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RESUMEN
Helicobacter pylori es un bacilo gramnegativo, helicoidal o en forma de S, microaerofilico.
Infecta a més de la mitad de la poblacién mundial. La infeccion causa una inflamacién de la
mucosa gastrica e infiltracion de polimorfonucleares. Sin embargo, la mayoria de los
individuos infectados son asintomaticos, solo del 10 al 15 % desarrollan Ulcera péptica o
gastritis crénica atrofica, esta Ultima es un factor de riesgo para el desarrollo de
adenocarcinoma y linfoma gastrico. Se ha propuesto que la via de transmision puede ser:
oral-oral, oral-fecal y gastro-oral. Se cree que el vehiculo de transmisién es el agua
contaminada con este microorganismo. Se ha detectado la presencia del microorganismo en
distintas fuentes de agua de la ciudad de México, asi como, en distintos sistemas de agua en
el mundo. El estudio fue dividido en dos fases: en la primera fase se implementaron y
estandarizaron las técnicas de deteccion molecular, inmunofluorescencia indirecta,
inmunoseparacién magnética y cultivo microbioldgico de H. pylori y en la segunda fase se
llevo a cabo el muestreo de agua en los canales de Xochimilco y de Valle de Bravo. Se
obtuvieron 8 muestras de agua provenientes de los canales de Xochimilco y tres de Valle de
Bravo. Ninguna de las muestras fue positiva para la presencia de H. pylori por medios
moleculares, sin embargo, en el cultivo microbioldgico-1SM se aisl6 un bacilo gramnegativo,
microaerofilico, que presenta caracteristicas microscopicas y macroscopicas similares a las de
H. pylori. Se recuperd en cultivo microbioldgico un bacilo gramnegativo, oxidasa positivo

con morfologia macroscépica similar a la que presenta H. pylori.
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INTRODUCCION

Generalidades de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori fue aislado por primera vez en 1982 a partir de biopsias de tejido
gastrico por dos investigadores australianos, Barry Marshall y Robin Warren [1], hallazgo
que nos introdujo a una nueva era en la microbiologia clinica, al descubrir que la tlcera
péptica puede ser causada por una bacteria, accion por la cual les fue otorgado el premio

Nobel de Fisiologia o Medicina en el afio 2005.

Este microorganismo fue llamado inicialmente Campylobacter pyloridis y, posteriormente,
Campylobacter pylori ya que el epiteto pyloridis era gramaticamente incorrecto; en 1989 se
establecid el nuevo género Helicobacter, este nuevo género posee las siguientes
caracteristicas principales: 1) Movilidad celular mediante flagelos polares envainados, 2)
un glicocalix externo producido in vitro en medio liquido, 3) menaquinona-6 (MK-6)
presente como la quinona isoprenoide en mayor proporcion y 4) 35-44mol% de contenido
de G+C de DNA cromosomal; integrando a esta bacteria a dicho género y dandole el
nombre de Helicobacter pylori (H. pylori) [2]. Actualmente es reconocido como el agente
etiologico de gastritis cronica y de tlcera péptica, es considerado un factor de riesgo para el
desarrollo de adenocarcinoma gastrico y de linfoma tipo MALT [3, 4]. Ademas de ser
clasificado como carcindgeno de clase I por la Agencia Internacional para la Investigacion

en Cancer (IARC) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).



Caracteristicas microbioldgicas

El género Helicobacter pertenece a la subdivision €& de Proteobacteria, orden
Campylobacterales, familia Helicobacteraceae. Dentro de esta familia estan incluidos los
géneros Wolinella, Flexispira, Sulfurimonas, Thiomicrospira y Thiovulum. El género
Helicobacter incluye 20 especies reconocidas (Tabla 1), siendo H. pylori la especie mas
importante por su impacto en la salud humana [5, 6]. H. pylori es un bacilo gramnegativo,
helicoidal o en forma de S, microaerofilico; mide de 0.5 a 0.9 um de ancho y de 2 a 4 um de
largo. Su morfologia microscopica puede variar in vitro, se han reportado formas en U, en V o
cocoides. No forma esporas; posee de 4 a 6 flagelos polares en ramillete. Para el aislamiento
de H. pylori se han utilizado distintos medios de cultivo debido a sus requerimientos
nutricionales, es considerado un microorganismo fastidioso, ademas requiere del empleo de
suplementos, tales como el suero de caballo, suero fetal bovino o sangre de caballo o carnero.
Por ejemplo, agar Brucella suplementado con sangre de carnero envejecida, agar infusion de
cerebro-corazén (BHI) suplementado con 5% de sangre de caballo y enriquecido con 1% de
polienriquecimiento entre otros. Para su primoaislamiento los medios de cultivo son
suplementados con antibidticos, tales como: Vancomicina, Trimetoprim, Cefsulodina,
Polimixina B y Anfotericina B (suplemento de Dent); aunque se pueden usar los medios sin
suplemento [5, 6]. Las condiciones dptimas para su crecimiento dependiendo de la cepa de H.
pylori se incuba a 37° C, con atmosfera con 5% de Oxigeno (0O,), 85% de Nitrogeno y 5-10%
de Didxido de Carbono (CO,), por un periodo de incubacion de 3 a 5 dias, el intervalo de pH
al cual crece es de 5.5 a 8.5, con crecimiento 6ptimo a pH neutro [2]. En placas de Medio para

prueba de Haemophilus (Haemophilus Test Medium, HTM) suplementado con 7% de suero



de caballo, el microorganismo presenta las siguientes caracteristicas macroscopicas: son
colonias de <1 mm, circulares de borde entero o definidos, grisaceas, transliicidas [7]. En agar

sangre de carnero se aprecia alrededor de la colonia una ligera beta hemdlisis [2].

Tabla 1. Principales especies de Helicobacter.

Especie Hospedador Ureasa Catalasa

H. pylori Humano + +
H. acinonyx Guepardo + +
H. mustelae Hurén + +
H. nemestrinae Macaco + +

H. suis Cerdo + NR

H. helmanii Gato, perro + NR
H. felis Gato, perro + +
H. bizzozeronii Perro + +
H. cinaedi Humano, himster - +
H. fennelliae Humano - +
H. canis Perro - -
H. pullorum Aves de corral - +
H. pametensis Péjaros silvestres, cerdo - +
H. cholecystus Hamster - +
H. hepaticus Ratén + +
H. muridarum Rata, raton + +
H. trogontum Rata + +
H. bilis Raton + +

+ = prueba positiva; - = prueba negativa; NR = No reportado.



Para la caracterizacion microscopica del microorganismo se emplea la tincion de Gram
modificada, asi como las pruebas metabolicas de produccion de catalasa, oxidasa y ureasa [2,

6].

Figura 1. Helicobacter pylori, tincién de Gram, 100X

El tamano del genoma de H. pylori es de aproximadamente 1.66 millones de pares de bases
con un contenido de G+C de 35-40%. Este microorganismo es genéticamente polimorfico, lo
cual es posiblemente el resultado de una adaptacion a las condiciones del hospedero, es decir,

a un solo nicho [5].

Formas Cocoides

La forma cocoide de H. pylori se presenta bajo varias condiciones ambientales, tales como
aerobiosis, cambios de temperatura, incubacion prolongada, cambios de pH o como
consecuencia de tratamiento de antibidticos en pacientes. La forma bacilar de H. pylori
predominante de la fase logaritmica se convierte con el tiempo en fase estacionaria en forma

de “U” como fase intermediaria, antes de convertirse a cocoide [8].



Estas formas cocoides también han sido llamadas Formas Viables no Cultivables (FVC) [9], y
también han sido clasificadas como formas intactas (IC) y formas degenerativas (DC)
dependiendo del tamaiio y la densidad del citoplasma, siendo mas grande el cuerpo
citoplasmatico de las segundas [8]. Sin embargo, el papel bioldgico que desempenan estas
formas cocoides de H. pylori es un punto controversial, si bien se desconoce su funcion, se ha
sugerido que pueden ser formas de persistencia en el ambiente [9, 10], y algunos

investigadores sugieren que son formas degenerativas del microorganismo (8, 11].

El metabolismo oxidativo en formas cocoides de H. pylori se ha observado y la respiracion en
c€lulas cocoides se ha medido en medios de cultivo con pocos nutrientes hasta por 8 meses
[12], lo cual podria indicar que ain después de 8 meses son viables. Benaissa y cols.
estudiaron los cambios en la ultraestructura y en la antigenicidad de H. pylori en su conversion
de forma bacilar a cocoide, encontraron que las formas cocoides mantienen el metabolismo lo
cual requiere de la preservacion de estructuras compatibles con viabilidad, tales como
citoplasma, membrana celular, flagelos y DNA; lo que sugiere que la forma cocoide podria
representar uno de los estadios del ciclo biologico de H. pylori; ademas observaron que
algunos de los antigenos (una fraccion antigénica de 94 kDa, una de 30 kDa) que son
expresados diferencialmente en la forma bacilar y la cocoide in vitro, son expresados in vivo
[10]. Estas formas se ha sugerido que pudieran ser las formas que infectan al ser humano,
puesto que retienen su actividad de ureasa, reducen sales de tetrazolio y sintetizan DNA [12,
13], por otro lado, Mizoguchi y cols. observaron que la exposicion de H. pylori a pH acido
incrementa la expresion de proteinas de choque térmico en las formas cocoides de H. pylori,

las cuales potencian la adherencia del microorganismo al epitelio gastrico [14].



