni la posible via de transmision, pero se han propuesto tres rutas

incluyendo: fecal-oral, oral-oral y gastrica-oral (Kusters et al., 2006).

Se cree que la forma cocoide de H. pylori en agua contribuye en gran medida con la
transmision de esta bacteria ya que se han encontrado ciertas asociaciones entre el consumo de
agua de pozo y la infeccion generalizada de las personas que la consumieron (Rowan, 2010).
Aungue ain no se han podido confirmar por completo dichos mecanismos, este trabajo se
basara en la hipotesis de la transmision fecal-oral, siendo el agua un vehiculo de transmision e
infeccion (Adams et al., 2003). Para respaldar esta hipdtesis se tienen datos de la presencia de
DNA de H. pylori en agua de rio, agua de pozo, agua residual, agua de mar asi como agua

superficial y subterranea (Fernandez et al., 2008, Vale and Vitor, 2010).

Sin embargo el agua representa un ambiente hostil para el microorganismo, por lo que la
bacteria necesita activar mecanismos de supervivencia como cambios morfologicos vy
metabolicos (Almeida et al., 2006). Es bien conocido que al encontrarse en ambientes
adversos, H. pylori se transforma pasando de su forma original en forma de “S” a una forma
intermediaria en forma de “U” antes de convertirse a la forma cocoide VNC. En la figura (1.1)

se muestra la transicién morfoldgica de la bacteria por medio de microfotografias electronicas.

(a) (b) (c)
' I _i’
F
’,
3 um Oh 1,5 pm 6h l 1,5 pm I 24 h

Figura 1.1 Microfotografias tomadas con microscopio electronico de barrido, (a) forma
bacilar, (b) forma de transicion, (¢) Forma cocoide (Linke et al., 2010).
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Existe un fuerte debate acerca de las formas cocoides, ya que se ha descrito como una
manifestacion morfologica de degeneracion celular o muerte (Kusters et al., 1997), debido a
que es practicamente imposible realizar un cultivo cuando la bacteria se encuentra en la forma
VNC, pero si es posible detectarlo por medio de otro tipo de técnicas como: hibridacion
fluorecesnte in situ (FISH) por sus siglas en ingles (Moreno et al., 2007), reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) punto final (Lu et al., 2002) y PCR tiempo real o cuantitativo (QPCR)
(Yéfiez et al., 2009).

Por otro lado Linke et al., indican la persistencia de formas cocoides en ambientes acuaticos,
logrando su deteccion y cuantificacion en biopeliculas por medio de qPCR, demostrando que
este tipo de microorganismo puede formar biopeliculas y mantener su DNA activo hasta por

30 meses.

En un estudio realizado por Fei-fei et al.2003, en el que se indujo la forma cocoide a partir de
la forma bacilar utilizando agua para el cultivo y dando un periodo de incubacion de 3 dias;
midieron la infectividad de dicha forma en un modelo animal, en este caso ratones y se
encontrd que la forma cocoide es menos infecciosa que la bacilar, pero cuando se encuentra en
la forma cocoide la bacteria sigue presentando flagelos los cuales utiliza para adherirse a las
células y su metabolismo le sigue permitiendo colonizar la mucosa gastrica , con lo cual logréa

crear dafios en la mucosa gastrica.

Se sabe que dentro de las cepas de H. pylori existe diversidad genética, lo que explica la

diferencia en la patogenicidad y la diversidad de cepas alrededor de la poblacion mundial.

Esta diversidad se debe en parte a las variaciones en un grupo de genes asociados a citotoxinas
(cag) los cuales estan situados en islas de patogenicidad (PAI). La importancia de estas
secuencias gendmicas, ademas de ser las responsables de dar lugar a distintas cepas con
capacidades infecciosas distintas, es que se utilizan en las técnicas de deteccion y
cuantificacion molecular, ya sea de punto final (PCR) o de tiempo real (qPCR), Las secuencias
que se utilizan como blanco son los genes como: cagA, cagE y cagT u otros asociados a la
produccion de urea como ureA y ureB. Estas resultan ideales para este tipo de técnicas de

deteccidn y cuantificacion molecular ya que estos genes se mantienen activos mientras la
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bacteria estd en una forma cocoide VNC (Yafiez et al., 2009) y porque son secuencias

gendmicas muy conservadas en todas las cepas de H. pylori.

Para el desarrollo de esta investigacion, se propone trabajar con las formas cocoides de esta
bacteria ya que es la morfologia en la que H. pylori se encuentra en el ambiente y
especificamente en ambientes acudticos, ademas de que existe evidencia de una mayor
resistencia al cloro y ozono que E. Coli (organismo indicador), a concentraciones comunmente
encontradas en los sistemas de distribucion de agua y en su forma bacilar menos reistente
(Baker et al., 2002).

Debido a que la forma cocoide es una forma imposible de recuperar por plaqueo, es necesario

utilizar técnicas moleculares como el gPCR para evaluar la eficiencia de desinfeccion.

Es evidente que diversos microorganismos como: E.coli, Helicobacter pylori,
Salmonella typhimurium y Vibrio sp., pueden crear adaptaciones al ambiente, y entrar en
estados VNC por lo que es necesario incluir en los controles de calidad del agua, técnicas que
detecten dichos microorganismos cuando se encuentran en estados VNC (Bitton, 2011).

La aplicacion de la técnica de gPCR ha sido cuestionada en lo que respecta a la informacién
que brinda acerca de la viabilidad perteneciente a los microorganismos que se evallan; esto se
debe a que la técnica de gPCR tiene el potencial de detectar y cuantificar todo el material
genético perteneciente a la secuencia de interés, pero esta secuencia podria estar presente
independientemente de si la célula esta viva o muerta. Al realizar la cuantificacion por medio
de qPCR se cuantificaria todo el DNA bacteriano incluyendo las formas viables y no viables,
esto debido a que la técnica no logra diferenciar el DNA de células que estaban vivas o
muertas después de la exposicion al ozono, por lo que se podrian generar falsos positivos es
decir, que se contabilizarian genomas pertenecientes a bacterias muertas y por lo tanto seria un
serio problema si esta metodologia se quisiera implementar en diagnosticos de calidad

sanitaria de rutina.

Sin embargo existe una técnica de tincion utilizando un colorante llamado monoazida de
propidio (PMA Biotum), el cual es un colorante foto reactivo de alta afinidad al DNA de doble

cadena, con el cual se puede comprobar el verdadero numero de células realmente rotas por la
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accion del ozono. Por lo tanto en este trabajo evaluaremos la viabilidad del ensayo por medio

de la técnica de tincion con PMA comUnmente llamado vPCR.

1.1 Antecedentes

Cuantificacion de H. pylori por medio de gPCR

Existen varios trabajos donde se describen metodologias para cuantificar H. pylori como
organismo celular a partir de biopsias, y en algunos se estudia al microorganimo a partir de
muestras ambientales. Sin embargo las diferencias en estas técnicas radican en la secuencia
genética objetivo que se seleccione, lo cual es de suma importancia ya que esta secuencia
definira el objetivo del ensayo. En el trabajo de Yarfiez et al., 2008 se utiliza una secuencia
incluida en el gen CagE el cual es una secuencia de genes asociadas a citotoxinas, al igual que
CagA, por lo tanto en ese ensayo se intentd detectar aquellas cepas de H. pylori que
presentaban mayor virulencia y por lo tanto que eran mas propensas a generar cancer gastrico;

con lo cual el trabajo de Yafiez 2008, tiene como objetivo la deteccidn de bacterias virulentas.

En el trabajo realizado por McDaniels et al., 2005 se utiliza como objetivo una secuencia del
gen ureA, el cual es una secuencia relacionada con la produccién de urea y el objetido de este
trabajo fue probar la especificidad de la secuencia genética escogida, mediante la comparacion
de 5 cepas distintas de H. pylori. En este trabajo se utilizaron filtros de policarbonato para
recuperar el paquete celular, pero se realiza la extraccion de DNA directa del filtro, esto lo
imposibilitaria de aplicar un tratamiento extra como VPCR. Este trabajo sirvio como referencia

para seleccionar la secuencia genética perteneciente al gen ureA.

Linke et al., 2010 también trabajaron con la secuencia del gen ureA, pero su objetivo fue
cuantificar H. pylori de biopeliculas artificiales. Lo interesante del trabajo desarrollado fue que
se probd la nula existencia de alguna homologia cruzada con H. salomonis la cua tiene una
similitud reportada, también se prob6 con E. coli k12 como control negativo de bacteria fecal
y un cimulo de DNA perteneciente a diversas bacterias que pueden ser encontradas en

biopeliculas acuaticas. En este trabajo se concentro el paquete celular por medio de filtros de
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policarbonato y posteriormente con concentradores de proteinas, lo cual vuelve muy costosa la

técnica.

Con estos trabajos de por medio se decidi6 trabajar con la secuencia genética perteneciente al
gen de ureA y se modifico la técnica para que fuera capdz de cumplir con nuestro objetivo de
seguir un proceso de desinfeccion.

Resistencia de H. pylori al ozono

Los trabajos relacionados con la resistencia de H. pylori al ozono son casi escasos, la unica
referencia que se tiene es la de Baker et al., 2002 en el cual trabajan con la resistencia de la
bacteria al cloro y al ozono, comparandola con E. coli un organismo indicador de
contaminacion fecal. Ellos concluyen que H. pylori es més resistente que E. coli para procesos
de desinfeccion con ozono y cloro a las dosis generalmente encontradas en los sistemas de
distribucion de agua. Este descubrimiento fue de gran importancia ya que mostro el riesgo que
puede generarse el que H. pylori pueda ser més resistente E. coli a las dosis de desinfectante
generalmente encontradas en los sistemas de distribucion de agua . Sin embrago en esta
investigacion se trabajé con la forma bacilar de la bacteria, esto debido a que el
descubrimiento de que la forma cocoide era una forma de adaptacién al medio ambiente fue
posterior. Entonces surge la importancia de aplicar una técnica capaz de detectar y cuantificar
H. pylori cuando se encuentra en un estado de resistencia y por lo tanto no medible por
técnicas tradicionales como el plaqueo y por otro lado su resistencia a la desinfeccion, en este

caso al ozono, por medio de una técnica molecular como qPCR.
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1.2 Objetivo

¢ Implementar una técnica de PCR en tiempo real con la cual se evalue la eficiencia de la
desinfeccion con ozono de agua contaminada con Helicobacter pylori en estado

viable no cultivable.

1.3 Objetivos particulares

¢ Desarrollar una metodologia para la cuantificacién de Helicobacter pylori en agua por

medio de PCR tiempo real

Probar la técnica de deteccion por medio PCR en tiempo real para agua de pozo

Cuantificar Helicobacter pylori, presente en agua antes y después de la exposicion al
ozono por medio del PCR en tiempo real para conocer la eficiencia de desinfeccion

del ozono

Determinar los pardmetros de desinfeccion (dosis y tiempos de contacto) de ozono,

necesarios para inactivar Helicobacter pylori en agua

Conocer la viabilidad de las formas cocoides mediante el colorante PMA durante el
proceso de desinfeccion con ozono y comparar con los datos obtenidos del PCR

tiempo real
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2. HELICOBACTER PYLORI

2.1 Microbiologia

La presencia de la bacteria H. pylori en la mucosa gastrica de humanos fue identificada por
primera vez hace mas de 100 afios en 1899 (Pel, 1899), y fue aislada por primera vez en 1982,
de biopsias endoscopicas de pacientes con gastritis y Ulceras pépticas. Por sus caracteristicas
fenotipicas de forma en espiral y su motilidad, el crecimiento bajo condiciones
microaerofilicas y su aislamiento del tracto gastrointestinal fue clasificado como género
Campylobacter y Ilamada Campylobacter pyloridis, pero mas tarde fue llamada C. pylori
(Marshall, 1987).

Fue claro que C. pylori era significativamente diferente a otros miembros del género en las
siguientes caracteristicas: presencia de motilidad por flagelos, glicocalix externo producido in
vitro en medio liquido, menaquinona 6 (MK-6) presente como la mayor quinona isoprenoide y
un contenido G+C de ADN cromosomal de 35-44% mol (Owen, 1998).

En 1989 se propuso el nuevo género Helicobacter y asi C. pylori fue llamada, Helicobacter
pylori (Goodwin et al., 1989). El género ahora incluye una variedad de especies de
Helicobacter gastricas y no gastricas. Esta clasificacion se basé principalmente en una
homologia superior al 90% de la secuencia de nucleétidos en la fraccion 16s del ARN
ribosomal (Lee et al.,1993).
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2.1.1Andlisis filogenético

UN}4M'
POS(,}R, DO:

El género Helicobacter pertenece a la subdivision de las proteo bacterias, con el orden

Campylobacterales, familia Helicobacteraceae. Esta familia también incluye al género

Wolinella, Flexispira, Sulfurimonas, Thiomicrospira y Thiovulum. En la tabla (2.1.1) se

muestran las principales especies del género.

Las especies de Helicobacter se pueden subdividir en dos linajes, uno pertenece a las especies

gastricas de Helicobacter y el otro a las entero hepaticas (no gastricas). Ambos grupos de la

especie Helicobacter han demostrado tener un alto nivel de restriccion de caracteristicas que

responden a un érgano en particular; en este caso los Helicobacters gastricos en general no

colonizan el intestino o el higado y viceversa.

TABLA 2.1.1 PRINCIPALES ESPECIES DEL GENERO HELICOBACTER Y SUS

HUESPEDES (KUSTERS ET AL., 2006, VAN VLIET ET AL.,2006)

Especie Huésped

Gastricas
H. acinonyx Leopardo, Tigre,
H. bizzozeronii Perro
H. bilis Rat6n
H. canis Perro (humanos)
H. cholecystus Hamster
H. cinaedi Humano y Hamster
H. Felis Perro y Gato, Ratdn
H. fennelliae Humano
H. heilmannil Humano ,Gato, Perro,
H. muridarum Rata, Raton
H. mustelae Hurones
H. nemestrinae Macacos
H. pametensis Pajaros silvestres,
H. pullorum Aves de corral
H. pylori Humano, Primate
H. salomonis Perros
H. suis Puerco
H. trogontum Rata
H. westmeadii Humano

No Gastrica

H. hepaticus Raton y roedores
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2.1.2 Morfologia

H. pylori es una bacteria Gram negativa en forma de bacilo, con dos a seis flagelos unipolares
caracteristicos. La bacteria presenta terminaciones perfectamente redondas con longitudes de
2.5—-4.0 um, y de 0.5 -1.0 pum de ancho. La pared celular es lisa y puede estar recubierta por
gran cantidad de glicocalix con un espesor superior a los 40 nm; esta recubierta por
subunidades de tipo anillo con un diametro de 12-15 nm de longitud y 30 nm de ancho, con
una terminal en forma de bulbo caracteristica (Goodwin et al., 1993). Cada flagelo contiene un
filamento central envuelto por una funda flagelar, este filamento esta hecho principalmente de
polimero de 53-kDa (80 pares de bases) de proteina, con su parte terminal cercana al cuerpo
basal, el cual esta asociado a la membrana citoplasmatica. Su cubierta esta formada por una
bicapa lipidica que se extiende como una continuacion de la membrana externa. La bacteria
presenta una remarcable motilidad en soluciones viscosas debido a sus flagelos, puede
cambiar su apariencia morfoldgica en un intervalo de formas cocoides, especialmente cuando
se cultiva in vitro después de re cultivarse varias veces o en presencia de antibi6ticos y cuando

se encuentra en la forma cocoide es practicamente imposible realizar cultivos.

En la figura (2.1.2) se presenta una micrografia electronica con ambas formas en las que se
puede encontrar H. pylori.

Figura 2.1.2 A: Micrografia electronica de H. pylori en su forma cocoide y espiral (R J Owen
1998) B: Imagen 3D de H. pylori (Concrete Bob Software)
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2.1.3 Condiciones de crecimiento

Una caracteristica importante de H. pylori es que es microaerofilica, con niveles de creci-
miento 6ptimos de O, entre 2 a 5 %, de 5 a 10 % de CO,, 85% de N,y alta humedad

El crecimiento ocurre a 34° C con un 6ptimo en 37° C, aunque su habitat natural es la mucosa
gastrica acida puede resistir exposiciones ligeras a pH<4, pero el crecimiento ocurre a pH en el

intervalo de 5.5 a 8.0, con un crecimiento 6ptimo a pH neutro.

H. pylori requiere medios complejos para su crecimiento, por lo general estos medios estan
complementados con sangre o suero. ComuUnmente se utiliza un medio solido para el
aislamiento de rutina y el cultivo de H. pylori consiste en agar Columbia, Brucella o infusién
cerebro corazén (BHI) por sus siglas en ingles, complementado con sangre de caballo , de
oveja 0 con placenta. Para un aislamiento primario o de rutina cominmente se utilizan
antibidticos selectivos sin embargo estos no son necesarios. Comunmente se utiliza
suplemento Dent que consiste en vancomicina, trimetroprim, cefsoludina, y amfotericina B
(Dent, 1988). Otro medio utilizado es complemento Skirrow el cual consiste de vancomicina,
trimetoprima, polimixina B, y amfotericina B (Skirrow, 1977), ambos complementos estan
disponibles comercialmente. Los medios liquidos usualmente consisten de alguno de los
siguientes medios: Brucella, Mueller-Hinton, caldo infusion cerebro corazon (BHI)
suplementado con 2 a 10% de suero bovino con 0.2 a 1.0% de -ciclodextrina y cominmente

suplementado con Dent o Skirrow.

Su aislamiento es dificil y no siempre viable, los cultivos deben ser revisados a partir del dia 3
al 14 formando colonias pequefias (1 mm), translucidas. Después de lograr su aislamiento y
realizar sub cultivos, H. pylori trata de adaptarse a las condiciones de crecimiento del medio y
puede tener un buen crecimiento en los primeros tres dias de incubacion, cuando se utiliza una
cepa adaptada. Cuando el cultivo alcanza una fase estacionaria, la taza de crecimiento decrece
rapidamente y estd acompafiada de un cambio morfolégico a una forma cocoide. Tiempos
prolongados de cultivo no llevan a un incremento en el tamafio de las colonias, si no que lleva

a una transicion de estado cocoide incultivable (Kusters et al., 2006).
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H. pylori puede ser almacenada por un largo periodo a -80° C en infusion cerebro corazon o
caldo Brucella suplementado con 15 a 20% de glicerol o 10% de dimetilsulféxido, sin
embargo para su manipulacion se necesita el uso de cultivos de menos de 48 horas, para

asegurar mas del 90% de bacterias en forma espiral.

2.1.4 Metabolismo

H. pylori presenta un estrecho intervalo de 6rganos huésped-objetivo, pero provoca una
infeccion prolongada, esto sugiere que tiene una fuerte adaptacion a su habitat natural que es
la capa de mucosa que recubre las células gastricas epiteliales, como consecuencia H. pylori
carece de varias vias metabolicas de biosintesis que son frecuentemente encontradas en

bacterias menos especializadas.

H. pylori es ureasa, catalasa, y oxidasa positiva, caracteristicas que son utilizadas en su

identificacion y es capaz de degradar la glucosa pero no otros azUcares.
a) Respiracion y defensa al estrés oxidativo

H. pylori es una bacteria microaerofilica por lo que no tolera altas concentraciones de oxigeno,
pero requiere al menos 2% de O, esto se debe a que H. pylori utiliza al oxigeno como aceptor
final de electrones, y no tiene la capacidad de utilizar aceptores electronicos alternativos, como
lo son nitratos 0 metanoatos. En el huésped humano se cree que H. pylori se expone a un

estrés oxidativo producido por la respuesta activa del sistema inmune.
b) Metabolismo del nitrégeno

Los aminoacidos y la urea son las dos fuentes principales de nitrdgeno en el medio gastrico, se
sabe que el amoniaco es un componente clave de en el metabolismo del nitrogeno y tambiéen
de la resistencia al acido (Stingl, 2002), sin embargo H. pylori puede utilizar distintas fuentes
de amoniaco. Las distintas vias que contribuyen a la sintesis de amonio estan reguladas en
respuesta a diferentes estimulos, que probablemente permitan a H. pylori cambiar de via

dependiendo de las condiciones del medio en el que se encuentre.

La ruta principal de produccion de amonio es a través de la altamente activa enzima ureasa, la

cual funciona en el metabolismo del nitrgeno, en la resistencia acida y la virulencia. H. pylori
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produce grandes cantidades de ureasa, y se ha estimado que mas del 10% del total de la

proteina que contiene H. pylori consiste de ureasa.

