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Resumen

Helicobacter pylori infecta el estbmago del hombre y se ha asociado como agente causal
de gastritis, Ulcera péptica y cancer gastrico. Se sugiere que la via de trasmision fecal-oral
con agua contaminada con materia fecal es principalmente la fuente de infeccion en
paises con bajos niveles socioecondémicos. Estudios recientes reportan para Colombia
una prevalencia de infeccién por Helicobacter pylori del 83.1%. En Colombia no existe una
técnica estandarizada que permita identificar Helicobacter pylori en aguas, por ello este
trabajo tiene como objetivo estandarizar la concentracion, extraccion y la gqPCR en tiempo
real con diferentes oligonucledtidos: ARNr 16S, glmM, ureA, cagA y vacA, para la
identificacion de la presencia de Helicobacter pylori en aguas de consumo humano.

Palabras clave: Helicobacter pylori, PCR, 16S ARNr, glmM, ureA, cagA, vacA, agua
potable.

Abstract

Helicobacter pylori infect the stomach of man and have been associated as a causative
agent of gastritis, peptic ulcer and gastric cancer. It is suggested that the fecal-oral route of
transmission with water contaminated with faeces is the main source of infection in
countries with low socioeconomic levels. Recent studies report a prevalence of Colombia
for Helicobacter pylori infection of 83.1%. In Colombia there is no standardized technique
to identify Helicobacter pylori in water, so this work aims to standardize the concentration,
extraction and real-time qPCR with different oligonucleotides: 16S rRNA, gimM, ureA,
cagA and vacA, for identifying the presence of Helicobacter pylori in the water for human
consumption.

Keywords: Helicobacter pylori, PCR, RNAr 16S, gimM, ureA, cagA, vacA, drinking water.
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Introduccidén

Helicobacter pylori es un bacilo gram negativo, curvo, moévil, microaerofilico, que coloniza
y permanece en la mucosa gastrica humana. La presencia de la bacteria induce una
respuesta inflamatoria desarrollando una gastritis crénica. Helicobacter pylori esta
asociado con un aumento en el riesgo de desarrollar UGlcera péptica y cancer gastrico,
también se ha relacionado con el desarrollo de purpura trombocitopénica inmune y
anemia (Henao et al, 2009).

El principal reservorio de la bacteria es el estbmago humano, los datos epidemioldgicos
demuestran que su trasmision puede ser persona a persona o de una fuente contaminada
como comida o0 agua. Las bajas condiciones socioeconémicas, el hacinamiento, la falta de
acueductos, la contaminacion con materia fecal en los tanques de almacenamiento de
agua para consumo humano son posibles causas de trasmision (Ramirez, 2003). La
infeccidn se adquiere principalmente en la nifiez y puede perdurar por décadas.

La prevalencia de la infeccién por Helicobacter pylori es variable en diferentes zonas
geograficas, en paises desarrollados pueden ser tan bajas como del 7%. Se estima que
mas del 50% de la poblacibn mundial esta infectada convirtiéndose en la infeccion
bacteriana crénica mas comun de los humanos; en Colombia se han reportado
prevalencias en adultos que van desde 83.1% (Porras et al, 2013), 77,2% (Campuzano
G, 2007) y 69.1% (Bravo L, 2003).

Desde 1994 la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer de la Organizacion
Mundial de la Salud, lo ha incluido entre los agentes cancerigenos de tipo 1. La mayoria
de las personas infectadas con Helicobacter pylori son asintomaticas y no desarrollan
enfermedad grave. Aunque la prevalencia de la infeccién por Helicobacter pylori es alta en
los paises en desarrollo menos de 3% desarrollardn cancer gastrico, se postula que las
alteraciones genéticas inducidas por la bacteria pueden persistir en el tiempo y mantener
el riesgo de un adenocarcinoma (Correa, 2011). En Colombia el cancer gastrico es la
segunda causa de muerte por cancer después del cancer de préstata y de seno. El tipo de
cepa infectante y el desarrollo de una importante respuesta inflamatoria a la infeccién
parece ser el eje para el desarrollo de enfermedad. Durante la coexistencia con los
humanos Helicobacter pylori ha involucrado estrategias muy complejas para mantener un



estado de inflamacion leve del epitelio gastrico mientras limita la expresién de la actividad
efectora del sistema inmune.

Es evidente que la transmision del Helicobacter pylori a través del agua esta tomando
cada vez mayor importancia. El Registro Federal de Estados Unidos (Federal, 1997),
incluyé al igual que la USEPA (Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos) a
Helicobacter pylori en su lista de contaminantes, reflejando la preocupacion por la
presencia de este microorganismo como una de las infecciones transmitidas por el agua y
la necesidad de estudios de eficacia en los procesos de tratamiento del agua para
eliminar potenciales patdgenos como Helicobacter pylori en los reservorios y en las redes
de distribucion de agua para consumo humano (EPA, 1998).

Ademas la Organizacion Mundial de la Salud lo cita como un contaminante de agua e
invita al desarrollo de estudios complementarios sobre la contaminacion de agua: “El ser
humano es la fuente principal de Helicobacter pylori y el microorganismo es sensible a los
desinfectantes oxidantes. Por lo tanto, para proteger las aguas de consumo de
Helicobacter pylori pueden aplicarse las siguientes medidas de control: prevencion de la
contaminacién por residuos humanos y desinfeccion adecuada” (OMS, 2005).

En estudios realizados anteriormente como los de (Krumbiegel et al, 2004), (Fernandez et
al, 2008), (Montero Campos, 2009) y (Camargo, Boschian, 2012), sugieren la transmisién
acuatica de Helicobacter pylori e informan que la bacteria puede encontrarse viable y
cultivable luego de 75 horas a 10°C. Asi mismo reportan la contaminacion de alimentos
como carne, pollo, leche, yogurt y otros. Nuevos estudios experimentales han recuperado
el ADN del microorganismo en aguas de consumo. (Zahoor et al, 2011).

En Colombia no hay estudios sobre una metodologia implementada ni estandarizada para
determinar si la bacteria esta presente en aguas de consumo, por lo tanto, este trabajo
pretende estandarizar una técnica molecular confiable, sensible y especifica como es la
gPCR, para determinar la presencia de los genes 16S ARNr, gimM, ureA, cagA, vacA de
Helicobacter pylori en el agua.



Planteamiento del problema:

Helicobacter pylori se ha detectado en el agua de rios, pozos, tanques de
almacenamiento y en sistemas de distribucion de aguas para consumo como lo han
demostrado diferentes estudios realizados en Peru (Hulten et al, 1996), Estados Unidos
(Baker K. H., 2001), México (Mendoza et al, 2004) o, Costa Rica (L6pez, 2007), Iran (Al-
Sulami et al, 2010) y Pakistdn (Zahoor et al, 2011), entre otros. Helicobacter pylori
también se ha encontrado en las biopeliculas de los sistemas de distribucién de agua
(Andersen, 2009). Igualmente se ha evidenciado la resistencia de Helicobacter pylori a
cloro y otros desinfectantes, (Baker K. H., 2001). Estas referencias sugieren una
trasmision hidrica de la bacteria.

El Instituto Nacional de Salud en su informe de Vigilancia de Calidad de Agua en
Colombia, (INS, 2013) publicé que el 58,8% de la poblacion atendida (26.7 millones de
habitantes) tienen consumo de agua potable, 13.9 % (6.3 millones) utiliz6 agua segura,
19.1 % (8.7millones) utiliz6 agua baja en tratamiento o proteccién y 8,1 % (3.7 millones),
se sirvio de agua cruda, es decir tomada directamente de las fuentes (sin ningun
tratamiento).Esto indica que, aproximadamente la mitad de la poblacion consume agua
gue no cumple con lo establecido por la Resolucién 2115 de 2007, que establece los
parametros fisicoquimicos y microbioldégicos que debe cumplir el agua para consumo
humano en Colombia. Los parametros microbiol6gicos incluyen la ausencia de
microorganismos patégenos, dentro de los que solo se monitorean de rutina los
Coliformes Totales, Escherichia coli, Giardia y Cryptosporidium.

Helicobacter pylori no esta postulado como un patégeno que se tenga que investigar en
agua en Colombia, sin embargo, su alta prevalencia y su asociacién con enfermedades
gastroduodenales, las cuales tienen un alto costo para el sistema de salud, lo hacen un
microorganismo de interés en salud publica.

Su deteccién se puede realizar por otras metodologias como son el cultivo microbiolégico,
el cual es el “Gold Standard” pero este es dificil, dispendioso, costoso y el microorganismo
no se recupera facilmente de muestras medio ambientales. También se puede detectar
por anticuerpos anti-antigenos fecales, PCR de punto final, electroforesis en agarosa y
PCR en tiempo real, pero no estan estandarizadas. No hay una metodologia confiable
para determinar si la bacteria Helicobacter pylori esta presente en aguas de consumo y si
la alta prevalencia de la infeccion es debida a la transmision por consumo de agua
contaminada. Por lo anterior, este trabajo pretende realizar la estandarizacion de la
técnica gPCR con el fin de aportar a la investigacién y vigilancia del patégeno en aguas
de consumo.



Objetivo general

Estandarizar la técnica gPCR para la identificacién de Helicobacter pylori en muestras de
agua de consumo como investigacion preliminar para su deteccion.

Objetivos especificos

e Realizar ensayos de concentracion de muestras de agua para la técnica de
extraccion de ADN gendmico total.

e Evaluar los estuches comerciales para la extraccion de ADN total en aguas de
consumo.

e Evaluar los oligonucleétidos de interés para la identificacion del ADN de
Helicobacter pylori.

e Ensayar el protocolo optimizado en aguas de consumo contaminadas con

Helicobacter pylori.



1. Helicobacter pylori

La bacteria Helicobacter pylori (Helicobacter pylori) fue redescubierta en 1983 por los
cientificos Robin Warren y Barry J. Marshall en Australia, quienes lograron cultivar in vitro
la bacteria aislada de pacientes con Ulcera gastrica; este descubrimiento revoluciond la
etiologia de la mayoria de enfermedades gastrointestinales especialmente la de la ulcera
péptica.

La bacteria fue originalmente nombrada como Campylobacter piloridis y después fue
cambiada a Campylobacter pylori. Luego de varios estudios donde se secuencia el gen
16S ARNI, se realiza la diferenciacion de los flagelos, la resistencia al 4cido y se aclara la
morfologia, fue necesario crear un nombre al nuevo género: Helicobacter.

1.1 Morfologia

Helicobacter pylories un microorganismo espirilado, microaerofilico y gram-negativo, que
presenta terminaciones redondeadas (observadas en especies aisladas de biopsias
gastricas), ademas posee de uno a seis flagelos unipolares de diametros entre 0,5 a 1,0
micras y de 2,5 a 4,5 micras de longitud.

Cuando se cultiva en medio sélido, la bacteria adquiere una forma esférica después de
largos periodos de cultivo, tanto en medio liquido como soélido. Estas formas cocoides son
metabodlicamente activas, pero no pueden ser cultivadas in vitro (Dunn et al, 1997),
(O'Rourke; Bode, 2001).

1.2 Formas cocoides

Se ha sugerido que la transiciéon de la forma espirilada comun de Helicobacter pyloria una
morfologia cocoide o formas viables no cultivables (VNC) se debe principalmente a
condiciones ambientales de estrés por las que pasa este microorganismo, como la
exposicion a oxigeno, pH alcalino, altas temperaturas, estrés nutricional, cultivos
prolongados y tratamientos con antibidticos (Chen; Dubnau, 2004). El rol de la forma
cocoide de Helicobacter pyloriha sido tema de discusion, algunos la consideran una forma
degenerativa 0 una manifestaciéon de muerte celular de la bacteria, mientras que otros la
consideran una forma en estado latente pero viable. Se han evaluado algunos métodos



para determinar, de forma directa e indirecta, la viabilidad de esta forma (Kusters et al,
1997); (Chen; Dubnau, 2004); (Wang et al, 2004) sin ser concluyentes.

A pesar de la discrepancia, las formas cocoides de Helicobacter pylorison viables y se ha
determinado que pueden jugar un importante papel en la transmisién de la infeccion
mediante su supervivencia en el agua o en el ambiente. Investigadores han demostrado
gue las formas espiriladas, tienen una mayor capacidad de colonizacién comparado con
las formas cocoides (Chen; Dubnau, 2004).

1.3 Genética

Desde el punto de vista genético existe una considerable diversidad de cepas de
Helicobacter pylori. Esta caracteristica puede ser usada para la deteccién de diferentes
aislados bacterianos en un mismo individuo. El tamafio del genoma esta entre 1.6-1.7
megabases. Algunas cepas se relacionan con mas frecuencia al desarrollo de Ulceras y
otras menos patdgenas con infeccidon asintomatica, de acuerdo con su potencial para
producir enzimas vacuolizantes y elementos citotdxicos.

Helicobacter pyloriexhibe una diversidad genética apreciable, caracteristica que ya ha
sido evidenciada en muchos trabajos donde se demuestra la variaciébn en el orden
genético entre cepas, diferencias en el contenido genético entre cepas, la naturaleza de
algunos genes, y la diversidad de secuencias dentro de algunos genes conservados. Esta
bacteria posee una estructura poblacional recombinante, lo que indica que el intercambio
genético es frecuente entre cepas (Lépez, 2007).

1.3.1 Gen 16S ARNr

Los ribosomas son organelos complejos, altamente especializados, que utilizan los
organismos para el proceso de sintesis de proteinas. Estos organelos tienen subunidades
especializadas como la 16S ARNr (Herrera C, 2008).

El 16S ARNr es un polirribonucleétido de aproximadamente 1.500 nt, codificado por el gen
rrs, también denominado ADN ribosomal 16S (DNAr 16S), es la macromolécula mas
ampliamente utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas. Como cualquier
secuencia de nucledtidos de cadena sencilla, el 16S ARNr se pliega en una estructura
secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena, alternando
con regiones de cadena sencilla (Rodicio; Mendoza, 2004)

Estas estructuras primarias estdn compuestas por regiones alternadas de alta y baja
variabilidad. Las regiones con secuencias variables contienen informacién de bajo nivel
filogenético, mientras que las regiones con secuencias preservadas contienen informacion
de los eventos evolutivos mas tempranos. Asi mismo, existe una gran cantidad de copias
de ARNr en una bacteria que esté en fase de crecimiento. De esta forma, el ARNr es un
excelente marcador molecular para la reconstruccion de la mayoria de las relaciones
filogenéticas. El andlisis del 16S ARNr parece ser el mas adecuado con seres procariotas,
ya que contiene aproximadamente 1550 pb. (Herrera C, 2008)

La secuenciacion del 16S ARNr es el método de eleccion para determinar relaciones
taxondmicas altas (arriba del nivel de género). Debido a que la molécula de 16S ARNr



contiene regiones altamente variables, es usualmente posible el encontrar regiones de 20
a 30 bases que son completamente exclusivas de una sola especie de bacterias. Por ello
se escogieron 20 pares de bases del articulo (Zahoor et al, 2011) para la identificacion de
este gen de Helicobacter pylori en las muestras de agua.

1.3.2 Gen vacA.

El gen vacA codifica para una proteina conocida como la citocina vacuolizante, la cual
induce la formacion de vacuolas en las células de mamiferos in vitro y en células
epiteliales humanas produciendo poros en la membrana citoplasmatica y dafio en el
citoesqueleto. También puede penetrar al citosol induciendo apoptosis, dafia las células
parietales y por ende una reduccion de la secrecion de &cido. Esta citotoxina esta
presente en todas las cepas de Helicobacter pylori pero solo 65 % la expresan. Las
investigaciones indican gque la citotoxina vacuolizante es un factor de virulencia importante
en la patogénesis de la enfermedad ulcero-péptica en humanos. (Castillo-Rojas et al,
2004)

Recientemente, se han descrito diferentes variantes alélicas del gen, la regién (s), o
region terminal que se divide en region sla, slb, o alelo s2; la regién media (m) que esta
presente como alelo m1 o un alelo m2. Este mosaico estructural del gen vacA representa
las diferencias en la produccion de citotoxina entre las cepas (Van Doorn et al, 1998). Las
cepas s1/ml producen altos niveles de la toxina, las cepas de tipo s1/m2 producen
niveles bajos a moderados de la toxina, mientras que las cepas s2/m2 no producen
toxina activa.

