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RESUMEN

El agua purificada se obtiene por aplicacién de diferentes procesos unitarios (fisicos y quimicos) que se

combinan en serie, de forma de obtener las caracteristicas deseadas.

Ademés del sistema de obtencion de agua, el almacenamiento debe hacerse de forma controlada, y el
estancamiento debe ser el menor posible. Es por eso que en general se incluye también en el sistema un

circuito de recirculacion, con algun método de desinfeccion como ozono o radiacién UV.

Mas alla de la gran cantidad de estudios realizados sobre la calidad microbiolégica del agua, aun quedan
varias preguntas por responder. Parte de estas preguntas no han sido respondidas por las deficiencias de
los métodos clasicos de cultivo, y también por dificultades en la aplicacion de métodos alternativos de
analisis.

A los efectos de la realizacién del siguiente trabajo se seleccioné como modelo un sistema de obtencidn

de agua de un centro de dialisis, que es similar al de obtencidn de agua purificada para uso farmacéutico

y que esta regulada por Farmacopeas.

La primera parte del trabajo consistio en el estudio de la situacién del sistema mediante la utilizacién de
métodos clasicos de cultivo, se estudiaron las bacterias presentes en el sistema de agua asi como
también la situacién de todos los puntos involucrados en el proceso de hemodialisis (dializador, liquido de
didlisis y concentrados para hemodidlisis) cuando ocurrieron chuchos en pacientes (episodios de
presunta endotoxemia) durante la dialisis.

La novedad de la propuesta es que se emplearon simultaneamente métodos clasicos de cultivo,
siguiendo las normativas establecidas por organismos nacionales e internacionales, junto con otros

métodos de analisis como son técnicas moleculares y citometria de flujo.

Se espera mejorar la sensibilidad de los métodos de deteccién por métodos de concentracion, y PCR en

tempo real de microorganismos de importancia clinica como Stenotrophomonas maltophlia.

Con los resultados obtenidos fue posible responder a preguntas tales como:

1) ¢En qué medida se subestiman los microorganismos cultivables cuando se emplea PCA o TSA en
lugar de R2A en un sistema de tratamiento de agua particular?

2) ¢ Tienen los microorganismos aislados del agua de entrada y salida del monitor después de producido
un chucho en un paciente durante la dialisis, una capacidad de liberacion de endotoxinas mayor que
otros microorganismos aislados del sistema en otras oportunidades?

3) ¢ Son eficientes los procesos de desinfeccion establecidos para el sistema de agua? ;Y los sistemas

empleados para la conservacién de los dializadores?



4) ; Existen microorganismos presentes en forma cronica en el sistema de agua? ¢ Estan distribuidos en
todo el sistema o pueden asociarse a un sector en particular (biofilm)?
5) ¢Es posible usar metodologias alternativas para un diagnostico répido en casos de emergencia (no

rutina) como citometria de flujo o PCR en tiempo real?
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Introduccion general

El agua purificada para distintos usos ya sea farmacéuticos, médicos, o electronicos, se obtiene por
aplicacion de diferentes procesos unitarios que se combinan en serie, de forma de obtener las

caracteristicas deseadas.

Dichos procesos incluyen entre otros: intercambio iénico, adsorcién (carbdn activado), filtracion, 6smosis
reversa, tratamientos quimicos (cloro, ozono, peroxidos, bisulfito de sodio), irradiacion (U.V.) y destilacion.
El agua purificada segun la farmacopea norteamericana podria obtenerse de acuerdo a un esquema

como el que sigue (figura 1):
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UV Ozone Transter Pum
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Figura 1- Typical USP water purification system.

Ademas del sistema de obtencion de agua, el almacenamiento debe hacerse de forma controlada, y el
estancamiento debe ser el menor posible. Es por eso que en general se incluye también en el sistema un
circuito de recirculacion, con algiin método de desinfeccion como ozono o radiacion ultravioleta tal como

se observa en la figura 1.

Mas alla de la gran cantidad de estudios realizados sobre la calidad microbiologica del agua, aun quedan
varias interrogantes por responder. Parte de estas interrogantes no han sido respondidas por las
deficiencias de los métodos clésicos de cultivo, y también por la no utilizacién de métodos alternativos de
analisis.

El modelo elegido para la realizacion de este trabajo es el sistema de obtencion de agua de un centro de
dialisis, similar al de obtencién de agua purificada para uso farmacéutico y que estd regulado por

Farmacopeas.
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Principios de la hemodialisis y obtencion de agua para hemodialisis

La hemodialisis es una técnica de depuracion extracorpérea indicada en el tratamiento de pacientes con
insuficiencia renal crénica. En el Uruguay el numero de pacientes que ingresa anualmente a tratamiento
sustitutivo de funcién renal se ha mantenido estable desde 1995; el ultimo informe establece que el
numero de pacientes incidentes en el ultimo periodo registrado (2006-2008) fue de 450 (Sociedad

Uruguaya de Nefrologia, Fondo Nacional de Recursos, 2008).

La hemodilisis consiste en la eliminacion de los productos de desecho y exceso de agua del organismo,
por medio de una membrana semipermeable a través de la cual se realiza el intercambio desde la sangre
hacia un liquido dializante. En otras palabras, suple parcialmente las funciones renales de excretar agua y

solutos y de regular el equilibrio &cido-base y electrolitico.

El primer “rifién artificial” con aplicacion clinica fue disefiado por Kolff en 1930 y desde ese entonces la
industria de la fabricacién de esta tecnologia ha evolucionado admirablemente, disefiando equipos
sofisticados, que permiten realizar la preparacion del liquido dializante, el control computarizado de todos
los parametros, la ultrafiltracién, entre otras funciones; otorgando mayor seguridad y confianza a los

pacientes que requieren de este tratamiento.

El principio de la hemodialisis implica dos principios fisico-quimicos: el transporte difusivo y el transporte
convectivo o ultrafiltracién. El primero se trata de un transporte pasivo que ocurre por diferencia de
concentraciones de solutos de bajo peso molecular en ambos lados de la membrana. El segundo
principio, se trata de un transporte activo generado por efecto de una presién la cual puede ser
hidrostatica (generada por accién de una bomba situada en el circuito) u osmética, que va a provocar la

transferencia del disolvente (principalmente) y solutos.
¢ Dializador:

En el dializador se realiza el intercambio entre plasma y el liquido de didlisis (LD). Los dializadores mas
usados actualmente son los de capilares, disefiado por Stewart en 1964 (figura 2). Consiste en un filtro
de forma cilindrica constituido por dos compartimientos bien diferenciados separados por una membrana
semipermeable. Uno de los compartimientos estd formado internamente por una gran cantidad de
finisimos capilares o fibras huecas por donde se hace circular la sangre. La pared de dichos capilares es
la membrana dializante. El otro compartimiento es el que queda entre estas fibras huecas y las paredes
del dializador, y es por donde se hace circular el liquido de didlisis (figura 3). Los dos flujos se conectan
de manera que corran en contracorriente con el fin de maximizar la diferencia de concentracion de los
productos de desecho entre la sangre y el dializado en todos los puntos del filtro dializador. El tamafio de
poro de la membrana es tal que sdlo pasan iones y moléculas de bajo peso molecular (como urea), sin

que se pierdan proteinas y elementos formes de la sangre.
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Figura 2- Dializadores. Figura 3- Representacion esquemética de dializador y su funcionamiento.

A. Representacion de un corte de dializador

B. Fotografia de un dializador real.

Este tipo de dializador tiene gran superficie dializante (1,3 — 2,17 m?) en un volumen relativamente
pequefo. Tiene un minimo volumen de cebado (cantidad de sangre empleada para cebar el circuito de
circulacidn extracorporea al iniciar la dialisis), baja resistencia al flujo sanguineo y excelente control de la

ultrafiltracion. La mayor desventaja es la formacién de coagulos en el interior de los capilares.
¢ Reutilizacion del dializador:

A pesar de tratarse de una practica inusual en Europa, la reutilizacién del dializador es una préactica usual
en América. Una ventaja potencial en este procedimiento es que aumenta la biocompatibilidad debido a la
capa proteica que tapiza la membrana en su primer uso, previniendo la activacion del complemento y sus
consecuencias. Se han reportado estudios evaluando el material que constituye los dializadores por el
ensayo de LAL y los resultados confirman que los dializadores nuevos dan més reacciones positivas que
las fibras de reuso, a pesar de que esta propiedad no siempre se correlaciona con una respuesta
biologica (Pearson F.C. et al., 1984). Sin embargo la reutilizacién de dializadores presenta importantes
desventajas: pérdida de eficacia depurativa y de la capacidad de ultrafiltracion, capacidad potencial de

contaminacion y riesgo de transmisién de agentes infecciosos.

En el Uruguay el reuso del dializador es una practica habitual desde el afio 1991 en todos los centros de
hemodidlisis del pais. En el afio 2008 el promedio de reuso de dializadores fue de 24 veces (Sociedad
Uruguaya de Nefrologia, Fondo Nacional de Recursos, 2008); de aqui surge la importancia de contar con

métodos seguros de desinfeccion y conservacion de los dializadores.
%+ Concentrados para dialisis:

e Concentrado acido:

Es una solucién &cida de sales concentradas, que puede contener dextrosa. Cuando se diluye con

agua purificada y con el concentrado de bicarbonato se produce el liquido de dialisis.



Introduccion general

e Concentrado de bicarbonato:

Es una solucién concentrada de bicarbonato sddico, que cuando se diluye con agua purificada y con
el concentrado &cido se obtiene el liquido de dialisis. Algunos concentrados con bicarbonato también

contienen cloruro de sodio.
«¢ Liquido de dialisis (LD):

Se trata de una solucién electrolitica preparada extemporaneamente por el monitor de hemodialisis
(MHD) a partir de agua purificada y solutos proporcionados en forma de concentrados electroliticos. Una
sesién normal de hemodialisis dura aproximadamente 4 horas y se utilizan entre 90 y 140 litros de liquido
de dialisis.

La composicion del LD asi formado es practicamente isotonica y tiene una composicién electrolitica
parecida al plasma. La calidad y pureza del LD es uno de los principales requisitos de la técnica de
hemodidlisis. De hecho, la presencia de contaminantes en el LD expone al paciente a un riesgo de
acumular sustancias téxicas, dando lugar a complicaciones tanto agudas como crénicas. La pureza y
calidad del LD es la consecuencia de una compleja cadena de procesos en la que cualquier error tiene un
gran impacto en el producto final. Es por tanto necesario cuidar todos los elementos y pasos necesarios
para la produccion del LD. Las condiciones de preparacion, distribucién y almacenamiento deben estar
disefiadas para minimizar el riesgo de contaminaciéon quimica y microbioldgica. La norma I1SO 11663
“Quality of dialysis fluid for haemodialysis and related therapies” establece requerimientos para la
contaminacion microbiana en fluidos de hemodialisis: el recuento de microorganismos viables totales

debe ser inferior a 100 ufc/mL y la concentracion de endotoxinas menor a 0.5 UE/mL (ISO 11663:2009).
% Monitor:

La méquina llamada monitor (figura 4) es la que hace la dilucion a partir de concentrados de sales
(aproximadamente al 4% [v:v]). Las diferencias de sus concentraciones se establecen de acuerdo a los
gradientes necesarios para lograr los balances adecuados de cada sustancia, en funcién de las
necesidades del paciente. El sistema se compone de dos circuitos (figura 5): uno sanguineo y otro de
liquido de dialisis o hidraulico. En el circuito sanguineo, la sangre es impulsada por una bomba desde el
acceso vascular del paciente hasta el filtro (linea arterial), retornando al paciente luego de sufrir la
depuracion (linea venosa). En el circuito hidrulico se produce la mezcla de agua tratada y un
concentrado de electrolitos formandose el bafio o liquido de didlisis. Este liquido es controlado de manera

constante por el monitor en composicion, temperatura, flujo, presiones y paso accidental de sangre.
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Por lo que antecede el principal insumo de un centro de dialisis es el agua purificada que no es estéril,
que se utiliza en grandes cantidades y cuya falla tanto quimica como microbioldgica es la causa de
graves trastornos para los pacientes y que pueden incluso producirles la muerte . Es por esta razén que

las unidades de hemodidlisis requieren agua de calidad adecuada.

La estrategia para proteger al paciente es la prevencion, para lo cual existen guias y normativas que

establecen lineamientos a seguir para mantener este tipo de sistemas bajo control.

En nuestro pais el organismo encargado de este seguimiento es el Fondo Nacional de Recursos (FNR),
de acuerdo a la “Normativa de Cobertura®, vigente desde julio de 2006. (Sociedad Uruguaya de

Nefrologia, Fondo Nacional de Recursos, 2008).

Control de calidad del agua para hemodialisis

Cada sesién de dialisis emplea aproximadamente unos 120 litros de agua. Todas aquellas sustancias de
bajo peso molecular presentes en el agua tienen acceso directo al torrente sanguineo del paciente como
si fueran administradas por via intravenosa.

El agua de hemodialisis supone mas del 96% del liquido de didlisis que se pone en contacto con el
paciente a través del dializador, en una cantidad entre 90 y 140 litros por sesion aproximadamente.
Algunos contaminantes del agua se pueden transferir al paciente y acumularse en grandes cantidades. A
esto habria que sumar el hecho de que la insuficiencia renal le impide eliminar los contaminantes
acumulados, pudiéndole ocasionar al paciente una intoxicacion. Al ser el agua el principal componente
del LD y el menos estandarizable es uno de los que precisa un mayor control en su produccion. Por tal

razon, la pureza quimica y microbiol6gica del agua de hemodialisis debe monitorizarse regularmente.

» Principales contaminantes:

El agua que se utiliza para la produccion del liquido de hemodiélisis contiene cantidades variables de
contaminantes: particulas tanto minerales como coloides, sustancias en disoluciéon 'y microorganismos
con sus productos de degradacion como es el caso de las endotoxinas.

Es dificil precisar dénde se debe establecer el punto de corte en los niveles de sustancias potencialmente
toxicas en el LD. La AAMI (Association for the Advancement of Medical Instrumentation) fijo sus niveles
limite en funcién de la toxicidad de las sustancias (ANSI/AAMI, RD52:2004). En una primera categoria se
incluyeron aquellos solutos que son afiadidos en el LD, como el Na, Ca, Mg y K'y estos fueron fijados en
niveles que no modifiquen la concentracion final establecida para el LD; en la segunda categoria se
incluyeron las sustancias reguladas por las normas del agua potable, como el arsénico, cadmio, plomo,
etc., fijando su limite en un 10% del que establece dicha normativa; y la tercera involucra las sustancias
con especial importancia en la intoxicacion de los pacientes en dialisis, como las cloraminas o el aluminio,
limitando su nivel en funcién de los valores bajos referidos como tdxicos en la literatura (ANSI/AAMI,
2004).
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Existen valores recomendados por los organismos nacionales y regionales que establecen limites
quimicos y limites microbioldgicos y ademas establecen los niveles de accion respectivos.

Actualmente las dos principales causas de preocupacion en cuanto a la contaminacién por elementos
toxicos son la presencia de cloro y aluminio en el agua de hemodialisis (Pérez-Garcia R. and Rodriguez
Benitez P., 2000).

El cloro, debido a su gran capacidad oxidante, se afiade al agua potable como desinfectante. La cloracién
del agua se lleva a cabo mediante la adicién de cloraminas, compuestos de cloro y amoniaco que pueden
encontrarse en forma de monocloraminas, dicloraminas o tricloraminas (NH,Cl, NHCl, y NCls). El paso de
pequefas cantidades de cloraminas a la sangre puede condicionar importantes efectos oxidantes siendo
el més importante la hemdlisis, pero se ha descrito ademas que con niveles muy bajos apareceria
resistencia a la accion de la eritropoyetina que se administra a los pacientes en hemodialisis. Para
prevenir estas complicaciones es necesario la eliminacion completa de las cloraminas.

La cloraminas son productos dificiles de medir, por lo que se suele recurrir a estimarlas como la diferencia
entre el cloro total y libre, mediante la reaccion con DFD N,N-dietil-p-fenilendiamina (DPD), método que
resulta poco sensible.

El principal método de eliminacién lo constituyen los filtros de carbén activado. El carbon actia sobre el
cloro mediante dos tipos de reacciones: la primera es de tipo fisico, eliminando el cloro por adsorcion, la
segunda es de tipo quimico y actia como catalizador. Otro mecanismo utilizado para la eliminacion
residual de cloro y de sus compuestos combinados (cloraminas) es el empleo de bisulfito de sodio o
metabisulfito de sodio, por tratarse de un excelente agente reductor.

Otro de los temas complejos del liquido de didlisis lo constituye su contenido de aluminio. Este puede
encontrarse en el agua como i6n, asociado a sales o bien en forma coloidal, unido a materia orgénica. La
intoxicacion con aluminio se asocia a osteomalacia, anemia y encefalopatias. EI método mas eficaz para
su eliminacion del agua es la dsmosis inversa (Pérez Garcia R. et al., 2004).

En cuanto a la contaminacion microbioldgica, la mayor parte de las bacterias detectadas en el agua de
dialisis corresponden a bacilos Gram negativos, generalmente no fermentadores de glucosa. Utilizando
sistemas de identificacion disefiados para bacterias de interés clinico los géneros mas frecuentemente
encontrados son Pseudomonas, Stenotrophomonas, Burkholderia, Achromobacter, Acinetobacter,
Ralstonia, Agrobacter, Moraxella. Los hongos no son raros en el agua de dialisis aunque su cantidad es
mas baja que las bacterias. Los hongos mas frecuentemente aislados son Candida parapsilosis y hongos
filamentosos dematiaceos (Sociedad Espariola de Nefrologia, 2006).

Los concentrados, especialmente el de bicarbonato, son medios que se colonizan con bacterias con
especial facilidad. Las unidades con circuitos de distribucion de este concentrado deben prestar especial
atencién a su control. El control bacterioldgico de los concentrados para dialisis es especialmente
dificultoso de estandarizar ya que los microorganismos que se reproducen en este medio han

desarrollado mecanismos de adaptacion que dificultan su deteccién en cultivo. La sensibilidad de la
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deteccion de estas bacterias puede también mejorarse fabricando medios pobres en nutrientes a los que
se afiaden distintas concentraciones de bicarbonato (Pérez Garcia R. et al., 2004).

Ademas, hay que tener en cuenta que la contaminacién bacteriana es el origen de las endotoxinas y
otras sustancias con capacidad pirogénica. Actualmente se conoce que aunque no siempre aparecen
reacciones a pirégenos muchos de los pacientes estan expuestos a endotoxinas que condicionan una
situacion inflamatoria crénica, que repercute a la larga en diversos aspectos clinicos de los pacientes
(Pérez Garcia R. et al., 1999; Schiffl H. et al., 2001). Muchas veces el estimulo se produce con la
exposicién acumulada durante la sesiéon de hemodidlisis y ademas se potencia por ofros estimulos
coadyuvantes, como pueden ser el complemento, activado por la membrana del dializador. Se ha
reportado que se puede observar estimulacion de los monocitos con niveles plasmaticos de endotoxinas
tan bajos como 0,05 ng/ml (Baurmeister U. et al., 1989).

La situacion ideal seria conseguir un liquido de hemodialisis ultra puro, que solo contenga agua y los
componentes necesarios con un grado de pureza como el que se exige para las soluciones para infusién
intravenosa. Conseguir un LD con una contaminacion bacteriana baja implica que sea asi la de sus tres
componentes. Una parte fundamental de la biocompatibilidad de la hemodialisis la constituye el liquido de
didlisis y de ahi la importancia de su nivel de calidad (Pérez-Garcia R. et al., 1995; Pectosa et al., 1995;

De Francisco A. et al., 2001; Lonnemann G. et al., 1998).

» Limites microbiolégicos

La tabla | muestra los valores recomendados para bacterias y para endotoxinas por los distintos
organismos que oscilan entre 100 y 200 bacterias por mL y entre 0.25 y 2 UE (Unidades de Endotoxinas)/

mL de agua.

Tabla I- Limites permitidos para bacterias y endotoxinas en agua para hemodialisis.

ENDOTOXINAS

NORMA BACTERIAS ufc/mL UE/mL (U)
Farmacopea Europea, EP (European
Pharmacopoeia, 2010). 100 0.25
AAMI (USA), (ANSI/AAMI, RD52: 2004). 200 2.0
Asociacién de Estandares Canadiense 100 20
(Canadian Standards Association, 2003). :
Farmacopea de estados Unidos USP 34 100 10
(United Status Pharmacopeia, 2011). Ausencia de Ps. aeruginosa / mL '
Sociedad ltaliana de nefrologia (Italian
Society of, N.,2005) 100 0.25
Fondo Nacional de recursos (Uruguay) 100 20
(Recursos., F.N.d., 2007) Ausencia de Ps. aeruginosa / 10mL '
ISO 13959: 2009 100 05

Ufc: unidades formadoras de colonias UE unidades de endotoxinas.
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Los valores numéricos para bacterias son similares en las diferentes guias o normas, pero en realidad si
se consideran los métodos propuestos para su determinacion pueden significar poblaciones bien
diferentes.

Ademas de los limites se establecen las condiciones recomendadas los cuales se indican en la tabla Il

Tabla Il- Medios de cultivo y condiciones de incubacion para las determinaciones en agua de dialisis segun
diferentes organizaciones

NORMA Medio de cultivo | lemperatura de Tlempo de
incubacion incubacion
F E
armacopea Europea TSA 30a35°C 3-5 dias

(European Pharmacopoeia, 2010).

AAMI (USA) (ANSI/AAMI, 52: 2004). TSA 35a37°C 48 horas

Asociacion de Estandares Canadiense

(Canadian Standards Association, 2003). TSA, SMA, R2A 3 48 horas
1ISO 13959: 2009 TGEA, R2A 17 -23°C 7 dias

TSA: agar tripteina soya, PCA: agar para recuento en placa, TGEA: agar triptona glucosa extracto de levadura, R2A
Reasoner 2 agar, SMA: Agar métodos estandar (similar a PCA).

La pregunta sobre cual es el medio y las condiciones de incubacion apropiados no ha recibido respuesta
consensuada, atribuyéndose en general a los medios ricos incapacidad para recuperar los

microorganismos predominantes en el agua (Van der Linde K. et al., 1999)

Es importante por ello conocer el sistema de produccién desde un punto de vista microbioldgico en cada
caso particular. Por otra parte dado que en todos los casos se utilizan agentes antimicrobianos, es posible
que muchos de los microorganismos se encuentren dafiados por lo que no se recuperan en tiempos de

cultivo razonables, subestimandose asi su nimero mas alla del medio en el que se incuban.

Sistemas de tratamiento de agua

Como se menciond anteriormente, entre los distintos elementos de la hemodialisis uno de los mas
importantes es el referente a la calidad del agua que se utiliza para la produccion del liquido de didlisis, el
cual posteriormente realizara el intercambio de agua y solutos con la sangre.

No existe un sistema de tratamiento de agua igual para todas las unidades de didlisis, pues dependera de
la calidad quimica y bacteriolégica del agua de aporte a tratar, su procedencia y posibles variaciones de

los elementos disueltos en ella a lo largo del tiempo, limitaciones arquitectdnicas, presupuesto econdmico
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y perspectivas de evolucién tanto de los propios tratamientos de agua como de las nuevas técnicas de
didlisis (Andrysiak P. et al., 2002; Varela C. et al., 2003).

La composicién basica de un sistema de tratamiento de agua para hemodialisis consiste, en términos
generales, en un pretratamiento, donde en general se disminuye el contenido de sales presentes en el
agua y un tratamiento con osmosis inversa para obtener agua purificada. El pretratamiento usualmente
cuenta con un filtro de retencion de particulas en suspension o sedimentos, descalcificador vy filtro de
carbon o algun otro sistema para la eliminacién de cloro; disefiados para las caracteristicas del agua de
aporte. Es importante tener presente los problemas que el mal disefio del pretratamiento puede tener en
etapas posteriores: el cloro puede dafiar las membranas de osmosis, la presencia de calcio puede

saturarlas, dificultando la obtencién de agua purificada de forma sistematica.

El sistema de tratamiento propiamente dicho cuenta con membranas de osmosis inversa para asegurar la
obtencién de agua de las caracteristicas especificadas para los sistemas de purificacion. La instalacion de
otros elementos posteriores a la osmosis (como radiaciéon UV o generacion de ozono) se emplea a modo
de proteccién adicional del sistema y permitir tener un margen de respuesta frente a un desvio en el

funcionamiento del sistema sin que éste se encuentre fuera de especificaciones.

» Almacenamiento y distribucion del agua:

El agua almacenada es sumamente vulnerable a contaminacidn, en especial microbiol6gica, por lo que en
general se intenta minimizar tanto el volumen como el tiempo de almacenamiento. Cuando existan
depdsitos de agua tratada, estos deben estar herméticamente cerrados, opacos, con la salida de agua
por la parte inferior y con filtro de venteo antibacteriano de 0,2 um. El agua contenida en estos depésitos

debe estar sometida a recirculacion continuamente.

El agua tratada puede disolver sustancias de los elementos que estén en contacto con ella, por lo que la
red de distribucion debe estar realizada con materiales que no aporten elementos extrafios al agua. No se
pueden utilizar cafierias de cobre, hierro o aluminio. Si se utiliza acero inoxidable debe ser de calidad
farmacéutica. Estos sistemas presentan la ventaja de que se pueden utilizar métodos de desinfeccion
térmica o quimica y tienen mayor resistencia a los golpes o tracciones que puedan suceder
accidentalmente. En este tipo de cafierias hay que cuidar la forma de realizar las soldaduras, para que no
sufran oxidacion posterior. Cuando la opcion es el empleo de materiales plasticos, hay que tener en
cuenta que las uniones (empleadas en los codos para cambiar la direccion de la cafieria y en las
derivaciones a los monitores y llaves), implican pérdidas de continuidad y generacion de intersticios en las

cafierias, provocando una velocidad de flujo inferior a la deseada.

La cafieria que alimenta al monitor desde la red de distribucién debera considerarse como un elemento
mas de la propia red de distribucion. El agua debe circular a una velocidad tal que minimice los riesgos de
contaminacion y formacion de biofims (> 1 m/seg). El agua no consumida se hace recircular hacia el

tanque de almacenamiento.
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» Modelo de sistema empleado para el desarrollo del trabajo:

El sistema seleccionado para el desarrollo de este trabajo es un sistema tipico de obtencién de agua

purificada y se muestra en el siguiente esquema (figura 6):
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Figura 6 — Representacion esquemética del sistema de trabajo.

» Plan de seguimiento y mantenimiento del sistema en cuestion:

Existe un programa de seguimiento en el que se establece la frecuencia de muestreo para controles
quimicos 'y microbiolégicos de cada uno de los puntos del sistema y las determinaciones que se deben
realizar en cada instancia. También se han establecido las acciones que se deben tomar en caso de
obtener resultados fuera de especificaciones. Para la realizacion de estos controles el sistema esta
dividido en tres sectores: la sala de lavado (destinada al enjuague de los capilares que van a ser
reusados), el sistema de tratamiento (incluyendo el sistema de pretratamiento y el sistema de
tratamiento), en el que se controlan los puntos de toma TM3, TM5 y TM8; y finalmente el sistema de
distribucién. El control de los puntos de salida de la sala de lavado se realiza trimestralmente y los puntos
del sistema de tratamiento se analizan mensualmente. En el sistema de distribucion se controlan los picos
(salidas a las maquinas) de a uno mensualmente, es decir que con cada muestreo mensual de los puntos
del sistema de tratamiento se controla un pico y como la sala cuenta con un total de diez picos, el control
de cada uno se repite cada diez meses. Los parametros microbioldgicos propuestos son recuento de
microorganismos heterétrofos, recuento de coliformes totales y busqueda de Pseudomonas aeruginosa.

Los limites de alerta y accion establecidos para el sistema en cuestion se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla lll- Limites para microorganismos heterétrofos.

Sistema de pretratamiento Sistema de tratamiento
Limite de alerta 500 ufc/mL 50 ufc/mL
Limite de accién 1000 ufc/mL 200 ufc/mL

Cuando se alcanzan los limites de alerta se realiza una cloracién del sistema (1000 ppm) y en caso de

alcanzar los limites de accion se realiza formolizacion (4%) o tratamiento con &cido peracético (1%).

Un factor de riesgo que debe ser considerado a pesar de las precauciones tomadas es la presencia de
superficies dentro del sistema de distribucion que proporcionan sitios para la adhesién bacteriana y
crecimiento celular. La mayoria de estas bacterias pueden usar trazas de nutrientes organicos e
inorganicos y multiplicarse para formar biofilms adheridos a la superficie interna de tanques, tuberias o

membranas.

» Biofilms en los sistemas de tratamiento de agua:

Son peliculas de microorganismos adheridas a las superficies de los sistemas de agua. Los
microorganismos de sistemas de bajos nutrientes, como son los de Agua Purificada y Agua para
Inyectables, buscan su alimento en las capas adyacentes a las superficies. Los biofilms se describieron
por primera vez por Antonie van Leeuwenhoek, pero la teoria sobre el proceso de su desarrollo recién
aparecié en 1978. Hoy se sabe que los biofiims se producen tanto en ambientes acuéticos como en
sistemas industriales, y también en otros ambientes que incluyen los dispositivos médicos. Los métodos
de microscopia electronica permitieron describir la estructura que no es una simple acumulacion de
células y material polimérico, sino una comunidad compleja que incluye canales de agua y canales de
circulacién de nutrientes y desechos, compartiendo su habitat con distintas especies, que aprovechan a
su vez los productos no utilizados o eliminados por el/los grupo/s previo/s (Figura 7). Estas comunidades
desarrollan aptitudes para facilitar su adhesion a las superficies, retienen particulas organicas que les
sirven de alimento y las protegen de la agresion de los agentes sanitizantes. Por lo tanto: se nutren mejor,

se reproducen mas y se defienden mejor.

También se sabe que el aspecto del biofilm depende de la expresidon de genes por las células que lo
integran (Schulte S. et al., 2005).

Figura 7. Fotografia de microscopia de
barrido de un biofilm (Lasa |. et al., 2005)
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El crecimiento y desprendimiento de estos biofilms puede ser responsable de la contaminacion de las
aguas de hemodialisis. Los microorganismos creciendo en biofilms desprenden endotoxinas, resisten a

los desinfectantes, y también se pueden liberar generando picos de contaminacién.

Fragmentos de bacterias generados por algunos biofilms son capaces de cruzar la membrana de dialisis
y estimular una respuesta inflamatoria en el paciente. Ademas los niveles superiores del biofilm, en
contacto con el flujo de agua, comienzan a liberar células o trozos del biofilm, que iran a colonizar otros
puntos del sistema (Donlan R.M. and Costerton J.W., 2002).

Las bacterias pueden colonizar todo tipo de material, desde acero hasta materiales sintéticos de
construccién de las unidades y tuberias, siendo el factor de pulido de los materiales y la velocidad del
flujo, ademas de las caracteristicas del disefio y operacion del sistema, las principales barreras frente a

los biofilms.
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Objetivos

Objetivo general:

Obtener informacion cientifica sobre el comportamiento de los microorganismos presentes en un sistema

dado de tratamiento de agua, utilizando herramientas quimicas, microbioldgicas y genéticas combinadas.

Objetivos especificos:

1.

Obtener informacion general del sistema y su comportamiento mediante la realizacién de un

screening primario empleando métodos de cultivo convencionales.

Evaluar el sistema de desinfeccion y conservacion empleado para el almacenamiento de dializadores

y determinar la eficacia del mismo en las condiciones mas criticas.

Evaluar la presencia de pirdgenos mediante la determinacion de endotoxinas bacterianas. Establecer
la existencia de alguna correlacion entre los recuentos altos de bacterias y la presencia de

endotoxinas.

Estudiar la posibilidad de emplear métodos alternativos para determinar la carga bacteriana en

tiempo real: citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.

Detectar la presencia de posibles patdégenos asociados al sistema de agua por PCR en tiempo real.
La propuesta implica la puesta a punto del método para evaluar su aplicacién al sistema en cuestién

tomando como modelo un microorganismo reportado como patégeno en estos sistemas.
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Estrategia de investigacion y metodologia

A continuacion se presenta un resumen de la estrategia de trabajo utilizada para alcanzar los objetivos
planteados. El trabajo se dividi6 en tres partes que implicaron diferentes lineas de investigacion.