She y cols. y Cellini y cols., al inocular ratones con formas cocoides y formas bacilares de H.
pylori por via oral, observaron que las formas cocoides fueron capaces de colonizar la mucosa
gastrica de manera mas eficiente que las formas bacilares; ademas, formas bacilares del
microorganismo se recuperaron, a partir de la mucosa gastrica de los ratones infectados con las
formas cocoides; lo que apoya la hipdtesis de que hay una reversion de las formas cocoides a

bacilares in vivo [13, 15].

Narikawa y cols. compararon el contenido y la integridad de los &cidos nucleicos de las formas
cocoides y bacilares, encontraron que la cantidad de DNA y RNA de las formas cocoides es
menor a comparacion de la forma bacilar, ademas, encontraron que el DNA de las formas
cocoides presentd varias bandas a comparacion de la forma bacilar, que presentd una sola
banda, lo que sugiere una forma de degeneracion celular en las formas cocoides, indicando
que estas formas no tienen suficiente contenido del genoma para la multiplicacion; esta
disminucion en el contenido de acidos nucleicos puede estar asociada a la pérdida de

citoplasma por autolisis [11].

Factores de virulencia

H. pylori posee distintos factores de virulencia que le ayudan a evadir la actividad

bactericida del estomago, atravesar la capa de moco, colonizar y sobrevivir, estos son:

ureasa, flagelos, BabA, LPS, VacA, cag-PAI, CagA (Figura 2).

La ureasa es una enzima responsable de la hidrolisis de la urea presente en la mucosa

gastrica, y como resultado de esta hidrolisis se obtiene didoxido de carbono y amonio, este



ultimo crea un microambiente neutro alrededor de la bacteria. Esta enzima esta formada por
seis subunidades de UreA y seis de UreB, organizadas en un anillo doble de 13 nm de
diametro y de 550 kDa. La biosintesis de la ureasa estd controlada por un grupo de 7 genes
continuos (UreABIEFGH), en donde estan incluidos los genes que codifican la ureasa
(ureAB), y 5 genes accesorios que son responsables de la recepcion e insercion de iones de
niquel en el sitio activo de la enzima. Puede contribuir a la toxicidad celular con la
produccion de iones amonio como subproducto, convirtiéndola a la vez en un factor
quimiotactico, ya que mediante la presencia de neutrofilos, responsables de una respuesta

inflamatoria, provoca dafio al tejido epitelial gastrico [16].

Los flagelos lofotricos de este microorganismo le permiten moverse rapidamente para
desplazarse del medio acido del lumen géstrico penetrando la capa de moco géstrico para
llegar a un medio neutro.

El lipopolisacarido (LPS) de H. pylori expresa carbohidratos Lewis “x” y/o Lewis “y” en su
antigeno “O”. La estructura del LPS de la cepa NCTC 11637 de H. pylori es similar al
antigeno Lewis “X” que se encuentra en grupo sanguineo tipo “O” y en las células
epiteliales gastricas. El antigeno Lewis de H. pylori muestra una participacion dual en la
patogénesis: 1) mimetismo molecular, lo que le permite al microorganismo evadir la
respuesta inmune que sigue a la colonizacion de la mucosa gastrica, favoreciendo la
permanencia de H. pylori en el nicho gastrico por periodos que van desde décadas hasta de
por vida; y 2) la induccion de una respuesta autoinmune a los antigenos de Lewis

expresados en H. pylori y que son compartidos por el hospedero [16].



Figura 2. Factores de Virulencia de Helicobacter pylori involucrados en colonizacion y enfermedad

[17].

La adhesina de union al antigeno del grupo sanguineo Lewis b (BabA), es una proteina de
membrana externa de 78 kDa que se une al antigeno de Lewis b fucosilado presente en las
células epiteliales gastricas. Esta adhesina BabA facilita la colonizacion de H. pylori e
incrementa la secrecion de IL-8 de las células epiteliales, la cual tiene como resultado una
respuesta inflamatoria. La expresion de BabA esta significativamente asociada con ulcera
duodenal y adenocarcinoma gastrico en pacientes infectados con H. pylori en paises
occidentales. Dos alelos de babA se han descrito: babAl y babA2, pero solo babA2 codifica

para la adhesina completa y activa [18].



La citotoxina vacuolizante (VacA) es una exotoxina de 95 kDa; las cepas que expresan la
forma activa de esta toxina, aproximadamente el 50%, estdn asociadas con mayor
frecuencia a enfermedad. El nivel de expresion de VacA depende de variaciones en la
secuencia sefial (sla, slb, slc 0 s2) y en la region media (m1 o m2). Las cepas que tienen
una mayor actividad vacuolizante son aquellas que presentan el genotipo s1/ml. VacA se
une a la porcion apical de las células y forma un canal hexamérico idn-selectivo,
dependiente de voltaje, a través del cual se liberan bicarbonato e iones organicos del citosol
de la célula, para darle a la bacteria los nutrientes necesarios. También se asocia con la
degradacion de las células parietales, dando como resultado es una disminucién en la
secrecion de acido; la unidn de la citotoxina vacuolizante a la membrana mitocondrial
produce la liberacion del citocromo ¢, que induce la apoptosis, lo anterior predispone al
huésped al desarrollo de céancer gastrico, esto debido a la alteracion entre el balance
apoptosis-proliferacion celular, el cual se encarga de mantener la integridad de la mucosa
gastrica en condiciones normales [19]. VacA participa en la persistencia del
microorganismo por la capacidad de suprimir la respuesta inmune: i) inhibiendo Ila
maduracion del fagosoma en macrdéfagos, ii) ausencia selectiva de la presentacion de
antigenos en células T, iii) ausencia de la proliferacion de células T y iv) regulando de
forma negativa los efectos Thl mediante la interaccién con calcineurina, para bloquear la

sefalizacion [16, 18, 20].

La isla de Patogenicidad cag (cag-PAl) es un fragmento de DNA de 37 kb que contiene 29
genes y esta presente en un 50% a 70% de los aislamientos de H. pylori. Dieciocho genes
dentro de la cag-PAI son esenciales para la produccion de un sistema de secrecion tipo IV

(SSIV), el cual transloca macromoléculas [proteina asociada a la citotoxina (CagA) y



peptidoglicano] al citosol de la célula huésped, e inicia varias cascadas de respuesta en la
célula epitelial, tales como: rearreglos en el citoesqueleto (formacion de pedestal) y

secrecion de interleucina 8 (IL-8) [18].

CagA es una proteina de 120 a 128 kDa, que al ser translocada a la célula epitelial, esta se
fosforila por la cinasa SRC-c, a este complejo se le une la tirosinfosfatasa SHP-2, lo cual
provoca una respuesta celular parecida a la inducida por un factor de crecimiento. La
colonizacion de los pacientes con aislamientos de H. pylori que poseen el gen asociado a la
citotoxina (cagA) causa un incremento en el riesgo de gastritis severa, ulcera péptica y
adenocarcinoma en el estdmago distal, comparado con pacientes infectados con

aislamientos de H. pylori cagA negativos [16, 18].

Tratamiento antimicrobiano

In vitro H. pylori es sensible a un gran nimero de agentes antimicrobianos; sin embargo, no
hay correlacion con los resultados terapéuticos obtenidos. La inactivacion del antibidtico por
efecto del pH acido del estomago, el desarrollo de resistencias durante el tratamiento y la
pobre penetracion de los antimicrobianos en zonas profundas de la mucosa gastrica son tres

posibles razones que explican esta diferencia [21, 22].

En la tabla 2 se mencionan los antimicrobianos que han sido utilizados en los diferentes

esquemas de tratamiento para la erradicacion de H. pylori. Estos antibidticos han sido

usados en combinacion con medicamentos que restauran el equilibrio entre la secrecion de

10



acido y los factores protectores de la mucosa gastrica (agentes antisecretores o

antiulcerosos) [21].

El tratamiento de las infecciones ocasionadas por H. pylori in vivo con un solo antibidtico ha
resultado poco eficaz y ha ocasionado la aparicion de cepas resistentes, en especial a
Metronidazol y Tinidazol. Debido a la resistencia generada por el microorganismo a los
antibidticos utilizados para su erradicacion, se requiere tratamiento multiple (con 2 o mas

antibidticos e inhibidor de secrecion acida, Tabla 2) [20, 22-24].

Tabla 2. Terapias triples y cuadruples para la erradicacion de H. pylori.

) ) Duracion (semanas) /
Terapia Medicamentos L
Erradicacion (%)

Subsalicilato de bismuto (525 mg, ¢/12 h)

+ Metronidazol (250 mg, ¢/6 h) 2 /50-90

+ Amoxicilina o Tetraciclina (500 mg, ¢/12 h)
Ranitidina (400 mg, ¢/12 h)

+ Amoxicilina (500 mg, ¢/6 h) 2/89

+ Metronidazol (250 mg, c¢/6 h)

Terapia triple
Omeprazol (40 mg, c/24 h)

+ Claritromicina (500 mg, ¢/8 h) 1/>90
+ Tinidazol o Metronidazol (250 mg, ¢/6 h)

Omeprazol (20 mg, c/12 h)
+ Amoxicilina (1 g, ¢/12 h) 1/98
+ Claritomicina (500 mg, ¢/12 h)

Omeprazol (40mg, c/24 h)
) + Subsalicilato de Bismuto (525 mg, c/12 h)
Terapia cuadruple ] 1/ 95
+ Metronidazol (250 mg, ¢/6 h)

+ Tetraciclina (500 mg, c/6 h)

Tomado de Misiewicz G et al. [23] y de Suerbaum S y Michetti P [20].
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Si la terapia triple fracasa, entonces se recomienda el esquema de tratamiento cuadruple
[20, 22, 23]. Los efectos secundarios asociados a los esquemas de tratamiento, han
ocasionado que los pacientes abandonen el tratamiento, lo que da como resultado el

incremento en la resistencia a los antibidticos comunmente usados [3].