Las cepas de tipo m1 de vacA son asociadas con un mayor dafio del epitelio gastrico que
las de tipo m2. En Colombia se ha demostrado la presencia de este gen cepas s1 y ml
con prevalencias del 76.8% y 62.7% respectivamente (Watada et al, 2011), (Quiroga;
Cittelly; Bravo, 2005). Particularmente, se ha observado en algunos estudios que los
pacientes con Ulcera péptica estan infectados con cepas productoras de esta toxina
(Gamboa, 2003).

1.3.3. Gencag A

Cag A es una proteina altamente inmunogénica codificada por el gen cag A que esta
presente en aproximadamente el 50 al 70% de las cepas. Este gen se encuentra en un
segmento conocido como la Isla de Patogenicidad que codifica mas de 30 proteinas que
forman el aparato de secrecion tipo IV que se introduce en la célula epitelial gastrica y
facilita la translocacion de Cag A, dentro de las células. La proteina inyectada en la célula
tiene sitios especificos de fosforilacion, los cuales son reconocidos por tirosin quinasas de
la célula hospedero, dando lugar a la fosforilacién de la proteina, para que posteriormente
CagA interactie con SHP-2, una tirosin fosfatasa, la proteina puede interactuar con un
rango de proteinas de sefalizacion resultando en cambios morfolégicos de la célula. La
presencia de este factor de virulencia aumenta en riesgo de desarrollo de cancer gastrico.
(Blaser; Atherton, 2004), (Castillo-Rojas et al, 2004).



1.3.4. Gen ureA

La ureasa es una enzima que tiene la capacidad de hidrolizar la urea produciendo amonio
y carbamato, el cual se descompone para producir otra molécula de amonio y acido
carbonico y de esta manera se produce una alcalinizacién del ambiente.

El Helicobacter pylori para su proceso de colonizacion en la mucosa géstrica tiene que
sobrevivir al pH &cido del estdbmago, por ello la clave para la adaptacion al pH acido
gastrico reside en la produccién de ureasa.

Esta enzima se localiza en el citosol y en su superficie, por lo que, esta enzima es la mas
estudiada y representa alrededor de un 5% del total de las proteinas celulares del
Helicobacter pylori. (L6pez, 2007)

1.3.5 Gen gilmM

El gen ureC tiene una longitud de 1,335 pb y se localiza corriente arriba de los genes
ureAB, codifica para la proteina fosfoglucosamina mutasa; este gen no esta relacionado
con la produccion de la enzima ureasa, por lo que ha sido renombrado gimM. El gen gimM
es considerado un gen constitutivo (housekeeping) y participa directamente en la sintesis
de peptidoglicano y lipopolisacarido de la pared celular bacteriana. La fosfoglucosamina
mutasa es una enzima que cataliza substratos que dan como resultado UDP-GIcNac
(Uridina difosfato — acetilglucosamina) que es uno de los principales elementos
precursores para la sintesis de la pared bacteriana (Labigne, 1997).

1.4 Epidemiologia

Actualmente se estima que el 60% de la poblacién mundial esta infectada por el H.pylori.
Aunque la infeccidon del estbmago por el Helicobacter pylories una de las mas comunes en
el mundo, su epidemiologia y otros aspectos vinculados a su relacién con la patologia
gastroduodenal no estan aun completamente aclarados (Suerbaum; Josenhans, 2007).

A nivel mundial, se ha establecido que en los paises desarrollados el 50% de los
pacientes con sintomas del tracto gastrointestinal superior son portadores de esta bacteria
y aproximadamente un 70% en los paises en vias de desarrollo. Igualmente en paises
desarrollados las tasas de infeccion en nifios son bajas a diferencia de las tasas
observadas en nifios de paises en vias de desarrollo (Kusters J. G., 2006) (Sutton; Hazel,
2010).
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La forma de transmisién de la infeccion por el Helicobacter pylorino est4 del todo
aclarada. Al parecer son multiples los modos de transmisién (fecal-oral, oral-oral),
predominando algunos de ellos en relacion a las caracteristicas ambientales y de la
poblacion. La alta prevalencia de la infeccidon en los paises en vias de desarrollo se ha
asociado con las pobres condiciones sanitarias, cloracion del agua, preparacion de los
alimentos, y hacinamiento, observacion apoyada por el rol del agua en la propagacion de
la bacteria y la aparente transmision fecal- oral de la infeccidén. (Khean-Lee et al, 2011)

El rol de la susceptibilidad genética para adquirir la infeccién por el Helicobacter pyloriha
sido dificil de estudiar. Las variaciones observadas sugieren que se complementan
factores genéticos y ambientales.

1.5 Patogénesis

La bacteria ingresa via oral y mediante los flagelos puede moverse en un medio de gran
viscosidad, hasta ubicarse en la superficie de la capa de mucus que recubre las células
epiteliales de la mucosa gastrica, del fundus y el antro pilérico preferiblemente, a donde
se adhiere por medio de adhesinas. También puede situarse entre las uniones
intercelulares. Helicobacter pylori no posee capacidad invasiva pues no se observa en
forma intracelular, sin embargo, es capaz de provocar dafio epitelial debido
fundamentalmente a su bateria enzimatica.

La ureasa, una de sus principales enzimas, es imprescindible en el proceso de
colonizacién de la mucosa gastrica; hidroliza la urea en amonio y CO2, esto proporciona
un pH casi neutro a su alrededor, que le permite evadir las propiedades bactericidas del
acido clorhidrico. Las altas concentraciones de amonio alteran la biosintesis del moco
gastrico, y recientemente se ha planteado que puede proporcionar una energia adicional,
la cual favorece la motilidad de los flagelos por la generacibn de un potencial de
membrana. Unido a esto, las fosfolipasas hidrolizan las membranas celulares que liberan
lisolecitinas, las cuales constituyen un factor ulcerogénico. Por otra parte, los tetrapéptidos
bacterianos ejercen un importante efecto quimiotactico sobre eosinéfilos y neutréfilos, lo
cual facilita su reclutamiento. Estas células al activarse provocan la liberacion de
citoquinas, que inducen el desarrollo de una respuesta inflamatoria, la cual lesiona aun
mas la mucosa mediante la liberacion de mediadores inflamatorios como los metabolitos
del acido araquiddnico, los radicales libres del oxigeno, y factores activadores de
plaguetas(Kusters J. G., 2006)

Helicobacter pylori es reconocido como el causante de gastritis crénica y esta asociado al
desarrollo de ulcera péptica y cancer gastrico. También se ha asociado al linfoma tipo
MALT de bajo grado de malignidad, estando en discusién su rol en la dispepsia no
ulcerosa, y no habiendo aun suficiente evidencia de su papel en ciertas enfermedades
cardiovasculares, autoinmunes y dermatolégicas, (Ramos, 2004), (Beswick et al, 2006)
(Robin M; Ruge, 2012).



1.6 Transmision hidrica.

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: Peru (Hulten et al, 1996), (Nurgalieva et al, 2002), (Fujimura et al,
2004).

En Lima, Perq, (Klein et al, 1991) demostraron la asociacion entre la prevalencia de
Helicobacter pylorien nifios (48%) y el consumo de fuentes externas de agua (drenaje
comunitario). Un estudio similar desarrollado con nifios en un area rural de los Andes
Colombianos determin6 una prevalencia de Helicobacter pyloridel 69%, incrementando las
tasas de infeccion con el uso de arroyos como fuente de agua potable. (Goodman et al.,
1996).

Otro trabajo realizado en una poblacién chilena, encontr6 que la seropositividad a este
patdgeno fue superior a 60% en los grupos socioeconémicos mas bajos, asociada al
consumo de vegetales no procesados, los cuales pudieron haber sido irrigados con aguas
residuales (Hopkins et al., 1993).

En Venezuela, (Dominguez et al, 2002) encontraron que la frecuencia de infeccién por
Helicobacter pylories 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 division celular.

Los resultados de estos estudios indican que el agua puede ser un intermediario en la
transmisién fecal-oral, actuando como un reservorio en el cual la bacteria puede
permanecer por periodos prolongados antes de ser ingerida como agua potable,
accidentalmente durante el bafio.

En los dltimos 15 afios, la mayoria de los estudios se han orientado al desarrollo de
métodos que demuestren la presencia de Helicobacter pylori en el agua, los cuales han
contribuido a la hip6tesis de la transmisién acuatica de este patégeno.

El cultivo y la técnica de cadena de la polimerasa (PCR), la inmunofluorescencia y la
hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) son los principales métodos que han sido
utilizados para determinar la presencia de Helicobacter pylorien diferentes fuentes de
agua (Tabla 1.1)



Tabla 1-1 Principales estudios que evidencian la transmision hidrica de Helicobacter pylori

Método Fuente de Agua Referencia cita en
Cultivo Aguas residuales “(Lu et al 2002)”
Aguas de pozo “(Degnan et al 2003)”
contaminadas in vitro
Agua y plantén marino “(Cellini et al 2005,
Fernandez et al 2007)”
PCR Agua potable, superficial | “(Hulten et al 1996, Hulten
y subterranea et al 1998. McKeown et al

1999, Sasaki et al 1999,
Horiuchi et al 2001, Park et
al 2001, Bunn et al 2002,
Watson et al 2004, Mazari-
Hiriart et al 2005)”

Aguas residuales “(Hulten et al 1998, Mazari-
Hiriart et al 2001, Lu et al
2002, Queralt et al 2005)”
Lagos y rios “(McKeown et al 1999,
Sasaki et al 1999, Moreno
et al 2003, Fujimora et al
2004, Queralt et al 2005)”
Agua y plantén marino “(Cellini et al 2004,
Carbone et al 2004,
Fernandez et al 2007)”
Inmunofluorescencia | Agua potable, superficial | “(Hegarty et al 1999, Baker

y subterranea and Hegarty 2001)”
FISH Aguasresiduales “(Moreno et al 2003,
Pigueres et al 2006)”
Rios “(Moreno et al 2003,
Pigueres et al 2006)”
Agua marina “(Pigueres et al 2006)”
Agua de riego “(Piqueres et al 2006)”

Fuente: Fernandez Delgado et al, Interciencia, Jun 2008, VOL. 33 N° 6

Estudios epidemioldgicos han establecido el agua contaminada con materia fecal como
fuente de infeccidn principalmente en paises en via de desarrollo. (Fernandez et al, 2008).
La deteccién de Helicobacter pylori por PCR en aguas residuales y tratadas, rios y
estanques demuestran la presencia ambiental del microorganismo (Hulten et al, 1996),
(Baker K. H., 2002), (Moreno et al, 2007). Nuevos estudios experimentales han
recuperado el ADN microorganismo de aguas de consumo por PCR (Zahoor et al. 2011).
También se ha demostrado la tolerancia de Helicobacter pylori a los desinfectantes
utilizados en el tratamiento de aguas. (Baker et al, 2002).



2. ENFERMEDADES RELACIONADAS CON
Helicobacter pylori

2.1 Gastritis

La gastritis se define la inflamacién de la mucosa gastrica que se caracteriza por
presencia de células como linfocitos, plasmocitos, polimorfo-nucleares y cuyo agente
etiolégico mas comun es la infeccién por Helicobacter pylori. Esta gastritis puede ser
sintomatica o asintomética. El 80 a 90% de los casos es asintomatica, solo algunos
pacientes manifiestan sintomas de dispepsia. La gastritis también puede ser causada
por otros agentes infecciosos, agentes quimicos, alergias, etc.(Longo D, 2010).

El microorganismo penetra a la capa mucosa del estbmago, principalmente en las
foveolas gastricas y muy cerca de la superficie del epitelio, es acompafiada por
hipoclorhidria, asi como de una disminucién del acido ascérbico en el jugo gastrico.
Esta fase es de vida corta y en una pequefia parte de la poblacién, particularmente en
los nifios, la bacteria puede ser controlada espontaneamente y la morfologia del
estdmago retornar a su normalidad. Sin embargo, en la mayor parte de las personas,
la respuesta inmune del hospedero es incapaz de eliminar la infeccién y en tres o
cuatro semanas se manifiesta la acumulacion de células inflamatorias, para dar origen
a una gastritis crénica activa. (Cervantes, 2010)

Esta gastritis se caracteriza por inflamacién superficial cronica, infiltracién de
leucocitos, células plasmaticas y macrofagos. En ocasiones esta inflamacion se
acompafia con infiltracion de neutréfilos. También se observan foliculos linfoides que
son agregados de linfocitos con un centro germinal de células mononucleares
patognomaonicas de gastritis por Helicobacter. (Longo D, 2010)

Las biopsias de estos pacientes revelan cambios degenerativos en la superficie del
epitelio, como disminucion del moco, exfoliacion celular y cambios regenerativos,



infiltracién de polimorfo-nucleares y exudado polimorfo adherido a la superficie del
epitelio. Estos cambios suceden tanto en el cuerpo como en el antro gastrico. El
namero de microorganismos es variable, en los pocos casos de infeccién por
Helicobacter pylori, los microorganismos desaparecen del cuerpo y persisten en el
antro. (Gamboa F, 2003)

La gastritis cronica se define como la inflamacion cronica del epitelio gastrico
caracterizada por un infiltrado difuso con linfocitos y plasmocitos que se extiende a la
lamina propia y al epitelio sin células atipicas. La gastritis cronica atrofia se define
como la pérdida de las glandulas mucosas. El dafio resulta en la disminucion de &cido
clorhidrico, hecho que aumenta el riesgo de metaplasia intestinal y cancer. Los
individuos infectados con Helicobacter pylori tienen un mayor frecuencia de estas
lesiones comparados con los que no estan infectados. (Beswick et al, 2006)

2.2 Ulcera péptica

La ulcera péptica es definida como la ruptura de la integridad de la mucosa del
estbmago o del duodeno conduciendo a un defecto local o lesibn debida a una
inflamacién activa. La ulcera ocurre cuando en el estbmago o el duodeno este defecto
se vuelve de naturaleza cronica. Las ulceras gastricas o duodenales son muy
comunes en los Estados Unidos afectando a 4 millones de individuos por afio, esto
incluye nuevos casos y casos recurrentes. La prevalencia en hombres es del 12% y
10% en mujeres. Se estima aproximadamente ocurren unas 15000 muertes por afio
como consecuencia de las complicaciones de la ulcera péptica. El impacto financiero
de estos desordenes es sustancial, con una caga directa o indirecta sobre los costos
en la salud de aprox. 10 billones de ddlares por afio en los Estados Unidos (Gamboa
F, 2003)

El epitelio gastrico esta bajo constantes ataques de varios factores endégenos nocivos
como son el acido clorhidrico, el pepsinégeno-pepsina y sales biliares; y un flujo
estable de factores exdgenos como medicamentos, alcohol y bacterias. El sistema de
la mucosa gastrica mantiene un complejo sistema de defensa y reparacion. El sistema
de defensa puede visualizarse como un sistema de tres barreras: pre-epitelio, epitelio,
y sub-epitelio. En el pre-epitelio se encuentran multiples moléculas que sirven como
barreras fisicoquimicas que incluyen iones hidrogeno (Longo D, 2010).

Los pacientes con alta secrecion de acido tienen gastritis predominantemente de
antro, con predisposicion a ulcera duodenal. Los que tienen baja secrecion de &cido
suelen tener gastritis del cuerpo, con predisposicion a ulcera gastrica y en raras
ocasiones puede iniciarse una secuencia de fendmenos que resultan en cancer
gastrico. Se estima que la prevalencia de Ulcera péptica es de aproximadamente un
20% de los pacientes infectados por Helicobacter pylori.



