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II. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

PCR, Reaccién en cadena de la polimerasa
mpb millones de pares de bases

G guanina

C citosina

ADN &cido desoxirribonucleico

ARN 4cido ribonucleico

kDa kiloDaltones

PMN polimorfonucleares

IL-8 interleucina 8

MALT tejido linfoide asociado a mucosa

EPA Environmental Protection Agency



III. RESUMEN

Recientemente, la Oficina de Agua Bebestible y de Riego de la EPA ha incluido a H. pylori en su lista de
microorganismos contaminantes, preocupacion que refleja su posible transmisién por el agua. Por lo tanto,
la potencial presencia de H. pylori en agua requiere del estudio de la eficacia de los procesos de tratamiento
contra H. pylori en fuentes proveedoras de agua bebestible. Para ello, el uso de ozono ha tomado relevancia
en los procesos desinfeccidn, debido a su gran potencial oxidante comparado con otros desinfectantes y la
réapida descomposicion del ozono residual. De esta manera, es importante evaluar y optimizar la cantidad de
0zono necesario para lograr los niveles requeridos de desinfeccidn, en funcion de las caracteristicas
fisicoquimicas y microbiolégicas de los procesos unitarios en cuestion. Asi pues, el objetivo de esta
investigacion fue proponer una metodologia que permita la reduccion de la densidad celular infectiva de la
forma cocoide de H. pylori por medio de ozono y su cuantificacién. En este sentido, dado que el
comportamiento del consumo de ozono, el cual puede ser caracterizado mediante la demanda de ozono
inmediata (DI) y la constante de decaimiento (kc), varia de acuerdo a las caracteristicas del agua que esta
siendo investigada, fue importante estudiar el comportamiento cinético de su decaimiento en las matrices
de trabajo que convenian a los intereses de esta investigaciéon. En la actualidad, el aislamiento de células de
H. pylori a partir de aguas ambientales o bebestibles mediante cultivo no ha sido posible, lo cual puede ser
debido a la transformacién de esta bacteria al estado cocoide, lo cual representa una limitante en lo que
respecta a una deteccién y cuantificacidon mediante técnicas clasicas de microbiologia. Como resultado de
esto, un gran numero de investigaciones han propuesto como método de deteccién mas viable a la filtracidn
y posterior analisis por PCR. Considerando esta revision y los resultados, se observé que el paso de
centrifugacidn post desinfeccién con las condiciones empleadas en esta investigacion no es el mas adecuado
para separar células integras de material lisado para su andlisis por PCR. En este sentido, la filtracion parece
ser el método mas conveniente de acuerdo a la experimentacidén que se ha realizado hasta el momento. En
consecuencia, con el objetivo de establecer un método de deteccion mas fiable, sugerimos someter las
muestras que han sido tratadas con ozono a un procedimiento de filtracion por membrana. Pese a que el
método de qPCR para cuantificar H. pylori ha sido aplicado en el contexto clinico y de desinfeccidn, intentos
para utilizar esta tecnologia en el andlisis del efecto sanitizante del ozono sobre los niveles de formas
cocoides de H. pylori en muestras de agua no fueron encontrados en la parte bibliografica de esta
investigacién. Por lo tanto, en lo que concierne a la relevancia microbioldgica y sanitaria de ésta, los
resultados derivados de la misma representan la primera evidencia que demuestra la factibilidad de un
tratamiento con ozono para reducir formas cocoides de H. pylori, y del analisis mediante gPCR para evaluar
dicha reduccién. De esta manera, los datos de los experimentos preliminares de qPCR presentados aqui son
suficientes para concluir que tratamientos de ozono con dosis iniciales mayores a 0.4 mg/L de ozono pueden

ser adecuadas para lograr reducir la densidad celular infectiva en muestras de agua.



IV. ANTECEDENTES

Generalidades de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori fue aislada, por primera vez, de biopsias de tejido gdstrico por Barry
Marshall y Robin Warren en 1982 (Mobley et al., 2001), a quienes les fue otorgado el premio
Nobel de Fisiologia o Medicina en el afio 2005. Inicialmente este microorganismo fue llamado
“organismo similar a Campylobacter”, “organismo gastrico similar a Campylobacter”,
“Campylobacter pylori” y finalmente, en 1989, se establecid un nuevo género denominado
Helicobacter, al cual fue asignado este microorganismo (Kusters et al., 2006).

Las principales caracteristicas taxondmicas que permitieron el surgimiento del nuevo género
Helicobacter fueron las siguientes: presencia de flagelos polares envainados que proveen
movilidad celular, un glicocalix externo producido in vitro en medio liquido, presencia en mayor
proporcién del isoprenoide menaquinona-6 (MK-6) y 35-44 % mol de contenido de G+C en su ADN

cromosomal (Owen et al., 1998).

Figura 1. Microscopia electrénica de Helicobacter pylori tomada de Mobley et al., 2001



Microbiologia

El género Helicobacter pertenece a la subdivision & de Proteobacteria, orden
Campylobacterales, familia Helicobacteraceae. Esta familia incluye a los géneros Wolinela,
Flexispira, Sulfurimonas, Thiomicrospira y Thiovulum. E| género Helicobacter incluye 20 especies
reconocidas y estan en espera de ser reconocidas 194, siendo H. pylori la especie que se encarga
de colonizar a humanos (Kusters et al., 2006).

Aislamiento y cultivo

Si bien, las condiciones para el desarrollo de las diferentes formas morfoldgicas son diversas,
en general la forma bacilar requiere, para un éptimo crecimiento, una concentracion atmosférica
de 0, de 2-5 %, 5-10 % de CO,, alta humedad y una temperatura de 37 °C. A pesar de que su
habitat natural es en medio acido (pH 4), se considera una bacteria neutrdfila, ya que su
crecimiento in vitro ocurre normalmente en un rango de pH de 5.5 a 8.0 (Kusters et al., 2006). Por
otra parte, la mayoria de las cepas alcanzan su maximo desarrollo entre 3 y 5 dias, aunque algunos
aislamientos requieren de 7 a 10 dias de incubacion, principalmente cuando se trabaja con un
primer aislamiento (Saldivar, 2007).

Debido a que su desarrollo requiere de medios nutritivos complejos, es considerado un
microorganismo fastidioso (Navarro et al., 2007). Con el objetivo de incrementar su recuperacion,
estudios microbioldgicos previos realizados con este microorganismo, reportan la necesidad de
adicionar una mezcla de antibidticos (acido nalidixico, anfotericina B, Trimetoprim, Vancomicina,
polimixina y bacitracina) principalmente cuando el aislamiento se realiza a partir de biopsias

gastricas (Kusters et al., 2006; Ortega, 2008; Saldivar, 2007).



Caracteristicas microscopicas

Helicobacter pylori es un bacilo gram negativo que mide de 0.5a 1 um de anchoy de 2 a4 um
de largo, de forma helicoidal o espiral, aunque su morfologia microscépica puede variar in vitro, ya
que se han reportado las formas U, V y cocoide. Adicionalmente, H. pylori es un microorganismo
microaerofilico que no forma esporas y posee de 4 a 6 flagelos polares en ramillete (Kusters et al.,

2006).

Caracteristicas macroscdpicas

En placas de medio para prueba de Haemophilus (Haemophilus Test Médium, HTM)
suplementado con 7% de suero de caballo, el microorganismo presenta colonias de <1 mm,
circulares de borde entero o definido, grisdceas y translucidas (Ortega, 2008). En agar sangre de
carnero se aprecian colonias de color gris de alrededor de 1-2 mm de didmetro, circulares,
convexas y translucidas, observandose una ligera beta-hemolisis (Owen et al., 1998; Kusters et al.,
2006).

Pruebas bioquimicas

H. pylori es inactivo en la mayor parte de las pruebas bioquimicas convencionales. Los
carbohidratos no son oxidados ni fermentados. Al producir H. pylori catalasa y citocromo oxidasa,
se realiza la prueba de identificacidn de estas enzimas, sin embargo las pruebas bioquimicas mas
recurrentes son la produccion de ureasa y actividad de fosfatasa alcalina. (Owen et al, 1998;

Cervantes, 2006).



Formas cocoides de Helicobacter pylori

Todos los organismos vivos disponen de mecanismos que les permiten extender su
supervivencia en ambientes adversos. Para algunos de ellos esta respuesta implica, ademas de
adaptaciones metabdlicas, cambios en su morfologia celular.

Por ejemplo, para el caso de H. pylori, estudios previos han reportado la nula capacidad de
aislamiento de este microorganismo a partir de muestras ambientales. Esta caracteristica se debe
a una respuesta de estrés, que es inducida cuando el microorganismo se encuentra en condiciones
no favorables para su desarrollo. En este sentido, se ha reportado que las poblaciones de H. pylori
que se encuentran naturalmente en el medio ambiente, como pueden ser suelos y fuentes
acuiferas, tienen una capacidad para entrar rapidamente a un estado viable pero no cultivable
(VNC) (Adams et al., 2003; Fernandez et al., 2008). Es por ello que H. pylori puede ser aislado
mediante técnicas de laboratorio de rutina, Unicamente cuando este microorganismo se

encuentra en un contexto infectivo, es decir en su forma bacilar.

Condiciones para el desarrollo de formas cocoides

Se sabe que Helicobacter pylori se encuentra en forma espiral-bacilar en el huésped humano
(Azevedo et al., 2007), sin embargo, como consecuencia del tratamiento con antibidticos como
amoxicilina o inhibidores de la bomba de protones, la forma bacilar de H. pylori puede
transformarse a una forma intermediaria en forma de “U” antes de pasar a una estructura cocoide

(Nilson et al., 2002).

Las formas cocoides también se pueden desarrollar cuando las formas bacilares se exponen a
determinadas condiciones de estrés ambiental como: aerobiosis, pH alcalino, cambios de

temperatura e incubacién prolongada en medios con pocos nutrientes. Se ha visto que las formas
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cocoides son el resultado de una incubacién prolongada en agua, y esta puede ser una ruta de

infeccion en paises en vias de desarrollo (Cole et al., 1997; Nilson et al., 2002).

La transformacidn in vitro de la forma bacilar de H. pylori a la forma U y subsecuentemente a
la forma cocoide, se inicia con el crecimiento interno del periplasma en un sitio de la bacteria. Las
primeras etapas de las formas cocoides conservan la membrana celular, y los flagelos bacilares
(Benaissa et al., 1996); desarrollando a los tres meses su propia membrana celular, citoplasma vy
pared celular, lo que le confiere una mayor resistencia (Mobley et al., 2001).

A su vez, las formas cocoides han sido subdivididas por Nilson y cols. (2002) en formas intactas
(IC) y degenerativas (DC), dependiendo de la densidad y tamafio de su citoplasma. El cuerpo
citoplasmatico de las formas IC es de 1 a 2 um de didmetro y de 3 a 4 um en las formas DC, estas

ultimas con un cuerpo citoplasmatico menos denso comparado con las IC (Mobley et al., 2001).

Formas cocoides y su relevancia patoldgica

En 1996, Cole y cols. reportaron que la colonizacién por formas cocoides de H. pylori se
encuentra asociada a graves dafios de las células del epitelio gastrico, identificando formas
cocoides de H. pylori alrededor de tumores gastricos, en el 93% de biopsias tomadas a pacientes
con adenocarcinoma.