La primera parte consistid6 en alcanzar un conocimiento general del sistema para poder evaluar la
situacion del sistema objeto de trabajo. Se realizaron estudios cuantitativos y cualitativos de la poblacion
plancténica presente en el sistema asi como también la poblacion asociada al sistema en biofilms en
cafierias y tanques de almacenamiento. Los estudios se llevaron a cabo mediante métodos
convencionales de cultivo asi como también empleando herramientas moleculares de analisis. El
conocimiento de la poblacion que forma parte del sistema asi como la variacion de esta con el transcurso
del tiempo y frente a diferentes condiciones, hizo posible evaluar la eficacia de los procesos de

sanitizacion establecidos para el sistema en cuestion.

Durante el tratamiento de hemodidlisis pueden ocurrir reacciones a pirdgenos o episodios de chucho, se
trata de eventos indeseados con repercusiones sobre los pacientes. Si bien se ha logrado mejorar en
gran escala la ocurrencia de este tipo de episodios, tanto en nuestro pais como en todo el mundo
(Sociedad Uruguaya de Nefrologia, Fondo Nacional de Recursos, 2008); es un hecho que estos aln
suceden y se considera una prioridad minimizar su incidencia. En el segundo capitulo se realizd un
seguimiento y analisis de los episodios de chucho sucedidos en un periodo determinado. Ademas del
analisis microbioldgico de rutina de las muestras involucradas se realizd la identificacién de todos los
microorganismos recuperados para evaluar la flora asociada con este tipo de eventos y se agregé
ademas la determinacién de endotoxinas bacterianas, ya que en muchos casos son causa de estas

reacciones en los pacientes.

Si bien la calidad del agua para hemodilisis constituye un factor fundamental en la seguridad del
tratamiento de hemodialisis, no debe despreciarse la importancia del dializador, en el cual se realiza el
intercambio entre plasma y el liquido de dialisis. Esto hace que sea imprescindible el empleo de
dializadores en dptimas condiciones, tanto en cuanto a la esterilidad como a la integridad de las fibras. En
nuestro pais la reutilizacion del dializador es una practica habitual, de aqui surge la importancia de contar
con métodos seguros de desinfeccidn y conservacion de los dializadores. La segunda parte de este

capitulo consistié en la evaluacion de la actividad de la solucién de conservacion de dializadores.

El capitulo final de este trabajo se volco al estudio de técnicas alternativas de analisis, lo que implicé la
puesta a punto de estas metodologias, la determinacion de la sensibilidad y la evaluacion de la
aplicabilidad de las mismas al sistema de trabajo. Las técnicas estudiadas fueron citometria de flujo,

microscopia de fluorescencia y PCR en tiempo real.
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Capitulo 1 - Evaluacion de la situacion del sistema objeto de estudio -

RESUMEN

Esta parte del trabajo consisti6 en realizar un monitoreo inicial del sistema que permitié evaluar la
situacion del mismo respecto a las exigencias establecidas y su evolucion con el transcurso del tiempo,
asi como también aspectos cualitativos de la poblacion planctonica mediante la caracterizacion de cepas
obtenidas en diferentes aislamientos del sistema. Este seguimiento permitié ademas realizar un estudio
comparativo empleando diferentes medios de cultivo y condiciones de incubacién para poder formar un
criterio de seleccion objetivo entre las diferentes propuestas para el analisis por métodos convencionales.
En esta etapa se realizé también el estudio de la poblacién asociada al sistema en biofilms de cafierias y
la evaluacion de los procesos de sanitizacion de rutina para el sistema con el fin de determinar su

eficiencia.
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INTRODUCCION

Los sistemas de purificacion de agua, ya sea para uso industrial o para la produccion de agua para
hemodidlisis estdn compuestos por una serie de etapas sucesivas que conforman dos grandes procesos:
el de pretratamiento y el de tratamiento y distribucion.

La figura 1.1 muestra la representacion esquematica del sistema empleado como modelo para el

desarrollo de nuestro trabajo. Se trata de un sistema tipico de tratamiento de agua para hemodialisis.
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Figura 1.1 - Representacion esquematica del sistema de tratamiento de agua empleado como modelo de trabajo.

Existen consideraciones generales para el disefio de sistemas de tratamiento de agua, que deben
adoptarse en la mayoria de los casos para lograr la calidad de agua requerida. La manera de asegurar la
calidad de agua purificada usada en la mayoria de los sistemas, es mediante el empleo de membranas
de 6smosis, los sistemas llamados de pretratamiento son necesarios para tratar el agua que llega a estas

membranas con el fin de protegerlas de los componentes usualmente presentes en el agua de red.

La 6smosis inversa es un método de desalinizacion de agua y retencion de microorganismos vy
endotoxinas, aceptado por la USP como un método de obtencion de agua purificada. Esta retencion de
sales se lleva a cabo por un proceso de tamizacidn, es decir por el paso de agua a través de una
membrana semipermeable (generalmente de acetato de celulosa o de poliamidas aromaticas), de un
diametro de poro muy reducido. El fundamento de la 6smosis inversa consiste en aplicar una presion

mayor que la presién osmética en la solucién méas concentrada, con objeto de que el paso de agua a
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través de la membrana sea de la solucidn mas concentrada a la menos concentrada, impidiendo la
membrana, el paso de la mayor parte de las sales y demas sustancias que contiene el agua (Lerin 1. et
al., 1999).

Otra consideracién importante es mantener el agua en constante movimiento, de manera de evitar zonas
de estancamiento, ya que proporcionan condiciones favorables para la contaminacion microbioldgica y
formacién de biofilms. La seleccion del material para la instalacién del sistema debe hacerse
cuidadosamente ya que posteriormente tendra incidencia sobre las condiciones de limpieza y sanitizacién

y el rango de temperatura al cual se podra someter (Kulakov L.A. et al., 2002).

El grado de pureza del agua obtenida en un sistema de tratamiento estd determinada por tres
paradmetros: quimico, microbiolégico y biolégico; los cuales deben cumplir con especificaciones
establecidas que determinan la calidad del agua que se desea obtener. La contaminacién bacteriana en
sistemas de agua para hemodialisis es el mayor problema en la terapia de sustitucion renal. Muchas
bacterias se han adaptado a estos ambientes con una concentracién limitada de nutrientes y
temperaturas controladas. Ademas, la contaminacion microbiana esta claramente relacionada con las
reacciones por pirdgenos en los pacientes. Tomando en cuenta esta situacion junto con el hecho de que
el agua constituye el principal componente del liquido de dilisis, se han establecido ciertos criterios de
calidad para garantizar la seguridad del paciente. Para esto existen guias y normativas que establecen

lineamientos a seguir para mantener este tipo de sistemas bajo control. (Pérez Garcia R. et al., 2004).

Un aspecto critico en los sistemas de purificacion de agua lo constituye la desinfeccién. Resulta muy
dificil hacer recomendaciones generales al respecto debido a que cada sistema en su conjunto tiene
muchas variables que podrian afectar el funcionamiento, fundamentalmente las membranas de 6smosis.
La frecuencia para la desinfeccion del sistema puede ser establecida por el centro siempre que se pueda
probar que en esas condiciones no existiran apartamientos de las especificaciones. De todas maneras
siempre es una buena estrategia situarse en las “peores condiciones” para lograr un sistema seguro. La
seleccion del desinfectante a usar debe hacerse considerando muchas variantes propias del sistema. En
teoria la posibilidad de alternar entre diferentes desinfectantes es un buen procedimiento para abarcar un
mayor espectro de bacterias sensibles y una accion mas eficiente sobre los biofilms (Layman-Amato R.,
1995).

Para el sistema objeto de trabajo el protocolo de desinfeccion del sistema establece que se realiza con
una frecuencia mensual la cloracion de cafierias, picos de salas de dialisis, de lavado y aparatos;
mientras que se realiza semanalmente la cloracion de los picos de salas de lavado como practica usual
para mantener el sistema bajo control.

Para llevar a cabo el monitoreo del sistema deben establecerse limites de alerta y de accion. Estos limites
deben ser determinados teniendo en consideracion que el objetivo principal es detectar condiciones que

se alejen del comportamiento habitual del sistema bajo control. Generalmente estos limites se establecen
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a partir de valores histéricos que no necesariamente coinciden con los limites de aceptacion

recomendados por las normativas vigentes.

Para el sistema modelo de nuestro trabajo, el protocolo establece que cuando se alcanzan los limites de
alerta (Tabla 1.1) se realiza una cloracién del sistema (1000ppm) y en caso de alcanzar los limites de

accién se realiza formolizacion (4%) o tratamiento con &cido peracético (1%).

Tabla 1.1- Limites para microorganismos heterétrofos establecidos por el centro de dialisis.

Sistema de pretratamiento Sistema de tratamiento
Limite de alerta 500 ufc/mL 50 ufc/mL
Limite de accién 1000 ufc/mL 200 ufc/mL

Un problema potencial en los sistemas de tratamiento de agua es la formacién de biofilms. Se trata de
comunidades bacterianas adheridas a una superficie y unidas entre si por una matriz polimérica producto

de su propia sintesis.

Los microorganismos que forman parte de un biofilm tienen la capacidad de responder de manera
conjunta a las situaciones de estrés y las oportunidades. Estas comunidades pueden establecerse y
desarrollarse a partir de un simple microorganismo conduciendo a la formacion de una amplia poblacién
microbiana que tiende a ser heterogénea en lo que refiere a su poblacion, estructura, superficie y
fisiologia. La composicion de los biofilms se va modificando con el transcurso del tiempo. Estudios
realizados sobre biofilms alojados en membranas de dsmosis inversa revelaron el cambio continuo en la
poblacién predominante en dichas comunidades, poniendo en evidencia la dindmica de los mismos
(Bereschenko L.A. etal., 2010).

Cualquier sistema de agua que se encuentre expuesto a la presencia de microorganismos, por pequefia
que esta sea, en mayor 0 menor tiempo estos microorganismos formaran biofilms. El Gnico sitio en el cual
aun no se ha comprobado la presencia de biofims es en los dializadores, ya sea porque son de un Unico
uso o en el caso de reuso de los mismos por recibir un método de desinfeccién sumamente riguroso
(Pasmore M. et al., 2011).

Existen multiples problemas en la deteccion de la presencia de biofilms en un sistema, el primero de ellos
radica en las dificultades de muestreo. EI muestreo implica un procedimiento destructivo del sistema, lo
ideal seria fraccionar secciones del sistema de manera de acceder al interior de las superficies para
analizar el biofilm utilizando técnica de Microscopia de Escaneo Laser Confocal (CLSM). En la mayoria
de los casos un muestreo destructivo no es viable, y la alternativa consiste en hisopar o ‘raspar” las
superficies y realizar un andlisis por cultivo convencional o imagenologia. De todos modos este muestreo
tampoco es del todo viable debido a que la mayoria de las superficies internas del sistema son

inaccesibles. A pesar de estas dificultades, la presencia de biofilms en un sistema se pone en evidencia
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por la liberacion intermitente e impredecible de microorganismos y endotoxinas. Si se detecta esta

tendencia deberian emplearse métodos de sanitizacién y limpieza para remover los biofilms.

Los sistemas de biofilms son sistemas dindmicos que continuamente estan cambiando y adaptandose a
las nuevas condiciones. Si un biofilm no es eliminado completamente, las bacterias remanentes tendran
el potencial de adaptarse, ya sea por seleccion de nuevos organismos tolerantes o por mutaciones. Aun
si el biofilm es destruido pero no removido, tanto los pirégenos como el biofilm “muerto”, proporcionaran
un sitio potencial para ser recolonizado por nuevas bacterias; y este proceso tomara solamente una
fraccion del tiempo que llevd la formacidn del biofilm original sobre una superficie limpia. Es por estas
razones la gran variabilidad que existe en la eficiencia de los agentes desinfectantes, ya que dependera
de la localizacion del biofilm y el estado fisioldgico de las células que constituyen esa comunidad en ese
momento. Como no es posible tener un conocimiento tan profundo del sistema, es necesario contar con
un seguimiento estricto del mismo para conocer su comportamiento frente a los diferentes procesos y
establecer protocolos estandares a seguir, los cuales seran propios de cada sistema de tratamiento
(Schulte S. et al., 2005).

La mejor estrategia frente a este problema es minimizar las posibilidades de formacién de biofilms. Esto
implica contar con procedimientos de desinfeccion que establezcan barreras, es decir, destruir los
microorganismos contaminantes antes de que puedan colonizar cualquier superficie y desarrollar un
biofilm (Pasmore M. et al., 2011).

Propuesta de trabajo:

Para conocer la situacion desde el punto de vista microbioldgico del sistema se propuso realizar un
seguimiento del mismo durante un periodo de 12 meses y de manera coordinada con el calendario de
controles establecido por el centro de dialisis, de forma de no afectar las actividades normales de éste.
Los protocolos de seguimiento y control en los centros de didlisis Unicamente consideran los métodos
convencionales de cultivo para el recuento de bacterias en el sistema sin especificar las especies
bacterianas presentes. Sin embargo, el monitoreo no se limitd Unicamente a los analisis de rutina. Como
primera excepcion, los recuentos fueron realizados en los distintos medios de cultivo y condiciones que
proponen las diferentes organizaciones que establecen las normativas de control, para poder realizar un
estudio comparativo entre los resultados obtenidos con cada medio de cultivo, con el fin de lograr un
primer aporte para la seleccion de las condiciones de andlisis mas adecuadas (Tabla 1.2). Ademas, se
llevé a cabo la identificacion de aquellos microorganismos aislados en los diferentes puntos de muestreo,
lo cual nos permitio tener conocimiento de aspectos cualitativos de la poblacidén plancténica, asi como

también evaluar el efecto de los desinfectantes sobre el sistema de tratamiento y distribucién.

Para realizar la identificacion de los microorganismos aislados del sistema se comenzé con el empleo de
técnicas microbioldgicas convencionales que se basan en caracteristicas fenotipicas. Sin embargo,

existen situaciones en que la identificacion fenotipica requiere mucho tiempo, resulta dificil o incluso
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imposible, como es el caso de bacterias cuyas caracteristicas bioquimicas no se adaptan a las de ningun
género 0 especie reconocida o bacterias de crecimiento lento, lo que retrasa considerablemente la
identificacion convencional (Rodicio M.C. et al., 2004). En estas circunstancias, la identificacién molecular
representa una herramienta fundamental. Los métodos moleculares empleados consisten basicamente en
la amplificacién de ADN por PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa), secuenciacion del amplicén y
andlisis de la secuencia. El anélisis mas ampliamente utilizado para establecer relaciones filogenéticas es
el de los ARNr 16S o del gen que lo codifica (ADNr 16S). EI gen ADNr 16S consiste en una secuencia de
1500 pares de bases altamente conservadas, presentando regiones comunes a todos los organismos,

pero contienen también regiones hipervariables que se encuentran en sitios especificos.

Una vez determinada la secuencia nucleotidica, debe realizarse la comparacion de la misma con las
depositadas en bases de datos; y sera el grado de similitud entre las secuencias lo que indique su
relacion evolutiva (Petti C.A., 2007; Rodicio M.C. et al., 2004).

Tabla 1.2- Medios de cultivo y condiciones de incubacion para las determinaciones en agua de didlisis segun
diferentes organizaciones

NORMA Medio de cultivo | |cmperaturade | Tiempo de
incubacién incubacién
Farmacopea Europea o :
(European Pharmacopoeia, 2010). TSA 30a35°C 3-5 dias
AAMI (USA) (ANSI/AAMI RD52: 2004). TSA 35a37°C 48 horas
Asociacion de Estandares Canadiense
0

(Canadian Standards Association, 2003). TSA, SWA, R2A 3%°C 48 horas
Farmacopea de Estados Unidos USP 34 o ’
(United Status Pharmacopeia, 2011) TSA 30-35°C 3-5dias
Sociedad Italiana de nefrologia o ’
(Italian Society of, N.,2005) TGEA, R2A 20:23%C 5 dias
Fondo Nacional de recursos (Uruguay)

TSA, PCA 35°C 60-72h
(Recursos., F.N.d., 2007) oras
ISO 13959: 2009 TGEA, R2A 17-23°C 7 dias

TSA: agar tripteina soya, PCA: agar para recuento en placa, TGEA: agar triptona glucosa extracto de levadura,

Reasoner 2 agar, SMA Agar métodos estandar es igual al PCA .

Analisis de la poblacion asociada al sistema en biofilms de carierias:

R2A

El cambio de cafierias del sistema de distribucién de agua purificada correspondié a un procedimiento
extraordinario como parte del mantenimiento del sistema. Ante la ocurrencia de este incidente
circunstancial, fue posible el muestreo de la superficie interna de sectores criticos del sistema de cafierias

como ser codos y uniones para la salida de picos, para analizar la posible flora bacteriana alli presente.
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La metodologia mas ampliamente utilizada para el andlisis de biofilms es la Microscopia de Barrido Laser
Confocal (CLSM), ya que permite el estudio de la estructura del mismo. Se trata de una técnica no
destructiva y no invasiva que permite resolver imagenes tridimensionales de biofilms, aportando datos
cualitativos y cuantitativos acerca de los microorganismos que constituyen estas comunidades (Mueller
L.N. et al., 2006). Sin embargo, se trata de una tecnologia costosa y por lo tanto poco accesible. En

nuestro caso se realizé el cultivo de las muestras obtenidas por hisopado de dichas superficies.
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MATERIALES Y METODOS

1. Muestreo y acondicionamiento de muestras

A los efectos de la realizacion del presente trabajo se seleccioné como modelo el sistema de obtencion

de agua del centro de dialisis del Hospital Evangélico.

Durante la etapa de screening se realizé el muestreo completo tanto de los puntos del sistema de
pretratamiento como del sistema de tratamiento y se muestreo aleatoriamente los picos del sistema de
distribucion (Figura 1.1).

Para la toma de muestras, los puntos de muestreo fueron sanitizados empleando alcohol 70%
permitiendo después su completa evaporacion. Las muestras se recogieron después de dejar correr el
chorro de agua durante 1 minuto, empleando bolsas estériles Nasco® de capacidad 300 mL. Las bolsas
conteniendo las muestras fueron refrigerados durante el traslado y hasta el momento de su
procesamiento (2 — 8 °C). Las muestras no fueron almacenadas en ningin caso por un periodo superior a
24 horas.

2. Monitoreo inicial del sistema:

El seguimiento del sistema se extendié por un periodo de 12 meses de muestreos regulares de acuerdo
al plan establecido por el centro, involucrando también los muestreos realizados para el control del
sistema en casos de apartamientos detectados durante el seguimiento regular, alcanzando un total de 45
muestras procesadas en dicho periodo. Esto hizo posible el seguimiento del sistema a lo largo de las
cuatro estaciones del afio para evaluar su comportamiento y la posibilidad de asociar este factor como

causa probable de estas variaciones.

Los medios de cultivo empleados para los recuentos fueron: Tryptic Soy Agar (TSA, Difco™) y Plate
Count Agar (PCA, Difco™); Reasoner 2 Agar (R2A, Difco™) y MacConkey Agar (MC, Difco™) (Anexo 1).
Los tres primeros medios fueron seleccionados con base en indicaciones de organismos regulatorios;
siendo el TSA y PCA medios ricos y el R2A un medio minimo que simula mejor las condiciones de este
tipo de sistemas y por lo tanto se espera obtener una mejor recuperacion (van der Linde K. et al., 1999).
El medio selectivo fue seleccionado con el fin de favorecer el crecimiento de los microorganismos
patégenos desde el punto de vista clinico de mayor relevancia para este sistema en particular
(principalmente Stenotrophomonas maltophilia). Dado que el organismo regulatorio en nuestro pais
recomienda el empleo de los medios de cultivos PCA o TSA de manera indistinta, se realizé un estudio
comparativo de los resultados obtenidos en los recuentos empleando paralelamente PCA y R2A, con el
fin de evaluar las diferencias en la recuperacién entre un medio rico un medio minimo como el R2A.
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Todos los recuentos se realizaron empleando el método de filtracién por membrana, empleando para
ello membranas estériles de 0.45um, 47mm de didmetro (Millipore, Cat. No. HAWG047S6), equipos de
filtracion Nalguene (250 mL) y bomba de vacio Sartorius (16694-2-50-06) 6L/min. / 230V.

En todos los puntos del sistema de tratamiento se realizaron los analisis sobre 100 mL de muestra con el
fin de lograr recuperar incluso aquellos microorganismos que se encuentran presentes en el sistema en
bajo numero, partiendo de la base de que se trata de un sistema de purificacion de agua para
hemodialisis que cumple con las especificaciones establecidas para tal fin. Para el sistema de pre-

tratamiento se realizaron ademas los recuentos sobre 1mL de muestra.

Sin perjuicio de lo que indican las metodologias citadas en la tabla 1.2, se realiz6 la lectura de las placas
de recuento en todos los medios de cultivo al cabo de 72 horas de incubacion a 325 + 2.5 °C y se
continud incubando hasta 5 dias a esta temperatura. En el caso de los recuentos realizados en R2A las
placas se continuaron incubando 5 dias mas a 22.5 + 2.5 °C (condicion recomendada para este medio de

cultivo).

Tratamiento estadistico de los datos:

Se empled una transformacion de los datos en sus correspondientes logaritmos para que se cumpliera
una distribucién normal. El supuesto de normalidad se comprobé empleando la prueba de Shapiro — Wilks
(Gonzélez B, 2006).

Para evaluar la existencia 0 no de diferencias significativas entre ambos medios de cultivo se emple6 la
prueba t de Student (p < 0.05) para dos muestras dependientes (pareadas) (Pértega S. et al., 2001;
Morales P., 2009; Rodriguez A. et al., 2003).

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo empleando los programas Microsoft Excel (1997) e InfoStat/L
(DiRienzo J.A. et al., 2009).

»  Aspectos cualitativos de la poblacion planctonica:

Se realiz6 el aislamiento de las bacterias recuperadas en todos los puntos de toma del sistema de
tratamiento y distribucion (Figura 1.1) a partir de muestras tomadas en instancias previas y posteriores a
un proceso de desinfeccién seleccionado aleatoriamente, con el fin de obtener un muestreo
representativo de los diferentes estadios del sistema. La seleccion de los microorganismos que fueron
identificados se baso en las caracteristicas morfologicas de las colonias y la observacién microscépica de
los mismos. Se identificaron aquellos microorganismos que presentaron una poblacién mayoritaria en
cada uno de los aislamientos. Para la caracterizacion fenotipica de dichas cepas se realizé la observacion
microscépica de las colonias aisladas y las pruebas primarias, empleando posteriormente sistemas
comerciales de identificacion (BD BBL™ Oxi/Ferm™ Tube II; BD BBL™ Enterotube™ Il) (Anexos 4 y 5),

basados en pruebas bioquimicas.
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Caracterizacion molecular:

Se realizd la secuenciacion del gen ARNr 16S de los distintos microorganismos recuperados en aquellos
casos en que no fue posible identificarlos mediante los métodos convencionales citados anteriormente.

Extraccion de ADN:

Para la caracterizacion molecular de las cepas seleccionadas, se prepararon suspensiones en suero
fisioldgico a partir de cultivos de 24 horas en R2A de cada una de las cepas aisladas. A partir de estas
suspensiones se realizé la extraccion y purificacion de ADN empleando el kit comercial Applichem®
Geno/mini DNA Isolation Spin Kit siguiendo el procedimiento establecido por este (Anexo 2).

Amplificacion del gen 16S ARNr:

Todas las amplificaciones por PCR fueron realizadas en un termociclador Corbett RESEARCH Model
CG1-96, empleando primers universales para Eubacteria Eub 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3) y
EUB 1525R (3'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-5). El ciclo térmico empleado para la amplificacién se
detalla a continuacion: etapa inicial de desnaturalizacion a 94 °C 5min., 30 ciclos de 94 °C 1min., 55 °C
1min., 72°C 3 min. y una etapa de elongacion final de 72 °C 7 min. En la mezcla de reaccion (25uL) se
agregd 5 uL de la muestra de extraccion de ADN, 2.5uL Buffer TM 10X, 1 uL MgCI2 50mM, 1uL dNTP 5
mM (biolabs™), 1uL de cada primer 5 uM, 0.1 uL Taq SU/uL (Invitrogen™). La cantidad de agua miliQ

agregada en cada caso fue la suficiente para completar el volumen total de 25 pL.
Se observé el producto obtenido por electroforesis en gel de agarosa 0.8% en buffer TBE (Tris-borate-

EDTA) 0.5x, tefiido con bromuro de etidio y utilizando el marcador de peso molecular GeneRuler™ 1kb
Ladder (250-10000bp).

Secuenciacion del gen 16S ARNr:

La purificacién y secuenciacién de los fragmentos amplificados fueron realizadas por MACROGEN
(Kumchun-ku, Saoul, Korea). Se realizé el ensamblaje de las secuencias empleando el Vector NTI y
fueron comparadas por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)
utlizando la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para la clasificacion taxondmica de las cepas secuenciadas se empled ademas
el RDP (Ribosomal Database Project) (rdp.cme.msu.edu), para verificar la identidad de las cepas
secuenciadas de acuerdo al INSDC (Internacional Nucleotide Sequence Database Collaboration: DDBJ,

EMBL and GeneBank) (www.insdc.org).
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3. Evaluacion de los procesos de sanitizacion de rutina:

Se realizaron muestreos previos y posteriores a las instancias predeterminadas para la desinfeccion del
sistema. Se tomaron muestras de los puntos TM3, TM5, TM6, TM7 y TM8 (Figura 1.1) para obtener
resultados representativos del sistema de pretratamiento asi como del sistema de tratamiento y
recirculacién. Para evaluar los pocesos de sanitizacidn, es importante tener datos objetivos de la accién
del agente sobre cada componente del sistema, ya que se espera que cada uno tenga una poblacién
asociada diferente, por lo menos entre el sistema de pretratamiento (filtro de carbén activado y
ablandador) y el sistema de tratamiento y recirculacion (membranas de Osmosis, tanques de

almacenamiento y caferias posteriores a la lampara UV).

Este analisis de evaluacién del proceso de sanitizacidon se realizd en dos oportunidades de forma
independiente (con una diferencia de seis meses entre cada una).

El anélisis y seguimiento de la muestras se realizd de manera similar al “Monitoreo inicial del sistema”,

pero empleando Unicamente los medios no selectivos (TSA, R2A 'y PCA).

4. Poblacion asociada al sistema en biofilms de caiierias:

Una vez realizado el cambio de cafierias del sistema, se procedié a la toma de muestras sobre las
unidades extraidas. Se realizd hisopado de aquellas superficies consideradas importantes (codos y
juntas) de las cafierias extraidas del sistema y cultivo de los mismos. EI medio de cultivo empleado para

la recuperacion de microorganismos fue R2A. Las placas se incubaron a 32.5 + 2.5 °C durante 5 dias.

Posteriormente se llevo a cabo la identificacién de los microorganismos aislados en esta instancia
mediante pruebas bioquimicas. Sobre los cultivos obtenidos se realizd frotis, tincion de Gram, pruebas
primarias (oxidasa y catalasa) y se sembraron kits comerciales de identificacion Enterotube® y Oxiferm®
(Anexos 4 y 5). Solamente en uno de los casos la bacteria fue identificada por métodos moleculares de
acuerdo a lo establecido anteriormente para “Aspectos cualitativos de la poblacion planctonica,
Caracterizacion Molecular”.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Monitoreo inicial del sistema:

Los resultados para las 45 muestras de los distintos puntos del sistema se presentan en la figura 1.2,
donde se indica con la linea horizontal el limite de aceptacion. Para realizar el monitoreo se realizaron los
recuentos correspondientes a cada punto del sistema empleando diferentes medios de cultivo (R2A, PCA
y TSA); el analisis de los resultados se realizd tomando los valores més altos obtenidos para cada punto
en cada instancia de muestreo, es decir, posicionandonos en el peor escenario. En estas condiciones,
Unicamente una de las muestras del sistema de tratamiento arrojé resultados por encima del nivel de
alerta establecido por el centro de didlisis para el sistema en cuestién, pero de todas maneras no supera
el limite de accion establecido (200 ufc/mL). El resto de las muestras con valores que sobrepasan las 50
ufc/mL pertenecen en todos los casos a puntos del sistema de pretratamiento (TM3 y TM5), cuyo nivel de

alerta esta establecido en 500ufc/mL, y por lo tanto no se trata de un apartamiento.
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Figura 1.2- Recuento de microorganismos aerobios de los puntos de control del sistema por métodos convencionales.

TM3: Carbon activado; TM5: Ablandador; TM6: Osmosis reversa; TM7: Almacenamiento; TM8: UV.

»  Estudio comparativo de los resultados obtenidos en los diferentes medios de cultivo:

En la figura 1.3 se puede observar la representacion grafica de los resultados obtenidos una vez
transformados los valores de recuento obtenidos en sus correspondientes logaritmos, para todas las

muestras analizadas en ambos medios de cultivo.
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Se realizaron treinta y seis ensayos comparativos para evaluar los resultados obtenidos con los
diferentes medios de cultivo empleados para el monitoreo primario del sistema (se descartaron aquellos
valores de recuento en que las condiciones del andlisis no fueron similares para ambos medios, por
ejemplo los casos en los que se sembraron volimenes diferentes en cada uno de los medios de cultivo).
Con base en los resultados obtenidos, los recuentos en todos los medios de cultivo se extendieron hasta
5 dias, ya que se pudo observar que en la mayoria de las determinaciones existian diferencias entre los
recuentos realizados a las 48 — 72 horas de incubacién y los recuentos leidos a los 5 dias, para ambos
medios. Por lo tanto todos los resultados evaluados en esta instancia corresponden a cultivos de los
diferentes medios que fueron incubados durante 5 dias.

Es importante destacar también que no se obtuvieron diferencias en los recuentos tras la incubacion de
las placas de R2A a 22.5 + 2.5°C durante 5 dias adicionales, respecto a los obtenidos al cabo de la
incubacion a 32,5 + 2.5°C durante 5 dias.

En ningun caso se logré buena recuperacion para el medio selectivo seleccionado (MacConkey Agar).

El andlisis estadistico de los resultados reflejé que no hay diferencias significativas entre los recuentos en
R2A y PCA, por lo que el uso de R2A no ofrece ventajas desde el punto de vista sanitario. Sin perjuicio de
estos resultados, las determinaciones realizadas en los capitulos siguientes se llevaron a cabo utilizando

el medio de cultivo R2A, a efectos de poder comparar los resultados con la bibliografia disponible.

Log N (microorganismos/100mL)

0
EPCA 1 3 5 7 9 M 13 165 117 19 29 283 25 27 29 31 33 35

ER2A

Numero de ensayo

Figura 1.3- Comparacion de medios de cultivo (PCA y R2A). Resultados de recuentos obtenidos en ensayos
independientes empleando los dos medios de cultivo.

Nota: Los valores correspondientes al ensayo N°16 y al ensayo N°35 estan sobre el eje de la grafica

» Evolucion del sistema en el transcurso del tiempo:

Se realiz6 un seguimiento de las variaciones en el sistema con el transcurso del tiempo para evaluar el
comportamiento del mismo en las diferentes estaciones del afio (Figura 1.4).
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Sigema de pretratamiento Sistema de tratamiento
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Figura 1.4- Evolucion de la poblacién de microorganismos presentes en los sistemas de pretratamiento y tratamiento
con el transcurso del tiempo.
Los resultados que se muestran por mes corresponden al mismo dia de muestreo en ambas figuras.

En los dos puntos de muestreo pertenecientes al sistema de pretratamiento, TM3 (post-carbén activado) y
TMS5 (post ablandador) se observo un pico en el mes de diciembre. Para el punto TM6 (post 6smosis),
perteneciente al sistema de tratamiento el pico se observo en el mes de febrero. En los tres puntos el
aumento en los recuentos coincide con los meses de verano. Sin embargo, esta tendencia no se
mantiene al analizar los resultados obtenidos en el punto de muestreo TM8 (post UV), donde se observa
un aumento muy leve en el mes de diciembre. La situacién en este punto del sistema es diferente, ya que
se pone de manifiesto un aumento en la poblacién al transcurrir el segundo afio de muestreo.

Los recuentos en el sistema de pretratamiento (puntos TM3 y TM5) ascienden a cifras 100 veces
mayores que los obtenidos en el sistema de tratamiento (puntos TM6 y TM8), hecho que se atribuye a la
presencia de las membranas de 6smosis reversa.

En todos los puntos se tomé en cuenta los resultados obtenidos en el medio de cultivo que arrojo los

resultados mas desfavorables para cada caso en particular.