2.3 Cancer gastrico

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefala que el cancer gastrico es una de
las neoplasias mas frecuentes en el mundo contemporaneo. Es el segundo cancer en
frecuencia a nivel mundial con grandes diferencias geogréficas en la distribucion. A
pesar de la tendencia global a la disminucidbn en la incidencia, esta patologia
representa 3-10% de las causas de muerte por cancer en el mundo, y si bien en
paises como el Japon ha aumentado la supervivencia, no ha ocurrido lo mismo en los
Estados Unidos ni en el resto de los paises occidentales, a pesar del desarrollo en la
técnica quirdrgica y las terapias adyuvantes y neo-adyuvantes (IARC, 1994). El 90%
de los tumores gastricos son malignos y el adenocarcinoma representa el 95% de
ellos.

El principal problema del cancer gastrico es que cerca de 65% de los pacientes se
presentan en estados avanzados de la enfermedad, aproximadamente el 85% de ellos
con metdstasis ganglionares y con alta tasa de recurrencias (40-65%) en los pacientes
operados con intencion curativa. Por tanto, algunos autores recomiendan programas
de tamizaje en la poblaciéon asintomatica y vigilancia de la poblaciéon a riesgo, los
cuales son necesarios en paises de alta incidencia de esta patologia como Colombia.
La endoscopia se reconoce como el método diagndéstico mas sensible y especifico
para los pacientes con sospecha de cancer gastrico, pues no soélo permite la
visualizacién directa de las lesiones sino también su localizacion anatémica y la toma
de biopsias para el diagnéstico histolégico, el cual es definitivo para el tratamiento,
bien sea un adenocarcinoma temprano o invasivo 0 una gastritis (Suarez et al, 2004)

Numerosos son los factores de riesgo que se asocian con la aparicién del cancer
gastrico en determinadas regiones del mundo; muchos permanecen en discusion y
otros se han consolidado con el tiempo. El descubrimiento del Helicobacter pylori y su
asociacion con las enfermedades gastroduodenales, ha revolucionado los aspectos
clinicos, fisiopatolégicos y terapéuticos hasta el punto de considerar la bacteria como
agente que contribuye de manera importante al desarrollo del cancer gastrico. Por tal
motivo, se ha realizado una revision de los factores de riesgo y el papel del
Helicobacter pylorien la génesis de la neoplasia gastrica, con el objetivo de conocer
mejor su epidemiologia y contribuir a la prevencion del cancer gastrico, mediante
estudios que faciliten la deteccién del cancer precoz de estobmago (Pifiol, 1998).

Los paises de mayor incidencia de cancer gastrico actualmente son Japoén, China,
Europa del Este y algunas regiones de América y Sudamérica, como México, Chile,
Colombia y Venezuela, entre otros. Es evidente que estas diferencias geograficas no
sOlo se atribuyen a razones relacionadas con la calidad del diagnéstico y la
terapéutica aplicada en cada pais, sino que estan influenciadas por una serie de



factores de riesgo que difieren en las diversas poblaciones del planeta. (Correa,
Piazuelo, 2010)

Un aspecto interesante se refiere a los estudios de migracion. Se observa que en los
emigrantes procedentes de paises de alta incidencia, la enfermedad se comporta
como en las personas de los paises receptores. Ejemplo de ello lo constituyen los
japoneses que migran a las Islas Hawaii, donde se aprecia una significativa
disminucién de su incidencia en los emigrados, contrario a lo que ocurre cuando la
migracion es a la inversa. En este sentido la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
continla sefialando que el cadncer gastrico ocupa, por su frecuencia a nivel mundial, la
segunda causa mas frecuente de neoplasias, con mas de 470 000 casos nuevos al
ano, lo que representa el 10 % del total de tumores malignos registrados.

En la actualidad, diversos trabajos tratan de relacionar y asociar la infeccién por
Helicobacter pylori con el cancer de estbmago; a partir de evidencias epidemioldgicas,
anatomopatolégicas y fisiopatoldgicas, que han permitido crear varias hipétesis para
explicar los mecanismos mediante los cuales la infeccion crénica del epitelio gastrico
por esta bacteria evoluciona hacia el cancer gastrico (Rubiano; Velasquez, 2007).

Existe consenso acerca de que el adenocarcinoma gastrico es precedido por una
secuencia de cambios biolégicos que incluyen: gastritis cronica atréfica, metaplasia
intestinal tipo | y displasia, que segun su intensidad y persistencia incrementan el
riesgo de contraer cancer gastrico. a pesar de no existir una demostracion absoluta de
la capacidad genotdxica o mutagénica de la bacteria (Correa, 2011).

Existen diferentes cepas de Helicobacter pylori unas mas virulentas que otras,
especialmente aquellas que expresan la citotoxina asociada al gen A (cagA), aumenta
el riesgo de gastritis atrofica multifocal, metaplasia tipo | y cancer gastrico hecho
demostrado en pacientes infectados por cagA positivas segun los reportes de la
literatura mundial. (Beswick et al, 2006)

Otro hecho importante en la génesis del cancer gastrico es la disminucion de vitamina
C en el jugo géstrico provocada por la bacteria. Esta vitamina tiene propiedades
antioxidantes. (Pifiol, 1998)

Estudios realizados en diferentes partes del mundo sefialan una fuerte asociacion
entre la metaplasia intestinal y el Helicobacter pylori, acompafiado de aumento del
pepsindgeno |l y de hipergastrinemia, en pacientes infectados con la bacteria, por lo
gue la determinacién de pepsindgeno Il y de gastrina sérica en pacientes con alto
riesgo de neoplasia gastrica han servido como pruebas de pesquisaje. (Moncayo,
2009).

A la luz de estos conocimientos, la tendencia actual de los investigadores del tema, es
evaluar el efecto de la erradicacion del germen como medida preventiva para el
cancer gastrico, hecho que requiere de tiempo y de recursos econémicos.



Hay evidencias de que la terapia contra el Helicobacter pylori puede revertir las
lesiones precursoras del tumor canceroso, hallazgo que estimula el desarrollo de
numerosos ensayos clinicos de prevencién en poblaciones de alto riesgo, para la
deteccion temprana de esta frecuente neoplasia y conocer mejor el proceso de
carcinogénesis asociado a procesos inflamatorios cronicos.

2.4 Linfomas de la mucosa gastrica asociados a tejido
linfoide (MALT)

La mayoria de estos linfomas son de tipo B y derivan del tejido linfoide asociado a
mucosas (MALT). La bacteria tiene un papel patogénico en el linfoma que se
relaciona con el aumento en la presencia de células plasmaticas y de los linfocitos de
la mucosa, los que progresivamente se organizan en foliculos linfoides. Estos foliculos
pueden crecer, hacerse prominentes con células B en la periferia y pueden
evolucionar, bajo estimulo de linfocitos T, que a su vez estan estimulados por la
bacteria, en poblaciones monoclonales que crecen y forman un linfoma(Testerman TL,
2014).



3. Purificacion del Agua

El agua es esencial para la vida y todas las personas deben disponer de un suministro
satisfactorio “suficiente, inocuo y accesible” (OMS, 2005). La mejora del acceso al
agua potable puede proporcionar beneficios tangibles para la salud. El agua de
consumo inocua (agua potable) no ocasiona ningun riesgo significativo para la salud.
La posible consecuencia para la salud de la contaminacion del agua es tal que su
control debe ser siempre un objetivo de importancia primordial y nunca debe
comprometerse.

El tratamiento de aguas para consumo incluye varios procesos de naturaleza fisico-
guimica y otros de naturaleza biolégica, por este se eliminan una serie de sustancias y
microorganismos que implican riesgo para la salud.

Todo sistema de abastecimiento de aguas que no esté provisto de medios de
potabilizacion, no merece el calificativo sanitario de abastecimiento de aguas. En la
potabilizacion del agua se debe recurrir a métodos adecuados de tratamiento de
acuerdo a su origen. La Estacion de Tratamiento de Agua Potable (ETAP) es la
instalacion donde se lleva a cabo el conjunto de procesos de tratamiento de
potabilizacion situados antes de la red de distribuciéon y/o depésito, que contenga las
operaciones de tratamiento (Arboleda, 2000)

3.1 Tipos de tratamiento

Los tratamientos para potabilizar el agua, se pueden clasificar de acuerdo con: 1) Los
componentes o impurezas a eliminar. 2) Parametros de calidad. 3) Grados de
tratamientos de agua. Segun los anteriores puntos, los procesos unitarios necesarios
para la potabilizacion del agua en funcion de sus componentes como se observa en la
Tabla 3-1. Tipos de contaminantes y sus tratamientos.



Tabla 3-1 Tipos de contaminantes y sus tratamientos

TIPO DE CONTAMINANTE OPERACION UNITARIA
Solidos gruesos Desbaste
Particulas coloidales Coagulacién+Floculacion+Decantacion
Sdlidos en suspension Filtracion
Materia Organica Afino con Carbdén Activo
Amoniaco Cloracion al punto de Cloracién al punto de quiebre
quiebre
Gérmenes Patégenos Desinfeccion
Metales no deseados (Fe, Mn) Precipitacion por Oxidacion
Sdlidos disueltos (ClI-, Na+, K+) Osmosis Inversa

Fuente: Arboleda, Teoria y practica de la purificacion del agua 2000

3.1.1 Coagulacion-Floculacion

Es el proceso por el cual las particulas se aglutinan en pequefias masas con peso
especifico al superior al del agua llamadas floc. Este proceso se usa para: (i) remocién
de turbiedad organica o inorganica que no se sedimenta rapidamente, (i) Remocion
de color verdadero y aparente, (iii) Eliminacion de bacterias virus y organismos
patégenos susceptibles de ser eliminados por coagulacion, (iv) Destruccién de algas y
plancton en general, (iv) Eliminacion de sustancias productoras de sabor y olor en
algunos casos de precipitados quimicos suspendidos 0 compuestos organicos entre
otros (Sans Fonfria; Ribas, 1989).

3.1.2 Sedimentacioén

Una vez floculada el agua, se debe separar los sélidos del liquido es decir las
particulas coaguladas, del medio en el cual estan suspendidas. La sedimentacion es
un fendbmeno por el cual los sélidos en suspensiéon de un fluido son separados del
mismo, debido al efecto de la gravedad.

La sedimentacion realiza la separacion de los sélidos mas densos teniendo una
velocidad de caida tal que pueden llegar al fondo del tanque sedimentador en un
tiempo econdmicamente aceptable. (Arboleda, 2000)



3.1.3 Filtracion

El objetivo basico de la filtracion es separar las particulas y microorganismos
objetables que no han quedado retenidos en los procesos de coagulacion y
sedimentacion. En consecuencia el trabajo de los filtros depende en mayor o menor
eficiencia de los procesos previos. Los filtros pueden ser de medio granular (arena,
antracita, granate etc) o de medio poroso (arcilla o papel filtro).

El agua ya sedimentada o no, que entra en el filtro posee una gran variedad de
particulas en suspension y su tamafio varia entre flocs de 1 mm hasta coloides,
bacterias y virus de 1 um; dentro de esta gama hay particulas electropositivas,
electronegativas y neutras que se unen a los granos del filtro (Arboleda, 2000)

3.1.4 Desinfeccion

Los procesos de coagulacion-floculacién-sedimentacion son altamente eficientes en la
remocién de bacterias vegetativas.

La desinfeccion del agua se refiere a la destruccion de los organismos causantes de
enfermedades o patdégenos presentes en ellas. La efectividad del proceso de
desinfeccion se mide en el porcentaje de eliminaciéon de organismos muertos dentro
de un tiempo, pH, y a una temperatura adecuada. La resistencia de los
microorganismos varia segun sus caracteristicas morfolégicas. (OMS, 2005)

La cloracion es el proceso mas utilizado ya que reldne todas las caracteristicas es
eficiente, facil de aplicar y deja efecto residual que se puede medir por sistemas muy
simples y al alcance de todos. La desventaja es que es corrosivo y tiene subproductos
gue son peligrosos para la salud ademas de que pueden producir un sabor
desagradable al agua (OWH, 2009).

En general el tratamiento para la potabilizacion de aguas en Colombia, sigue el
esquema evidenciado en la Figura 3-1 Esquema General de Tratamiento de Agua.

Figura 3-1. Esquema General de Tratamiento de Agua
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Fuente: INS, Manual de procedimientos para la toma de muestras de agua potable, 2011




4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular desarrollada
en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran ndmero de copias de un
fragmento de DNA particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una Unica
copia de ese fragmento original, o0 molde. El Dr. Kary Mullis comparte el premio Nobel de
Quimica en 1993 por inventar la tecnologia de PCR (Kramer, 2001).

Las aplicaciones de la PCR y de sus numerosas variantes son practicamente llimitadas e
incluyen:

. Secuenciacion directa de genes

. Deteccion de mutaciones

. Seguimiento de la efectividad de tratamiento de enfermedades

. Diagnésticos de enfermedades genéticas e infecciosas

. Ciencia forense: identificacién de restos biol6gicos, determinacién de paternidad,
pruebas periciales en criminalistica.

. En arqueologia y paleontologia.

La reaccién en cadena de la polimerasa es una técnica biotecnol6gica muy util para el
diagnéstico de bacterias o virus de dificil cultivo (Cortazar M; Silva R, 2004).

Figura 4-1. Principio de la PCR

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

m”w#”ﬁ % {, Step 1 : denaturation’

L R

P g Mg g 2

S T Ty AT 3 Step 2 = annealifg
) o It

3 L WL | “‘Iﬂ‘

TS = il Step 3 : extor gy
~ | - - - /
| [

[
< [ 2 minutes 72 °C
> I FLES only anTPss
|

3 L gy L
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4.1 PCR cuantitativa en tiempo real

La gPCR cuantitativa en tiempo real permite amplificar, detectar y cuantificar el acido
nucleido, teniendo como fundamento la técnica de la PCR. Permitiendo hacer seguimiento
de la reaccion ciclo a ciclo, a medida que se van formando nuevas cadenas del fragmento
amplificado observando esta reaccién (en linea). En la PCR en tiempo real los procesos
de amplificacién y deteccién se producen de manera simultanea. Esta deteccion por
fluorescencia se puede medir durante la amplificacién, la cantidad de ADN sintetizado en
cada ciclo de amplificacién, ya que la emisién de fluorescencia es proporcional a la
cantidad de ADN formado. Esto permite evaluar y registrar en todo momento la cinética
exponencial de la reaccion de amplificacion. (OIE, 2008)

La qPCR puede dividirse en cuatro fases: la de crecimiento primario, la exponencial
temprana, la exponencial y la de finalizacion. El esquema general se muestra en la figura
4-2. Esquema de PCR en tiempo real. La fluorescencia evaluada es la que se produce
durante la fase de crecimiento exponencial temprana y el ciclo de PCR en el que se
produce es denominado Ct (Curve threshold) o CP (Crossing point). Este valor esta
relacionado con el nimero de copias blanco que posee la muestra que se esta evaluando,
lo cual permite que a través de la PCR en tiempo real se realice cuantificaciébn con una
alta sensibilidad y especificidad. Esta reaccibn no necesita realizar ninguna accién
adicional como elaboracion, tincion y visualizacion de geles (Kramer, 2001).

La PCR en tiempo real permite una amplificacion confiable con alta especificidad y
sensibilidad.
Figura 4-2 Esquema de PCR en tiempo real.
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4.1.1 Tipos de sondas

En la actualidad se cuentan con estuches que tienen estandarizados las cantidades de
nucledtidos, polimerasa, magnesio y buffer listos para su uso. El usuario debe seleccionar
los primers o cebadores de acuerdo al ADN blanco especifico.