2.1.5 Envoltura celular

La composicion total de la envoltura celular de H. pylori es similar a la de las bacterias Gram
negativo, estas consisten de una membrana interna citoplasmatica, periplasma con
péptidoglicano, y una membrana externa. La membrana externa estd compuesta de

fosfolipidos y lipopolisacaridos, que contienen glucésidos de colesterol.

2.2Epidemiologia de la infeccién

Helicobacter pylory esta asociada al concepto de patologia cronica gastro duodenal, la
colonizacion de la mucosa gastrica con H. pylori causa la infeccion bacteriana mas frecuente a
nivel mundial y es la mayor causante de enfermedades gastrointestinales como: gastritis
cronica, Ulceras pepticas, adeno-carcinoma gastrico y de colon y desordenes linfoproliferativos
como Limfoma-MALT (Kusters et al., 2006).

Se sabe que el 50% de la poblacién mundial esta infectada por H. pylori, y en los paises en
desarrollo puede estar presente en el 80% de la poblacion adulta, y menos del 40% en paises
primermundistas, adquiriendo la infeccion desde temprana edad (Kusters et al.,
2006;Marshall, 2002)

La colonizacion gastrica producida por H. pylori produce gastritis histolégica en todos los
individuos infectados, pero s6lo una minoria desarrollara todos los signos clinicos evidentes
de la infeccidn; sélo del 10 al 20% de los individuos infectados en algiin momento presentaran
ulceras pépticas, las cuales serd&n mas comunes en el duodeno que en el estomago (Marshall
2005) y sélo el 1-2% desarrollaran cancer gastrico distal (Kusters et al., 2006). En la figura
(2.2.1) se muestra un diagrama con la epidemiologia asociada a las enfermedades producidas
por H. pylori, el circulo grande refleja la poblacién mundial entera, dentro de la cual se
encuentra el 30% que estd infectado con la bacteria (obscuro). La mayor parte de los
individuos que desarrollan cancer duodenal, ulcera duodenal, Ulcera gastrica, cancer gastrico y

linfoma gastrico estan infectadas con H. pylori. Este tipo de enfermedades no son comunes en
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personas no infectadas.

Normal

Ulcera duodenal

Ulcera géstrica

H. pylori

Positivo c 5 e
Céncer gastrico

O Linfoma gastrico

Figura 2.2.1 Epidemiologia y asociaciones de las enfermedades producidas por H. pylori
(Marshall, 2002).

Actualmente esta firmemente establecido que H. pylori causa méas del 90% de Ulceras
duodenales y més del 80 % de ulceras géstricas, la relacion entre la infeccion con H. pylori
con la subsecuente gastritis y las Ulceras pépticas fueron establecidas a través de estudios en
voluntarios, estudios epidemioldgicos y estudios con tratamientos antibidticos (Marshall,
2005).

El riesgo de desarrollar alguno de estos desordenes por presencia de H. pylori depende de una
variedad de factores, tanto ambientales como del tipo de células huésped, los cuales estaran

relacionados con el patron de severidad de la gastritis (Kusters et al., 2006).

2.3 Aspectos clinicos de las enfermedades asociadas a la infeccion por H. pylori

La colonizacion con H. pylori practicamente siempre conduce a la infiltracion en la mucosa
gastrica de células mononucleares y neutrofilos en ambas zonas: antro y cuerpo (Kusters et al.,

2006). Cuando la colonizacion se vuelve persistente, existe una estrecha relacion entre el nivel
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de &cido secretado y la distribucion de la gastritis. Esta relacion resulta de los efectos

contraproducentes del acido en el crecimiento bacteriano, contra aquellos del crecimiento
bacteriano asociados a la inflamacion de la mucosa en la regulacion y secrecion de acido. Esta
relacion seré de gran importancia en la determinacion de los efectos de la infeccion (Kusters et
al., 2006).

En la figura (2.3.1) se muestra una imagen del estomago vy las distintas zonas donde H. pylori

se aloja.

Infeccién por Helicobacter pylori

Duodeno

Helicobacter pylori

Figura 2.3.1 Zonas del estdmago donde se aloja H. pylori. “Comunicado de prensa 2005 premio
Nobel en medicina y fisiologia". 24 Nov 2010

En pacientes con secrecion de acido intacta, H. pylori en particular coloniza la parte del antro
donde hay pocas células parietales secretoras de acido. En pacientes en los que la secrecion de
acido se ve afectada por algin tipo de mecanismo, se tiene una distribucion de bacterias en el
antro gastrico y en el cuerpo. Las bacterias en el antro gastrico estan en contacto cercano con
la mucosa, conduciendo a una pangastritis predominante en el corpus.

Estudios muestran que los pacientes con genotipos pro-inflamatorios tienen un mayor riesgo
de tener pangastritis (gastritis aguda) predominante en el corpus y con esto una predisposicion

a gastritis atroficas, metaplasia intestinal y cancer gastrico.
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La inflamacidn cronica en la parte distal del estomago causada por la infeccion de H. pylori
provoca un incremento en la produccion de acido de la parte no infectada del estdmago, esto
predispondra el desarrollo de ulceras en la parte del duodeno que es mas vulnerable. La
infeccion causa inflamacién de la mucosa géstrica e infiltracion de polimorfonucleares a la

parte baja del estomago (antro) (Marshall, 2005).

En algunos individuos H. pylori también infecta la region del cuerpo del estomago, esto
provoca la propagacion de la inflamacion que predispone no solo a ulceras, también a cancer
de estdbmago; éste tipo de cancer ha ido disminuyendo en su incidencia en mucho paises
desarrollados en los ultimos veinte afios, por lo que se ha observado también en estos lugares
la disminucion de Ulceras pépticas y cancer duodenal (Kusters et al., 2006). En la figura
(2.3.2) se presenta un esquema de las enfermedades asociadas a H. pylori con respecto a la

zona del estdbmago donde se aloje la bacteria.

s ) Cancer
’ Gastritis atréfica ’ Gastrico

FACTORES AMBIENTALES

AlﬁggOIAtl?ﬂbé‘go Baja producciin de dcido Pangastritis
Gastritis
Crénica

H. pylori

FACTORES HOSPEDERQ _ )
Polimorfismos génicos | | Afta produccion de acido

Respuesta inmune

ﬁ Ulcera
Péptica

Gastritis predominante en el antro

Figura 2.3.2 Representacion esquematica de los factores que contribuyen a la patologia
gastrica y las enfermedades que provoca la infeccién con H. pylori (Kusters et
al., 2006).
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2.4 Formas de transmision y fuentes de infeccion

El modo de transmisién de este patdgeno ha sido fuertemente debatido y hasta el momento no
se ha determinado con exactitud (Kusters et al., 2006). Dado que este microorganismo
coloniza la mucosa gastrica y que se ha demostrado la presencia de formas potencialmente
infecciosas en la saliva y las heces de individuos infectados, se han propuesto tres rutas de
transmision: la fecal-oral, gastrica-oral y la oral-oral (mediante la saliva por contacto persona a

persona).

Se ha sugerido que la bacteria puede existir de forma natural en el ambiente (Kusters et al.,
2006), pero en estudios mas recientes se ha evidenciado que el ambiente acuatico pude ser un
reservorio de H. pylori (Cellini et al., 2004; Carbone et al ., 2005). Sin embargo ninguna ruta
per se, es capaz de explicar con exactitud su transmision, ni como el microorganismo
abandona su hospedador y entra en el ambiente, o donde reside en el ambiente, ni como las

personas adquieren la infeccion.

Diversos estudios epidemioldgicos y ambientales son consistentes en plantear que el agua
juega un rol importante en la transmision (Klein et al., 1991; Goodman et al., 1996; Bunn et
al., 2002; Cellini et al., 2004). Se ha determinado que H. pylori esta presente en diversas
fuentes de aguas: lagos, rios, agua potable superficial, subterrdnea, aguas municipales,
residuales y ambientes marinos costeros. En la tabla (2.4.1) se presentan las fuentes de agua

donde se ha detectado H. pylori, asi como el método de deteccion.

Algunas evidencias sobre la ruta de transmision acuatica de este microorganismo a humanos
fueron aportadas por estudios epidemiologicos realizados en algunos paises como: Perd,
Colombia, Chile y Venezuela. En Lima, Peru, se demostro la asociacion entre la permanencia
de H. pylori en nifios y el consumo de fuentes externas de agua, un estudio similar en los
Andes concluyd en el incremento de las tasas de infeccidn con el uso de arroyos como fuente

de agua potable (Fernandez et al., 2008).

Los resultados de estos estudios indican que el agua puede ser un intermediario en la

transmision fecal-oral, actuando como un reservorio en el cual la bacteria puede permanecer
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por periodos prolongados antes de ser ingeridos como agua potable o accidentalmente durante

el bafio o a través de alimentos contaminados (Fernandez et al., 2008).

TABLA 2.4.1 FUENTES DONDE SE HA DETECTADO H. pylori Y LAS TECNICAS DE
SU IDENTIFICACION (FERNANDEZ ET AL., 2008)

Métodos Fuente de agua Referencias
Aguas residuales Lu et al., 2002
Cultivo Agua de pozo Degnan et al., 2D03.

contaminada in vitro
Apgua y plancton marino

Cellim et al., 2005; Fernandez et al., 2007,

Agua potable,
superficial y
subterrinea

Apuas residuales

Lagos v rios

Apgua y plancton marino

Hulten er al., 1996; Hulten er af., 1998;
Mazan-Hinart ef af., 2001;

Macklgem'n ef al., 1999; Sasaki et al., 1999;
B r v Hegarty, 2001;

Horiuchi et al., 2001; Park et al., 2001;
Bunn et al., 2002; Watson ef af., 2004;
Mazan-Hiran ef af.. 2005.

Hulten eif ai., 1998;
Mazan-Hinart ef ai., 2001;
Lu et @i., 2002; Queralt f al., 2005,

McKeown ef al., 1999; Sasaki e ai, 1999;
Moreno ef al., 2003; Fujimura ef al., 2004;
CQueralt ef al.. 2005,

Cellini et al., 2004; Carbone ef al., 2005;
Cellim et al., 2005; Fernandez et al., 2007,

Inmunofluorescencia

Agua potable, superficial
¥ subterrinea

Hegarty et al., 1999;
Baker and Hegarty, 2001.

FISH

Aguas residuales
Rios

Apua marina
Aguas de riego

Moreno ef al., 2003; Piqueres ef al., 2006.
Moreno ef al., 2003; Piqueres ef al., 2006.
Pigueres et al., 2006.
Piqueres e al., 2006.

En México, la prevalencia de la infeccion por H. pylori se determind por la presencia de
anticuerpos 1gG contra extractos de células enteras. Segln los resultados, el 20% de los nifios
resultaron ser seropositivos para H. pylori a la edad de 1 afio y 50% estan infectados a la edad
de 10 afios. Més del 80% de los adultos son seropositivos a la edad de 25 afios (Torres et al.,
1998).
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Basados en un pequefio nimero de estudios sobre los factores ambientales que afectan a H.
pylori, como ha sido la supervivencia de las bacterias en el agua destilada, agua salina, y agua
de mar artificial se ha observado la presencia de la bacteria durante un periodo de 1-16 dias.
West et al muestran un intervalo de pH 6ptimo en el agua del ambiente para la supervivencia
de H. pylori entre 5 a 6, pero se sabe que tolera un amplio rango de pH (Mazari et al., 2001).

Varias investigaciones han examinado el posible papel de las biopeliculas en las propuestas de
transmision de H. pylori en el agua y han demostrado que H. pylori es capaz de formar
biopeliculas en condiciones de alto contenido de nutrientes asi como su persistencia en
especies de biopeliculas mixtas de agua potable (Linke et al., 2010). Est4d documentado la
presencia de DNA de H. pylori en la biopelicula de una tuberia del sistema de distribucion
hecha de hierro fundido, por lo que las células de H. pylori que entren en un sistema de
distribucion pueden ser capaces de sobrevivir dentro de la matriz de las biopeliculas en los

sistemas de abastecimiento (Baker et al., 2002).

2.5 Implicaciones de la morfologia de la bacteria en la salud publica

Se ha postulado que la incapacidad de cultivar H. pylori del ambiente se debe a su
transformacion a su estado viable pero no cultivable (VNC). Las células que han entrado en
este estado ya no son cultivables en medios bacteriologicos de rutina, aunque siguen siendo
infectivas; la entrada de la bacteria en el estado viable no cultivable es inducida por una
variedad de condiciones adversas, tales como la disminucién de la temperatura o el agota-
miento de nutrientes (She et al., 2003).

Se sugiere que a medida que entra en el estado VNC en el ambiente, existe un cambio
morfologico observado en las células de H. pylori, por lo tanto, en el ambiente todas las
formas morfoldgicas de esta bacteria estaran presentes en su forma VNC y algunas podran ser

viables y otras no.

Si la bacteria se encuentra en su forma cocoide en un estado VNC puede ser capaz de infectar
a su huesped, como se ha sugerido. En el estudio realizado por Fei et al., se encontro que la

virulencia de las formas cocoides que fueron inducidas a partir de formas bacilares a través de

INSTITUTO
DE INGENIERIA 31

UNAM




POSGRADONY

cultivos en agua destilada, se mantenian considerablemente activan para infectar a su huésped

pero en menor grado que las formas bacilares, esto se probd en ratones y se alcanzé a observar

la existencia de pili en las formas cocoides lo cual ayuda a la motilidad de la bacteria la cual
esta relacionada con su habilidad infecciosa.
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3. DESINFECCION CON OZONO

3.1 Técnicas de desinfeccion

H. pylori es inactivada por el cloro libre en agua potable y por tanto puede ser controlada por
esta practica. Sin embargo, existe evidencia que muestra que H. pylori puede sobrevivir en los
sistemas de distribucion de agua, ya que puede estar presente en las biopeliculas debido a que
las dosis residuales de cloro a través de los sistemas de distribucion pueden no ser suficientes

para su inactivacion (Baker et al., 2002).

Los desinfectantes oxidantes como: cloro, cloraminas y ozono son la Gltima barrera para
inactivar microorganismos y virus. Estos son los desinfectantes cominmente utilizados para el
agua potable. El hipoclorito se ha utilizado como desinfectante por méas de 100 afios y es letal
para la mayoria de los microorganismos, la monocloramina (NH,CI) producida por la reaccion
del cloro libre y amonio en un proceso llamado cloracion, es generalmente considerado un

candidato como alternativa al cloro libre.

Si bien en paises en vias de desarrollo por razones econdmicas no es tan comun como el cloro
0 monocloramina, el uso de ozono es cada vez mayor para cumplir con la normatividad
referente al control de la formacion de organoclorados . Las ventajas del uso del ozono en el
agua potable son su potencial de oxidacion superior a otros desinfectantes y su rapida

descomposicion del ozono residual a oxigeno.

La aplicacion de ozono en el tratamiento de agua potable es usado en todo el mundo, la

principal razén es la desinfeccion y en algunos casos particulares la oxidacion; este Gltimo con
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el fin de eliminar sabor, olor, micro contaminantes, etc. 0 una combinacion de estas. Al igual
que otros desinfectantes para el tratamiento de agua como el cloro o el dioxido de cloro, el
0zono es inestable en el agua pero experimenta reacciones con algunos componentes tipicos
del agua. Sin embargo, su caracteristica Unica de descomposicion en radicales «OH, lo hace un
método muy efectivo por ser un oxidante fuerte ya que logra inactivar a los microorganismos
rdpidamente por que reacciona con las enzimas intracelulares, con el material nucleico, con los

componentes de su envoltura celular y con capas de esporas o capsides viricas.

El ozono es un desinfectante excelente y es capaz de inactivar los microorganismos patégenos
mas resistentes como son los protozoarios (Cryptosporidium parvum ), en comparaciéon con
otros desinfectantes convencionales los cuales no lo logran. Si la exposicion al 0zono es muy
alta y existe la presencia de bromuros, esto puede conducir a la formacion de bromato en
particular, el cual es considerado como un potencial carcindgeno. ElI bromato es
particularmente problematico, porque a diferencia de muchos otros subproductos organicos no
se biodegrada en filtros biolégicos que suelen seguir a los procesos de ozonizacion (Baker et
al., 2002).

3.2 Solubilidad del ozono en agua

El gas ozono no reacciona con el agua por lo tanto forma una solucién; la disolucion de los
gases que son parcialmente solubles en agua como el ozono siguen la ley de Henry, la cual
establece que la cantidad de gas en solucién, a una temperatura dada, es linealmente
proporcional a la presion parcial del gas. La concentracion de saturacion (Cs) del ozono

disuelto en agua bajo condiciones termodindmicas ideales sigue la ecuacion (3.2.1).
Cs=BMP,

Cs: Concentracion de saturacion [kg Os/m® H,0]
M: Masa volumen de ozono [kg/m®]
f: Coeficiente de absorcion, volumen de ozono disuelto por unidad de volumen de agua .

P,: Presion parcial del ozono en la fase gas
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La solubilidad en el agua es mayor para el ozono que para el nitrégeno y oxigeno, los valores
B son: 0.64, 0.0235 y 0.049, respectivamente. El ozono, sin embargo, es menos soluble en

agua que el dioxido de carbono (=1.71) y que el cloro (f=4.71).

La disolucion del ozono en agua también puede ser expresada por medio de un término mas

préactico como lo es la tasa de solubilidad (S;) expresada en la ecuacién (3.2.2).

~ mg/L O,en H,0
~ mg/L O, en fase gas

r

La tasa de solubilidad del ozono incrementa conforme la temperatura del agua disminuye, pero
existen otros factores que tienen influencia en la disolucion del ozono en el agua, como lo es la
presion o el tamafio de burbuja. En un sistema de contacto por medio de difusores mientras
mas pequefio sea el diametro de burbuja (1-3 mm), mayor sera el area de contacto entre el gas

y el liquido.

La pureza y el pH del agua afectan en gran medida la velocidad de solubilizacién del ozono,
por ejemplo burbujear ozono en agua doblemente destilada y desionizada es mas rapido que en

el agua de la llave, ya que el agua de la llave tiene diversos componentes que alteran su pH.

El pH alto del agua de la llave (pH=8) puede desestabilizar al ozono, y por lo tanto disminuye
la tasa aparente de solubilizacion, por lo tanto conforme se incremente el pH del agua la

solubilidad del ozono decrece.

El agua de la llave puede contener materia organica que consume 0zono o la presencia de
minerales en el agua también pueden catalizar la descomposicion de ozono. Por lo tanto, la

solubilidad del ozono aumenta cuando la pureza del agua aumenta (Hoigné et al., 1985).

3.3 Estabilidad del ozono en agua

El ozono es relativamente inestable en soluciones acuosas, se descompone de forma continua
y lentamente de acuerdo a una pseudoreaccion de primer orden. La vida media del ozono en el

agua destilada a 20 °C es generalmente de 20 a 30 minutos.
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De acuerdo con Hoigné et al., 1985 la descomposicion del ozono incluye varios pasos, como

la iniciacion, promocién y reacciones de inhibicién de acuerdo a la figura (3.3.1).

El primer paso es el de iniciacion (paso limitante) el cual da lugar a la formacion de dos
radicales libres: el ion radical superdxido (O,) y su forma hidrogenada el radical
hidroperdxido (HO,). La formacion de estos radicales da lugar a la generacion del radical
hidroxilo altamente reactivo (OH) y el consumo de una molécula de ozono. El ion 0zo6nido

radical (O3") se forma como un producto intermediario de reaccion.

El segundo paso incluye las reacciones de promocién en donde se regeneran los radicales OH
y O, El tercer paso son las reacciones de inhibicion que se refieren a las reacciones que

Ilevan al consumo del radical hidroxilo, pero sin la regeneracion de los iones superoxidos.
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!

Radical hidroperéxido y superdxido [ H 02.:] I:"}D;.' \

Promotores
0_3,-SH,R-CH20H, Aryl

05 regenerado, O3 consumido

"CH
A Os
v
Inhibidores -, Q,
Alkyl, t BuOH, CO;“/HCO,
'

Radicales Consumidos

Figura 3.3.1 Reacciones de descomposicion del ozono.

3.4 Técnicas para la medicion de ozono

Existen metodos fisicos, quimicos y fisicoguimicos que se utilizan para la determinacion del
ozono. Los métodos fisicos miden la absorcion directa en el espectro en la region del
ultravioleta, visible e infrarrojo. Los métodos fisico quimicos son dependientes de efectos tales

como el calor o quimioluminiscencia causada por la reaccion. Los métodos quimicos
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cuantifican los productos que se generan cuando el ozono reacciona con un reactivo quimico

como el yoduro de potasio.