»  Aspectos cualitativos de la poblacién plancténica:

A continuacién se muestran los resultados obtenidos en la identificacion de los microorganismos
recuperados en el sistema de tratamiento previa y posteriormente a una instancia de desinfeccion. Las
tablas 1.2 y 1.3 muestran aquellos microorganismos que fueron identificados por métodos convencionales
y por métodos moleculares respectivamente. En todos los casos se obtuvo una buena identificacién, por

lo menos a nivel de género, sin resultados atipicos.
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Tabla 1.2- Identificacién de aislamientos del sistema de tratamiento por métodos clasicos

Método de Punto de muestreo 2 NUmero

Clasificacion Bacteria identificacion  Previo  Posterior cepas Reporte®
B-proteobacteria Burkholderia cepacia Oxiferm® ™7 2 Si(1)
Pseudomonas sp. Oxiferm® TM8 T™7 2 Si(2)
y-proteobacteria Acinetobacter Iwoffii Enterotubo®  TM7 1 Si (3)
Stenotrophomonas maltophilia Erc];iirf?etrun?g / TM6 1 Si(4)
Flavobacteria Flavobacterium sp. Oxiferm® TM8 3 Si (5)

a Muestreos de rutina (previo y posterior a una instancia de desinfeccion)

b Bacteria reportada en este tipo de sistemas
(1) Magalhaes M. et al., 2003; Souza A.V. et al., 2004; Bereschenko L.A. et al., 2008; Kulakov L.A. et al., 2002; Oliveira Lima J.R. et al.,

2005; (2) Bereschenko L.A. et al., 2008; Bueno Montanari L. et al., 2009; Oliveira Lima J.R. et al., 2005; (3) Gomila M. et al., 2005; (4)
Gomila M. et al., 2005; Kulakov L.A. et al., 2002; Bueno Montanari L. et al., 2009, Oliveira Lima J.R. et al., 2005; (5) Bereschenko L.A. et
al., 2008; Kulakov L.A. et al., 2002.

Tabla 1.3- [dentificacién de aislamientos del sistema de tratamiento por métodos moleculares
Punto de

g ,
Clasificacion Bacteria %sma  Lnb muestreo ¢ Seleccion thém:;o Reportee
Previo Post macro  micro P
TM6
Methylobacterium ™7 . .
radiotolerans % 1393 T™M8 i i 10 No
Picos
a-proteobacteria
P Caulobacter 99 1395 TM6  TM6 Si 3 Si (6)
vibrioides
Sphingopyxis .
macrogoltabida 98 1397 TM6 Si 1 No
Ralstonia pickettii 99 1461 T™M8 Si 2 Si(7)
B-proteobacteria  Ralstonia pickettii 99 1455 Picos Si 1 Si(7)
Acidovorax spp. 99 1448 TM6 Si 2 Si(8)

a % de similitud con especies reconocidas

b Longitud de la secuencia nucleotidica

¢ Muestreos de rutina (previo y posterior a una instancia de desinfeccion)

d Seleccion de los aislamientos (por caracteristicas de colonias o caracteristicas microscopicas)

e Bacteria reportada en este tipo de sistemas

(6) Gomila M. et al., 2005; (7) Kulakov L.A. et al., 2002; Oliveira Lima J.R. et al., 2005; (8) Bereschenko L.A. et al., 2008; Gomila M. et. al., 2005.

En todos los casos el porcentaje de similitud entre la secuencia de los microorganismos aislados del
sistema y las secuencias de especies reconocidas contra las que se compararon las primeras, fue del
99%. Este porcentaje de identidad entre las secuencias de ARNr 16S se considera aceptable para
establecer relaciones a nivel de especies. No obstante, hay que tener en cuenta que es la comparacién
de genomas completos y no la comparacion de los ARNr 16S de las bacterias lo que confirma la
identidad (Rodicio M.C. et al., 2004).
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Mediante el andlisis molecular de las cepas aisladas del sistema, se identificaron dos microorganismos
de los que no se encontraron antecedentes en sistemas de esta naturaleza: Methylobacterium
radiotolerans y Sphingopyxis macrogoltabida, aunque otras especies del género Sphingopyxis si se han

reportado en sistemas similares (Kulakov L.A. et al., 2002; Gomila M. et al., 2005).

Methylobacterium radiotolerans se trata de un microorganismo novedoso para nuestro trabajo ya que no
ha sido reportado anteriormente en este tipo de sistemas, aunque si se ha reportado en sistemas de
tratamiento y distribucién de agua potable asi como en tanques de almacenamiento (Hiraishi A. et al.,
1995; Reasoner D.J. et al., 1989). Es un baston Gram negativo esporulado, que forma colonias bien
caracteristicas en TSA y R2A, pequefias, redondas, rosadas y brillantes; propiedad que lo hace
facilmente detectable. Se identifico mediante la secuenciacién del gen 16S ARNr dado que no se logré la
identificacion por métodos fenotipicos convencionales. Las bacterias de este género son aerobias
estrictas y el color caracteristico de sus colonias se debe a la presencia de carotenoides. Otra propiedad
que presenta esta bacteria es su crecimiento lento, lo cual coincide con reportes anteriores (Hiraishi A. et
al., 1995; Rice E.W. et al., 2000). Las condiciones de cultivo indicadas por la AAMI (Association for
Advanced of Medical Instrumentation) implican el uso de medio de cultivo TSA y la incubacién de las
placas durante 48 horas, este periodo se considera insuficiente para la recuperacion de este
microorganismo. Nuestros resultados indican que el tiempo de incubacién necesario para la recuperacion
del mismo es de 5 dias, esto se confirmé para la totalidad de los aislamientos realizados. Esta podria ser
una razon por la cual esta bacteria no ha sido detectada en este tipo de sistemas, ya que muchos
procedimientos estandar se basan en recomendaciones internacionales que establecen como condicién

para el recuento de bacterias heterétrofas la incubacion durante 48 horas.

Esta bacteria se aislé no solamente en el sistema de tratamiento y distribucién (Tabla 1.3), sino que los
primeros aislamientos obtenidos de ella correspondieron a los puntos de toma TM3 y TM5 del sistema
de pretratamiento (estos datos no se muestran en la tabla) y su recuperacion fue constante en varios
puntos del sistema durante todo el periodo de muestreo (se aislé en 19 oportunidades). Debido al color
caracteristico de la colonia fue posible identificarlo facilmente, identidad que fue confirmada en cada caso

mediante un frotis.

La permanencia de esta bacteria en el sistema a lo largo del tiempo, pone en evidencia su resistencia a
los sistemas de desinfeccion asi como también a la radiacion ultravioleta. De hecho los microorganismos
del género Methylobacterium también han sido reportados como resistentes a la cloracién (Hiraishi A. et
al., 1995). De todas formas, esta bacteria se encontrd en todos los casos en proporcidon minoritaria

respecto a los demas microorganismos cultivables.

Sphingopyxis macrogolfabida se trata de un baston Gram negativo, no esporulado, mévil; el cual
originalmente fue clasificado dentro del género Sphingomonas (Takeuchi M. et al., 2001; Lee M. et al.,
2008). En un estudio realizado acerca de la formacion de biofilms sobre membranas de 6smosis inversa,

se demostro la presencia de bacterias pertenecientes al género Sphingomonas en la totalidad de las
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muestras aisladas, 1o que puede explicarse por la propiedad de estos microorganismos de asociacion a
las superficies (Bereschenko L.A. et al., 2008). Bacterias del género Sphingopyxis estan tipicamente
presentes en suelo y agua y algunas especies han sido reportadas en sistemas de distribuciéon de agua
potable para el consumo (Takeuchi M. et al., 2001; Tokajian S. et al., 2008) asi como también en

sistemas de purificacion de agua.

El resto de las cepas aisladas que fueron identificadas tanto por métodos convencionales como por
métodos moleculares corresponden a especies que ya fueron reportadas en sistemas de purificacion de
agua y algunos de ellos como patdgenos clinicos, como es el caso de Stenofrophomonas maltophilia, que
ademas se caracteriza por su resistencia a varios agentes antimicrobianos de amplio espectro (Rodriguez
C. et al, 2007; Anton D. et al., 2005), Burkholderia cepacia (Magalhaes et al., 2003) y patdgenos

oportunistas como Ralstonia pickettii y Pseudomonas sp.( Sancho-ChustJ.N. et al., 2010).

2. Evaluacion de procesos de sanitizacion de rutina

La figura 1.5 muestra una disminucién importante en la poblacién asociada al sistema de pretratamiento
frente a un procedimiento rutinario de sanitizacién. En los puntos del sistema de tratamiento no se
observaron grandes cambios en los recuentos bacterianos, igualmente los recuentos de microorganismos
en el sistema de tratamiento se mantienen en todos los casos muy por debajo de las especificaciones
establecidas para este. Para el caso de los picos (puntos de salida al paciente) se vuelve a observar una
disminucién en la poblacion, aunque no tan pronunciada como la del sistema de pretratamiento. Estos

resultados fueron consistentes en los dos ensayos realizados de forma independiente.

A pesar de no observarse una gran disminucién en el nimero de bacterias en el sistema de tratamiento
tras una instancia de desinfeccion, si se observd una variacion en la poblacion asociada a cada punto de
muestreo (Tablas 1.2 y 1.3). Los microorganismos aislados en los diferentes puntos del sistema luego del
proceso de sanitizacion, no son los mismos que los que se recuperaron en instancias previas, con
excepcion de Caulobacter vibroides, recuperado en el punto TM6; por lo tanto su presencia no se podria
asociar con una resistencia por parte de la flora microbiana presente, mas bien se trata de una

recolonizacion del sistema, debido al constante flujo de agua en un sistema dinamico.
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Figura 1.5- Las graficas muestran las recuperaciones de microorganismos previo y posteriormente a la instancia de
desinfeccion.

3. Poblacion asociada al sistema en biofilms de caierias:

En este ensayo se realizd la recuperacion de microorganismos por métodos convencionales, por lo tanto
debemos tener en cuenta que se evalud Unicamente una fraccidn de la poblacidn asociada al sistema en

biofilms, constituida por microorganismos cultivables.

En la tabla 1.4 se detallan las secciones analizadas en cada punto y los resultados de las pruebas para
dichas muestras.

La mayor diversidad de colonias recuperadas en las placas de cultivo, se observo en la salida de los
tanques de agua fratada. En todos los casos se traté de bacterias Gram negativas. Las bacterias
identificadas en este sector del sistema fueron Burkholderia cepacia, Acinetobacer Iwoffi y

Stenotrophomonas. malfophilia.

Las muestras extraidas de las cafierias que formaban parte del sistema de distribuciéon en las salas
demostraron una poblacion mas homogénea, identificandose en todos los casos Acinefobacter Iwoffi 'y
Methylobacterium radiotolerans. Se analiz también uno de los picos de sala, en esta salida se aislo
ademas una poblacién importante de bacterias oxidasa positivo, identificandose en todos los casos
bacterias del género Pseudomonas.

Las canillas, codos y cafios posteriores al UV no arrojaron crecimiento, lo cual sugiere una vez mas la

gran eficiencia de este sistema para destruir microorganismos presentes en al agua.
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Tabla 1.4- Poblacion asociada a distintos puntos del sistema

Muestras
Punto de . Métp_do d.? Microorganismos identificados
F;lijgtfr:ael muestreo Seccion analizada identificacion g
correspondiente
o ) )
Salidas de Ociferm Burkholderia cepacia
tanques de agua T™7 Codo con canilla Enterotubo®/ Oxiferm®  Stenotrophomonas maltophilia
tratada Enterotubo® Acinetobacter Iwoffi
Canillas, codos, TV Codo corto No se observa crecimiento
cafios post- UV Codo con canilla No se observa crecimiento
Enterotubo® Acinetobacter Iwoffi
Sistema de Codo con canilla Ty
distribucion Secuenc;aGCslon ARNI Methylobacterium radiotolerans
Canilla de sala Picos CodoenT Oxiferm® Pseudomonas acidovorans

Pseudomonas alcaligenes

Tanto la Stenotrophomonas maltophilia, recuperada en las cafierias a la salida de los tanques de agua
tratada, como las dos especies de Pseudomonas (Pseudomonas acidovorans y Pseudomonas
alcaligenes) aisladas de picos de salida del sistema a los monitores; no fueron recuperadas como parte
de la poblacion planctdnica en los muestreos realizados sobre el sistema en funcionamiento. Esto podria
ser un indicio de la presencia de estos microorganismos como parte de biofilms asociados a las cafierias.

Burkholderia cepacia y Acinetobacter Iwoffi fueron recuperadas en la salida de los tanques de agua
tratada. Este resultado es consistente con los muestreos realizados durante el estudio de aspectos
cualitativos de la poblacién asociada al sistema, ya que ambos microorganismos fueron recuperados
durante muestreos realizados del sistema en el punto TM7 (salida de los tanques de almacenamiento),
previamente a una instancia de desinfeccién, pero no se recuperaron inmediatamente después de
realizado este procedimiento. Esto podria sugerir que estos microorganismos son parte de la comunidad
microbiana que constituye el biofilm en ese sitio, pero ademas forman parte de la poblacion plancténica
propia del sistema y por lo tanto su presencia no seria consecuencia del desprendimiento de biofilms por
causa del proceso de sanitizacion; dado que en el muestreo realizado enseguida de la desinfeccién no se
recuperaron. Se ha reportado la presencia de Acinetobacter Iwoffi en biofilms naturales, donde se pone
de manifiesto la formacion de biofilms en asociacién con otros microorganismos y el efecto de sinergia
producido por esta combinacion (Burmolle M. et al., 2006). Estudios realizados sobre la constitucion de
biofilms alojados en membranas de filtracion de un sistema de potabilizaciéon de agua, demostraron la
presencia de Acinetobacter Iwoffi, Burkholderia cepacia, Brevundimonas vesicularis y Stenotrophomonas
maltophilia en dicha estructura (Su F. et al., 2009); lo que demuestra una gran similitud con la poblacién
recuperada tras el andlisis de la seccién de cafierias correspondiente a la salida de los tanques de agua
tratada. Esto podria ser un indicio de la accion de sinergia que presenta la asociacién de estos

microorganismos proporcionando caracteristicas de estabilidad y resistencia a la estructura del biofilm.
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No deberia dejarse de lado en este analisis el hecho de que la comunidad bacteriana que constituye un
biofilm en sus primeras etapas de formacién esta sujeta a cambios permanentes. En estudios de biofilms
formados sobre membranas de 6smosis inversa en sistemas de purificacién de agua se ha reportado la
modificaciéon constante que sufren estas comunidades a corto plazo y su permanencia en el transcurso
del tiempo. Los andlisis realizados a los 4, 8 y 16 dias desde el momento en que comienza el proceso de
formacion del biofilm demostraron que el grupo de bacterias dominante en cada momento es bien
diferente, sin embargo al cabo de un tiempo de establecido el biofilm la estructura permanece constante
incluso durante afios (Chen C.-L. et al., 2004; Bereschenko L.A. et al., 2010).

En sistemas de tratamiento y distribucion de agua potable se han identificado mediante métodos
moleculares bacterias de los géneros Sphingomonas, Porphyrobacter, Sphingopyxis, Methylobacterium,
Methylocystis,  Methylophilus, Acidovorax, Bosea (Liu W.-T., 2010). Sin embargo, trabajos realizados
sobre la caracterizacion de biofilms en membranas de dsmosis inversa de sistemas de purificacion de
agua, reportan una poblacion mucho mas amplia de microorganismos que forman parte de biofims, que
incluye los géneros Sphingomonas, Acidovorax, Burkholderia, Janthinobacterium, Nitrosomonas,
Pseudomonas, Lysobacter, Legionella, Flavobacterium, Clostridium, Actinobacteria, Stenotrophomonas,
Bosea, Caulobacter, Bacillus, Staphylococcus (Bereschenko L.A. et al., 2008; Chen C.-L. et al., 2004).

Los microorganismos recuperados de los aislamientos realizados de la superficie interna de las cafierias
del sistema de trabajo, constituyen tnicamente una fraccion de los mencionados anteriormente. Bacterias
de los géneros Flavobacterium sp., Acidovorax spp., Pseudomonas sp., que fueron aisladas en distintos
puntos del sistema de tratamiento y que han sido reportados anteriormente en estudios de biofilms en
sistemas de tratamiento de agua, no se recuperaron de los sitios seleccionados para el andlisis de
cafierias. Sin embargo, esto no necesariamente refleja la diversidad en una comunidad microbiana que
constituye un biofilm dado que en los sistemas oligotroficos, los métodos de cultivo estandar unicamente

permiten obtener una pequefia fraccion del total.
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RESUMEN

Las reacciones a pirdgenos o episodios de chucho en hemodidlisis se definen por la aparicion de
escalofrios y/o fiebre en un paciente, sin signos ni sintomas de infeccion antes de la sesién de dialisis.
Las manifestaciones comienzan generalmente durante el transcurso de la sesion.

Se realiz6 un estudio de las muestras relacionadas con episodios de chucho en pacientes, eventos que
podrian deberse al pasaje de pirdgenos a la sangre. Por esta razén no solamente se realizé un analisis
microbiologico sobre dichas muestras sino también la determinacién de endotoxinas bacterianas por el
ensayo de coagulacion de Limulus Amebocyte Lisate (LAL).

Se realizaron ademas, ensayos para estudiar la posible liberacién de pirégenos por efecto de la luz UV
que forma parte del sistema de tratamiento.

Finalmente se llevé a cabo la evaluacion de la actividad de la solucién de conservacion de dializadores de
reuso, ya que se trata de una préactica habitual en nuestro pais y podria ser una de las causas asignables
a los episodios de chucho.
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INTRODUCCION

En los primeros afios de la hemodialisis, uno de los principales problemas durante las sesiones, era la
aparicion de las reacciones a pirdgenos, también llamados episodios de chucho. Sin embargo, mediante
el avance de la ciencia y la tecnologia dedicadas al mejoramiento de la terapia de sustitucién renal, se ha
logrado alcanzar en la actualidad sistemas mas seguros, permitiendo un mayor control de todo el

proceso reduciendo considerablemente la incidencia de complicaciones originadas por esta causa.

El Fondo Nacional de Recursos, como organismo regulador en nuestro pais, cuenta con un programa de
vigilancia de las reacciones pirégenas y las medidas de intervencion. Se recomienda hacer un
seguimiento para correlacionar ocurrencia de chuchos con el recuento bacteriano y el resultado de
hemocultivos; asi como las medidas correctivas tomadas analizando cada situacién en particular (Fondo

Nacional de Recursos, 2005).

Clasicamente se ha considerado a las endotoxinas bacterianas como los principales responsables de las
reacciones a pirbgenos, aunque actualmente se reconoce el importante papel que juegan también otros
componentes de la pared celular como los peptidoglicanos y muramilpéptidos, y las exotoxinas. Las
endotoxinas son moléculas de superficie que estan presentes en la membrana externa de las bacterias
Gram negativas. En términos quimicos las endotoxinas son lipopolisacaridos (LPS) con una region
terminal (Lipido A) muy conservada entre las especies y una cadena polisacarida compuesta por una
region especifica (Antigeno-O) y una regién mas conservada, la cual tiene una estructura basicamente
similar en las diferentes bacterias. La region O-especifica se caracteriza por unidades de oligosacaridos
repetitivas caracteristicas de cada bacteria, y es esencial para inducir la respuesta inmune. Luego de la
lisis bacteriana, los LPS se vuelven bioldgicamente activos, y la unidad responsable de esta propiedad es
el lipido A. (Binding M. et al., 2003).

Las endotoxinas bacterianas producto de la lisis de estas bacterias son moléculas pequefias que pueden
atravesar la membrana del dializador y pasar a la sangre. Una vez en la sangre, y en presencia del
complemento y otros componentes del plasma, inducen la produccién de citoquinas por los monocitos,
que podrian ser las responsables de la sintomatologia. (Torregrosa I. et al., 1998).

La determinacion de endotoxinas bacterianas se realiza generalmente mediante el test de Limulus
Amebocyte Lisate (LAL), y puede realizarse mediante gel — clot o gelificacion que se basa en la
capacidad de estas sustancias para formar un coagulo estable; turbidimetria, basado en la capacidad
que tienen las endotoxinas para reaccionar con sustratos enddgenos que se escinden generando
turbidez y colorimétricos, que suponen una modificacion del anterior y cuya base es la capacidad de
endotoxinas para reaccionar con sustancias que desarrollan color. EI método empleado

habitualmente es el gel-clot. Esta prueba es muy especifica pero no muy sensible, detecta
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lipopolisacaridos bacterianos pero no la fraccion de lipido A libre ni otros pirdgenos de pequefio
tamano. Existen otros métodos de deteccion de contaminacién por endotoxinas basados en su
actividad inmunogénica, como son: la produccion de citoquinas por monocitos o neutréfilos o el

marcaje isotdpico y la determinacion de anticuerpos anti-endotoxinas (Pérez Garcia R. et al., 2004).

Las normativas de calidad de agua tratada para hemodialisis establecen recomendaciones de limites

microbioldgicos y limites para endotoxinas fijadas por los diferentes organismos (Tabla 2.1).

Tabla 2.1- Limites permitidos para bacterias y endotoxinas en agua para hemodialisis.

ENDOTOXINAS

NORMA BACTERIAS ufc/mL UE/mL (UI)
Farmacopea Europea, EP (European
Pharmacopoeia, 2010). 100 025
AAMI (USA), (ANSI/AAMI, 2004). 200 2.0
Asociacién de Estandares Canadiense 100 20
(Canadian Standards Association, 2003). '
Farmacopea de estados Unidos USP 34 100 10
(United Status Pharmacopeia, 2011) Ausencia de Ps. aeruginosa / mL '
Sociedad Italiana de nefrologia (Italian
Society of, N.,2005) 100 025
Fondo Nacional de recursos (Uruguay) 100 20
(Recursos., F.N.d., 2007) Ausencia de Ps. aeruginosa/ 10 mL '
ISO 13959: 2009 100 05

Ufc: unidades formadoras de colonias UE unidades de endotoxinas.

En el presente trabajo se procedié al seguimiento de las muestras de manera coordinada realizando el
ensayo de LAL paralelamente al recuento de la poblacidn bacteriana con el fin de establecer la existencia
de una posible correlacion entre ambos parametros; ya que se debe tener en cuenta que la
contaminacion bacteriana es el origen de las endotoxinas y otras sustancias con capacidad pirogénica.

La informacion obtenida a partir de este estudio es de gran importancia como una opcion para el

monitoreo rutinario del funcionamiento del sistema.
Estudio de la liberacion de pirégenos por efecto de la radiacion ultravioleta:

La luz ultravioleta es la porcién del espectro electromagnético que se encuentra entre los rayos X y la luz
visible. Se han definido cuatro regiones del espectro UV: 100 - 200nm (UV vacio), 200 - 280nm (UVC),
280 - 315nm (UVB) y 315 - 400nm (UVA) (Wright H.B. et al., 2001). La aplicacion practica de la
desinfeccion UV se basa en la capacidad germicida de UVC y UVB (longitudes de onda inferiores a 300
nm). El tratamiento mediante radiacién ultravioleta no altera la constitucién quimica del agua, ya que no
se afiade nada al agua excepto energia. El grado de inactivacién con radiacion ultravioleta estd

directamente relacionado con la cantidad de radiacidén aplicada al agua. La dosis viene dada por la
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intensidad de luz ultravioleta y el tiempo de exposicién, medida en microwalt por centimetro cuadrado
(uws/cm?). Debe tenerse en cuenta que la intensidad de la luz emitida decrece con el tiempo, por lo que
las ldmparas deben ser sustituidas cuando esto suceda. Las lamparas de vapor de mercurio, que
producen radiacion ultravioleta a 254 nm, son las mas usadas. Esta longitud de onda se considera la mas
efectiva para su accion desinfectante asi como también para la eliminacion de ozono, cloro y cloraminas
que pudieran estar presentes en esta etapa del sistema.

El efecto letal de la luz ultravioleta sobre los microorganismos esta dado por su efecto de dimerizacion del
ADN. Los microorganismos son inactivados por la luz UV como resultado del dafio fotoquimico sobre sus
acidos nucleicos. La radiacion UV, absorbida por los nucleétidos, promueve la formacién de enlaces entre
nucleétidos adyacentes, con lo que se crean dimeros. La formacion de un numero suficiente de dimeros
dentro de la célula impide las funciones de replicacion. Sin embargo, existen microorganismos que
cuentan con un mecanismo de fotorreactivacién por exposicion a luz “reactivadora” entre 300 y 500nm
(Wright H.B. et al., 2001).

La efectividad de las lamparas de radiacién UV decrece cuanto mayor es la concentracion de sustancias
disueltas en el agua, debido al “efecto de sombra” que estas pueden ejercer. Ademas algunos
compuestos, como por ejemplo el hierro, tienen la capacidad de absorber luz UV, lo que puede ejercer un
efecto “protector” sobre los microorganismos. Por ello, las lamparas ultravioletas deben disponerse en el
sistema de tratamiento de agua cuando estas sustancias hayan sido previamente eliminadas. Otro
aspecto a tener en cuenta es que la radiacién ultravioleta no tiene ningun efecto sobre los biofilms, debido
a su accién superficial que seria incapaz de penetrar en la compleja estructura de estos (Lerin |. et al.,
1999).

En el sistema modelo de nuestro trabajo, la radiacion por luz ultravioleta se emplea como un elemento
que brinda proteccién adicional al sistema, fundamentalmente de posibles contaminaciones por
microorganismos, permitiendo tener un margen de respuesta frente a un desvio en el funcionamiento del
sistema sin que éste se encuentre fuera de especificaciones. Sin embargo, es bien conocido el hecho de
que las células de las bacterias no son eliminadas mediante la accion de las unidades de emisién
ultravioleta, por lo cual, dependiendo de la calidad del agua que alcanza el punto del sistema donde es

irradiada; se van a generar restos de bacterias con posible accion pirogénica.

El estudio plantea realizar una evaluacién del sistema frente a la posibilidad de generacién de
endotoxinas como consecuencia de la exposicion de las bacterias a la accion de la luz ultravioleta.
Evaluacion de la actividad de solucion de conservacion de dializadores:

La reutilizacién de dializadores ha sido evaluada y aceptada por los expertos y se trata de una practica
usual no sélo en nuestro pais, sino en todo el continente americano.

El ultimo informe indica que en el afio 2008 el reuso promedio de dializadores fue de 24 veces, en la
totalidad de los centros. En Latinoamérica, en 1999 se informé que 83% de los centros reutilizaba el

dializador. En Argentina, Brasil y Chile, el reuso se informd en 100% de los centros, mientras que en
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Colombia, Costa Rica, Ecuador, Panama, Republica Dominicana y Venezuela ningun centro reusaba los
materiales. El reuso promedio de Latinoamérica fue de 11 en 1999, siendo los mayores los de Argentina,
Chile y Puerto Rico. En EE.UU., el porcentaje de centros que reutilizaban el dializador en 2005 era de

76% (Sociedad Uruguaya de Nefrologia, Fondo Nacional de Recursos, 2008).

Es bien conocido que este procedimiento presenta importantes inconvenientes como son la pérdida de
eficacia depurativa y la capacidad de ultrafiltracion, capacidad potencial de contaminacion y riesgo de
transmision de infecciones. Sin embargo, las bases para realizar esta practica no se fundamentan
Unicamente en aspectos econdmicos, la principal ventaja consiste en el aumento de la biocompatibilidad
debido a la capa proteica que tapiza la membrana en su primer uso, previniendo la activacion del
complemento y sus consecuencias. Por lo tanto, se trata de un compromiso donde se evallan costos y

beneficios de ambos procedimientos.

Por todo lo anterior, queda en evidencia la importancia de la metodologia empleada para la desinfeccién y

conservacion de las fibras que se reusan.

La solucidn de conservacion empleada para llevar a cabo la desinfeccion de las fibras de dialisis, consiste
en una solucién &cida hipertdnica (cloruro de sodio anhidro 30% [p:v]; acido acético glacial 1% [p:v]; agua
purificada (c.s.p. 100mL)). El centro de didlisis cuenta con un protocolo que establece todo el
procedimiento que debe llevarse a cabo en el proceso de desinfeccidn y conservacion de los dializadores,
asi como los criterios para evaluar la posibilidad de reuso de los mismos (Centro de Dialisis del Hospital
Evangélico, 2009). Existen ademas sistemas comerciales disponibles en el mercado para el tratamiento

de los dializadores para ser reutilizados.

Si bien estan probados los buenos resultados obtenidos en el sistema con el empleo de la solucion &cida
hiperténica en el sistema de trabajo, no se cuenta con antecedentes ni referencias bibliogréficas al
respecto. Es por esta razén que se disefiaron una serie de experimentos para probar objetivamente la
eficacia de esta solucién y obtener evidencia documentada de la misma, lo que resulta de gran interés

para el sector.
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MATERIALES Y METODOS

1. ESTUDIO DE LAS MUESTRAS RELACIONADAS CON EPISODIOS DE CHUCHO

Frente a la ocurrencia de episodios de presunta endotoxemia en pacientes se realizé en todos los casos
el andlisis de las muestras extraidas en el punto problema. El muestreo se realizé durante un afio
completo, procesando la totalidad de las muestras extraidas por esta causa en el periodo de tiempo

preestablecido.

Las muestras empleadas para la realizacion de este estudio corresponden a la salida del pico (punto de
salida del sistema de agua que se conecta al monitor), entrada del liquido de dialisis a la maquina, salida
del dializador para descarte (figura 2.1) y muestra de los concentrados de hemodialisis correspondientes.
Los sitios de toma de muestras de agua fueron establecidos por el centro de dialisis para llevar un control
interno de la ocurrencia de estos incidentes y tener conocimiento de la situacién en el momento para

buscar causas asignables.

Los recuentos microbiologicos se realizaron por el método de filtracion por membrana empleando los
medios de cultivo detallados en el punto anterior. Las muestras se incubaron a 32,5 £ 2,5 °C durante 5

dias, de acuerdo con lo establecido.
Caracteristicas fenotipicas y moleculares de cepas cultivables:

Se realizo el aislamiento de las bacterias recuperadas en todos los episodios de chucho ocurridos durante
el seguimiento de los mismos. El criterio para la seleccién de las colonias a identificar se baso en las
carateristicas morfolégicas de las mismas, realizando la identificacion de cada morfotipo de colonia que
fueron recuperadas en la totalidad de los controles. Para la caracterizacién fenotipica de dichas cepas se
realizd la observacion microscopica de las colonias aisladas y las pruebas primarias, empleando
posteriormente sistemas comerciales de identificacion (BD BBL™ Oxi/Ferm™ Tube II; BD BBL™
Enterotube™ II) (Anexos 4 y 5) basados en pruebas bioquimicas. Se realizd la caracterizacion molecular
(secuenciacion del gen ARNr 16S) de los distintos microorganismos recuperados en los casos en que no

fue posible identificarlos mediante los métodos convencionales.

E Sangre Figura 2.1- Representacion esquematica
v de la fibra de dialisis.
Salida del El compartimiento externo (por donde
dializador Compartimiento intemno: Capilares circula el liquido de dialisis) esta
destacado en color azul.
v Se indican los puntos de toma de
Entrada liquiga—, ™" Compartimiento extermno: muestra (V).
de dialisis Camisa de circulacion del liquido
de dilisis que bafia los capilares
|1> Sangre depurada
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2. ESTUDIO DE LA LIBERACION DE PIROGENOS POR EFECTO DE RADIACION UV

¢ Disefio del ensayo:

El estudio de liberacion de pirdgenos por efecto de la luz ultravioleta consistié en exponer la muestra
problema a la accion de radiacion UV (lampara Camag UV- Betrachter, 8W; A 254 nm) durante tiempos
diferentes preestablecidos (Tabla 2.2). La exposicion de las muestras se realizd empleando placas de
petri destapadas, donde se colocaron las suspensiones objeto de estudio (con el fin de aumentar la

superficie de exposicion); a la distancia establecida por la Iampara (aproximadamente 10 cm).

Cada una de las fracciones obtenidas al cabo de los distintos tiempos de exposicion se separd en dos
sub-fracciones: una de ellas fue analizada tal cual y la otra fue sometida a filtracion esterilizante (0.22

Km), condicién que teéricamente impediria el pasaje de células enteras pero no de pirégenos.

El analisis de las muestras consistié en el recuento de microorganismos viables y la determinacién de
endotoxinas bacterianas mediante el ensayo de Limulus Amoebocyte Lysate (LAL); y para las fracciones
filtradas se realizé unicamente el ensayo de LAL (Tabla 2.2). Se realizaron controles positivos empleando
soluciones de estandar de endotoxina de concentracion 0.25 UE/mL (2A), los cuales también fueron
sometidos al proceso de filtracion para descartar cualquier posible efecto de adsorcién de la membrana

sobre las endotoxinas.