Existen diversos métodos en tiempo real, como los ensayos que se realizan con las
sondas fluorescentes TagMan, los cebadores Scorpion, la transferencia de energia
fluorescente mediante resonancia (FRET), la transferencia de energia con cebadores-
sondas (PriProET), la técnica del fluoréforo SYBR Green, la técnica Light- Upon-extension
(LUX) y los ensayos con baliza molecular (Molecular Beacon) se han convertido en
herramientas con mucha aceptacion para la deteccion de agentes infecciosos. Cada tipo
de sonda contiene las cantidades de componentes de acuerdo al tipo de reaccion.
(Fonseca, et al. 2010)

4.1.2 Pasos de qPCR

* Desnaturalizacion

La primera reaccion consiste en la desnaturalizacion del ADN, separandose las dos
cadenas por ruptura de los enlaces de hidrégeno. Las condiciones tipicas de
desnaturalizacion son 95°C por 30 segundos, o 97°C por 15 segundos; sin embargo
temperaturas mas altas pueden ser apropiadas especialmente para la hebra molde de
ADN rica en G + C. La desnaturalizacion incompleta permite el apareamiento de las
hebras de ADN y por lo tanto se reduce el rendimiento el producto. En contraste, los
pasos de desnaturalizacion a altas temperaturas o por mucho tiempo provocan perdida de
la actividad de la enzima. (OIE, 2008)

* Hibridacion

La segunda reaccion consiste en la hibridacion de los primers. Para ello se baja la
temperatura y las condiciones seran tales que se facilitara la unién de los primers a las
cadenas. La temperatura y el tiempo requerido para el hibridacién de los primers depende
de la composicién, tamafio y concentracion de los primers amplificadores. Una
temperatura de alineamiento 6ptima es 5°C por debajo de la Tm de los primers. Debido a
gue las ADN polimerasas son activas en un amplio rango de temperaturas, la extension
de los primers puede ocurrir a bajas temperaturas incluyendo el paso de alineamiento. El
rango de actividad de las enzimas varia en dos 6rdenes de magnitud entre 20 y 85°C. Las
temperaturas de hibridacion en el rango de 55 a 72°C generan buenos resultados.
(Kramer, 2001)

+ Extensiodn

La tercera reaccion se efectla a 72° C, temperatura a la cual, la polimerasa lleva a cabo
su accion, insertando los diferentes nucleétidos complementarios en el orden que le va
indicando la cadena que actla como molde. El tiempo de extension depende de la
longitud y concentracién de la secuencia blanco y de la temperatura. La extension del
primer se realiza tradicionalmente a 72°C.



Las estimaciones para la tasa de incorporacion de nucleétidos a 2°C varia de 35 a 100
nucleétidos por segundo dependiendo del buffer, pH, concentracion de sales y la
naturaleza de la hebra molde de ADN. Un tiempo de extension de un minuto es
considerado suficiente para productos de hasta 2 kb de longitud. Sin embargo, tiempos
mayores de extension pueden ser Utiles cuando la concentracién del sustrato es muy
pequefia o cuando la concentracion del producto excede la concentracién de la enzima.
(Kramer, 2001)

« NUmero de ciclos

Los tres pasos anteriores constituyen un ciclo. La repeticion de este ciclo unas 40 veces,
por ejemplo, permite obtener, como resultado de un experimento de amplificacion,
millones de copias del fragmento de interés. EI niumero 6ptimo de ciclos dependera
principalmente de la concentracion inicial de la hebra molde de ADN cuando los otros
parametros son optimizados. Un error comun es el de ejecutar demasiados ciclos, ya que
esto puede incrementar la cantidad y complejidad de productos no especificos. Pocos
ciclos dan como resultado un bajo rendimiento del producto. La cantidad de ADN dobla
tedricamente con cada ciclo de PCR, segun lo demostrado en la Figura 4-1. Después de
cada ciclo, la cantidad de DNA es dos veces la anterior, asi que después de dos ciclos
tenemos 2 x 2 veces, después de 3 ciclos - 2 x 2 x 2 veces u 8 (23) veces la cantidad
inicial, después de 4 ciclos 2 x 2 x 2 x 2 veces 0 16 (24). Asi, después de N ciclos
tendremos 2N.

Figura 4-3 Tipos de Formato en PCR en tiempo real
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5. Metodologia

5.1 Tipo de investigacion

Experimental de tipo Estandarizacion de métodos analiticos.

5.2 Muestra

Se ensayaron 106 muestras de aguas de consumo de la red de Distribucién de la EAB
ESP, adicionadas de manera controlada con dos cepas de ATCC de Escherichia coli
25922 Lote 57576716 y Enterobacter cloacae 13047 Lote Numero 7603045 para el
ensayo previo de las diferentes técnicas de concentracion y extraccién de ADN.

Se analizaron 60 muestras de aguas de consumo adicionadas de manera controlada con
la cepa de Helicobacter pylori NCTC 11638, para la estandarizacién de la técnica de
concentracion y extraccion de ADN.

Se probaron 30 muestras de agua de consumo para el protocolo de ensayo definitivo de
gPCR en tiempo real con la cepa de Helicobacter pylori NCTC 11638 y como control se
utiliz6 ADN certificado ATCC de Helicobacter pylori cepa J99 Referencia 700824D-5™
Lote NUmero: 57968191. (Anexo Ay B)

5.3 Evaluaciéon de primers

Se seleccionaron 6 pares de primers resultado de revision bibliografica y de las
investigaciones de Lopez Cascante, 2007 y Zahoor et al, 2011 por ser los empleados en
aguas de consumo.

Se verifico la especificidad de las secuencias de nucleétidos en una busqueda BLASTnN
utilizando la configuracion predeterminada: (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST),
(http://rdp.cme.msu.edu), (http://greengenes.lbl.gov)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Se solicitd la sintesis de los iniciadores citados con las siguientes secuencias. (Anexo C).
5.3.1 Secuencia de primers
Se utilizaron las siguientes secuencias de primers identificadas en las

investigaciones relacionadas: ARNr 16S, vacA (regiéon- s y regién m), cagA, glmM
yureA.

Tabla 5-1 Secuencias de primers utilizadas en el estudio

Gen Secuencia del Primer Tamariio del TC
producto melting
16S ARNr 5...GCGACCTGCTGGAACATTAC 139 pb 56
3'...GTCGTTAGCTGCATTGGAGA
vacA 5...CCATGGAAATACAACAAACACAC 259 pb 55
regions Ul 3'...CAAGCTTGAATGCGCCAAACTT
vacA 5...CCATGGCAATCTGTCCAATCAA 650 pb 55
region m J2 3'...GAAGCTTGCGTCAAAATAATTCC
cagA-SG 5...AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT 325 pb 57
3'...AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC
glmM 5...GCCATGGTGGTCCTGGAGCTA 294 pb 55
3'...AAGCTTGGAAATCnTAATCTCAGTT
urea 5...GCCAATGGTAAATTAGTT 411 pb 45
3...CTCCTTAATTGTTTTTAC
Fuente: Zahoor, Q. S, (2011). Journal of Water and Health, 09(1), 208-216; Lopez Cascante, J. (2007)
CEQIATEC.
o Los genes 16S ARNr, vacA (regién-s) UL, vacA (regién-m) J2, cagA: Gen SG se
sintetizaron para formato SYBR Green.
o Los genes gimM yureA se sintetizaron para formato de sondas de hibridacién
HybProbe.

5.4 Concentracion de la muestra

Se concentrd la muestra de un volumen inicial de 100 mL, (volumen establecido por la
norma vigente de agua para consumo humano en Colombia: Resolucién 2115 de 2007
para investigacion de bacterias en aguas de consumo humano) hasta un volumen de 250
a 100 pL, volumen establecido para la extraccion de ADN requerido por los diferentes
estuches.

5.4.1. Ensayos de concentracion con las cepas de Escherichia
coli y Enterobacter cloacae



Se realizaron tres técnicas para la concentracién de 106 muestras de agua contaminadas
de manera controlada con cepas de facil cultivo como son Escherichia coli ATCC 25922 y
Enterobacter cloacae ATCC 13047 mediante las técnicas de Filtracion-Centrifugacion,
Centrifugacién (Reischl et al, 2006), y Filtracion-Acetona (Welleinghuase, 2006).
Distribuidas asi: 31 muestras para la técnica de Filtracion-Acetona, 25 para la de
Filtracion-Centrifugacion y 50 para Centrifugacion.

Las suspensiones de estas bacterias al igual que las de Helicobacter pylori se prepararon
de la siguiente manera:

Figura 5-1 Preparacion de la suspension de los microorganismos

Tubo Mc Farland N°0.5 Dilucién 10-1 Dilucién 103 Dilucién 10* Dilucién 105 Dilucién 107 Dilucién 10%

Vol diluyente: 3mL Vol diluyente: 9 mL Vol diluyente: 9.9 mL Vol diluyente: 9.9 mL Vol diluyente: 90 mL Vol diluyente: 90 mL Vol diluyente: 50 mL
Mc Farland: Tubo 0.5 Vol Tubo Mc Farland: 1mL Vol Dilucion 107 100 uL Vol Dilucién 107 100 uL Vol Dilucion 107 10 mL Vol Dilucion 10 10 mL Vol Dilucion 1072 10 mL

Fuente: EAB, ESP. Control de calidad microbioldgico en ensayos microbioldgicos, 2014

Se tomé el Tubo 0.5 de la Escala de Mc Farland (1.5 X 10°) bacterias y se realizaron
diluciones seriadas en base 10. De estas diluciones se utilizaron 10°, 10" y 10°® para los
ensayos de las tres técnicas de concentracion.

a. Técnica de concentracion por Filtracion-Acetona

* Se adicioné a 100 mL de muestras de aguas de consumo 1 mL de suspension de
bacterias en las diluciones 10, 107y 10°.

* Filtracion: Se filtré el volumen a través de una membrana de nitrato de celulosa de
0.45 pm. La membrana se introdujo en un tubo Falcon de 15 mL estéril.

* Se agreg6 2 mL de acetona y 1 mL de buffer de lisis. Se incubd con agitacion
constante a 15 minutos a 99°C.

e Se refriger6é por 10 minutos a 4°C -8°C. La solucion se separé en dos fases. De la
fase inferior se tom6 300 pL y se transvasaron a un tubo de centrifuga estéril libre
de DNAsas de 1.5-2.0 L para la extraccion de ADN.

b. Técnica de concentracion Filtracion- Centrifugacion :



* Se adicion6 a 100 mL de muestras de agua de consumo 1 mL de suspension de
bacterias en las diluciones 10°, 107y 10°,

e Se filtro el volumen a través de una membrana de nitrato de celulosa de 0.45 pm.
La membrana se introdujo en un tubo Falcon de 15 mL estéril y se agreg6 10 mL
de agua destilada estéril. Se agit6é en vortex a 3000 rpm por 1 minuto.

e Posteriormente se centrifugd a 4000g por 30 minutos en centrifuga refrigerada.

e Se elimin6 el sobrenadante con bomba y se dej6 un precipitado de 1 mL.

e Se transvaso este volumen 1 mL a tubo de centrifuga estéril libre de DNAsas1.5-
2.0 uL

e Se centrifugd a 12000g X 10 minutos en ultracentrifuga. Se eliminé el
sobrenadante.

e Se centrifug6é a 10000g X 10 minutos en ultracentrifuga.

e Se elimin6 el sobrenadante y se tomé un precipitado de 0.5 mL para la extraccion
de ADN.

c. Técnica de concentracion por Centrifugacion.

e Se adicion6 a 100 mL de muestras de aguas de consumo 1 mL de suspension de
bacterias en las diluciones 10, 107y 10°.

e Se dividieron las muestras en dos tubos Falcon de 50 mL estériles.
e Se centrifug6 a 4000g X 30 minutos en centrifugé refrigerada
e Se eliminé el sobrenadante con bomba y se dejé un precipitado de 1 mL.

e Se transvaso los dos volimenes de cada tubo a un volumen de 1 mL a tubo de
centrifugd, estéril libre de DNAsas.

e Se centrifugd a 12000 g X 10 minutos en ultracentrifuga. Se elimind el
sobrenadante.

e Se centrifugd a 10000 g X 10 minutos en ultracentrifuga.

e Se elimind el sobrenadante y se tomé un precipitado de 250 pL para la extraccion
de ADN.

5.5 Ensayos de extraccion del ADN de las muestras con
las cepas de Escherichia coli y Enterobacter cloacae



Se evaluaron tres estuches para extraccion de ADN de las 106 muestras adicionadas con
cepas de Escherichia coli y Enterobacter cloacae, los cuales han sido validados
internacionalmente y disefiados para realizar la extraccion de ADN.

El estuche (i) MagNA Pure LC DNA isolation Kit Il (Bacterias, Hongos) se utiliza con el
Equipo MagNA Pure LC y su principio activo es la separacion de ADN con perlas
magnéticas. El estuche (i) QlAamp DNA Mini Kit 50, esta disefiado para la extraccion
manual de ADN. Appendice D. Protocolo para Bacterias y el estuche (iii) Congen
SureAqua Bacteria Prep I. el cual esta especificamente disefiado para la extraccion de
ADN en aguas.

. Estuche MagNA Pure LC DNA isolation Kit Il (Bacterias, Hongos).
. Estuche de QlAgen
. Estuche de Congen Sure Aqua Bacteria Prep I.

Se sigui6 la metodologia de cada uno de los estuches comerciales segun los siguientes
protocolos:

5.5.1 Estuche MagNA Pure LC DNA isolation Kit IlI

El estuche contiene los reactivos necesarios para realizar la extraccion de ADN y se
realiz6 el siguiente protocolo:

e El volumen de muestra extraida de 100-250 pL se introdujo en un tubo de
centrifuga de 2.0 mL y se le agreg6 130 pL de Buffer de Lisis y 20 pL de
Proteinasa K. Se agita con vortex.

e Seincubd a 65°C por 10 minutos.
e Seincubd a 95°C por 10 minutos.

e Se centrifugé y se colocaron 250 pyL en el cartucho de extraccién del equipo
MagNA Pure LC.

e Se programo el equipo y se colocaron los reactivos y los consumibles indicados
por el equipo. Se realiz6 la extraccién automatica.

Este estuche utiliza como principio la separacion inmunomagnética que se representa a
continuacion:


http://lifescience.roche.com/webapp/wcs/stores/servlet/ProductDisplay?catalogId=10001&partNumber=3.8.2.1.1.6

Figura 5-2 Equipo y principio de extraccion del Kit MPLC DNA Kit 11l Bacteria

Fuente: EAB, ESP y Roche. MagNA Pure LC DNA isolation Kit I, 2012

Equipo MagnaPure LC realiza a través de perlas marcadas con antigenos marcados la
extraccion de ADN en la muestra.

5.5.2 Estuche QIAgen

Para realizar esta extraccion se realiza el siguiente procedimiento:

e Se pipeteé 100-250 pL de la muestra extraida en un tubo de microcentrifuga de
1,5mLy centrifug6 durante 5 minutos a 5000 x g (7500 rpm).

e Se midi6 el volumen del precipitado y se afiadi6 solucion tampén ATL para un
volumen total de 180 pL.

e Se afadio 20 pL de proteinasa K, se mezclé6 mediante agitacion, se incub6 a 56 °
C por 1 hora, se aplicé vortex 2 a 3 veces durante la incubacion para dispersar la
muestra. Se centrifugé brevemente el tubo de microcentrifuga de 1,5 mL para
quitar las gotas de la parte interior de la tapa.

e Se afiadi6é 200 pL del buffer tampo6n AL a la muestra.



Se mezclé en vortex durante 15 segundos y se incub6 a 70 ° C durante 10
minutos.

Se agreg6 200 pL de etanol (96-100%) a la muestra y se mezclé con vortex por
15 segundos.

Se  agrego la mezcla en una  columna de centrifugacion.
y se centrifugé a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 min.

Se colocé la columna en un tubo limpio y se desechd el tubo que contiene el
fitrado. En el tubo con la columna se afiadi6 500 pL de budfer AW1
Se cerrd la tapa y se centrifugd a 6000 xg (8000 rpm) durante 1 min.
Se colocé la columna QlAamp mini en tubo limpio de 2 mL y deseché el tubo de
que contenia el filtrado.