Epidemiologia

Seroprevalencia a nivel mundial

Mediante estudios seroldgicos se ha encontrado que mas del 50% de la poblaciéon mundial ha
estado expuesta a H. pylori [25, 26]. Después de que el microorganismo coloniza la mucosa
gastrica, la infeccion persiste en la inmensa mayoria de los individuos por afios, décadas y

posiblemente de por vida [27].

Esta infeccion trae como resultado una inflamacion de la mucosa gastrica caracterizada por la
infiltracion de neutréfilos. Aunque, la mayoria de los individuos infectados son asintomaticos,
s6lo algunas personas desarrollan ulcera péptica y algunas otras pueden desarrollar gastritis
cronica atrofica, factor de riesgo para el desarrollo de adenocarcinoma y linfoma gastrico. Se
estima que cada afio hay seis millones de casos de ulcera duodenal y 900,000 casos de

carcinoma gastrico a escala mundial [28].

Torres y cols., en un estudio seroepidemioldgico realizado en México, encontr6 que el 66% de
la poblacion habia estado en contacto con el microorganismo; al afio de edad el 20% de los

sujetos estudiados presentaban anticuerpos contra H. pylori, a los 10 afios el porcentaje de

12



sujetos con anticuerpos se incrementd hasta 50%, lo cual indica que a esta edad 50% de la
poblacion ha estado expuesta con H. pylori, ya que la presencia de anticuerpos contra la

bacteria no es una prueba diagnostica de infeccion activa [29].

Figura 3. Mapa de seroprevalencia de H. pylori en humanos a nivel mundial. N.D. indica los paises

donde no se ha hecho un estudio consistente sobre la prevalencia de H. pylori [30].

Factores de riesgo

La forma de adquirir la enfermedad es distinta dependiendo del grado de desarrollo del pais en
donde se encuentre el paciente; en los paises en vias de desarrollo la mayoria de las personas
son infectadas en la infancia o pubertad y permanecen infectados el resto de sus vidas,
mientras que en los paises desarrollados la infeccion es adquirida gradualmente con la edad

[31]. Bajo nivel socioecondomico, bajo nivel de educacion, higiene deficiente, hacinamiento y
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edad, son los factores de riesgo que han sido asociados a la infeccion por H. pylori [29, 32-

36].

Vias de transmision

Las rutas primarias de transmision de H. pylori quedan atin como un area de investigacion
no resuelta [3, 37]. Se sugiere que la transmision es de persona a persona puesto que no se
conoce reservorio no humano alguno. Tres vias de transmision se han propuesto, la oral-
oral, la gastro-oral y la fecal-oral. Los estudios realizados para apoyar la hipotesis de la via
oral-oral abarcan deteccion de DNA mediante PCR vy el aislamiento del microorganismo a
partir de placa dental y saliva en pacientes infectados [38-40]; las razones que le dan
soporte a esta via son las siguientes: 1) Hay un recambio constante de la mucosa gastrica;
2) H. pylori puede encontrarse en el jugo gastrico, 3) el reflujo de jugo gastrico puede
alcanzar la cavidad oral y H. pylori colonizarla, en particular la placa dental y 4) la saliva
puede ser el vehiculo de transmision [41]. La via gastro-oral se sustenta en los argumentos
de la via oral-oral, ademas del hecho de que el reflujo y el vomito podrian ser los
mecanismos por los cuales H. pylori sale del estomago, de estos fluidos corporales se aisld
al microorganismo, para aceptar la via gastro-oral como la via de transmision del

microorganismo [42].

El aislamiento de H. pylori se ha reportado a partir de heces en el Reino Unido y en
Gambia [43-45], ademas de la deteccion del microorganismo en heces por PCR [46, 47];
los argumentos que apoyan esta via de transmision son los siguientes: 1) H. pylori se

encuentra ocasionalmente en jugo gastrico; 2) el jugo gastrico es eliminado constantemente
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en el intestino, y por consiguiente, H. pylori; 3) H. pylori puede sobrevivir en heces y ser
eliminado al ambiente; y 4) Heces o agua y alimentos contaminados con estas podrian ser

el vehiculo de transmision, siguiendo el modelo de Shigella o Salmonella typhi [41].

El agua como posible vehiculo de transmision de Helicobacter pylori. Presencia en

sistemas de agua en distintas partes del mundo

Los microorganismos causantes de enfermedades gastrointestinales transmitidos por agua
son predominantemente de origen fecal. Desde que en 1850 el médico inglés John Snow
establecid que el colera era transmitido por agua, patron que se observa para otros
patégenos que causan diarrea y otras enfermedades, tales como hepatitis, tifoidea,
disenteria, leptospirosis, giardiasis y gatroenteritis. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en un reporte emitido en el 2004, estima que cerca de 1.1 billon de personas beben
agua contaminada con Salmonella typhi, Shigella spp. y virus de hepatitis A o E, por

ejemplo [48].

En diferente paises se han llevado a cabo algunos estudios en rios, pozos, sistemas de
distribucién de agua, agua de riego y agua de deshecho, enfocdndose a posibles vias de
transmision hidrica de H. pylori. La correlacion entre fuentes de agua y la prevalencia de H.
pylori que se describio en Pert, sefialan a las fuentes de abastecimiento municipales como
fuentes importantes en la transmision de este microorganismo asociado con familias de bajo
nivel socioecondmico [49, 50]. El consumo de agua sin filtrar o sin hervir ha sido asociado a
la infeccion por H. pylori en poblacion del Sur de la India [51]. En Colombia se ha

mencionado ademas de agua, verdura y hortalizas crudas, especialmente lechuga regada
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con agua residual y se postuldé como ruta de transmision potencial [52]. H. pylori también
ha sido detectado en agua de pozo, agua municipal y agua residual tratada en Suecia,
resultados no esperados dados los modernos sistemas de tratamiento de ese pais [53].
También fue encontrada en agua superficial y agua subterranea de muestras tomadas de
Pensilvania y Ohio en Estados Unidos, en sitios relativamente contaminados y al ser
comparada con bacterias indicadoras de contaminacion fecal, no se encontrd relacion
alguna [37]. En Japon se hizo un estudio en cuatro rios ubicados en la region de Tohoku y
se examino la prevalencia de la bacteria en nifios que asistian a jardin de nifios y guarderias
ubicados en las cercanias de los rios estudiados, encontrando que la presencia de H. pylori
en estos rios estuvo estrechamente relacionada a los asentamientos humanos, sin embargo,
no se encontré una relacion entre la prevalencia en los niflos y la presencia del
microorganismo en los rios, tal vez debido a la falta de sensibilidad en las técnicas
empleadas en el estudio, concluyendo que el agua de rio puede ser un factor de riesgo para

la transmision de la bacteria [54].

Otro factor importante que pudiera participar en la transmisioén del microorganismo a través
del agua, es que es capaz de formar biopeliculas, de hecho, se ha sugerido que H. pylori
podria existir en el ambiente en forma de biopelicula y que al ser ingerido y al encontrarse
en la mucosa gastrica, este prolifera como bacteria libre en el estdmago [55], en estudios in
vitro se ha demostrado que H. pylori puede formar biopeliculas en el ambiente, en la
interfase aire-liquido adhiriéndose a vidrio y acero inoxidable [55]; se ha detectado DNA
de H. pylori en biopeliculas formadas por distintas bacterias, cabe aclarar que encontrar
DNA de la bacteria no implica que esta se encontrara viable [56-60]. Degnan y cols.,

disefiaron un medio de cultivo selectivo (medio HP) para el aislamiento de la bacteria de
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muestras de agua, esto surge como una respuesta al problema que representa el aislamiento

del microorganismo a partir de muestras de agua [61].

La inmunoseparacion magnética (ISM) es una técnica que ha demostrado ser eficiente en el
aislamiento de células eucariotas a partir de fluidos tales como la sangre, por lo cual se han

encontrado varias aplicaciones, por ejemplo: la deteccion de bacterias y virus [62].

El aislamiento de bacterias unidas a particulas magnéticas mediante la reaccion antigeno-
anticuerpo se ha logrado inoculando las particulas magnéticas a medios de cultivos liquidos
o sobre el agar de medios selectivos y posteriormente, la identificacion se realiza por
métodos convencionales o rutinarios. La técnica estd sustentada en el hecho de que las
bacterias unidas inmunologicamente a las particulas magnéticas permanecen viables y
continian multiplicdndose si se les provee con los nutrimentos necesarios. La fraccion
aislada por ISM puede ser lavada para eliminar organismos unidos inespecificamente. Se
han utilizado anticuerpos monoclonales y policlonales en la ISM. Estos anticuerpos pueden
estar unidos a las particulas directa o indirectamente, utilizando particulas precubiertas con
anticuerpos anti-ratobn o anti-conejo (Figura 4). Las ventajas que ISM presenta, son:
recuperacion y concentracion del microorganismo, remocion de agentes inhibidores de la
muestra; la desventaja de la técnica radica en la disponibilidad limitada de anticuerpos

especificos contra el microorganismo de interés [62].