El método de indigo comunmente utilizado es preciso, rapido y sensible con un nivel mas bajo
de deteccion de 0.001 mg/L. El reactivo de indigo reacciona aditivamente con el doble enlace
carbono-carbono del colorante, causando decoloracién y el cambio en el color es determinado
por medio de un espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm. La medicion del ozono
por el método de indigo no se ve comprometida por la presencia de peréxido de hidrdgeno,
peroxidos organicos, iones manganosos, Yy especies oxidadas en el agua potable. En
comparacion con el método yodo-métrico, el método indigo es mas adecuado para medir

ozono residual.

3.5 Cinética de la inactivacion microbiana por accion del ozono

El ozono es un fuerte agente de amplio espectro antimicrobiano altamente activo contra
diversos microorganismos como: bacterias, hongos, virus, protozoarios y esporas bacterianas y
fangicas. La informacidn acerca de la sensibilidad de un microorganismo particular varia entre

los diversos estudios.

Algunos de los factores que pueden crear diferencias entre la comparacion de diferentes
estudios son: el tipo de cepa del microorganismo, la edad del cultivo, la densidad de la
poblacion tratada, la presencia de agentes del medio que consumen ozono, los método de
aplicacion del ozono (ya sea por aplicacion directa es decir por burbujeo o por medio de dosis
de ozono a partir de una solucion acuosa saturada), la precision de los procedimientos para la
medicion del ozono, la exactitud de los procedimientos y dispositivos que miden la eficacia
antimicrobiana (por ejemplo determinaciones de un solo punto o determinaciones de estudios

cinéticos) (Langlais et al., 2000).
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La cinética de la desactivacion de los microorganismos patogenos (desinfeccion) es
comparable a una reaccién quimica. EI modelo mas comdnmente utilizado para describir la
desinfeccion del agua por ozono es la ley de Chick-Watson. Esta ley puede ser representado

matematicamente como sigue :

k=C"t

k = constante de reaccion, depende del tipo de microorganismo y el desinfectante
C=concentracion del desinfectante

t = tiempo de contacto, es decir el periodo de tiempo que el desinfectante se encuentra en
contacto con el agua

n = constante

En la mayoria de los casos n es igual a 1, haciendo que la desactivacion de bacterias se
convierta en una reaccion de primer orden. Cuando la constante n es “casi igual” a 1, la ley

de Watson se puede abordar como:
k=Ct

La determinaciéon de la cinética de inactivacién microbiana de un sistema de tratamiento
continuo puede expresarse mediante valores CT. Basado en este concepto, el CT es una
medida de la concentracién de desinfectante en mg/L (C) y multiplicado por el tiempo en

minutos (T) requerido para alcanzar un nivel dado de inactivacién de un microorganismo.

El concepto CT incluye el valor de la dosis de ozono; la determinacion exacta de la
concentracion del ozono se obtiene generalmente como ya se mencion6 en forma continua en
el agua y por titulacion en fase gaseosa. Cabe sefialar que en solucion acuosa la medicion debe

ser continua debido a la rapida descomposicién del ozono.
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Varios niveles de desactivacion se puede lograr, esto a menudo se expresa como una

reduccion logaritmica:

1 reduccién log = desactivacion 90%
2 Reduccién log = desactivacion 99%
3 Reduccion log = desactivacion 99,9%

Reduccion de 4 log = desactivacion 99,99%

Muchas investigaciones se han llevado a cabo sobre los valores CT para varios tipos de
microorganismos y para diversos desinfectantes. Los datos sobre valores CT en la literatura
pueden ser diferentes. Para la comparacion de desinfectantes, el valor CT siempre debe estar

asociado con la reduccion logaritmica (Gunten, 2002)

3.6 Estructura de los constituyentes celulares

Los constituyentes celulares son macromoléculas que por lo regular tienen un alto peso
molecular, con enlaces de baja energia. En general los componentes celulares pertenecen al

grupo de la quimica organica.

El estudio de los efectos del ozono en las células es complicado ya que se necesitan técnicas
analiticas avanzadas capaces de medir los componentes de la 0zonacion y sus subproductos.
Por otro lado la gran cantidad de sitios en los componentes celulares pueden inducir diferentes
tipos de mecanismos directos de reacciones de ozonacion asi como reacciones a través de
radicales. Es importante conocer cuéles son las estructuras celulares mas sensibles ya que la

destruccion de estas llevara a la muerte celular.

Carbohidratos: Los carbohidratos son un importante componente celular, dentro de los
cuales se encuentran los monosacaridos que son poli alcoholes ciclicos (5-8 atomos de carbon)
que incluyen estructuras como hexosa y pentosa. La combinacion de dos hexosas por medio
de un enlace glucosidico forma un disacarido y conforme se agrega un grupo mas se obtienen
los polisacaridos. Otros componentes celulares pueden ser azucares principalmente

glicolipidos (lipopolisacaridos) y glicoproteinas (McKee, 2011).
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Proteinas: Son polipéptidos y son uno de los grupos mas complejos y esenciales de la célula,
estan formadas de polimero de aminoacidos unidas por cadenas peptidicas, donde las proteinas
se conjugan con lipidos para hacer lipoproteinas o glucidos para formar glicoproteinas. Cada

proteina tiene una estructura especifica como formas enrolladas o hélices.

Lipidos: Los lipidos simples son glicerol y ésteres de acidos grasos (saturados e insaturados),
combinados con lipidos son fosfolipidos (Esterificacion de glicerol fosfato y acido graso) y
glicolipido (polisacarido con acido graso combinado). Independientemente de los antes
mencionados, algunos lipidos como asteroides, pigmento y vitaminas presentan una estructura

mas compleja.

Material nucleico: ElI material nucleico es muy importante y esta conformado por las nucleo
bases, las cuales se derivan por un lado de la purina (Adenina y guanina) y de la pirimidina
(uracilo, timina y citosina). Una de estas bases, la ribosa (desoxirribosa) y el acido fosférico
ligado por enlaces carbdn-nitrégeno y carbdn-oxigeno, constituyen una clase de nucledtido
precursor del &cido nucleico, acido ribonucleico (RNA) y desoxirribonucleico (DNA). Por
ultimo la adenina es parte de la estructura de otras moléculas de interés como adenosina
trifosfato incluyendo tres coenzimas esenciales (NAD*,FAD y CoA). En la figura (3.6.3) se
muestra una imagen del DNA y el RNA.

En la imagen (3.6.1 y 3.6.2) se muestran las estructuras de los principales compuestos

organicos de las células.
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Figura 3.6.1 Principales compuestos del material nucleico(Langlais et al.,2000).
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figura 3.6.2 Principales compuestos organicos dentro de la célula (McKee 2011)
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Figura 3.6.3 Esquema del DNA y RNA

3.7 Reactividad del ozono con los constituyentes de la célula

La molécula de ozono actia como dipolo con propiedades electréfilas y nucledfilas. Los

compuestos organicos e inorganicos en soluciones acuosas siguen dos vias de reaccion con el

0zono, una directa y una indirecta por la accion de los radicales OH.
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Los mecanismos por los cuales se explica la aguda accion del Oz pueden ser descritos por
medio de categorias, las cuales se muestran a continuacion:

e Formacion de radicales libres e intermediarios reactivos;

¢ Iniciacion de reacciones en cadena de peroxidacion de lipidos;

e Pérdida oxidativa de grupos funcionales y de las actividades de biomoléculas

incluyendo enzimas;

e Alteraciones de permeabilidad de la membrana;

e Induccién de inflamacion;

¢ Iniciacion de procesos secundarios.
El ozono provoca una oxidacién de los diversos grupos funcionales, por ejemplo en los
grupos: sulfhidrilo, amina, alcohol, aldehidos (presentes en las proteinas), enzimas, acidos
nucleicos, membranas y otras biomoléculas grandes y pequefias. Ambos mecanismos pueden
ocurrir de forma directa por la accién de los radicales libres y la oxidacion puede alterar el

estado redox celular y algunas funciones metabdlicas.

Dado que las funciones de las proteinas, enzimas, coenzimas, y otras biomoléculas, que
contienen grupos sulfhidrilo (SH) en los sitios activos se pueden perder o alterar tras la

oxidacidn, ésta representa una de las principales vias de accién del ozono (Mustafa, 1990).
Sacéaridos

El ozono reacciona lentamente con los polisacaridos ya que no contienen sitios nucleofilicos
fuertes, dando lugar al rompimiento de los enlaces glucosidicos, seguido por la oxidacion de
las funciones alcohdlicas de los monosacaridos libres y eventualmente a la formacion de
acidos alifaticos, perdxido de hidrégeno y aldehidos. La reaccién de ozonacion de alcoholes
alifaticos primarios y secundarios puede conducir a la formacion de hidroperdxidos,
precursores de radicales hidroxilo, que a su vez reaccionan fuertemente con los hidrocarburos.
Se sabe que la N-acetil glucosamina, un compuesto presente en el peptidoglicano de las
paredes celulares bacterianas y en céapsides viricas, puede llegar a ser resistente a la accion del

0zono en solucidn acuosa a un pH de 3 a 7 (Pérez et al., 1995).

La ozonacién de la glucosa, xilosa, y celobiosa a pH acido sin radical hidroxilo, provoca la
formacion de acido férmico y gluconico, otros autores han encontrado formaldehido y acido

piravico.
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La glucosamina reacciona relativamente rapido con el ozono, pero la glucosa es relativamente
resistente a la degradacion, esta observacion podria explicar al menos en parte, la gran
resistencia de las bacterias Gram positivas en comparacién con las Gram negativas; las
primeras contienen una mayor cantidad de peptidoglicano en sus paredes celulares (Khadre et
al., 2001).

Aminoacidos

Los aminoacidos pueden reaccionar con el ozono de dos maneras dependiendo de la estructura
que se ataque; ya sea al grupo amina o el grupo R. Es sabido que con respecto a la funcion
primaria de la amina, la reactividad del ozono es muy dependiente del pH (Langlais, 2000).
Los productos que pueden ser encontrados son hidroxilamina, oximas o amidas y finalmente

aldehidos, acidos y iones nitrato.

El grupo R de los aminoacido puede ser un grupo alquilo (alifatico saturado), alquilo sulfuro o
un grupo aromatico heterociclico insaturado (imidazol o indol). En el primer caso con el grupo
R substituido por un grupo alquilo, el 0zono es poco reactivo a pH acidos como es el caso con
las alquilaminas. Sin embargo al aumentar el pH se acelera la velocidad de reaccion como es
el caso con la glicina, alanina y leucina. Asi como con las alquilaminas, el ozono sera reactivo
por el proceso electrofilico sobre el nitr6geno y finalmente se conducira a la descarboxilacion
parcial ademas de generar un residuo de acidos aldehidos, iones nitrato y amoniaco.

En el segundo caso del grupo R cuando es substituido por un grupo alquilo sulfuro, la
reactividad del ozono es muy alta aun a pH &cido e incrementan proporcionalmente con el
aumento en el pH. La reaccion central se da en el d&tomo de azufre oxidandandolo a un

sulfoxido o a un grupo sulfénico.

En el tercer caso del grupo de substitucion R (Aromaticos o heterociclicos insaturados), el
ataque del ozono puede ocurrir ya sea en el grupo R de la amina o en la amina, dependiendo
del pH y los productos que se pueden formar son acidos alifaticos aromaticos y aldehidos.
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Lipidos
La produccion de radicales libres se ha detectado durante la reaccién entre el ozono y los

acidos grasos poliinsaturados (AGP). Se cree que algunos de los radicales de ozono libres

inducidos en los sistemas bioldgicos se derivan de la descomposicion oxidativa de los AGP.

Los &cidos grasos saturados son el constituyente principal de los lipidos, estos reaccionan muy
poco con el ozono. Sin embargo su reactividad aumenta conforme se tengan varios enlaces
etilénicos en la cadena carbonatada. Cuando esto ocurre los principales productos de
ozonacion son: aldehidos, acidos y peréxido de hidrégeno. Con esto se demuestra un probable
ataque del ozono al ciclo de adicién dipolar 1-3 del doble enlace.

Se piensa que la per oxidacion de los lipidos de membrana es el mecanismo méas importante de
lesion del Os. La reaccion inicial (no radical) AGP es una adicion de Oz al doble enlace
carbono-carbono, produciendo un intermediario llamado trioxigeno (1,2,3 trioxolano), que se
reordena a un ozonido por el mecanismo de Criegee. El ozonido se descompone para producir
peroxidos lipidicos o hidroperdxidos. Los acidos grasos con un doble enlace y epdxidos de
colesterol producen epdxidos y aquellos con dos 0 mas conjuntos de dobles enlaces dan lugar

a dialdehidos (por ejemplo, malonaldehido) e hidroperdxidos.

Los dos componentes principales de las membranas son los lipidos y las proteinas. La
oxidacion de los &cidos grasos insaturados en los lipidos y de los susceptibles aminoacidos de
las proteinas, pueden alterar fuertemente las propiedades bioldgicas de las membranas, por
ejemplo la habilidad de regular la permeabilidad. En este sentido los principales sitios de dafio
del O3 pueden ser las membranas de las células y organelos intracelulares, que contienen

grandes cantidades de AGP en sus fosfolipidos (Mustafa, 1990).

Enzimas

Varios autores se refieren a la inactivacion de las enzimas como un mecanismo importante por
el cual el ozono mata a las células. Se sabe que el cloro destruye ciertas enzimas, mientras que
el ozono actla como un oxidante protoplasmico general. Otra via general de destruccion del

ozono en células de E. Coli es a través de la destruccion de los sistemas enzimaticos
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deshidrogenantes en la célula, esto es interfiriendo con el sistema respiratorio. La inactivacion
de las enzimas por el ozono es probablemente debido a la oxidacion de grupos sulfhidrilo en

los residuos de cisteina.
Material nucléico

La purina y la pirimidina son las principales estructuras de las cinco nucleobases que forman
nucleosidos, nucleotidos y &cidos nucléicos. Sin considerar la baja reactividad del ozono con
la purina y la pirimidina, sus correspondientes bases nucleicas reaccionan rapidamente con el
ozono, como lo demuestran los estudios cinéticos de Doré et al 1989. En el estudio realizado
por Ishizaqui et al 1984 proponen la siguiente secuencia de reactividad Timina > Uracilo >

Guanina > Adenonina > Citosina.

La reaccion del ozono acuoso con los acidos nucleicos in vitro apoya la idea de que se puede
dafar el material nucleico dentro de la célula. En otro estudio el ozono abrié el plasmido
circular y redujo su capacidad de transformacion, produciendo rupturas simples y de doble
cadena del DNA, y la disminucion de la actividad de transcripcion.

El ozono en solucién induce divisiones en la estructura del DNA de doble cadena,
principalmente en el enlace desoxirribosa-fosfato, por accion de radicales hidroxilo,

produciendo la liberacién de carbohidratos y iones fosfatos.
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4. CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL AGUA

Desde los brotes de colera en Londres en el siglo XIX descubiertos por John Snow donde se
asocio el brote de célera a una fuente de agua comunitaria, se comenzo a tener en cuenta la
calidad del agua para consumo humano. La Organizacion Mundial de la salud reporta millones
de muertes por enfermedades diarreicas adquiridas principalmente por falta de salubridad en el

agua de consumo humano.

Los microorganismos de importancia sanitaria estan presentes en aguas naturales, aguas
residuales domésticas y aguas de escorrentia que contienen las excretas de los seres humanos y
animales. Los rios, lagos y aguas costeras sirven para recibir, diluir y dispersar las aguas
residuales domeésticas y los residuos no tratados de humanos y animales. El grado de
tratamiento de los residuos domésticos varia considerablemente y su influencia en la calidad
del agua y la salud sigue siendo un problema importante en todo el mundo. La operacién
incorrecta con la que operan los sistemas sépticos, el escaso mantenimiento y la aplicacién
superficial de las aguas residuales y de inyeccion directa, han dado lugar a la contaminacion
de las aguas subterraneas. La eutrofizacion, la perturbacion del ecosistema, la toxicidad y la
enfermedad, tanto en las comunidades humanas y animales, son consecuencias de la descarga
de desechos directamente al ambiente.

La principal fuente de patdogenos contaminantes del agua son de tipo fecal; en un estudio
realizado por (Bitton, 2011) encontraron que en un gramo de materia fecal se encuentran hasta

10" bacterias, lo que representa el 9% en peso htimedo.
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Los principales grupos de bacterias encontrados en el agua residual pertenecen a los siguientes
grupos:
e Bacterias Gram negativas anaerobias facultativas: Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella y Shigella;
e Bacterias Gram negativas aerobias: Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium,
Acinetobacter;
e Bacterias Gram positivas formadoras de esporas: Bacillus spp;
e Bacterias no formadoras de esporas Gram positivas: Arthrobacter, Corynebacterium,
Rhodococcus;
Debido a que el control de todos los microorganismos patdgenos no es posible, muchos paises
han adoptado el concepto de microorganismos indicadores, con este fin los coliformes fecales
y totales fueron escogidos debido a que su presencia indica que el agua puede estar

contaminada con desechos fecales de animales y humanos.

El uso de microorganismos indicadores para evaluar la desinfeccion funciona bien siempre y
cuando la inactivacién de los patdgenos no deseados sea al menos tan eficaz como la
inactivacién de los microorganismos indicadores seleccionados, sin embargo, si la
inactivacién de los microorganismos indicadores es mas eficiente que la inactivacion de
patdgenos, la ausencia de microorganismos indicadores no significa necesariamente que el

agua esté libre de contaminaciones.

4.1 Patdgenos en los sistemas de distribucion de agua

Diversos organismos infecciosos pueden causar enfermedades en los seres humanos, estos
agentes incluyen: bacterias, hongos, protozoos, metazoos (helmintos), rickettsias y virus. La
evaluacion de la inefectividad de dichos agentes infecciosos se basa en su virulencia o su
potencial para causar enfermedades en humanos. La virulencia esta relacionada con la dosis de
agente infeccioso necesario para infectar al huésped y causar la enfermedad y el potencial para
causar la enfermedad depende de la estabilidad del agente infeccioso en el ambiente. La dosis
infecciosa minima (DI) varia ampliamente con el tipo de agente patdgeno o parésito.
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Por ejemplo para Salmonella typhi o E. Coli enteropatdgena, miles de millones de organismos

son necesarios para establecer la infeccidn, mientras que el DI para Shigella puede ser tan baja

como 10 células.

Un depdsito del agente infeccioso puede ser un ser viviente 0 no viviente y le permite al

patdgeno sobrevivir y multiplicarse, por ejemplo el cuerpo humano es la fuente de numerosos

agentes patdgenos, el agua es un deposito no viviente de agentes infecciosos que tiene

consecuencias graves en la salud de la poblacion. A continuacion se muestra una lista con los

principales patdgenos que pueden ser transmitidos a traves del agua.

TABLA 4.1.1 ORGANISMOS PATOGENOS ASOCIADOS A LA TRANSMISION
ACUOSA (BITTON, 2011).

Organismo

Principal enfermedad

Bacterias

Escherichiacoli O157:H7
Campylobacterjejuni
Helicobacter pylori

Shigella spp.

Salmonella typhi

Shigella

Vibrio cholerae

Yersinia enterocolitica
Legionella pneumophila
Mycobacterium tuberculosis

Sindrome urémico hemolitico
Gastroenteritis
Ulceras pépticas y cancer de estémago
Disenteria
Fiebre tifoidea
Disenteria bacilar
Colera
Gastroenteritis
Enfermedades respiratorias agudas
Tuberculosis

Leptospira Leptospirosis
Virus

Calicivirus Gastroenteritis
Rotavirus Gastroenteritis
poliovirus Polio
Hepatitis A Hepatitis infecciosa

Protozoarios

Giardialamblia
Naegleriafowleri
Toxoplasmagondii

Gastroenteritis
Meningoencefalitis primaria amebiana
Sintomas similares a gripa
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4.2 Organismos indicadores

Debido a que el agua puede contaminarse con una gran variedad de patdgenos, es necesario
detectar dichos contaminantes en el agua para asegurar la calidad de ésta, sin embargo existen
millones de patdgenos que pueden estar presentes en el agua y seria muy dificil detectarlos a
todos; es por esto que se han adoptado diversas técnicas que miden so6lo algunas familias de

patdgenos, y que la presencia de estos indica que pueden estar contenidos muchos mas.