Se afiadié 500 pL Buffer AW2, se centrifugdé a toda velocidad 20.000 g (14.000
rpm) durante 3 minutos.

Se coloco la columna en un nuevo tubo y se desechd el tubo del filtrado. Se
Centrifug6 a velocidad maxima durante 1 minuto.

Se coloco la columna Mini QIAamp en un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5
mL. Se afiadié 200 L de buffer AE o agua destilada.

Se repitié el paso anterior y se eluyé en 100 pL de buffer AE. EI ADN esta listo
para ser cuantificado.

Figura 5-3 Procedimiento general de extraccion con el estuche QIAgen
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Fuente: QlAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook, 2012

5.5.3 Estuche de Congen SureAqua Bacteria Prep |

Este estuche funciona de una manera similar al estuche de QIAgen.

Se pipeted 100-250 yL de la muestra extraida en un tubo de microcentrifuga de
1,5 mL y se centrifug6 durante 5 minutos a 8000 rpm

Se descartd el sobrenadante y se agreg6l50 pL de Buffer de Lisis A.

Se afiadi6 50 pL de proteinasa K o reactivo B. Se incub6 a 65° por 15 minutos.

Se afadié 200 uL del buffer C.

Se mezcld y se incub6 a 95°C por 10 minutos.

Se agreg6 la muestra en una columna de centrifugacion.
se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto.

El tubo con el eluido se descarta y el tubo de con el filtro se coloca en otro tubo de
elusion nuevo.



e Se afadi6 al tubo del filtro 500 pL de bafer D. Se centrifugé a 8000 rpm durante 1
minuto.

e Eltubo con el eluido se descarté y el tubo de con el filtro se coloca en otro tubo de
elusion nuevo.

e Se afadi6é 500 L Buffer E y centrifugé a 14000 rpm durante 1 minuto.

e Se descarto el filtrado. Se colocé el tubo del filtro dentro de un tubo de elusion y se
afadi6100 pL buffer de elusion.

e EI ADN esté listo para ser cuantificado.

5.6 Cuantificacion de la concentracion del ADN de las
muestras con Escherichia coli y Enterobacter cloacae.

Después de la extracciones se midieron las concentraciones en el Equipo
Espectrofotdmetro Nanodrop 2000 el cual permite cuantificar el ADN a 260 nm y también
identifica la relacion 260/280 nm y 260/230 nm, los cuales son indicativos de la calidad de
ADN extraido.

5.7. Ensayos de concentracion, extraccion vy
cuantificacion de ADN en las muestras adicionadas con
cepa de Helicobacter pylori

Se realizaron ensayos de concentracion de 60 muestras de agua de consumo de manera
controlada con cepa Helicobacter pylori NCTC 11638 por las técnicas de Filtracion-
Centrifugacién y Centrifugacion.

Se realiz6 la extraccién con el Estuche MagNA Pure LC DNA isolation Kit IIl.

Se cuantifico de la misma manera como se cuantificaron las muestras adicionadas con
Escherichia coli y Enterobacter cloacae.

5.8 Ensayos de los primers con ADN patron de
Helicobacter pyloria diferentes temperaturas de
hibridacion.



5.8.1 Detecciéon en formato SYBR Green

Se ensayaron por PCR en tiempo real los primers a diferentes temperaturas de
hibridacion de los genes 16SARNr, vacA (regién-s) UL, vacA (region-m) J2, cagA: Gen
SG utilizando ADN patron ATCC de Helicobacter pylori cepa J99 Ref 700824D-5™ con el
estuche de deteccion LightCycler® 480 SYBR Green | Master, siguiendo el siguiente
protocolo:

» Se diluyeron los primers a 25 pM. En la reaccion de PCR tendrdn una
concentracion final de reaccién de 0.5 uM.

» Se preparé la reaccion de PCR teniendo en cuenta los siguientes volumenes de
reaccién para un volumen total de 20 pL:

» Agua grado biologia molecular: 4.6 pL
*  Primer Forward: 0.2 pL

* Primer Revers: 0.2 L

*+ SYBR Green: 10 pL

*  Muestra: 5 pL

En la siguiente tabla se relaciona el perfil térmico utilizado de acuerdo al inserto
LightCycler® 480 SYBR Green | Master sin realizar variaciones al mismo:

Tabla 5-2 Perfil térmico utilizado con el estuche Light Cycler® 480 SYBR Green | Master
para los genes 16SARNr, cagA, vacA region-s Ul

Programa Paso Ciclos Modo de Temperatura | Tiempo
Analisis
Pre incubacion | Desnaturalizacion R 95°C 5 min
inicial
Amplificacion | Desnaturalizacion 45 Cuantificacion 95°C 10 seg
PCR Hibridacion Depende del | 7 seg
primer
Extension 72°C 10 seg
Curvas Melting | Desnaturalizacion 1 Curvas Melting 95°C 5 seg
Apareamiento 65°C 1 min
Extension 97°C -
Enfriamiento Extension final 1 | e 40°C 10 seg

Se ensayaron diferentes temperaturas de hibridacion para cada primer asi:




Tabla 5-3 Temperaturas de hibridacion para cada gen ensayadas utilizado con el estuche
LightCycler® 480 SYBR Green | Master

Gen Temperatura
de
Hibridacion
64°C
16SARNr 65°C
66°C
64°C
65°C
66°C
55°C
59°C
65°C
67°C
55°C
cagA- SG 65°C
68°C

vacA region-s
Ul

vacA regién-m J

5.8.2 Deteccidén en formato HybProbe

Igualmente se ensayaron en gPCR en tiempo real los primers a diferentes temperaturas
de hibridacion gimM y ureA utilizando ADN patron ATCC de Helicobacter pylori cepa J99
Ref 700824D-5™ con el estuche de deteccién para sondas de hibridacion HybProbe.

Se diluyeron los primers a 25 uM y las sondas a 10 uM. Los primers se diluyeron para
gquedar en una concentracion final de reaccién de 0.5 uM y la sonda a 0.3 uM.

Se preparoé la reaccién teniendo en cuenta los siguientes volimenes de reaccion para un
volumen total de 20 pL

* Agua: 10.2 pL

* Primer Forward: 0.2 pL

* Primer Revers: 0.2 uL
Sonda LC: 0.2 pyL

Sonda FL: 0.2 pL
Genotiping master 5x: 4 L
Muestra: 5 pL



Tabla 5-4 Perfil térmico para los Genes gimM y urea con LightCycler® 480 Genotyping

Master.
Programa Paso Ciclos Modo de Temperatura Tiempo
Analisis
Pre incubacion Desnaturalizacion i 95°C 10 min
inicial
Amplificacion Desnaturalizacién 45 Cuantificacion 95°C 10 seg
PCR Apareamiento Depende del 10 seg
primer

Extension 72°C 10 seg

Curvas Melting Desnaturalizacion 1 Curvas Melting 95°C 5 seg
Apareamiento 40°C 1 min

Extension 72°C
Enfriamiento Extension final i 40°C 10 seg

Se ensayaron a diferentes temperaturas de hibridacion para cada primer asi:

Tabla 5-5 Temperaturas de hibridacion para los genes gimM y ureA

Gen

Temperatura
de Hibridacién

glmM

55°C

63°C

Urea

45°C

50°C

5.9 Ensayo de especificidad de los primers de

Helicobacter pylori frente a otros microorganismos

Los primers 16SARNr, vacA (region-s) Ul y ureA, fueron utilizados para realizar una
PCR en tiempo real con otros microorganismos como fueron Escherichia coli y
Enterobacter cloacae, Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcenses con
el fin de verificar su especificidad para Helicobacter pylori. En esta reaccion se comparo
con la prueba de estos primers con cepa NCTC de Helicobacter pylori 11638.

5.10 Purificaciéon del producto de amplificacion de PCR

Con el fin de realizar la curva estandar se realiz6 la purificacion de los productos de
amplificacion de los diferentes genes como son: 16S ARNr,vacA (regién-s) Uly ureA,
utilizando el estuche de Purificacion High Pure Product Purification PCR asi:

Figura 5-4 Metodologia de purificacion de productos de amplificaciéon de PCR




100 pL de producto PCR

4 | Adicionar 500 uL de Buffer de acople

Mezclar el pozo y a*licar el buffer en un
tubo con filtro. Centrifugar a vel. Max. por
20-30 seg.

Adicionar 500 pL de Buffer de lavado

Centrifugue a 13000 g X 1 min

| Descartar el sobrenadante | *

Adicionar 200 pL de Buffer de lavado

v

Centrifugue a 13000 g X 1 min

| Descartar el sobrenadante |

N

* Adicionar 50 -100 pL de Buffer de Elusion

| Descartar el sobrenadante

Centrifugue a 13000 g X 1 min

v

Producto PCR Purificado

5.11 Elaboracién de la curva estandar para cada gen con
el producto amplificado del ADN patron.

Con los productos purificados se midié la concentracién de ADN y se realizaron diluciones
decimales para realizar la curva. Se realiz6 el montaje de la curva por triplicado y se

calculd con la cantidad de pares de bases de cada gen la cantidad de copias identificadas
en cada dilucién que corresponde a una concentracion determinada de bacterias.

5.12 Ensayos de gPCR en tiempo real en muestras
adicionadas con cepa de Helicobacter pylori NCTC 11638
paralos genes ARNr 16S, vacA (region-s) Ul y ureA

Al ADN extraido por la técnica de Centrifugacibn de las muestras contaminadas
controladamente con Helicobacter pylori se corrié la gPCR en tiempo real 16S ARNr, vacA

(regién-s) U1l y ureA y se cuantificé con las curvas estandares para conocer la cantidad
de copias de cada muestra.



6. Resultados

6.1 Resultados de concentracién, extraccion
cuantificacion de ADN con cepas de Escherichia coli
Enterobacter cloacae.

y
y

En las siguientes tablas se muestran las 106 muestras corridas por diferentes protocolos
de concentracion, extraccion y la cuantificaciéon de ADN obtenido:

Tabla 6-1 Resultados de concentracion, extraccion y cuantificacion de ADN de muestras
contaminadas con Escherichia coli y Enterobacter cloacae con la técnica de Filtracion-

Acetona.

Cepa probada [Método concentracion [Cartucho Date and Time Nucleic Acid |Units [A260 [A280 |[260/280 [260/230
E.coli1 Filtracién-Acetona Congen SureAqua [06/03/2012 12:42:07 p.m. 2,3|ng/ul| 0,046 0,005 9,03 0,15
E. coli2 Filtracion-Acetona Congen SureAqua |06/03/2012 12:42:52 p.m. 1,8|ng/ul | 0,037 0,008 4,71 0,13
E. coli3 Filtracion-Acetona Congen SureAqua |06/03/2012 12:43:31 p.m. 6,6(ng/ul [ 0,131 0,057 2,3 0,33
E. coli4 Filtracion-Acetona Congen SureAqua [06/03/2012 12:44:18 p.m. 1,6|ng/ul | 0,031 0 68,1 0,12
E. coli 5 Filtracion-Acetona Congen SureAqua [06/03/2012 12:45:06 p.m. 1,5|ng/ul| 0,03| -0,007 -4,5 0,1
E.coli1 Filtracion-Acetona MPLC DNAKit Il |06/03/2012 12:45:49 p.m. 4,9|ng/ul | 0,098| 0,055 1,78 0,24
E. coli2 Filtracion-Acetona MPLC DNAKit Il [06/03/2012 12:46:26 p.m. 5[ng/ul 0,1 0,06 1,67 0,25
E. coli3 Filtracion-Acetona MPLC DNAKit 1l |06/03/2012 12:48:53 p.m. 3,8[ng/ul [ 0,075 0,056 1,34 0,23
E. coli4 Filtracion-Acetona MPLC DNA Kit Il |06/03/2012 12:49:32 p.m. 2,6|ng/ul| 0,052 0,025 2,08 0,17
E.coli5 Filtraciéon-Acetona MPLC DNA Kit Il |06/03/2012 12:50:16 p.m. 6,4|ng/ul| 0,128 0,089 1,43 0,26
E.coli1 Filtraciéon-Acetona Congen SureAqua |22/08/2013 01:59:54 p.m. 4,1|ng/ul | 0,082| 0,063 1,31 0,25
E. coli2 Filtracion-Acetona Congen SureAqua |22/08/2013 02:00:43 p.m. 4,9|ng/ul | 0,099| 0,074 1,34 0,29
E. coli3 Filtracion-Acetona Congen SureAqua [22/08/2013 02:01:41 p.m. 3,8|ng/ul | 0,076 0,056 1,34 0,27
E.coli4 Filtracion-Acetona Congen SureAqua [22/08/2013 02:02:25 p.m. 4,2|ng/ul [ 0,084| 0,063 1,34 0,28
E.coli5 Filtracion-Acetona Congen SureAqua [22/08/2013 02:03:13 p.m. 4,4|ng/ul [ 0,087| 0,065 1,34 0,32
Enterobacter 1 |Filtracion-Acetona Congen SureAqua |22/08/2013 02:04:12 p.m. 4,3|ng/ul | 0,086| 0,062 1,39 0,29
Enterobacter 2 |Filtracion-Acetona Congen SureAqua |22/08/2013 02:05:19 p.m. 3,7|ng/ul [ 0,074 0,055 1,34 0,28
Enterobacter 3 |Filtracion-Acetona Congen SureAqua [22/08/2013 02:06:18 p.m. 4,3|ng/ul [ 0,085| 0,068 1,24 0,28
Enterobacter 4 |Filtracion-Acetona Congen SureAqua [22/08/2013 02:07:08 p.m. 4,7|ng/ul | 0,094] 0,064 1,48 0,3
Enterobacter 5 |Filtracién-Acetona Congen SureAqua |22/08/2013 02:07:43 p.m. 5,7|ng/ul | 0,114 0,077 1,48 0,27
E. coli Filtracion-Acetona Congen SureAqua |03/12/2013 09:41:33 a.m. 3,1{ng/ul [ 0,062 0,038 1,65 0,38
E. coli Filtracion-Acetona Congen SureAqua |03/12/2013 09:42:44 a.m. 4,2|ng/ul | 0,083| 0,047 1,79 0,35
E. coli Filtraciéon-Acetona Congen SureAqua [03/12/2013 09:43:38 a.m. 3,7|ng/ul| 0,074 0,045 1,66 0,34
E. coli Filtraciéon-Acetona Congen SureAqua [03/12/2013 09:44:52 a.m. 3,5|ng/ul| 0,071 0,041 1,73 0,34
E. coli Filtraciéon-Acetona Congen SureAqua |03/12/2013 09:46:33 a.m. 3,8ng/ul [ 0,076 0,039 1,94 0,33
Enterobacter |Filtracién-Acetona Congen SureAqua |03/12/2013 09:47:30 a.m. 3,6(ng/ul [ 0,072| 0,043 1,7 0,35
Enterobacter |Filtracién-Acetona Congen SureAqua [03/12/2013 09:48:15 a.m. 4,1|ng/ul [ 0,083] 0,043 1,9 0,34
Enterobacter |Filtraciéon-Acetona Congen SureAqua [03/12/2013 09:49:20 a.m. 4,1|ng/ul [ 0,081| 0,046 1,77 0,35
Enterobacter |Filtracién-Acetona Congen SureAqua [03/12/2013 09:50:29 a.m. 4,3|ng/ul [ 0,085 0,05 1,69 0,37
Enterobacter |Filtracion-Acetona Congen SureAqua |03/12/2013 09:52:42 a.m. 3,7|ng/ul | 0,073 0,043 1,71 0,35
Enterobacter |Filtracion-Acetona Congen SureAqua |03/12/2013 09:53:45 a.m. 3,8ng/ul [ 0,076 0,045 1,69 0,34




6-2 Resultados de concentracion, extraccion y cuantificacion de ADN de muestras
contaminadas con Escherichia coli y Enterobacter cloacae con la técnica de
Centrifugacion.