Con respecto a H. pylori, esta técnica se ha utilizado como tratamiento previo a la deteccion
del microorganismo por microscopia, cultivo bacteriolégico y enriquecimiento,

inmunoensayos, hibridacion y amplificacion por PCR [62]; Enroth y cols., utilizaron la
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ISM como una herramienta para descontaminar la muestra con la que se hizo una
amplificacion por PCR para la identificacion de H. pylori [63]. Lu y cols., también
emplearon esta técnica, como un proceso previo al cultivo microbioloégico de muestras de
agua [64]; en otros estudios solo se ha detectado la presencia de H. pylori en agua
utilizando la PCR [65, 66], es preciso recordar que la correlacion de la viabilidad celular
con la deteccion de DNA es pobre; ademés el DNA persiste en una forma detectable por
PCR en cultivos negativos de muestras clinicas y ambientales; asi que detectar la presencia
de un organismo mediante PCR no necesariamente garantiza que dicho organismo este

viable, solo indica que esta presente el DNA de la especie en cuestion [67].

Particula
magnética

Ymnicuerpo
rimario
Anticuerpo secundario

Figura 4. Inmunoseparacion Magnética de microorganismos. El anticuerpo especifico puede ser
adherido directamente a la particula magnética (A) o a través de un anticuerpo secundario (B). El
anticuerpo especifico puede ser puesto en contacto con el microorganismo y después ser unido a la

particula magnética (C).
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Helicobacter pylori en sistemas de agua en México

En la Republica Mexicana se ha realizado la deteccion del microorganismo, asi como de la
presencia del gen asociado a la citotoxina (cagA) de H. pylori en muestras de agua, con una
frecuencia de positividad del 42% la cual es similar a la observada en humanos, con lo cual
se refuerza la hipotesis de que la via de transmision del microorganismo puede ser de
origen hidrico [68, 69], sin embargo, atin no es del todo aceptada. Ya que se requiere que
cumpla los siguientes requisitos 1) su aislamiento en cultivo microbioldgico o determinar
que son formas viables e infectivas, 2) que se encuentre en una dosis potencialmente

infectiva (aproximadamente 10* bacterias) [30].

Por otro lado, es importante entender la relacion entre las cepas ambientales y las clinicas
de H. pylori, para conocer si las cepas clinicas estan circulando en el ambiente y si el agua
actua como el vehiculo de transmision, que permita su permanencia. También se observo
una asociacion de H. pylori con los géneros Streptococcus, Enterococcus, Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Vibrio (no cholerae) y Aeromonas [69]. En un estudio
representativo de los pozos de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) se
encontrd, en al menos el 20% de las muestras de agua subterranea estudiadas, la presencia
de H. pylori. En dicho estudio se observaron deficiencias importantes en los sistemas de

desinfeccion del agua, lo que implica un serio riesgo a la salud de la poblacion [70, 71].
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JUSTIFICACION

La presencia de H. pylori en distintas fuentes de agua (para uso y consumo humano, de
riego, superficiales) se ha determinado por métodos moleculares y el agua se ha sugerido
como posible vehiculo de transmision del microorganismo; por lo cual resulta de interés
recuperar en cultivo microbiologico a H. pylori a partir de muestras de agua para uso y

consumo humano.
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HIPOTESIS

Si se detecta la presencia de H. pylori por métodos moleculares en agua, entonces se puede
recuperar en cultivo microbioldgico al microorganismo usando la Inmunoseparacion

Magnética.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Helicobacter pylori en muestras de agua para uso y consumo

humano.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la presencia de H. pylori en agua mediante PCR-Hibridacion.

2. Determinar la morfologia de H. pylori presente en agua mediante

inmunofluorescencia indirecta.

3. Aislar en cultivo microbiologico a H. pylori de muestras de agua utilizando

inmunoseparacion magnética.
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DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO
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METODOLOGIA

Cultivo de Helicobacter pylori ATCC 700392, ATCC 700824 y 7C (aislamiento clinico).
Una alicuota de 40 uL de una suspension bacteriana de las cepas de H. pylori conservada
en Caldo Brucella suplementado con 10% Suero Fetal Bovino, fue utilizada para inocular
una placa de agar Haemophilus Test Medium (HTM) suplementado con 7% de suero de
caballo, se incub6 72 h a 37° C en condiciones de microacrofilia (10% de CO»);
transcurrido este tiempo se tomo6 una asada y se realiz la resiembra de dos cajas de agar
HTM que fueron incubadas bajo las condiciones antes descritas durante 48 h. Estos cultivos
se mantuvieron a lo largo de la estandarizacion de los ensayos y de estos cultivos se tomod
paquete bacteriano para los mismos. La identificaciéon de los microorganismos se realizo
mediante tincion de Gram, catalasa, oxidasa, ureasa y por métodos moleculares, mediante

la amplificacion por PCR de un fragmento de 109 pb del gen 16S RNAr [2, 6].

Extraccion de Acidos Nucleicos. Para la extraccion del DNA de las cepas tipo de H. pylori
y de las muestras de agua (antes y después de la inmunoseparacion magnética), se empleo
el método Tiocianato de Guanidina-EDTA-Sarcocinato (GES) [72]. Brevemente; 500 uL
de la suspension bacteriana o 1 mL del concentrado de las muestras de agua, se centrifugan
a 14,000 rpm durante 10 min., se decanto el sobrenadante y el botdn celular se resuspendio
en 100 pL de una solucion de Tris-HCl 10 mM pH 8.0 — EDTA 1 mM (TE), luego se le
agregaron 500 pL de la solucion de GES, se agitaron suavemente por inversion 10 veces, se
incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, se adicionaron 250 pL

de acetato de amonio 7.5 M, se mezcld por inversion, se incubd a temperatura ambiente,
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durante 10 min. Se adicionaron 550 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se mezcld
por inversion durante 5 min y se centrifugé a 14,000 rpm, durante 10 min. La fase acuosa
fue recuperada en un tubo nuevo y se adicion6 un volumen de isopropanol fridé y se
incubaron a - 20° C, durante toda la noche, posteriormente, se centrifugaron a 14,000 rpm,
durante 5 min, se lavo el paquete de DNA con 500 pL de etanol al 70%, se centrifugd a
14,000 rpm, durante 2 min, se dejo secar el paquete de DNA, se resuspendi6 en agua grado

biologia molecular y se almacenaron a - 70° C, hasta su uso.

Deteccion de H. pylori mediante la amplificacion por PCR. Esta se hizo empleando un
PCR-semianidado del gen 16S RNA ribosomal [73]. La primera amplificacion se realizo de
la siguiente manera: 5 pL del templado de DNA se adicionaron a 20 pL de una mezcla de
reaccion para PCR que contenia: Tris-HCl 10 mM (pH 8.3), KCI 50 mM, MgCl, 1.0 mM,
200 uM de cada uno de los deoxinucleotidos (Roche, Manheinm, Alemania), 10 pmol de
cada uno de los iniciadores Hpl y Hp3 (Tabla 3) y 1 U de Taqg DNA polimerasa
(Invitrogene). La segunda amplificacion se realizd de manera similar a la primera
amplificacion, sélo que para la segunda amplificacion se utilizaron 24 pL de la mezcla de
reaccion para PCR, anteriormente descrita; y en este ensayo se emplearon los iniciadores
Hpl y Hp2 (Tabla 3), y 1 uL del producto de PCR (pPCR) obtenido en la primera
amplificacion. Para cada ensayo de amplificacion por PCR, se incluyé DNA de H. pylori
ATCC 700392 como control positivo de amplificacion, DNA de linfocitos humanos y DNA
de Escherichia coli ATCC 25922, como controles negativos de amplificacion y agua como
control negativo de contaminacion de reactivos. La amplificacion por PCR se realiz6 en un
Termociclador GeneAmp 9700 (PE, Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones:

94° C/45s, 60° C/45s y 72° C/45s; 30 ciclos en la primera amplificacion y 25 ciclos en la
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segunda. Los productos amplificados fueron visualizados por electroforesis en geles de
agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio a través de un transiluminador con luz

ultravioleta.