Por otro lado Shahamat y cols. (1993) indicaron la persistencia de formas cocoides en
ambientes acuaticos y otros autores han reportado que son capaces de mantener metabolismo
oxidativo y respiracién celular hasta por 250 dias cuando son mantenidas en medios con pocos
nutrientes a 4 °C, aunque toda actividad respiratoria se pierde al incubarse por 24 h a 37 °C

(Gribbon et al., 1995; Nilson et al., 2002; Cellini et al., 1998; Mobley et al., 2001).

-11 -



Dado que las formas cocoides tienen la capacidad de mantener estructuras y elementos
funcionales necesarios para la viabilidad, se ha sugerido que esta morfologia podria representar
unos de los estadios del ciclo biolégico de Helicobacter pylori (Benaissa et al., 1996)

Estudios previos han demostrado que la actividad ureasa de las formas cocoides de H. pylori es
menor que la presente en formas bacilares (Benaissa et al., 1996), sin embargo estas diferencias
no son determinantes para impedir la capacidad de colonizacion gastrica de las primeras (Benaissa
et al., 1996). En este contexto, una inoculacion de ratones con formas cocoides y bacilares de H.
pylori por via oral confirmd que la formas cocoides son capaces de colonizar la mucosa gastrica y
ademas de reconvertirse a bacilos (She et al., 2003), siendo la acidez gastrica un factor esencial
para este cambio morfoldgico (Mizoguchi et al., 1998). Adicionalmente Chaput et al. (2006) y
Nagai et al. (2007) demostraron que la conversidén de H. pylori a su forma cocoide en las células
gastricas e intestinales estimula el sistema inmune del hospedero, indicando que la morfologia
cocoide es una forma viable y activa de la bacteria.

Los datos presentados anteriormente, apoyan la hipotesis de que las formas VNC (viables no
cultivables) de H. pylori pueden ser infecciosas, por lo tanto, la morfologia de este organismo tiene

implicaciones importantes en la epidemiologia y la prevencién de enfermedades asociadas.

Aspectos clinicos sobre Helicobacter pylori y enfermedades asociadas

Helicobacter pylori es ampliamente reconocido como un patdgeno gastrointestinal y un
agente causante de gastritis superficial crdnica, un factor contribuyente importante a la
patogénesis de Ulceras duodenales (Eurogast, 1993; Jerris ,1995). Puede ser un factor de riesgo
para el desarrollo de cancer gastrico, a tal grado de ser clasificado como carcindgeno de clase | por

la Agencia Internacional para la Investigacién en Cancer (LARC) de la Organizacion Mundial de la
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Salud (OMS) (De la vega, 2005). Actualmente, la infeccion por H. pylori es reconocida como una de
las infecciones mas comunes en humanos (Graham, 1994).

La epidemiologia de la infeccion por H. pylori es aparentemente diferente entre paises
desarrollados y en vias de desarrollo, ya que la prevalencia total estd altamente relacionada con
las condiciones socio-econdmicas de las poblaciones (Figura 2). De esta manera, los paises en
desarrollo mantienen una alta prevalencia (70-90%) con una rapida adquisicion en la infancia,
mientras que en paises desarrollados la prevalencia es menor (25-50%), donde la infeccion se
adquiere en etapas de desarrollo tardias. En ambos casos, se ha encontrado que las tasas de
infeccidn incrementan en funcidon de la edad del individuo (Olaya, 2008).

Estudios en México, en los cuales se mide la presencia de Helicobacter pylori mediante andlisis
inmunolégicos, indican que el 20% de los nifios son seropositivos para H. pylori a la edad de 1 afio
y el 50% estan infectados a la edad de 10 afios. Ademas, mas del 80% de los adultos son

seropositivos a la edad de 25 afios (Torres et al., 1998).

,f H>s0%
L]

W 60-80%
3 H40-60%
- . \ 4 O<40%
o u“ﬁ . p.
3
2 gih
| X
b .
. oL

Figura 2. Mapa de seroprevalencia de H. pylori en humanos a nivel mundial (Tomado de
Azevedo et al., 2007). N.D. indica los paises donde no se ha hecho un estudio consistente sobre la
prevalencia de H. pylori
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A pesar de la cantidad de personas que se encuentran colonizadas por H. pylori, se estima que
los pacientes H. pylori positivos tienen de 10 a 20% de riesgo de desarrollar la enfermedad de
Ulcera gastrica y un riesgo del 1 al 2% de desarrollar cancer gastrico distal (Kusters et al., 2006). El
riesgo del desarrollo de estos trastornos y la gravedad de los mismos en presencia de H. pylori
estdn asociados a la suma de varios factores provenientes del huésped, factores ambientales y

caracteristicas genéticas de la bacteria (Gonzalez, 2004; Cervantes, 2006).

Normal

Ulcera duodenal

Ulcera géstrica
H. pylori
positivo .
Cancer gastrico
Linfoma géstrico

Figura 3. Epidemiologia y enfermedades asociadas a Helicobacter pylori (Tomado de
Marshall, 2002). El circulo mas grande representa toda la poblacién dentro de la cuales existe un grupo
que estdn infectados con H. pylori. La mayoria de las personas que desarrollan uUlcera duodenal, Ulcera
gastrica, cancer gastrico y linfoma gastrico estan infectados con H. pylori. Estas enfermedades son muy poco
frecuentes en personas no infectadas.

Factores de riesgo
Inicialmente, la alta prevalencia de H. pylori en los paises en desarrollo sugeria una
predisposicion genética para la infeccidn, sin embargo, la epidemiologia global muestra que el

nivel de vida es el factor de riesgo mas importante (Marshall et al., 2005). En consecuencia, un
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bajo nivel socioecondmico y educativo, higiene deficiente, hacinamiento y edad, son los factores

de riesgo que han sido asociados a la infeccién por H. pylori (Ortega, 2008).

Vias de transmision y fuentes de infeccion

El mecanismo exacto mediante el cual H. pylori es adquirido es, en gran medida, desconocido.
Aunque rara vez ha podido ser aislada de mascotas, se ha observado que solo hombres y primates
pueden ser infectados por esta especie, por lo que se ha concluido que la infeccion por H. pylori es

la consecuencia de la transmisién directa de humano a humano (Kusters et al., 2006).

En relacidon a su transmision, tres vias se han propuesto: oral-oral, gastro-oral y fecal-oral

(Ortega, 2008; Kusters et al., 2006; Alcantara, 2007; Olaya, 2008).

Oral-oral: La base de tal propuesta ha sido el hallazgo de la deteccién, mediante PCR, de ADN
de Helicobacter en la placa dental, asi como las reacciones positivas de ureasa en muestras de
saliva. Las razones que dan soporte a esta via son las siguientes: 1) recambio constante de la
mucosa gastrica; 2) presencia de H. pylori en jugo gastrico, 3) reflujo de jugo géstrico que puede

alcanzar la cavidad oral y por lo tanto colonizarla y 4) presencia de H. pylori en saliva.

Gastro-oral: Es la menos comun y se sustenta en los argumentos de la via oral-oral, ademds
del hecho de que el reflujo y el vdmito pueden ser los mecanismos por los cuales H. pylori sale
eventualmente del estémago. También es conocida como via iatrogénica ya que ocurre a través
del contacto entre los tubos o endoscopios infectados y la mucosa gastrica de pacientes. Esta
posibilidad se apoya en la ocurrencia de algunos brotes asociados con el manejo y desinfeccidn

inadecuada de algunos gastroscopios.

Fecal -oral: Esta via sustenta fuertemente la mayor prevalencia de H. pylori en paises en

desarrollo, cuyo patrén guarda cierto paralelismo con la tasa de enfermedades diarreicas en estos
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mismos paises. Los argumentos que apoyan esta via de transmisién son los siguientes: 1)
presencia de H. pylori en jugo gastrico, 2) el jugo gastrico y por lo tanto su contenido de H. pylori
son eliminados a través del intestino 3) capacidad de sobrevivencia de H. pylori en heces y, por
consecuencia, puede ser eliminado al ambiente, y finalmente 4) las heces y los alimentos
contaminados pueden ser el vehiculo de transmision, siguiendo el modelo de Shighella o
Salmonella typhi. Adicionalmente, se ha demostrado que la transmisidn a través de agua
contaminada con H. pylori ocurre con una prevalencia importante en paises en desarrollo (Kusters

et al., 2006).

El agua como posible vehiculo de transmisién de Helicobacter pylori

Una variedad de métodos moleculares y ensayos con anticuerpos han sido utilizados para
detectar la presencia de Helicobacter pylori en pozos, rios, agua de consumo humano, biofilms
asociados, tanques de almacenamiento de agua y tuberias de redes de distribucion (Montero,
2009; Bracanca et al., 2005; Adams et al., 2003). Estudios recientes han evidenciado que el
ambiente acuatico puede ser un reservorio de H. pylori (Park et al., 2006; Lu et al., 2001; Mazari et
al., 2001; Shahamat et al., 1993), sin embargo, no se ha podido explicar con exactitud su via de

transmision.

Evidencias de la transmisién acuatica de H. pylori
Las primeras evidencias sobre la ruta de transmision acudtica de este microorganismo a
humanos fueron aportadas por estudios epidemioldgicos realizados en algunos paises en vias de

desarrollo como Peru, Colombia, Chile y Venezuela.
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En Perd, Hulten y cols. (1996) estudiaron la asociacion entre la prevalencia de H. pylori en
nifios y el consumo de fuentes externas de agua (drenaje comunitario). Un estudio similar
desarrollado con nifios en un area rural de los Andes Colombianos determind una prevalencia de
H. pylori del 69%, incrementando las tasas de infeccion con el uso de arroyos como fuente de agua
potable, ademas de utilizar agua contaminada en el riego de verdura y hortalizas crudas,
especialmente lechuga (Goodman et al., 1996).

En Venezuela, Dominguez y cols. (2002) encontraron que la frecuencia de infeccién por H.
pylori es significativamente mas alta (96 %) durante los meses de lluvia, sugiriendo que esto podria
ser debido a un aumento en la densidad bacteriana y/o a cambios de formas cocoides en estado
de latencia a formas bacilares en divisidon celular.

En Japdn se hicieron estudios en agua de rio y se examind la prevalencia de la bacteria en
nifios que asistian a jardin de nifos y guarderias ubicados en las cercanias de los rios estudiados.
En este sentido Fujimora y cols. (2004), encontraron que la presencia de H. pylori en estos rios
estuvo estrechamente relacionada a los asentamientos humanos, concluyendo que el agua de rio
puede ser un factor de riesgo para la transmisién de la bacteria a humanos.

Los resultados que aportan estos estudios indican el importante papel del agua en la
transmision de diferentes especies de Helicobacter. Probablemente el agua es un intermediario en
la transmision fecal-oral, actuando como un reservorio, en el cual la bacteria puede permanecer

por periodos prolongados antes de su uso como agua potable.

Estrategias de supervivencia de H. pylori en ambientes acuaticos
Varias hipédtesis han sido propuestas para explicar las estrategias de supervivencia de las

bacterias patégenas como H. pylori en ambientes acuaticos. La formacion de biopeliculas y el
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estado viable no cultivable (VNC) han sido las estrategias mas importantes reportadas para este

microorganismo (Fernandez, 2008).

Biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades complejas de microorganismos adheridas a superficies o
asociadas a interfases aire-liquido (Davey y O’toole, 2000). La supervivencia de microorganismos
patdégenos, incluyendo H. pylori, puede ser prolongada a través de la formacién de biopeliculas
como las que se encuentran en los sistemas de almacenamiento y distribucién de agua potable.
Las biopeliculas le proporcionan a la microbiota asociada, un sustrato que le permite su
multiplicacion, la adquisicion de nutrientes, el mantenimiento de un ambiente fisicoquimico
apropiado y la resistencia a agentes antimicrobianos (Park et al., 2001; Davey y O’toole, 2000;
Fernandez, 2008). Existen estudios in vitro con H. pylori que demuestran su capacidad de
formacion de biopeliculas en medios de cultivo. Esta capacidad podria representar una estrategia
de supervivencia que permite a la bacteria continuar en el ambiente en un estado latente (Cole et

al., 2004).

Existen numerosas investigaciones que demuestran la formacion de biopeliculas en sistemas
de almacenamiento y distribucién de agua potable en las cuales se encuentra participando H.
pylori. Por ejemplo, Azevedo y cols. (2003) demostraron que H. pylori puede formar biopeliculas
en conjunto con otros microorganismos en un modelo de sistema in vitro de agua potable.
Adicionalmente, Park y cols. (2001) también detectaron por PCR la presencia de Helicobacter sp.
en una biopelicula de agua potable tomada de un sistema municipal de distribucion de agua
localizado en Escocia. Sin embargo, la deteccion por PCR no fue confirmada por secuenciacion y no
excluye la posibilidad de falsos positivos. Por otro lado, Bunn y cols. (2002) y Watson y cols. (2004)

demostraron la presencia del ADN de H. pylori en material de biopeliculas de sistemas de
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distribucion de agua, mediante la confirmacién de la secuencia del gen 16S del ARNr. Estos
resultados evidencian que el agua potable puede ser una ruta de transmisién de H. pylori y que las
biopeliculas pueden actuar como ambientes de acumulacion de especies de Helicobacter o como

un reservorio importante de infeccion.

Estado viable no cultivable

Al entrar en contacto con el agua, H. pylori es capaz de adoptar el estado VNC,
transformandose de la forma tipica de espiral a una forma cocoide (Oliver, 2005; Bellack et al.,
2006). Azevedo y cols. (2008) evaluaron la viabilidad de diferentes especies de Helicobacter en
agua en condiciones in vitro mediante técnicas de cultivo y de integridad de la membrana. Estos
autores demostraron que diferentes cepas de Helicobacter pueden sobrevivir en agua por
periodos prolongados, observando que H. pylori posee el mayor tiempo de supervivencia, sin
encontrar diferencias entre especies gastricas y enterohepaticas. La determinacién de la
viabilidad de H. pylori en el agua ha sido dificil, debido a que los métodos usados no diferencian

entre células vivas y muertas (Bellack et al., 2006; Queralt y Araujo, 2007).

Aspectos generales en la desinfeccidn del agua

Debido a la importancia que tiene el agua en la vida del hombre, el agua contaminada se
convierte en un medio con gran potencial para transmitir una amplia variedad de enfermedades.
Debido a las consecuencias en la salud que provoca la contaminacién microbiana del agua, la
proteccion de los recursos hidricos, la seleccion y aplicacion de una serie de operaciones de
tratamiento, debe ser siempre un objetivo primordial y nunca deben comprometerse (OMS, 2006;

EPA, 1999). En paises desarrollados las enfermedades de origen hidrico son raras, debido a la
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presencia de sistemas eficientes de abastecimiento del agua y tratamiento de agua residual. Sin
embargo, en paises en vias de desarrollo no existen los mecanismos adecuados de abastecimiento
seguro y saneamiento de este vital recurso (Tebbut, 1998). Se estima que Meéxico genera
alrededor de 236 m®/s de agua residual municipal, de los cuales se tratan solo 117.3 m3/s (INEGI,

2008).

De acuerdo a la NOM-127-SSA1-1994, se entiende por desinfeccién a la destrucciéon de
organismos patégenos por medio de la aplicacién de productos quimicos o procesos fisicos. La EPA
(1999) define a la desinfeccion como un mecanismo primario para la inactivacion/destruccién de
organismos patdgenos, como prevencion de enfermedades relacionadas con el agua contaminada.
La desinfeccién constituye una barrera eficaz para numerosos patogenos (especialmente
bacterias) durante el tratamiento del agua de consumo y debe utilizarse tanto en aguas
superficiales como en aguas subterraneas expuestas a la contaminacion fecal (OMS, 2006).

El abastecimiento de agua para uso y consumo humano con calidad adecuada es fundamental
para prevenir y evitar la transmision de enfermedades gastrointestinales y otras (NOM-127), por
lo tanto, las medidas destinadas a mejorar la calidad del agua de consumo proporcionan
beneficios significativos para la salud. La NOM-127-SSA1-1999 define que, el agua para uso y
consumo humano es aquella que no contiene contaminantes objetables, ya sean quimicos o
agentes infecciosos y que no causa efectos nocivos al ser humano. De igual forma, la OMS (2006)
define al agua potable como aquella que no representa ningun riesgo significativo para la salud

cuando se consume durante toda una vida.
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Métodos para la potabilizacién del agua

La potabilizacién del agua proveniente de una fuente en particular debe fundamentarse en
estudios de calidad y pruebas de tratabilidad a nivel de laboratorio para asegurar su efectividad.
Se deben aplicar los tratamientos especificos dependiendo de los contaminantes biolégicos, las
caracteristicas fisicas y los constituyentes quimicos del agua (NOM-127-SSA1-1994). De acuerdo
con la EPA (1999) los microorganismos patdogenos de interés en el tratamiento del agua se pueden
dividir en tres categorias: bacterias, virus y protozoo.

La forma en que se puede llevar a cabo la desinfeccion del agua es a través de procesos fisicos
como la sedimentacion natural o con ayuda de coagulantes, retencion sobre membranas
(ultrafiltracion, nanofiltracion u dsmosis inversa), ebullicion, exposiciéon a luz solar o luz
ultravioleta, ultrasonicacidn, radiacidn con rayos gamma o magnética; o bien a través de procesos
guimicos como el tratamiento con cloro y sus derivados, yodo, bromo, cobre, plata, ferratos,

acidos, dlcalis, ozono o permanganato de potasio (Trujillo, 2006; Ayala, 2007).

Demanda inmediata y concentracion residual del desinfectante

Para lograr la desinfeccion, se dosifica el agente activo a niveles conocidos, los cuales decrecen
luego de un periodo de contacto. Cabe mencionar que para producir el efecto desinfectante, el
agente activo sélo debe ser consumido parcialmente para generar de esta manera un residual. A
esta variacién, entre el nivel de agente anadido luego de la dosificacion y el nivel del agente
residual al primer minuto de tiempo de contacto se le denomina “demanda inmediata” (EPA,
1999; Trujillo, 2006). En funcidn a estos parametros, es necesario establecer para cada sistema de

trabajo, una correlacion entre la demanda inmediata y la concentracion residual, con el objetivo
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de mantener durante el tiempo de desinfeccidn la concentracién del agente desinfectante que

permita la reduccién de la densidad celular a niveles no dafiinos para la salud humana.

Factor Ct

Uno de los factores mds importantes para determinar o predecir la eficiencia germicida de
cualquier desinfectante es el factor Ct, el cual es definido como el producto de la concentracion
del desinfectante “C” (mg/L) y el tiempo de contacto “t” (min) requerido para inactivar cierto
porcentaje de la poblacién bajo condiciones especificas de pH y temperatura. Este valor es un
parametro para el control de microorganismos, endotoxinas y pirégenos (Trujillo, 2006; Yannuzzi,

1991).

El ozono como desinfectante

La capacidad del ozono como desinfectante de agua contaminada fue reconocida en 1886 por
Meritens. En 1889, el quimico francés Maruis Paul Otto hizo los primeros estudios con ozono en la
Universidad de Paris. La primera aplicacidén a escala industrial para el tratamiento de agua fue en
1893 en Holanda, y a partir de ese momento se extendié su uso en Europa. En 1906 en Niza,
Francia, se construyd la primera planta de tratamiento de agua por ozono pero, durante la Primera
Guerra Mundial, al ser descubierto el cloro, éste sustituyd al ozono por su menor costo (Le

Pauloué y Langlais, 1999).

El ozono es un potente oxidante, desinfectante y desodorizante. El ozono es el estado aldtropo

del oxigeno en el que cada molécula se compone de tres dtomos del mismo (O3). A temperaturay
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presion ambientales el ozono es un gas de olor picante e incoloro, que en grandes

concentraciones puede volverse azulado (Ayala, 2007; Yannuzzi, 1991).

Reacciones del ozono

Existen diversas tecnologias para generar ozono, dentro de las cuales las dos de mayor
aplicaciéon son la irradiacién con rayos UV y la descarga corona. Esta Ultima es la que logra una
mayor concentracion del ozono en aire u oxigeno y por ende la mas conveniente en los
generadores industriales. En el proceso de generacion se hace circular el gas conteniendo oxigeno
(por ejemplo aire seco) por un espacio en donde se aplicara un fuerte campo eléctrico. Esa energia
produce la disociacion del oxigeno que se recombina con nuevas moléculas para formar ozono

(Yannuzzi, 1991).

Cuando se afiade ozono al agua, se convierte rapidamente en oxigeno:
20, U AN 30,

La descomposicion del ozono en agua (considerando ausencia de contaminantes) se produce
por recombinacién con si mismo para transformarse nuevamente en oxigeno. A causa de este
fendmeno, no persiste en el efluente tratado ningin compuesto quimico residual que pueda
requerir eliminacién como en el caso del cloro residual. La ozonacién no produce sélidos en

disolucién y no se ve afectada por el pH del agua a tratar (EPA, 2002; Romero, 2005).

Demanda de ozono
El comportamiento de consumo de ozono es un aspecto muy importante en los procesos de
desinfeccién con ozono, ya que es el ozono mismo el principal responsable para inducir la

inactivacién de microorganismos, aunque una pequefia cantidad del radical OH puede ser
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generada dependiendo de los pardmetros de calidad del agua asi como de los tipos y las
cantidades de materia organica disuelta (DOM, por sus siglas en inglés), el pH, etc. (Cho et al.,
2003). Los comportamientos de consumo de ozono, los cuales pueden ser caracterizados
mediante la demanda de ozono inmediata (IOD) y la constante de decaimiento de ozono de
pseudo primer orden (Kc), son reconocidos por diferir enormemente dependiendo de las
caracteristicas del agua que estd siendo estudiada (Cho et al, 2003). Ya que estos
comportamientos de ozono pueden variar significativamente en aguas tratadas mediante
diferentes procesos unitarios en plantas de tratamiento de agua potable, la posicidn relativa del
proceso de ozonacion dentro de las series de procesos unitarios usados para tratar el agua es uno
de los mayores factores que afectan las eficiencias de desinfeccion de los procesos de ozonacion
(Choi et al., 2007). Adicionalmente, es altamente recomendable la realizacién de experimentos
previos a cualquier experimento de desinfeccion con ozono para determinar estos

comportamientos.