Cepa probada |Método concentraciéon [Cartucho Date and Time Nucleic Acid |Units |A260 |A280 |260/280 |260/230
E.coli 1 Centrifugacién MPLC DNAKit Ill  [06/03/2012 12:59:53 p.m. 2|ng/ul [ 0,039| 0,017 2,36 0,14
E. coli 2 Centrifugacién MPLC DNAKit Il  [06/03/2012 01:00:27 p.m. 1,9|ng/ul | 0,037 0,021 1,73 0,14
E.coli3 Centrifugacién MPLC DNAKit Ill  |06/03/2012 01:01:01 p.m. 2,1|ng/ul | 0,043 0,015 2,9 0,14
E.coli4 Centrifugacién MPLC DNA Kit Ill  |06/03/2012 01:01:33 p.m. 2,7|ng/ul | 0,055 0,024 2,3 0,19
E.coli 5 Centrifugacién MPLC DNAKit Il  [06/03/2012 01:02:02 p.m. 9,1ng/ul | 0,181| 0,125 1,45 0,34
Enterobacter 1 [Centrifugacion MPLC DNAKit Ill  [06/03/2012 01:02:29 p.m. 8,9[ng/ul | 0,177| 0,118 1,5 0,36
Enterobacter 2 [Centrifugacion MPLC DNA Kit Ill  [06/03/2012 01:02:55 p.m. 2(ng/ul | 0,04| 0,009 4,63 0,12
Enterobacter 3 [Centrifugacion MPLC DNAKit Il [06/03/2012 01:03:25 p.m. 0,7|ng/ul | 0,015 -0,013| -1,15 0,06
Enterobacter 4 [Centrifugacion MPLC DNAKit Ill  |06/03/2012 01:03:49 p.m. 2,7|ng/ul| 0,053 0,03 1,79 0,21
Enterobacter 5 [Centrifugacion MPLC DNA Kit Ill  |06/03/2012 01:04:20 p.m. 3,2|ng/ul | 0,064 0,035 1,81 0,22
Enterobacter 1 [Centrifugacion MPLC DNAKit Il [06/03/2012 12:54:50 p.m. 1,5|ng/ul | 0,029 0,022 1,31 0,12
Enterobacter 2 [Centrifugacion MPLC DNAKit Ill  |06/03/2012 12:55:29 p.m. 2,6|ng/ul| 0,052| 0,034 1,54 0,16
Enterobacter 3 |Centrifugacion MPLC DNAKit Ill  [06/03/2012 12:56:02 p.m. 7|ng/ul| 0,139] 0,093 1,5 0,28
Enterobacter 4 [Centrifugacion MPLC DNAKit Il  [06/03/2012 12:56:38 p.m. 5,5|ng/ul | 0,109 0,073 1,5 0,26
Enterobacter 5 |Centrifugacidn MPLC DNAKit Ill  |06/03/2012 12:57:11 p.m. 3,3|ng/ul| 0,067| 0,054 1,23 0,2
Enterobacter 1 |Centrifugacion QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:13:22 p.m. 7,2|ng/ul | 0,144 0,059 2,42 -1,9
Enterobacter 2 |Centrifugacién QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:14:08 p.m. 7,1|ng/ul | 0,143 0,051 2,8 -1,61
Enterobacter 3 |Centrifugacién QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:15:16 p.m. 11,4|ng/ul [ 0,228] 0,095 2,4 -8,08
Enterobacter 1 [Centrifugacion QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:15:55 p.m. 9,2ng/ul | 0,183| 0,079 2,3 -1,59
Enterobacter 2 [Centrifugacion QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:17:37 p.m. 10,4|ng/ul | 0,208| 0,063 3,29 -7,84
Enterobacter 3 |Centrifugacién QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:18:15 p.m. 10,2|ng/ul [ 0,204] 0,055 3,73 15,66
Enterobacter 1 [Centrifugacion QlAamp DNA Min [19/04/2012 11:14:57 a.m. 11,4|ng/ul | 0,229| 0,154 1,49 0,96
Enterobacter 2 [Centrifugacion QlAamp DNA Min [19/04/2012 11:15:37 a.m. 9,5[ng/ul | 0,189| 0,127 1,49 0,95
Enterobacter 3 |Centrifugacién QlAamp DNA Min [19/04/2012 11:16:25 a.m. 11,1|ng/ul [ 0,222] 0,146 1,53 0,76
E.colil Centrifugacion QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:50:42 p.m. 4,5[ng/ul| 0,09] 0,068 1,31 0,3
E. coli 2 Centrifugacién QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:51:20 p.m. 6,8|ng/ul | 0,136 0,118 1,16 0,33
E.coli3 Centrifugacién QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:51:37 p.m. 6,8|ng/ul | 0,135 0,114 1,18 0,34
E.coli 4 Centrifugacion QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:52:37 p.m. 4|ng/ul| 0,08 0,061 1,31 0,29
E.coli5 Centrifugacién QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:53:27 p.m. 3,5|ng/ul| 0,07| 0,047 1,48 0,28
Enterobacter 1 [Centrifugacion QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:54:44 p.m. 4,7|ng/ul | 0,094| 0,061 1,54 0,32
Enterobacter 2 [Centrifugacion QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:56:15 p.m. 3,3|ng/ul | 0,065 0,049 1,32 0,25
Enterobacter 3 [Centrifugacion QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:57:10 p.m. 5,8|ng/ul | 0,115 0,087 1,32 0,32
Enterobacter 4 [Centrifugacion QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:58:18 p.m. 4,9(ng/ul | 0,098 0,08 1,23 0,3
Enterobacter 5 [Centrifugacion QlAamp DNA Min [22/08/2013 01:58:49 p.m. 5,3|ng/ul | 0,206 0,079 1,33 0,31
E.colil Centrifugacién MPLC DNA Kit Ill  [22/08/2013 02:08:23 p.m. 5,5|ng/ul| 0,209 0,08 1,36 0,31
E. coli 2 Centrifugacién MPLC DNAKit Il [22/08/2013 02:09:32 p.m. 3,6|ng/ul | 0,071 0,052 1,37 0,32
E.coli3 Centrifugacién MPLC DNAKit Ill [22/08/2013 02:09:58 p.m. 3,5|ng/ul| 0,07| 0,049 1,41 0,31
E. coli 4 Centrifugacion MPLC DNA Kit Il |22/08/2013 02:10:49 p.m. 4,1|ng/ul| 0,081] 006 1,36/ 0,33
E.coli 5 Centrifugacién MPLC DNAKit Il [22/08/2013 02:11:34 p.m. 4,1ng/ul | 0,083| 0,055 1,51 0,32
E. coli Centrifugacion MPLC DNAKit Il [03/12/2013 09:54:39 a.m. 3,8|ng/ul| 0,076 0,043 1,75 0,36
E. coli Centrifugacion MPLC DNA Kit Il  [03/12/2013 09:56:00 a.m. 3,1|ng/ul | 0,061] 0,033 1,85 0,32
E. coli Centrifugacién MPLC DNAKit Il |03/12/2013 09:57:22 a.m. 3,3|ng/ul | 0,066 0,031 2,12 0,35
E. coli Centrifugacion MPLC DNAKit Ill  [03/12/2013 09:58:23 a.m. 3,6|ng/ul| 0,072| 0,035 2,05 0,35
E. coli Centrifugacién MPLC DNA Kit Il [03/12/2013 09:59:30 a.m. 3,6|ng/ul | 0,071 0,043 1,67 0,34
Enterobacter |Centrifugacién MPLC DNA Kit Il {03/12/2013 10:00:29 a.m. 2,8|ng/ul | 0,056 0,028 2 0,33
Enterobacter |Centrifugacidn MPLC DNA Kit Il {03/12/2013 10:01:10 a.m. 2,5|ng/ul| 0,051 0,022 2,36 0,32
Enterobacter [Centrifugacion MPLC DNA Kit Il [03/12/2013 10:01:57 a.m. 2,3|ng/ul | 0,047 0,019 2,49 0,31
Enterobacter |[Centrifugacion MPLC DNA Kit Il {03/12/2013 10:02:57 a.m. 2,3|ng/ul | 0,047 0,018 2,6 0,34
Enterobacter |Centrifugacidn MPLC DNA Kit Il {03/12/2013 10:03:54 a.m. 2|ng/ul| 0,04] 0,015 2,7 0,35
Enterobacter [Centrifugacion MPLC DNA Kit Il [03/12/2013 10:04:58 a.m. 2,6|ng/ul | 0,054 0,018 2,98 0,34




Tabla 6-3 Resultados de concentracion, extraccion y cuantificacion de ADN de muestras
contaminadas con Escherichia coli y Enterobacter cloacae con la técnica de Filtracion-

Cepa probada | Método concentracion |Cartucho Date and Time Nucleic Acid |Units |[A260 |[A280 [260/280 |260/230
Enterobacter 1 [Filtracion-Centrifugacion [QlAamp DNA Min [06/03/2012 12:51:11 p.m. 1,8|ng/ul | 0,037[ 0,029 1,29 0,13
Enterobacter 2 [Filtracién-Centrifugaciéon |QIAamp DNA Min [06/03/2012 12:51:55 p.m. 2,4|ng/ul| 0,048| 0,046 1,03 0,16
Enterobacter 3 [Filtracion-Centrifugacion [QIAamp DNA Min [06/03/2012 12:52:35 p.m. 1,6|/ng/ul | 0,032 0,027 1,17 0,14
Enterobacter 4 [Filtracién-Centrifugaciéon |QIlAamp DNA Min [06/03/2012 12:53:08 p.m. 5,1|ng/ul| 0,102| 0,065 1,58 0,26
Enterobacter 5 [Filtracion-Centrifugacion [QIAamp DNA Min [06/03/2012 12:54:15 p.m. 2,5[ng/ul| 0,051| 0,038 1,33 0,16
E.colil Filtracion-Centrifugacion |QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:07:23 p.m. 1,3|ng/ul| 0,025 0,031 0,82 -0,2
E.colil Filtracion-Centrifugacién |QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:08:30 p.m. 0,7|ng/ul| 0,013]| -0,022| -0,61 0,68
E.coli 2 Filtracidon-Centrifugacion |QlAamp DNA Min |28/03/2012 04:09:16 p.m. -0,2|ng/ul | -0,005| -0,045 0,1 0,09
E.coli2 Filtracion-Centrifugacién |QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:10:40 p.m. -0,3|ng/ul | -0,006| -0,053 0,12 0,11
E.coli 3 Filtracidon-Centrifugacion |QlIAamp DNA Min |28/03/2012 04:11:44 p.m. 3,9[ng/ul| 0,078| 0,043 1,81 0,54
E.coli4 Filtracion-Centrifugacién |QlAamp DNA Min [28/03/2012 04:12:34 p.m. 2,9|ng/ul| 0,059| 0,013 4,4 1,59
E.colil Filtracion-Centrifugacién |QlAamp DNA Min [19/04/2012 11:11:46 a.m. 6,5|ng/ul 0,13| 0,102 1,27 0,79
E.coli2 Filtracién-Centrifugacion |QIAamp DNA Min |19/04/2012 11:12:25 a.m. 6[ng/ul 0,12| 0,094 1,28 0,95
E.coli 3 Filtracion-Centrifugacién |QlAamp DNA Min [19/04/2012 11:13:20 a.m. 11,2|ng/ul | 0,224| 0,145 1,55 1,03
Enterobacter |[Filtracion-Centrifugacion [QIAamp DNA Min [25/04/2012 05:24:29 p.m. 8,9[ng/ul| 0,178| 0,098 1,81 0,49
Enterobacter [Filtracién-Centrifugaciéon |QIlAamp DNA Min [25/04/2012 05:25:10 p.m. 8,9|ng/ul| 0,178| 0,085 2,08 0,55
E.coli Filtracion-Centrifugacion |QlIAamp DNA Min |25/04/2012 05:22:17 p.m. 5,2[ng/ul| 0,105| 0,043 2,45 1,44
E.coli Filtracion-Centrifugaciéon |QlAamp DNA Min [25/04/2012 05:23:28 p.m. 5,4|ng/ul| 0,108| 0,054 1,99 1,36
Enterobacter 1 [Filtracién-Centrifugacion [MPLC DNA Kit Ill  [09/09/2013 03:14:43 p.m. 3,2|ng/ul| 0,064| 0,032 2 0,34
Enterobacter 2 [Filtracion-Centrifugacion [MPLC DNA Kit Il {09/09/2013 03:15:30 p.m. 2,7|ng/ul| 0,055| 0,019 2,86 0,33
Enterobacter 3 [Filtracién-Centrifugacion [MPLC DNAKit 11l [09/09/2013 03:16:11 p.m. 2,7|ng/ul| 0,054| 0,018 2,98 0,34
E.colil Filtracion-Centrifugacién |MPLC DNAKit Il {09/09/2013 03:16:56 p.m. 2,4|ng/ul| 0,048| 0,019 2,58 0,38
E. coli 2 Filtracion-Centrifugacién |MPLC DNAKit Il {09/09/2013 03:17:42 p.m. 3[ng/ul| 0,06| 0,026 2,3 0,38
E. coli 3 Filtracion-Centrifugacién |MPLC DNA Kit Il {09/09/2013 03:18:26 p.m. 3,7|ng/ul | 0,074| 0,054 1,39 0,45

Centrifugacion.

De las anteriores técnicas de concentracién se descartd la técnica de filtraciobn-acetona
mientras que con las otras dos técnicas se obtuvo concentraciones de ADN adecuadas y
similares.

6.2 Resultados de concentracion, extraccion vy
cuantificacion de las 60 muestras adicionadas con cepa
de Helicobacter pylori NCTC 11638

Se escogieron los métodos de concentracion: Filtracién-Centrifugacion y Centrifugacion,
debido a que se obtuvo una concentracion de ADN permisible para realizar la PCR en
tiempo real. No se escogié el método de Filtracion Acetona por presentar un precipitado
viscoso que supera el volumen aceptable para realizar la extraccion.

De los tres estuches se escogio el estuche de Extraccion Magna Pure, LC DNA isolation
Kit 11l (Bacterias, Hongos) ya que no se evidencié diferencia significativa en los resultados
de concentracion de ADN y por su mayor practicidad y rapidez.



Tabla 6-4 Resultados de concentracion de ADN de Helicobacter pylori extraido por
métodos de Filtracién-Centrifugacion y Centrifugacion.

Protocolo
Numero Filtro de Protocolo
de Membrana | Centrifugacion
muestra | Concentracion ng/uL ng/uL
control Alto 1.7 3.2
control Alto 2.8 5.8
control Alto 1.9 2.4
7211 Alto 1.7 3.0
7212 Alto 2.2 3.3
7214 Alto 1.8 4.1
7216 Alto 2.1 7.1
7220 Alto 1.8 4.0
7224 Alto 1.5 6.4
7228 Alto 1.2 7.0
7230 Alto 2.1 11.7
7232 Alto 2.4 3.8
7235 Alto 2.2 4.1
control Bajo 2.5 2.6
control Bajo 1.7 2.6
control Bajo 2.7 3.2
7192 Bajo 1.7 2.5
7193 Bajo 2.7 4.3
7194 Bajo 2.9 5.6
7195 Bajo 2.2 4.8
7196 Bajo 2.2 3.7
7197 Bajo 2.2 3.6
7198 Bajo 2.9 5.5
7203 Bajo 3.0 3.5
7215 Bajo 2.1 3.2
7223 Bajo 2.3 3.0
control Medio 2.8 3.0
control Medio 2.8 3.4
control Medio 2.5 3.4
7205 Medio 1.8 9.8
7207 Medio 1.8 3.5
7210 Medio 1.7 3.1
7213 Medio 1.3 2.8
7218 Medio 1.3 3.1
7219 Medio 1.7 2.8
7221 Medio 1.8 3.2
7225 Medio 1.8 3.5
7233 Medio 2.4 6.9
7234 Medio 1.5 2.2

De acuerdo a los resultados de la tabla 6-2 se escogi6 la técnica de Centrifugacion
debido a que hay una mejor recuperaciéon de ADN que en la técnica de Filtracion-
Centrifugacion.