Tabla 3. Secuencias de los oligonucleotidos utilizados para la amplificacion del gen 16S

RNAr por PCR.
Tamafio Temperatura
Secuencia del de Posicion
Iniciador e, .
553 producto  amplificacion 553 Referencias
(pb) (°C) (pb)
Hpl CTGGAGAGACTAAGCCCTCC 834-853
Hp2 ATTACTGACGCTGATTGTGC 109 60 744-763 Ho SA,y
Hp3 AGGATGAAGGTTTAAGGATT 407-426 cols. [73]
pHp CATCCATCGTTTAGGGCGTG - 42 806-825

Confirmacion de la presencia de H. pylori mediante hibridacion. Para la confirmacion de
los ppPCR, estos fueron hibridados con la sonda pHp marcada con digoxigenina en su
extremo terminal 3" de acuerdo a las instrucciones del fabricante (DIG Oligonucleotide 3°-
End Labelling kit, Boehringer Mannheim Biochemical). Los ppPCR fueron
electrotransferidos a 50 volts durante una hora a membranas de nitrocelulosa (Hybond N+,
Amersham), a partir de un gel de poliacrilamida al 12%, en TBE 0.5X (Tris base 44 mM -
Acido bérico 44 mM - EDTA 1mM, pH 8.0) [74], posteriormente, el DNA se fijo a la
membrana usando un Crosslinker (UVP) a 12,000 uJ/cm®. La membrana se incubé 1 hora
con solucion de prehibridacion [Solucion amortiguadora de citrato salino 5X (SSC, 750

mM NaCl, 75 mM de citrato de sodio, pH 7.0), Reactivo de bloqueo 2% (Boehringer
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Mannhein), N-laurilsarcosina 0.1%, Dodecil sulfato de sodio (SDS) 0.02% y reactivo de
Denhart (Albumina sérica bovina, fraccion V 0.5 g; Ficol (tipo 400) 0.5 g y
Polivinilpirrolidona 0.5 g)], luego de este tiempo, se agreg6d la sonda pHp marcada (3.3
pmol/mL) (se calienta previamente a ebulliciéon 5 minutos y se enfria en hielo 2 minutos) en
15 mL de solucion fresca de prehibridacion y se dejé incubando toda la noche a 42° C.
Posteriormente, se realizd6 un lavado con SSC 2X-SDS 0.1%, a temperatura ambiente,
durante 15 min, se realizé un segundo lavado con SSC 0.5X-SDS 0.1%. Posteriormente, la
membrana se lavé por 5 min en una soluciéon de malatos (Acido maléico 100 mM pH 7.5,
NaCl 150 mM), luego se adiciond una solucién de bloqueo al 2%, durante 30 min a
temperatura ambiente, se desecho la solucion de bloqueo y se adicion6 solucion de bloqueo
fresca con anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (dilucion 1:5,000)
(Boehringer Mannheim), Luego, se realizaron dos lavados de 15 min con la solucion de
malatos, posteriormente, se realizd un lavado de 5 min con una solucion de revelado (Tris-
HCI 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM, pH 9.5). El revelado de la membrana se
realizd empleando 10 mL de la solucion de revelado y 70 puL. de una soluciéon de NBT-X
fosfato (nitroazul de tetrazolio y S5-bromo, 4-cloro, 3-indoil-fosfato) (Boehringer
Mannheim), se guardé en obscuridad durante 2 horas, la membrana se lava con agua

corriente.

Concentracion de las muestras de agua. Esta se realizo por centrifugacion de la muestras

de agua a 10,000 x g, durante 20 minutos, a 4° C, reduciendo el volumen inicial de 1L a un

volumen de aproximadamente 15 mL.
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Purificacion de los anticuerpos anti-H. pylori para la Inmunoseparacion Magnética (ISM)
e Inmunofluorescencia Indirecta (IF1). Se purificaron los anticuerpos anti-H. pylori a partir
de 9 sueros hiperinmunes de conejo (Tabla 4) contra células completas de H. pylori
(Programa de Inmunologia Molecular Microbiana, Facultad de Medicina), de acuerdo al
protocolo descrito en Current protocols in immunology [75]. Brevemente, Los anticuerpos
de los sueros hiperinmunes se precipitaron con sulfato de amonio a una saturacion del 45%,
en agitacion suave, a temperatura ambiente, durante 2 horas; posteriormente, se
centrifugaron una hora a 20,000 x g, a 4° C. El precipitado fue resuspendido en 3 mL de
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS; Cloruro de sodio 140 mM, Fosfato acido de
sodio 20 mM, Fosfato didcido de potasio 1.4 mM, Cloruro de potasio 2.6 mM), pH 8.0,
estéril, y se purificaron en una columna de Affi-Gel Proteina A (BioRad), se lavo la
columna con 2.5 volumenes de PBS, la columna fue eluida con 10 mL de una solucion de
acido citrico 0.1 M, pH 3.0; se colectaron fracciones del eluido y se leyd la absorbancia de
cada fraccion a 280 nm; las fracciones del pico de proteina fueron dializadas en PBS con
azida de sodio (SIGMA) al 0.01% [75], posteriormente, los anticuerpos fueron
concentrados utilizando el sistema Centriprep-30 (Amicon). De este concentrado se

hicieron alicuotas, las cuales se almacenaron a -20° C.

El seguimiento de la purificacion de anticuerpos anti-H. pylori, la determinacion del titulo y
la especificidad se realizé por ELISA, para lo cual, se emplearon células completas de H.
pylori 26695 (ATCC 700392), Aeromonas Sp, Enteroccocus sp, Enteroccocus cloacae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis

formalinizadas (aisladas de agua) [76].
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Tabla 4. Cepas de H. pylori empleadas para la inmunizacién de conejos.

Suero Cepa de H. pylori Procedencia
I 52A3N Ulcera péptica
11 ATCC 49503 Ulcera péptica
I 64C10 Ulcera péptica hemorragica
v ATCC 51932 Gastritis
\Y 60A6 Ulcera péptica hemorragica
VI ATCC 53726 Ulcera péptica
VII 1C3 Ulcera péptica hemorragica
VIII 62A9 Ulcera péptica hemorragica
IX 46A5 Ulcera péptica

Recuperacion de H. pylori por Inmunoseparacion magnética. Para este procedimiento se
empled una mezcla de los anticuerpos purificados I y V, con una concentracion total de
42.39 pg de proteina total en 100 pL; de esta mezcla se tomaron 8 uL, se mezclaron con
100 uL de anticuerpos anti-conejo obtenidos en cabra adheridos a microesferas magnéticas
(Miltenyi Biotec), acorde al protocolo descrito por Enroth y cols [63], esta mezcla de
anticuerpos se incub6 24 h a 4° C con agitacion suave. El tubo conteniendo la mezcla de
anticuerpos se colocd en un campo magnético (separador MACS; Miltenyi Biotec), y se
decantd el sobrenadante; se lavaron en 1 mL de PBS estéril desgasificado (PBS-ED;
Cloruro de sodio 140 mM, Fosfato 4cido de sodio 20 mM, Fosfato diacido de potasio 1.4
mM, Cloruro de potasio 2.6 mM) y se resuspendieron en 1mL de PBS-ED. A 1 mL de la
muestra de agua concentrada se le adicionaron 20 pL de la solucion que contiene el
anticuerpo acoplado a la esfera magnética y el anticuerpo anti-H.pylori, se incub6 durante 1
hora a 37 °C. Se coloco la columna de seleccion positiva (LS; Miltenyi Biotec) en el
separador MACS se lavo la columna con 3 mL de PBS-ED, posteriormente se pasé la

muestra previamente incubada con los anticuerpos por la columna y se lavo tres veces con
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3 mL de PBS-ED cada una. Se removid la columna del campo magnético y se eluyd con
S5mL de PBS-ED y se colect6 el eluido en un tubo nuevo y estéril; la muestra fue alicuotada
en cinco fracciones de 1 mL cada una, las cuales fueron utilizadas para la deteccion de H.
pylori, por técnicas moleculares, por inmunofluorescencia indirecta y cultivo

microbiolédgico.

Inmunofluorescencia Indirecta. Se realizaron frotes de las muestras de agua concentrada
pre y post ISM, se fijaron durante 5 minutos en acetona en una Jarra de Coplin; las
laminillas fueron bloqueadas con una solucion de PBS (Cloruro de sodio 140 mM, Fosfato
acido de sodio 20 mM, Fosfato diacido de potasio 1.4 mM, Cloruro de potasio 2.6 mM)-
albumina al 1% y se incubaron lh a 37° C, en camara humeda; posteriormente, se elimino
la solucion de PBS-albumina y se adicion6 una solucion de PBS y la mezcla de anticuerpos
anti-H. pylori IT'y V (1:500 y 1:1000, respectivamente); se incubaron una hora a 37° C, en
camara humeda. Se lavaron y se adiciond el anticuerpo anti-conejo conjugado con
fluoresceina (Invitrogen) a una dilucion 1:1000, se incubaron una hora a 37° C, en
oscuridad. Posteriormente, las laminillas se lavaron con PBS y se colocd una gota de

colorante de contraste (Azul de Evans), y se observaron en el microscopio de fluorescencia.

Cultivo en el medio HP para la recuperacién de H. pylori. Para la recuperacion del
microorganismo a partir de las muestras de agua se empleo el medio disefiado para tal fin
por Degnan y cols; el cual estd compuesto por bacto peptona (15g/L), extracto de carne (5g/L),

extracto de levadura (5g/L), NaCl (5g/L), agar bacteriologico (15g/L), rojo de fenol (100mg/L),
suero fetal bovino, anfotericina B (7.5mg/L), vancomicina (10mg/L), trimetoprim (5mg/L),

polimixina B (3500UI/L), urea (600mg/L), HCI IN (0.08%) [61]. Las muestras de agua

30



provenientes de la planta de tratamiento de cerro de la Estrella fueron concentradas por
centrifugacion, se realizé una dilucion 1:10 y se sembro6 el medio por estria cruzada. Por
otro lado, se colocaron membranas de 0.65 um en las cuales se colocaron 100 pL de
muestra antes de concentrarla, se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos, se
retird la membrana y las placas fueron incubadas en un incubador con CO; a 37° C durante

48 h.