Microorganismos empleados para los ensayos:

El ensayo se realizd empleando suspensiones de Stenotrophomonas maltophilia ATCC® 17666™. Se
selecciond este microorganismo como modelo ya que se asocia a este tipo de sistemas como patdgeno

oportunista y en este sistema en particular estuvo asociado a episodios de chuchos.

Se prepar6 una suspension segun la escala de Mac Farland 1 (3x108 bacterias/mL) a partir de un cultivo
de 24 horas en R2A. Se realizd el recuento de las suspensiones preparadas originalmente, en
condiciones similares a las establecidas para el andlisis de las muestras; para conocer exactamente el
numero de microorganismos de partida. Todas las operaciones realizadas en esta etapa fueron
manejadas con material libre de pirdgenos y agua libre de pirégenos (LRW) para la preparaciéon de

suspensiones y diluciones.

Determinacion de la dilucién de la suspensién empleada para la realizacion de las pruebas:

Dado que la presencia de bacterias no necesariamente se corresponde con un ensayo de LAL positivo,
se procedi6 a realizar un ensayo preliminar que permitiera determinar a partir de que nUmero de
microorganismos el ensayo de LAL arrojaba resultados positivos para las condiciones de analisis
planteadas. Para ello se realizaron diluciones seriadas con un factor de 10 de una suspensién de
Stenotrophomonas maltophilia preparada segun la escala de Mac Farland (N°1) empleando agua libre de

pirogenos (LRW).
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Se realizaron los recuentos correspondientes para determinar el numero de microorganismos presentes
en las distintas diluciones y se realiz6 la prueba de LAL sobre las diluciones 10-2, 103, 104y 10, Todas

las determinaciones se realizaron por duplicado.

Los ensayos de LAL y los recuentos se realizaron de acuerdo a lo establecido en los items siguientes.

Tabla 2.2- Disefio de los ensayos para el estudio de la liberacién de pirégenos por efecto de luz UV.

Tiempo .
' i i Fracciones ,
Microorganismo exposicion ) Ensayos realizados
: obtenidas
(minutos)
1 Filtrada/0.22um
Sin filtrar
S eepnomenas Filtrada/0.22pum Recuento en placa
maltophilia 5 e
ATCC 17666™ Sin filtrar Ensayo de LAL
10 Filtrada/0.22um
Sin filtrar

¢ Ensayo de Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL):

Para la deteccién y cuantificacion de endotoxinas bacterianas se aplico la prueba de LAL mediante la
técnica de coagulacion (gel-clot). Para ello se empleé el kit comercial Lonza (Limulus Amebocyte Lysate)
PYROGENT® Ultra (Cat. No. N594-125); el kit contiene el Lisado de Amebocitos de Limulus (sensibilidad
del reactivo 0.125 EU/mL) y cinco soluciones de estandar de endotoxina de concentracion 0.03, 0.06,
0.125y 2.5 EU/mL (Anexo 3). Se empleod Buffer Tris 50mM (s50-642) (Lonza) y agua para LAL (LRW)
(Lonza, Cat. No. W50-100) para la preparacion de los reactivos. Para la reaccion se emplearon tubos de
vidrio de 13X100 mm libres de pirdgenos. El bafio de agua utilizado durante la incubacién de los tubos
fue Thermo Fisher Scientific - Precision (Modelo 2832 240V 50/60Hz) (United States Phaemacopeia,
2011 <85>; Lonza, PYROGENT™ Ultra Gel Clot LAL Assay).

En cada corrida del ensayo se realizé la curva para verificar la sensibilidad del reactivo y se agregaron

controles positivos y negativos para validar la experiencia.

En todos los casos todos los tubos se sembraron por duplicado.
Despirogenizacion del material:

La despirogenizacion de todo el material utilizado se realizé en horno (Pablo Ferrando) a 200°C durante 4
horas (Perdomo R. et al., 2003).

¢ Recuentos de microorganismos:

Los recuentos se realizaron empleando el método de siembra incorporado en medio R2A, sembrando

1mL e incubando las placas a 32.5 + 2.5 °C durante 5 dias.
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¢+ Estudio de la liberacion de piré6genos por efecto de luz UV en condiciones semejantes

a las del sistema real:

Las condiciones del disefio de la experiencia fueron similares a las descriptas inicialmente. La adecuacion
de las condiciones de los ensayos para que fueran similares a las condiciones del sistema consistié en
trabajar con una suspensién cuya carga microbiana sea comparable a la que puede estar presente en
este tipo de sistemas de agua, es decir de 6rdenes de 10° — 102 microorganismos /mL.

Este punto se considera importante dado que es probable que el grado de eficiencia de la radiacion UV
sobre las muestras esté ligado estrechamente a la poblacién irradiada. De todas maneras se podra
verificar si esta hipdtesis es verdadera comparando los resultados obtenidos en los ensayos con las

distintas suspensiones.

3. PRESENCIA DE PIROGENOS EN LOS DISTINTOS PUNTOS DEL SISTEMA

Se seleccionaron cuatro puntos del sistema incluyendo puntos del sistema de pretratamineto y del
sistema de tratamiento para realizar un seguimiento en paralelo de recuento de microorganismos y la
prueba de LAL. Los puntos seleccionados fueron TM5, TM6, TM7 y TM8. Se realizaron dos ensayos en
dos instancias independientes. También se realiz6 el ensayo sobre las muestras tomadas en episodios de
chucho, ademas del analisis de rutina que se realiza sobre dichas muestras; como parte del monitoreo

durante los Ultimos 4 meses de muestreo.

La prueba se realizé siguiendo las indicaciones del fabricante (Anexo 3), empleando el kit comercial
Lonza (Limulus Amebocyte Lysate) PYROGENT® Ultra; sensibilidad del reactivo 0.125 EU/mL. Los
recuentos se realizaron por el método de siembra incorporado, sembrando 1 mL, se emple6 el medio de

cultivo R2A y las placas se incubaron durante 5 dias a 32.5 £ 2.5 °C.

4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE SOLUCION DE CONSERVACION DE DIALIZADORES

Para la evaluacién de la eficacia de la solucion acida hipertdnica empleada para la conservacion de
dializadores para su reutilizacion, se selecciond una cepa de Stenotrophomonas maltophilia como
modelo, se trata de una cepa que fue aislada a partir de hemocultivos de un paciente que sufrié un
episodio de chucho durante el tratamiento. EI mismo microorganismo fue aislado en otros episodios
similares. La identidad de la cepa fue confirmada en nuestro laboratorio empleando el kit comercial BD

BBL™ Oxi/Ferm™ Tube Il (Anexo 5). La experiencia se dividi6 en dos partes:

- En una primera instancia se realizaron ensayos in vitro para evaluar la actividad desinfectante de la

solucion de conservacion.

- En la segunda parte se llevd a cabo la evaluacién de la actividad “real”, realizando para ello el

andlisis sobre un dializador, empleando para estos ensayos un dializador nuevo y uno usado.
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«  Disefio de los experimentos:
a- Primera parte:
Analisis in vitro de la actividad de la solucion de conservacion:

Se realizd una curva de muerte del microorganismo seleccionado por exposicion a la accién de la
solucién de conservacién. Para ello se prepar6 una suspension segun la escala de Mac Farland 1 (108
bacterias / mL) del microorganismo en cuestion y se inoculé la solucién de conservacion de manera de
lograr una dilucion al décimo en el agente (18 mL de solucidn hiperténica + 2 mL de la suspension).

A continuacion se realizaron los recuentos de la solucion de conservacion inoculada en los tiempos
establecidos (tabla 2.4) para evaluar su actividad. Se realizaron dos ensayos que se describen a

continuacion.
Ensayo 1:

Para el disefio de esta experiencia se midié el pH de las diferentes diluciones a las que fue sometida la
solucién hiperténica para conocer las condiciones reales del ensayo y evaluar la posibilidad de
crecimiento de los microorganismos en estas condiciones (tabla 2.3). A partir de la dilucion 102 el pH del
medio no seria una limitante para el crecimiento microbiano. La menor dilucién sembrada fue la dilucién
10" (correspondiente a los tiempos de contacto de 15 a 45 minutos) y al sembrar la placa se considero
que la muestra (solucidn hipertdnica + suspension de microorganismo) se vuelve a diluir (1:20

aproximadamente), alcanzando asi condiciones validas para la realizacién del ensayo.

Tabla 2.3- Variacion del pH de la solucion hiperténica con el factor de dilucion

Factor de Dilucion pH
10 5.0
102 59
10 6.5

Ensayo 2:

El mismo ensayo se realiz6 repitiendo las condiciones anteriores pero los recuentos de las diluciones en
todos los tiempos muestreados se realizaron por el método de filtracion por membrana, asegurando de
esta forma la eliminacion del agente del medio y por lo tanto no se esperaria actividad inhibitoria residual
en el medio de crecimiento (tabla 2.4). En cada caso se filtrd 1mL de la solucién de conservacion
inoculada (suspendida en 20mL de agua estéril) y posteriormente se realizaron 3 enjuagues con 100 mL
de agua estéril.

En la tabla 2.4 se detallan las condiciones de tiempo, diluciones empleadas y volimenes de siembra para

ambos ensayos.
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Tabla 2.4- Disefio de la experiencia para la evaluacion de la actividad de la solucién de conservacion

Tiempo de Diluciones Ensayo 1 Ensayo 2
contacto sembradas Método de recuento / Método de recuento /
(min.) Volumen sembrado (mL) Volumen sembrado (mL)
0 345 Recuento en placa incorporado Filtracién por membrana
(1mL) (1mL)
15 41223 Recuento en placa incorporado Filtracién por membrana
(1mL) (1mL)
30 1223 Recuento en placa incorporado Filtracién por membrana
(1mL) (1mL)
45 1223 Recuento en placa incorporado Filtracién por membrana
(1mL) (1mbL)
60 0 Filtracion por membrana Filtracion por membrana
(10 mL) (10 mL)

Previamente a la inoculacién de la solucién se realizd el recuento de la suspensién para conocer
exactamente la carga del indculo original.
Todos los recuentos se realizaron segun los métodos detallados en la tabla 2.4, empleando como medio

de cultivo R2A. Las placas se incubaron a 32,5 £ 2,5 °C durante 5 dias.

b- Segunda parte:
» Evaluacion de la actividad de la solucién de conservacion sobre un dializador nuevo:

Esta segunda etapa consistid en simular una situacion de contaminacion del dializador. Para ello se
inoculd un dializador con una suspension del microorganismo empleado como modelo de los ensayos
(Stenotrophomonas maltophilia), dejando transcurrir cierto tiempo de exposicidon y posteriormente
enjuagando el dializador. A continuacion se realiz el tratamiento empleando la solucidn &cida hipertonica
y posterior almacenamiento del dializador, sometiéndolo a las condiciones normales de conservacion.

Finalmente se llevd a cabo el analisis y la evaluacion posterior de los resultados.

La puesta a punto de esta técnica implico no solamente el ajuste de volimenes de trabajo sino también
la metodologia a emplear para el manejo de los dializadores, dado que en el laboratorio no se cuenta con
monitores para hemodialisis y por lo tanto no fue posible conectarlos a un circuito continuo para el

enjuague de los mismos.
Desarrollo de la experiencia:

1. Se prepard y una suspension de Stenotrophomonas maltophilia MacFarland-1 y se realizé el
recuento inicial de la misma.

2. Inoculacion del dializador: Se llend la parte externa del dializador con agua destilada estéril y a
continuacién se inocul6 empleando 5mL de una dilucién 10+ de la suspension preparada
anteriormente (estimando una carga del orden de 104 bacterias). La seccidn interna del dializador se
inoculé directamente con el mismo volumen de la dilucién 10 de dicha suspension (figura 2.2).

3. Incubacién: Se incubd el dializador con la suspension durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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4.

7.

Tratamiento con solucion acida hipertonica: Una vez transcurrido el tiempo indicado, empleando agua
destilada estéril (100 mL), se recuper el contenido del interior de los capilares (por desplazamiento)
y se realizo el recuento de los microorganismos recuperados en el volumen eluido (E1) por el método
de filtracién por membrana. El compartimiento externo se vacié (recogiendo la fraccion E2). Se
completd el volumen de ambos compartimientos con la solucion de conservacion (solucidn &cida
hipertdnica).

Almacenamiento: Se incubd durante 24 horas a temperatura ambiente, simulando las condiciones de
almacenamiento normal.

Enjuague: Al cabo de 24 horas se vacid la parte externa del dializador y se lavé la seccion interna
con cuatro fracciones de 100mL de agua destilada estéril: F1, F2, F3 y F4. Se lavo la parte externa
con 100mL de agua estéril, recogiendo la totalidad del liquido de enjuague (Fex) (Figura 2.3).
Andlisis: Se realiz el recuento de cada una de las fracciones obtenidas. Todos los recuentos se
realizaron empleando los medios de cultivo R2A, incubando las placas a 32,5 £ 2,5 °C durante 5

dias.

Los ensayos se realizaron por duplicado.

E Sangre
SUSPENSION DE MICROORGANISMOS
Salida liquido de
dialisis <:| Compartimiento interno: Capilares
Compartimiento externo:
|::> Camisa de circulacion del liquido
Entrada liquido de didlisis que bafia los capilares
de didlisis

ﬂ_‘> Sangre depurada

AGUA ESTERIL

Figura 2.2- Representacién esquematica de los sitios de inoculacion sobre un dializador para el ensayo.
Los capilares (compartimiento interno) por donde circula la sangre se destacan en color rojo. Las flechas
indican los puntos donde se realiza el agregado de microorganismos y agua.
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Suspension de
microorganismos Agua estéril

{ |

Incubacién 30 min.

>
] Temp. ambiente ]
Suspension de .
. . Agregado de solucion
<+ 1 : p.
microorganismos E2 hiperténica en ambos
(Se extr_ae_el contenido del compartimientos
compartimiento externo) l
Se desplaza el liquido 2 | Incubar 24 horas
contenido en los capilares a Temp. ambiente
Agua estéril (E1)
(enjuague) v

Agua estérii —» Se vacia el compartimiento <€¢—
(enjuague) externo
¢ (Conteniendo solucién hiperténica)
Fex «—

F1,F2, F3, F4

Figura 2.3- Diagrama de trabajo para la determinacion de la actividad de la solucién de conservacion sobre un dializador.

» Evaluacion de la actividad de la solucién de conservacion sobre un dializador usado:

El ensayo descrito anteriormente intentdé simular la accién de la solucion de conservacién sobre un
dializador expuesto a contaminacién. Sin embargo, esto no logra reproducir las condiciones reales en
caso de dializadores de reuso, dado que la presencia de residuos de proteinas y elementos de la sangre
presentes en dializadores usados posiblemente interfiera en la accion de la solucién de conservacién. Por
esta razdn, para evaluar la actividad “real” de la solucion se realizd el ensayo empleando fibras de diélisis
usadas y almacenadas durante 24 horas después de su ultimo uso en las condiciones normales de
almacenamiento en el centro de dialisis.

Previamente a la realizacién del ensayo los dializadores fueron sometidos al mismo tratamiento de
enjuague al que se someten usualmente antes de cada uso. Se conect6 al circuito y se hizo pasar agua
del sistema por el compartimiento externo y se enjuagd la seccion interna de la fibra con suero fisiologico
estéril, para eliminar cualquier posible residuo de solucién de conservacion que pudiera permanecer en
el dializador.

Se tomaron las muestras de agua del enjuague correspondientes a los puntos de entrada y salida del

liquido de dialisis para ser analizadas, asi como el dializador enjuagado.
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El ensayo de evaluacion se realizé en dos oportunidades independientes sobre dos dializadores usados.

Datos de los dializadores usados para los ensayos (proporcionados por el centro):

NUmero de reusos Volumen residual (mL)
e  Primer ensayo 12 118
e Segundo ensayo 14 100

Desarrollo de la experiencia:

1. Se prepar6 una suspension de Stenotrophomonas maltophilia MacFarland-1 y se realizé el recuento
inicial de la misma.

2. Inoculacién del dializador: Se llend el compartimiento externo del dializador con agua estéril y se
inoculé cada uno de los dos compartimientos (interno y externo) con 5 mL de la dilucién 10+ de la
suspension indicada (estimando una carga de 104 bacterias en el inéculo).

3. Incubacion: Se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente.

4. Tratamiento con solucion &cida hipertonica: Se eluyo el contenido del compartimiento interno por
desplazamiento con agua estéril empleando un volumen equivalente al volumen residual medido y
se filtr6 el volumen recuperado. A continuacidn se extrajo el liquido contenido en el compartimiento
externo por uno de los extremos (E1) y se filtré la totalidad del volumen eluido.

5. Almacenamiento: Se completo el volumen de ambos compartimientos con solucién acida hipertonica
y se incubd la fibra durante 24 horas a temperatura ambiente.

6. Enjuague: Una vez transcurrido el tiempo indicado se vacié la parte externa del dializador. Se lavé la
seccion interna de la fibra con cuatro fracciones de 100 mL de agua destilada estéril: F1, F2, F3, F4,
y la seccién externa con 100mL de agua estéril, recogiendo la totalidad del liquido de enjuague (Fex).

7. Andlisis: Se realiz6 el recuento de cada una de las fracciones obtenidas. Todos los recuentos se
realizaron de manera similar a lo descrito para el analisis de un dializador nuevo.

Modificaciones a la metodologia para la filtracion de las fracciones obtenidas:

En el primer ensayo las muestras eluidas a partir del compartimiento interno no fueron filtrables, es

probable que esto se deba a la presencia de macromoléculas adheridas al interior de los capilares

(debido a la reutilizacién del dializador), que se desprendieron durante el procedimiento, quedando

suspendidas en el eluido y que contribuyeron a saturar la membrana de filtracién rapidamente. Lo mismo

sucedi6 al momento de filtrar las muestras finales (fracciones F1, F2, F3 y F4). Este fenémeno no permitio
estimar el numero de microorganismos retenidos en el compartimiento interno, por lo que solamente se
obtuvieron resultados para el compartimiento externo en estas condiciones.

Conociendo estos antecedentes, en el segundo ensayo se modific el procedimiento para procesar las

muestras. Se dividieron las fracciones eluidas del compartimiento interno y se procedié a trabajar con un

numero mayor de fracciones mas pequefas, suspendiéndolas en un volumen de agua destilada estéril

(100mL) para realizar la filtracion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. ESTUDIO DE LAS MUESTRAS RELACIONADAS CON EPISODIOS DE CHUCHO

Se procesaron la totalidad de las muestras extraidas por la ocurrencia de chuchos durante un afio
completo, registrandose una totalidad de 10 eventos en dicho periodo de tiempo. Con la realizacién de un
seguimiento anual, fue posible evaluar la incidencia de estos eventos segun los meses del afio,
descartandose (para el afio estudiado) un aumento de chuchos en los meses de temperaturas mas altas
(Figura 2.4).

En todas las soluciones de concentrados para hemodidlisis analizadas no se recuperaron
microorganismos, por lo que se descartaron las mismas como posible fuente de contaminacion. En todos
los otros puntos de muestreo (sitio de entrada del LD a la fibra, sitio de salida del liquido de descarte y el
pico correspondiente) se obtuvo crecimiento de microorganismos.

De todas las muestras analizadas, Unicamente en un caso se obtuvieron resultados fuera de

especificaciones y correspondio a una muestra del sitio de entrada de LD al dializador.

B Entrada de LD
O 5alida de LD
H Pico

10*% ufeM00mL 100 ufe/mb)
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Figura 2.4- Determinacion de carga bacteriana en episodios de chuchos.
Los “meses de verano” se consideraron los meses mas calurosos del afio. incluvendo el periodo noviembre — marzo.
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Caracteristicas fenotipicas y moleculares de cepas cultivables:

A medida que se procesaron las muestras, se realizd la identificacion de los microorganismos
recuperados en cada ocasion. Las tablas 2.5 y 2.6 muestran los resultados obtenidos en la identificacién

de los microorganismos recuperados en episodios de chuchos.

Tabla 2.5- Identificacion de microorganismos recuperados en episodios de chucho por métodos convencionales.

I . Método de Puntode  Numerode - b
Clasificacion Bacteria identificacion ~ muestreo  aislamientos Cédigoa  Reporte
Alcaligenes denitrificans Oxiferm® Ergir;;ja 2 Egg Si(1)
B-proteobacteria Pico EC2
) ) P .
Burkholderia cepacia Oxiferm Salida 2 EC8 Si(2)
Acinetobacter Iwoffi Enterotubo® Pico 1 EC2 Si(3)
Pseudomonas sp. Oxiferm® Entrada 2 ECS Si (4)
. EC9
y-proteobacteria
Pseudomonas putida Oxiferm® Salida 1 EC2 Si(5)
. Enterotubo / Entrada EC8 .
Stenotrophomonas maltophilia Oxiferm® Salida 2 EC8 Si (6)

a EC indica el Episodio de Chucho correspondiente a la recuperacion del microorganismo indicado.
b Bacteria reportada en este tipo de sistemas

(1) Bueno et al., 2009; (2) Magalhaes et al., 2003; Souza et al., 2004; Bereschenko et al., 2008; Oliveira Lima JR. et al., 2005; (3) Gomila et
al., 2005; (4) Bereschenko et al., 2008; Buenote al., 2009; Oliveira Lima JR. et al., 2005; (5) Bueno et al., 2009; Bereschenko et al., 2008;
(6) Kulakov et al., 2002; Bueno et al., 2009; Oliveira Lima JR. et al., 2005.

Tabla 2.6- Identificacion de microorganismos recuperados en episodios de chucho por métodos moleculares.

Punto de Ndmero de

Clasificacion Bacteria %sma  Lnb muestreo aislamientos Cbdigoc  Reported
Methylobacterium . EC1
radiotolerans % 1393 Picos 2 EC6 No
. Ralstonia pickettii 99 1454 Entrada 1 EC7 Si(7)
a-proteobacteria
Ralstonia pickettii 99 1463 Pico 1 EC3 Si(7)
Ralstonia pickettii 98 1448 Salida 1 EC4 Si(7)
Bacilli Paenibacillus campinasensis 99 1462 Salida 1 EC6 Si (8)

a % de similitud con secuencias de la base de datos RDP

b Longitud de la secuencia nucleotidica

¢ EC indica el Episodio de Chucho correspondiente a la recuperacién del microorganismo indicado.
d Bacteria reportada en este tipo de sistemas

(7) Kulakov et al., 2002; Oliveira Lima JR. et al., 2005; (8) Gomila et al., 2005.

Todos los microorganismos recuperados en los episodios de chuchos fueron identificados anteriormente
como parte de la poblacién planctnica del sistema o bien como parte de la flora integrante de biofilms. La
unica excepcion fue el caso de Paenibacillus campinasensis, pero la presencia de este ha sido reportada

anteriormente en sistemas similares (Gomila M. et al., 2005). Se trata de un baston Gram positivo,

56



Capitulo 2 - Estudio de procedimientos con importancia clinica -

aerobio que raramente se encuentra como causante de enfermedades en humanos. Sin embargo,
recientemente se han descrito casos de infecciones en seres humanos causadas por bacterias del género
Paenibacillus, como es el caso de Paenibacillus alvei y Paenibacillus thiaminolyticus el cual se ha
reportado como causante de bacteriemia en pacientes hemodializados (Ouyang J. et al., 2008).

Al igual que como de desprende del andlisis de la poblacion del sistema, en los aislamientos asociados a
episodios de chucho los microorganismos que predominan son bastones Gram negativos, lo que
concuerda con resultados obtenidos en estudios de sistemas similares (Oliveira Lima J.R. et al., 2005;
Santos F. et al., 2000; Reis J.D.P. et al., 1998). Burkholderia cepacia ha sido asociado con casos de
fibrosis quistica causando infecciones respiratorias que pueden acarrear un dafio tisular irreversible,
especialmente en pacientes mas susceptibles como son los enfermos renales (Oliveira Lima J.R. et al.,
2005), por lo que la determinacion de este microorganismo en este tipo de sistemas, especialmente
asociado a episodios de chuchos es importante para tomar acciones correctivas. De todas maneras,
independientemente del microorganismo identificado el procedimiento habitual del centro es la

sanitizacion del sistema tras la ocurrencia de episodios de chucho.

2. ESTUDIO DE LA LIBERACION DE PIROGENOS POR EFECTO DE LUZ UV
» Determinacion de la dilucion de la suspension empleada para la realizacion de las pruebas:

La tabla 2.7 muestra los resultados de recuentos y LAL para las diluciones de Stenotrophomonas
maltophilia. En ambos casos la prueba de LAL arrojé resultados positivos para la dilucién conteniendo
una carga bacteriana del orden de 106 ufc/mL. Tomando en cuenta la sensibilidad del reactivo utilizado, la
cual fue confirmada, se puede decir que para aquellas diluciones conteniendo menos de 106 ufc/mL la
carga de endotoxinas bacterianas detectables por el método de LAL se encuentra por debajo de 0.125
UE/mL.

Tabla 2.7- Resultados de recuentos y LAL para las diferentes diluciones

Diluciones
102 103 10+ 10°

Recuento (ufc/mL) 2.2 E6 2.2E5 2.2 E4 2.2E3
Ensayo 1

Ensayo de LAL (UE/mL) >0.125 <0.125 <0.125 <0.125

Recuento (ufc/mL) 1.7 E6 1.7E5 1.7 E4 1.7E3
Ensayo 2

Ensayo de LAL (UE/mL) >0.125 <0.125 <0.125 <0.125
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» Determinacion del efecto de la radiacién UV sobre una cepa de Stenotrophomonas maltophilia y

estudio de la liberacion de pirdgenos:
En la tabla 2.8 se detallan los resultados obtenidos.

Tabla 2.8- Determinaciéon de la variacion del nimero de microorganismos y de endotoxinas bacterianas por
exposicion a radiacion UV.

Condicion de la . o Solucion Solucion
muestra Filtrada Sin filtrar estandar estandar
: de de
Tlemp_ol o 0 1 5 10 0 1 5 10 endotoxina  endotoxina
exposicion (min.) sin filtrar filtrada
Recuento 21E8 20E7 17E7 3.1E6
(ufc/mL)
Ensayo de LAL - + + + + + + + + n

Ensayo de LAL (+): > 0.125 UE/mL Ensayo de LAL (-): <0.125 UE/mL

Los resultados demuestran la accion de la radiacion UV sobre el microorganismo en cuestion. Para el
tiempo de exposicion 0, es decir antes de someter a la muestra a la accién de la radiacién UV, el ensayo
de LAL arrojo resultados positivos para la muestra sin filtrar, resultado que coincide con los obtenidos en
los ensayos realizados sobre las distintas diluciones de la suspension original. Los controles positivos
demuestran la ausencia de interferencias en los ensayos. Sin embargo, la solucion obtenida tras la
filtracion realizada sobre la misma suspension dio resultados negativos. Por el contrario, al cabo de un
minuto de exposicion, el ensayo de LAL fue positivo tanto para las muestras sin filtrar como también para
las muestras filtradas. Este resultado podria interpretarse considerando que la exposicion a la radiacion
UV, dio lugar a la generacion de restos bacterianos con actividad pirogénica capaces de atravesar la
membrana del filtro, lo cual implica que al menos una parte de las endotoxinas detectadas estan en
solucién. Este resultado tendria importancia para el estudio de nuestro sistema, ya que en el caso del
agua de dialisis solamente las endotoxinas solubles capaces de atravesar la membrana de los capilares

llegan al paciente.

»  Estudio de la liberacién de pirdgenos por efecto de la luz UV en condiciones semejantes a las del

sistema real:

La tabla 2.9 muestra los resultados obtenidos para el ensayo realizado empleando suspensiones de
microorganismos con una carga microbiana por debajo de los limites establecidos para agua para
hemodidlisis, de manera de lograr condiciones similares a las del sistema real y obtener resultados que

aporten un conocimiento respecto a lo que sucede en el sistema en cuestion.
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Tabla 2.9- Determinacion de la variacidon del nimero de microorganismos y de endotoxinas bacterianas por
exposicion a radiacion UV.

Condicion de la . o Solucion Solucion
muestra Filtrada Sin filtrar estandar estandar
. . de de
Tlgmpo exposicion 0 1 5 10 0 1 5 10 | endotoxina  endotoxina
(min.) sin filtrar filtrada
Recuento (ufc/mL) 14E2 1.0E2 <1 <1
Ensayo de LAL - - - - - - - - + +

Ensayo de LAL (+): > 0.125 UE/mL Ensayo de LAL (-): < 0.125 UE/mL

De acuerdo a los resultados obtenidos, la accion de la radiacion UV sobre una poblacién bacteriana que
esta por debajo de los limites establecidos para sistemas de purificacién de agua result6 eficiente, y los
ensayos de LAL para determinacién de endotoxinas bacterianas resultaron negativos, lo que implica que
la concentracién de endotoxinas estuvo por debajo de 0.125 UE/mL. Este resultado tiene una gran
importancia para este tipo de sistemas ya que la radiacién UV es un elemento fundamental. Tanto las
endotoxinas como fragmentos de células con capacidad pirogénica, son sustancias sumamente estables,
cuya degradacion requiere tratamientos dréasticos como el empleo de acidos o bases fuertes o procesos
de pirdlisis térmica. Se ha reportado la presencia de endotoxinas bacterianas en ausencia de bacterias
viables luego del tratamiento de sistemas con cloro, lo que sugiere la generacién de pirdgenos por parte
del agente (Oliveira Lima J.R. et al., 2005). Un estudio comparativo realizado sobre el efecto del cloro y el
ozono como agentes desinfectantes para el tratamiento de sistemas de agua dié resultados similares en
cuanto a la accion sobre los microorganismos presentes, pero sin embargo la accion del ozono sobre las
endotoxinas bacterianas presentes en el sistema fue mas eficiente (Kontana A. et al., 2009). Esta
diferencia podria atribuirse al alto potencial de oxidacién del ozono, que supera ampliamente al del cloro.
Lo que se puede interpretar de los resultados obtenidos en nuestro estudio es que la radiacion UV es
potencial generador de pirdgenos. Sin embargo, cuando actua sobre un numero bajo de
microorganismos (102 ufc/mL) los pirdgenos generados estan por debajo del limite exigido. Estos
resultados fueron obtenidos exclusivamente para el microorganismo S. maltophilia, pero podria
considerarse un resultado representativo de bacterias tipicas presentes en el agua capaces de generar

endotoxinas. Por lo tanto para contar con un sistema seguro, lo importante es mantenerlo bajo control.

3. PRESENCIA DE PIROGENOS EN LOS DISTINTOS PUNTOS DEL SISTEMA

En los andlisis realizados en los distintos puntos del sistema la prueba de LAL arrojé resultados positivos
Unicamente para el punto TM5 (post-ablandador). En la determinacién en paralelo del nimero de
bacterias viables mediante el recuento en placa, se observd para este punto el mayor recuento, ain

cumpliendo con los limites establecidos. En la tabla 2.10 se detallan los resultados.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, las bacterias viables recuperadas en
este punto estan muy por debajo del nimero que arroja un resultado de LAL positivo; por lo tanto este
podria atribuirse a la presencia de pirégenos en solucion, posiblemente generados por la accion del cloro.
El analisis de los puntos posteriores a las membranas de 6smosis inversa estaria indicando la retencién

de células y fracciones celulares con actividad pirogénica por parte de estas.

Tabla 2.10- Resultados del ensayo de LAL y recuentos sobre muestras del sistema.

Muestra
Ensayo
TM5 TM6 ™7 T™M8
LAL (UE/ mL) >0.125 <0.125 <0.125 <0.125
Experiencia 1
Recuento (ufc/mL) 220 <10 <10 <10
LAL (UE/mL) >0.125 <0.125 <0.125 <0.125
Experiencia 2
Recuento (ufc/mL) 480 <10 <10 <10

Para las muestras obtenidas tras la ocurrencia de chuchos, la prueba de LAL di6 resultados negativos en
todos los casos, independientemente de los recuentos obtenidos para estos puntos, pero sin perder de
vista que en ningln caso estos recuentos estuvieron por encima de los limites respectivos. Se ha
reportado que existe una buena correlacién entre el nimero de bacterias, el nivel de endotoxinas en el
liquido de diélisis y la presencia de reacciones a pirdgenos en los pacientes (Oliveira Lima J.R. et al,,
2005). Otro trabajo establece que una concentracion bacteriana por encima de 2000 ufc/mL, se
correlaciona con un nivel de endotoxinas suficiente para generar sintomas clinicos (Santos F. et al.,
2000). Sin embargo, este numero sobrepasa ampliamente las especificaciones establecidas en estos
sistemas, por lo que se considera que existe un factor importante de la capacidad de generacion de
pirdgenos que aportan los distintos tipos de microorganismos, sin perder de vista el aporte generado por
los microorganismos no viables presentes en el sistema. La diferencia en el potencial para generar
reacciones a pirdgenos de las moléculas de LPS se debe a su estructura, la cual aparte de su nucleo
basico comun puede variar considerablemente, fundamentalmente la regién O-especifica compuesta por
unidades de oligosacaridos repetitivas y que es caracteristica de cada bacteria. Se han reportado
diferencias en el potencial de activacion de factores del sistema del complemento por LPS generados por
diferentes microorganismos. Esto indica que el ensayo de LAL no puede correlacionarse directamente
con el potencial pirogénico en seres humanos, simplemente se trata de un indicador que permite estimar
el nivel de pirdgenos (Dehus O. et al, 2006).