6.3 Curvas de concentracién del producto purificado de
ADN patron de Helicobacter pylori para los genes 16S
ARNTr, vacA region-s Ul y ureA

De los primers analizados tres dieron resultados éptimos por PCR en tiempo real a todas

temperaturas de hibridacion probadas. Se purifico el producto de la amplificacién del ADN
certificado que sirvié de patrén para los primers 16SARNr, vacA region-s Ul y ureA.

Figura 6-1 Purificacion del producto del gen 16S ARNr
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Figura 6-3 Purificacion del producto del gen ureA

Report | Configuration | Print

# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor

113 DELL 27/06/2014 09:50 a.m. | 0.6 ngul 0011 0019 060 107 DNA 50,00

5000 |

115 weapuo  [DELL  27/0620140951am 710  |ngl (1421 0709 200 211 DNA 5000 |

i}
117 | ureal0-t DELL 27/06/2014 09:52 &.m. 8,1 ngul [0182 0,102 1,59 148 DNA 50,00

118 |ureat0-1 DELL 27/06/2014 09:52 am. | 7,7 ngiyl  [0155 0000 1,72 145 DNA 50,00
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En las anteriores figuras se puede observar los resultados por triplicado de la
calidad de los productos purificados debido a que se presenta una amplificacién
en la longitud de onda especifica para ADN a 260nm, ademas se observa la
excelente concentracion obtenida entre 33-70 ng/uL y se cumplen los criterios de
calidad de ADN en las relaciones 260/280 y 260/230.

Estos productos purificados sirvieron como patron para realizar las curvas
estandar de concentracion.



6.4 Curvas estandar de cuantificacibn con producto
purificado de cepa de Helicobacter pylori NCTC de 11638

6.4.1 Curva estandar del gen 16S ARNr

Figura 6-4 Curvas de amplificacion del Gen 16S ARNr a diferentes concentraciones
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Se observa la amplificacién de todas las diluciones utilizadas para la construccion de la
curva para el gen 16S ARNT.

Figura 6-5 Curva estandar de concentracion del Gen 16S ARNr

Lreated mny Adnana Lasuio ‘Lolor Lompensauon Name
Created on 06/03/2014 14:17:11 Target Name
Channel SYBR Green | / HRM Dye {465 510) Source Abs Quant’Znd Derivative Max
Standards [ Enec0286
T Efficiency: 1.956 Standard Curve
Pos Na... Cp Standard Slope: 3432
E1 9 6.56 9.68E9 Tintercept: 36.44
Link: 2 636
E2 © 6.91 9.68ES -
E4 B 10.76  9.68E8 —_— —,
55 & 10.75  9.68E8 2 N
E7 7 14.20 9.68E7 8 A
A
B3 7 14.22  9.68E7 27 \
Ei0 & 17.71  9.68ES Y
\

E11 6 18,13  9.68E6 a \
Elz & 18.23 9.68E6 251 \
F2 5 22.23 9.68ES 3

2 \
F3 s 21.85 9.68ES . \
F4 4 25.26 9.68E4 Y
F5 4 25.56 9.68E4 2 A\
F7 3 28.06 ©9.68E3 21 \
FI 3 28.13  9.68E3 \

4 20 b
Fi02 29,78 9.68E2 ] i \
F1z 2 29.75 9.68EZ 19 \
Gz 1 29.87 9.68E1 | -§1B Y
H A

G3 1 29.80 9.68E1 g \
G4 O 30.05 9.68E0 |4 - S
G5 0 28.74 5.68ED Y
G6 O 29.64 9.68E0 154 \

14 \

13| \

Y
12 Y
A
11 \
Ay
10 K
\
B
Ay
8 \
5
7 )\

<10 9 8 -7 £ 5 4 3 2 1 0 1
Log Concentration



6.4.2. Curva estandar del gen vacA (region-s) Ul

Figura 6-6 Curvas de amplificacién del Gen vacA (region-s) Ul a diferentes
concentraciones
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Se observa la amplificacion de todas las diluciones utilizadas para la construccion de la
curva para este gen vacA.

Figura 6-7 Curva estandar de concentracion del Gen vacA (regién-s) Ul
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6.4.3 Curva estandar del Gen ureA

Figura 6-8 Curvas de amplificacion del Gen ureA a diferentes concentraciones
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Se observa la amplificacion de todas las diluciones utilizadas para la construccion de la
curva para este gen ureA.

Figura 6-9 Curva estandar de concentracion del Gen ureA
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En las figuras 6-4, 6-5 y 6-6 se observa que las eficiencias (1.95-2.01) y los errores (0.12-
0.26) estan dentro de los rangos Optimos para la realizacion de curvas estandar. Se
evidencia que la concentracion de producto amplificado es inversamente proporcional al
Cp encontrado.

6.5 Especificidad del ensayo

La especificidad de los primers se corroboré por la homologia encontrada en tres
bases de datos diferentes: (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST),
(http://rdp.cme.msu.edu), (http:/greengenes.lbl.gov) .

En las siguientes figuras se observan el resultado de las busquedas de la
especificidad de cada uno de los primers:

6.5.1. Especificidad para el Gen 16SARNr

Figura 6-10 Reporte de especificidad del NCBI del Gen 16S ARNr

Helicobacter sp. 12502634-8 16S ribosomal RMNA gene, partial sequence
Sequence ID: gb|K.J081209.1| Length: 1352 Number of Matches: 1

Range 1: 621 to 650 GenBank Graphics

Scaore Expect Identities Caps Strand
40.1 bits{20) 0.98 20/20(100%:) 0/20({0%:) Plus/Plus

Query 1 20

Sbjct 631 &50

BIDownload ~ GenBank Graphics

Helicobacter sp. 12502232-10 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
sequence ID: gblKJ081207.1] Length: 1366 Number of Matches: 1

Range 1: 631 to 650 GenBank

Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.958 20/20(100%) 0/20({0%a) Plus/Plus

Query 1

Sbjct @31

BiDownload ~ GenBank Graphics

Helicobacter sp. 11503481-1 16S ribosomal RMNA gene, partial sequence
Sequence ID: gb|K.J081206.1] Length: 1411 Number of Matches: 1

Range 1: 631 to 650 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.98 20/20(100%) 0/20{0%) Plus/Plus
Query 1 GUGACCTIGCIGEARCATTIAT 20

||||||||||||||||||||
Sbjct €31 GUCGACCTGCTGGRACATTIAC 650



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://rdp.cme.msu.edu/
http://greengenes.lbl.gov/

Figura 6-11 Reporte de especificidad del RDP del Gen 16S ARNr

SegMatch :: Detail Hierarchy

[ new match | summary | detail | help ]
Save selection and retum to summary |

Query Sequence: seqmatch_seq, 34 unique oligos

Match hit format:
short ID, orientation, similarity score, 5_ab score, unique common oligomers and sequence full name. More help is available.

rootrank Root (0/20/152208%) (selected/match/total ROF sequences)
domain Bacteria (0/20/1324516)
phylum "Protecbacteria” (0/20/43406%)
class Epsilonprotecbacteria (0/20/11188)
order Campylobacterales (0/20/106%1)
family Helicobacteraceae (0/20/5753)
genus Helicobacter (0/20/975)
I 5000024754  not_calculated D 441 088% Helicobacter pylori; Clinical isolate L13 {original number:DI178); 725740
5000024755  mot_calculated 0.441 0888 Helicobacter pylori; Clinical isclate SH4 {original number: 48730); 225738
5000127005  mot_calculated 0 471 0811 Helicobacter pylori; BO417; AJ310143
5000130659 not_calculated 0.471 0811 Helicobacter pylori; BO418; AJ310144
S000788%65  mot_calculated 0.471 1108 uncultured bacterium; RL211_aam22f04; DQ802231
5001351225  mot_calculated 0.471 0717 Helicobacter pylori; 3114-16020%; FI788640
5001351226  mot_s 0.471 0731 Heli pylori; 0B5&1-160209; FI7E8641
5001351227  not_calculated 0.471 0724 Helicobacter pylori; 08932-160209; FJ788642
S0028848%4  not_calculated 0.471 0828 uncultured bacterium; VDRd28biol 1b; JMO21815
5003596429 not_calculated 0.529 0660 uncultured Helicobacter sp.; LP1-K19; JX453%905

5003721301 mot_s 0.471 0652 H pylori; HK1B; KCT59147
T soo3T21302 not_calculated 0.471 0633 Helicobacter pylori; HK1D; KC739148
5003721303 mot_s 0.471 0652 Heli pylori; HKIB; KCT59149
5003721304 not_calculated 0.471 0632 Helicobacter pylori; HKZD; KC739150
™ 5003721205 not_ 0.471 0652 Heli pylori; HK2B; KCT59151
5003721306  not_calculated D.471 0632 Helicobacter pylor; HK3D; KC739152
S003744%85 nmot 0.471 07234 Heli pylori; HY; JX455160

5003990034 nuticalculaned 0.471 0534 uncultured bacterium; YO00823H06; KC19705
5003920377  mot_calculated 0.500 0874 uncultured bacterium; YO00827D05; KCS20050
5004051055  not_calculated 0.471 0800 Helicobacter pylori; WH-11; KFZ11771

Figura 6-12 Reporte de especificidad del GREEN GEN del Gen 16S ARNr

BLASTN 2.2.22 [Sep-27-2009]

Reference: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-23402.

Query= Untitled segquence
(40 letters)

Database: Isolated named strains 16S aligned.fasta
108,453 seqguences; 156,498,879 total letters

SIS o s e T done
Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) value
781456 Helicobacter pylori str. 407D5 HM099656.1 2..1427 33 0.10
743807 Helicobacter pametensis str. BSA Seymour; CCUG 29255 NR 0... 32 0.10
654465 Helicobacter pylori str. v225d CP001582.1 1532641..1534149 32 0.10
654464 Helicobacter pylori str. v225d CP001582.1 complement(1146... 33 0.10
646645 Helicobacter pullorum str. MIT 09-6635 GU902714.1 1..1473 33 0.10
609039 Helicobacter pylori str. 25A NZ_ADVW01000001.1 complement... 33 0.10
630238 Helicobacter trogontum str. LRB 8581; ATCC 700114 NR_0280... 33 0.10
616960 Helicobacter pylori str. B38 FM991728.1 complement (111312... 33 0.10
619622 Helicobacter hepaticus str. Hh-2; ATCC 51448 NR 025952.1 ... 33 0.10
609022 Helicobacter pylori str. 35A NZ_ADVW01000002.1 complement... 33 0.10

>781456 Helicobacter pylori str. 407D5 HM099656.1 2..1427
Length = 1426




En la figura 6-10 se demuestra la especificidad del primer ya que la curva melting solo
muestra un pico de fluorescencia.

Figura 6-13 Curva melting del Gen 16S ARNr
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6.5.2 Especificidad para el Gen vacA (region-s) Ul

En la anterior grafica se observa un solo pico de amplificacion mostrando que no hay
interferencia de productos inespecificos en la reaccion.

Figura 6-14 Reporte de especificidad del NCBI del Gen vacA (regién-s)Ul
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En la figura 6-15 se demuestra la especificidad del primer ya que la curva melting solo
muestra un pico de fluorescencia:

Figura 6-15 Curva melting del Gen vacA (regién-s) Ul
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La anterior grafica se observa un solo pico de amplificacion mostrando que no hay
interferencia de productos inespecificos en la reaccion.

6.5.3 Especificidad para el Gen ureA

Figura 6-16 Reporte de especificidad del NCBI del Gen ureA
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En la figura 6-17 se demuestra la especificidad del primer debido a que la curva melting
solo muestra un pico de fluorescencia. Esta curva melting es diferente debido al tipo de
formato utilizado Hybprobe.

Figura 6-17 Curva melting del Gen ureA
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En la anterior grafica se observa un solo pico de amplificacion mostrando que no hay
interferencia de productos inespecificos en la reaccion.



6.5.4 Especificidad de los primers frente a otros microrganismos.

La especificidad se evidencio en la amplificacion de ADN patron de Helicobacter
pylorifrente a otros ADN de microorganismos como Escherichia coli y Enterobacter
cloacae, Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcenses, COmo se

observa en las siguientes figuras:

Figura 6-18 Amplificacion de ADN con el

Figura 6-19 Amplificaciéon de ADN con el

primer 16S ARNr de Helicobacter pylori frente primer vacA de Helicobacter pylori frente a

otras cepas.
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Figura 6-20 Amplificacion de DNA con el primer ureA de Helicobacter pylori frente a otras

cepas.
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En las anteriores figuras se puede observar que las lineas verdes planas son las
muestras con cepas de otros microorganismos diferentes a Helicobacter pylori
donde se observa que no hubo amplificaciébn. Las curvas de color rojo
corresponden a amplificacion de Helicobacter pylori NCTC 11638.



6.6 Limites de cuantificacion del ensayo

El limite de cuantificacion corresponde a la menor concentracion de ADN

detectado por medio las curvas estandar para cada gen.

Tabla 6-5 Limite de cuantificacion los diferentes primers evaluados

Gen Cp Limite de Equivalencia en
cuantificacion Numero de
(copias) Bacterias
16S ARNTr 36.25 5.82e0 2 bacterias
vacA (region- 40.0 6.83e0 3 bacterias
s)Ul
ureA 31.60 8.69e0 8 bacterias

En la anterior tabla podemos observar las minimas concentraciones de ADN

detectado.

6.7 Linealidad del ensayo

Esta dada por la curva de cada gen y se verifica con el error y la eficiencia.

Tabla 6-6 Error y eficiencia de las diferentes curvas de amplificacion para cada primer.

Gen Error Eficiencia
16SARNr 0.266 1.956
vacA (s- 0.129 2.012
region)ul

urea 0.301 1.985

En la tabla se observa los errores y las eficiencias de cada curva que indica que las
curvas estandar cumplen con los criterios de error 0.5 y eficiencia entre 1.95-2.00. Estas
eficiencias son acordes con lo mencionado por (Surzycki, 2008) y (Mulhardt, 2010).



6.8 Resultados de qPCR en tiempo real en muestras
adicionadas con Helicobacter pylori cepa NCTC 11638
paralos genes 16S ARNr, vacA (region-s) Ul y ureA.

Tabla 6-7 Resultados consolidados de muestras adicionadas para los genes 16SARNr,
vacA (s-region) Ul y ureA.