Lo importante es alcanzar una concentracién suficiente para el tratamiento deseado. Una vez
incorporado en el seno del liquido, el ozono debe permanecer durante cierto tiempo para lograr
su efecto oxidante. La vida media del ozono disuelto es generalmente superior a ese
requerimiento. En agua neutra y a temperaturas que ronden los 18 °C el ozono tendra una vida

media de 20 min, y al paso del tiempo el residuo final sera solo oxigeno (Yannuzzi, 1991).

Modo de accién
El ozono es 25 veces mas efectivo que el acido hipocloroso y 2500 a 3000 veces mds potente y
rapido que el hipoclorito de sodio (Trujillo, 2006). Cuando el ozono se descompone en agua, los

radicales hidroperdxido (HO, ) y superdxido (O,) generan la formacion del radical hidroxilo (OH)
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gue tienen gran capacidad de oxidacién y desempefian un papel activo en el proceso de
desinfeccion (Khadre et al., 2001; EPA, 2002). En general se cree que las bacterias son destruidas
debido a la oxidacién protoplasmatica, dando como resultado la desintegraciéon de la pared de la
célula (fisuramiento o lisis de la célula) (Khadre et al., 2001). La eficacia de la desinfeccién depende
de la susceptibilidad de los organismos a ser tratados, del tiempo de contacto y de la

concentracion de ozono (EPA 2002; Khadre et al., 2001).

Efectos sobre bacterias: La muerte bacteriana puede estar dada directamente por los
cambios en la permeabilidad celular, posiblemente seguida de ruptura celular (Scott et al., 1963).
La membrana parece ser el primer sitio de ataque del ozono, por la via de las glucoproteinas o
glucolipidos o a través de ciertos aminoacidos, como triptéfano (Khadre et al., 2001). Lesher y
Scott (1963) indican que el ozono ataca la superficie celular alterando la permeabilidad de la
membrana, hasta la lograr eventualmente la lisis y por lo tanto el contenido celular queda
expuesto.

El ozono también interrumpe la actividad enzimatica de las bacterias actuando sobre los
grupos sulfhidrilo en ciertas enzimas. El ozono actua sobre los acidos nucleicos in vitro, fragmenta
al ADN por oxidacion y reduce la habilidad de transformacion, ademas disminuye la transcripcion.
Christensen y Giese (1953) y Scott y Lesher (1963) mostraron que el ozono afecta purinas y
pirimidinas en los acidos nucleicos; pero solo son afectados cuando estos han sido liberados al

medio después de la lisis celular.
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Relevancia y antecedentes de la deteccion de Helicobacter pylori en fuentes acuiferas
por PCR

Dada la gran especificidad y sensibilidad de la técnica de PCR se ha abierto una nueva etapa de
diagndstico y deteccion para los microorganismos de dificil cultivo como es el caso de Helicobacter
pylori. De esta manera, los intentos sin éxito para cultivar H. pylori a partir de muestras
ambientales de agua han llevado al uso de métodos moleculares para detectar e identificar este
microorganismo. Muchos articulos han publicados el uso de la PCR convencional para detectar H.
pylori en diferentes tipos de agua, incluyendo agua de riego, agua superficial, agua bebestible
tratada y no tratada, agua marina, asi como biopeliculas. La EPA ha estado considerando la
regulacién de H. pylori para agua de consumo en los Estados Unidos, sin embargo requiere la
obtencion de mayor informacién concerniente a su prevalencia. El uso de métodos sensibles y
rapidos, como la PCR, podrian facilitar la obtencion de esta informacion (McDaniels et al., 2005)

Muchos autores han evaluado diversas variantes de PCR para detectar la presencia de
Helicobacter pylori en diferentes tipos de muestras, que van desde el interés clinico hasta el
interés ambiental; de igual forma se han utilizado bacterias en forma de espiral y forma cocoide
dependiendo del enfoque del estudio.

Por ejemplo en nuestro pais, Mazari y cols. (2001) detectaron la presencia de H. pylori por
medio de PCR en tres sistemas acudticos situados en la zona de la Ciudad de México. Ellos
amplificaron la regiéon 16S rARN de esta bacteria y 21 % de las muestras recolectadas en este
estudio resultaron positivas.

En 2004, Benson y cols. utilizaron esta técnica para detectar la presencia de Helicobacter pylori
en agua subterranea y después en agua contaminada de manera natural. Ellos concluyen que la
PCR directa utilizada en sus estudios, proporciona un método rapido para evaluar la

contaminacion del agua por H. pylori. En ese mismo afio Watson y cols., detectan mediante PCR la
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presencia de Helicobacter pylori en su forma viable no cultivable en agua potable en Inglaterra y
resaltan que la formacion de biopeliculas dentro de los sistemas de distribucion de agua puede
actuar como sitios para la acumulacion de esta bacteria y ser un agente importante de infeccion.
De igual forma Shahamata y cols. (2004) hace uso de la PCR convencional para la deteccion de la

forma bacilar y la forma cocoide de H. pylori.
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V. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Resultados de investigaciones realizadas en nuestro pais, demuestran que el agua usada para
consumo humano e irrigacion puede jugar un papel importante como vehiculo de transmision de
H. pylori, un elemento importante en la patogénesis del cancer gastrico.

Adicionalmente, estudios previos han reportado la nula capacidad de aislamiento de este
microorganismo a partir de muestras ambientales. Esta caracteristica se debe a una respuesta de
estrés, que es inducida cuando el microorganismo se encuentra en condiciones no favorables para
su desarrollo. En este sentido, se sabe que las poblaciones de H. pylori que se encuentran
naturalmente en el medio ambiente, como pueden ser suelos y fuentes acuiferas para consumo
humano, tienen una capacidad para entrar rapidamente a un estado viable pero no cultivable
(VBNC) (Adams et al., 2003; Fernandez et al., 2008) cuya morfologia principal corresponde a las
formas cocoides (Adams et al., 2003). En consecuencia, las formas cocoides de H. pylori que estan
en el estado VNC son capaces de establecer eventos infecciosos en su hospedero, como sugieren
Cellini et al. (1998) y She et al. (2003). Por lo tanto, el papel del estado viable no cultivable en este
organismo tiene implicaciones importantes en la epidemiologia y la prevencién de enfermedades
asociadas a esta bacteria.

De esta manera, dada la importancia epidemioldgica en nuestro pais de las formas cocoides de
H. pyloriy de la nula informacién que existe en relacidn al tema, se buscé en esta investigacién, a
través de experimentos preliminares, establecer las condiciones a nivel de laboratorio para la
implementacién de una técnica, rdpida y eficiente, que permita reducir la densidad celular de una

suspension cocoide de Helicobacter pylori por medio de ozono en fase liquida.
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V1. HIPOTESIS

Es posible reducir la densidad celular infectiva de una suspension de Helicobacter pylori en
forma cocoide, aplicando la dosis de ozono recomendada por los criterios sanitarios europeos v,

mediante el uso de la metodologia propuesta, cuantificar dicha reduccién.

VIIL. OBJETIVOS

Objetivo general

Proponer una metodologia que permita la reduccién de la densidad celular infectiva de la

forma cocoide de Helicobacter pylori por medio de ozono en una fase liquida y su cuantificacion.

Objetivos particulares

v’ Determinar las curvas de decaimiento de ozono en las siguientes matrices de trabajo: agua

destilada estéril y suspensidn isotdnica de formas cocoides.

Definir la dosis de ozono transferida (DOT) que permita mantener los parametros de
desinfeccidn establecidos por criterios europeos (0.4 mg de Oz / L por 4 min), en muestras
sometidas a desinfeccion.

Establecer si las condiciones de centrifugacion post-desinfeccién utilizadas (3,000 rpm durante
10 min), permiten una formacién de fases homogéneas (separacion total de células integras y
lisadas), de tal modo que se pueda detectar el producto amplificado en el pellet de una
muestra sin tratamiento y no en el sobrenadante.

Realizar pruebas preliminares de amplificacion por qPCR que posibiliten determinar la
inactivacién de las formas cocoides de Helicobacter pylori en suspensiones con concentraciones

infectivas por efecto del ozono.
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VIII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de la metodologia experimental se realizd lo siguiente:

1. La induccién de la transformacion de una suspensién bacilar de Helicobacter pylori a su
estado viable no cultivable.

2. Determinaciones para conocer el perfil de consumo de ozono, construyendo una curva de
decaimiento de la concentracién inicial de ozono en agua destilada y en la matriz del
sistema de desinfeccion.

3. Determinaciones para conocer la demanda inmediata de ozono en agua destilada y la
matriz del sistema de desinfeccidn.

4. Un analisis mediante PCR para determinar la presencia de ADN de H. pylori en las fases
post-centrifugacién de una muestra sin tratamiento de desinfeccién.

5. Andlisis preliminares mediante qPCR sobre la densidad celular infectiva en suspensiones

de H. pylori tratadas con diferentes dosis de ozono.
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IX. METODOLOGIA

Materiales y reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas usando agua destilada-desionizada a pH=7 y reactivos
grado analitico (Sigma-Aldrich™, Baker ™). Todo el material de vidrio usado en estos experimentos
fue lavado con agua destilada y esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 min para asegurar
esterilidad.

El ozono fue producido a partir de una corriente de aire enriquecida con oxigeno (90+5%)
mediante el uso de un generador de ozono Labo 76 (Emery Trailigaz, USA) con capacidad de
produccidn de 19 g de Os/h. Los experimentos de oxidacion con ozono se llevaron a cabo en una
unidad de oxidacién, compuesta por un separador de aire (Airsep modelo AS-12, USA), el
generador de ozono Labo 76, una unidad de destruccion de ozono (PCl Ozone & Control Systems
inc., Fairfield Crescent, West Alwell, NJ) y un analizador de ozono en fase gas (Ozone Monitor
465H, Teledyne Instruments).

La solucion stock saturada de ozono (3 mg/L — 12 mg/L) fue preparada mediante el burbujeo
de una corriente de gas ozono con una concentracion de 80 mg/L y un flujo de 0.4 L/min, a través
de una columna de contacto gas-liquido de vidrio de 2 L de capacidad que contenia agua destilada.
Al final la corriente gaseosa fue enviada a la unidad de destruccion catalitica de ozono para su
liberacion segura al ambiente (Figura Al). La concentracion de ozono en la solucion stock saturada
fue determinada mediante el método colorimétrico del indigo (Standard Methods, 1992; Great
Ships Initiative, procedimiento No: GSI/SOP/BS/RA/C/1, 2009) que se muestra en la seccion de

Anexos.
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Cultivo de Helicobacter pylori

El cultivo de la cepa 26695 de Helicobacter pylori se realizd por personal de la Torre de
Investigacion de Medicina de acuerdo a la siguiente metodologia (Ortega, 2008). La cepa fue
cultivada en placas de agar Haemophilus Test Medium (HTM) suplementado con 7% de suero de
caballo y se incubd durante 72 h a una temperatura de 37 °C en condiciones microaerofilicas (10%
de CO,). Una vez que se obtuvieron colonias de <1 mm, circulares, de borde entero y translucidas,
se tomd una asada y se realizé una resiembra en cajas Petri que contenian agar HTM. Las placas
fueron incubadas bajo las condiciones antes descritas durante 48 h. Al terminar el periodo de
incubacién el microorganismo fue caracterizado mediante la realizacion de tinciones Gram,
pruebas bioquimicas de catalasa, oxidasa y ureasa, y amplificacion del gen rRNA 16S por PCR como
describe Mazari y cols. (2001) (datos no mostrados). Estos cultivos se mantuvieron a lo largo de la
experimentacion, y de ellos se tomd un paquete bacteriano para cada uno de los experimentos de

desinfeccion.