Dado que en ningln caso se obtuvieron resultados para LAL positivos en los distintos episodios
monitoreados, se manejaron diferentes hipdtesis al respecto que deberian ser estudiadas, una es la
posibilidad de que las reacciones a pirogenos generadas en los pacientes sean provocadas al menos en
parte, por moléculas no detectables por el ensayo de LAL. Otra posibilidad seria que cuando aparece un

numero elevado de endotoxinas en el sistema su distribucion no sea homogénea y por lo tanto cuando un
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episodio de chucho es detectado en un paciente, el muestreo posterior de los diferentes puntos del
sistema no sea representativo de lo ocurrido solamente unos instantes previos, hecho que podria
vincularse con el desprendimiento de biofiims.

Todos los elementos discutidos anteriormente son vélidos para aquellos casos en que los episodios en
los pacientes ocurren como consecuencia del liquido de dialisis, sin embargo esta no suele ser la causa
mas frecuente. Se ha reportado que las infecciones relacionadas a catéteres endovenosos son una de las
complicaciones mas frecuentes y graves en hemodializados y es responsable de 80% - 90% de las

bacteriemias en este grupo (Medina J. et al., 2006; Contreras L. et al., 2003).

4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE SOLUCION DE CONSERVACION DE DIALIZADORES
a- Primera parte:

Andlisis in vitro de la actividad de la solucion de conservacion:
1- Seguimiento realizado por el método de recuento en placa incorporado*:

Actividad solucién conservacion:

Tiempo de. Recuento final
muestreo (min)
to 5.8 E5 ufc/mL
t15 <10 ufc/mL
t30 <10 ufc/mL
tas <10 ufc/mL
teo <1 ufe/ mL

% En la muestra obtenida para t60 se realizé el recuento por filracién por membrana.

2- Seguimiento realizado por el método de filtracion por membrana:

Actividad solucién conservacion:

Tiempo de. Recuento final
muestreo (min)
to 4.4 E5 ufc/mL
t1s <10 ufe/mL
t30 <10 ufe/mL
tas <10 ufe/mL
teo <1 ufe/ mL

b- Segunda parte:
> Evaluacion de la actividad de la solucion de conservacion sobre un dializador nuevo:

Resultados de recuentos:

KD

«» Recuento de la suspension original (Stenotrophomonas maltophilia, Mac Farland - 1):

Ensayo 1 Ensayo 2

3.9 E8 ufc /mL 4.8 E8 ufc /mL
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KD

«» Microorganismos recuperados previamente al agregado de solucién de conservacion:

Muestra Ensayo 1 Ensayo 2
E1 9.0 E4 bacterias 1.1 E5 bacterias
E2 1.0 E5 bacterias 1.4 E5 bacterias

KD

«» Microorganismos recuperados en las fracciones de enjuague posteriores a la exposicion a la solucion de

conservacion:
Muestra Ensayo 1 Ensayo 2
F1 No se recuperaron microorganismos No se recuperaron microorganismos
F2 No se recuperaron microorganismos No se recuperaron microorganismos
F3 No se recuperaron microorganismos No se recuperaron microorganismos
F4 No se recuperaron microorganismos No se recuperaron microorganismos
Fex No se recuperaron microorganismos No se recuperaron microorganismos

Interpretacién de los resultados:

K2

«» Numero real de microorganismos empleados para la realizacion de los ensayos (cada compartimiento del
dializador se inocul6 con 5mL de la dilucion 10 de la suspension original):

Ensayo 1 Ensayo 2
Suspensién original 3.9 E8 ufc /mL 4.8 E8 ufc /mL
Microorganismos introducidos 2.0 E5 bacterias * 2.4 ES5 bacterias *
Microorganismos recuperados en el eluido previo al Ef 9.0 B4 bacterias 1.1 E5 bacterias
agregado de solucion de conservacion E2 1.0 E5 bacterias 1.4 E5 bacterias

& Total de bacterias presentes en el inoculo.

En todos los casos se estima que el nimero de microorganismos que permanecen en el dializador y que por lo
tanto fueron sometidos a la accion de la solucién fue aproximadamente el 50% del indculo inicial.

Evaluacidn de la actividad de la solucion de conservacion:

En las fracciones del enjuague (F1, F2, F3 y F4) correspondientes a la parte interna del dializador vy la
fraccion del compartimiento externo (Fex), no se recuperaron microorganismos luego de haber
conservado el dializador durante 24 horas con la solucion hipertonica. Por lo tanto se verifica su eficacia

en estas condiciones.

» Evaluacion de la actividad de la solucién de conservacion sobre un dializador usado:

Resultados de recuentos:

KD

«» Recuento de la suspension original (Stenotrophomonas maltophilia, Mac Farland - 1):

Ensayo 1 Ensayo 2

5.3 E8 ufc /mL 1.7 E9 ufc /mL
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+» Microorganismos recuperados previamente al agregado de solucién de conservacion:

Muestra Ensayo 1 Ensayo 2
E1 3.1 E4 bacterias
E2 1.6 E5 bacterias 6.3 E4 bacterias

+»+ Microorganismos recuperados en las fracciones de enjuague posteriores a la exposicién a la solucién de
conservacion:

Muestra Ensayo 1 Ensayo 2

F1
F2
F3
F4

Fex No se recuperaron microorganismos No se recuperaron microorganismos

Interpretacién de los resultados:

+» Numero real de microorganismos empleados para la realizacion de los ensayos (cada compartimiento del
dializador se inocul6 con 5mL de la dilucion 10 de la suspension original):

Ensayo 1 Ensayo 2
Suspensién original 5.3 E8 ufc /mL 1.7 E9 ufc /mL
Microorganismos introducidos 2.7 E5 bacterias 8.5 E5 bacterias
Microorganismos recuperados en el eluido previo al E1 3.1 B4 bacterias
agregado de solucién de conservacion E2 1.6 E5 bacterias 6.3 E4 bacterias

En el caso de los dializadores usados no fue posible establecer un porcentaje de microorganismos retenidos en el
dializador, esto probablemente se debe a que los residuos presentes en el interior constituyen una composicién
sumamente heterogénea e impredecible. De todas maneras se puede asegurar que para todos los casos el
numero de microorganismos retenidos que fue expuesto a la accion de la solucidn de conservacion fue del orden
de 105 bacterias en cada compartimiento.

Evaluacion de la actividad de la solucién de conservacion:

En el primer ensayo, las fracciones del enjuague (F1, F2, F3 y F4) correspondientes a la parte interna del
dializador no fueron filtrables, es probable que esto se deba a la presencia de macromoléculas adheridas
al interior de los capilares (debido a la reutilizacion del dializador), que se desprendieron durante el
procedimiento, quedando suspendidas en el eluido y que contribuyeron a saturar la membrana de
filtracion rapidamente. La fraccién obtenida del enjuague del compartimiento externo (Fex) no presento
inconvenientes para su procesamiento y no se observé crecimiento de microorganismos.

En el segundo ensayo, la modificacién del procedimiento de trabajo permitié procesar la muestra del

eluido inicial, para poder estimar el nimero de microorganismos remanentes en dicho compartimiento que
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fue sometido a la accion de la solucidon de conservacion. Sin embargo, al momento de procesar las
fracciones finales, luego de haber conservado la fibra 24 horas con la solucidn hipertdnica, se presentd el
mismo problema a pesar de las modificaciones introducidas. Las muestras obtenidas del compartimiento
externo se procesaron segun lo establecido y al cabo del periodo de incubaciéon no se observd
crecimiento. De acuerdo a los resultados obtenidos es posible asegurar la eficacia de la solucion de
conservacion Unicamente en el compartimiento externo. De todas maneras se considera un resultado
valioso dado que se trata del sitio a donde accede el liquido de hemodialisis, asegurandose asi la
eliminacion de cualquier contaminacion proveniente del sistema, teniendo en cuenta que las membranas
de dialisis no permiten el pasaje de microorganismos. Es importante considerar también que estos
ensayos fueron realizados con cargas microbianas de érdenes mucho mayores a los que pueda aportar

cualquier contaminacion en este tipo de sistemas.
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RESUMEN

Se llevaron a cabo simultineamente analisis empleando los métodos convencionales de cultivo, de
acuerdo a las normativas establecidas por los organismos regulatorios pertinentes y métodos alternativos
de analisis basados en técnicas moleculares y de fluorescencia.

Los métodos utilizados incluyen microscopia de fluorescencia, citometria de flujo y PCR en tiempo real. El
empleo de estas nuevas tecnologias para el anélisis de las muestras requiere aumentar la carga inicial de
las mismas mediante métodos de concentracion para lograr un mayor limite de deteccidn en los analisis.
El capitulo plantea el desarrollo y puesta a punto de estas metodologias alternativas empleando
microorganismos que fueron seleccionados como modelo para la determinaciéon de parametros como
sensibilidad y especificidad de las mismas, para poder evaluar objetivamente la posibilidad de aplicar

estas técnicas al sistema objeto de estudio y sistemas con caracteristicas similares.
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INTRODUCCION

El agua que se utiliza en hemodialisis debe contener un bajo nimero de microorganismos por mL. Para el
empleo de métodos alternativos se requieren instancias de concentracion previamente a la determinacion
de los microorganismos en cuestion (Rajal V.B. et al., 2007; Jofre J. et al., 2010). La composicién del
agua y las caracteristicas de los microorganismos afectan la eficiencia de los métodos de concentracion;
lo que dificulta la optimizacién de un método estandar de concentracién para la matriz agua (Cofre J. et
al., 2010). Es por esta razén que se deben establecer técnicas particulares para aplicar a cada tipo de
sistema y los microorganismos objeto de trabajo (Rajal V.B. et al., 2007; Ferguson C., 2004). Muchas
veces pueden emplearse técnicas ya establecidas para la concentracién de las muestras pero la
eficiencia de concentracidn puede resultar baja o muy variable entre las muestras, dependiendo de cada
sistema. En todo caso debera evaluarse la aplicabilidad de la técnica al sistema en cuestion (Jofre J. et
al., 2010).

No debe perderse de vista que cuando se realiza la concentracién de una muestra también aumenta la
materia organica, minerales y otros compuestos presentes en el agua, lo que altera la composicién de las
muestras haciéndolas mas complejas. Esta es una caracteristica que debe ser tomada en cuenta al

momento de la seleccion de los puntos de muestreo (Jofre J. et al., 2010).

De todas maneras la necesidad de concentrar la muestra previamente al analisis, se traduce en un

incremento de los costos y complejidad de los analisis.

Los métodos que se ensayaron como alternativos, permiten acortar los tiempos de andlisis y/o aumentar

la especificidad.

CITOMETRIA DE FLUJO:

La citometria de flujo consiste en una técnica de andlisis que permite estudiar caracteristicas
estructurales y funcionales de particulas y células en suspension. La importancia de los analisis de
citometria de flujo radica en que se realizan medidas sobre particulas individuales dentro de una
suspension al pasar a través de una fuente de luz de alta intensidad a gran velocidad. Esta metodologia
cuenta con la capacidad de medir multiples parametros celulares basados en la dispersion de la luz y en
la fluorescencia.

La dispersién de la luz se basa en el principio fisico que ocurre al incidir un haz de luz sobre una célula,
cambiando la direccion de la luz pero no su longitud de onda. Las caracteristicas celulares que
contribuyen a la dispersion de la luz son el tamafio celular, el nucleo, la membrana celular y el material

granular del interior. También la forma de la célula y si la superficie es lisa o rugosa.
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La fluorescencia ocurre cuando una molécula es excitada por un haz de luz de una longitud de onda
determinada y vuelve a su estado basal (no excitado) por la emisién de luz a una longitud de onda
diferente. Las moléculas que cuentan con esta propiedad se denominan compuestos fluorescentes,
fluoréforos o fluorocromos.

La citometria de flujo tiene multiples aplicaciones. Existe un amplio espectro de compuestos fluorescentes
disponibles para estimar directamente pardmetros celulares como contenido de acidos nucleicos,
actividad enzimatica, potencial de membrana, entre otros. La conjugacion con ligandos y anticuerpos ha
hecho posible la determinacién de densidad y distribucion de células que han permitido el estudio méas
profundo de dichas poblaciones. Las aplicaciones de esta tecnologia a la microbiologia han permitido la
discriminacion e identificacién de microorganismos por la dispersion de la luz y el empleo de
combinaciones de fluorocromos o anticuerpos marcados. Actualmente es posible emplear esta
metodologia para determinaciones cuantitativas mediante la utilizaciéon de un estandar interno. (Ormerod

M.G., 1990; Davey H.M. et al., 1996).

R/

¢ Caracteristicas generales de un citémetro de flujo:

El citometro de flujo consiste, basicamente, en una fuente de luz, un sistema de flujo celular, los
componentes oOpticos para diferenciar y seleccionar las modificaciones impartidas a la luz incidente, los

elementos electrénicos para amplificar y procesar la sefial resultante y un ordenador (Figura 3.1).
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Figura 3.1- Representacion esquematica de un citometro de flujo.

68



Capitulo 3 - Desarrollo y puesta a punto de métodos alternativos de analisis -

Los citdmetros poseen dos sistemas de medida: los sistemas de dispersion y los de fluorescencia.

El sistema de dispersion hacia delante, situado justo enfrente de la fuente emisora, se denomina
‘Forward Scatter” (FS). Cuando el haz de luz I&ser incidente atraviesa una célula o particula, sufre una
dispersion que puede ser evidenciada en un fotodetector como una disminucion de la luz incidente.

El tiempo que dure el corte en la llegada de fotones al detector seré proporcional al didmetro, y por tanto
el volumen, celular.

Ademas del detector de luz situado frente al haz laser, existe ofro grupo oOptico que detecta la luz
dispersada por las células y que se coloca formando un angulo de 90° con el haz incidente. Esta luz es
descompuesta, mediante los filtros apropiados para poder estudiar tanto la dispersion de luz de la misma
longitud de onda del laser (“Side Scatter”) como la emitida por los fluorocromos. La mayor o menor
dispersion de la luz en este detector, sera proporcional a la rugosidad de la superficie celular y a las

estructuras y organelos celulares (Matas Parra C., 1997) (figura 3.2).

Pulse

SsC SsC

Luz Luz
incidente incidente

Fsc| Fulse FscC

N

El detector de luz dispersada hacia delante El  detector de luz dispersada
(Forward Scattered Light, FSC) convierte la lateralmente (Side Scattered Light, SSC)
luz dispersada en un pulso de voltaje convierte la luz dispersada en un pulso
proporcional al tamafio de la de voltaje proporcional al contenido
célula/particula. celular (granularidad).

Figura 3.2- Representacion de los detectores FSC y SSC.

La luz correspondiente a las diferentes emisiones fluorescentes se recoge en angulos cercanos a los 90°
junto con la luz dispersada lateralmente. Un sistema 6ptico permite separar la luz que aporta cada una de
las emisiones fluorescentes correspondientes a cada uno de los fluorocromos presentes en la célula. Esta
propiedad es la que permite utilizar de forma simultanea diferentes fluorocromos y asi realizar un analisis
multiparamétrico (http://www.cnb.csic.es/~fotonica/Photonic_en/Review/citometria_de_flujo.htm).

@

¢+ Fluorescencia y compuestos fluorescentes:

El fenémeno de fluorescencia ocurre cuando una molécula excitada por un haz de luz de una longitud de

onda determinada, vuelve al estado basal mediante la emisidén de luz a una longitud de onda mayor.

69


http://www.cnb.csic.es/~fotonica/Photonic_en/Review/citometria_de_flujo.htm

Capitulo 3 - Desarrollo y puesta a punto de métodos alternativos de analisis -

Cuando la excitacion del compuesto fluorescente se detiene (quitando la fuente de luz), las emisiones
fluorescentes cesan rapidamente. Esto distingue la fluorescencia de un fenémeno relacionado conocido
como fosforescencia, el cual contintia por cierto tiempo. La diferencia existente entre las longitudes de
onda de la luz incidente y la luz emitida hace posible el empleo de filtros dpticos para la separacion de la
luz de excitacion y la luz de emisién, permitiendo asi cuantificar la fluorescencia generada por un
determinado compuesto.

Existen propiedades de las diferentes moléculas fluorescentes que las hacen mas o menos apropiadas
para la citometria de flujo. El coeficiente de excitacion es una medida de la cantidad de luz que puede
absorber a una determinada longitud de onda. Las moléculas fluorescentes ideales deben tener su
méxima capacidad de absorcién a una longitud de onda cercana a la longitud de onda de emision de la
fuente (alto coeficiente de excitacidn), pero distante del méaximo de excitacién de las moléculas con
capacidad de autofluorescencia presentes en el interior de las células (piridina, flavina).

Otro factor que debe considerarse es la fotoestabilidad, es decir, el nimero de veces que una molécula
puede ser excitada antes de descomponerse; de todas maneras esta propiedad cobra mayor importancia
para los estudios de microscopia de fluorescencia ya que en el caso de la citometria de flujo las
moléculas permanecen un tiempo muy corto en la zona de excitacion.

El tiempo entre el estado de excitacidn y la emisidén por parte de la molécula fluorescente puede tener
importancia dado que una emisién rapida (del orden de nanosegundos) puede permitir que la molécula
sea excitada mas de una vez al pasar por la zona de iluminacién.

Las propiedades fisicas de los compuestos fluorescentes juegan un rol fundamental, es importante
considerar la solubilidad en agua, la capacidad de penetracién en las células y la toxicidad de la molécula.
(Davey H.M. et al., 1996). Algunas moléculas fluorescentes empleadas en citometria de flujo se listan en
la tabla 3.1.

Tabla3.1- Fluor6foros empleados en citometria de flujo

Fluoréforo Ex (méx.)a (nm) Em (méax.)a (nm)
Ethidium bromide 521 602
Propidium iodide 530 618
SYTO9 482 500
Texas Red 591 613
Thiazole orange 509 525

a- Ex (max.) y Em (max.) se refieren a las longitudes de onda correspondientes a los picos
de excitacion y emision respectivamente.

Los valores de longitud de onda de absorcion y emision estan sujetos a un pequefio grado
de variacion dependiendo de las condiciones de medida.

@

+«»+ Procesamiento de las sefiales y representacion de datos:

La figura 3.3 representa el proceso que sufre la informacién generada a partir de los diferentes detectores

hasta la representacion de la misma mediante modelos informaticos.
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Figura 3.3- Esquema del proceso de informacion en citometria de
fluio.

La informacion obtenida por técnicas de andlisis de citometria de flujo se representa en forma de
distribuciones de frecuencia o histogramas de una o dos dimensiones, 0 en modo lista, que consiste en
guardar toda la informacion obtenida para cada evento de modo que se pueden modificar las regiones de
analisis y reconstruir los histogramas en funcién de nuevos parametros de seleccion.

La citometria de flujo permite el estudio de multiples caracteristicas celulares combinando las lecturas
sobre sefiales de dispersion de luz y sefales fluorescentes. El empleo de fluorocromos con longitudes de
onda de excitacidon compatibles con la fuente de luz del citémetro y con distintos espectros de emisién
posibilita el estudio simultaneo de varias propiedades o caracteristicas sobre células incluso en muestras
heterogéneas (Monserrat J., 2009).

La representacion monoparamétrica de datos consiste en histogramas, en los que se representa en cada
valor de abscisas (intensidad de fluorescencia) el numero de células que emiten esa intensidad (figura 3.4
A). Las distribuciones de frecuencia de dos parametros, también denominadas citogramas, representan
en cada eje la intensidad de fluorescencia de un parametro diferente. Las mas comunes son las
distribuciones de frecuencia de puntos (“dot plots”) donde cada punto representa a una particula
analizada, y la distribucién de los puntos permite visualizar las contribuciones relativas de cada region de
rangos de intensidad de fluorescencia. La utilizacion de representaciones en dos dimensiones permite
establecer de manera visual cual es la correlacién entre cualesquiera dos parametros (figura 3.4 B). Otra
caracteristica propia del anélisis de datos de citometria de flujo es la utilizacion de ventanas de analisis
(‘gates”) (figura 3.4 C). El establecimiento de ventanas de analisis se utiliza tanto para seleccionar de
manera especifica la poblacion de células o particulas de interés, como para simplificar el anélisis de

poblaciones heterogéneas en las que se analizan simultaneamente un nimero elevado de parametros.
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Figura 3.4. Representacion de datos de Citometria de Flujo.

Cuando se trata de analisis por citometria con dos o mas fluorocromos se busca marcar las células con
moléculas distintas que reflejen las diversas propiedades celulares y detectar la sefial proporcional a cada
una de los fluorocromos empleados en los detectores adecuados sin desviaciones producidas por
interferencias de la sefial. Sin embargo los fluorocromos tienen espectros de emision que en ocasiones
se superponen y los filtros no son perfectos, por ello los citometros poseen un sistema informatico de
compensacion o sustraccion de sefial. Es dificil predecir tedricamente el grado de compensacion y por lo

tanto debe ser ajustado individualmente.
Nivel umbral (Threshold):

El umbral puede utilizarse para limitar el nimero de eventos y debe fijarse en un parametro. Cuando se

define un valor de umbral, Gnicamente las sefiales con igual o mayor intensidad seran procesadas.

«» Aplicacion de la citometria de flujo en el analisis microbioldgico de sistemas de agua:

La citometria de flujo es una herramienta alternativa potencial para el analisis de bacterias en muestras
de agua, permitiendo la clasificacion y conteo de estas células sin necesidad de cultivar (Hammes F. et
al., 2008). Mediante la aplicacion de esta metodologia es posible diferenciar células viables de no viables
asi como bacterias Gram positivas de bacterias Gram negativas dependiendo de la combinacién de
colorantes seleccionada. Ademas de la clasificacion de la poblacién bacteriana es posible una
cuantificacion de la misma. Para ello se emplea una suspension de microesferas marcadas como

estandar de referencia para un volumen dado de muestra. El tamafio y fluorescencia de las microesferas
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debe ser cuidadosamente seleccionado para asegurarse que sea claramente distinguible de la poblacion
de bacterias marcadas en el diagrama de citometria. La concentracién de bacterias se determina
correlacionando el numero de bacterias y el de microesferas (estandar de referencia) en el citograma
(Berney M. et al., 2007).

La aplicacién de esta metodologia a la microbiologia presenta limitaciones que deben ser tomadas en
cuenta al momento del disefio de los ensayos e interpretacion de resultados:

1. Criterio de viabilidad: La viabilidad de las bacterias no siempre se define facilmente Unicamente en
términos fisioldgicos y morfoldgicos. Si bien en términos generales los métodos de cultivo convencional
arrojan resultados que se correlacionan con los ensayos de viabilidad por citometria; bajo ciertas
condiciones, bacterias con ciertas estructuras de la membrana comprometida (que serian catalogadas
como “‘muertas” por citometria de flujo) pueden ser recuperadas por cultivo. Inversamente, algunas
bacterias con membranas intactas son incapaces de reproducirse en medios nutrientes, pero emitiran en

la zona de bacterias “vivas” en el citograma.

2. En la citometria de flujo, las bacterias se definen Unicamente en base a su tamafio y capacidad de
tincién. Lo ideal seria poder inspeccionar cada muestra por microscopia de fluorescencia para confirmar

que las particulas contadas por el citométro son realmente bacterias.

3. Cuando se procesan muestras muy diluidas se necesitan tiempos de adquisicién mas largos vy
consecuentemente el ruido puede volverse mas significativo. En estos casos son importantes los
controles para poder estimar la contribucidn del ruido.

De todas maneras, la citometria de flujo proporciona una alternativa importante para dar una respuesta
rapida sobre la calidad del agua del sistema en un determinado momento. En este trabajo se propone
estudiar la capacidad de aplicacién de esta metodologia a este tipo de sistemas en condiciones reales de

trabajo.

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA:

La Microscopia de fluorescencia se basa en el principio de fluorescencia en el que una molécula
fluorescente, ya sea una sustancia natural presente en las células o un colorante aplicado, es estimulada
por un haz de luz emitiendo parte de la energia absorbida bajo la forma de fluorescencia. Siendo escasas
las moléculas autofluorescentes, su aplicacién mas difundida es para revelar una fluorescencia agregada
mediante el empleo de moléculas fluorescentes. Se frata de una de las técnicas microscdpicas mas
ampliamente utilizadas debido a sus dos principales ventajas: el empleo de moléculas de union especifica
permite observar caracteristicas fisiolégicas de las células y la posibilidad de observacion de estructuras

celulares.

El microscopio de fluorescencia es basicamente similar al microscopio 6ptico convencional, a excepcion

de que la luz incidente que procede de una potente fuente atraviesa un primer filtro que selecciona la
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longitud de onda capaz de excitar al fluorocromo antes de incidir sobre la muestra. La luz emitida por la
muestra (reflejada y fluorescente) atraviesa un segundo filtro que selecciona la longitud de onda de

emision del fluorocromo (Huang B. et al., 2009) (figura 3.5).

Figura 3.5- Componentes de un microscopio
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Principio de fluorescencia:

El proceso de fluorescencia se expuso detalladamente en la parte 2 de este capitulo “Citometria de flujo”.

La figura 3.6 resume las etapas de este fenémeno.

Figura 3.6- Proceso de fluorescencia.

Una fuente externa aporta un fotén de energia (E) a una
molécula fluorescente que se encuentra en su estado basal
— S (So), llevandola a un estado excitado (S1). La molécula
permanece en el estado excitado por un periodo finito de
tiempo, parte de la energia es disipada, alcanzando un
estado excitado relajado donde se origina la emision
fluorescente (S1). La energia emitida que produce la
fluorescencia permite a la molécula alcanzar nuevamente el
So estado basal (So).

Espectro de fluorescencia:

Los fluoréforos presentan espectros fluorescentes de excitacidn y espectros fluorescentes de emisién. El
ancho de banda de estos espectros es un parametro de particular importancia, fundamentalmente para la
aplicacién de técnicas en las que se emplean dos o mas fluoréforos simultdneamente. La excitacion de
una misma molécula a diferentes longitudes de onda tendra espectros de excitacion de amplitudes
diferentes. Si bien esto no tiene influencia sobre los perfiles de emisién para esa molécula, producira
variaciones en la intensidad de fluorescencia de emision (figura 3.7), esto explica la importancia en la

seleccion del espectro de fluorescencia de excitacion.
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La tabla 3.2 establece propiedades importantes acerca de los espectros de las moléculas fluorescentes

que deberian ser tomadas en cuenta al momento de la seleccion de las mismas (Invitrogen Life Science,

2010).
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Tabla 3.2- Propiedades de las moléculas fluorescentes

Propiedad

Significado

Espectro de fluorescencia de
excitacion

La energia de excitacion debe ser de una longitud de onda lo mas cercana posible
al pico del espectro de excitacion del fluoréforo

Espectro de absocion

Generalmente el espectro de absorcion de una sustancia coincide con el espectro
de excitacion.

Espectro de fluorescencia de
emision

La discriminacion entre los espectros de emisién de cada sustancia es la base
para el analisis empleando mas de un fluoréforo y para la resolucion entre la
emision de las sondas fluorescentes y la autofluorescencia de fondo.

EC (Extintion coefficient)

Se refiere a la capacidad de absorcion de luz a una determinada longitud de onda.

QY (Fluorescente Quantum
Yield)

Se refiere al numero de fotones fluorescentes emitidos por fotdén de excitacion
absorbido.

Quenching (pérdida de
fluorescencia)

Es la pérdida de la sefial fluorescente debido a interacciones entre el fluoréforo y
el entorno molecular (incluyendo otros fluoréforos)

Pérdida de fluorescencia

La pérdida de la sefial fluorescente es irreversible y estd relacionada con la
duracion de exposicion e intensidad de la fuente de excitacion.

Interferencias:

Muchas veces el limite de deteccidn esta comprometido por sefiales de fondo, estas pueden generarse

por componentes propios de la muestra (autofluorescencia) o por moléculas fluorescenctes unidas de

forma inespecifica o libres en la muestra. La deteccion de autofluorescencia puede minimizarse

seleccionando filtros que reduzcan la transmicién de ésta en relacion a la fluorescencia emitida por el

colorante (Figura 3.8)

longitudes de onda.

0 seleccionando sondas fluorescentes que absorban y emitan a mayores

Muchas veces los analisis se llevan a cabo empleando mas de un fluoréforo para determinar diferentes

propiedades en una muestra, en estos casos se vuelve muy importante la separacién de las multiples

sefiales y la seleccion més adecuada de las diferentes moléculas que se deben utilizar (Invitrogen Life

Science, 2010).
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Pérdida de fluorescencia:

Uno de los problemas de la utilizacion de fluorocromos en microscopia de fluorescencia es la pérdida
gradual de la fluorescencia o “decaimiento” debido a las grandes intensidades de luz empleadas; es por
esta razén que las muestras no pueden ser observadas durante largos periodos de tiempo. Sin embargo,
se han desarrollado métodos que permiten reducir este efecto, como son el uso de reactivos protectores
de la fluorescencia, el uso de fluorocromos con poco “decaimiento”, el empleo de luz de excitacion de
menor intensidad o la reduccion del tiempo de exposicion ya sea mediante el direccionamiento del 100%
de la luz hacia el dispositivo de registro (camara, pelicula) o el empleo de mecanismos de medicion de la
exposicion optima (automatica) para reducir la iluminacién al maximo.

Los reactivos protectores de la fluorescencia son moléculas que aportan al fluorocromo aquellos
electrones que ha perdido por la emisién fluorescente. Se trata de moléculas donadoras de electrones
que deben encontrarse para ser efectivas en estrecha vecindad a las moléculas de fluorocromo. Ademas
son especificas de fluorocromo pues los electrones que pueden donar so6lo seran donables si se
encuentran en niveles de energia ligeramente superiores a los propios del fluorocromo en reposo (Berney
M. et al., 2007).

Aplicacion de la microscopia de fluorescencia al sistema de trabajo:

Se planted la microscopia de fluorescencia como alternativa a los métodos convencionales de cultivo
debido a que existe un numero significativamente mayor entre los microorganismos presentes en un
sistema de tratamiento de agua y aquellos que pueden ser cultivados en medios de cultivos sintéticos, ya
que estos solamente detectan una pequefia fraccion del total de la poblacion microbiana que se
manifiesta en estos sistemas. Para alcanzar una comprension mas completa de todo el sistema se
deberia lograr cuantificar la totalidad de los microorganismos.

La microscopia de fluorescencia permite no solamente el anélisis directo de células, sino que ademas

brinda la posibilidad de diferenciar bacterias viables y no viables en base a su permeabilidad a colorantes.
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Para lograr buenos resultados con esta metodologia y minimizar las interferencias se vuelve un aspecto
fundamental la seleccion de los filtros y colorantes que seran empleados en el sistema. Seleccionar el set
de filtros correcto requiere conocer los espectros de excitacion y emisién de los colorantes que seran

empleados en el anélisis. La tabla 3.1 lista las caracteristicas de los espectros de los fluorocromos.

PCR EN TIEMPO REAL:

En la PCR a tiempo real, también llamada PCR cuantitativa (QPCR); los procesos de amplificacién y
deteccion se producen de manera simultanea. Ademas, mediante deteccién por fluorescencia se puede
medir durante la amplificacion la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emisién de
fluorescencia producida en la reaccién es proporcional a la cantidad de ADN formado. Los sistemas de
deteccion por fluorescencia empleados en la PCR a tiempo real pueden ser de dos tipos: agentes

intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos.
Agentes intercalantes:

Son fluorocromos que aumentan notablemente la emisién de fluorescencia cuando se unen a ADN de
doble hélice. Estos compuestos se unen al DNA intercalandose en la doble hélice, y generando una sefial
fluorescente cuando la muestra es excitada por una fuente de luz (Figura 3.9). Sin embargo, cuando se
encuentran libres en solucién presentan una sefial de base muy baja. El incremento de ADN en cada
ciclo se refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia emitida. EI mas empleado en PCR a
tiempo real es el SYBR Green.