Numero Concentracion| CP ARNr |Concentracion Vr::?of)- Concentracion CP ureA Concentracion
teorica 16S (N° de copias) U1 (N° de copias) (N° de copias)

control alto 34,73 1,2E+03 37,36 7,6E+01 29,73 9,3E+02
control alto 32,80 1,1E+03 36,35 2,1E+02 27,80 8,0E+02
control alto 34,01 1,1E+03 37,08 8,9E+01 29,01 7,6E+02
7211 alto 34,08 1,0E+03 37,58 8,7E+01 29,08 7,1E+02
7212 alto 32,60 1,2E+03 37,46 9,0E+01 27,60 8,4E+02
7214 alto 33,58 1,2E+03 38,01 5,0E+01 28,58 8,5E+02
7216 alto 32,00 8,7E+03 37,21 9,8E+01 27,00 8,4E+03
7220 alto 32,78 1,3E+03 37,37 7,3E+01 27,78 9,4E+02
7224 alto 33,89 1,2E+03 37,86 5,1E+01 28,89 8,5E+02
7228 alto 34,08 1,0E+03 37,92 4,8E+01 29,08 7,1E+02
7230 alto 33,50 3,8E+03 37,3 1,0E+02 28,50 3,4E+03
7232 alto 33,40 1,0E+03 37,43 9,8E+01 28,40 7,1E+02
7235 alto 32,82 1,2E+03 37,89 4,5E+01 27,82 9,1E+02
control medio 34,97 7,9E402 38,56 2,9E+01 29,97 5,8E+02
control medio 35,31 1,0E+03 38,6 2,7E+01 30,31 8,1E+02
control medio 33,80 5,8E+02 38,52 2,6E+01 28,80 3,8E+02
7205 medio 34,02 1,1E+03 38,69 2,5E+01 29,02 8,8E+02
7207 medio 34,78 4,6E+02 38,72 6,1E+01 29,78 2,5E+02
7210 medio 34,08 1,0E+03 38,52 2,6E+01 29,08 7,9E+02
7213 medio 33,80 1,2E+03 38,08 4,3E+01 28,80 1,0E+03
7218 medio 35,20 1,0E+03 39,25 2,5E+01 30,20 7,9E+02
7219 medio 34,25 8,5E+02 39,01 3,5E+01 29,25 6,5E+02
7221 medio 34,12 1,0E+03 38,97 5,5E+01 29,12 7,9E+02
7225 medio 33,89 1,2E+02 39,43 1,6E+01 28,89 8,8E+02
7233 medio 34,28 7,6E+02 38,75 6,6E+01 29,28 5,6E+02
7234 medio 34,12 8,0E+02 38,73 2,7E+01 29,12 6,0E+02
control bajo 35,15 1,2E+01 39,36 1,7E+01 30,15 1,1E+01
control bajo 36,25 5,8E+00 39,2 2,5E+01 31,25 4,7E+00
control bajo 38,88 8,3E+00 39,4 1,0E+01 31,00 7,2E+00
7192 bajo 36,05 6,6E+00 40 6,8E+00 31,05 5,5E+00
7193 bajo 35,32 1,1E+01 39,3 1,7E+01 30,32 9,9E+00
7194 bajo 35,00 1,6E+01 40 6,8E+00 30,00 1,5E+01
7195 bajo 34,93 1,4E+01 40 6,8E+00 29,93 1,3E+01
7196 bajo 34,93 1,4E+01 40 6,8E+00 29,93 1,3E+01
7197 bajo 35,12 1,3E+01 39,3 1,7E+01 30,12 1,1E+01
7198 bajo 34,89 1,5E+01 40 6,8E+00 29,89 1,3E+01
7203 bajo 34,87 1,5E+01 39,2 2,8E+01 29,87 1,4E+01
7215 bajo 35,49 1,0E+01 39,24 1,8E+01 30,49 8,8E+00
7223 bajo 35,27 1,1E+01 39,36 1,7E+01 30,27 1,0E+01




En la tabla se observan los resultados de las muestras de agua contaminada de manera
controlada con Helicobacter pylori, concentradas por el método de Centrifugacion y

extraidas con el estuche de Magna Pure Lc a las cuales se les realiz6 la gqPCR en tiempo
real previamente estandarizada.

A continuacion se observan los resultados de la qPCR en tiempo real de las muestras de
agua contaminadas con Helicobacter pylori para cada gen, donde se observa que la
mayoria de las muestras amplifican en Cp tardios que es directamente proporcional a
concentraciones bajas del microorganismo.

Figura 6-21 Curvas de amplificacion muestras adicionadas para el gen 16S ARNr
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Figura 6-22 Curvas de amplificacibn muestras adicionadas gen vacA (s-region) Ul
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Figura 6-23 Curvas de amplificacién muestras adicionadas gen ureA
Amplification Curves
1.062
0.962]
0.862
0.762]
§ 0662
% 0562
g 0.462
5
2 0362]
0.262
0.1621
0.062
-0.038 :
5 10 15 2 P 0 E3 a0 45
Cycles

Se observan en las figuras 6.22,23,22, las curvas de amplificacion de cada uno de los
genes en las muestras adicionadas de manera controlada con concentraciones bajas de
cultivo de Helicobacter pylori, estas curvas evidencian el funcionamiento del protocolo
estandarizado de qPCR para la deteccién del ADN en agua.



7. DISCUSION

En Colombia la prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori es alta y la ocurrencia
de las enfermedades relacionadas con esta infeccién son frecuentes, todos los individuos
infectados desarrollan gastritis, aproximadamente el 20% ulcera péptica y el 3% cancer
gastrico. (Henao et al, 2009).

Estudios en diferentes regiones del mundo han postulado la trasmisién acuatica de
Helicobacter pylori utilizando diferentes metodologias como son: el cultivo (Montero
Campos, 2011) y (Zahoor et al, 2011), FISH (Moreno et al, 2007), por técnicas
inmunoldgicas para la deteccién de antigenos de Helicobacter pylori (Hegarty et al, 1999),
por técnicas moleculares como la hibridacion fluorescente in situ (Piqueres et al, 2006),
por PCR convencional (Hulten et al, 1996), (Al-Sulami et al, 2010) y PCR en tiempo real
(Daniels et al, 2005), (Yafiez et al, 2009), (Botes et al, 2013).

Se ha demostrado la presencia de Helicobacter pylori en aguas superficiales y
subterraneas no tratadas y utilizadas para consumo humano, en rios, lagos, en el mar y
aguas residuales. Estudios como el de México (Mendoza et al, 2004) han demostrado la
presencia del ADN bacteriano en el Rio Grande que surte agua a los acueductos, en
Perd (Hulten et al, 1996) en unas poblaciones cercanas a Lima donde se encontré que el
50% de las muestras de agua para consumo eran positivas para Helicobacter pylori, en
Costa Rica se detecté el microorganismo en muestras del sistema de distribuciéon de
aguas y en los tanques de almacenamiento, hallaron la bacteria en el 40% en areas
donde la incidencia de cancer gastrico es alta y en el 7% en las areas de baja incidencia
(Montero Campos, 2011), en Estados Unidos se encontrd la bacteria en el 60% de las
muestras de aguas superficiales y fuentes subterrdneas en los estados de Ohio y
Pensilvania (Hegarty et al, 1999); en Lahore, Pakistan fue detectada la bacteria en el
40% de las muestras de agua para consumo (Zahoor et al, 2011), En Kermanshah, Iran
se hall6 en el 36% de muestras de agua de la llave (Amirhooshang, 2014), también se ha
hallado el microorganismos en aguas de riego y aguas residuales, por lo que estos
hallazgos evidencian que el agua puede servir de reservorio para la bacteria.

Estudios en paises en via de desarrollo han encontrado asociaciones entre la alta
prevalencia de la infeccion con fuentes de agua contaminadas con materia fecal (Klein et
al, 1991) y en diferentes poblaciones se ha demostrado que los métodos y protocolos de
desinfeccion no estan siendo efectivas, por ejemplo (Krumbiegel et al, 2004) y (Baker K.
H., 2002), (Gido et al, 2010) encontraron que Helicobacter pylori es mas resistente que
Escherichia coli a la desinfeccién con cloro y o0zono, lo que dificultaria su eliminacion,
sumado a esto Helicobacter pylori puede cambiar su morfologia a formas cocoides y
ademas se puede encontrar haciendo parte de las biopeliculas de redes de agua potable
e igualmente se ha referenciado como habitante de diferentes tipos de materiales de
tuberias de trasporte de agua (Andersen; Rasmussen, 2009), (Gido et al, 2011).



A pesar que en Colombia no hay estudios que demuestren la bacteria en ambientes
acuaticos, ni existen protocolos de laboratorio para identificar este patdgeno en agua para
consumo, se puede pensar que Helicobacter pylori puede estar presente en el agua; el
informe del Instituto Nacional de Salud del afio 2013 reporta que solamente el 58,8% de la
poblacion colombiana recibe agua sin riesgo para los parametros establecidos en la
Resolucion 2115 de 2007 (INS, 2013) esto se puede correlacionar con lo hallado por
(Goodman et al, 1996) un estudio en Aldana, Narifio (Colombia) en el que concluyeron
gue las tasas de infeccion eran mas altas en grupos de nifios en que utilizaban los
arroyos sin tratamiento como fuente de agua de consumo.

La infeccion por Helicobacter pylori ha adquirido importancia en la salud publica debido a
las multiples evidencias sobre la presencia de Helicobacter pylori en agua y su posible
transmisibilidad y a pesar de todos los estudios, no existe un protocolo estandar o
normalizado para la deteccién de la bacteria en agua. Por consiguiente se plante6 la
necesidad de estandarizar un método especifico, sensible, cuantificable y rapido para
detectar el ADN de Helicobacter pylori en aguas de consumo como es la gPCR en tiempo
real.

Para este fin se evaluaron inicialmente tres métodos de concentracién y extraccion del
ADN, donde el método de centrifugacion fue el mas conveniente por los resultados en
cuanto a la cantidad, calidad del ADN y menor manipulacién de la muestra como lo
conseguido por (Welleinghuase, 2006), comparandolo con los métodos de filtro de
membrana y acetona. En la técnica de filtro de membrana-acetona, la acetona forma una
capa blanca viscosa que no permite diferenciar bien del precipitado y ocasiona que no se
asegure recoger la totalidad del mismo para extraccion y en la técnica de Filtro de
membrana — Centrifugacion, la agitacién con vortex no asegura que se desprendan todas
las bacterias del filtro, ademas se realizan demasiados pasos que pueden involucrar
contaminacién, aunque otros estudios han utilizado este ultimo método con buenos
resultados (Al-Sulami et al, 2010) y (Zahoor et al, 2011).

En este trabajo, se comprobd que con el método de Centrifugacion se obtiene una
concentracion de ADN entre 1 y 5 ng/uL en la matriz de agua contaminada con
concentraciones tan bajas de hasta 10-200 UFC de bacterias. El volumen de muestra se
validé en 100 mL ya que es un volumen utilizado para el andlisis de aguas, pero es
importante mencionar que entre mayor sea la cantidad de muestra, mayor sera la
concentracion de ADN gendmico obtenido.

Se utiliz6 el estuche de extraccion MagNAPure LC DNA isolation Kit Il Roche® por ser
un método automatizado en el cual hay la menor manipulacién de la muestra, evita la
contaminaciéon cruzada y realiza automaticamente en menor tiempo la extraccion de las
muestras con un volumen final extraido de 100 L, tiene una mayor eficiencia comparado
con los otros estuches probados.

Se probaron diferentes temperaturas de hibridacion para cada primer segun los estudios
realizados por (Lopez Cascante, 2007), (Zahoor et al, 2011), temperaturas donde los ADN
de Helicobacter pylori certificado y de la cepa ATCC dieron las mejores curvas de
amplificacion. De los seis primers evaluados solo tres presentaron curvas de amplificacion
adecuadas, esto fueron 16S ARNr, vacA Ul y ureA. Los primers cagA y gimM luego de
varios ensayos no se obtuvo la amplificacién deseada posiblemente debido a problemas



en la sintesis de los mismos. El gen vacA J2 tuvo un tamafio de primer muy grande que
es un limitante para PCR en tiempo real, esta pudo ser la causa de la no amplificacion.

Los oligonucleodtidos 16S ARNr, vac A U1, fueron evaluados utilizando el estuche
LightCycler® 480 SYBR Green | Master. El gen ureA fue evaluado con una sonda de
hidrolisis que da mayor especificidad y el protocolo utilizado fue con el Kit Light Cycler 480
Genotyping Master Roche®, mejorando lo hecho por (Zahoor et al, 2011) quien utilizé una
sonda para PCR convencional.

Con el uso del estuche de Purificacion High Pure Product Purification PCR se purificaron
los productos de los tres primers y se observo que la relacion Abs260/Abs280 se
encontraba en promedio 1.99 que es cercano al rango esperado entre 1.5y 2.2 (Mulhardt,
2010) y (Marjorie, 2013) lo que permitié establecer que en este trabajo se logré la
extraccion de ADN de alta calidad, aceptable para la estandarizacion de las curvas para la
gPCR en tiempo real.

La concentracion promedio de ADN obtenido en el producto amplificado fue de 30-70
ng/uL con lo que fue posible realizar las curvas de amplificacion para cada gen, utilizando
este producto especifico como “patron” y para hallar la concentracion en copias se utilizé
un software online. La sensibilidad cuantitativa del ensayo fue de 4, 3, y 8 bacterias en
la dilucion méas baja, es decir, copias del gen 16S ARNr, vac A Ul y ureA
respectivamente. Estos umbrales son similares a los de los informes publicados
(Surzycki, 2008) vy el presente trabajo confirma que la gPCR en tiempo real puede
cuantificar con precisiobn concentraciones muy bajas de Helicobacter pylori en agua.

Con este estudio se ha logrado la estandarizacion de todos los pasos desde la
concentracion, extraccion, temperatura, tipo de primers, purificacién, elaboracion de las
curvas, por lo tanto ahora se cuenta con una técnica altamente sensible, especifica y
rapida, se puede realizar en 8 horas incluida la concentracién y extraccion de ADN, no
requiere recuperacion de microorganismos viables y las condiciones de transporte no son
tan exigentes como para el cultivo. La gPCR es la mejor opcién ya que es bien conocido
la dificultad de recuperacion de células viables de Helicobacter pylori del ambiente por
cultivo; otras opciones serian la técnica de inmunofluorescencia pero no hay suficientes
estudios que demuestren su sensibilidad y especificidad, la técnica de FISH pero tampoco
hay suficientes reportes que demuestren su efectividad en la deteccibn de
microorganismos viables (Fernandez et al, 2008). Ademas el costo de los reactivos
necesarios para la implantaciéon de esta técnica es razonable: $80.000 por prueba incluida
la concentracion, extraccion y amplificacién, este valor es aproximado a cualquier
diagndstico de microbiologia en aguas.

Se sugiere que los laboratorios ambientales de control y vigilancia de aguas de segundo
nivel de complejidad implementen al menos uno de los tres primers utilizados como
herramienta de evaluacion de la calidad del agua y de presencia del ADN de Helicobacter

pylori.



Conclusiones

e Se estandariz6 a través de la contaminacion experimental controlada, una técnica
especifica, sensible y adecuada para de detecciébn de Helicobacter pylori en
aguas, como es la gPCR en tiempo real, como etapa preliminar para su deteccién
en las aguas de consumo.

e La técnica de centrifugacion fue con la que se obtuvo los mejores resultados para
concentracion de muestras de aguas de consumo.

e Se escogio el estuche de extraccion de ADN Magna Pure LC por ser un sistema
automatizado que evita la manipulacion de la muestra y aporta rapidez al ensayo y
con el cual se obtienen concentraciones de ADN adecuadas de aguas de consumo
para la PCR en tiempo real.

e Se estandariz6 la gPCR para la deteccion de los genes de Helicobacter pylori 16S
ARNr, (vacA) region-S Ul y ureA.

e Esta técnica estandarizada esta disponible para evaluar la presencia de
Helicobacter pylori en agua la cual puede ser implementada por los prestadores
del servicio de acueducto y los entes vigilantes que lo requieran.



Recomendaciones

e Con la estandarizacion de esta técnica se puede acudir a los entes
gubernamentales y partes interesadas para que se incluya en la normatividad la
deteccién de Helicobacter pylori como parte de la evaluacion de calidad de aguas
consumo.

e Se sugiere implementar la técnica de qPCR para Helicobacter pylori en
laboratorios ambientales de segundo y tercer nivel y prestar servicios de ensayo a
todos los acueductos, empresas y corporaciones del pais.

e Se recomienda realizar estudios de deteccién, secuenciacion y analisis de
Helicobacter pylori en los diferentes acueductos del pais como aporte a la
investigacion y al conocimiento de los mecanismos de transmision del
microorganismo.

e Se requiere mayor compromiso y apoyo de todos los sectores empresarial,
educativo y gubernamental con la investigacion, para poder desarrollar macro
proyectos que beneficien la salud de todos los colombianos.
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Anexos

. Anexo A. Certificado de ADN ATCC de Helicobacter pylori cepa J99
Ref 700824D-5™ Lot Number: 57968191

. Anexo B. Certificado cepa cultivo de NCTC Helicobacter pylori 11638

. Anexo C. Certificado sintesis de primers.