Los criterios que debe de cumplir un microorganismo para poder ser considerado como

indicador son los siguientes:

1. Debe ser miembro de la micro flora intestinal de animales de sangre caliente;

2. Debe de estar presente cuando los patdgenos estan presentes y ausente en muestras no
contaminadas;

3. Debe estar presente en mayor cantidad que el patdgeno;

4. Deberia ser al menos igual de resistente que el patdgeno a agresiones ambientales y a
la desinfeccion en las plantas de tratamiento de agua;

5. No debe multiplicarse en el ambiente;

6. Debe ser detectable por medio de métodos sencillos, rapidos y de bajo costo;

7. El organismo indicador no debe ser patdgeno para el analista;

Los indicadores mas comunes que se miden en el agua son:

Coliformes totales;
Coliformes fecales;
Estreptococo Fecal,
Bacterias anaerobias;
Esporas bacterianas;

Fagos bacterianos;

Conteo heterétrofo en placa;
Indicadores quimicos;
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4.2.1 Indicadores comunmente medidos en agua

Coliformes totales: Estos pertenecen al grupo de la familia Entorobacteriaceae e incluye
bacterias aerobias y anaerobias facultativas; Gram negativo, no formadoras de esporas, forma

circular, fermentadoras de lactosa con produccion de gas (APHA, 1998)

Coliformes fecales: Este grupo incluye a los coliformes termotolerantes que fermentan
lactosa a 44.5°C, esto incluye a los grupos Escherichia coli y Kleibsella pneumonae. La
presencia de coliformes fecales indica la presencia de materia fecal de animales de sangre

caliente, pero no es facil distinguir si la fuente pertenece a humanos o animales.

Estreptococo Fecal: Este grupo esta compuesto por Streptococcus faecalis, S. bovis y
S. Avium, que normalmente habitan en el tracto intestinal de humanos y animales de sangre
caliente y que se utilizan para detectar la contaminacion fecal en agua. Los miembros de este
grupo sobreviven por mas tiempo que otros indicadores bacterianos, pero no se reproducen en
el ambiente. Un subgrupo del grupo de los estreptococos fecales, los enterococos (S. faecalis y
S. faecium), han sido sugeridos como indicadores Utiles para mostrar la presencia de virus,
particularmente en los biosdlidos y en agua de mar.

Bacterias anaerobias: Dentro de las principales bacterias anaerobias se tienen a las de los

grupos: Clostridium, Bifidobacterium, Bacteroides spp. y Methanobrevibacter smithii.

Esporas bacterianas: Esporas aerébicas no patdgenas omnipresente en los medios acuaticos,
se producen en grandes concentraciones superando a los quistes de protozoarios paréasitos,

estos no crecen en el ambiente y su deteccion es simple, barata y relativamente rapida.

Bacteriofagos: Los colifagos que se utilizan en la evaluacion de la calidad del agua se
dividen en tres grupos principales: colifagos somaticos, colifagos de ARN F-especificos

(especificos para E. Coli F+) y los especificos para B. Fragilis.

Recuento heterotrofo en placa: El conteo de colonias heterétrofas (RHP) incluye aquellos
microorganismos aerdbicos y anaerobios facultativos que obtienen su energia del carbén y de
compuestos organicos. EI nimero de bacterias recuperadas depende de la composicion del

medio y del periodo de incubacién.
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Este grupo incluye las bacterias Gram negativas pertenecientes a los siguientes géneros:
Pseudomonas, Aeromonas, Klebsiella, Flavo-bacterium, Enterobacter, Citrobacter, Serratia,

Acinetobacter, Proteus, Alcaligenes, Enterobacter y Moraxella.

Indicadores quimicos: Dentro de esta categoria se encuentran varios grupos como: esteroles,

cloro residual, endotoxinas y agentes fluorescentes.

Los esteroles fecales incluyen: coprostanol, colesterol, y coprostanona, algunos investigadores
han reportado una correlacion entre los esteroles fecales y la contaminacion fecal. Una buena
relacion se encontré entre los niveles de E. Coli y las concentraciones de coprostanol (Isobe et
al., 2004) bitton. Sin embargo, los esteroles fecales pueden ser degradados después del
tratamiento de aguas residuales y pueden no verse afectados por la cloracion. Los acidos
biliares (por ejemplo, desoxicolico y acido litocélico) también son posibles indicadores utiles

de la contaminacion de las aguas residuales.

Las endotoxinas son lipopolisacaridos presentes en la membrana externa de bacterias Gram
negativas y algunas cianobacterias, algunos de los sintomas asociados a las endotoxinas son:

fiebre, diarrea, y vomito.

En conclusién, no existe un indicador ideal, ya que ninguno cumple todos los criterios
necesarios. Es posible que se tenga que recurrir apruebas directas para la deteccion de ciertos
patégenos importantes como hepatitis A o parasitos como Cryptosporidium. También podria
considerarse el uso de un indicador de enterovirus como el de polio y un indicador de
protozoarios de Giardia para los quistes de protozoarios y parasitos coliformes para patdgenos

bacterianos.

4.3 Metodologias de deteccion y conteo de patdgenos

Las bacterias se enumeran para una variedad de propoésitos que incluyen la deteccion de la
contaminacion, la deteccién de fenotipos o grupos especificos filogenéticos para asegurar el

cumplimiento de las regulaciones de calidad del agua (Kator et al., 2003).
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La deteccion y el conteo de bacterias ambientales es un tema extenso que se somete a
continuos cambios, esto debido al desarrollo de nuevos métodos. En los ultimos afios se ha
sido testigo de una revolucién en las técnicas de deteccion basadas en la biologia molecular,
éstas tienen el potencial de reducir el tiempo de obtencion de resultados e incrementan la
sensibilidad y especificidad de las pruebas, comparadas con las técnicas tradicionales que son
hoy en dia las méas usadas.

Mientras que los métodos moleculares, basados en secuencias de genes especificos, ofrecen la
posibilidad de deteccidn simultanea de maltiples agentes patdgenos, con lo que se hace frente
al problema clésico en la microbiologia sanitaria de los distintos tipos de aguas; su aplicacion
también plantea importantes cuestiones relacionadas con la viabilidad e infectividad de los

microorganismos objetivo.

Existen diversos métodos para detectar la presencia de organismos en muestras ambientales,
incluyendo el agua potable y residual. Algunos procesos estén completamente estandarizados
y son utilizados rutinariamente ya que se encuentran en las normas de calidad del agua de

muchos paises.

En los procesos de deteccion de microorganismos es importante considerar que se requieren
de varias consideraciones técnicas desde que se recolecta la muestra, la forma en la que se
toma, el material y las condiciones donde se guarda; todo esto para garantizar la correcta

deteccidn y contabilizacion de patdgenos.

Existen una gran cantidad de métodos para medir a los microorganismos, desde los métodos

tradicionales hasta los méas novedosos. A continuacion se describen los principales métodos.

4.3.1 Ndmero més probable (NMP)
Se trata de un método de enumeracién comin e importante para estimar el numero de

bacterias viables en las aguas superficiales, suelos, sedimentos, excrementos de animales y
mariscos. Como técnica cuantitativa es extremadamente versatil y su uso se extiende mucho
mas alla de su aplicacién mas comun para la estimacion de coliformes totales y fecales en el

agua potable y en suelos.
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La prueba NMP es una estimacion estadistica de las unidades cultivables y asume que estas
unidades se distribuyen al azar dentro de una muestra. Funcionalmente, la prueba de NMP se
basa en la dilucion de un microorganismo objetivo hasta su extincion, estas diluciones
generalmente son decimales, con varios tubos de repeticion. EI NMP es util cuando las células
estan presentes en bajas densidades como una estimacion estadistica sobre la base de la
distribucion binomial; la precision de un valor de NMP es una funcién del ndmero de

porciones de muestra ensayadas para cada dilucién (Kator, 2003).

Las limitaciones con los resultados del método del NMP provienen de los supuestos de que las
células estan distribuidas al azar y de los efectos de interferencia o inhibicion, lo que puede

producir resultados falsos negativos o falsos positivos.

4.3.2 Filtracién por membranas

Los filtros de membrana estan preparadas a partir de una variedad de quimicos y estan
disponibles para la recuperacion de los microorganismos del agua, donde sus concentraciones
son a menudo demasiado bajas para la siembra directa 0 en grandes plantas de tratamiento
donde utilizar el NMP seria engorroso. Los filtros de membrana tienen varias distribuciones de
tamafio de poro, que se pueden acoplar con los medios apropiados para la recuperacion
selectiva de los organismos objetivo (ejemplo los medios m-FC o el MF-Endo). El tamafio de
poro del filtro utilizado para los métodos microbiologicos es 0.45um, dependiendo del filtro
las células se separan debido a la exclusion mecanica debido al tamafio fisico de los poros o
por fuerzas electroquimicas. La principal limitacién de este método es la alta concentracion de

solidos suspendidos que puede estar presente en muestras ambientales.

4.3.3 Ensayos enzimaticos

Estos métodos se basan en un enfoque alternativo para la deteccion de bacterias indicadoras,
como coliformes totales y E. Coli en distintos tipos de agua. Estos ensayos son especificos,
sensibles y rapidos, se basan en la deteccion de enzimas presentes en los microorganismos o
en la hidrélisis de dichas enzimas, logrando detectar por fluorescencia dicha enzima o

fracciones de éstas.
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4.3.4 Cuentas directas

Los conteos directos difieren de los recuentos cultivables ya que las células son generalmente
contadas por una observacion microscopica y por lo tanto no requieren el uso de medios
complejos para facilitar el crecimiento de células para producir densidades visibles a simple
vista. Los conteos directos se pueden determinar en suspensiones de muestra preparadas a

partir de agua, suelo o sedimento.

Las células pueden ser visualizadas mediante microscopia de contraste de fase para las células
no tefiidas o por tincion celular a partir de los filtros de membrana utilizando una gran
variedad de tintes fluorescentes ahora disponibles comercialmente. Los métodos de conteo
directo pueden ser automatizados con procesadores de imagenes en equipos de computo con
los programas y aditamentos necesarios. Se puede aumentar la especificidad de en el conteo
usando tintes fluorescentes asociadas a anticuerpos objetivo ( hibridacion in situ ) o por medio

de sondas que se unen a secuencias especificas de oligonucleotidos.

4.3.5 Densitometria de flujo

Se ha avanzado mucho en la adaptacion de la densitometria de flujo para su uso en la
microbiologia ambiental, en los Gltimos afios. Aunque es costoso un densitdmetro de flujo éste
ofrece beneficios para el conteo de células individuales con un alto flujo de procesamiento de
muestras, identificacion y clasificacion de células. Los avances en las técnicas de conteo
directo ahora incluyen el uso de densitometros para cuantificar bacterias totales o cuando se
combinan las técnicas con colorantes fluorescentes especificos se pueden utilizar para contar
las células fisiolégicamente activas. La densitometria de flujo se puede combinar con métodos

moleculares mediante el uso de sondas caracteristicas de los ensayos de PCR en tiempo real.

4.3.6 Métodos bioguimicos y moleculares

Las técnicas moleculares basadas en genémica, proteo gendmica y transcriptomica han crecido
rapidamente en los ultimos afios, debido a que la secuenciacién de genomas microbianos esta
cada vez mas disponible y los avances méas importantes se dan en el este campo. Es por esto
que las técnicas que estdn de moda son aquellas donde se utilizan sondas especificas como la

reaccion en cadena de la polimerasa de punto final (PCR) o cuantitativa (QPCR). También se
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ha avanzado mucho en las técnicas de deteccion de proteinas y en los enfoques inmunolégicos
con otras técnicas moleculares como la amplificacion isotérmica en forma ciclica (LAMP) y

los micro-arreglos.

Las técnicas dependeradn de lo que se desee medir dentro de la célula y la matriz en la que se
va detectar. El objetivo a detectar puede ser: una proteina de la superficie celular microbiana,
una enzima en el interior de la célula, un producto metabdlico, un &cido graso o polisacarido o
un producto de acido nucleico (DNA o RNA). Los analisis para componentes celulares como
proteinas, lipidos, &cidos grasos, asi como productos metabdlicos son caracterizados por
métodos fenotipicos con excepcion de la transcriptomica, que junto con la deteccion de los

componentes de &cidos nucleicos son llamados métodos genotipicos.

Para una deteccion répida (screening), los métodos genéticos son una buena opcion, en
muchos casos donde el microorganismo de interés es incultivable, no habra otra opcion mas
que utilizar un método de deteccion genotipico. La sensibilidad de la deteccion, también

dependeré de si se requiere un resultado cualitativo o cuantitativo.

Por ultimo también serd importante de considerar la matriz acuosa a analizar, ya que un agua
residual contendrd mayor cantidad de microorganismos que el agua tratada y probablemente
no sea necesario el paso de concentracién/amplificacion. Las pruebas basadas en objetivos
como el RNA o é&cidos nucleicos expresados no necesitan ser amplificados ya que estos

compuestos existen en grandes cantidades en la célula en replicacion.

En la figura (4.3.6) se muestran los objetivos celulares que pueden ser seleccionados para

realizar pruebas y los métodos con los que se puede llevara a cabo su deteccion.
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Figura 4.3.6 Métodos de deteccién para identificacion de microorganismos (Sen, 2011).



4.4 Técnicas de deteccidon basadas en DNA como objetivo

El genoma completo de un microorganismo o0 una secuencia especifica de genes, puede ser el
objetivo de un ensayo de deteccion, la seleccion de alguno de estos dependerd de la
informacion que se desee obtener. En general se utiliza el genoma completo cuando la
informacidn epidemiol6gica que se desea conocer es la diferencia entre cepas; mientras que
las secuencias especificas del genoma se utilizan cuando se desea conocer la patogenicidad o
virulencia de una cepa especifica. Para el caso de la virulencia, los genes asociados a la
virulencia o a funciones especificas suelen estar dentro de las subunidades ribosomales 16S,
18S, y 23S. La subunidad 16S (RNA) suele utilizarse para la deteccion bacteriana ya que estan

presentes de 2-8 copias del gen y las secuencias estan altamente conservadas entre especies.

4.4.1 Método de deteccion basado en fragmentos de DNA por medio de PCR

Aunque el PCR es una técnica con 25 afios de antigiiedad, sigue siendo una técnica de trabajo
en los principales laboratorios alrededor del mundo, esto debido a que la técnica logra
amplificar una secuencia genética objetivo un billén de veces en el transcurso de un par de

horas, logrando asi detectar una secuencia que sin esa amplificacion seria imposible.

Existen muchas metodologias de PCR utilizadas como: PCR convencional, PCR mudltiplex,
PCR anidado y transcriptasa reverso (rt-PCR); todas estas metodologias involucran varios
cambios en la temperatura de ciclaje y al final los productos amplificados son examinados en
un gel mediante electroforesis, en la cual los genomas producto de la amplificacion son
analizados por el tamafio del producto y por consecuencia la zona donde dicho producto se
detiene en un gel de agarosa o acrilamida. La deteccion en gel de los productos amplificados
hoy en dia sigue siendo utilizada, sobre todo para una identificacion preliminar del producto.
Es necesario utilizar bromuro de etidio o SYBR green® para observar los productos

fluorescentes.
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Existen otras metodologias para evaluar los productos de PCR, algunas son metodologias mas
rapidas o utilizando distintas plataformas, la seleccion de alguna dependera en mayor medida

del equipo con el que se cuente.

4.4.2 Método de deteccién basado en fragmentos de DNA por medio de gPCR

La técnica de PCR cuantitativa tiene casi 15 afios de antigliedad, pero hasta hace poco se

convirtio en una herramienta de diagndstico utilizada en la microbiologia ambiental.

En el PCR convencional el producto (amplicon) es medido al final de la reaccion, y éste puede
verse alterado por efectos de saturacion debido al exceso de amplicon y a las bajas tazas de
reaccion en la optimizacion. El rendimiento del amplicon no esta relacionado con la
concentracion inicial de partida (Sen, 2011); sin embargo como ya lo hemos comentado es

obligatorio un segundo paso de verificacion del producto.

Existe una relacién cuantitativa entre la cantidad de amplicon inicial y la cantidad de producto
del PCR durante la fase exponencial del proceso de qPCR; si el rendimiento del amplicon es
medido durante la fase exponencial o la fase lineal inicial, como es en el caso de gPCR,
entonces la informacion obtenida puede brindar una relacion cuantitativa de la cantidad inicial
de amplicon utilizada. Cuando se utiliza g°PCR también se usan sondas fluorescentes ademas
de los cebadores utilizados en PCR convencional, por lo tanto se logra la hibridacion in situ
del amplicon blanco. Con el incremento en los ciclos del gPCR, incrementa la cantidad del
producto y por lo tanto se da el incremento en la fluorescencia emitida y ésta es cuantificada.
Esta técnica en si no es cuantitativa ya que miden la cinética de una reaccion, no miden la
reaccion tal cual ocurre; si no que mide el resultado en un momento estético entre ciclos, tal

vez seria més correcto decir PCR cinético, pero no se adoptd este término.

Las sondas fluorogénicas en los ensayos de gPCR se pueden clasificar de dos formas; sondas
lineales o sondas estructuradas. Dentro de las sondas lineales se tiene: a) las doblemente
marcadas (dual-labelled) TagMan™ vy las sondas para ligandos de union del surco menor
(MGB) y b) las que solo estan marcadas de un punto (single-labelled), como las FRET o las

HybProbes las cuales se utilizan en equipos Roche.
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Dentro de las sondas doblemente marcadas, se tiene a las de tipo TagMan el cual es un método
muy especifico y muy util para cuantificaciones, ademéas de ser muy utilizado en lo que
respecta a la deteccion de patdgenos del agua, por ejemplo con esta técnica se han montado

ensayos para detectar Cryptosporidium spp, Helicobacter pylori, Norovirus y E. Coli 0157:h7.

Esta técnica explota las propiedades de la Taq polimerasa que actGia como exonucleasa de 5°-
3. La sonda es un oligonucleétido que tiene una particula fluorescente reportera que tifie el
extremo 5°con (FAM,VIC,NED, etc) y un extintor en el extremo 3 comunmente TAMRA.
Inicialmente no hay fluorescencia debido a que la Transferencia de energia de resonancia
fluorescente (FRET) mantiene un mecanismo de extincion entre el reportero y el extintor, el
mecanismo de extincion FRET se basa en la distancia de interaccion de entre dos moléculas y

pueden suceder en una distancia de 10 a 100 Angstrom, dependiendo de los fluoréforos.

Cuando la sonda se hibrida a su secuencia blanco el reportero se escinde por la accién de la
nucleasa 5° de la Taq polimerasa, y se vuelve capaz de emitir fluorescencia la cual es medida
por un detector, conforme se incrementa el nimero de ciclos, més fluorescencia es generada.
En los ciclos iniciales (3-15) donde la fluorescencia es pequefia, se determina la linea base
(base line) y se fija una linea para el umbral de deteccién de fluorescencia, el ciclo de la sefial
fluorescente en el cual la secuencia objetivo cruza con la linea pre seleccionada como el
umbral es llamado valor Ct y es proporcional con la concentracion inicial del material
objetivo, en la figura (4.4.2.1) se muestra una grafica de resultados de qPCR con el significado
de sus lineas. Mediante una curva estandar donde cantidades conocidas de DNA en gramos y
el numero de copias de la secuencia objetivo se grafican contra los respectivos valores de Ct,
puede determinar la cantidad de copias en la muestra a determinar. Esta metodologia describe
el método de cuantificacion absoluto pero también se puede hacer la medicion por medio del

método comparativo (244

). EI método comparativo no necesita una curva estandar, pero el
valor de Ct de la secuencia objetivo es comparada con la amplificacion de una concentracion
de referencia de DNA o un calibrador con un namero fijo de células o mediante un control

enddgeno.
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En la figura (4.4.2.2) se muestra une esquema de la forma en la que funcionan los cebadores y

las sondas en los ensayos de gPCR.
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Figura 4.4.2.1 Gréfica de resultados gPCR con significado de lineas
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Figura 4.4.2.2 Esquema de funcionamiento de la técnica de gPCR (APPLIED, 2010 )
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4.4.3 Metodologia para implementar una técnica de deteccién de microorganismos (DNA
objetivo)

En general para montar una metodologia de deteccion, el primer paso suele ser la

concentracion del microorganismo, seguido a esto la extraccion de DNA del microorganismo

de interés para ser utilizada en la deteccion por algin método molecular.