El principal inconveniente de los agentes intercalantes es su baja especificidad, debido a que se unen de
manera indistinta a productos generados inespecificamente o a dimeros de primers, muy frecuentes en la
PCR. Para mejorar la especificidad se deben emplear condiciones de reaccion dptimas y una seleccién
cuidadosa de los primers para disminuir el riesgo de formacién de dimeros. Ofra estrategia posible para
minimizar este problema, es iniciar la reaccion de sintesis de ADN a temperaturas elevadas lo cual
disminuye de forma notable el riesgo de amplificaciones inespecificas. Para ello se pueden usar
polimerasas recombinantes modificadas que sélo funcionan después de ser activadas a temperaturas
elevadas o anticuerpos que bloquean el centro activo de la polimerasa hasta que la reaccion alcanza
temperaturas altas en las que el anticuerpo se desnaturaliza liberando la polimerasa y permitiendo su
actividad.

Una herramienta fundamental para asegurarse la especificidad es la determinacién de la temperatura de
fusién de los fragmentos amplificados, es decir, la temperatura a la que el 50% del ADN de la molécula
esta desnaturalizado (Tm). Cada fragmento amplificado tiene una Tm caracteristica, que depende sobre
todo de su longitud y de la composicion de sus bases. Esta aplicacion permite comprobar, aunque no

siempre con absoluta garantia, la especificidad de los fragmentos detectados en la PCR.
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Una ventaja importante de la utilizacidn de agentes intercalantes es que la optimizaciéon de las
condiciones de la reaccion resulta mas sencilla frente el empleo de sondas especificas, ademas de ser

una metodologia mas economica (Costa J., 2004; ValaseK M.A. et al., 2005).

SYBR Green
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Figura 3.9- Mecanismo de Agentes intercalantes (SYBER Green )

Sondas de hibridacion especificas:

Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa en la
transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las dos moléculas. Las mas
utilizadas son las sondas de hidrélisis, denominadas también sondas “Tagman”, las sondas “molecular
beacons”y las sondas “FRET” (Figura 3.10). (Costa J., 2004; ValaseK M.A. et al., 2005).

1. Sondas de hidrolisis:

Son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5 que emite fluorescencia al
ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Para que
esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben estar espacialmente préximas. Ademas, el
espectro de emision de la primera se ha de solapar con el espectro de absorcién d e la segunda.

Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin
embargo, durante la amplificacién de ADN diana, la sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al
desplazarse a lo largo de la cadena, en su accidn de sintesis, la ADN polimerasa, que tiene actividad 5’
exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacién del fluorocromo
donador y separando fisicamente las moléculas del donador vy el aceptor, permitiendo de esta manera la
deteccion de la sefial emitida por el primero.

2. Molecular beacons:

Tienen una molécula donadora en el extremo 5’ y una aceptora en el extremo 3’ pero, ademas, presentan
una estructura secundaria en forma de asa, en la que reside la secuencia de unién especifica con el ADN
diana.

Los extremos permanecen plegados cuando la sonda no esta hibridada, lo que conlleva que donador y

aceptor estén muy cerca uno de otro. En esta conformacién la fluorescencia emitida por el donador es
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absorbida por el aceptor y no es captada por el lector del equipo. Sin embargo, al hibridar con el ADN
diana la sonda se abre, alejandose donador y aceptor, pudiendo ser detectada la fluorescencia emitida

por el primero.
3. Sondas FRET:

El sistema se compone de dos sondas que se unen a secuencias adyacentes del ADN diana. Una de las
sondas lleva un donador en el extremo 3’y la otra un aceptor en el extremo 5'. Cuando las sondas estéan
hibridadas, los dos fluorocromos estan préximos. Al ser excitado, el donador transfiere su energia al

aceptor que, a su vez, emite la fluorescencia que detecta el lector del equipo.

En todos estos sistemas, el incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de
hibridacién de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcién de fluorescencia emitida.
El empleo de sondas garantiza la especificidad de la deteccién y permite identificar polimorfismos o

mutaciones puntuales (Costa J., 2004).

o s @]

Figura 3.10- Sondas especificas Tagman, molecular beacons y sondas FRET.

Cuantificacion del ADN e interpretacion de los resultados:

La cuantificacién de la concentracién inicial de ADN en una muestra puede realizarse simplemente
afiadiendo controles externos con concentraciones conocidas y crecientes de ADN para construir una
curva patron. En la PCR a tiempo real el programa informatico va registrando el incremento de
fluorescencia (proporcional al aumento de ADN) en cada ciclo, y esta informacion se refleja graficamente
en curvas de cinética de la reaccion para cada una de las muestras y controles (Figura 3.11-A). Para
cada muestra el programa informatico calcula el nimero de ciclo en el que el lector empieza a detectar un
incremento de fluorescencia significativo, con respecto a la sefial de base. El ciclo en el que se empieza a
detectar el aumento de fluorescencia se denomina ciclo umbral (Ct, de threshold cycle) y es inversamente
proporcional a la concentracion inicial de ADN diana presente en la muestra. Con las concentraciones
previamente conocidas de los controles externos y sus Ct correspondientes se dibuja una curva patron.
Interpolando en ella los valores de los Ct de cada muestra problema se puede inferir su concentracion de
ADN inicial.
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Curvas de disociacion:

Se basa en la aplicacion de un gradiente de temperaturas creciente después de la PCR para monitorizar
la cinética de disociacion de los fragmentos amplificados. Mediante esta aplicaciéon se puede determinar

la Tm de los amplicones para comprobar su especificidad (Figura 3.11-B).
Ventajas de la PCR a tiempo real:

La primera gran ventaja de la PCR a tiempo real es su rapidez, puesto que no se necesita ningun proceso
adicional de deteccion. Otra ventaja muy importante de la PCR a tiempo real es que al utilizar sistemas
cerrados, el riesgo de contaminacién disminuye de forma muy importante. Los sistemas a tiempo real
permiten cuantificar la concentracion inicial de acido nucleico presente en las muestras de manera mucho
mas sencilla, mas precisa y en un rango mucho mayor que en los procedimientos convencionales (Costa
J., 2004; ValaseK M.A., 2005).
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Figura 3.11- Resulfados de una reaccion de PCR en tiempo real.
A: Incremento de la sefial fluorescente con cada ciclo de PCR y determinacion del ciclo umbral (Ct).
B: Curvas de disociacion, se indica Tm.

Monitoreo de microorganismos mediante métodos moleculares:

Si bien es posible emplear métodos convencionales para el monitoreo de la calidad del agua, es bien
conocido el hecho de que un nimero importante de microorganismos presentes en el agua no pueden ser
recuperados en estas condiciones. Muchas veces estos microorganismos alcanzan un estado
fisiologicamente alterado, en el cual permanecen viables pero no son cultivables. En este trabajo se
enfatiz6 la busqueda de Stenotrophomonas maltophilia, que se conoce como microorganismo asociado a
problemas en centros de dialisis y la posibilidad de aplicacion de PCR en tiempo real sobre sistemas de
esta naturaleza para su analisis cuantitativo. En esta instancia del trabajo se buscé realizar ensayos
preliminares que nos permitieran evaluar la aplicacion de esta metodologia a sistemas de purificacion de

agua.
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MATERIALES Y METODOS

1- DISENO Y PUESTA A PUNTO DE METODOS DE CONCENTRACION DE AGUA

Para el sistema objeto de trabajo se disefiaron métodos de concentracidon de las muestras de agua
empleando el principio de filtracion y se realizo la validacion de dicha metodologia para evaluar la
aplicabilidad de la misma sobre el sistema.

Para el disefio se realizaron pruebas con una suspensidn del microorganismo que fue seleccionado como
modelo para la realizacion de los analisis de citometria y microscopia, Alcaligenes sp., como se describe
més adelante. Tomando en cuenta las caracteristicas del microorganismo en cuestion, las “muestras” se
filtraron a través de una membrana de nitrocelulosa de tamafio de poro de 0.45 um (Millipore), empleando
una bomba de vacio (Sartorius) con flujo controlado. Una vez realizada la filtracion de la totalidad de la
muestra (1000 mL), la membrana se suspendio en el volumen final preestablecido de agua estéril (100
mL) y fue sometida a fuerte agitacion utilizando vortex (se agitd 4 veces durante 1 minuto en un periodo

de 10 minutos). En esta etapa del disefio se fijo el factor de concentracion en 10.

Para conocer la eficiencia de esta metodologia, se llevd a cabo el procedimiento descrito, partiendo de
una suspensién con una concentracion conocida de microorganismos (estimada empleando la escala de
McFarland en 3x108 bacterias/mL) y se realizd el seguimiento de la misma empleando el método de
recuento en placa para evaluar la recuperacién (Figura 3.12).

Los recuentos se realizaron por el método de siembra incorporado en R2A, las placas se incubaron a

32.5+2.5°C durante 5 dias.

Se realizaron dos repeticiones independientes del procedimiento.
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Suspension
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Una vez realizados los ensayos de prueba empleando la suspensién de Alcaligenes sp., se realizd la
segunda etapa del disefio que implicd trabajar con muestras del sistema de manera de reproducir las
condiciones reales de trabajo considerando las posibles interferencias y recuentos de 6rdenes mas bajos.
Se seleccionaron muestras correspondientes a los picos de salida para posicionarnos en la situacion mas
desfavorable, dado que se trata de los puntos de llegada del agua a las maquinas y por lo tanto seria
esperable una concentracidn baja de microorganismos.

Se realizd el mismo procedimiento que el realizado en la primera etapa pero en esta instancia se realizd
una concentracion de un factor de 100 (Figura 3.13).

Para determinar la eficiencia de este procedimiento aplicado a las muestras del sistema se realiz6 el
seguimiento de las muestras durante el proceso de concentracidn. Para ello se procedié a la toma de
muestra y se realizd recuento de microorganismos heterdtrofos para conocer la situacion inicial de la
muestra. A continuacion se llevo a cabo el proceso de filtracion de acuerdo a lo establecido en la
primera etapa, con la diferencia de que se filtraron 2000 mL de muestra y el volumen final en el que se
suspendié la membrana fue de 20 mL. Finalmente se conté la muestra concentrada.

El ensayo se repitié cuatro veces en las mismas condiciones.
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Los recuentos de la muestra original se realizaron empleando el método filtracién por membrana (se
realizé filtrando 100 mL y 10 mL) debido a la baja carga esperada en estas muestras; mientras que las
muestras concentradas se contaron por el método de siembra incorporada (1 mL), preparando las
diluciones previas correspondientes para cada caso. El medio de cultivo empleado fue R2A, las placas

fueron incubadas a 32,5 £ 2.5 °C durante 5 dias.

TOMA DE
MUESTRA Recuento de la muestra original

Filtrar con membrana de

=

:
~
( [
T
3

Colocar la membrana en un frasco
conteniendo 20mL de agua estéril

AGITAR VIGOROSAMENTE

-

MUESTRA CONCENTRADA Qik Recuento de la muestra concentrada

Figura 3.13- Validacion de la metodologia de concentracion utilizando muestras reales.

2- CITOMETRIA DE FLUJO:

+ Disenfo de las experiencias:
a- Determinacion de bacterias por citometria de flujo. Puesta a punto de la metodologia de trabajo:

Para poner a punto esta técnica se realizaron ensayos con suspensiones preparadas a partir de una cepa
aislada del sistema de agua empleado como modelo del trabajo, la cual fue identificada en nuestro
laboratorio mediante secuenciacion del gen ARNr 16S como Alcaligenes sp. El criterio para la seleccion
de este microorganismo como modelo de analisis se baso en la recuperacion del mismo en el sistema
tras la ocurrencia de episodios de chucho. Se trata de un baston Gram negativo que ha sido reportado en

este tipo de sistemas (Bueno Montanari L. et al., 2009).

El colorante empleado para la realizacién de estos ensayos fue Thiazole Orange, se trata de un colorante
permanente con la capacidad de penetrar tanto en células vivas como en células muertas (BD
Biosciences). La experiencia consistié en preparar diluciones seriadas a partir de la suspensiéon de
Alcaligenes sp. y realizar los ensayos de citometria. De forma paralela se sembraron los recuentos de las

diluciones correspondientes por el método de recuento en placa para evaluar los resultados obtenidos.
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Con este ensayo no se pretende cuantificar el nimero de bacterias por citometria de flujo sino realizar
una estimacion grosera del mismo y determinar la mayor dilucion para la cual es posible detectar
bacterias empleando esta metodologia. Se debe tener en cuenta que la citometria de flujo (como esta
planteada en esta instancia) no detecta Unicamente las bacterias viables a diferencia de los métodos

tradicionales de cultivo.
b-  Aplicacién de la metodologia a muestras obtenidas del sistema:

En esta instancia se buscé evaluar la aplicabilidad de la metodologia a muestras reales con base en los
resultados obtenidos en la etapa anterior. Se realizé6 ademas la cuantificacién de bacterias mediante el
empleo de microesferas (CountBright™ Absolute Counting Beads for flow Cytometry, Product Information
2005) como estandar interno. Las muestras fueron sometidas a un proceso previo de concentracion de
acuerdo al procedimiento establecido anteriormente con el fin de alcanzar un numero de microorganismos

suficiente para llevar a cabo el analisis.

El punto de muestreo seleccionado fue TM3 (post carbon activado), fundamentando esta eleccién en el

hecho de que se trata del punto del sistema que presenta mayores recuentos de bacterias.

En base a resultados obtenidos en esta instancia se llevd a cabo una segunda etapa de anélisis
cambiando el criterio para la seleccién de las muestras, se repitieron los ensayos, ahora sobre muestras
de TM6 (post 6smosis) y P6 (pico de salida N°), las cuales fueron sometidas al mismo tratamiento de

concentracion.

Paralelamente al andlisis de las muestras se proces6 una suspension de Alcaligenes sp. preparada a
partir de un cultivo de 24 horas en R2A, con el fin de contar con una muestra de la cual se pueda estimar
el nimero de bacterias viables, ya que no se conoce el estado fisioldgico de la poblacion presente en las

muestras del sistema.

Se sembraron ademas, los recuentos de las diluciones correspondientes por el método de recuento en

placa para evaluar los resultados obtenidos.

c- Deteccion y cuantificacion de bacterias viables y no viables. Puesta a punto y estudio del limite de

deteccion del método:

La puesta a punto de los ensayos de diferenciacion de bacterias viables y no viables y cuantificacion de
las mismas se realiz a partir de suspensiones de Alcaligenes sp., realizando simultaneamente los
recuentos correspondientes por métodos convencionales. Para las determinaciones de células no viables
se emplearon fracciones de las mismas suspensiones sometidas a un tratamiento de esterilizacion por

calor.

Debido a que el recuento en placa de las suspensiones empleadas en los ensayos de citometria se leen
al menos 48 después de su siembra, no se tiene una estimacion verdadera del numero de
microorganismos en la suspension al momento de realizar la citometria. Tomando en cuenta lo anterior,

se realiz6 una evaluacion de la cinética de muerte de una suspension de Alcaligenes sp. mediante la
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construccién de una curva de muerte del microorganismo en cuestion para conocer el comportamiento de
dichas suspensiones y poder estimar como baja el numero de bacterias viables en las condiciones de
trabajo establecidas. Asi, fue posible emplear una suspension preparada y contada 48 horas antes y

conocer con mayor certeza el nimero de bacterias viables al momento de realizar la citometria.
Evaluacion de la cinética de muerte de una suspension de Alcaligenes sp.:

Para este estudio se consideraron los resultados de cuatro ensayos independientes reproduciendo en
todos los casos las mismas condiciones: se prepard una suspension de Alcaligenes sp., ajustada al N°1
segun la escala de MacFarland, a partir de un cultivo de 24 horas en R2A. Cada suspension fue
almacenada en refrigerador (2-8 °C) y se sembraron recuentos de las diluciones correspondientes de
cada suspension con una frecuencia diaria durante 72 horas. Con base en los resultados obtenidos en
estos ensayos se construyd una curva de muerte para dicho microorganismo en las condiciones

mencionadas.

Para la determinacion del limite de deteccidn se realizaron corridas empleando diluciones seriadas de
suspensiones de concentracion conocida. Se llevaron a cabo dos repeticiones independientes para cada
concentracion de células, realizando una doble tincion (loduro de Propidio / SYTO 9) para determinar
células viables y no viables. La determinacion del limite de deteccidn es importante para conocer cuénto
se deberan concentrar las muestras reales para obtener resultados validos y evaluar la viabilidad de la

aplicacién de esta metodologia con los fines propuestos.

Todos los ensayos realizados en esta segunda etapa se llevaron a cabo empleando el kit LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability and Counting. El kit emplea los fluorocromos loduro de Propidio y SYTO 9y
una suspension calibrada de microesferas que sirve como estandar de referencia para determinar el
volumen de muestra adquirido. Con las proporciones adecuadas de ambos colorantes, las bacterias con
las membranas intactas emiten fluorescencia verde mientras que las bacterias con las membranas
dafiadas emiten fluorescencia roja, logrando asi la diferenciacién entre células viables y no viables. La
concentracion de bacterias viables y no viables puede determinarse a partir de la relacidn de eventos de
bacterias y eventos de microesferas en el citograma (Berney M. et al., 2007).

+»+ Reactivos empleados en los ensayos de citometria:

» Thiazole Orange (TO) (10 pg/mL)
» Absolute Counting Beads (CountBrigth™) (45496 beads/50uL)
> Kit LIVE/DEAD® BacLight™:
e SYTO9 (Component A): 3.3 mM (verde, para bacterias viables).
e Propidium iodide (Component B): 20 mM (rojo, para bacterias muertas).

e Microesferas (Component C): 1.0 E8 microesferas/mL (0.6um de didmetro).
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R/

+ Equipo:

Todas las determinaciones se llevaron a cabo con un citometro de flujo Dako CyAn ADP (Advanced
Digital Processing) equipado con un laser azul de emision a 488nm. El equipo cuenta con un detector
FSC (Forward scattered light) y un detector SSC (Side scattered light) y los detectores de fluorescencia
(FL-1 — FL-5). El instrumento se ajustd para medir las siguientes sefiales con amplificacion logaritmica:
dispersion frontal de luz laser (FSC), como medida del tamafio de la particula; dispersién lateral de luz
(SSC), como medida de la granularidad de la particula; y emisién de fluorescencia en FL-1 (530/40 nm),
FL-2 (575/25 nm) y FL3 (613/20 nm).

El citémetro CyAn ADP opera a través del software Summit™ V4.3,

Ensayos de citometria de flujo:
» Ajuste de parametros para la realizacién de las determinaciones:

En primer lugar se llevo a cabo la determinacion del nivel de ruido de fondo del equipo utilizando agua
filtrada por filtro 0.22 um, se realizé una adquisicién de 6 minutos con un nivel de velocidad media
(predeterminado por el equipo). Una vez corregido este parametro inherente al equipo se realizaron los
controles correspondientes a los colorantes y microesferas utilizadas para cuantificacion. Se realizaron
los controles de células muertas tefiidas Unicamente con loduro de Propidio (IP) y células viables tefiidas
Unicamente con SYTO9 (“Single Stain”), empleando para ello las suspensiones correspondientes.
Ademas se realizo el control de una suspension de perlas para posicionar cada una de estas poblaciones
en los respectivos diagramas de citometria.

Ademas de fijar las regiones correspondientes a cada uno de los fluordforos, el “Single Stain” fue
necesario para hacer las compensaciones electrénicas correspondientes, esto implicé la correccidn para
que en la tincién con loduro de Propidio todas las células tefidas aparezcan en la regién de emisidn dicho
colorante y de manera similar para el SYTO9 (Figura 3.14). Los controles negativos respectivos fueron
utilizados para delimitar ambas regiones.

Para los ensayos en que se empled Unicamente un colorante (TO) también se realizaron las

compensaciones electronicas adecuadas para el fluoréforo en cuestion.
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o - 4+ +

FL-2

Figura  3.14.  Representacion
biparamétrica en 2D (dot-plot). En la
figura  se  representan  dos
parametros simultdneamente FL-1y
FL-2 (que representan el valor de
las sefiales emitidas por cada uno
de los fluorocromos). Los ejes
indican  la  intensidad  de
fluorescencia.

10*

Finalmente, para realizar los analisis por citometria de flujo, fue necesario fijar el Threshold (nivel umbral)
en 0.2 (minimo nivel de la sefal), para eliminar el ruido de fondo que es inherente a la muestra. Se
configur6 el Threshold utilizando agua filtrada y la suspensién de bacterias muertas tratadas con IP y
haciendo un “back gate” de bacterias muertas coloreadas con IP en FSC.

Las adquisiciones se realizaron en Dot plot FSC vs SSC en escala logaritmica de amplificacion, fijando el
Trigger en SSC (parametro para determinar el umbral). Se fija en el parametro SSC porque se trata de
bacterias y para el parametro FSC (que se corresponde con el tamafio de particula) dificultaria ain mas

su diferenciacion con el ruido de fondo.

» Realizacion de los anaélisis:
a- Determinacion de bacterias por citometria de flujo. Puesta a punto de la metodologia de trabajo:

Se preparo6 la suspension de Alcaligenes sp. en agua destilada estéril ajustada al N°1 segun la escala de
MacFarland, a partir de un cultivo de 24 horas en R2A. Se realizaron seis diluciones seriadas con un
factor de 10 (carga estimada en la dltima dilucién: 102 bacterias /mL).

Para la tincidn se empled una solucion de Thiazole Orange (TO) de concentracion 10 ug/mL. Se agreg6 a
un tubo de reaccién 500 pL de muestra problema + 10 pL de solucion de TO, se agité vigorosamente con
vortex y se incubd el contenido del tubo durante 5 minutos a temperatura ambiente protegiéndolo de la luz
(LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability and Counting kit. Product Information. 2004).

El ajuste de parametros y las determinaciones por citometria se realizaron de acuerdo a lo establecido
anteriormente.

Este andlisis se tratd simplemente de una determinacién cualitativa, dado que no se utilizé un estandar
Interno para los ensayos. Unicamente fue posible realizar una estimacion cuantitativa de bacterias y

evaluar los resultados numéricos relativos obtenidos para las distintas diluciones.
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b-  Aplicacion de la metodologia a muestras obtenidas del sistema:

- Ensayo sobre muestras obtenidas del punto TM3 (post carbén activado):

En primer lugar se llevd a cabo la concentracion de las muestras obtenidas en este punto en un factor de
100.

El colorante empleado para los ensayos fue TO (100 ug/mL) y para el analisis cuantitativo de las
muestras se emplearon microesferas (Counting Beads) en una concentracion de 100 microesferas /L.
La tincién con TO se realiz agregando a un tubo de reaccién 2 mL de muestra problema concentrada +
10 uL de solucion de TO, se agitd vigorosamente con vortex y se incubé el contenido del tubo durante 5
minutos a temperatura ambiente protegiéndolo de la luz. A continuacién se agregaron 10 uL de la
suspension de microesferas. La suspensiéon debe agitarse previamente a ser agregada al tubo de
reaccién para asegurar la homogeneidad de la misma.

El ajuste de parametros y las determinaciones por citometria se realizaron de acuerdo a lo establecido
anteriormente.

- Ensayo sobre muestras obtenidas de los puntos TM6 (post 6smosis reversa) y P6 (pico de salida):

Se procedi6 de forma similar a lo establecido para las muestras del punto TM3.

- Ensayo sobre suspensiones de Alcaligenes sp. preparadas en el laboratorio:

Se prepar6 la suspension de Alcaligenes sp. en agua destilada estéril ajustada al N°1 segun la escala de
MacFarland, a partir de un cultivo de 24 horas en R2A. Se empled la dilucién 10+ de dichas suspensiones
(es decir una carga estimada de 102 bacterias /mL). Para los ensayos de citometria se procedié de forma

similar a lo establecido para las muestras del punto TM3.

c- Deteccion y cuantificacion de bacterias viables y no viables. Puesta a punto y estudio del limite de

deteccion del método:

Para poner a punto los ensayos de diferenciacién de bacterias viables y no viables y cuantificacion de las
mismas se prepard una suspension de Alcaligenes sp. en agua destilada estéril ajustada al N°1 segun la
escala de MacFarland, a partir de un cultivo de 24 horas en R2A. Se realizaron seis diluciones seriadas
con un factor de 10 (carga estimada en la Ultima dilucion: 102 bacterias /mL). Para las determinaciones de
células no viables se emplearon las mismas suspensiones sometidas a un tratamiento de esterilizacion
por calor en autoclave (ciclo de 15 min. a 121 °C).

Los ensayos de citometria se realizaron empleando el kit LIVE/DEAD® BacLight™. La tincion de las
muestras se realizd agregando en un tubo de reaccion 977 pL de agua filtrada (0.22 ym), 1.5 pL de
SYTO9 (3.34 mM) y 1.5 pL de loduro de Propidio (30 mM). A la mezcla de tincidn se agregaron 10 pL de
la preparacion de suspensiones de bacterias (Tabla 3.3) y se incub6 durante 15 minutos a temperatura
ambiente protegiendo de la luz el contenido del tubo. Se resuspendié la suspensién de microesferas (1.0
E8 microesferas/mL) por agitacion vigorosa con vortex, y posteriormente se agregé 10 pL de dicha

suspension al tubo de reaccidn, se agitd bien la mezcla y luego se realizé el analisis por citometria.
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Tabla 3.3- Preparacion de mezcla de suspensiones de bacterias para el analisis

Relacion suspensiones Volumen agregado (mL)
[vivas : muertas] Suspension vivas Suspension muertas
0:100 0 1
50:50 0.5 0.5
100:0 1 0

Se debe tener en cuenta que la concentracion de microesferas en la reaccion es de 1.0 E6
microesferas/mL debido a la dilucién de la suspension en la propia mezcla de reaccion. Para la
determinacion del limite de deteccidn del método se repiti6 el ensayo en dos oportunidades
independientes. En todos los casos se ajustd la cantidad de microesferas agregadas de manera que la
concentracion estimada de bacterias estuviera en un orden similar al de las microesferas. A pesar de esto
se debe tener en cuenta que para que el conteo sea confiable se debe trabajar al menos con 1000
microesferas.

El ajuste de los parametros para la realizacién de las determinaciones se realizd de acuerdo a lo

establecido anteriormente en este apartado.

+ Recuento de muestras por métodos convencionales:

Se realizaron los recuentos en placa empleando el método de siembra incorporada de las suspensiones
de microorganismos y las muestras problema que fueron analizadas por citometria de flujo, con el fin de
poder establecer una correlacion entre ambas metodologias. El medio de cultivo empleado en todos los

casos fue R2A, las placas se incubaron a 32.5 £ 2.5 °C durante un periodo de 48 — 72 hs.

3- MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

«» Analisis por microscopia de fluorescencia

El andlisis se baso en el empleo de dos fluorocromos que presentan la capacidad de diferenciar bacterias
viables de bacterias no viables. Los colorantes empleados fueron loduro de Propidio y SYTO 9 (Kit
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability and Counting), ambas moléculas tienen la capacidad de marcar
acidos nucleicos, sin embargo el SYTO9 es capaz de penetrar en todas las células a diferencia del loduro
de Proidio que Unicamente puede alcanzar el interior celular de aquellas bacterias que tienen la
membrana dafiada. Las propiedades de esta combinacién de colorantes se basa en una modificacién en
la unién al ADN del SYTO9 causada por el desplazamiento del mismo impartido por el loduro de Propidio,
y la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET); esta es una interaccion que ocurre
solo a muy corta distancia entre dos estados de excitacion electronica de dos moléculas fluorescentes en
la que la longitud de onda de emision de una de ellas coincide con la de excitacion de la otra. (Berney M.
etal., 2007; Stocks S.M., 2004).
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La caracteristica mas critica en el analisis por microscopia de fluorescencia en sistemas de purificacion
de agua es la baja carga microbiana presente, por lo que se plante6 realizar un ensayo para estudiar el

limite de deteccion.
Preparacion de suspensiones de trabajo:

Para evaluar la aplicabilidad de esta metodologia se emple6 una suspension McFarland 1 (108
bacterias/mL) del mismo microorganismos empleado para los ensayos de citometria de flujo, Alcaligenes
sp. Una vez preparada la suspension se divididé en dos porciones y una fue sometida a un tratamiento
térmico (ebullicién durante 15 minutos). Posteriormente se realizaron diluciones seriadas sobre cada una
de las porciones, para obtener cargas estimadas de 108 — 107 — 106 — 105 10* de bacterias viables y no

viables respectivamente.
»  Coloracion y acondicionamiento de las muestras:

Para realizar las tinciones se emplearon diluciones 1:10 de los colorantes loduro de Propidio (20mM en
DMSO) y SYTO9 (3.34mM en DMSO). La coloracion se realizd en cada pocillo de la placa de
observacién, agregando 10uL de la muestra correspondiente y 1,5uL de cada uno de los colorantes
homogeneizando bien la mezcla con la pipeta y se fija la muestra secando a 45°C. Para realizar las

observaciones se agreg6 un reactivo para proteger la fluorescencia (Citifluor ®) sobre los preparados.
» Observacion de las muestras:

Se realizd la observacidn de los preparados de bacterias vivas y muertas (tefiidas con la combinacion de
colorantes) con los cubos (filtros) seleccionados para IP y para SYTO9. Todas las preparaciones se
observaron con ambos filtros.

El recuento se realizo sobre 10 campos para aquellos casos en que hubo mas de 10 bacterias por campo
y 20 campos cuando se observaron menos de 10 microorganismos. Para las suspensiones mas cargadas
(mas de 100 microorganismos por campo), se observaron un total de 5 campos.

Las imagenes fueron capturadas con camara digital.
» Reactivos e instrumentos:

Microscopio:
Microscopio de epifluorescencia Olympus BX41

Caracteisticas:

Area del campo de observacion 39761 micras?
Area de la foto 11637,5  micras?
Area de cada pocillo (5mm didmetro) 19635000 micras?
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Cubos:
Cubo Excitation filter Barrier filter Fluorocromo
MWIB BP 470-490 BA 510-590 SYTO9
MWIG BP 520-550 BA 580 IF IP
Fluorocromos:
Fluorocromo Longitud de onda de Longitud de onda de
excitacion (nm) emisién (nm)
SYTO 9 482 500
loduro de Propidio 530 618

Nota: Los valores de longitud de onda de absorcién y emision estan sujetos a un pequefio
grado de variacion dependiendo de las condiciones de medida.

R/

++ Recuento de microorganismos por métodos convencionales:

Todas las suspensiones fueron contadas en paralelo por el método de recuento en placa para evaluar los
resultados obtenidos contra un método de referencia y establecer las ventajas e informacion
proporcionadas por los métodos alternativos propuestos. Se emple6 el método de recuento incorporado,
sembrando 1 mL de muestra, se empled el medio de cultivo R2A y se incubaron las placas a 32.5 + 2.5

°C durante 5 dias.

4- PCR EN TIEMPO REAL
Diserio de los ensayos:

Para evaluar la aplicacion de esta metodologia a sistemas de purificacion de agua, se vuelve
imprescindible el estudio del limite de deteccion del método. Para ello se planted la realizacion de dos
ensayos preliminares: el primero consistio en la realizacion de diluciones seriadas de una cantidad
conocida de ADN del microorganismo en cuestion para poder determinar el limite de deteccién en las
condiciones de trabajo. El segundo ensayo se realiz6 empleando una suspension de células y realizando
la lisis de las mismas, con el fin de hacer las determinaciones directamente sobre las muestras sin previa
extraccion de ADN. El objetivo de este segundo ensayo fue determinar el limite de deteccion de esta
metodologia aplicada directamente sobre muestras de agua conteniendo los microorganismos de interés.
Para ello se realizaron nuevamente diluciones seriadas de las muestras conteniendo una cantidad

conocida del microorganismo.
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1- Determinacion del limite de deteccion sobre muestras de ADN:

» Extraccion de ADN:

Se prepar6 una suspensién en agua miliQ a partir de un culvo de 24 horas en R2A de
Stenotrophomonas maltophilia ATCC® 17666™. A partir de esta suspension se realizo la extraccion y
purificacién de ADN empleando el kit comercial Applichem® Geno/mini DNA Isolation Spin Kit siguiendo el

procedimiento establecido por este (Anexo 2).
»  Cuantificacion de ADN:

Se realizd la cuantificacion del ADN producto de la extraccion empleando el fluorimetro (Qubit™
Fluorometer - Invitrogen) y el kit de reactivos Quant-iT™ dsDNA BR Assay kits (Invitrogen). La
cuantificacion de ADN se lleva a cabo empleando el reactivo (Qubit™ dsDNA BR reagent) proporcionado
por el kit, con propiedades especificas para el marcado de ADN de doble cadena y dos estandares
(Standard #1: Ong/uL y Standard #2: 100ng/L) que permiten la calibracion del fluorimetro (Anexo 7). En
funcion de estos valores, el software asociado al equipo calcula, mediante el empleo de un algoritmo
matematico, el valor correspondiente a la muestra.