Induccion de formas cocoides de Helicobacter pylori

Paquetes bacterianos de resiembras realizadas a partir de cultivos primarios de la cepa 26695
de H. pylori (ver arriba) fueron cosechados y suspendidos en solucién salina isotdnica (SSI) estéril
c.b.p. obtener la densidad deseada. Estas suspensiones fueron preparadas para obtener la
concentracion de 9x10® UFC/mL que corresponden a un estandar No. 3 de la escala de McFarland
y fueron almacenadas a temperatura ambiente en los laboratorios del Instituto de Ingenieria
(edificio 5). Para verificar la transformacion de la forma bacilar a la forma cocoide se realizaron

tinciones de Gramalos 0, 1, 3, 5, 8, 10, 13 y 21 dias, que fueron observadas al microscopio dptico.
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Estabilidad y vida media del ozono en agua destilada

Dos litros de agua destilada fueron saturados con ozono (solucion stock de agua saturada con
ozono) utilizando una columna de vidrio (110 cm de altura y 5.5 cm de diametro interno) de 2 L de
capacidad como se describe arriba. El ozono fue inyectado en el fondo de la columna por medio de
un difusor de vidrio de placa porosa (10-15 um de tamaino de poro) durante 25 min y 200 mL
fueron recolectados en un matraz Erlenmeyer. De esta solucion saturada se alicuotaron 10 mL en
un matraz aforado de 100 mL que contenfa 10 mL de solucién de indigo Il (ver anexos), y se aforé
con agua destilada para posteriormente medir la absorbancia a 600 nm en un espectrofotometro
HACH DR-2800. Se hicieron mediciones a diferentes tiempos (0, 1, 5, 10, 17, 21 y 44 min) para
determinar la estabilidad del ozono en la solucion. Los experimentos fueron realizados por

triplicado.

Demanda inmediata de ozono en una suspension de formas cocoides de H. pylori

Para determinar la demanda inmediata de ozono en una suspensidn de formas cocoides de H.
pylori, se saturd agua destilada con ozono en la columna de vidrio como se describe arriba y 200
mL fueron recolectados en un matraz Erlenmeyer. Se tomaron igualmente 10 mL de esta solucién
y se determind la concentracion de ozono por el método del indigo Il (ver anexos).

Un tubo de reaccion fue preparado con 50 mL de una suspension cocoide de H. pylori en SSI
estéril, a una concentracién de 3x10° UFC/mL y una alicuota de agua saturada con ozono necesaria
para aplicar una dosis equivalente a 0.4 mg Os/L 0 0.8 mg Os/L. El tubo de reaccién fue tapado y

agitado por inversién 4 veces y transcurridos 2, 3, 4, 8 y 10 min, 5 mL de esta mezcla de reaccion
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fueron tomados para determinar la concentracién de ozono residual por el método colorimétrico

del indigo | (ver anexos). Los experimentos fueron realizados por triplicado.

Desinfeccion de una suspension de formas cocoides de H. pylori a diferentes

concentraciones de ozono

Tubos de reaccion fueron preparados con 20 mL de una suspensién cocoide de H. pylori en SSI
estéril a una concentracién de 3x10° UFC/mL vy alicuotas de agua saturada con ozono necesarias
para aplicar dosis de ozono equivalentes 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.8, 1.2, 1.8 y 2.4 mg Os/L. Los tubos de
reaccién fueron tapados y agitados por inversidén 4 veces y transcurridos 4 min, se inactivo el
ozono residual adicionando 1 mL de una solucién 0,1 N de tiosulfato de sodio. Posteriormente, los
sistemas de desinfeccion fueron alicuotados para su analisis por PCR. Alicuotas de 5 mL fueron o
no sometidas a centrifugacion a 3,000 rpm durante 10 min, y el ADN de las fases obtenidas fue
extraido y analizado por PCR punto final y tiempo real en el Instituto Nacional de Ciencias Medicas
y Nutricion “Salvador Zubiran” (INNSZ) (como se describe en Makristathis et al. [1998]) y la Torre
de Investigacion de Medicina (UNAM) respectivamente. Los experimentos fueron realizados por

triplicado.

Identificacion de Helicobacter pylori por PCR punto final

Brevemente, 5 mL del sistema de desinfeccion fueron centrifugados a 3,000 rpm durante 10
min. El sobrenadante fue almacenado a 4 °C hasta la posterior extracciéon de ADN de acuerdo al

método “Boom” descrito en el manual del kit NucliSens®. Tanto la extraccién de ADN como los
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analisis por PCR punto final se realizaron por personal del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ, Departamento de Infectologia).

El PCR punto final se realizé de acuerdo a la técnica descrita por Hammar et al. (1992) y
Makristathis et al. (1998). Brevemente, el PCR consistié en la deteccion anidada de la secuencia de
una proteina antigénica especie-especifica con un M, de 27,000 (p27). La reaccion primaria fue
desarrollada con los siguientes primers: 5'-(TGGCGTGTCTATTGACAGCGAG(C)-3' y 5'-
(CCTGCTGGGCATACTTCACCATG)-3' (Hammar et al., 1992). Estos oligonucledtidos son idénticos a
los residuos 474 al 496 y 776 al 754 de la secuencia publicada, respectivamente. Estas reacciones
se desarrollaron en un volumen de 30 puL en tubos para PCR mediante el uso de un termociclador
GeneAmp® PCR System (Applied Biosystems™). Las reacciones comprendieron los cuatro
desoxinucledtidos, cada uno a 100 uM, 0.5 U de AmpliTag Gold® 360 DNA Polymerase (Applied
Biosystems™) y 0.1 uM de cada primer en buffer de incubacion para PCR (10 mM Tris-HCI [pH 8.3],
50 mM KCl, 2.5 mM MgCl,, 0.001% gelatina). El volumen de la muestra de ADN no excedid los 10
uL. Esta amplificacidn consistio de un paso de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 10 min, seguido
por 45 ciclos de desnaturalizacién a 92 °C por 30 s, alineando a 68 °C por 1 min, y extension a 72 °C
por 1 min. Después del ultimo ciclo la mezcla fue incubada a 72 °C por 5 min. La reaccién de
amplificacion fue seguida por un PCR semi-anidado mediante el protocolo descrito en Makristathis
et al. (1992). Esta se llevo a cabo con los primers 5-TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC-3” (sentido) y
5'-TGATCACTGCATGTCTTACTTTCATGTTTTT-3" (antisentido). Estos oligonucledtidos son idénticos a
los residuos 474 al 496 y 682 al 652, respectivamente, de la secuencia publicada por O'Toole et al.
(1991). Las reacciones se desarrollaron en un volumen del 30 pL mediante el uso de un
termociclador GeneAmp® PCR System (Applied Biosystems™). La amplificacion por PCR consistio
en un paso de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 10 min, seguido por 35 ciclos de

desnaturalizacién a 92 °C por 45 s, alineando a 62 °C por 1 min, y extension a 72 °C por 1 min.
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Después del ultimo ciclo la mezcla fue incubada a 72 °C por 5 min. Los productos de amplificacion
fueron analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa 1.7 % y un fragmento de 209 pb

fue considerado como un resultado positivo de PCR.

Cuantificacion relativa de Helicobacter pylori por PCR tiempo real

Cinco mililitros de los sistemas de desinfeccién (1.5x10° UFC) sometidos a las dosis de 0.4, 0.8,
1.2, 1.8 y 2.4 mg/L de O; fueron alicuotados y centrifugados después de terminado el tratamiento
a 3,000 rpm durante 10 min y los sobrenadantes fueron descartados. A los pellets se adicionaron
500 pL de RNAlater™ (Qiagen™) para estabilizar los acidos nucléicos y se almacenaron a 4 °C hasta
su uso posterior. Tanto la extraccion de ADN como los andlisis por gPCR subsecuentes, fueron
realizados por personal de la Torre de Investigacion de Medicina (UNAM) de acuerdo a la
metodologia que se describe a continuacion (Mazari et al., 2001; Castillo-Rojas et al., 2008).
Brevemente, las alicuotas fueron centrifugadas a 16,000 x g por 5 min, los sobrenadantes fueron
descartados y los sedimentos fueron resuspendidos en 100 pL de 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) y 1 mM
EDTA (TE). Luego, 500 pL de solucién Sarkosyl-EDTA-Tiocianato de guanidino se adicionaron a cada
tubo; las muestras fueron incubadas por 10 min a temperatura ambiente. En seguida, 250 plL de
7.5 M de acetato de amonio frio fueron adicionados y la suspensién fue incubada por 10 min a 4
°C. Después de la incubacién, 550 pL de cloroformo-isoamilico (24:1) fueron adicionados,
mezclados por 5 min y centrifugados durante 15 min a 16,000 x g. Los sobrenadantes fueron
transferidos a nuevos tubos y diluidos 1:1 con alcohol isopropilico frio, incubados por 5 min a 4°C
y centrifugados durante 5 min a 16,000 x g. Los sedimentos fueron lavados 2 veces con etanol al
70%, secados y almacenados a -70 °C hasta su posterior analisis por gPCR. La deteccién de H.

pylori fue desarrollada a través de la amplificacion de una regidon conservada del gen ureB
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mediante primers y una sonda Tagman® especificos. Para los intereses de esta investigacion, es
importante mencionar que, por decision de la Dra. Yolanda Lépez Vidal, adscrita al departamento
de Microbiologia y Parasitologia Experimental de la Torre de Investigacion de Medicina (UNAM),
los detalles de la metodologia empleada para estos analisis no fueron accesibles y Unicamente se
reportan los datos derivados de éstos en la seccion de resultados de “Determinaciones
preliminares mediante qPCR en la densidad celular infectiva en suspensiones de H. pylori tratadas

con diferentes dosis de ozono”.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION

Induccién de formas cocoides.

Al entrar en contacto con el agua, H. pylori es capaz de adoptar el estado VNC,
transformandose de la forma tipica de bacilo espiral a una forma cocoide (Oliver, 2005; Bellack et
al., 2006). Debido a que se ha visto que las formas cocoides de H. pylori son el resultado de una
incubacion prolongada en agua, y que esta ultima puede ser a su vez una ruta critica de infeccién
(Cole et al., 1996; Nilson et al., 2002) el uso de suspensiones de H. pylori con tales caracteristicas
morfoldgicas resultod relevante para esta investigacion.

En consecuencia, con el objetivo de obtener suspensiones de la forma cocoide de H. pylori, se
llevd a cabo la induccion de formas bacilares a formas cocoides mediante la incubacidn en solucién
salina isotdnica estéril sin nutrientes como se describe en la seccion de metodologia. Para dar
seguimiento a la formacion de formas cocoides, alicuotas de estas suspensiones fueron sometidas
a tinciones de Gram alos 0, 1, 3, 5, 8, 10, 13 y 21 dias de iniciada la induccién, y posteriormente
observadas al microscopio 6ptico (Figura 1). Al primer dia de induccién, se observé al microscopio
la conversion del estado bacilar (Figura 1, panel A) a la forma “V” (Figura 1, panel B). Del tercer al
octavo dia se observd la predominancia de la forma “U” (Figura 1, panel C), y del dia 10 en

adelante, se observé la transformacion total de células a la forma cocoide (Figura 1, panel D).
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Figura 1. Esquema de las tinciones de Gram realizadas para cada fase intermedia durante la
transformacion del estado bacilar al estado cocoide. Alicuotas de la suspension inducida fueron sometidas
a tinciones de Gramalos 0, 1, 3, 5, 8, 10, 13 y 21 dias. El esquema representa las observaciones realizadas al
microscopio 6ptico. Para el disefio de este esquema fueron modificadas las imagenes de Benaissa et al.
(1996) A) Tincidén de Gram para la forma bacilar observada al dia 0. B) Tincién de Gram para la forma “V”
observada al dia 1. C) Tincidén de Gram para la forma “U” observada entre el dia 3 y el dia 8. D) Tincién de
Gram para la forma cocoide observada a partir del dia 10.