El primer paso que corresponde a la concentracion del microorganismo, puede hacerse con la
ayuda de un filtro con un tamafio de poro de 0.45 pm o mas pequeio, se recomienda que el
filtro sea de policarbonato ya que por las propiedades de este material toda la pelicula
bacteriana se queda pegada a la superficie de la membrana y es facil desprenderla con un alto
rendimiento. Una vez filtrado se procede a la extraccion del DNA la cual se lleva a cabo con
Kits especificos para este proceso; es importante destacar que es necesario probar estos Kits
para saber el rendimiento y pureza del kit a partir de una muestra, por lo que se deberan hacer
varias pruebas para conocer y en su caso ajustar los volimenes necesarios para llevar a cabo
una extraccion adecuada. Una vez extraido y purificado el DNA se procede con los analisis

moleculares como PCR o gPCR.

Dependiendo del microorganismo de interés se debera llevar a cabo un proceso de busqueda
de informacidn para encontrar articulos relacionados con la deteccion por medio de PCR o
gPCR del microorganismo en estudio. Una vez encontrada una secuencia de DNA especifica
para el ensayo, ésta debe ser probada por medio de BLAST® (Herramienta de blsqueda de
alineamientos locales) en la cual se debera buscar que dicha secuencia no presente homologias
con otros microorganismos y ademas que cumpla con las especificaciones que debe tener un

cebador (primer).

El disefio de las sondas y los cebadores son el punto decisivo en el éxito de un ensayo de tipo
gPCR para lo cual es necesario la informacion genética, es decir el genoma del
microorganismo de interés. La informacién puede ser obtenida de diversas bases de datos con
acceso libre, hoy en dia la informacion es compartida e integrada entre tres bases de datos
principales llamadas: Genebank la cual forma parte de la NCBI, la EMBL la cual es el
laboratorio molecular de la unidn europea y la DDBJ que es la base datos gendmica de Japon.
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En general existen diversos programas computarizados que revisan si las secuencias son aptas
para utilizarse en gqPCR, estos programas analizan las secuencias y observan que las
temperaturas de alineamiento sean correctas y analizan las estructuras para que no se puedan

enrollar entre si las sondas.

Otro tema de gran importancia es el de la inhibicion de la reaccion de gPCR y los controles
internos. Sabemos que las muestras ambientales provienen de matrices acuaticas complejas ya
que contienen: polisacaridos, acidos humicos, fulvicos o tanicos, urea, dxidos de hierro y
metales pesados. Estas sustancias pueden ser purificadas junto con el DNA o RNA y pueden
inhibir la reaccion de gPCR, ademas de ser purificadas estas sustancias pueden interferir la
lisis durante la extraccion del material nucleico ya que estas sustancias podrian capturar o
degradar el &cido nucleico; todo lo anterior podria contribuir a dar resultados falsos negativos.
Algunos de estos problemas pueden ser eliminados con un adyuvante como T34 gen proteina,
polivinilpirrolidona (PVP), albimina bovina sérica, EDTA o DMSO. EIl problema es que no
son completamente efectivos para la quimica de gqPCR, por lo tanto se debe de incluir
controles de la inhibicién los cuales son cada vez mas comunes y son vendidos junto con los
kits de gPCR. El control de inhibicién puede ser DNA gendmico; ya sea de un organismo
entero o una seccion de DNA la cual se afiade a la reaccion de PCR, cuando ésta se afiade al
mismo tubo de reaccion es clasificada como control de amplificacion interno (IAC), mientras
que el control externo es afiadido a una muestra duplicado. Estos dos tipos de controles
internos y externos son clasificados como controles exdgenos. Cuando se utiliza un IAC éste
es amplificado junto con la reaccion de la secuencia objetivo y se distingue mediante una sefial

fluorescente diferente.

A continuacion se muestra una tabla (4.4.3) de las paginas y los recursos importantes donde
puede obtenerse informacion detallada de como implementar una técnica, cdmo seleccionar

una secuencia y donde analizarla.
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TABLA 4.4.3 RECURSOS ELECTRONICOS CON INFORMACION RELEVANTE A
PRUEBAS MOLECULARES.

Direccion WEB

Descripcion
Protocolo donde se describe como
http://www.cepheid.com/media/files/smart- InIC;ja(;nl:jl’; Z);p(f;g?g;?] (Ij(fstlfoogl::j(e:R
notes/SmartNote6.1.pdf y P

sondas existentes y la forma de
disefiar un cebador.

Herramienta de busqueda basica de

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi alineamiento local. Se puedeln buscar

genomas y probar homologias entre
muchas otras funciones.

Laboratorio de biologia molecular de
la Union Europea, donde se puede
encontrar informacién acerca de
genomas y proyectos de interés

http://lwww.embl.de/services/index.html

mundial.
http:/Avww.sanger.ac.uk/resources/downloads/bacteria/ | Base de datos genomica de bacterias
patégenas
http://mbgd.genome.ad.jp/ Base de datos genomica microbiana

para analisis comparativos.

Base de datos ribosomal para

http://rdp.cme.msu.edu/ secuencias basadas en la subunidad

16S del rRNA.
http://www.idtdna.com/scitools/scitools.aspx Software para el disefio de sondas y
cebadores.
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http://www.cepheid.com/media/files/smart-notes/SmartNote6.1.pdf
http://www.cepheid.com/media/files/smart-notes/SmartNote6.1.pdf

4.5 Adaptacion de microorganismos al medio

Los microorganismos, especialmente los que normalmente estan asociados con los animales
de sangre caliente, a menudo entran en un estado de estrés debido a la exposicion a
temperaturas desfavorables y a los factores abidticos como la luz, estrés osmotico, la
disponibilidad de carbono, y los factores estresantes quimicos como el cloro en la
desinfeccion. Es importante destacar que existe una relacion directa entre la eficiencia de la
recuperacion y el grado de estrés de los microorganismos cuando se utilizan métodos y
procedimientos tradicionales. Muchos investigadores también han observado cambios en la

capacidad de cultivarlos microorganismos y en la taza de recuperacion.

Un concepto importante que influye en la deteccion de ciertos patdgenos entéricos y
organismos indicadores después de la exposicion al medio ambiente fue descrito por primera
vez por Xu et al.(1982), quien demostrd que las células cultivadas en el agua del mar entran
rapidamente en una fase inactiva no recuperable parecida a un estado latente, cuando se
ensaya con los medios y condiciones estandar, pero permanecen viables cuando se realiza un

ensayo directo de viabilidad.

La capacidad para cultivar al microorganismo se ha visto reducida y ha sido ampliamente
reportada en una gran variedad de géneros microbianos. Por otra parte, el estado (VNC) de
determinadas especies se caracteriza por una secuencia de cambios fisiologicos y bioquimicos.
Si la entrada en el estado VNC representa una respuesta de supervivencia fisiologicamente
programada a condiciones ambientales adversas, las células VNC deben ser capaces de

reanimarse en las circunstancias adecuadas (Bitton, 2011).

Una consecuencia de este fendmeno es que, aunque existan un nimero variable de células
metabolicamente activas que pueden permanecer en una muestra sujeta a algun tipo de estrés,
seguiran presentes un nimero considerable de patdgenos debido a su incapacidad de cultivo,
con esto el verdadero nimero de células (y con ello las consecuencias) de microorganismos

indicadores (Ej. E. coli) o microorganismos patdégenos pueden ser subestimados. Por lo tanto
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la efectividad de los estandares publicos basados en la recuperacion cuantitativa de

microorganismos estara comprometida.

Enterococcus faecalis, un microorganismo identificado como un indicador de alto riesgo
asociado con las enfermedades relacionadas con las aguas recreacionales ha sido detectado
que entra en el estado VNC (Kator et al., 2003)

A continuacion se muestra una lista de organismos que entran en el estado VNC en la tabla
(4.5.1)

TABLA 4.5.1 MICROORGANISMOS CAPACES DE ENTRAR EN UN ESTADO DE
RESISTENCIA EN EL AMBIENTE (OLIVER, 2005).

E.coli 0157:H7 Shigella
Enterococcus faecalis Lysteria
Salmonella sp. Campilobacter jejuni
Vibrio sp Yersinia enterocolitica
Helicobacter pylori | Pseudomonas aeruginosa

Seré interesante conocer mas acerca de los microorganismos que entran en estados VNC para
poder aplicar técnicas de analisis efectivas. Los organismos antes mencionados deberan ser
estudiados de forma diferente o al menos deberian de formar parte de formas distintas de

medicién en el agua, esto debido a su importancia en la salud humana.
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4.5.1 Medicion de la viabilidad en ensayos gPCR por medio de colorantes indicadores

El conocimiento de la presencia o ausencia de microorganismos en muestras ambientales es
casi siempre suficiente informacion para saber acerca de la calidad de un sistema; sin embargo
es necesario determinar si los microorganismos en las muestras ambientales estan activos o
viables. La Ultima medida de la viabilidad microbiana es el crecimiento en algin tipo de
sistema de cultivo, desafortunadamente debido a diversas limitaciones, el crecimiento no es el

método de deteccion mas rapido o sensible.

La informacion sobre la viabilidad de los microorganismos es necesaria por las industrias
relacionadas con el agua potable y residual, para ayudar a valorar el riesgo a la salud publica
representado por los patdgenos en medios acuaticos ambientales, y para evaluar la eficacia de
las técnicas de desinfeccion y tratamiento. La medida de la viabilidad y actividad son
requeridas para determinar si los microorganismos estan interactuando con el medio ambiente
y son responsables de algunos de los procesos bioldgicos, quimicos, biogeoldgicos o fisicos

que ocurren dentro de los ecosistemas.

Los métodos de cultivo microbianos tienen una variedad de limitantes cuando se usan para
estudiar las poblaciones ambientales, muchas bacterias de muestras ambientales no creceran
en medios de cultivo tradicionales de los laboratorios de microbiologia, ademas estas técnicas
no consideran las capacidades de adaptacion de los microorganismos al ambiente, sin embargo
los métodos de cultivo son una prueba irrefutable de viabilidad; ya que si una bacteria es
aislada y crece en un medio de cultivo y crea una colonia, esta bacteria esta indudablemente
activa. Sin embargo los métodos moleculares de deteccion de microorganismos en muestras
ambientales suelen ser mas rapidas, sensibles y especificas, pero en general s6lo nos dan
informacidn acerca de presencia o ausencia de microorganismos y no nos hablan de viabilidad,

actividad o infectividad de los microorganismos detectados.

Ahora existen en el mercado una variedad de herramientas moleculares que pueden ser
utilizadas para diferenciar entre microorganismos viables 0 muertos, para evaluar y medir la
expresion génica (potencial de actividad) en muestras ambientales. Estos métodos abarcan:
inclusion o exclusion de tintes fluorescentes en células microbianas, conversion enzimatica de

compuestos de sustratos a compuestos fluorescentes (casi siempre en conjunto con métodos
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basados en acidos-bases nucleicos), amplificacion de &cidos nucleicos ligada a plataformas de

biosensores y microarreglos, deteccion y caracterizacion de proteinas
Tintes intercalados en DNA (PMA)

Como hemos mencionado el PCR convencional puede detectar DNA de microorganismos
pero es ciego a su estado de viabilidad, a menos que el DNA de un organismos muerto esté tan
degradado que sea imposible de amplificarlo, aunque se sabe que es posible detectar DNA de

organismos muertos (Dupray et al., 2003).

la combinacion del PCR con los tintes de membrana impermeables que tienen como objetivo
el ADN, proveen un método robusto y relativamente sencillo para la evaluacion de la
viabilidad.

Los tintes como PMA (monoazida de propidio) o EMA (monoazida de etidio), penetran sélo
las células que tengan comprometida la membrana (células muertas o muriendo) y no a las
células sanas con la membrana intacta (Rudi et al., 2005). Estos colorantes fluorescentes
contienen un grupo azida el cual se intercala con el DNA y después de una exposicién a una
fuente de luz extrema, el colorante se une covalentemente al DNA y se mantiene unido
durante los procesos de extraccion del DNA con lo que al realizar el ensayo de gqPCR el
colorante inhibe la amplificacion. Esta tecnologia se ha utilizado para diversos estudios
ambientales, pero ha sido imposible utilizarlo para la evaluacion de la desinfeccion con UV ya

que con este procedimiento la membrana permanece intacta.

El tinte es débilmente fluorescente por si mismo, pero se vuelve mas fluorescente después de
unirse a los acidos nucleicos. En la fotdlisis, el grupo azida (fotoreactivo) se convierte en un
radical muy reactivo (radical nitreno, intermediario reactivo), que reacciona facilmente con
cualquier hidrocarburo en cualquier sitio de union del DNA para formar enlaces covalentes
nitrégeno-carbono muy estables, lo que resulta en una modificacion permanente del DNA
(Biotum, California USA).

El tinte es casi completamente impermeable a la membrana celular, y por lo tanto puede ser
utilizado de manera selectiva para modificar el DNA s6lo de las células muertas que son las

gue tengan dafio en la membrana provocado por el ozono, dejando el DNA de células viables
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intacto. Esta caracteristica hace que el tinte sea de gran utilidad en la deteccidn selectiva de las
células patdgenas viables y pueda ser cuantificadas por gPCR, ya que en las células

modificadas por el tinte, el DNA modificado no podran amplificarse y no podras ser contadas.

El debate que surje con este colorante comienza al plantearse la metodologia experimental ya
que hay que saber los alcanzes que tiene la técnica y asi poder disefiar un experimento que

pueda ser interpretado.

En la figura (4.5.1) podemos observar en (1) que el qPCR detectaria todas las formas

bacterianas y el PCR con PMA (v-PCR) detectaria solo las formas viables.

En (2) podemos notar la seccion (a) las cuales son los falsos negativos, que pueden ser por
células semi rotas en las que penetro el colorante pero la bacteria logré repararse o aquellas
donde el colorante penetr6 membranas de células vivas. La fraccion (b) corresponderia a
aquellas donde el colorante no traspasé la membrana de las células rotas, teniendo falsos

positivos.

Un ejemplo de un falso positivo se tendria con una muestra ambiental muy turbia donde no se
pudiera llevar a cabo la reaccion del colorante con el DNA, ya que la luz no podria traspasar la

muestra.

En (3) podemos ver que con la técnica de v-PCR podriamos cuantificar el méximo nimero de
celulas viables esto incluye: el minimo nimero de células viables (mV) y las falsas positivas
(b). EI método de PCR detectara todos los organismos incluyendo los viables y los no viables.
La diferencia entre los dos métodos dara el maximo numero de células no viables que incluye

el minimo namero de células no viables (MNV) y los falsos negativos (a).

Entonces para estimar (a) se tendra que utilizar un cultivo celular en fase exponencial que se
sepa que esta mayormente viable y realizar un qPCR y un v-PCR, con esto tendriamos los

falsos negativos.

Para estimar la fraccion (b) se tendrd que realizar un proceso en el cual se asegure estar

eliminando todos los microorganismos es una condicion de 0zono extrema.
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Entonces el valor de v-PCR inicial menos el valor del ensayo de v-PCR muerte total (kv-
PCR), daré una estimacion de los falsos positivos.

Entonces con el célculo de los falsos negativos (a) y de los falsos positivos (b), se podréa tener
un analisis més adecuado.

(1) Cultivable| Viable no cultivable No viable

Detectable - PCR

Detectable v-PCH

[2] Cultivable Viable no cultivable No viable

Detectable - PCR

[ e
'a!  Defectabe wPCR  lai b | |
(3)  [Cultivable| viable no cuttivable No viable
la|  Detectable v-PCR:mV  ja] b | mNV |
PCR
% & L -
v-PCR
——

Tratamiento muerte total + v-PCR

Figura 4.5.1 Esquema del alcance de la técnica v-PCR (Fittipaldi et al., 2010).
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5. METODOLOGIA

A continuacion se presenta la metodologia experimental del trabajo de investigacion, la cual
estd dividida en temas dependiendo del tipo de trabajo que se realiz6. En la figura (5.1) se

muestra el diagrama general de la experimentacion.
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Experimento de

desinfeccion de H. pylori ‘ Cont. )
con 0zono.
/ \ v

Microbiologia Obtencién de solucion stock de Recuperacion celular por medio
agua saturada con ozono. de agitador tipo vortex 3 min.

,, N

Preparacion del medio Obtencion de alicuota de 200uL

Obtencion de alicuota de 200pL
de cultivo v para qPCR para VPCR
Burbujeo de ozono en la columna
de vidrio por 30 min.

v v \

Siembra en placa gPCR VvPCR
"

v !‘ v

Recuperacion y

Medicion de la concentracion Agregar colorante PMAy
resiembra a los 3 dias residual dentro de la columna

conservar en la oscuridad

v
A\ v
Recuperacion y Célculo de la dosis a aplicar . - R
p : - Foto-inducir con luz halogena en
suspension en SSI por 8 dependiendo de la concentracion baio en hielo
dias alcanzada dentro de la columna
Desinfeccion Extraccién de DNA

,, l

Tubos Corning de 50 mL con Medicion de DNA conocido por
suspension bacteriana y SSI. espectrofotometro y preparacion de
diluciones para curva estandar.

v v
Agregar doi;s d: SHOIUC'OH stock Preparacion de reacciones para gPCR y
€ 0z0no obtencion de resultados
v

Transcurrido el tiempo de
desinfeccion agregar Na,SO4

v
Separacion celular con filtro de
policarbonato.

l

Figura 5.1 Diagrama general de experimentacion.
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5.1 Microbiologia

La cepa de H. pylori que se utilizé fue aislada de pacientes con resistencia a antibidticos por

medio de biopsias y en algunos experimento la cepa control ATCC435031.

La suspension bacteriana que se utilizo contenia al menos 80% de formas cocoides, debido a

su importancia ambiental (Azevedo et al., 2007).

De acuerdo con expertos del Laboratorio de Infectologia del INCMNSZ, la bacteria
permanece en la forma cocoide viable no cultivable (VNC) hasta por un periodo de 10 dias a
partir de la induccidn a esta forma, preservandola en una suspensién salina isoténica a 15°C,

por lo que dicho periodo fue tomado en cuenta para la experimentacion.

Se realiz6 una tincion de Gram de la suspension bacteriana a los 8 dias de la induccion para

verificar el estado cocoide de la bacteria en méas del 80% de dicha suspension.

La dosis minima infectiva publicada para monos Rhesus por H. pylori es de alrededor de 10*
UFC/mL (Solnick et al., 2001), pero se ha detectado la presencia de H. pylori en biopeliculas
de 10 y 30 meses de antigiiedad con una concentracién de 1.5 x 10° UFC/cm? y 2.5 x 10’
UFC/cm? respectivamente. A partir de estas concentraciones se propuso trabajar con una

concentracion de 1.5 x 10° UFC/mL para la prueba de deteccién en agua de pozo, debido a

gue es una concentracion cercana a lo que se podria encontrar en los sistemas de distribucion
de agua. Para llevar a cabo los experimentos de desinfeccidn se trabajé con una suspensién de

H. pylori ajustada a una concentracion de 2.25x10” UFC/mL.

5.1.1 Metodologia para la preparacion de las muestras bacterianas

El medio de cultivo de la bacteria fue el siguiente: medio BHI con polienriquecimiento al 1%
(BD), sangre de caballo al 5%, anfotericina y vancomicina (6 mg/L). Se sembré la cepa en el
medio y se incubd durante 3 dias en una jarra de anaerobiosis (Oxoid) con una mezcla de
gases de 85% N, 10% CO; y 5% O, y posteriormente se resembro a los 3 dias de crecimiento

en 6 nuevas cajas Petri. El material celular se recolectd en un tubo con 3 mL de solucidn salina
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isotonica (SSI) ajustado hasta obtener una concentracion aproximada a 3 en la escala
nefelométrica de McFarland (9x108 UFC/mL) y fue dejado a condiciones normales del medio

ambiente por 3 dias.

Se realizaron 2 ensayos: el experimento de desinfeccion y el experimento de deteccion de la

bacteria en agua real de pozo.