El volumen de muestra empleado para la cuantificacion en todos los casos fue 2pL.

El equipo proporciona el valor correspondiente a la cantidad de ADN presente en el tubo de reaccion; por
lo que la concentracion original en la muestra debe calcularse tomando en cuenta la dilucién realizada.
Una vez realizada la cuantificacion de ADN en la muestra original se realizaron las diluciones necesarias
para obtener una concentracion de 10ng/uL. A partir de esta solucion se realizaron diluciones seriadas de

1:10 hasta llegar a la dilucién 10-.
» Reacciones de PCR a tiempo real:

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron empleando el agente intercalante SYBER Green. Se
emplearon los pimers especificos TQF (5'-GAT CCT GGC TCA GAG TGA ACG-3') y TQR (5'-CCC ACG
ACA GAG TAG ATT CCG-3) (Rios-Licea M.M. et al., 2010), que amplifican un fragmento de 134 pb
(MACROGEN - Oligo™). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador a tiempo real
Rotor — Gene™ 6000 (Corbett). Las condiciones de amplificacién fueron 94°C por 2 minutos y 30 ciclos de
94°C 15 segundos y 60°C por 30 segundos (Rios-Licea M.M. et al., 2010). En la mezcla de reaccion se
agrego 12.5 uL del reactivo Real Time Rotor-gene SYBER Green PCR kit ™ (Quiagen); 0.5 uL de cada
primer (concentracion 5uM); 2uL de ADN y agua miliQ en cantidad suficiente para completar el volumen
total de 25pL.

El analisis de los datos se realizd en todos los casos empleando el software Rotor-Gene Version 1.7.73.
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2- Determinacion del limite de deteccion sobre muestras con células:

> Preparacion de la muestra:

Se preparar6 una suspension en agua miliQ estéril segin el N°1 de la escala de Mac Farland a partir de
un cultivo de 24 horas en R2A de Stenotrophomonas maltophilia ATCC® 17666™. Se midi6 la densidad
optica a 600nm empleando el espectrofotémetro Spectronic Genesys 5 y se ajustd a 0.100 de
absorbancia. A esta suspensién se le llamé dilucién 0 y a partir de esta se realizaron diluciones seriadas
de 1:10 hasta la dilucién 107. Se realizé el recuento en placa de estas suspensiones empleando el
método de siembra incorporado, sembrando 1mL en el medio R2A e incubando las placas a 32.5 £ 2.5°C

durante 5 dias.

El tratamiento de lisis se realizd sobre estos tubos sometiéndolos a bafio en ebullicién durante 20

minutos.
» Reacciones de PCR a tiempo real:

Las condiciones de la reaccion de PCR fueron las mismas que las empleadas para el primer ensayo en
las determinaciones a partir de ADN.

3- Determinacion del limite de deteccion sobre muestras de ADN y correlacion con el nimero de

células correspondiente:

Tomando en cuanta los resultados obtenidos para el segundo ensayo planteado originalmente, realizado
sobre muestras con células; se disefid un tercer ensayo que consistié en realizar las reacciones de PCR
en tiempo real sobre muestras de ADN, pero conociendo la correlacién existente entre el ADN en la
muestra y el numero de células con el que este se corresponde. Para ello se partié de una suspension de
Stenotrophomonas malfophilia preparada en condiciones similares a las establecidas en el segundo
ensayo “Determinacion del limite de deteccion sobre muestras con células”, y se realizd el recuento de la
misma por métodos convencionales. Posteriormente se llevd a cabo la extraccion de ADN sobre una
fraccién de esta suspensién empleando el kit comercial Applichem® Geno/mini DNA Isolation Spin Kit

siguiendo el procedimiento establecido por este (Anexo 2).
Se realizaron dos repeticiones de esta determinacion partiendo de dos suspensiones independientes.

De esta manera fue posible asignar una relacion entre ADN amplificado y el nimero de células.

Sin embargo, al momento de establecer dicha correlacién, debe tomarse en cuenta que ningiin método
empleado para la extraccion de ADN no es 100% eficiente y que los recuentos convencionales
Unicamente determinan células viables, por lo que no se tomé en cuenta el ADN aportado por bacterias
no viables presentes en la suspension. Es por estas razones, que los resultados obtenidos en este

ensayo solo son validos para las condiciones de trabajo descritas anteriormente.
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> Cuantificacion de ADN:

Se realiz6 la cuantificacién del ADN presente en la muestra empleando el kit de reactivos Quant-iT™
dsDNA BR Assay kits (Invitrogen) (Anexo 7) y el fluorimetro Qubit™ Fluorometer (Invitrogen).
Una vez realizada la cuantificacion de ADN en la muestra original se realizaron diluciones seriadas de

1:10 hasta llegar a la dilucién 10-.
» Reacciones de PCR a tiempo real:

Las condiciones de la reaccién de PCR fueron las mismas que las empleadas para el primer ensayo en

las determinaciones a partir de ADN.
» Recuentos por métodos convencionales:

Se empled el método de recuento en placa por siembra incorporada, sembrando 1mL en el medio R2A e

incubando las placas a 32.5 + 2.5°C durante 5 dias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1- DISENO Y PUESTA A PUNTO DE METODOS DE CONCENTRACION DE AGUA

1- Primera etapa: Puesta a punto de la metodologia de concentracion para un factor de concentracion

de 10 empleando una suspension de Alcaligenes sp.

Ensayo Recuento Solucién de partida Recuento solucion final
1 8.0 E4 ufc/mL 4.8 E5 ufc/mL
2 5.6 E3 ufc/mL 2.9 E4 ufc/mL

Evaluacion de la recuperacion:

De acuerdo al disefio original deberia haberse obtenido una suspension 10 veces mas concentrada. Si
bien en ambos ensayos el nimero de microorganismos aument6 en un orden, en ningln caso se obtuvo
una recuperacion del 100%. Para el primer ensayo la recuperacién fue del 60 % y para la segunda
repeticion fue del 52 %. Resultados reportados respecto al porcentaje de recuperacion empleando
diferentes metodologias de concentracién, tanto comerciales como disefiadas especialmente para
sistemas particulares establecen una variacion entre el 30% y el 70%. Es importante tomar en cuenta que
estas eficiencias en las diferentes metodologias pueden variar con la matriz y son distintas para los

diferentes microorganismos (Ferguson C. et al., 2004).

De acuerdo con lo anterior podriamos considerar que los resultados obtenidos en los ensayos de prueba
empleando la suspension de Alcaligenes sp. dieron valores razonables como para continuar trabajando
sobre muestras reales.

Mediante la determinacion de la eficiencia no solamente se evalu6 la capacidad del método para
recuperar todas las células que fueron retenidas por el filiro, sino también cualquier posible dafio que
sufran las células al ser sometidas al proceso de filtracién y a la agitacion vigorosa que se realiza con el
fin de liberar la mayor cantidad de células adheridas a la membrana. Esto es debido a que para el
seguimiento se realizaron los recuentos por métodos de cultivo, por lo que Unicamente se pueden
determinar bacterias viables. Sin embargo no se puede conocer el efecto sobre la muestra debido a que
todo el procedimiento se realizd empleando una suspensién conteniendo Unicamente las células del

microorganismo en cuestion.
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2-  Segunda etapa: Aplicacion de la metodologia de concentracion sobre muestras reales

Muestra Recuento Solucién de partida Recuento solucién final
1 6 ufc/mL 3.5 E2 ufc/mL
2 27 ufc/mL 1.4 E3 ufc/mL
3 4 ufc/mL 3.7 E2 ufc/mL
4 46 ufc/mL 2.1 E3 ufc/mL

Evaluacién de la recuperacion:

En los ensayos realizados para evaluar la aplicacién de la metodologia de concentracién sobre muestras
reales se obtuvieron eficiencias entre el 45% y el 90%. Si bien estos resultados son variables, estan
dentro del rango de lo que se ha reportado en otros trabajos (Ferguson C. et al., 2004; Morales — Morales
H.A. et al., 2003, Simmons O.D. et al., 2001). En todos los casos se logré aumentar dos érdenes la carga
de microorganismos de acuerdo a lo esperado, y el porcentaje de recuperacién estuvo por encima del
40% en todas las pruebas. Si bien el nimero de ensayos realizados no es suficiente para asignar una
eficiencia a esta metodologia de concentracion, nos permitid realizar estimaciones al momento de
disefiar las experiencias con las muestras concentradas y lograr obtener muestras con concentraciones

del orden requerido para dichas determinaciones.

En cuanto a la metodologia propiamente dicha, estas determinaciones permitieron evaluar la eficiencia
de todo el proceso. EI método de filtracién por membrana ademas de realizar la concentracion de los
microorganismos puede funcionar como un método para levantar inhibiciones generadas por compuestos
que pudieran estar presentes en la muestra original y que se eliminarian con el filtrado. Si bien en las
muestras correspondientes a los puntos de salida de los picos la presencia de inhibidores quimicos es
poco probable, no es asi en otros puntos del sistema donde pueden existir por ejemplo trazas remanentes
de cloro y sus derivados. Con la determinacion del nimero inicial y el nimero final de microorganismos
no es posible determinar si hubo levantamiento de alguna inhibicion o si inicamente funcioné el proceso

de concentracion.

Mediante la realizacién de una validacion del proceso de concentracion seria posible determinar esta
caracteristica, pero debe ser tomado en cuenta que las condiciones son diferentes para cada punto del
sistema y que incluso en un mismo punto podrian variar en el tiempo dado que a medida que cambia la
flora puede haber microorganismos que se comportan diferente (por ejemplo en cuanto a la capacidad de
adherencia a la membrana). Algunos trabajos reportan metodologias de concentracion basadas en el
mismo concepto basico, pero empleando métodos mas radicales para la liberacién de los
microorganismos retenidos en las membranas, como el empleo de ultrasonido, con el fin de

independizarse de esta variable, pero sin embargo no se obtuvieron eficiencias mayores en el proceso de
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concentracion (Lucena et al., 2003). Otro punto que deberia ser tomado en cuenta al momento de realizar
la validacion es que los recuentos por métodos convencionales no son capaces de determinar la totalidad
de los microorganismos presentes en la muestra, existen microorganismos no cultivables que también
son retenidos por la membrana en el proceso de concentracion. En algunos trabajos reportados
(Ferguson C. et al.,2004), la metodologia de concentracién se evalla realizando recuentos por
microscopia de fluorescencia con colorantes que permiten la diferenciacion entre bacterias viables y no
viables; pero esto no es aplicable a cualquier sistema debido a las limitaciones que presenta la

sensibilidad de dicha metodologia.

2- CITOMETRIA DE FLUJO
a- Determinacion de bacterias por citometria de flujo. Puesta a punto de la metodologia de trabajo:

En esta primera instancia de citometria cualitativa para determinacion de bacterias se obtuvieron
resultados muy satisfactorios que fueron la base para la realizacion de ajustes de parametros del equipo
como el Threshold y la velocidad de adquisicién. Luego de realizados los ajustes, los diagramas
demostraron una resolucidn clara al momento de delimitar las regiones de emision correspondientes al
colorante en cuestién. En la figura 3.15 se muestran los histogramas y diagramas biparamétricos
correspondientes a las determinaciones realizadas. Como se explicé anteriormente, con este ensayo no
es posible cuantificar el nimero de bacterias, dado que para ello es necesario la utilizacion de un
estandar interno. Los resultados demostraron una relacion coherente entre los eventos contados en las
diluciones analizadas. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la citometria de flujo, tal como esta
planteada en esta instancia, no detecta Unicamente las bacterias viables a diferencia de los métodos

tradicionales de cultivo.

El principal objetivo en esta instancia era realizar una estimacion de la mayor dilucion para la cual es
posible detectar bacterias en las condiciones ensayadas, con el fin de disefiar la metodologia de analisis
para la etapa siguiente empleando en este caso citometria cuantitativa sobre muestras reales del sistema

objeto de trabajo.
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Figura 3.15- Representaciones monoparamétrica y biparamétrica de las suspensiones analizadas por
citometria de flujo. A- Suspension de 102 bacterias/mL; B- Suspension de 102 bacterias/mL; C- Suspension
de 104 bacterias/mL.

b-  Aplicacion de la metodologia a muestras obtenidas del sistema:

Los ensayos realizados sobre muestras del sistema y suspensiones de bacterias preparadas en el
laboratorio arrojaron resultados concluyentes acerca de la sensibilidad y condiciones 6ptimas para el
desarrollo de esta metodologia. Las muestras seleccionadas para estos ensayos, tomadas del punto TM3
del sistema (posterior al filtro de carbdn activado), si bien presentan el mayor recuento, también
presentan el mayor nimero de particulas por unidad de volumen, provocando una gran interferencia en la
determinacion por citometria. Este hecho nos llevd al cuestionamiento de la seleccion del punto de

muestreo. Sin embargo, la citometria cuantitativa arrojé resultados concordantes respecto a los obtenidos
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por el método convencional de recuento. La figura 3.16 muestra estos resultados, el recuento utilizando
las perlas de cuantificacion dio 4.0 E3 ufc/mL y el recuento en placa, realizado en paralelo, fue de 3.5 E3
ufc/mL. La interferencia provocada por las particulas presentes en la muestra fueron responsables del
ruido elevado generado, lo que disminuy6 la resolucién de los citogramas. El estudio de los resultados
obtenidos sugiere que esto se debe a que algunas bacterias (coloreadas) pueden estar unidas a las
particulas y por lo tanto estas Ultimas serian detectadas como eventos marcados, el problema es que no
es posible conocer el nimero de bacterias unidas por particula y ademas probablemente se trate de un

evento aleatorio y por lo tanto seria variable.
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Figura 3.16- Arriba se muestra un diagrama de citometria para una muestra TM3 (concentrada 1:100) + THO
+ Microesferas. Abajo se representa el mismo diagrama para la muestra TM3 (concentrada 1:100) +
Microesferas sin colorear. Las bacterias que aparecen en la region delimitada para THO no son detectadas.

En base a los resultados obtenidos con las muestras del punto TM3 se realizd el mismo ensayo para
muestras del sistema de tratamiento y distribucién, buscando disminuir esta interferencia. Los puntos
seleccionados fueron TM6 (post-6smosis) y P6 (pico de salida N°6).

Analizando los resultados, se observé en ambos casos un recuento en placa del orden de 103 para las
muestras concentradas, pero en esta oportunidad las cuantificaciones realizadas por citometria de flujo
no concordaron con los resultados del método convencional, sino que en ambos casos estos Ultimos
recuentos fueron de uno y dos 6rdenes mayores para los puntos TM6 y P6 respectivamente (tabla 3.4).

Este resultado puede ser razonable, tomando en cuenta que el recuento en placas de agar Unicamente
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cuantifica las células viables, y la cuantificacion por citometria de flujo en estas condiciones se trata de un
método de conteo absoluto.

A diferencia de los numeros obtenidos para las muestras del sistema, para la suspensién preparada en el
laboratorio se obtuvieron recuentos de orden similar para ambas metodologias. En las condiciones de
trabajo establecidas se obtuvieron resultados consistentes para concentraciones iguales o superiores a

108 microorganismos/ mL.

Tabla 3.4- Comparacion de resultados obtenidos por Citometria de flujo y recuento en placa

Resultados de recuentos por las diferentes metodologias

Muestras
Citometria de flujo (bacterias / mL) Recuento en placa (ufc/mL)
Suspensidn Alcaligenes sp. » 8x103 » 2x103
TM6 (concentrada) 1x 104 1x103
P6 (concentrada) 2x103 1x 10

» Los recuentos corresponden a la dilucion 10-5 de la suspensién original, por lo que los recuentos reales serian 8 x 108
bacterias/mLy 2 x 108 ufc/mL para los métodos de citometria de flujo y recuento en placa respectivamente.

c- Deteccion y cuantificacion de bacterias viables y no viables. Puesta a punto y estudio del limite de

deteccion del método:

»  Evaluacion del comportamiento de la suspension de Alcaligenes sp.: realizacion de la curva de
muerte.

En todos los casos el porcentaje de recuperacion de microorganismos al cabo de 48 horas oscilé entre el

96% y el 100%. En base a los resultados obtenidos, se calcularon las diluciones al momento de realizar

los ensayos de citometria. Esta estimacion no fue considerada posteriormente al momento de analizar los

resultados para evaluar las metodologias utilizadas, ya que en esta instancia se emplearon los valores

reales de los recuentos sembrados al momento de la realizacion de los anélisis.

» Determinacion de las diferentes regiones de emision para las condiciones de ensayo establecidas:

La determinacion de la region de emision de los colorantes se realizd en una instancia preliminar a la
realizacion de los ensayos mediante la realizacién del “Single stain” logrando posicionar la regién de

emision de bacterias vivas y muertas de acuerdo a lo que muestra la figura 3.17.
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Figura 3.17- Determinacion de regiones de emision de los
colorantes IP y SYTO9 realizando Single Stain.

> Estudio del limite de deteccion del método:

El anélisis de las muestras por citometria de flujo permitié la determinacién de bacterias viables y no
viables en cada una de las muestras procesadas (suspensiones de microorganismos). Los recuentos de
bacterias viables realizados sobre las suspensiones preparadas sin tratamiento térmico, obtenidos por
citometria de flujo fueron de 6rdenes similares a los resultados de los recuentos en placa para las
diluciones 1:10 y 1:100 de la suspensidn original, resultado que estaria indicando que la sensibilidad del
método es adecuada para una carga de microorganismos del orden de 108 bacterias / mL (Tabla 3.5).
Este resultado implica una diferencia importante respecto a los resultados obtenidos en las
determinaciones de células bacterianas empleando TO, un colorante que no tiene la propiedad de unirse
selectivamente a las bacterias. Por lo tanto si bien es importante la informacién que puede obtenerse
realizando determinaciones cuantitativas de células muertas y vivas de forma diferencial en una misma
muestra, el limite de deteccion de la metodologia resulté menor.

Otro punto importante a evaluar en la determinacion del limite de deteccion del método es el ruido, la

figura 3.18 muestra una serie de diagramas de citometria obtenidos en el analisis de diluciones seriadas,
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en el que se observa claramente el aumento del ruido a medida que disminuye la carga de bacterias en la
muestra. Este fendmeno que se observd en todas las experiencias realizadas, ocurre porque al diluir la
muestra disminuye la intensidad de la sefial y por lo tanto la relacion sefal/ruido es menor.

El aumento del ruido provoca que el &rea de emisién esté menos definida aumentando la variabilidad

cuando se fija dicha region y por lo tanto se parte desde el inicio con un error inherente a la propia region.

Tabla 3.5- Ensayos de sensibilidad, determinacion de bacterias viables en suspension de Alcaligenes sp.

Ensayo 1 Ensayo 2
Muestra Citometria de flujo Recuento en placa Citometria de flujo Recuento en placa

(bacterias/mL) (ufc/mL) (bacterias/mL) (ufc/mL)
Suspensién
original 8.0 x 108 3.5x108 5.7 x108 3.2x108
Dil. (1:10) 3.9x107 3.5x107 2.9 x107 3.2 x107
Dil. (1:100) 4.2x108 3.5x 106 3.9x106 3.2x108

%D IIIJEB +IP+SYTO09 GATEGII_26_May_10 10 GLl:R1=1000> (G3:NOT R1} : b Suspens|én
original

10— - — T T
10 101 102 103 104
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Figura 3.18- Determinaciones cuantitativas de bacterias viables (verdes) y bacterias no viables
(rojas) en diluciones seriadas de una suspension de Alcaligenes sp. por citometria de flujo.
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3- MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La tabla 3.6 muestra los resultados obtenidos en los andlisis de las muestras por microscopia de
fluorescencia. Se realiz6 la cuantificacion de bacterias coloreadas con loduro de propidio y con SYTO9
sobre las suspensiones de bacterias viables y las que fueron sometidas a tratamiento térmico. Esta
metodologia permiti6 observar la presencia de bacterias coloreadas con ambos fluorocromos en una
misma muestra, es decir las bacterias vivas y muertas (figura 3.19). Los recuentos realizados por el

método de recuento en placa sobre las mismas muestras permitieron cuantificar las bacterias viables.

Tabla 3.6- Resultados obtenidos en los recuentos por microscopia de fluorescencia y por el método convencional

Microscopia de fluorescencia

Muestra Dilucién Rec“z:‘ftc‘;r:[)p'aca (bacterias/mL)
MWIG (IP) MWIB (SYTO9)
0 5x107 1x108 5x107
Suspension original 102 5x 108 4 x105 4 x 108
(viables) 103 6 x 104 1x108 2 x105
104 5x103 b *k
0 <10 1x108 b
Suspensién c(tratamiento 102 <1 1x 107 o
térmico
(no viables) 10% <1 7x105
104 <1 *k *%

** Los recuentos de estos preparados no arrojaron resultados concluyentes, dado que se trataba de recuentos muy
bajos con presencia de interferencias, lo que dio resultados no reproducibles.

Figura 3.19- Fotografias obtenidas en la microscopia de fluorescencia.
A- Observacion con filtro MWIG (IP). B- Observacion con filtro MWIB (Svto9).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la capacidad del método para realizar un estudio
cuantitativo de una poblacion clasificando los microorganismos presentes en funcion de su viabilidad. El
estudio del limite de deteccion de esta metodologia aplicada a este tipo de muestras indica que es posible
evaluar una poblacion con una carga del orden de 10° microorganismos/ mL, lo que coincide con el limite

de deteccion preestablecido para el método de recuento microscépico directo.
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Los recuentos por microscopio de fluorescencia de bacterias viables fueron mayores a los obtenidos por
el método convencional de recuento en placa, pero coherentes entre si; este efecto podria atribuirse al
porcentaje de microorganismos viables pero no cultivables presentes en la muestra. La observacion
microscopica de las suspensiones sometidas a tratamiento térmico concuerda con los resultados
esperados. Se realizd ademas la observacion y recuento de bacterias muertas (coloreadas con IP)
presentes en las suspensiones de bacterias viables. Se obtuvieron nimeros altos, lo que sugiere la gran
cantidad de microorganismos no viables presentes en las suspensiones, que podrian ser potenciales
generadores de endotoxinas y sin embargo no serian detectados por los métodos clasicos de recuento.
Estos Ultimos resultados podrian justificar las diferencias encontradas entre los recuentos de bacterias
vivas y los recuentos de bacterias muertas por microscopia de fluorescencia ya que en el segundo se

estarian detectando la totalidad de los microorganismos.

4- ANALISIS POR PCR EN TIEMPO REAL

1- Determinacion del limite de deteccion sobre muestras de ADN:

> Cuantificacion de ADN:

[ADN](ng/uL) [ADN](ng/uL)
en muestra original para reaccién de PCR
153 10

» Reacciones de PCR a tiempo real:
La tabla 3.7 lista los resultados obtenidos en la reaccion de PCR a tiempo real y su representacion grafica

se puede observar en las Figuras 3.20 y 3.21.

Tabla 3.7- Resultados de la reaccién de PCR en tiempo real

[ADNJ/dilucién [ADNJ/tubo

Muestra Ct Tm
(ng/pL) (ng/pL)
]
B
! 0 10 1 16,49 86,2
0 10 1 16,47 86,3
|:| 10 1 0,1 18,31 86,2
10 1 0,1 18,40 86,2
- 102 0,1 0,01 20,97 86,2
102 0,1 0,01 20,95 86,0
- 103 0,01 0,001 24,03 86,3
103 0,01 0,001 24,59 86,3
- 10+ 0,001 0,0001 28,67 85,5
104 0,001 0,0001 29,48 86,7
- 105 0,0001 0,00001
105 0,0001 0,00001
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De acuerdo a los resultados obtenidos se puede apreciar que el limite de deteccion de ADN en las
condiciones del ensayo corresponde a la dilucién 10-. Esta es la mayor dilucion de la muestra para la
cual la curva de amplificacidén alcanza valores por encima del umbral. Al momento de analizar los
resultados es importante considerar todas las caracteristicas de la reaccién; en nuestro caso la deteccion
del producto de amplificacion se realizd mediante el empleo de agentes intercalantes, esto no hace la
reaccion mas especifica que una PCR convencional, dado que estos compuestos se unen a cualquier
dimero de ADN presente en el medio de reaccion y por lo tanto el analisis de las curvas de disociacion se
vuelve fundamental (Bustin S.A. et a., 2004). Los resultados obtenidos a partir de las curvas de
disociacién de los productos de amplificacién (‘melting”) (Figura 3.22), concuerdan con los resultados
arrojados por las curvas de amplificacion; obteniéndose en todos los casos buena reproducibilidad entre
los duplicados.

Los controles negativos permitieron validar la experiencia dado que arrojaron valores por debajo del
umbral y no presentaron curva de melting. Es importante destacar ademas que se obtuvo una buena
eficiencia para la reaccion.

El limite de deteccion determinado en las condiciones del ensayo se corresponde con una concentracion

de ADN de 0,001 ng/uL en la muestra original.
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Figura 3.22- Curva de disociacion de los productos de amplificacion. El pico
representa la Tm.

2- Determinacion del limite de deteccion sobre muestras con células:

En la tabla 3.8 se detallan los resultados obtenidos en la reaccidn de PCR en tiempo real sobre la

muestra de células.

Tabla 3.8- Resultados de la reaccion de PCR en tiempo real

NUmero de células (ufc/mL) en la

Muestra muestra sometida a tratamiento de lisis * o m
I:I B
B

™ 0 4.8E8 16,46 86,6

0 4.8 E8 16,94 86,5

. 10- 48ET7 20,07 86,7

10+ 48 E7 19,88 86,5

= 102 4.8 E6 2345 86,5

102 4.8 E6 22,86 86,5

! 103 48 E5 27,76 86,2

103 48 E5 26,66 86,5

& Este nimero se corresponde con el recuento de bacterias en el tubo original (que fue sometido al
tratamiento de lisis), se debe tomar en cuenta que para la reaccion de real time sufre una dilucion de 101

Como se despliega de los resultados de la figura 3.23, la dilucién 10 es la mayor para la cual se
obtienen valores por encima del umbral, lo que se corresponde con un numero de células de 4.8 E5
ufc/mL. Este resultado concuerda también con las curvas de disociacion obtenidas en la reaccién (figura
3.24). El limite de deteccion para este ensayo en las condiciones de reaccién planteadas es superior a los
resultados reportados para muestras de naturaleza clinica, por el método de real time PCR para la
determinacién de cepas de Stenotrophomonas maltophilia, en los que el limite se considera en 104 ufc/mL
(Rios-Licea M.M. et al., 2010).
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Con base en estos resultados se planteé la realizacién de las determinaciones a partir de ADN, pero

correlacionando previamente la cantidad de ADN con el nimero de células. Esta propuesta surge a partir

de la hipétesis de que los restos de lisis celular en el medio de reaccién para las determinaciones

realizadas directamente sobre la muestra con células estarian afectando la pureza de la muestra y

generando interferencias en las determinaciones. La realizacion de los ensayos sobre ADN evitaria la

presencia de dichas interferencias, permitiendo correlacionar posteriormente el limite de ADN detectado

con el numero de células correspondiente.

3-

células correspondiente:

>  Cuantificacion de ADN:

Determinacion del limite de deteccion sobre muestras de ADN y correlacion con el nimero de

Recuento de bacterias | [ADN](ug/mL) | [ADN](ug/mL) Relacién *
(ufe/ml) en lamuestra | €N muestra - parareacsion | o e cefulas:ADN
original original de PCR
1.7E9 25.1 25.1 1 célula:0.015 pg ADN
2,3E9 48,7 48,7 1 célula:0.021 pg ADN

& La relacion Numero de células:ADN es vélida exclusivamente para las condiciones en que se realizaron dichas
determinaciones, tomando en cuenta el método utilizado para la extraccion de ADN y que el nimero de células corresponde a

numero de bacterias viables (ufc).
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Existen reportes que establecen la relacién existente entre el nimero de microorganismos, determinada
por métodos convencionales y el contenido de ADN correspondiente (Jofre J. et al., 2010; Lucena F. et
al., 2003; Gregory TR., 2001). El contenido de ADN varia entre los grupos de microorganismos (hongos,
protozoarios, bacterias y virus). Para el caso de nuestro trabajo era importante conocer la relacién entre el
nimero de microorganismos de una determinada suspensién y la cantidad de ADN obtenida a partir de
esa suspensién; mas que la relacion real existente entre el nimero de células y su contenido de ADN. Por
lo tanto fue necesario determinar la correlacion existente en la situacion de trabajo, considerando que
existen variaciones que son inherentes al método de extraccion utilizado. Por otra parte, en el sistema
objeto de trabajo, existen ademas variaciones que son propias del mismo y su condicion en el momento
del andlisis, por ejemplo la presencia de microorganismos no viables que persisten en el agua por
periodos variables de tiempo, pueden retener de manera intacta sus componentes y son detectados por
métodos moleculares. Sin embargo, se ha reportado que la variacién en el nimero de microorganismos
viables no solamente esta presente en los sistemas reales, sino que ademas puede estar presente
también en las suspensiones de cultivos puros de bacterias. Se han descrito diferencias importantes entre
el nimero de bacterias totales y el nimero de bacterias cultivables presentes en cultivos puros, incluso en
cultivos que se encuentran en la fase de crecimiento exponencial (Barcina . et al., 1989; Jofre J. et al.,
2010). La determinacion del ADN correspondiente tanto a microorganismos viables como no viables
presentes en el sistema aporta una informacién mas completa acerca de los riesgos para la salud, dado
que se consideran también los restos de bacterias que podrian ser causantes de reacciones adversas en
los pacientes. Sin embargo este tipo de metodologias no brindan informacién sobre la eficiencia de los
procesos de desinfeccion cuya funcién es la destruccion de los microorganismos (Jofre J. et al., 2010).

En el presente trabajo se realizaron dos determinaciones independientes para establecer la correlacion
existente entre el nimero de células y la cantidad de ADN obtenido en la extraccién mediante la
metodologia empleada (Anexo 2). Los resultados obtenidos en ambas determinaciones resultaron de un
orden similar. De todas maneras, para establecer una correlacién Nimero de células:ADN en las
condiciones de trabajo para estimar el nimero de células presentes exclusivamente por PCR en tiempo
real, deberian hacerse mas determinaciones para establecer un factor de correlacion definitivo.

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron sobre la muestra conteniendo 25.1 ug de ADN / mL
de muestra, por lo que la relacién Numero de células:ADN considerada para realizar el analisis de los

resultados de la reaccion de PCR fue 1 célula:0.015 pg ADN para Stenotrophomonas maltophilia.

» Reacciones de PCR a tiempo real:

En la tabla 3.9 se detallan los resultados obtenidos en la reaccion de PCR en tiempo real, a partir de los
ciclos de amplificacion y en los de disociacion (“melting”). Las figuras 3.25, 3.26 y 3.27 muestran las

curvas correspondientes.
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Capitulo 3 - Desarrollo y puesta a punto de métodos alternativos de analisis -

Tabla 3.9- Resultados de la reaccién de PCR en tiempo real

ADN]J/dilucién ADN]/tubo

Muestra [ (ué ml) [ (Mg /]mL) Ct Tm
1
B

I:l 101 2,51 0,251 17,91 86,0

101 2,51 0,251 17,88 86,0

- 102 0,251 0,0251 20,98 86,2

102 0,251 0,0251 20,91 86,0

- 103 0,0251 0,00251 23,92 86,0

103 0,0251 0,00251 2411 86,2

I:l 10+ 0,00251 0,000251 26,85 86,3

10+ 0,00251 0,000251 27,92 86,3
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Capitulo 3 - Desarrollo y puesta a punto de métodos alternativos de analisis -

Los resultados obtenidos establecen el limite de detecciéon para esta técnica en 0.0025 ug de ADN/ mL.
Este resultado concuerda con el obtenido en el primer ensayo, en el que se determind el limite de
deteccion del método para ADN y dio como resultado 0.001 pg/ mL; por lo tanto estariamos hablando de
ordenes similares.