Cultivo en medio bifasico y liquido para la recuperacion de H. pylori a partir de muestras
de agua. La fase solida del medio bifasico esta constituida de agar Infusion-Cerebro-
Corazon (BHI), suplementado con 0.1% de Suero Fetal Bovino (SFB), 1% de Isovitalex
(BD, BIOXON) y una mezcla de antibioticos (Anfotericina B 2 mg/mL, Vancomicina 10
mg/mL, Trimetoprim 5 mg/mL y Polimixina B 250 UI/mL); la fase liquida esta constituida
por los mismos componentes que la fase solida, solo que el agar BHI es sustituido por caldo
BHI. El medio liquido consiste de una solucion de extracto de levadura al 1%,
suplementado con 1% de Isovitalex (BD, BIOXON) y adicionado con la mezcla de
antibidticos previamente mencionada. Estos medios fueron inoculados con 1 mL de las
muestras de agua después de la ISM e incubados durante 48 h a 37° C en condiciones de
microaerofilia. Posteriormente, se tomd una asada del medio bifasico y se sembrd por
agotamiento en una placa de agar HTM suplementado con 7% de suero de caballo, se
incubd durante 48h a 37° C en condiciones de microaerofilia, transcurrido este tiempo si se
observaban colonias con morfologia tipica de H. pylori, se tomaba una colonia sospechosa
y se sembraba en agar HTM suplementado con 7% de suero de caballo y se realizaron

Gram, catalasa, oxidasa y prueba de urea.
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Seguimiento de formas cocoides de H. pylori. Un cultivo de 48 horas de H. pylori 26695
(ATCC 700392) fue cosechado y suspendido en 5 mL de Solucién Salina Isotonica (SSI)
estéril, se almacend a temperatura ambiente, se tomaron alicuotas de 400 pL en distintos
tiempos (0, 1, 2, 3,4, 5, 8, 11, 15, 16, 17, 21 dias). Las alicuotas se emplearon para hacer

dos frotes, uno para tincion de Gram y el segundo para Inmunofluorescencia indirecta.

Secuenciacion del gen 16S RNAr para la identificacion de la cepa ambiental. Esta se hizo
por la amplificacion de un fragmento de 880 pb del gen 16S RNAr por PCR. Brevemente;
cinco pL del templado de DNA (extraccion con GES) se adicionaron a una mezcla de
reaccion para PCR que contenia: MgCl, 1.5 mM, 300 pM de cada uno de los
deoxinucleotidos (Roche, Manheinm, Alemania), 20 pmol de cada uno de los iniciadores
16S-27F [AGAGTTTGATCMTGGCTCGAG (M = A + C)] y 16S-907R [CCGTCAATT
CMTTTRAGTTIT M =A + C; R=A + G)] y 1.5 Ul de Tag DNA polimerasa (Roche,
Manheinm, Alemania). La amplificacion por PCR se realiz6 en un Termociclador
GeneAmp 9700 (PE, Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 94° C/5min, 94°
C/1min, 48° C/1min, 72° C/1.5min y 72° C/7min; 35 ciclos. El producto amplificado fue
visualizado por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio a
través de un transiluminador con luz ultravioleta. El producto fue purificado utilizando
illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) y enviado para su

secuenciacion.
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RESULTADOS
Fase de estandarizacion. La estandarizacion de la amplificacion por PCR-hibridacion para
la deteccion de H. pylori a partir de muestras de agua, se realizé mediante el uso las cepas
tipo (ATCC 53726, ATCC 43504); una vez comprobado que el DNA de las cepas tipo
amplificaba, se emplearon 10 muestras de agua, las cuales provenian de la Planta de
Tratamiento de agua del Cerro de la Estrella (Tabla 5). Al realizar la amplificacion del gen
16S RNAr tres de las diez muestras de agua fueron positivas a la presencia de DNA de H.
pylori (Figura 8A), las muestras positivas provenian de un canal de riego, agua después de
la cloracion y agua después del tratamiento biologico (lodos activados); al hibridar estos
productos de amplificacion con la sonda pHp, se encontrdé que s6lo dos de ellas fueron
positivas a la hibridacion, estas fueron las muestras de agua después de la cloracion y agua

después del tratamiento bioldgico (Figura 8B).

109pb———p

<4——Sonda pHp

Figura 8. Deteccion de H. pylori por PCR-Hibridacion. A) gel de poliacrilamida al 12 %, tefiido con plata. B) hibridacion
de los productos de amplificacion con la sonda pHp. En el carril 1. Blanco de reactivos, 2. Control negativo, 3 y 4
Controles positivos (ATCC 53726, ATCC 43504), 5. Canal de riego, 6. Influente de Xochimilco, 7. Agua después del
tratamiento quimico, 8. Agua después del tratamiento bioldgico, 9. Influente de la planta de tratamiento “Cerro de la

Estrella”, MPM Marcador de Peso Molecular.
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Un medio disefiado por Degnan y cols. se probd para el aislamiento de H. pylori. En
ninguno de los medios empleados (estria cruzada y membrana) se recuperd H. pylori; la

cepa tipo ATCC 700392 creci6 adecuadamente en este medio.

Tabla 5. Sitios de los cuales se tom6 una muestra en la planta de tratamiento del cerro de la

Estrella.

ID Sitio

1 Influente a la planta de tratamiento Cerro de la Estrella
2 Después del tratamiento bioldgico (lodos activados)
3 Después del tratamiento quimico (cloracion)

4 Influente a los canales de Xochimilco

5 Canal de Riego

6 Toma domiciliaria (Tepepan)

7 Efluente del Sistema

8 Pozo Tepepan

9 Pozo San Luis

10 Toma domiciliaria (Cutzamala)

Para realizar la estandarizacion de la inmunofluorescencia indirecta y la inmunoseparacion
magnética fue necesaria la purificacion de anticuerpos anti-H. pylori; en el laboratorio del
PIMM se contaba con una coleccion de nueve sueros hiperinmunes de conejo, los cuales se
purificaron mediante columna de Afigel-proteina A, el titulo de los anticuerpos se

determind mediante ELISA, obteniendo titulos de 1:125 hasta 1:10,000.
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La especificidad de estos anticuerpos contra bacterias encontradas frecuentemente en
muestras de agua (aislamientos ambientales), se probd, ver Gréficas 1 y 2; por lo cual se

seleccionaron los anticuerpos Il y V para ser utilizados en las técnicas de IFI e IMS.
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Gréficas 1 y 2. Curvas de titulacion de los sueros IT y V contra H. pylori y bacterias aisladas
frecuentemente de muestras de agua.
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Los anticuerpos Il y V fueron probados contra proteinas totales de tres cepas distintas de H.
pylori (ATCC 700392, ATCC 700824 y 7C), las proteinas fueron separadas en geles de
poliacrilamida al 12%, uno de los geles, fue tefiido por tincion de Azul de Coomassie y
posteriormente con nitrato de plata (Figura 10), el segundo gel fue transferido a una
membrana de nitrocelulosa para realizar un inmunoblot con los anticuerpos Il y V. Ambos
anticuerpos reconocieron una considerablemente de proteinas, abarcando un amplio
intervalo de masa molecular, desde 10 hasta 250 kDa (figura 11). En la figura 11 se observa
que las proteinas que reconocen estos anticuerpos son en su mayoria de alto peso molecular
y que el perfil de reconocimiento no es el mismo, si bien hay proteinas que ambos
anticuerpos policlonales reconocen, también hay proteinas que son reconocidas por solo
uno de ellos, en la figura 11, panel A, se observa que el anticuerpo II reconoce una banda
que se encuentra aproximadamente en 50 kDa, mejor que el anticuerpo V; en cambio, el
anticuerpo V reconoce mejor proteinas de bajo peso molecular en el area de 15 a 25 kDa.
Las proteinas que se esperaban fueran reconocidas por los anticuerpos eran VacA, CagA,
BabA, las subunidades A y B de la ureasa, debido a que estas proteinas son las reportadas

como altamente inmunogénicas [77].

Los anticuerpos purificados Il y V se utilizaron en combinacion para la estandarizacion de
la IFT de acuerdo al protocolo descrito en Current Protocols in Immunology [78], con los
titulos obtenidos experimentalmente para los anticuerpos primarios contra H. pylori ATCC
700392 (1:5000 y 1:10,000) y el titulo de 1:5000 para el anticuerpo secundario

fluoresceinado (Figura 12).
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Figura 10. Perfiles electroforéticos e inmublot de las proteinas totales de H. pylori [1) Hp 7C, 2) Hp ATCC
700824, 3) Hp ATCC 700392, M) Marcador de masa molecular] en gel de poliacrilamida al 12%. A) gel

teflido con nitrato de plata, B) gel tefiido con azul de Coomassie.

Figura 11. Perfil de las proteinas totales extraidas de las cepas de H. pylori [1) Hp 7C, 2) Hp ATCC 700824,

3) Hp ATCC 700392]. Inmunoblot A anticuerpo II; B Anticuerpo V.
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Figura 12. Inmunofluorescencia indirecta de Helicobacter pylori ATCC 700392. A) Formas bacilares y B)

Formas cocoides.

La recuperacion de H. pylori por inmunoseparacion magnética (ISM) se realiz6 de acuerdo
a las indicaciones del proveedor, para la cepa tipo de H. pylori 26695 (ATCC 700392); sin
embargo, no se recuperaron microorganismos; por lo cual, se probaron diferentes
condiciones de temperatura, velocidad de centrifugacion, tiempos de incubacioén con los
anticuerpos, solucion amortiguadora con y sin surfactante (Tween-20). Las condiciones a
las cuales se recupero la cepa tipo de H. pylori, fueron las siguientes: incubacion con la
mezcla de anticuerpos primario y secundario a 37° C, sin centrifugacion y con una solucion

salina amortiguadora de fosfatos (PBS) sin Tween-20.