El volumen total para medir la eficiencia de desinfeccion con el que se trabajé fue de 39 mL

de una solucion salina isoténica donde se llevd a cabo la reaccion de oxidaciéon, mas 1 mL de

la solucion bacteriana, la cual contenia 2.25x10” UFC/mL.
UFC
9x108 —— 1mL = 9x108UFC
mL

9x108UFC

= 2.25x107UF L
20l 5x10°UFC/m

Para la deteccion de H. pylori en agua de pozo se utilizd 1L de agua de pozo y se generd una
serie de 4 diluciones decimales. Para preparar la dilucion cero se utilizd 1.6 mL de la solucién
bacteriana que equivale a 1.5x10° UFC, la cual cumple con la dosis infectiva y fue calculada

de la siguiente forma:

s BRJFCO

15x10°¢"~*1000mL =1.5x10°
mL @
s 6
1.5>d098$+:1.66mL
9x10°UFC 8

En la tabla (5.1.1) Se muestra el namero de UFC que se detectaron con la metodologia de

deteccidn por medio de qPCR en agua de pozo.
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TABLA 5.1.1 NUMERO DE UFC PRESENTES EN LAS DILUCIONES DE LA PRUEBA
DE AGUA DE POZO

Dilucion Numero de UFC

0 1.5x10°
1 1.5x10°
2 1.5x10*
3 1.5x10°
4 1.5x10°

5.2 Obtencién de solucidn stock de ozono para desinfeccion

5.2.1 Metodologia para la obtencidn de agua saturada con ozono (solucién Stock)

La solucion Stock utilizada en las pruebas de desinfeccion fue preparada empleando un
generador de ozono Labo 76 (Emery Trailigaz, USA) que utiliza aire enriquecido con oxigeno
como gas de alimentacion el cual es alimentado a partir de un separador de aire (Airsep
modelo AS-12, USA). Como contactor gas-liquido se utilizé una columna de burbujeo de
vidrio de 2L de volumen (5 cm de diametro y110 cm de altura) la cual fue previamente lavada
y desinfectada con una solucién de hipoclorito de sodio al 20% y posteriormente enjuagada

con suficiente agua destilada.

Se llen6 la columna con 1L de agua destilada y se suministro al reactor una corriente de gas
ozono mediante un difusor de vidrio poroso (10 um de tamafio de poro), a una concentracion
aproximada de 35 mg/L y con un flujo de 0.4 L/min; el burbujeo del gas ozono se mantuvo
hasta alcanzar la concentracion de saturacion deseada en la solucion stock. El excedente de
0zono que no es transferido al agua, es transformado nuevamente a oxigeno en una unidad de
destruccion catalitica (PCI OZONE & CONTROL SYSTEMS INC, Fairfield Crescent,
Westalwell NJ 07006), para su liberacion en forma segura al ambiente. En la figura (5.2.1) se

muestra un diagrama de la unidad de oxidacion utilizada en este estudio.
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Figura 5.2.1 Diagrama de la unidad de oxidacion con 0zono

5.2.2 Metodologia para la medicién de la concentracién de ozono en fase liquida

Para la medicién de ozono en fase liquida se utilizé el método colorimétrico de indigo (Bader
& Hoigné, 1985), este método relaciona la disminucion de la absorbancia con el incremento de
la concentracién de ozono, debido a que el ozono actla sobre el reactivo de indigo
decolorando la solucion, pasando de una solucion color azul a una incolora. La disminucién de
absorbancia fue determinada mediante un espectrofotometro (HACH DR2800) a una longitud
de onda de 600 nm (AWWA, 1992).

La solucion madre de indigo que se utilizé se prepard de acuerdo a Bader & Hoigne, 1985, y

el procedimiento para tomar lectura de las muestras se detalla en el diagrama (5.2.1).
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( Inicio )

\

Decidir si se trabajara con la solucion de indigo I o 1L
indigo 1:(0.01 a 0.1 mg/L de O3)

indigo II:( 0.05 a 0.5 mg/L)

e

Agregar: Agregar:
10 mL de solucién de indigo 10 mL de la solucién de indigo.
Aforar a 100 mL. 3 mL de muestra a analizar.

Blanco Muestra

Figura 5.2.2 Diagrama de flujo para medicion de ozono residual en fase liquida.

5.3 Pruebas de desinfeccion

Una vez alcanzada la concentracion residual de ozono (entre 1 y 8 mg/L) en el agua de
saturacion o solucion Stock, se tomaron diferentes volimenes y fueron aplicados a una mezcla

de reaccion compuesta por 1 ml de suspension celular de H. Pylori contenida en tubos de tipo
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Corning (50 mL capacidad) y solucion salina isoténica (SSI) para alcanzar un volumen final
de reaccién de 40 mL. Las dosis de ozono y los tiempos de contacto fueron controlados para
alcanzar diferentes valores de “CT” en los experimentos de desinfeccion, donde C es la
concentracion de ozono alcanzada en la mezcla de reaccion en mgOs/L; y T el tiempo de
contacto o reaccion en minutos. En una primera serie de experimentos se utilizd una
concentracion constante de ozono (0.4, 1.0. 2.0 mg/L) y se manejaron diferentes tiempos de
contacto (10 s, 30s, 1 min, 3 min, 5 min ). En la segunda serie de pruebas, se manejaron

valores de CT en un intervalo de (0.1 — 7.0 mg/L) y un tiempo de contacto T de 1 minuto fijo.

Al término de cada tiempo de contacto, se agregd 1 mL de solucion de Na,SO;
(concentracion) esterilizada para detener la reaccion del ozono y posteriormente procesar las

muestras para los ensayos de cuantificacion.

5.4 Recuperacion del paquete celular

Uno de los pasos limitantes de la técnica implementada fue la etapa de recuperacion de las
células de H. Pylori, sometidas a la desinfeccion con ozono mediante filtracion. Para ello se
realizaron pruebas buscando asegurar que no se obtuvieran diferencias significativas en la

forma de desprender el paquete celular de la membrana de filtracion.

Se prepar6 un tubo Corning con 40 mL de SSI y 1 mL de la solucion bacteriana ajustada a 3
de Mcfarland. Se filtrd la totalidad del volumen en una unidad de filtracion Millipore™,
empleando membranas de policarbonato de 0.4 pum de poro y 47mm de didmetro. La
membrana con la células recuperadas fue colocada en un tubo de 50 mL conteniendo 10 mL
de solucién PBS (buffer de fosfato) y se agité por medio de un vortex durante 2 minutos hasta
desprender el paquete celular de la membrana, posteriormente se tomé una alicuota de esta

suspension en tubos Eppendorf de 2.5 mL.

En cada tubo Eppendorf de 2.5 mL se agregd 200 uL de la suspension resuspendida para el

proceso con Monoazida de propidio (PMA) vPCR y para gPCR.

INSTITUTO
DE INGENIERIA 81

UNAM




N/M

POSGR/TDO !

5.5 Anélisis de muestras por medio de gPCR

5.5.1 Extracciéon de DNA de H. Pylory.
La extraccion de DNA se llevo a cabo mediante el kit de extraccion y purificacion de DNA
marca QIAGEN QIlAamp™ blood and tissue mini Kit.

Las soluciones ATL, AL, AW1, AW2 y AE, son particulares al kit de extraccion.
Los pasos para la extraccion fueron los siguientes:

1.- Se agregd 100 pL de solucion ATL.

2.- Se agreg6 20 pL de proteinasa k, se uso el vortex 5 segundos, se incubd por 10 minutos a
56 °C y se centrifugd por 10 segundos.

3.- Se agreg6 200 pL de solucion AL, se uso vortex 5 segundos e incubd por 10 minutos a 70
°C y se centrifugd por 10 segundos.

4.- Se agregd 200 pL de etanol al 96% , se usoé vortex 5 segundos y se centrifugd por 10
segundos.

5.- Se colocd la muestra en la columna de extraccion del Kit y se etiquetd la columna, ésta se
centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto, se descarto el filtrado y se coloc6 en un nuevo tubo.

6.- Con cuidado se abri6 la columna y se agregd 500 uL de buffer AW1, se centrifugd a 8000
rpm durante 1 minuto, se descarto el filtrado y se coloc6 un nuevo tubo.

7.- Con cuidado se abri6 la columna y se agregd 500 uL de buffer AW2, se centrifugd a 13000
rpm durante 3 minutos, se descartd el filtrado y se coloco es un nuevo tubo.

8.- Se repitio el centrifugado por 1 minuto para asegurar la ausencia de buffer AW2,

9.- Se agregar 25 pL de buffer AE y se dejo reposar 3 minutos, se centrifugé a 8000 rpm
durante 1 minuto.

10.- Se repiti6 paso 9 una vez.

5.5.2 Ensayo de gPCR
Para llevar a cabo la medicion del material genético se utiliz6 un equipo de PCR tiempo real

marca Applied Biosystems Fast 7500, utilizando las siguientes secuencias de cebadores y
sonda de tipo TagMan especificas para la subunidad ureA del gen urea; debido a que ha sido
reportado como altamente especifica (McDaniels et al., 2005) y no muestra homologias
cruzadas con bacterias relacionadas o subespecies de Helicobacter.
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Sonda (400nM) HpyP1: 6FAM-AAACTCGTAACCGTGCATACCCCTATTGAG-TAMRA

Cebador en sentido (SuM) HpyF1: GGGTATTGAAGCGATGTTTCCT
Cebador en contrasentido (SuM) HpyR1: GCTTTTTTGC- CTTCGTTGATAGT

Las condiciones utilizadas en el equipo de PCR fueron; 10 minutos a 95 °C, seguido de 50
ciclos de 15 segundos a 95 °C y 60 segundos a 60 °C.

La mezcla de reaccion incluyo los siguientes elementos:

Tag Man universal master mix 2x ~ 12.25 uL

Primer HpyF 0.25 uL
Primer HpyR 0.25 uL
Sonda HpyP1 0.25 uL
H20 7 uL
DNA 5 uL
Total .o 25 uL

De cada muestra del proceso (extraccion de DNA) se dividié en 3, para cumplir con la
caracteristica de triplicado que la técnica requiere para la cuantificacion, y en cada corrida de

cuantificacion se agregé material genético para construir una curva estandar de 5 puntos.

5.6 Pruebas de deteccion de Helicobacter pylori en agua de pozo mediante gPCR

Para las pruebas de deteccién (no de cuantificacién) de Helicobacter pylori por medio de
gPCR, se utilizé agua de pozo de la facultad de quimica y el kit de control interno para la
reaccion de gPCR (TagMan® Exogenous internal Positive control) para asegurar que no
existiera algun tipo de inhibicion en la reaccion de gPCR debida a algin elemento presente en
el agua de pozo.

En la tabla (5.6.1) se muestra los pardmetros mas relevantes de calidad del agua de pozo
utilizada, sabiendo que los inhibidores mas importantes de la técnica de gPCR son: sales

(NaCl), materia organica, acidos humicos y fulvicos, entre otros.
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TABLA 5.6.1 PARAMETROS DE CALIDAD DEL AGUA DE POZO DE LA FACULTAD
DE QUIMICA, PROMEDIO QUINCENAL DE MUESTRAS JUNIO 2011

(PUMAGUA).
Parametro
pH 7.2
Turbiedad (UTN) 1
Conductividad (mS/cm) 0.5
Sélidos disueltos totales (mg/L) 200
Nitratos (mg/L) 1.8
Cloro residual (mg/L) 0
Coliformes fecales (UFC/100mL) 1
DQO (mg/L) <10

En la tabla (5.6.2) se muestra el nimero de UFC presentes en las diluciones evaluadas.

TABLA 5.6.2 NUMERO DE UFC PRESENTES EN LAS DILUCIONES DE LA PRUEBA
DE AGUA DE POZO

Dilucién NUmero de
1.5x10°
1.5x10°
1.5x10*
1.5x10°
1.5x10?

A OWDNPEFEFO
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5.7 Ensayo de viabilidad con PMA

Se utiliz6 una solucién de (PMA) con una concentracion de 20 mM almacenada a -20 ° C en la

oscuridad.

Se tom6 1uL de PMA y se afiadi6 a 200 uL del cultivo celular en tubos de micro centrifuga de
1.5 ml. Se dejo en incubacion de 5 minutos en la oscuridad, agitando de vez en cuando las
muestras. Después las muestras fueron expuestas a la luz durante 5 minutos con una lampara
halégena de 650 W.

Las muestras en los tubos fueron colocadas en posicion horizontal sobre hielo (para evitar el
calentamiento excesivo) y se colocaron a alrededor de 20 cm de la fuente de luz, después de

foto inducidas las células se procedi6 con la extraccion.

6. RESULTADOS

6.1 Microbiologia

En la figura 6.1.1 se muestran iméagenes de las colonias de H. pylori en forma bacilar, estas
colonias fueron recogidas y suspendidas en solucion salina isotonica e inducidas a la forma
cocoide. Para asegurarnos de trabajar con mas del 80% de las bacterias en forma cocoide se
realizaron frotis por medio de tinciones de tipo Gram para monitorear la suspension. Las
fotografias mostrada en la figura (6.1.1) representan una de las mejores siembras, ya que no

todos los cultivos salian tan claros o muchas veces el medio se contaminaba facilmente; lo
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anterior debido a la dificultad que implica el cultivo de esta bacteria. Se observé que conforme
se mantenia el cultivo por méas dias, el tamafio de la colonia no se modificaba, solamente

cambiaba el color de la colonia el cual se iba poniendo amarilla hasta llegar a un color marrén

y en consistencia se volvia mas densa.

Se constatd que H. pylori es un microorganismo dificil de cultivar, esto debido a que su hébitat
natural es muy complejo y al tratar de igualarlo para el cultivo no siempre se obtienen tan

buenos resultados.

Fue interesante observar las tinciones periddicas porque se pudo apreciar muy bien como el
microorganismo pasa de una forma bacilar a una forma de tipo u, hasta llegar a una forma
cerrada circular. Ahora se sabe que el DNA de la bacteria se mantiene activo cuando se
encuentra en su forma cocoide, lo cual le sigue confiriendo la capacidad de infectar pero en

menor intensidad que su forma bacilar.

Figura 6.1.1 Imagenes de siembra en placa de H. pylori.

6.2 Solucion de ozono stock para desinfeccion

Previo a los experimentos de desinfeccion se evalud la estabilidad del ozono de la solucion

stock (agua de saturacion) y en la mezcla de reaccion. Esto con el fin de conocer el
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comportamiento del ozono en solucion acuosa y corroborar que el nivel de saturacién en el
agua destilada (a 22°C y pH 7), se mantiene constante por un periodo de tiempo lo
suficientemente adecuado para dosificar el ozono. Los resultados indicaron que la
concentracion se mantiene constante por al menos 2 horas, tiempo que fue suficiente para

llevar a cabo las pruebas de desinfeccion.

6.2.1 Decaimiento del ozono residual en presencia de la suspensién celular.

Se tomaron 34 mL de SSI, 1 mL de suspension celular ajustada a 3 de Mcfarland y 5 mL de
agua saturada con 0zono con una concentracion 4 mg/L, y se midio la concentracion residual

de ozono durante un periodo de 10 minutos. Los resultados se muestran en la Figura 6.2.1.

e N\
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Figura 6.2.1 Decaimiento de la concentracién residual de ozono en solucién salina con/sin
suspension bacteriana, desde 0.45 mg/L durante 10 minutos.

En la figura (6.2.1) se puede notar que durante 10 minutos la muestra control decae un
promedio de 0.06 mg/L de ozono residual dentro del tubo de reaccion donde se llevé a cabo el
experimento, mientras que para la muestra con suspension celular decae un promedio de 0.13

mg/L. Por lo tanto se concluye que hay una demanda de ozono debido a la densidad
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bacteriana, sin embargo la diferencia es poco significativa durante los primeros dos minutos de

tiempo de contacto por lo que se debe considerar para las pruebas de desinfeccion.

6.3 Extraccion de DNA

Se llevo a cabo la extraccion del DNA por medio del kit QIAGEN QIlAamp blood and tissue
mini Kit. Se realizaron varias extracciones y se probd la pureza y concentracion de las
extracciones por medio de electroforesis en gel de agarosa en la figura (6.3.1), por
espectrofotometria de acuerdo a la relacién de densidad 6ptica a 260 y 280 nm en la tabla
(6.3.1) y por medio de qPCR en la figura (6.3.2).

Figura 6.3.1 Gel de agarosa con los DNA de Helicobacter pylori, producto de la extraccion
con kit QIAGEN QIAamp.
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TABLA 6.3.1 TABLA DE RESULTADOS DE PUREZA DEL DNA, MEDIANTE
RELACION DE DESINDAD OPTICA 260/280.

‘ Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
ABS ABS ABS ABS
A (hm) (AU) A (nm) (AU) A (nm) (AU) A (nm) (AU)
260 0.129 260 0.327 260 0.34 260 0.089
280 0.09 280 0.185 280 0.204 280 0.058
| A260/A280 1.43 A260/A280 1.76 A260/A280 1.66 A260/A280 1.53

09

L

LR

308

[eita Bin

008 ‘/
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Figura 6.3.2 Curva de eficiencia de la técnica de extraccién de DNA.
( Delta Rn vs Namero de ciclo)

Los resultados de la extraccion de DNA con el kit Quiagen QIAamp blood and tissue son
excelentes, en la figura (6.3.1) donde las bandas de DNA se observan con una gran intensidad
y sin contaminaciones, por otro lado la relacién de densidad optica A260/A280 varia desde
1.43 hasta 1.76, siendo 1.65-1.9 considerado como el intervalo éptimo de pureza. Respecto a
las sefial de gPCR de la figura (6.3.2) se observa una sola sefial clara y repetida en el mismo
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ciclo de deteccion cT=21, por lo que se concluye que la extraccion de DNA mediante el kit se
llevé a cabo de manera Optima, es decir que el kit de extraccion de DNA funciona

correctamente.

6.4 Implementacion de la técnica de deteccion y cuantificacion por medio de gPCR

Para la implementacion de la técnica de gPCR fue necesario probar la reaccién general
completa con los cebadores y la sonda. Una vez obtenidas las sefiales positivas, se realiz6 una
prueba de concentraciones para detectar los intervalos de amplificacion de la reaccion y para
asegurarse de trabajar con las concentraciones de reactivos ideales, esto de realizé probando
una serie de concentraciones de cebadores, sondas y DNA. Después se probé la obtencién de

las curvas estandar y finalmente se probd con muestras del procesos de desinfeccion.

6.4.1 Curvas estdndar para gPCR

La generacion de las curvas estandar se llevo a cabo de la siguiente forma:

1.- Conociendo el tamafio del genoma de Helicobacter pylori (n=1,667,867 pb).

2.- Conociendo la masa del DNA, multiplicando por el peso en gramos de un par de bases
m= n*x

x=1.096 x10*! g/bp

m=1,667,867 pb *1.096x10%* g/bp m=1.82798 x 10™° g

3.- Dividiendo la masa del genoma por el nimero de copias de la secuencia de interés en el

genoma de H. pylori , en este caso UreA estuvo presente una vez.

12
1.82798x10° g0 P9 P99 0.001828 ng
¢ 1g g
0.001828pg _%0.001828pg oe%;enomao pg
1 copia de ureA genoma Egl copia g 1 copia
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4.- Se realiz6 la curva estandar con 5 puntos, correspondientes a 5 diluciones decimales, las
cuales se multiplicaron por el peso del genoma por copia y se obtuvo la cantidad de DNA que
se necesitd para obtener dicha curva. La concentracion final se obtuvo dividiendo la masa de

DNA necesaria entre 5 uL (volumen de DNA en la reaccion de qPCR).

TABLA 6.4.1 TABLA DE CALCULO DE LA CONCENTRACION FINAL DE DNA,
PARA OBTENER UNA CURVA ESTANDAR DE 5 PUNTOS.

. Masa de gDNA Concentracion
#copias - .

necesaria final, pL
3.00E+06 5.48E+03 1096.789
3.00E+05 548.3946 109.6789
3.00E+04 54.83946 10.96789
3.00E+03 5.483946 1.096789
3.00E+02 0.54839 0.109678

Ejemplo de célculo de tabla (6.4.1)

3x10°*0.001828 pg = 5.48x10°

5.48x10°g de DNA necesarios

) =1096.78 g de DNA necesarios
5m_ de DNA de reaccion

5.- Calcular el volumen de DNA necesario para obtener las distintas diluciones esperadas.

A partir de una extraccién de DNA, se obtiene por medio de densidad dptica la concentracion
de material genético en ug/mL. Si ésta concentracion es alta (>10) se realiza una dilucion 1:10

para crear una solucion stock diluida.