Si tomamos en cuenta la correlacion entre el nimero de células y la cantidad de ADN, el limite de
deteccion establecido en 0.0025 ug de ADN/ mL, se corresponde con 1,7 E5 células/ mL; resultado que
también es concordante con el obtenido en el ensayo realizado directamente sobre células sometidas al

tratamiento de lisis, en el que el limite de deteccion correspondio a un orden de 10° ufc/mL.
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El desarrollo de este trabajo permitié generar aportes al conocimiento de estos sistemas:

El sistema fue estrictamente controlado de acuerdo con los planes establecidos por el centro durante el
periodo de monitoreo establecido. De la totalidad de los controles realizados, ninguno arrojé resultados
por encima del limite de accion establecido y Gnicamente en una oportunidad un punto del sistema de
tratamiento arrojo resultados que superaron el limite de alerta, hecho que pone de manifiesto que la

situacion general del sistema se encuentra bajo control.

En cuanto a la poblacion planctdnica, todos los microorganismos recuperados ya han sido reportados en
sistemas de esta naturaleza, y muchos de estos fueron identificados también como parte de los biofilms

asociados a las caferias.

Se realizé la sustitucion de cafierias que formaban parte del sistema de tratamiento y distribucion, por
disposicién del organismo regulador en nuestro pais (FNR). Este cambio de caferias no fue
consecuencia de nuestros resultados sino debido a lo establecido por dicha institucién en funcion del

tiempo de vida util determinado para las mismas.

En los andlisis realizados sobre los diferentes sectores de las cafierias extraidas del sistema, las
muestras correspondientes a canillas, codos y cafios posteriores al UV no arrojaron crecimiento, lo cual
sugiere que el sistema para destruir microorganismos empleados en el mantenimiento ha resultado

eficiente.

En los controles realizados posteriormente a esta instancia se constatd que el numero de
microorganismos recuperados se correspondid en todos los casos con valores por debajo de las

especificaciones establecidas.

Se realizé la comparacién de la recuperacion de microorganismos entre los diferentes medios de cultivo
empleados. Los organismos reguladores aun no han logrado una armonizacion en cuanto las condiciones
de cultivo para analisis microbioldgico en agua para hemodidlisis que estos proponen. El medio de cultivo
mas frecuentemente empleado es el TSA, propuesto por la AAMI, Farmacopea Europea y la Farmacopea
de Estados Unidos, sin embargo en nuestro pais, las guias del FNR proponen como medio alternativo el
PCA, dejando la seleccién entre ambos medios a criterio de cada institucion. A pesar de esto, se han
reportado en multiples trabajos las ventajas del empleo del medio R2A para sistemas de tratamiento de
agua (Gomila M. et al, 2005; Kulakov L. et al., 2002; Van der Linde K. et al., 1999), en los que muchas
bacterias pueden haberse adaptado a un medio con pocos nutrientes. El R2A tiene la caracteristica de
que su composicién simula mejor las condiciones nutritivas de este tipo de sistemas. Los resultados del
trabajo reflejan que los recuentos en R2A Y PCA no arrojaron diferencias estadisticamente significativas,
por lo que el uso de R2A no parece dar mayores garantias desde el punto de vista sanitario. De la misma
manera no se encontraron diferencias en la recuperacion de microorganismos tras la incubacion a 22.5 +
2.5°C, durante 5 dias adicionales, tal cual se plantea en ciertas normativas (ltalian Society of, N., 2005;

ISO 13959: 2009). Sin embargo, se debe destacar la importancia de prolongar el tiempo de incubacién,
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dado que esta condicién si arrojo resultados diferentes en los recuentos independientemente del medio

de cultivo empleado.

En el capitulo dos se describen actividades realizadas con importancia clinica, se realizaron estudios para
determinar la eficiencia de la actividad de la solucién empleada para la desinfeccion y conservacién de los
dializadores de reuso, y también determinaciones para evaluar la presencia de pirégenos y su posible

correlacion con los recuentos de microorganismos.

En las determinaciones realizadas en paralelo de recuento de la poblacion bacteriana y ensayo de LAL en
los puntos del sistema, la prueba de LAL dio positiva para el punto TM5, aunque los recuentos en este
punto dieron por debajo de los limites establecidos. En este caso la concentracién de endotoxinas
bacterianas detectables por el ensayo de LAL (Gel- clot) se encontr6 por encima de 0.125 UE/mL. Este
resultado refuerza la no correlacién existente entre los resultados de LAL y el nimero de bacterias
viables. Por lo tanto, es esencial cumplir con las exigencias establecidas para ambos parametros a los

efectos de garantizar la calidad del tratamiento de hemodiélisis.

En todos los casos de episodios de chucho en los que se realizé la determinacion de endotoxinas
bacterianas el resultado fue negativo. Es importante destacar que la cantidad de endotoxinas bacterianas
no esta ligada unicamente al nimero de microorganismos viables y no viables, sino también al tipo de
microorganismos y por lo tanto, en el sistema dinamico con el cual trabajamos se dificulta ain mas llegar
a conclusiones. En cuanto a la generacién de endotoxinas por parte de la exposicion a radiacion
ultravioleta, los resultados fueron concluyentes en cuanto a que este factor esta ligado a la carga
bacteriana que es sometida a dicha radiacién, arrojando resultados seguros para las condiciones de
sistemas de purificacion de agua que cumplen con las especificaciones. Asi se puede concluir la
importancia de la calidad del agua que ingresa al sistema y el solido concepto de que la mejor manera de
mantener el sistema bajo control es mantener controlado cada punto del sistema mediante el seguimiento

de protocolos y controles establecidos que aseguran la calidad del agua durante todo su procesamiento.
Evaluacion de la actividad de solucion de conservacion de dializadores:

Como era de esperar se comprob0 la eficiencia de la solucién de conservacion en los ensayos realizados
en tubo directamente con la suspensién de microorganismos. Cuando se realizaron las pruebas de la
eficiencia de la solucion de conservacion sobre los dializadores se presentaron dificultades
metodoldgicas. Los ensayos sobre dializadores nuevos fueron concluyentes respecto a la eficiencia de la
actividad, en ninguna fraccién se recuperaron microorganismos luego del tratamiento establecido. Sin
embargo, cuando se realizaron los ensayos sobre dializadores usados, todas las fracciones obtenidas de
la seccién interna de los dializadores no eran filtrables debido a la presencia de interferencias
provenientes del dializador usado y por lo tanto no fue posible obtener los resultados correspondientes a
estas muestras, incluso después de las modificaciones realizadas sobre el disefio de los experimentos. A
pesar de estos inconvenientes, los resultados son consistentes al momento de asegurar la eficiencia de la

actividad de la solucion de conservacion en la seccion externa de los dializadores, incluso frente a cargas
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tan altas de microorganismos como las ensayadas, que superan ampliamente al nimero que podria
estar presente en este tipo de sistemas. Este resultado es importante dado que seccion externa del
dializador es la que entra en contacto directo con el liquido de didlisis y es donde podrian haber accedido
los microorganismos provenientes del sistema, y no asi en la seccion interna del dializador. De todas
maneras se podria buscar la manera de mejorar el disefio de estos ensayos para poder analizar también

la seccion interna del dializador.

La tercera parte del trabajo consistié en evaluar métodos alternativos de andlisis y su aplicabilidad al

sistema en cuestion.

Citometria de flujo:

Desde una perspectiva practica, los resultados obtenidos empleando el método de recuento en placa
tienen una incertidumbre > 30% comparado con la citometria de flujo con un error estandar < 5%
(Hammes F. et al., 2008). El recuento en placa puede llevar hasta 7 dias para obtener los resultados
definitivos, mientras que la citometria de flujo requiere 20 minutos. Sin embargo, para evaluar una
metodologia de desinfeccion como la radiacion UV, la cual no destruye fisicamente las células; deberia
tomarse en cuenta que la determinacién del nimero total de células resulta un parametro insuficiente
(Berney M. et al., 2006; Hammes F. et al., 2008). Esta limitante podria salvarse empleando el kit Live /
Dead BacLight™ Bacterial Viability and Counting kit, que diferencia el estado de las células en base a la
permeabilidad de la membrana a colorantes, propiedad que si se ve afectada por este tipo de procesos.
A pesar de ello, no fue posible demostrar una alta sensibilidad del método para el sistema en nuestras
condiciones de trabajo, caracteristica que se vuelve fundamental cuando se trata de sistemas cuyas
aplicaciones implican cargas muy bajas de microorganismos y con una tendencia que apunta a minimizar
estas poblaciones. Es importante destacar que nuestros resultados no excluyen a la citometria de flujo
como método aplicado a determinaciones de microorganismos en sistemas limpios, de hecho existen
mltiples publicaciones al respecto (Hammes F. et al. ,2008; McHugh I.O.L. et al., 2007; Hoefel D. et al.,
2003). En el caso de nuestro trabajo, si bien fue posible realizar determinaciones diferenciales que
permitieron discriminar bacterias viables y bacterias no viables, no se lograron limites de deteccién
mejorados respecto a los que se obtienen empleando los métodos tradicionales de cultivo.

Como metodologia general la citometria demuestra muchas ventajas frente al recuento convencional,
como el tiempo que implican los analisis y la posibilidad de discriminacién de células en funcién de
diferentes propiedades, como ser la viabilidad de las mismas. Sin embargo presenta también ciertas
desventajas como el alto costo de equipo, mantenimiento y reactivos; asi como operadores
especializados. Ademas, para nuestro sistema y condiciones de trabajo en particular no fue posible
lograr la sensibilidad deseada. Estos aspectos dificultan la aplicacién de esta metodologia como parte del
control rutinario de sistemas de esta naturaleza, cuya finalidad es obtener un producto de alta calidad, lo

que implica una poblacién microbiana baja.
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Microscopia de fluorescencia:

Esta metodologia, al igual que la citometria de flujo se basa en la deteccion de células en base a su
capacidad de tincién con diferentes colorantes fluorescentes en funcion de diferentes propiedades o
estados celulares como son la viabilidad y la tincion al Gram. A pesar de que ambas metodologias parten
del mismo principio, presentan grandes diferencias ya que el empleo del microscopio de fluorescencia
permite observar los preparados tratados con los fluoréforos y por lo tanto es posible distinguir bacterias
tefiidas de particulas presentes en la matriz de la muestra que puedan haber sido tefiidas, y que por
citometria de flujo serian contadas de forma indiscriminada. La observacion de las muestras es una
ventaja que presenta esta metodologia porque permite al operador observar la situacion para poder
evaluarla, pero sin embargo se trata de una técnica mucho méas trabajosa lo que conlleva a un mayor
tiempo de andlisis. El limite de deteccion esperado para esta técnica es del orden de 105
microorganismos/ mL, lo que coincide con la sensibilidad preestablecida para el método de recuento
microscopico directo y lo que resultd concordante con nuestros resultados. Dado que el limite de
deteccion obtenido en los analisis por citometria de flujo fue de un orden similar, seria posible establecer
una correlacién entre ambas metodologias, para los distintos puntos del sistema en cuestion, para validar
los ensayos de citometria y en caso de ser necesario un conteo diferencial de células poder emplear esta
técnica de analisis (mas rapida y menos trabajosa), con la seguridad de que realmente se estan

valorando bacterias y no posibles interferencias.
Técnicas de PCR en tiempo real:

Las técnicas basadas en la amplificacion y caracterizacion de &cidos nucleicos tienen un enorme
potencial para confirmar cultivos presuntivos, identificar aislamientos de cultivos por métodos
convencionales y aportar datos de microorganismos e informacién de la presencia de patdgenos
circulando en determinadas areas del sistema.

Sin embargo estos métodos contintian teniendo pocas aplicaciones al momento de considerarlos como
herramienta para el control rutinario de estos sistemas. En este trabajo se buscd realizar un analisis
critico de las perspectivas de uso de métodos de biologia molecular basados en la amplificacion de
acidos nucleicos para el monitoreo de sistemas de agua.

Los organismos encargados de la regulacion de la calidad de agua usualmente recomiendan los métodos
estandar de cultivo para el analisis microbiologico. Los métodos alternativos para determinar pardmetros
microbiologicos Unicamente deberian usarse cuando es posible demostrar que los resultados obtenidos
mediante el empleo de estas técnicas aportaran informacion mas relevante que los métodos establecidos
por dichos organismos (Jofre J. et al., 2010).

En el caso particular de los resultados obtenidos en este trabajo por PCR en tiempo real para
Stenotrophomonas maltophilia, si bien no seria aplicable a la cuantificacion en el sistema real (por la baja
sensibilidad), podria emplearse para la rapida identificacion o confirmacion de un aislamiento de este

microorganismo debido a la especificidad de los primers utilizados.
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Perspectivas planteadas:

» Evaluar el potencial de generacion de biofilms de los microorganismos aislados de las cafierias y

también de los microorganismos recuperados en hemocultivos.

» Estudiar nuevas alternativas metodolégicas para el analisis del compartimiento interno de
dializadores usados, con la finalidad de lograr resultados experimentales que respalden la eficiencia

de la solucion de conservacion en estas condiciones.

» Realizar el andlisis de actividad de la solucién de conservacion sobre Methylobacterium
radiotolerans, que se trata de un microorganismo Gram negativo esporulado que encuentra asociado

cronicamente al sistema.

» En el desarrollo del trabajo, todos los métodos alternativos de analisis que fueron ensayados no
lograron limites de detecciéon mejorados respecto a los que se obtienen empleando los métodos
tradicionales de cultivo. Se plantea el disefio y la implementacién de metodologias de concentracién
de muestras de agua que permitan alcanzar cargas microbianas suficientes para la aplicacion de
dichas metodologias. Una posibilidad implica el procesamiento grandes volimenes, lo cual significa

un desafio para la aplicacién practica.
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Anexos

ANEXO 1

Composicion de los medios de cultivo:

TSA (Difco™ Tryptic Soy Agar)

Formula por litro:

Digerido pancreético de Caseina 15.0¢
Digerido Enzimético de Soja 50¢
Cloruro de Sodio 509
Agar 15.09

PCA (Difco™ Plate Count Agar)

Formula por litro:

Digerido Pancreético de Caseina 509
Extracto de Levadura 25¢
Dextrosa 109
Agar 15.09

R2A (Difco™ R2A Agar)

Formula por litro:

Extracto de Levadura 05¢g
Proteasa Peptona No. 3 05¢g
Casaminoacidos 05¢g
Dextrosa 05¢g
Almidon soluble 05¢g
Piruvato de Sodio 03¢
Fosfato bipotasico 03¢
Sulfato de Magnesio 0.05¢
Agar 15.0¢

MacConkey Agar (Difco™ MacConkey Agar)

Formula por litro:

Peptona 1709
Proteasa Peptona 3.0g
Lactosa 1009
Sales biliares No. 3 15¢
Cloruro de Sodio 50¢g
Agar 13.5¢
Rojo Neutro 0.03g

Cristal Violeta 1.0 mg
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ANEXO 2

Protocolo para extraccion de ADN (AppliChem?®)
AppliChem (Geno/mini DNA Isolation Spin-Kit — A5185): Kit comercial para la purificacion de ADN

genémico empleando mini columnas.

Introduccion:

Este kit se basa en la propiedad del ADN de ser adsorbido en la superficie de la silica en presencia de
sales caotrdpicas. Las células son lisadas empleando una solucion de lisis que contiene sales caotropicas
(Total Lysis buffer AC), conjuntamente con la Proteinasa K. A continuacion, el lisado, conteniendo el ADN,
se pasa a una columna. El ADN es adsorbido en la superficie de filiro de silica mientras que los
contaminantes pasan a través sin ser adsorbidos. Luego del lavado, el ADN es eluido en GU o buffer de

baja concentracion salina.

Componentes del kit:

Solucion de lavado (AC1)

Buffer Tris ACTB

Buffer de lisis (AC)

Solucion de Proteinasa K
Columnas (Spin AC mini columns)
Tubos de 2mL

Preparacion del material:
1. Transferir la muestra® a un tubo de centrifuga y centrifugar durante 10 min. a 7000rpm
Remover el sobrenadante
Suspender el pellet en 100uLde Buffer Tris ACTB (Tris.HCI 10mM, pH8.5, suplementado)
Agregar 200uL de buffer de lisis AC y 20l de Proteinasa K.
Agitar con vortex durante 20 segundos
Incubar a 37°C por 20 minutos
Transferir la muestra a 70°C e incubar por 5 minutos

Agitar con vortex por 20 segundos

© o N o g bk N

Seguir el protocolo de aislamiento

Obtencion de la muestra*:
La muestra se prepara directamente en un tubo eppendorf. Se prepara una suspension a partir de un
cultivo puro del microorganismo en cuestion en medio R2A en 1 mL de suero fisiolégico y luego se

centrifuga.
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Protocolo de aislamiento:

1.

AU

Centrifugar la muestra por 2 minutos a 10.000 — 14.000 rpm

Transferir el sobrenadante a la columna

Centrifugar por 1 minuto a 10.000 - 14.000 rpm

Abrir la columna y agregar 500pL de la Solucién de lavado AC1

Centrifugar por 2 minutos a 10.000 — 14.000 rpm

Para fluir el ADN, transferir la columna a un nuevo tubo de reaccién (1.5mL) y agregar 100 -
200uL de Buffer Tris ACTB o agua (precalentado a 75°C).

Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

Centrifugar 1 minuto a 10.000 — 14.000 rpm.

Remover y descartar la columna.
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ANEXO 3

Protocolo para la determinacion de endotoxinas bacterianas (ensayo de LAL):
Limulus Amebocyte Lysate (LAL), PYROGENT® Ultra (Lonza) :

Introduccion:

El ensayo se basa en la propiedad de coagulacion de la sangre del Limulus polyphemus en presencia de
bacterias Gram negativas. Dicha propiedad es resultado de la reaccion entre las endotoxinas que forman
parte de la membrana externa de los gérmenes Gram negativos y una proteina coagulable de los
amebocitos presentes en la sangre del Limulus. El reactivo de LAL consiste en un lisado de estos
amebocitos (LONZA, PYROGENT® ).

Principio de la reaccion:

Las endotoxinas de las bacterias Gram negativas catalizan la activacion de una proenzima presente en el
Lisado de Amebocitos de Limulus. La enzima activada (coagulasa) hidroliza enlaces especificos de la
proteina (coagulégeno) también presente en el Lisado de Amebocitos de Limulus, resultando en una

estructura (coagulina) con capacidad de asociacién entre si, formando un coagulo gelatinoso (gel — clot).

' Endotoxina
Proenzima > Coagulasa
) Coagulasa .
Coagulégeno > Coagulina
Gel - clot

Componentes del kit:
1. Lisado de Amebocitos de Limulus, liofilizado.
2. Endotoxina de E.coli 055:B5. Stds. de endotoxina.
El kit cuenta con 5 viales cada uno de los cuales contiene soluciones liquidas de
concentraciones establecidas de endotoxina: 2A, A, 1/2\, 1/4\ y un quinto vial que contiene una
concentracion de 10 x 2\ (empleado para la preparacion de los controles positivos). A representa

la sensibilidad del kit y esta declarada para cada kit.

Preparacion de la muestra:

Durante la recoleccién y preparacion de la muestra debe evitarse la contaminacion microbiana o por
endotoxinas de la misma, por lo que es imprescindible tener la precaucion de emplear durante toda la
manipulacion material estéril y libre de pirdgenos.

Es estrictamente necesario ajustar el pH de la muestra a un rango comprendido entre 6.0 y 8.0
(empleando NaOH y/o HCI libre de pirdgenos), esta operacion siempre debe hacerse sobre soluciones

buffereadas.
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Las muestras deben almacenarse a una temperatura de 2-8°C por un periodo no superior a 24 hs. 0 en

caso contrario deben congelarse.

Preparacion de reactivos:

1.

2.

Preparacion del Lisado de Amebocitos de Limulus:
A. Reconstituir el vial conteniendo el liofilizado con 5.2mL de agua para LAL. Mezclar
suavemente durante 30 segundos.
B. Ellisado reconstituido puede almacenarse durante 24hs. sin pérdida de sensibilidad, o
puede dividirse en volumenes convenientes y almacenarse a -10°C durante 4 semanas.
El reactivo debe descongelarse inmediatamente antes de ser usado y no puede volver a
congelarse.
Preparacion de los Stds. de endotoxina:
A. Permitir que los viales alcancen temperatura ambiente e incubarlos a 37+1°C.
B. Invertir los viales al menos 5 veces para homogeneizar el contenido

C. Almacenar de 2-82C durante 4 semanas. No congelar.

Procedimiento e interpretacion del test:

1.

Transferir cuidadosamente (para evitar contaminacién) a un tubo de reaccion 100uL de cada
una de las diluciones del estandar y la muestra.

Es importante incluir todo el rango de concentraciones de estandar para construir la curva y
verificar la sensibilidad del reactivo.

De manera similar, afiadir en un tubo de reaccion 100uL de agua para LAL (control negativo).
Agregar a cada uno de los tubos 100uL de lisado reconstituido, comenzando por el blanco y
continuando por la menor concentracion hasta la mayor concentracion de endotoxina. Mezclar
vigorosamente luego del agregado.

Incubar los tubos en bario sin agitacion a 37+1°C. El tiempo de incubacion debe medirse
exactamente desde el momento en que los tubos se colocan en el bafio y estos no deben
moverse durante el periodo establecido.

Incubar exactamente 60+2 minutos.

Retirar los tubos del bafio y examinar cada tubo para ver la formacién del coagulo.

Interpretacion:

Una reaccion positiva se indica por la formacién de un gel que se mantiene firme al invertir el
tubo 180°.

Una reaccion negativa se caracteriza por la ausencia de un coagulo firme luego de invertir el
tubo. Incluso se puede observar turbidez o viscosidad incrementada pero aun asi debe

considerarse negativo.
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ANEXO 4
BD BBL Enterotube Il

Principios y explicacion del procedimiento

BBL Enterotube Il es un sistema de identificacion listo para usar que se emplea en la identificacion de
Enterobacteriaceae y otros bacilos gram negativos con resultado negativo a la oxidasa, basado en las
reacciones bioquimicas. Se trata un tubo de plastico integrado con compartimientos formado por 12
medios diferentes que permiten la determinacién de 15 reacciones bioquimicas (glucosa, produccién de
gas a partir de glucosa, descarboxilasa de lisina, descarboxilasa de ornitina, H2S, indol, adonitol, lactosa,
arabinosa, sorbitol, Voges-Proskauer (VP), dulcitol, desaminasa de fenilalanina (PA), urea y citrato). La
combinacién de reacciones resultante, junto con la guia de interpretacion (libro de cédigos), permite la
identificacion de la Enterobacteriaceae. Se obtiene un total de los nimeros positivos comprobados y
luego se sitia el nimero compuesto en la guia de interpretacién. Donde se enumeren dos 0 mas

organismos, también se indican las pruebas de confirmacion necesarias para su identificacion adicional.

Materiales y reactivos
Tubo de reacciones (Enterotubo)

Reactivos reveladores: - Reactivo de Kovacs (para prueba de indol)
- Reactivo de Voges-Proskauer (VP)
Bloc de resultados y grafico de reacciones de colores para BBL Enterotube 1.

Guia de interpretacion

Procedimiento de analisis
1. El cultivo utilizado para la inoculacién debe tener por lo menos 18 horas, pero en general no mas de

48 horas. Es necesario asegurarse de que la cepa aislada que debe identificarse con BBL Enterotube
[l proceda de un cultivo puro de un bacilo gram negativo que sea negativo a la oxidasa.

2. Seleccionar una colonia bien aislada directamente con la punta de la guia de inoculacion. Se debe
observar una cantidad visible de indculo en la punta y en el costado de la guia. No tocar el agar con
la guia.

3. Inocular BBL Enterotube Il primero retorciendo la guia y luego retirando la guia por todos los
compartimientos y aplicando un movimiento giratorio.

4. Volver a insertar la guia (sin esterilizar) en el tubo, utilizando un movimiento giratorio en todos los
compartimientos, hasta que la muesca de la guia se alinee con la abertura del tubo. La punta de la
guia debe estar visible en el compartimiento de citrato. Cortar la guia en la muesca mediante torsién.
La parte de la guia restante en el tubo mantiene las condiciones anaerobias necesarias para una
verdadera fermentacion de la glucosa, la produccion de gas y la descarboxilacién de lisina y ornitina.

5. Con la parte restante de la guia, hacer orificios a través del papel metalizado que cubre las entradas

de aire de los Ultimos ocho compartimientos (adonitol, lactosa, arabinosa, sorbitol, Voges-Proskauer,
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dulcitol/PA, urea y citrato) para favorecer el crecimiento aerobio en los mismos. Volver a colocar las
tapas.

Incubar a 35 0 37 °C durante 18 - 24 horas sobre una superficie plana o en posicién vertical. Permitir
la circulacion de aire entre los tubos incubados.

Efectuar la interpretacion y registrar todas las reacciones con excepcidn de indol y Voges-Proskauer.

Para realizar la prueba de indol: Afiada 3-4 gotas de reactivo de Kovacs al compartimiento H2S/indol
y permita que el reactivo contacte con la superficie del medio. Una prueba positiva se indica por la
aparicion de color rojo en el reactivo afiadido al cabo de 10 segundos.

Para realizar la prueba de Voges-Proskauer (VP): Afiadir 3 a 5 gotas de reactivo Ade VP yde 1a2
gotas de reactivo B de VP. Una reaccién positiva se indica por el cambio del color a un rojo cereza en
5-15 minutos. Una decoloracidn de color cobre o marron se interpreta como reaccion negativa. No
espere mas de 15 minutos para leer los resultados.

Nota: Al utilizar los reactivos preparados en laboratorio afiadir dos gotas de solucién de hidréxido de
potasio al 20% con 0,3% de creatina y tres gotas de alfanaftol al 5% en alcohol etilico puro. Una
prueba positiva se indica por la aparicién de un color rojo a los 20 min. No espere mas de 20 minutos

para leer los resultados.

Resultados

1.

Después de 18 — 24 horas de incubacion, efectuar la lectura de las reacciones de manera secuencial,
comparando los colores de los medios en el tubo después de la incubacién con aquellos que se
suministran en el esquema de colores en la cubierta del bloc de codigos.

Indicar cada resultado de prueba positivo marcando con un circulo el numero que aparece debajo del
compartimiento apropiado en el bloc de resultados.

Sumar los nimeros marcados con un circulo en la seccion entre corchetes e ingresar la suma en el
espacio suministrado debajo de las flecha.

Buscar el nimero de cinco digitos en la guia de interpretacion (libro de cddigos) y encontrar la o las

mejores respuestas en la columna denominada “ID Value* (valor de ID).
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ANEXO 5
BD BBL Oxi/Ferm Tube Il

Principios y explicacion del procedimiento

BBL Oxi/Ferm Tube Il es un sistema de identificacién listo para usar en bacterias gram negativas
fermentadoras positivas a la oxidasa y no fermentadoras gram negativas. Consiste en un tubo de pléstico
integrado con compartimientos, formado con 12 medios diferentes que permiten la determinacion de 14
reacciones bioquimicas. La guia de inoculacion adjunta permite la inoculacion de todos los
compartimientos en un paso. Después de 48 h de incubacion, se efectua la lectura de los resultados y se
registran todas las reacciones positivas. El bloc de resultados y el grafico de reacciones de colores
permiten una comprobacion rapida de las reacciones positivas obtenidas. Se obtiene un total de los
numeros positivos verificados y luego se situa el nimero compuesto en el BBL Oxi/Ferm Tube Il Biocode

Manual para identificar los organismos.

Reactivos
Cuadro de reacciones bioquimicas

Medio Reaccion
1 Ana-Gluc
2 Arginina
3 Lisina
4 Lactosa/N2
5 SacarosalIndol
6 Xilosa
7 Aer-Gluc
8 Maltosa
9 Manitol
10 PA (Fenilalanina)
11 Urea
12 Citrato

Procedimiento

Materiales y reactivos
Tubo de reacciones

Reactivos reveladores: - Reactivo de Kovacs (para prueba de indol)
- Reactivo de Oxidasa
Bloc de resultados y grafico de reacciones de colores para BBL Oxi/Ferm Tube II.

Guia de interpretacion (Biocode Manual).
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Procedimiento de analisis

1.

Para la inoculacién de BBL Oxi/Ferm Tube II, se debe utilizar el crecimiento de medios no selectivos.
El cultivo utilizado para la inoculacién debe tener por lo menos 18 horas, pero generalmente no mas
de 48 horas. Sélo en casos muy raros, los organismos pueden tardar mas tiempo en producir un

crecimiento suficiente para la inoculacion.
Antes de la inoculacion se debe realizar una prueba de oxidasa.

Quitar las dos tapas. La punta de la guia de inoculacion se encuentra debajo de la tapa blanca. Sin
someter la guia al calor, seleccionar una colonia bien aislada con la punta de la guia. No realizar

punciones en el agar.

Inocular retorciendo primero la guia, luego extrayéndola por todos los compartimentos y aplicando un

movimiento giratorio

Volver a insertar la guia (sin esterilizar) hasta que su muesca quede alineada con la abertura del
tubo. La punta de la guia debe estar visible en el compartimiento de citrato. Cortar la guia en la
muesca mediante torsién. La porcidon de la guia restante en el tubo mantiene las condiciones

anaerobias necesarias para una verdadera fermentacion.

Con la parte cortada de la guia, hacer orificios por el papel metalizado que cubre las entradas de aire
en los siguientes compartimientos: sacarosa/indol, xilosa, glucosa aerobia (Aer-Gluc), maltosa,

manitol, PA, urea y citrato. Volver a colocar las tapas.
Incubar a 35 — 37 °C durante 48 horas. Permitir la circulacion de aire entre los tubos incubados.

Nota: Tener en cuenta que se requiere el examen del compartimiento de urea después de 18 — 24
horas de incubacion, dado que esta informacion puede ser necesaria como prueba de confirmacion

‘rapid urease test”.

Resultados

1.

Después de 24 horas de incubacion, se debe efectuar la lectura de solamente la reaccién de urea y
registrar un resultado positivo que pueda necesitarse como prueba complementaria para este aislado
(prueba rapida de ureasa).

Después de 48 horas de incubacion, realizar la interpretacion de todas las reacciones. Excepto para
el indol, efectuar la lectura de las reacciones de manera secuencial, comparando los colores de los
medios en el tubo después de la incubacion con los suministrados en el esquema de colores en la
cubierta del bloc de codigos.

Indicar cada resultado de prueba positiva, incluido un resultado positivo de urea de 48 horas,
marcado con circulo el numero que aparece debajo del compartimento apropiado en el bloc de

resultados.
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Para realizar la prueba de indol: afiada 3-4 gotas de reactivo de Kovacs al compartimento
sucrosefindole. Permita que el reactivo contacte con la superficie del medio. Una prueba positiva se
indica por la aparicién de color rojo en el reactivo afiadido al cabo de 10 segundos.

Sumar todos los digitos marcados con circulos dentro de cada seccion entre corchetes e ingresar
esta suma en el espacio debajo de las flechas.

Buscar este numero de cinco digitos en el BBL Oxi/Ferm Tube Il Biocode Manual. Dicha cifra se
utiliza para identificar el género y/o la especie del organismo.

Si aparecen varios organismos después del nimero de perfil, se deben realizar las pruebas de

confirmacion indicadas el manual de biocédigo para diferenciar estos organismos.
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ANEXO 6

Qubit™ dsDNA BR Assay Kits

Componentes del kit:
Material Cantidad Concentracion Almacenamiento Estabilidad
* Room temperature
Qubit™ dsDNA BR reagent 5oL | 200X concentrate m temp
(Component A) 1.25mL " * Desiccate
P ' DMSO * Protect from light
Qubit™ dsDNA BR buffer 50 mL NA Roorm termoerature When stored as
(Component B 250 mL P directed,
kits are stable
Qubit™ dsDNA BR standard #1 1mL 0 ng/uLin TE for 6 months
(Component C) 5mL buffer e
o« <4°
Qubit™ dsDNA BR standard #2 1mL 100 ng/uL in TE
(Component D) 5mL buffer

NA = Not applicable

Principio del kit:

El kit Qubit™ dsDNA BR Assay fue disefiado para ser usado en con un fluorimetro (Qubit® 2.0

Fluorometer).

El kit provee el reactivo de ensayo concentrado, el buffer para las diluciones y las soluciones de

estandares de ADN.

El ensayo se lleva a cabo a temperatura ambiente y la sefial es estable por 3 horas.

Para su uso simplemente se debe preparar la dilucién indicada de la muestra (Figura 1) y leer la

concentracion empleando el fluorimetro Qubit® 2.0. Previamente debe hacerse una calibracion con los

dos estandares proporcionados por el kit.
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10l \u 10 pl \l
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