Con base a estas observaciones, se corrobord que la poblacion celular de las suspensiones
bacterianas se conformaba en su totalidad de formas cocoides de Helicobacter pylori y de esta

manera se procedio a realizar los experimentos que se describen a continuacion.
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Curva de decaimiento de ozono en agua destilada

El decaimiento de la concentracién de ozono en el agua es un aspecto importante a
determinar en los procesos de desinfeccion, ya que es el ozono mismo el principal responsable de
inducir la inactivaciéon de microorganismos, aunque una pequeia cantidad del radical ‘OH puede
ser generada dependiendo de los parametros de calidad del agua asi como de los tipos y las
cantidades de materia organica disuelta (MOD), el pH, etc. (Cho et al, 2006). Los
comportamientos de consumo de ozono, los cuales pueden ser caracterizados mediante la
demanda inmediata de ozono (DIO) y la constante de decaimiento de pseudo-primer orden (kc),
son reconocidos por diferir enormemente dependiendo de las caracteristicas del agua que estd
siendo estudiada (Cho et al., 2006). Por lo tanto, es recomendable la realizacién de experimentos
previos a cualquier experimento de desinfeccidn con ozono para determinar estos
comportamientos.

Tomando en cuenta estos antecedentes, se considerd relevante investigar el comportamiento
cinético del decaimiento de la concentracién de ozono al saturar agua destilada. Para este fin,
agua destilada fue saturada con ozono mediante una unidad de contacto gas-liquido y se
determinaron las concentraciones residuales de ozono como una funcién del tiempo mediante el
método colorimétrico del indigo (Figura 2).

La figura 2 muestra la estabilidad del ozono en agua destilada, en donde la concentraciéon de
ozono inicial fue de 4.42 mg/L. Cuando el ozono fue directamente aplicado al agua destilada la
concentracién de saturacién inicial se redujo en un 30% a los 45 min, manteniéndose estable
durante los primeros 15 min. Estos datos indican que es posible preparar muestras de agua
saturada con ozono y utilizarlas dentro de los primeros 15 min para garantizar que la dosis tedrica

calculada a partir de esta muestra inicial es la dosis real aplicada al sistema de desinfeccion.
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Figura 2. Perfil de decaimiento de ozono normalizado. Para construir esta curva se realizaron
mediciones de la concentracion de ozono residual a distintos tiempos mediante el método colormétrico del
indigo, y los valores fueron normalizados a la concentracién de ozono de saturacion inicial ([Os]saturacién incial =
4.42 mg/L a una temperatura de 23 °C). La pendiente de la curva fue obtenida para establecer la constante
de decaimento (kc = -0.6906). Las barras de error indican los promedios de tres réplicas técnicas.

Adicionalmente, este patron de decaimiento de la concentracion de ozono y de la kc pueden
ser considerados para justificar el uso de una matriz de agua destilada en analisis de laboratorio
que involucren un sistema de desinfeccidén con ozono en fase liquida como el utilizado en este
estudio.

De acuerdo a estos resultados, encontramos un comportamiento similar en el decaimiento de
ozono en agua destilada al reportado por Choi et al. (2007). Sin embargo, observamos que de

acuerdo a las condiciones empleadas en nuestros experimentos, la vida media del ozono en agua

destilada puede incrementarse mientras mayor sea la concentracion inicial de saturacion (Tabla 1).

-41-



Lo anterior sugiere que la vida media del ozono en agua destilada podria ser una funcién de la

concentracion de saturacidn inicial empleada.

Tabla 1. Vida media de ozono en agua destilada en funcidn a la concentracion de saturacion
inicial

Vida media del ozono en Concentracion de
Cita
agua destilada (min) saturacién inicial (mg/L)
10 1.38 Choi et al., 2007
74 4.42 Pierdant, 2011
20 -- Yannuzzi, 1991

Dosis de ozono necesaria para la desinfeccion de una suspension cocoide de
Helicobacter pylori

En un proceso unitario de desinfeccion con cualquier agente quimico, es importante
mantener una concentracion suficiente durante un tiempo determinado para lograr la reduccién
de la densidad bacteriana a los niveles deseados. Estos valores son establecidos en cada pais en
funcidn a las dosis infectivas que se han reportado para los microorganismos de interés sanitario.
La normatividad de referencia en la que se sustenta nuestra investigacidn ha sido la establecida
por estandares europeos (Langlais, 1991), en la cual se establecen los parametros de
concentracion de ozono en fase liquida y de tiempo de contacto necesarios para garantizar la
desinfeccién (0.4 mg de Os/L por 4 min).

Una vez incorporado en el seno del liquido, el ozono debe permanecer durante cierto tiempo
para lograr su efecto oxidante. La vida media del ozono disuelto es generalmente superior a ese

requerimiento, siendo que en agua neutra y a temperaturas que ronden los 18 °C el ozono tendra
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una vida media de 20 min, y al paso del tiempo el residuo final sera predominantemente oxigeno
(Yannuzzi, 1991).

Tomando en cuenta estos antecedentes, fue relevante definir la dosis inicial de ozono que
permite mantener los parametros de concentracion de ozono y de tiempo de contacto
establecidos por la Unién Europea en suspensiones cocoides de H. pylori sometidas a desinfeccion.
En este sentido, el analisis adquiere una mayor relevancia al considerar que todas las densidades
celulares iniciales de H. pylori utilizadas correspondieron a la dosis infectiva reportada por Morris
et al. (1987) (3x10° UFC/mL), ademds, por haber utilizado la forma viable no cultivable, la cual
representa el estado morfologico de supervivencia de esta bacteria en sistemas de
almacenamiento y distribucién de agua.

Para este fin y como un primer experimento exploratorio, fue determinada la demanda
inmediata de ozono en solucidn salina isotdnica estéril, la cual corresponde a la matriz de trabajo
utilizada en el sistema de desinfeccidn posterior. Esta matriz de trabajo fue elegida con el objetivo
de evitar el lisado del sistema microbiolégico utilizado, dado que la solucidn salina isotdnica
impide que la presidon osmatica en el interior de la bacteria sea mayor que en el exterior.

Para esto se prepararon suspensiones cocoides de Helicobacter pylori en solucién salina
isotdnica estéril y se aplicd una dosis de ozono correspondiente a 0.4 mg/L. Posteriormente, la
demanda inmediata, asi como las concentraciones residuales de ozono, fueron determinadas con
respecto al tiempo por el método colorimétrico del indigo. La figura 3 muestra el perfil de
consumo de ozono correspondiente.

Las condiciones establecidas en el disefio de este experimento representan las reales para un
sistema de desinfeccién a escala de laboratorio. Los resultados de éste revelaron que para un
sistema de desinfeccion como el empleado en esta investigacion, dosis iniciales de ozono menores

a 0.4 mg/L no permiten mantener la concentracion minima durante el tiempo requerido, de
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acuerdo a estandares europeos (0.4 mg/L, durante 4 min; Langlais, 1991) (Figura 3). Cuando el
ozono fue aplicado al sistema de desinfeccidn, a través de la adicién de una alicuota generada a
partir de una solucién saturada de ozono en agua destilada, la dosis de desinfeccion inicial se
redujo en un 100% a los 2 min de haber iniciado el proceso (Figura 3). En consecuencia, el
comportamiento cinético, representado por una kc = -48.64, nos permite concluir que en estas
condiciones, la disminucidon del ozono residual es de tal magnitud que no permite mantener ozono

disponible para continuar con la desinfeccion.
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Figura 3. Perfil de consumo de ozono normalizado en una suspensién cocoide de Helicobacter pylori
en solucidn salina isotdnica estéril. Para construir esta curva se realizaron mediciones de la concentracién
de ozono residual a distintos tiempos mediante el método colormétrico del indigo, y los valores fueron
normalizados a la concentracidn de la dosis inicial aplicada ([O3]gosis inicial = 0-4 mg/L a una temperatura de 23
°C). La pendiente de la curva fue obenida para establecer la constante de decaimento (kc=-48.64). Las barras
de error indican los promedios de tres réplicas técnicas.
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Con la ecuacién de la recta, obtenida a partir de los datos de la regidn lineal de este perfil
cinético, se obtuvo la DI de ozono en la matriz del sistema de desinfeccion a las condiciones
mencionadas (DI =0.21 mg/L que corresponde al 52.61% de consumo de Os).

Dado que las dosis iniciales de ozono menores a 0.4 mg/L no permiten mantener la
concentracion minima durante el tiempo requerido, de acuerdo a estandares europeos (Figura 3),
se generd un nuevo perfil cinético de consumo de ozono partiendo de una dosis inicial mayor en
las mismas condiciones experimentales del perfil anterior (Figura 4). En consecuencia, para
entender el significado cinético de este fendmeno, la kc y la DI fueron determinados a partir de los
datos obtenidos de este nuevo perfil (kc = -4.54 y DI = 0.04 mg/L). Interesantemente, se observd
que a dosis iniciales a partir de 0.8 mg/L es posible mantener dentro del sistema de desinfeccién
los niveles de ozono recomendados por la normatividad europea. En este sentido concluimos que,
cuando nuestro sistema de desinfeccion inicia su proceso con 0.8 mg/L de ozono en suspension, se
asegura una concentracion de ozono por arriba de los 0.4 mg/L durante los 4 min de haberse

iniciado el proceso de desinfeccion.
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Figura 4. Perfil de consumo de ozono normalizado en una suspensién cocoide de Helicobacter pylori
en solucién salina isoténica estéril a una concentracion que permite mantener los pardmetros de
desinfeccion internacionales (0.8 mg/L). Para construir esta curva se realizaron mediciones de la
concentracion de ozono residual a distintos tiempos mediante el método colormétrico del indigo, y los
valores fueron normalizados a la concentracién de la dosis inicial aplicada ([O3]qosis inicial = 0.8 mg/L a una
temperatura de 23 °C). La pendiente de la curva fue obenida para establecer la constante de decaimento
(kc=-4.54). Las barras de error indican los promedios de tres réplicas técnicas.

Tomando en cuenta los resultados anteriores, la figura 5 muestra una perspectiva comparativa
de ambos experimentos. De esta manera esta grdfica revela diferencias significativas entre los
procesos de desinfeccidén cuando la operacidn inicia con dosis iniciales de ozono diferentes. Estas
diferencias podrian explicarse desde una perspectiva de probabilidad de encuentro entre las
particulas de ozono con las células del sistema. Tomando en cuenta que los sistemas de
desinfeccion contienen el mismo nimero de células suspendidas en un volumen constante, se
podria sugerir que, al incrementar la concentracién de particulas de ozono en el sistema, la

probabilidad de encuentro de las particulas de ozono con las células disminuye, debido a que un

- 46 -



mayor nimero de particulas de ozono interferira en la interaccidn propia ozono-bacteria. De esta
manera, obeservamos que en los sistemas de desinfeccion dosificados con menos ozono el

consumo de éste es mas rapido.