En este caso la concentracion de DNA de la extraccion fue:
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mL

Dilucién 1:10 = 0.00164779 =1647 P9
m m

TABLA 6.4.2 TABLA DE CALCULO DE pL DE DNA PARA PREPARAR LA CURVA

ESTANDAR.
o C1. inicial V1, Vo_lumen de V2, |C2, Fir}:fll de | # de copias
Dilucion | fuente de Dna (p’g/uL) volumen de | diluyente, | Final, dilucién, resultantes de
gDNA, (uL) (ML) (ML) (Pg/uL) UreaA/SpL
1 stock 1647 66.59 33.40 100 1096.789 3.00E+06
2 D1 1096.789 10 90 100 109.6789 300000
3 D2 109.6789 10 90 100 10.96789 30000
4 D3 10.96789 10 90 100 1.096789 3000
5 D4 1.096789 10 90 100 0.1096789 300

Ejemplo de célculo de tabla 6.4.2 (Volumen final del dilucion 100 pL)

1096.78pg «100/7L.
m

1647 P9
m

=66.591

100/ - 66.59m. = 33.4068/mM-

Por lo tanto para preparar la solucién stock de DNA se realiz6 una dilucién 1:10 del DNA de

H. pylori y se tomd 67uL de la solucion stock de DNA y 33 pL de H,O Libre de nucleasas. A

partir de esta se tomé 10 pL de solucion y se diluy6 en 90 uL, hasta obtener las 5 diluciones.

A continuacion se muestran los resultados correspondientes a la curva de calibracion que tuvo

el mejor ajuste; en dos formas de observar los datos (lineal y logaritmica).
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Figura 6.4.1 Curva de calibracién en forma log, detectando desde 300 genomas hasta 3 x 10°
( Delta Rn vs Namero de ciclo).
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Figura 6.4.2 Curva de calibracién en forma lineal, detectando desde 300 genomas hasta 3 x
10° ( Delta Rn vs Ntmero de ciclo).
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Figura 6.4.3. Recta de ajuste estandar con R?=0.998, y eficiencia del 92%, cT=44.38-
3.63*log cel.

En las figuras (6.4.1) y (6.4.2) se puede observar que las lineas correspondientes a cada
dilucion se encuentran a 3.5 ciclos de distancia entre cada dilucion lo que representa un orden
decimal de magnitud, esto demuestra que la curva estuvo bien preparada. Se observa como la
sefial correspondiente a la mayor concentracion de microorganismo la cual es la que se
encuentra en el extremo izquierdo es una sefial muy clara, en la que todas las repeticiones de la
misma muestra se levantan en el mismo ciclo, sin embargo, al cuantificar concentraciones
muy pequefias como las que se encuentran en la parte extrema derecha se observa como las
sefiales son dispersas, lo cual genera ineficiencia en la curva estandar. En la figura (6.4.3) se
muestra como aun teniendo algunas muestras desiguales, se logrd construir una recta con una
regresion lineal bastante aceptable para este tipo de experimentos en los que se busca una
R>0.99.
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6.5 Pruebas de recuperacion del paquete celular

Se realizaron 6 pruebas de filtracidn para conocer si la recuperacion celular era constante, por
lo que se realizo la filtracion, la recuperacion y se midio por medio de qPCR.
0400
0400

0nn

0300

Dielta Bn

o.aon

0,800

Bidd

1 2 3 4 & & 7 0 8 110 120314 1818 7 il ong 3031 27 X3 S 36 3T M NN I M OE I I I 0 A AT &) 4 dE B AT 48 48 0

M earbia Bhpnbar

Figura 6.5.1 Curva de eficiencia de recuperacion del cultivo celular por medio de filtracion
( Delta Rn vs Numero de ciclo).

En las curvas de resultado del gPCR de la figura (6.5.1) se observa que las curvas (sefiales) se
levantan aproximadamente en el mismo ciclo (C+), esto significa que en cada muestra existe la
misma cantidad de microorganismo. Lo anterior demuestra que la metodologia utilizada para
realizar la recuperacion celular (proceso de filtrado y el desprendimiento celular por medio de
agitador vortex), es adecuado, ya que se obtienen resultados similares en las distintas

repeticiones, lo que comprueba que es un procedimiento reproducible.
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6.6 Pruebas de deteccion de Helicobacter pylori en agua de pozo mediante gPCR

Para las pruebas de deteccién de H. pylori en agua de pozo se generaron 4 diluciones (1.5x10
- 1.5x10°) de una suspension bacteriana diluida en un 1L de agua de pozo. En la figura (6.6.1)

se muestran los resultados de la prueba de qPCR.

Delta Rn vs Ciclo

.5

0.4

0.3

Delta Rn

o1

000 e | e L LA

123 45 6 7 8% 910 111213141516 1718 19202] 2223234352627 238 193031 3233 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Ciclo

Figura 6.6.1 Gréfica de resultados positivos de la prueba de deteccion de H. pylori en agua
de pozo.( Delta Rn vs Numero de ciclo)

A partir de los resultados de la prueba de gPCR se comprob6 que no existe inhibicion en la
técnica de gPCR por la accién de los componentes del agua de pozo, esto se observa en la
figura (6.6.1) donde podemos observar todas las sefiales correspondientes a todas las
diluciones del gPCR son positivas. Fue posible detectar la presencia de H. pylori hasta de 150
UFC/L, por lo que esta metodologia puede ser utilizada perfectamente para cuantificar este
microorganismo en agua de pozo, sin el temor a tener una inhibicion, siempre y cuando el

agua no tenga un valor alto de conductividad lo que nos hablaria de alto contenido de sales o
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un alto valor de DQO que reflejaria alto contenido de materia orgéanica, la cual si puede

interferir con el gPCR, por lo que se tendria que aplicar un proceso de limpieza de la muestra.

6.7 Experimentos de desinfeccion

A continuacion se muestran los resultados de los experimentos de desinfeccion realizados;
estos estdn organizados de acuerdo a la forma en la que se aplico la solucion stock. Los
primeros corresponden a una dosis especifica de ozono y diferentes tiempos de contacto y los

segundos, corresponden a la variacion de dosis con un tiempo de contacto de 1 minuto.

6.7.1 fase experimental 1

Se realizaron 3 experimentos en los cuales se utilizd una solucion stock de o0zono con
concentraciones de 4 y 8 mg/L, con un volumen final de reaccion de 40 mL y concentraciones
de ozono residual de 0.4, 1, 2 mg/L. Se probaron 4 tiempos de contacto (10 s, 30 s,1 min, 5
min) con 1 mL de la solucién bacteriana ajustada 3 de mcFarland, es decir con 2.25x10’
UFC/mL.

Los CT utilizados en los experimentos se muestran en la tabla (6.7.1.1)

TABLA6.7.1.1 TABLA DE VALORES DE CT UTILIZADOS PARTE |

Stock [Ozono] (mg/L) 0.4 1 2
CT (min-mg/L
105 (0.16 min) 0.06 Fokxk Fkkkk
30 s (0.5 min) 0.2 0.5 1
1 min 0.4 1 2
3 min Fkkkk 3 6
5 min 2 Fkkkk 10

Ejemplo de célculo de tabla (6.7.1)

mg
C1=8T V2 =40 mL

mg
C2=04 T V1l =?
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%* 40 mL
0.4 %

8

V1= = 2 mlL de solucion stock de O3

CT=Cx*T
myg .
CT =04 T * 0.16 min = 0.06
Los resultados de los experimentos se describen a continuacion en la tabla (6.7.1.2):

TABLA6.7.1.2 TABLA DE RESULTADOS DE EXPERIMENTOS PARTE |

CT Ct* prom % Reduccién
Muestra min*mg/L qPLé:R UFC Desactivacion Log
Control 0 20.14 6.00E+06
10s 0.06 23.65 1.00E+06 83.33 0.78
Imin 0.4 24.14 3.00E+05 95.00 1.30
5min 2 24.22 3.00E+05 95.00 1.30
30s 0.2 25.79 1.70E+05 97.17 1.55
control 0 25.32 3.00E+05
1min 1 32.40 3000.00 99.00 2
3 min 3 32.40 3000.00 99.00 2
30s 0.5 32.40 3000.00 99.00 2
control 0 25.32 3.00E+05
5 min 10 33.76 500.00 99.83 2.77
30s 1 34.20 500.00 99.83 2.77
3 min 6 36.05 500.00 99.83 2.77
1 min 2 37.58 500.00 99.83 2.77

*Ct= Ciclo de deteccion de la sefial de gPCR.

Los resultados de los primeros experimentos no presentan un comportamiento favorable,

debido a que se genera una incongruencia en los datos correspondiente a la muestra de 30 s

para los experimentos 1 (azul) y 2 (verde), en el experimento 3 (rojo) todos los valores

aparecieron en un orden no adecuado, tabla (6.7.1.2); ya que los valores deberian estar

ordenados de acuerdo a su valor CT, esto es, mientras mas alto el valor CT deberia de haber

existido mayor desactivacion, sin embargo esto no se puede apreciar en los resultados.
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Cabe mencionar que se probaron 3 concentraciones de ozono distintas en la solucion stock,
por lo tanto se concluyé que la variable tiempo era la que no respondia a la técnica
implementada, por lo que se sugirié modificar la forma de aplicacion y manejar un tiempo de

contacto constante.

6.7.2 fase experimental 2

En esta parte del experimento se cambio0 la estrategia de dosificacion debido a inconsistencias

en las primeras pruebas.

Estos experimentos se realizaron con una solucion stock de ozono con una concentracion
residual de 4 y 8 mg/L, con un volumen final de reaccion de 40 mL y un intervalo de valores
CT de 0.1 mg/L y hasta 15 mg/L, manteniendo un tiempo de contacto de 1 minuto (excepto 1
muestra), con 1 mL de la solucién bacteriana ajustada 3 de mcFarland, es decir con 2.25x10’
UFC/mL. Los CT utilizados en este experimento se muestran en la tabla 6.7.2.1, asi como las
configuraciones que tuvo cada muestra. Los valores representan el promedio de 3 repeticiones,

por experimento.

TABLA6.7.2.1 VALORES CT UTILIZADOS EN EXPERIMENTO PARTE Il

C1 Stock (mg/L) 38

V (H,0-03) 0.5 35 75 12,5 17.5 35

CT (min-mg/L) 0.1 0.7 1.5 2.5 35 7

C1 Stock (mg/L) 4

V (H,0-05) 1 5 10 15 35 39 39*
CT (min-mg/L) 0.1 0.5 1 1.5 3.5 4 15

*Esta muestra se dejé por 4 minutos

Los resultados de los experimentos se muestran en las tabla (6.7.2.2) y (6.7.2.3).
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TABLA 6.8.2.2 TABLA DE RESULTADOS DE EXPERIMENTO #1

Reduccion Log

; Ct* %
Muestra CT min-mg/L . UFC S
promedio Desactivacion
Cepa 0 14.60 8.65E+06
Control 0 19.49 1.78E+06
2 0.1 26.92 1.61E+05 90.96
3 0.7 28.29 1.03E+05 94.21
4 15 28.87 8.30E+04 95.34
5 2.5 29.29 8.07E+03 99.55
6 3.5 30.87 450 99.97
7 7 31.71 345 99.98

*Ct= Ciclo de deteccion de la sefial de gPCR.

TABLA6.7.2.3 TABLA DE RESULTADOS DE EXPERIMENTO #2

1.04
1.24
1.33
2.34
3.6
3.71

. Ct* % .
Muestra CT min-mg/L . UFC o Reduccién Log
promedio Desactivacion
Control 26.40 1.00E+06
1 0.1 26.60 1.10E+05 89.00 0.959
2 0.5 27.76 7.00E+04 93.00 1.155
3 1 32.95 2.00E+03 99.80 2.699
4 15 34.09 600 99.94 3.222
5 35 34.66 500 99.95 3.301
6 4 34.88 445 99.96 3.352
7 15 36.87 120 99.988 3.921

*Ct= Ciclo de deteccidn de la sefial de gPCR.

INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM

100



POSGR, DOW

.°°
S RN

Reduccion Log

o = A
o U, Ul N U W

CT (min*mg/L)

Experimento de desinfeccion parte |1
—
/
f =t=EXp 1
/
5 10 15 20

Figura 6.7.2.1 Gréfica de resultados de desinfeccion de experimentos parte Il
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En los resultados obtenidos podemos observar que al cambiar la estrategia en la forma de
suministrar el ozono encontramos que la técnica comienza a responder a las distintas dosis
aplicadas, por lo tanto se puede observar que la técnica montada sigue el proceso de
desinfeccion. Los resultados obtenidos nos muestran una desactivacion logaritmica de 3.71
que corresponde a un 99.98% de desinfeccion, el cual representa un buen nivel de
desinfeccion, sin embargo éste corresponde a un CT de 15 min-mg/L el cual es un valor
extremadamente alto, por lo tanto se estimd que para un CT de 2.0 min-mg/L el grado de

desactivacion es de 3-log, siendo este un valor aceptable de inactivacion logaritmica.

6.8 Pruebas de desinfeccion con PMA

Las pruebas con el colorante PMA se realizaron en dos fases, la primera de caracter
exploratorio de la técnica y la segunda como complemento al proceso de desinfeccidn para

conocer la viabilidad de las bacterias ante un proceso de desinfeccion con ozono.

6.8.1 Fase exploratoria

Las primeras pruebas consistieron en evaluar si existia algun tipo de interferencia sobre la
reaccion de gPCR con el uso del colorante, ya que se elimind de la metodologia el paso del
lavado del colorante de la muestra, debido a que con el lavado también se perdia el pagquete
celular. Sin embargo el proceso de extraccion de DNA se realizd con columnas especiales del
kit de extraccion Quiagen, las cuales capturan el DNA y permiten la elucién de otros
materiales celulares y en este caso del colorante. Se utilizé un kit de control interno TagMan®
Exogenous internal Positive control reagents, para el cual se utilizé la siguiente reaccion, con

un volumen final de 25 pL:

Tag Man universal master mix 2x ~ 12.25 uL

Exo IPC 10X MIX 2.5 uL
Exo IPC DNA 50X 0.5puL
Primer HpyF  (5uM) 0.25 uL
Primer HpyR  (5uM) 0.25 uL
Sonda (400 nM) HpyP1 0.25 pL
DNA 5 uL
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Los resultados se muestran en la figura (6.8.1)
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Figura 6.8.1 Gréfica de resultados de la prueba de interferencia de PMA y qPCR.

Podemos observar que para las dos sefiales correspondientes a 2 muestras en la figura (6.8.1)
son positivas, y cada una tiene su sefial del componente del control interno, la cual representa
la curva inferior, y se observa como éstas se levantan en el mismo ciclo Ct por lo que no existe

evidencia de una interferencia del colorante con la reaccion del gPCR.

6.8.2 Fase experimental

Este experimento se realiz6 con una solucion stock de ozono con una concentracion de 10
mg/L, con un volumen final de reaccion de 40 mL y un intervalo de CT desde 0.5 min-mg/L y
hasta 20 min-mg/L, 1 tiempo de contacto de 1 minuto (excepto para la muestra de CT 20
mg/L), con 1 mL de la solucién bacteriana ajustada 3 de mcFarland, es decir con 2.25x10’
UFC/mL.

Los CT utilizados en este experimento se muestran en la tabla (6.8.2), asi como las

configuraciones que tuvo cada muestra.
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TABLA 6.8.2 TABLA DE VALORES DE CT UTILIZADOS EN EXPERIMENTO #1

POSGRMDO %Y

Muestra 1 2 | 3 4 5
C1 Stock (mg/L) 10

CT (min-mg/L) 0.5 1 | 2 5 20
V2 Total (mL) 40

V1 Stock (H,0-O5) 2 8 20 40*
Microorganismo (mL) 1 1 1 1 1
SSl 37 35 31 19 0

*Esta muestra se dejo actuar por 2 minutos

Los resultados del experimento se describen a continuacion y representan la tendencia de las

muestras, por lo que no se realizd cuantificacion en el experimento #1, posteriormente se

realizd la cuantificacion en el experimento #2.

Experimento #1

Delta Rn

I Control

Control con PMA

1 min mig/L

1 min mig/L con PMA

Cycle Number

Figura 6.8.2 Grafica de resultados de la prueba de viabilidad, en experimento #1.
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Figura 6.8.3 Grafica de resultados de la prueba de viabilidad experimento#1.

Podemos observar en la figura (6.8.2) una tendencia importante, al comparar el experimento
control con su similar con PMA, se observé una diferencia la cual refleja que la suspension
bacteriana que se utilizd no estaba completamente viable, probablemente existen bacterias con
dafo parcial que logran retenerse en la membrana de policarbonato pero éstas estaran muy
dafadas de la membrana lo cual lo hace que el PMA las traspase y no sean cuantificadas, sin
embargo esto comprueba que la suspension inicial se encuentra en un estado mayormente
cocoide. Esto mismo pasa con un CT de 1 min-mg/L, en donde el ozono dafa a las bacterias
pero no lo suficiente para lisarlas e inactivarlas por completo. Conforme se va aumentando la
dosis de ozono los valores con y sin colorante se van acercando mas, y a partir de 2 min-mg/L
la diferencia es muy pequefia, esto significa que el ozono en un CT de 2 min-mg/L es
suficiente para romper casi por completo la membrana bacteriana e inactivar la bacteria en su
totalidad.
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Experimento #2

El experimento se repitid para incluir una curva estandar y poder hacer la cuantificacion

bacteriana. A continuacion se muestran los resultados en la tabla (6.8.3.1), los cuales reflejan

el promedio de 3 repeticiones.

TABLA 6.8.3.1 TABLA COMPARATIVA DE RESULTADOS EXPERIMENTO #2

Diferencia entre

Muestra UFC promedio métodos
Cepa exp. 1.00E+Q07 3.00E+06
Cepa exp. PMA 7.00E+06
Control 5.71E+07
Control PMA 5.71E+06 >-14E+07
0.5 min-mg/L 2.11E+06
PMA 0.5 min - 4.30E+04
mg/L 2.07E+06
1 min-mg/L 3.72E+04
PMA 1 min-mg/L 2.06E+03 35143
2 min-mg/L 2.10E+03 274
PMA 2 min-mg/L 1.83E+03
20 min-mg/L 1.62E+02
PMA 20 min - 47
mg/L 1.15E+02
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Figura 6.8.4 Grafica de resultados de la prueba de viabilidad experimento#2.
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Figura 6.8.5 Gréfica de resultados de la prueba de viabilidad experimento#2, ajuste de curva

estandar.
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Figura 6.8.6 Comparativo entre ensayo qPCR y vPCR con valores logaritmicos.

De la tabla (6.8.3.1) se puede deducir que si existe diferencia en los resultados del

experimento, entre la muestra con colorante PMA y sin PMA. Fue interesante observar que la
cepa original tuvo un 70% de células viables, mientras que la muestra del experimento control
tuvo un bajo numero de células inviables 10%, lo cual es entendible si sabemos que partimos
de la cepa en un estado exponencial y debe estar practicamente con todas las células viables,
mientras que la cepa que se utiliza para el experimento de desinfeccion se encuentra en estado
cocoide y ha sido inducido dicho estado a través de un periodo de tiempo, por lo que la
suspension ha sufrido una pérdida en la viabilidad de las bacterias.

Conforme se fueron aplicando las dosis de ozono, se observo que con la dosis de 0zono més

baja (0.5 min-mg/L), la diferencia entre el conteo con PMA vy sin PMA era muy alto, esto

:;SJ':E%L?ER in 108
UNAM




UN/M g5
VUS(;I%}"{}“{])(}~ »

significa que la cantidad de ozono aplicada no fue suficiente para romper las células y el
colorante penetrd sélo en algunas bacterias que fueron dafiadas. Esto provoca un alto grado de
incertidumbre entre las técnicas, lo cual generaria una diferencia significativa en la medicion a
dosis bajas. Al incrementar la dosis se observd cémo el ozono fue lo suficientemente fuerte
logrando no sélo ocasionar dafios en las membranas, si no que también provocé dafios al DNA

y por lo tanto el resultado del gPCR y vPCR fue consistente.

Por lo tanto se comprobd que la metodologia de cuantificacion funciona de manera correcta,
siempre y cuando se mantengan los valores de CT mayores de 1 min-mg/L para poder
asegurar los resultados. Esto se puede observar en la tabla (6.8.3.2) en la cual vemos que los
resultados en porcentaje de los procesos de desinfeccion son muy diferentes para dosis de 0.5

min-mg/l, pero muy similares conforme se aumenta la dosis.

El uso del colorante PMA requirié de un analisis de falsos positivos y falsos negativos, éste se
explica detalladamente en la seccion (5.6); con el cual se pudo conocer el nimero de células
reales de partida, este calculo se realiz6 partiendo del esquema de la figura (6.8.7), en la cual
se delimitan con la letra (a) los falsos negativos y con la letra (b) los falsos positivos. Para

calcular estas fracciones se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Para esta prueba se generaron muestras con viabilidad cercana al 100% es decir la suspension
bacteriana en su forma exponencial y un valor de muerte total con una dosis extrema de

0zono.