Por otro lado, se realizd6 un seguimiento de la conversion de formas bacilares a formas
cocoides, a las cuales se les realizo tincion de Gram (Figura 13), amplificacion del gen 16S
RNAr por PCR y la Hibridacion del fragmento amplificado, Inmunofluorescencia Indirecta
(IFT) (Figura 14). Los anticuerpos probados con formas bacilares son capaces de reconocer
formas cocoides hasta por 21 dias, no se hizo un seguimiento de formas cocoides mas alla

de este tiempo; por lo tanto, la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta en las condiciones
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empleadas es capaz de detectar formas cocoides de H. pylori envejecidas durante 21 dias.
En el caso de la amplificacion del gen 16S RNAr PCR-Hibridacion también hubo deteccion

hasta por 21 dias (Figura 15.).

Fase experimental. Una vez que las metodologias habian sido probadas con la cepa tipo
ATCC 700392, estas se probaron con once muestras de agua, ocho de ellas provenientes de

canales de riego de Xochimilco y tres de Valle de Bravo.

Tabla 6. Sitio de procedencia de las muestras de agua probadas para la deteccion y

aislamiento de H. pylori.

Muestra Sitio de procedencia
A Canal de Xochimilco (Japon)
B Canal de Xochimilco (Draga)
C Canal de Xochimilco (Japon)
D Canal de Xochimilco (Draga)
E Canal de Xochimilco (Riego)
F Canal de Xochimilco (Jap6n)
G Canal de Xochimilco (Draga)
H Canal de Xochimilco (Apatlaco)
I Valle de Bravo (Costa)
J Valle de Bravo (Centro)
K Valle de Bravo (Cortina)
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En los frotes hechos antes de la ISM se observo una amplia variedad de microorganismos,
cocos, bacilos, algas; y después de la ISM se observaron en la mayoria de las muestras
cocos y bacilos, disminuy6 considerablemente la cantidad de microorganismos presentes en

el agua después de la ISM (Figura 16).

12 13 14 15 16 M

1000pb
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Figura 15. Parte superior, electroforesis en gel de agarosa 2%; parte inferior, membrana de nitrocelulosa
después de la hibridacion con la sonda pHp. M: marcador de masa molecular; 1, formas cocoides (fc) 0 dias;
2, fc 1dia; 3, fc 2dias; 4, fc 3dias; 5, fc 4dias; 6, fc Sdias; 7, fc 8dias; 8, fc 11dias; 9, fc 15dias; 10, fc 16dias;

11, fc 21dias; 12 y 13, controles negativos; 14 y 15, controles positivos; 16, Blanco de reactivos.

Figura 16. Tincion de Gram de la muestra proveniente del canal de riego Draga. A. Antes de la IMS. B.

Después de la IMS.
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Al realizar la amplificacion del gen 16SRNAr ninguna de las muestras antes y después del
proceso ISM dio positivo para la presencia de H. pylori; también se realizé amplificacion a
alicuotas de los medios liquidos y bifasicos tomadas después de 48 horas y ninguna de estas

dio cultivo positivo para la bacteria.

Al realizar el cultivo en medio bifésico, liquido y en placa s6lo una de las ocho muestras de
agua presentd una colonia con morfologia macroscopica tipica de H. pylori, esta colonia
fue aislada y propagada, se hizo tinciéon de Gram y mostréo una morfologia microscopica
caracteristica de H. pylori (bacilos gramnegativos cortos); se hicieron las pruebas de
oxidasa, ureasa y catalasa, de las cuales solo dio positiva a la ultima. La amplificacion del
gen 16S RNAr a partir de DNA extraido de esta cepa y fue negativo para la presencia de H.
pylori, ni para la presencia de microorganismos del género Helicobacter. Por lo cual se
realizo la amplificacion de un fragmento de 880 pb del gen 16S RNAr usando iniciadores
universales (Figura 17), el fragmento se secuenciard para la identificacion del

microorganismo.

Figura 17. Amplificacion de un fragmento de 880 pb del gen 16S RNAr de la cepa recuperada en
agua del canal Japén. MPM = Marcador de peso molecular, 1 = cepa recuperada del canal Japon, 2

=H. pylori ATCC 700392, 3 = Control de reactivos.
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DISCUSION

Es importante destacar que aun no se ha encontrado un reservorio de H. pylori fuera del
cuerpo humano, por lo cual se ha planteado que la transmision pueda darse de persona a
persona; ain no se ha establecido una via de transmision para H. pylori, si bien hay
evidencia a favor de las vias fecal-oral, oral-oral y gastro-oral [28, 38, 41, 43, 47, 79-81],
también existe evidencia en contra [39, 42]. Se ha sugerido al agua como posible vehiculo
de transmision ya que se ha detectado la presencia de H. pylori por métodos moleculares en
distintas fuentes de agua, asi como en distintas regiones geograficas [9, 31, 37, 49, 50, 53,
57, 63-66, 68, 82, 83]. Ademas, Lu y cols., utilizando Inmunoseparacion magnética,
reportaron el aislamiento mediante cultivo microbioldgico de H. pylori a partir de agua de
desecho; sin embargo, no ha sido reproducible la recuperacion en cultivo microbiologico
del microorganismo [64]. Son muchos los factores por los cuales es probable que esta
bacteria no pueda ser recuperada de agua, ya que es un medio hostil para una bacteria
exigente nutricionalmente; por otro lado, se ha sugerido que la bacteria bajo estas
condiciones entre a un estado cocoide, como una forma de persistencia en el ambiente [84].
Diversos estudios han comparado la forma cocoide y la bacilar, en los cuales han
encontrado que existen diferencias tales como: la forma cocoide tiene un contenido de
DNA menor que la forma bacilar [11], en relacion a la actividad metabolica, se ha
encontrado que las formas cocoides presentan actividad metabdlica hasta 3 meses después
de su conversion, dicha actividad metabdlica se requiere para la preservacion de estructuras
celulares tales como, citoplasma, membrana celular, flagelos y DNA; ademas, el perfil de

proteinas antigénicas en formas bacilares y cocoides es casi idéntico, por ejemplo, ambos
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presentan la proteina asociada a la citotoxina (CagA) (120-128 kDa), ureasa (29-31 kDa),

una adhesina (30 kDa) y una porina (30 kDa) [10, 77].

La técnica de PCR utilizada fue reportada por primera vez por Ho y cols., la metodologia
fue empleada para la deteccion de H. pylori en muestras humanas y de animales; en la cual
se utiliza la amplificacion del gen 16S RNAr, la técnica mostrd ser sensible y especifica, y
para su confirmacioén se utiliza una sonda interna o la secuenciacion del producto de
amplificacion [73]. Esta metodologia ha sido empleada por distintos grupos de
investigacion [40, 47, 66]. En el desarrollo del presente proyecto, se utilizd esta
metodologia, en la cual se incluyeron controles positivos, negativos y de reactivos para la

validacion de los resultados de los diferentes ensayos.

En esta tesis se utilizo la ISM para la recuperacion de H. pylori a partir de las muestras de
agua, se decidio emplear esta técnica debido a que en reportes previos fue utilizada como
un método para descontaminar muestras para su posterior procesamiento por PCR [63] y
como un paso previo al aislamiento del microorganismo en cultivo microbioldgico [64]. En
el caso del presente trabajo experimental se emplearon anticuerpos obtenidos en el
Programa de Inmunologia Molecular Microbiana, estos fueron purificados en el laboratorio
debido a que para la obtencion de los mismos se emplearon células completas de H. pylori
de nueve cepas distintas, dichas cepas provenian tanto de aislamientos clinicos como de
colecciones (ATCC), de esta manera se esperaba cubrir un perfil amplio de reconocimiento
de antigenos; finalmente los anticuerpos utilizados para realizar la ISM fueron uno de
aislamiento clinico y otro de una coleccion; esta técnica ha sido empleada para otros

microorganismos (E. coli, Shigella spp, Chlamydia trachomatis, microorganismo de origen
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ambiental como Pseudomonas putida, Enterovirus, Cytomegalovirus, Plasmodium

falciparum) [62].