Perfiles de consumo en suspension cocoide de H. pylorien
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Figura 5. Comparacion entre perfiles de consumo de ozono no normalizados en una suspension
cocoide de Helicobacter pylori en solucion salina isotdnica estéril a diferentes concentraciones iniciales.
Para construir esta curva se realizaron mediciones de la concentracion de ozono residual a distintos tiempos
mediante el método colormétrico del indigo y con distintas concentraciones iniciales de ozono. Los valores
de cada punto representan los promedios de tres réplicas técnicas.
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Andlisis mediante PCR de las fases post-centrifugacién de una muestra sin tratamiento

de desinfeccion

En general se cree que en un proceso de desinfeccion con ozono las bacterias son destruidas
debido a la oxidacidn protoplasmatica, dando como resultado la desintegracidn parcial de la pared
de la célula (fisuramiento) y una eventual lisis total, con lo que el contenido celular queda
expuesto (Khadre et al., 2001). En este sentido, muestras de suspensiones bacterianas que han
sido sometidas a tratamiento con ozono habran reducido su densidad celular, de manera que
células de bacterias integras y subproductos celulares de bacterias lisadas quedaran en
suspension. Asi pues, este fendmeno permite distinguir, mediante mediciones relativas o
cuantitativas, diferencias entre la cantidad de ADN gendémico en fracciones post centrifugacion
gue han sido o no tratadas con ozono, con las cuales es posible establecer la eficiencia relativa del
proceso de desinfeccion.

Considerando estos antecedentes, nuestro laboratorio ha venido trabajando bajo la premisa
de que la centrifugacién post tratamiento puede separar una fase de material de células lisadas
por efecto del ozono (sobrenadante), y otra fase de células integras (pellet) sobre las cuales
pueden realizarse analisis por PCR para medir, de forma relativa, la disminucién de la densidad
celular a diferentes concentraciones de ozono. Sin embargo, poco se ha profundizado en relacion
a la capacidad de las metodologias usadas hasta el momento en nuestro laboratorio para la
obtencidn de resultados confiables y reproducibles en los analisis de PCR post tratamiento.

Asi pues, con el objetivo de determinar si las condiciones de centrifugacién post-desinfeccidn
utilizadas (3,000 rpm durante 10 min) permiten una formacién de fases homogéneas (separaciéon
total de células integras y lisadas), se realizaron analisis de PCR H. pylori-especificos en una serie

de muestras sometidas o no al tratamiento de desinfeccion con dosis de ozono menores a la dosis
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establecida para cumplir con los estandares europeos (0.8 mg/L), debido a que éstas permitirian
eventualmente detectar una inactivacién parcial.

De esta manera, si las condiciones de centrifugaciéon post-desinfeccion permiten una
separacion en fases de células integras y lisadas, entonces, para una muestra sin tratamiento,
deberiamos amplificar el producto deseado mayoritariamente en el pellet. Considerando esto,
nuestros resultados revelan que las condiciones experimentales que se han utilizado para los
analisis de reduccidn de densidad celular no permiten una separacién adecuada de las fases, dado
que detectamos producto de amplificacion en la fase sobrenadante de una muestra sin
tratamiento (Figura 6, carriles 5y 10).

Si la presencia o ausencia de ADN de H. pylori observado en los sobrenadantes es debida
Unicamente a células integras, y representa de manera proporcional la reduccion en la densidad
celular, entonces podemos pensar que a dosis iniciales de ozono de 0.1 mg/L o 0.8 mg/L, la
reduccion es parcial, mientras que dosis de 0.2 y 0.4 mg/L de ozono son capaces de reducir
mayoritariamente la densidad celular. Siendo asi y considerando los perfiles de consumo de ozono
de la figura 5, podriamos sugerir que el ozono actia con menor eficiencia cinética a dosis mayores
como la de 0.8 mg/L dado que la probabilidad de interaccién con las células podria ser menor.
Adicionalmente, una dosis de ozono de 0.1 mg/L podria actuar de manera parcial Unicamente por
la falta de ozono residual. La propuesta anterior es apoyada con los datos de gPCR que se
presentan en la figura 7, que muestran una tendencia de disminucion de las eficiencias de la
reduccion de la densidad celular en funcidn del aumento en las dosis iniciales de ozono a partir de

0.4 mg/L.
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Figura 6. Deteccion de Helicobacter pylori mediante PCR en la fase sobrenadante post-centrifugacion
de muestras con o sin tratamiento de desinfeccion. Analisis de los productos de amplificacion (209 pb)
mediante electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio. Carriles: 1 al 4, fases
sobrenadantes de muestras tratadas con 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mg/L de ozono respectivamente; 6 al 9, pellet de
las fases sobrenadantes de muestras tratadas con 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mg/L de ozono respectivamente,
sometidas a una segunda centrifugacion (7,500 rpm por 5 min); 5, fase sobrenadante de una muestra sin
tratamiento con ozono; 10, pellet de la fase sobrenadante de la misma muestra sin tratamiento con ozono,
sometida a una segunda centrifugacion (7,500 rpm por 15 min); 11 y 12, controles positivos del andlisis por
PCR; 13, control negativo del anélisis por PCR. La imagen fue generada mediante el software Quantity One ™
(BioRad™).

De acuerdo a la investigacidn bibliografica, andlisis de muestras de agua para la deteccion de
microorganismos se han desarrollado comunmente mediante el paso de las muestras a través de
filtros y disponiendo estos filtros sobre medios especificos para crecer las células de interés
(McDaniels et al., 2005). En la actualidad, el aislamiento de células de H. pylori a partir de aguas
ambientales o bebestibles mediante cultivo no se ha logrado, lo cual puede ser debido a la
transformacién de esta bacteria al estado cocoide (Kusters et al., 1997), y/o a la falta de un medio
de crecimiento adecuado. Como resultado de esto, un gran numero de investigaciones han
propuesto como método de deteccion mas viable el analisis por PCR de muestras que han sido
sometidas a filtracion (McDaniels et al., 2005; Yafiez et al., 2008). Considerando esta revision y los
resultados de la Figura 6, se ha demostrado que el paso de centrifugacidn post desinfeccion a las
condiciones empleadas en esta investigacion no es el mas adecuado para separar células integras

de material lisado para su analisis posterior por PCR.
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Determinaciones preliminares mediante qPCR de la densidad celular infectiva en
suspensiones de H. pylori tratadas con diferentes dosis de ozono

Pese a que el paso de centrifugacion post desinfeccién a las condiciones empleadas en esta
investigacion no fue el mas adecuado para separar células integras de material lisado, se
realizaron determinaciones preliminares mediante qPCR de las densidades celulares de los pellets
originados, con el fin de evaluar la inactivacién relativa de las formas cocoides de H. pylori por
efecto del tratamiento con ozono. Para ello, fueron tomados 5 mL de los sistemas de desinfeccidn
(densidad celular inicial = 1.5x10° UFC) sometidos a las dosis de 0.4, 0.8, 1.2, 1.8 y2.4mg/Lde O3y
centrifugados después de terminado el tratamiento a 3,000 rpm durante 10 min. Estas dosis
fueron establecidas con base a la concentracién de ozono inicial minima que permite mantener las
condiciones de los estandares de desinfeccion europeos. Posteriormente los pellet fueron
sometidos a extraccion de ADN y evaluados mediante qPCR. En consecuencia, con base a la
informacion cedida por el personal académico de la Torre de Investigaciéon de Medicina de la
UNAM, la deteccidn se llevd a cabo mediante la amplificacidén del gen ureBy los datos de C; fueron
normalizados mediante una curva patrén de C; en funcién a la concentraciéon de UFCs en muestras
sintéticas de formas cocoides de H. pylori en SSI estéril (Figura A2). A partir de estos datos se logré
obtener los porcentajes de reduccién haciendo la correlacion entre los CTs de los pellet
resuspendidos y el factor de dilucién de 1:4 respecto a los 20 mL del sistema total a una
concentracidn inicial de 3x10°> UFC/mL. De esta manera, en tres réplicas bioldgicas, observamos
que las dosis de ozono empleadas en este experimento permiten una reduccion de la densidad
celular de al menos 99 % (2-log) (Figura 7). Estos datos nos permiten establecer que a estas
concentraciones de ozono la densidad celular disminuye significativamente respecto a la
concentracion inicial de células. Aunque las condiciones de centrifugacion no nos permiten

establecer una separacidon adecuada de células integras y lisadas, podemos concluir que la
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metodologia planteada en esta investigacidon permite inactivar formas cocoides de Helicobacter
pylori (Figura 7), y que a concentraciones mayores de 0.4 mg/L de ozono ya no es observable una
tendencia lineal de incremento en los porcentajes de reduccidn celular en funcién a la
concentracion como se ha reportado para otros microorganismos en agua potable (Choi et al.,
2007). La tendencia de disminucion en la eficiencia de reduccién de la densidad celular, puede

explicarse de acuerdo a lo propuesto en los apartados anteriores.
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Figura 7. Porciento de reduccion en la densidad celular de los pellet de suspensiones de Helicobacter
pylori, determinado mediante la deteccion del gen ureB por qPCR. Sistemas de desinfeccién de 20 mL
(densidad celular inicial = 3x10° UFC/mL) fueron sometidos a las dosis de 0.4, 0.8, 1.2, 1.8 y 2.4 mg/L de O;
durante 4 min y alicuotas de 5 mL fueron tomadas y centrifugadas a 3,000 rpm durante 10 min. Los pellet
fueron sometidos a extraccion de ADN y evaluados mediante gqPCR. La deteccion se llevé a cabo mediante la
amplificacion de un fragmento del gen ureB y los datos de C; fueron normalizados mediante una curva
patréon de C; en funcidn a la concentracién de UFCs en muestras sintéticas de formas cocoides de H. pylori
en SSI estéril. Los porcentajes de reduccidn se obtuvieron haciendo la correlacidn entre los C;s de los pellet
resuspendidos y el factor de dilucién de 1:4 respecto a los 20 mL del sistema total a una concentracidn inicial
de 3x10° UFC/mL.
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Propuesta final de la metodologia para la reduccién celular de suspensiones de formas
cocoides de Helicobacter pylori tratadas con ozono y su analisis por gPCR

Los datos anteriores, asi como la revision bibliografica que se realizé para los intereses de esta
investigacion, nos llevd a realizar la propuesta de un disefio experimental, mediante el cual se
pudiera analizar el efecto del ozono sobre los niveles de densidad celular en suspensiones de H.
pylori. El modelo primario de este disefio contempla, dentro de su fase inicial, la preparacién de
suspensiones al 100 % de formas cocoides de H. pylori mediante la induccién durante 10 dias en
solucién salina isotdnica estéril a partir de paquetes celulares obtenidos de las resiembras de
cultivos primarios de la cepa bacilar 26695 (ver Figura 1 panel D). En seguida, para garantizar que
la dosis de desinfeccion tedrica de ozono, calculada a partir de una muestra inicial saturada, es la
dosis real aplicada al sistema de desinfeccion, se propone, de acuerdo a los datos preliminares
(Figura 2), planificar la dosificacion inicial del sistema de desinfeccién durante los primeros 15 min
de haber obtenido la solucién saturada con ozono. Ahora bien, una vez incorporado en el seno del
liguido debe permanecer cierto tiempo para lograr su efecto oxidante. Para ello, de acuerdo a
nuestros resultados (Figura 5), es recomendable iniciar los procesos de desinfeccion con una
concentracion minima de ozono de 0.8 mg/L en la suspensién, asegurando asi mantener los
niveles de ozono recomendados por estandares europeos. Adicionalmente, con base a los datos
preliminares de las determinaciones por qPCR en suspensiones cocoides de H. pylori tratadas con
diferentes dosis de ozono, estimamos que con concentraciones entre los 0.4 y 2.4 mg/L de ozono
como dosis iniciales es posible reducir en un 99 % (2-log) la densidad celular de las muestras a los
4 min de tratamiento (Figura 7).