[Cuttivable]  Viable no cuttivable No viable |

| Detectable  PCR |
. i - o

T
ia | Detectable  v-PCR a b

—mmm e e ey

Figura 6.8.7 Esquema para el andlisis de las muestras con PMA

a = qPCR exp —VvPCR

b = vPCR — kPCR
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rPCR =vPCR+a—b
Memoria de calculo:
a=1x107 — 7x10°
a = 3x10°
b = 7x10° — 1.15x102

b =6999885

rPCR = 7x10° + 3x10° — 6999885

rPCR = 3x10°

TABLA 6.9.3.2 TABLA COMPARATIVA DE RESULTADOS DE DESINFECCION
EXPERIMENTO #2.

UEC % 3 Reducgic’)n % 3 Reduccién
Muestra promedio De§|nfeCC|on logsin  Desinfeccién log con
sin PMA PMA con PMA PMA
Control 5.71E+07
Control PMA 5.71E+06
0.5 min-mg/L 2.11E+06
PMA 0.5 min - 96.3034 1.43 31.05 0.16
mg/L 2.07E+06
1 min-mg/L 3.72E+04
PMA 1 min-mg/L  2.06E+03 99.9349 3.19 99.93 3.16
2 min-mg/L 2.10E+03
PMA 2 min-mg/L  1.83E+03 99.9963 4.43 99.94 3.22
20 min-mg/L 1.62E+02
PMA 20 min- 99.9997 5.55 100.00 441
mg/L 1.15E+02
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ANALSIS DE RESULTADOS

La técnica implementada para detectar y cuantificar H. pylori por medio de gPCR,
amplificando una fraccion del gen ureA como secuencia blanco, permitié evaluar a
dicha bacteria en su forma viable y en su forma VNC en matrices tales como agua de
pozo y en agua destilada con 0.9 % NaCl (SSI).

El procedimiento de filtrado y recuperacion del paquete celular por medio de un una
membrana de policarbonato de 0.4 um de tamafio de poro, tuvo un impacto
significativo para cuantificar a H. pylori después del proceso de ozonacion. Gracias al
procedimiento de filtrado se tuvo la ventaja de llevar a cabo la separacion de bacterias
rotas e integras por medio de el tamafio de poro del filtro, sin embargo las baterias
semi-rotas seran recuperadas, por lo cual serd necesario agregar una prueba extra de
viabilidad como vPCR. Sin embargo, aunque el proceso de recuperacion de la células
por medio de agitacion funciond adecuadamente; si éste no se realiza adecuadamente
podrian generarse variaciones en la medicion, ya que se necesita ser muy cuidadoso en
el desprendimiento de toda la pelicula bacteriana y aplicar una agitacion vigorosa, de
tal manera que se genere una suspensién bacteriana homogénea. Existen
concentradores de proteinas que se pueden utilizar en lugar de la filtracion por
membrana, sin embargo éstos tienen un costo muy elevado, lo cual volveria al ensayo

muy dificil de costear.

Mediante la técnica implementada fue posible detectar y cuantificar a H. pylori antes y

después de un proceso de desinfeccion con ozono, con lo cual fue posible conocer la
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dosis de ozono necesaria para causar dafios irreversibles a la bacteria y lograr
inactivarla, pudiendo determinar su resistencia al desinfectante. Los resultados
muestran que con un valor de CT de 1.5 min-mg/L se alcanza una inactivacion del
99% equivalente a una inactivacion 2 log, pero se recomienda un CT de 2 min-mg/L
para asegurar una inactivacion 3 log. Este valor CT se encuentra dentro de los
parametros internacionales de desinfeccidon con ozono, ya que para la desinfeccion se
suele recomendar un residual de 0.4 mg/L de ozono durante 10 minutos, o seguir los
lineamientos para la inactivacion de quistes de Giardia lamblia uno de los
microorganismos mas dificiles de eliminar, para el cual se necesita aplicar un CT de 4-
5 min-mg/L (Owens et al., 1994), por lo tanto para la eliminacion de esta bacteria,
bastaria con seguir los lineamientos para Giardia lamblia.

Se logr6 conocer la viabilidad del proceso de desinfeccién mediante el uso de un
colorante fotorreactivo de alta afinidad al DNA Ilamado PMA, con el cual se evalud la
integridad de las membranas bacterianas mediante el conteo por medio del ensayo de
VPCR,; un conteo solo de células viables durante el proceso de ozonacion y se llevé a
cabo una comparacion con la técnica implementada de gPCR.

La técnica de tincion con PMA mostr6 que a dosis por debajo de 0.5 min-mg/L de
ozono y arriba de 1.0 min-mg/L, los resultados entre la técnica de gPCR y vPCR
pueden ser comparables; sin embargo con dosis de 0.5-1.0 min-mg/L se generan
diferencias en el conteo bacteriano entre las técnicas, esto debido a que el ozono no
logra romper la membrana de todas las bacterias, dejando algunas bacterias semi-rotas
las cuales son tefiidas por el colorante y no son tomadas en cuenta en la cuantificacion
por qPCR; por lo tanto sélo se rompe parcialmente la membrana pero no se alcanza a
degradar el DNA, con lo cual el qPCR es capaz de detectar y cuantificar dichos
genomas, generando falsos positivos. Sin embargo en dosis >1 min-mg/L el ozono
logra romper las células completamente y degrada no solo la membrana si no que
alcanza al material nucléico. Mediante esta técnica se establecieron los limites dentro
de los cuales se puede asegurar el uso de qPCR en términos de viabilidad, evitando la

contabilizacion de falsos positivos.
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8. CONCLUSIONES

Este trabajo logré implementar y evaluar la aplicacion de una técnica molecular como
gPCR en la ingenieria ambiental. Probablemente H. pylori no sea un candidato para
convertirse en un organismo indicador, ya que su incidencia en los sistemas publicos de
distribucion de agua es bajo pero deberia de tomarse muy en cuenta a los microorganismos
que entran en estados morfoldgicos no cultivables por métodos tradicionales y por lo tanto
dificiles de detectar y cuantificar, convirtiéndolos en problemas publicos de salud. Sera
necesario conocer mas acerca de este estado para poder desarrollar una metodologia
molecular que se incluya en los ensayos de rutina de calidad del agua, y este trabajo brinda

una importante aportacion a este tema.

También se logré entender la resistencia de la bacteria en su forma cocoide (VNC) de
adaptacion al medio ambiente ante un proceso de desinfeccion por medio de ozono, lo cual
no ha sido reportado en la literatura internacional. Se obtuvo la dosis necesaria de ozono
para causar dafos irreversibles sobre la membrana de la bacteria y el DNA, provocando la
muerte celular; esto es de gran relevancia ya que sin una metodologia molecular esto no
hubiera sido posible de observar debido a la imposibilidad de cultivo de la bacteria en su
estado VNC.

Se implemento un procedimiento alternativo para detectar la viabilidad de las bacterias

sometidas al ozono mediante la técnica de vVPCR, con la cual se diferencié entre formas
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viables y no viables. Este es un tema que se cita constantemente, por que se demuestra la
deficiencia de la técnica de gPCR para medir viabilidad. Con esta prueba se logro fijar los
limites dentro de los cuales la técnica implementada de gPCR arroja datos que pueden ser

comparables con evaluaciones de viabilidad.

Este trabajo aporta informacion sobre técnicas comunmente utilizadas en otras areas
académicas y como es posible aplicarlas en la ingenieria ambiental, por lo que abre un
canal de investigacion muy interesante y con un gran potencial dentro de la ingenieria
ambiental, el cual se ird viendo reflejado conforme la tecnologia vaya facilitando las
herramientas moleculares, con lo que se irdn cambiando y dejando atras algunas

metodologias obsoletas.

Recomendaciones para estudios posteriores

Como recomendaciones para estudios posteriores se sugiere continuar el estudio y
aplicacion de técnicas moleculares en el campo ambiental en lo que respecta a la
medicion de la eficiencia de desinfeccion con agentes que dafien el DNA como lo
es el ozono, UV, campo eléctrico pulsado.

Se sugiera continuar con el estudio de la forma de resistencia VNC de bacterias que
entran en dicho estado, sobre todo por que las normas de calidad s6lo abarcan la
medicién de patégenos por plaqueo.

El uso de un ensayo de viabilidad sera necesario para poder evaluar las diferencias

que puedan ser generadas con el qPCR.

INSTITUTO
DE INGENIERIA 114

UNAM




9. BIBLIOGRAFIA

APHA, American Public Health Association, 1998. Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater, 20th ed. American Public Health Association, Washington, DC.

Adams, B. L.; Bates, T. C.; Oliver, J. D. (2003) Survival of Helicobacter pylori in a natural
freshwater environment. Applied and Environmental Microbiology, 69 (12), 7462—7466;
Am Soc Microbiol.

Agusti, G.; Codony, F.; Fittipaldi, M.; Adrados, B.; Morat6, J. (2010) Viability determination
of Helicobacter pylori using propidium monoazide quantitative PCR. Helicobacter, 15 (5),
473-476; Wiley Online Library.

Almeida, C.; Guimardes, N.; Keevil, C. W.; Vieira, M. J. (2006) Maintenance of spiral
morphology and formation of biofilms on copper surfaces by water-exposed Helicobacter
pylori.

Azevedo, N. F.; Almeida, C.; Cerqueira, L.; Dias, S.; Keevil, C. W.; Vieira, M. J. (2007)
Coccoid Form of Helicobacter pylori as a Morphological Manifestation of Cell Adaptation
to the Environment. Applied and Environmental Microbiology, 73 (10), 3423-3427.

Bader, H. Hoigné, J. (1981) Determination of ozone in water by the indigo method. Water
Research, 15(4), 449 - 456.

Baker, K. H.; Hegarty, J. P.; Redmond, B.; Reed, N. A.; Herson, D. S. (2002) Effect of
oxidizing disinfectants (chlorine, monochloramine, and ozone) on Helicobacter pylori.
Applied and Environmental Microbiology, 68 (2), 981-984; Am Soc Microbiol.

Bitton, G (2011), Wastewater microbiology, 4th ed, Willey-Blackwell, USA, 777.

Bunn JE, MacKay WG, Thomas JE, Reid DC, Weaver LT (2002) Detection of Helicobacter
pylori DNA in drinking water biofilms: inplications for transmision in early life. Lett appl.
Microbiol. (34) 450-454.

Carbone M, Maugeri TL, Gugliandolo C, La Camera E, Biondo C, Ferra MT (2005)
Occurrence of Helicob4cter pylori DNA in the coastal envirinment of southern Italy
(Straits of Messina). J. Applied Microbiology (98) 768-774.

Cellini L, Del Cecchio A, Di Candia M, Di Campli E, Favaro M, Donelli G (2004) Detection
of free plankton-associated Helicobacter pylori in sea water. J. Appl. Mirobiology (97)

INSTITUTO
DE INGENIERIA 115

UNAM




4
A
(|
U /l

vd 4 4'\’!»‘
DA AT S A TP
,'}[(\}F‘\{ v/ ” AU Ji=

285-292.

Defining Established and Emerging Microbial Risks in the Aquatic Environment: Current
Knowledge, Implications, and Outlooks. (2011) Defining Established and Emerging
Microbial Risks in the Aquatic Environment: Current Knowledge, Implications, and
Outlooks, 2011, 1-15.

Dent, C., McNulty, C.A.M (1988) Evaluation of a new selective médium for Campylobacter
pylori. J. Microbiology infection (7), 555-568.

Dupray, E.,Caprais, M.P., Derrien, A.,Fach, P. (2003) Salmonella DNA persistence in natural
seawaters using PCR analysis. J. Appl. Microbiol. (82), 507-510.

Ferndndez-Delgado, M.; Contreras, M.; Garcia-Amado, M. A. (2008) Evidencias de la
transmision acuatica de Helicobacter pylori; INCI.

Fittipaldi, M.; Codony, F.; Adrados, B.; Camper, A. K.; Moratd, J. (2010) Viable Real-Time
PCR in Environmental Samples: Can All Data Be Interpreted Directly? Microb Ecol, 61
(1), 7-12.

Ford, A.; Delaney, B.; Forman, D. (2008) Tratamiento de erradicacion de la Glcera péptica en
pacientes con pruebas positivas para el Helicobacter pylori. La Biblioteca ....

Goodwin, Armstrong, J.A, Chilvers, T, Peters, M.,Colins, M.D., Sly, L., McConnell, W. &
Harper, WE.S. (1989). Transfer of Campylobacter pylori and Campylobacter mustelae to
Helicobacter gen. nov. As Helicobacter pylori com. Nov. And Helicobacter mustelae
com. Nov., respectively Int. J syst. Racterol., (39), 397-405.

Goodman KJ, Correa P, TenganaAux HJ, Ramirez H, DelLany JP, Guerrero Pepinosa O,
Lopez Quifiones M, Collazos Parra T (1996) Helicobacter pylori infection in the
Colombian Andes: A population-based study of transmission pathways. Am. J. Epidemiol.
(144) 290-299.

Goodwin, C.S. (1993)Gastric Cancer and Helicobacter pylori: the whispering killer? The
Lancet (342), 507-508.

Gunten, Von, U. (2003). Ozonation of drinking water: Part I. Oxidation kinetics and product
formation. Water Research, 37(7), 1443-1467.

Gupta, V. K.; Carrott, P. J. M.; Ribeiro Carrott, M. M. L.; Suhas. (2009) Low-Cost
Adsorbents: Growing Approach to Wastewater Treatment—a Review. Critical Reviews in
Environmental Science and Technology, 39 (10), 783-842.

Hoigne J, Bader H. (1985) Rate constants of reactions of ozone with organic and inorganic
compounds in water. I11:Inorganic compounds and radicals. Water Res (19),993.

Kator, H. Rhodes, M (2003), Detection, enumeration and identification of environmental
microorganisms of public health significance, en The handbook of water and wastewater
microbiology, Elsevier 8, 114-136.

Khadre, M. A.; Yousef, A. E.; Kim, J. G. (2001) Microbiological aspects of ozone
applications in food: a review. Journal of Food Science, 66 (9), 1242-1252; Wiley Online
Library.

Klein PD, Graham DY, Gaillour A, Opekun AR, Smith EO (1991) Water source as risk factor
for Helicobacter pylori infection in Peruvian children. Lancet (337) 1503-1506.

INSTITUTO
DE INGENIERIA 116

UNAM




4
A
(|
U /l

vd 4 4'\’!»‘
DA AT S A TP
,'}[(\}F‘\{ v/ ” AU Ji=

Kusters, J. G., M. M. Gerrits, J. A. Van Strijp, and C. M. Vandenbroucke- Grauls (1997)
Coccoid forms of Helicobacter pylori are the morphologic manifestation of cell death.
Infect. Immun. (65),3672-3679.

Kusters, J. G.; van Vliet, A. H. M.; Kuipers, E. J. (2006) Pathogenesis of Helicobacter pylori
Infection. Clinical Microbiology Reviews, 19 (3), 449-490.

Langlais, B. Reckhow, D.A. Brink, D.R (2000), Ozone in water treatment; application and
engineering. American water works association, Lewis publishers,54-61.

Linke, S.; Lenz, J.; Gemein, S.; Exner, M.; Gebel, J. (2010) Detection of Helicobacter pylori
in biofilms by real-time PCR. International Journal of Hygiene and Environmental
Health, 213 (3), 176-182.

Lu Y, Redlinger TE, Avitia R, Galindo A, Goodman K (2002) Isolation and genotyping of
Helicobacter pylori from untreated municipal wastewater. Appl. Env. Microbiology (68),
1436-1439

Marshall, B.J. & Goodwin, C.S. (1987) Revised nomenclature of Campylobacter pyloridis int.
J syst. Bacteriology, (37), 68-70.

Marshall, B. (2002) Helicobacter pylori: 20 years on. Clinical Medicine, Journal of the Royal
College of Physicians, 2 (2), 147-152; Royal College of Physicians.

Marshall, B. J.; Windsor, H. M. (2005) The relation of Helicobacter pylori to gastric
adenocarcinoma and lymphoma: pathophysiology, epidemiology, screening, clinical
presentation, treatment, and prevention. Medical Clinics of North America, 89 (2), 313-
344,

Mazari-Hiriart, M.; Lépez-Vidal, Y.; Castillo-Rojas, G.; de Ledn, S. P.; Cravioto, A. (2001)
Helicobacter pylori and other enteric bacteria in freshwater environments in Mexico City.
Archives of medical research, 32 (5), 458-467; Elsevier.

McKee and McKee, Biochemistry, 5th Ed, 2011 Oxford University Press,USA.

Moreno, ferrus MA, Alonso JL, Jiménez A, Herndndez J (2003) use of fluorescent in situ
hybridization to evidence the presence of Helicobacter pylori in water water researh (37),
2251-2256

Moreno, Y.; Piqueres, P.; Alonso, J. L.; Jiménez, A.; Gonzalez, A.; Ferris, M. A. (2007)
Survival and viability of Helicobacter pylori after inoculation into chlorinated drinking
water. Water Research, 41 (15), 3490-3496.

Mustafa, M. G. (1990) Biochemical basis of ozone toxicity. Free Radical Biology and
Medicine, 9 (3), 245-265; Elsevier.

Oliver, J. D. (2005) The viable but nonculturable state in bacteria. J Microbiol, 43 (1), 93-100.

Owen 1998 Helicobacter species classification and identification Br, Med Bull (54), 17-30.

Pel, P.K. (1899) Ziekten van de Maag (Diseases of the stomach) amsterdam, De Erven, F.
Bohn.

Perez RR, Nunez SA, Baluja C, Otero ML. (1995). Ozonation kinetics of glucosamine and N-
acetyl glucosamine in aqueous medium. Ozone Sci Eng 17(4):463-467.

Rowan N.J., (2011). Defining Established and Emerging Microbial Risks in the Aquatic
Environment: Current Knowledge, Implications, and Outlooks, International Journal of

INSTITUTO
DE INGENIERIA 117

UNAM




4
A
(|
U /l

vd 4 4'\’!»‘
DA AT S A TP
,'}[(\}F‘\{ v/ ” AU Ji=

Microbiology.

Rudi, K., Moen, B., Dromtorp, S.M.,Holck, A.L. (2005) Use of ethidium monoazide and PCR
in combination for quantification of viable and dead cells in complex samples. Appl.
Environ. Microbiol. (71)1018-1024.

Selected major risk factors and global and regional burden of disease. (2002) Selected major
risk factors and global and regional burden of disease. Retrieved from
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/s0140-6736(02)11403-6

Sen, K (2011), Environmental Microbiology; Current Technology and Water applications, 12
ed, Caister academic press, Cincinnati, OH, USA, 316pp.

She, F. F.; Lin, J. Y.; Liu, J. Y.; Huang, C.; Su, D. H. (2003) Virulence of water-induced
coccoid Helicobacter pylori and its experimental infection in mice. World Journal of
Gastroenterology, 9 (3), 516-520.

Skirrow, M.b. (1977) Campylobacter enteritis a “new” disease. Br. Med. J, (2),9-11.

Solnick, J. V.; Hansen, L. M.; Canfield, D. R.; Parsonnet, J. (2001) Determination of the
Infectious Dose of Helicobacter pylori during Primary and Secondary Infection in Rhesus
Monkeys (Macaca mulatta). Infection and Immunity, 69 (11), 6887-6892.

Stingl,K.,K. Altendorf, and E.P. Bakker (2002) Acid Survival of Helicobacter pylori: how
does urease activity trigger cytoplasmic pH homeostasis? Trends Microbiology, (10), 70-
74.

Torres J, Leal-Herrera Y, Pérez-Pérez G. (1998) A community-based seroepi- demiologic
study of Helicobacter pylori infection in Mexico. J Infect Dis, 178:1089.

Vale, F. F.; Vitor, J. M. B. (2010) Transmission pathway of Helicobacter pylori: Does food
play a role in rural and urban areas? International Journal of Food Microbiology, 138 (1-
2), 1-12; Elsevier B.V.

Van Vliet, A. H. M., J. Stoof, S.W. Poppelaar, S. Bereswill, G. Homuth, M. Kiest, E.J.
Kuipers, J.G. Kusters. (2003) Differential regulation of amidase and formation mediated
ammonia production by Helicobacter pylori fur repressor. J. Biol. Chem, (278), 9052-
9057.

Yanez, M. A.; Barber4, V. M.; Soria, E.; Catalan, V. (2009) Quantitative detection of
Helicobacter pyloriin water samples by real-time PCR amplification of the cag
pathogenicity island gene, cagE. J Appl Microbiol, 107 (2), 416-424.

INSTITUTO
DE INGENIERIA 118

UNAM