La mezcla de anticuerpos contra H. pylori II y V, seleccionados de los nueve obtenidos,
reconocen una cantidad considerable de proteinas del extracto de H. pylori abarcando un
amplio rango de masa molecular, desde 10 hasta 250 kDa; en las figuras 10 y 11 se puede
apreciar que hay diferencias en el perfil de reconocimiento de cada anticuerpo por lo cual
resultd conveniente utilizar la mezcla de estos anticuerpos; asi como diferencias de
reconocimiento entre las cepas utilizadas, una de ellas, la cepa 7C, la cual es un
aislamiento clinico y las otras dos son cepas provenientes de una coleccion de cultivos
tipos (ATCC). Por la masa molecular de las banda que fueron reconocidas en el western-
Blot podemos asumir que las proteinas que reconocen estos anticuerpos podrian ser la
subunidad alfa (26 kDa), la subunidad beta (61 kDa) y proteina C de la ureasa (49 kDa),
fliH (29 kDa) (Bumann); ademas del reconocimiento de proteinas tales como: VacA, CagA,
UreA, UreB, puesto que estas han sido reportadas como las proteinas altamente
inmunogénicas de H. pylori [10], asi que las regiones en las cuales se esperaba el mayor
reconocimiento eran el area de alto peso molecular (arriba de 50 kDa), el area de 25 a 37
kDa y el area de 20 a 25 kDa, el uso de los dos anticuerpos esté justificado porque, como
podemos ver en la Figura 11, hay proteinas que reconoce un anticuerpo pero el otro no, asi
que al utilizar ambos anticuerpos aumentaban las probabilidades de identificar al
microorganismo. De reportes previos se sabe que el perfil inmunogénico de la forma
cocoide y la bacilar no varia significativamente, asi que no esperabamos que hubiese

problemas de reconocimiento de H. pylori en alguna de sus formas por los anticuerpos [10].
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En el caso de la estandarizacion de la IMS, probamos con las condiciones indicadas por el
fabricante, pero no obtuvimos recuperacion de la bacteria; probamos incubando la
suspension bacteriana con los anticuerpos primarios, hacer lavados y después adherir el
anticuerpo secundario, pero no hubo recuperacion utilizando estas condiciones; en la
investigacion bibliografica Enroth y col., reportaron que incubar primero los anticuerpos
primario y secundario y una vez que estos habian reaccionado, incubar con la muestra de
agua les dio buenos resultados como método de descontaminacion [63], decidimos hacer
este cambio y con estas condiciones logramos recuperar la cepa de H. pylori ATCC
700392; no reportamos porcentaje de recuperacion debido a que al hacer las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) para este experimento se obtuvo un ntimero de colonias
incontables para las diluciones a las cuales se realizd; ajustamos al tubo de 3 de
MacFarland para posteriormente hacer diluciones, el problema con H. pylori es que
produce una gran cantidad de lipopolisacarido, por lo cual tiende a formar cimulos de
bacterias y la densidad optica no corresponde con la cantidad de bacterias reportadas para

otros microorganismos.

Otro aspecto importante a considerar en el presente proyecto, es que H. pylori
probablemente no se encuentra en forma bacilar y mas bien se en forma cocoide, puesto
que este es un ambiente adverso para dicho microorganismo por la baja cantidad de
nutrientes, el pH y la temperatura, por lo tanto era necesario determinar si nuestras técnicas
eran capaces de detectar estas formas cocoides, por esta razén es que se decidio hacer el
seguimiento de la transformacion de forma bacilar a forma cocoide por un periodo de 21
dias; se verifico que no hubiese contaminacion y el cambio de morfologia mediante al

tincion de Gram y al hacer la IFI, pudimos observar que las formas bacilares se distinguen
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perfectamente bien, pero al ir cambiando a forma cocoide se forman ciimulos de bacterias
complicando la distincion de la morfologia microscopica mediante esta técnica. Aunque la
técnica de PCR ya habia sido estandarizada para la bacteria, no se habia probado para la
deteccion de formas cocoides y ya que existen reportes en los que se cree que son formas
degenerativas (formas anucleadas), y que por lo tanto no fuese posible detectar DNA de
estas formas después de cierto tiempo, y puesto que de estar presente en las muestras de
agua se deberia a una contaminacion reciente, por lo que se decidi6 hacer este muestreo por
un tiempo corto, 21 dias; se encontrd que la amplificacion del gen 16S RNAr fue exitosa en
cada uno de los tiempos muestreados en el seguimiento de la conversion de forma bacilar a
cocoide, en la figura 15, se observa que hay un producto de aproximadamente 109 pb en
cada uno de los tiempos de muestreo, que en los carriles de los controles positivos se
observa también este producto, en el caso de los controles negativos se observa que hay un
producto en el correspondiente al DNA de E. coli, probablemente esto se debidé a una
amplificacion inespecifica, al realizar la hibridacién se observo que esta sefial se pierde,
mientras que para los controles positivos estad presente, aunque débil y que para las
muestras del seguimiento de la conversion de forma bacilar a cocoide la sefial se va
debilitando conforme aumenta el tiempo de la conversion, esto probablemente se deba a
que la cantidad de DNA y la calidad en las formas cocoides ya no es la misma que en las

bacilares, esto ha sido reportado por Narikawa y cols [11].

El grupo de la Dra. Mazari Hiriart del Instituto de Ecologia en colaboracién con el grupo de
la Dra. Lopez Vidal de la Facultad de Medicina de la UNAM han reportado la deteccion
mediante métodos moleculares de H. pylori en distintos tipos de agua del Valle de México

(superficial, tratada, de pozos), ya que se cuenta con estos antecedentes se esperaba aislar al
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microorganismo de agua. Las muestras provenian principalmente de dos lugares, canales de
Xochimilco (agua de riego) y de Valle de Bravo (agua de uso recreativo); la cantidad de
materia organica y microorganismos variaba radicalmente de las muestras de Xochimilco,
donde habia una mayor cantidad de ambas, a las muestras provenientes de Valle de Bravo.
Al hacer las tinciones de Gram, antes y después de la ISM, las muestras provenientes de los
canales de riego de Xochimilco presentaban una amplia gama de microorganismo, algas,
protozoarios y bacterias, en su mayoria gramnegativas; en cambio, las muestras
provenientes de Valle de Bravo mostraban pocos microorganismos. Al hacer la IFI, no se
distinguen microorganismos con una morfologia definida, a excepcion de algunos cocos, en
todas las muestras. Cabe mencionar que aun cuando los anticuerpos elegidos presentaban
titulos altos y baja reactividad cruzada con las cepas frecuentemente encontradas en
muestras de agua, como P. aeruginosa. Habia una mayor probabilidad de que en las
muestras donde habia una mayor cantidad de microorganismos estuviese presente H. pylori,
esto debido a que se ha reportado que puede encontrarse en biopeliculas con otras especies

de bacterias [55, 57-59].
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CONCLUSIONES

Se recuperd por inmunoseparacion magnética y cultivo microbioldgico un bacilo

gramnegativo, oxidasa positivo con morfologia macroscopica tipica de H. pylori.

No se detectd la presencia de H. pylori en las muestras de agua provenientes de canales

Xochimilco y Valle de Bravo por las técnicas moleculares ni por inmunofluorescencia

indirecta.
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PERSPECTIVA

Las ruta de transmision de H. pylori es un area de investigacion de gran interés, se propone
establecer un modelo murino para la recuperacion de formas bacilares de H. pylori a partir
de muestras de agua positivas a formas cocoides por técnicas moleculares e

inmunofluorescencia.

Por otro lado, se determinara la identidad del microorganismo aislado mediante la

secuenciacion de un fragmento de 880 pb del gen 16S RNAr.
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APENDICE

e Purificacion de anticuerpos

Solucién amortiguadora de union

Disuelva 31.4g de buffer de unidon en 100mL de agua destilada desionizada. Agite durante 10
minutos. Filtre a través de un filtro de nylon de 0.22um y mida el pH, este debe estar en 9.0+0.2. Si
el pH no esta en este rango, ajuste con NaOH 10N o HCl 6N. Almacene el buffer reconstituido a

4°C.

Solucién amortiguadora de elucién

Disuelva 2.2 g de buffer de elucion en 100mL de agua destilada desionizada. Agite durante
10minutos. Filtre a través de un filtro de nylon de 0.22um y mida el pH, este debe estar en 3.0+0.2.
Si el pH no esta en este rango, ajuste con NaOH 10N o HCI 6N. Almacene el buffer reconstituido a

4°C.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

0.23g NaH,PO, anhidro

1.15g Na,HPO, anhidro

9.00g NaCl

Agregue agua destilada desionizada a 900mL, ajuste el pH (7.2-7.4) utilizando NaOH 1M o HCI

1M. Lleve al aforo a 1L.

Tris Base pH 9.0

121.14g Tris base

Disuelva en 1L de agua destilada desionizada. Ajustar a pH 9.0 con HCI concentrado.
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e FELISA indirecto

Solucién amortiguadora de bicarbonato
0.159¢ de carbonato de sodio
0.293g de bicarbonato de sodio

Disuelva en 100 mL de agua destilada. El pH debe permanecer en 9.6.

Solucién amortiguadora de fosfatos- Tween 20 0.01% (PBS-Tween) pH 7.4+0.2

16 g cloruro de sodio

5.8 g fosfato 4cido de sodio

0.4 g fosfato diacido de potasio

ImL Tween 20

Disuelva las sales en 800mL de agua destilada, ajuste el pH a 7.4+0.2; una vez ajustado el pH lleve

al aforo a 2L.

Solucién amortiguadora de citratos
0.730g acido citrico
1.180g fosfato acido de sodio

Disuelva en 100 mL de agua destilada. El pH debe permanecer en 5.5. Conservar en refrigeracion.

Solucion reveladora

5.4mg de OPD

10mL de solucion amortiguadora de citratos

3 L de solucién de peroxido de hidrogeno al 30%

Disolver el OPD en la solucion amortiguadora de citratos y una vez disuelto agregar el peroxido de

hidrégeno.
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e Cuantificaciéon de proteina por el método de Bradford.

Reactivo de Bradford

50mg Coomasie G-250

Disolver en 25mL de etanol absoluto, agregar 5S0mL de acido fosfoérico y llevar al aforo con agua
destilada desionizada a S00mL. Filtrar en papel filtro Whatman #1. Almacenar en un frasco ambar a

4°C.

Estandar de albumina
Preparar una solucion de 1mg/mL de Albumina Sérica Bovina (BSA), cuya Absorbancia a una
longitud de onda de 280nm debe ser 0.667; se hacen alicuotas de esta solucién de 1 a SmL cada una

y se almacenan a -20° C.
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