Considerando la revision bibliografica y los resultados de la figura 6, se sugiere someter las
muestras que han sido tratadas con ozono a un procedimiento de filtracion por membrana. Esto

permitird seleccionar y contener, en un medio apropiado para su cuantificacidn, células integras
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de las cuales ADN podra ser extraido, para su posterior andlisis por gPCR. De esta manera, podran
ser comparables las cantidades relativas de producto amplificado H. pylori-especifico,
cuantificadas en muestras que han sido o no sometidas a tratamiento por ozono. Adicionalmente,
curvas estandar podran ser generadas mediante este método de analisis, a partir de filtros a través
de los cuales se han pasado suspensiones no tratadas con concentraciones conocidas de formas
cocoides de H. pylori. El nimero de células sobre los filtros de las curvas patrén y de las muestras
reales podran ser determinados mediante una extraccidn rapida de ADN y su posterior andlisis por
gPCR eligiendo como blanco los genes aqui empleados (p27, ureB), o bien los reportados por otros
autores (ureA, ureB, ureC). Para implementar lo anterior se sugiere el desarrollo de la metodologia
mostrada en anexos (método A2), tomada de McDaniels et al. (2005).

Adicionalmente, se propone acotar el rango de dosis de ozono aplicada a los sistemas de
desinfeccién de 0 a 0.6 mg/L para eventualmente observar diferencias en la reduccién de la

densidad celular al realizar una comparacion entre las distintas dosis.
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XI. CONCLUSIONES

Los perfiles de decaimiento de ozono en agua destilada y de consumo en la suspension
cocoide de H. pylori en SSI presentaron las diferencias esperadas que se corroboran con la
constante de decaimiento (kc), cuyos valores fueron -0.69 min™ para el agua destilada, -
48.64 min™ para suspensién cocoide de H. pylori en SSI con una dosis inicial de ozono de
0.4 mg/Ly -4.54 min™ para suspension cocoide de H. pylori en SSI con una dosis inicial de
ozono de 0.8 mg/L. Dichas constantes reflejan la estabilidad del ozono transferido a las
matrices de trabajo en funcién del tiempo, generando criterios para la seleccién de las
condiciones mas adecuadas para la desinfeccion. Adicionalmente, la demanda inmediata
refleja el consumo de ozono en las matrices de trabajo al primer minuto de haber
transferido el ozono, con valores de 0 mg/L en agua destilada, 0.21 mg/L en una
suspension cocoide de H. pylori en SSI con una dosis inicial de ozono de 0.4 mg/Ly de 0.04
mg/L en una suspension cocoide de H. pylori en SSI con una dosis inicial de ozono de 0.8
mg/L. En consecuencia, el comportamiento cinético representado por estos valores,
permite concluir que en estas condiciones el incremento en los valores de kc y DI refleja
un consumo de ozono adicionado, y el residual permite mantener una disponibilidad para

continuar con la desinfeccion.

La dosis requerida de ozono que es indispensable transferir al sistema de desinfeccidn
estudiado es de 0.8 mg/L, lo que significa que dicha dosis decae de tal forma que permite
mantener concentraciones de ozono por arriba de 0.4 mg/L durante al menos 4 minutos,

con lo que se da cumplimiento a los estdndares europeos.
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En lo que concierne a la metodologia propuesta, se observé que el paso de centrifugacion
post desinfeccion a las condiciones empleadas en esta investigacion no es el mas
adecuado para separar células integras de material lisado para su analisis por PCR. En este
sentido, la filtracion parece ser el método mas conveniente de acuerdo a la literatura. Por
lo tanto, se propone desarrollar futuros experimentos que integren la metodologia A2 de

filtracion propuesta en anexos.

Los experimentos preliminares de qPCR realizados en esta investigacidén indican que la

dosis de ozono de 0.8 mg/L podria reducir la densidad celular infectiva de H. pylori de

3x10° UFC/mL a 1.2x10% UFC/mL en muestras de agua.
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XII. ANEXOS

Método A1l. Cuantificacion de ozono en fase acuosa por el método del indigo

La dificultad de medir el ozono residual en una solucién acuosa es estrictamente una
consecuencia de su naturaleza, ya que el ozono se descompone con suma facilidad. El método de
indigo es cuantitativo, selectivo y simple; ademds reemplaza a los métodos basados en la
determinacion de oxidantes totales. Es aplicable a agua de lagos, rios, aguas subterraneas
conteniendo manganeso, agua subterrdnea extremadamente dura y agua residual tratada
biolégicamente. Este método se basa en que la absorbancia es inversamente proporcional a la
concentracion de ozono. Esta constante de proporcionalidad a 600 nm es de 0.42 +0.01 cm*mg ‘L™
(Standar Methods, 1992; Great Ships Initiative, No: GSI/SOP/BS/RA/C/1, 2009 ).

Se tiene conocimiento de que existe algunos compuestos que interfieren en la medicion, tal es
el caso del peroxido de hidrogeno y de los perdxidos organicos, que decoloran el reactivo de
indigo muy lentamente. El peréxido de hidrogeno no interfiere si el ozono se miden en menos de 6
horas después de afiadir los reactivos. Los perdxidos orgdnicos pueden reaccionar con mayor
rapidez. El Fe (IIl) y Mn (lll) no interfieren pero este Ultimo es oxidado por el ozono a formas que
decoloran el reactivo. El cloro también interfiere, pero puede ser enmascarado por el acido
maldnico. El bromo, que puede formarse por la oxidacion de Br, interfiere (1 mol Br corresponde
a 0.4 moles de ozono). De esta manera el uso de agua destilada-desionizada fue de suma

importancia en el desarrollo de los experimentos de esta investigacion.
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Equipos

Espectrofotémetro HACH DR-2800

Reactivos

Solucion madre indigo. En un matraz aforado de 1L, agregar 500 mL de agua, agregar 1 mL de
acido fosfdérico concentrado y afiadir con agitacién, 770 mg de trisulfonato potasico de indigo,
aforar con agua destilada. Una dilucién 1:100 exhibe una absorbancia de 0.02 cm a 600 nm. La
solucién madre es estable por cuatro meses almacenada en frasco dmbar.

Reactivo I. En una matraz aforado de 1 L, afiadir 20 mL de solucién madre, 10 g de fosfato
monobasico de sodio y 7 mL de acido fosférico concentrado. Diluir hasta el aforo (almacenar en
frasco ambar).

Reactivo Il. Proceder como el reactivo de indigo |, afnadiendo 100 mL de solucién madre en

lugar de 20 mL.

Procedimiento espectrofotométrico

Para un intervalo de concentracion de ozono de 0.01 a 0.1 mg/L. Afiadir 10 mL de reactivo de
indigo | a dos matraces aforados de 100 mL. Llenar uno de ellos hasta el aforo con agua destilada
(blanco) y el segundo con la muestra a analizar. Medir la absorbancia a 600 nm lo antes posible y
siempre dentro de las 4 horas siguientes. Utilizar celdas de 10 cm de largoy 1 cm de ancho.

Para un intervalo de concentracion de ozono de 0.05 a 0.5 mg/L. Proceder como el punto
anterior pero utilizar 10 mL de reactivo indigo Il en lugar del reactivo I. Medir preferentemente la
absorbancia en celdas de 4 0 5 cm.

Para concentraciones superiores a 0.3 mg/L. Se procede a utilizar el reactivo de indigo Il, pero

utilizando un volumen menor de muestra. Diluir la mezcla resultante a 100 mL con agua destilada.
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Calculo de la concentracién de ozono

Determinar la concentracion de ozono en las muestras usando la siguiente ecuacion:

[03]r :—(AObA_fZ?\h/n)]()](-SO) donde

[Os]r: concentracion de ozono en fase acuosa (mg/L)

Ab: absorbancia del blanco

Am: absorbancia de la muestra

0.42: factor de sensibilidad de 20000/cm para el cambio de absorbancia (600 nm) por

mol de ozono afiadido por litro.
Vm: volumen de muestra (mL)

/: longitud de la celda (2.54 cm)
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Diagrama de unidad de oxidacién con ozono

La preparacién del agua saturada con ozono se llevd a cabo en una unidad de oxidacion,
compuesta por un separador de aire (Airsep modelo AS-12, USA), un generador de ozono Labo 76
(Emery Trailigaz, USA) con capacidad de produccion de 19 g de 03/h. Como unidad de contacto
gas-liquido se utilizé una columna de burbujeo de vidrio de 2 L de capacidad, al final la corriente
gaseosa fue enviada a una unidad de destruccién catalitica de ozono para su liberacién segura al

ambiente (Figura Al).
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Figura Al. Arreglo experimental del sistema de oxidacion. En la figura se muestra un diagrama que
representa la unidad de oxidacidén usada en estos experimentos, localizada en el laboratorio de Ingenieria

ambiental, Edificio 5 del Instituto de Ingenieria de la Universidad Nacional Auténoma de México.
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Método A2. Propuesta de metodologia para someter las suspensiones cocoides de
Helicobacter pylori tratadas con ozono a analisis por qPCR

Veinte mililitros obtenidos de las suspensiones cocoides de H. pylori sometidas o no a
desinfeccién por ozono seran filtrados a través de filtros de policarbonato blanco Nucleopore™
(0.4 um de porosidad y 47 mm de diametro) (Whatman, Clifton, NJ) y los filtros seran sometidos a
extraccion de ADN y analisis por qPCR para medir la prevalencia de H. pylori. Adicionalmente, una
solucidn stock con una concentracién de 3x10° UFC/mL sera diluida serialmente 10 veces vy filtrada
como se describe arriba, para construir una curva patron. Los filtros usados para la curva patron,
asi como los usados para la recuperacion de células de muestras reales, seran doblados vy
colocados en tubos Eppendorf de 2 mL (PGC Scientific, Gaithersburg, MD) que contendran 0.3 g de
perlas de vidrio estériles (Sigma) y 300 uL de una solucién 0.2 mg/mL de ADN de salmén (Sigma)
en buffer comercial AE (Qiagen, Stanford, CA) como control interno. Los tubos que contienen los
filtros serdn después agitados en vortex a maxima velocidad durante 2 min y centrifugados a
12,000 rpm por 1 min. Los sobrenadantes seran transferidos a tubos estériles para el posterior
analisis por duplicado mediante qPCR tanto para el blanco de H. pylori como para el de salmén

como se describe en las metodologias y en McDaniels et al. (2005), respectivamente.
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