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RESUMEN

Conocer y atacar los problemas de salud que aquejan a la sociedad Hermosillense
transmitidos en el aire ha sido una de las preocupaciones principales en los
ultimos afos, asi como saber qué respiramos los habitantes de dicha ciudad. El
estudio de las particulas del aire a nivel gravimétrico ya ha sido estudiado en
Hermosillo. Sin embargo, la caracterizacion de bacterias, virus y parasitos no se
ha realizado en ninguna ciudad de nuestro Pais. La caracterizacion de bacterias
por técnicas de Biologia Molecular es una de las mas avanzadas para la
identificacién de bacterias. El Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
S.C. (CIBNOR) tomo la decision de investigar y realizar andlisis de particulas
suspendidas en el aire. Las bacterias se encuentran contenidas en filtros
proporcionados por el Instituto Municipal de Ecologia (IME) el cual realiz6 un
estudio previo para la ubicacibn de sus cuatro muestreadores, los filtros se
entregaron después de haber dado un tratamiento previo de secado, se
sometieron a pruebas de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para
conocer la calidad biologica con que contaba el filtro, con la idea de buscar, entre
otros patégenos, la presencia de Haemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae en los filtros, cantidades y zonas de la ciudad en que se detectan. Se
obtuvo una calidad buena de ADN bajo el protocolo de extraccion elegido (Gene
Clean) cumpliéndose asi el objetivo del presente trabajo. Con estos analisis se
realizaran estudios de los filtros donde se hara un analisis microbioldgico de los
filtros que capturan las muestras de material particulado y asi identificar qué
microorganismos son los que se encuentra en dichos filtros, asi como también el

impacto que esto pueda tener sobre la poblacion Hermosillense.



|. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El CIBNOR, en su caracter de institucion comprometida con el desarrollo regional,
ha creado el Laboratorio de Analisis Integral Acuicola (LAIA), que ubica a esta
institucion en el umbral de la prestacion comercial de servicios, asesorias
especializadas y transferencia de tecnologia para proyectos productivos, sin
descuidar el trabajo sustantivo de investigacion, desarrollo tecnoldgico y formacion
de recursos humanos a nivel licenciatura, maestria y doctorado.

A nivel mundial, durante los dultimos 10 afios, se han publicado estudios
epidemiolégicos y toxicoldgicos relacionados con la presencia en el aire de
material particulado y otros contaminantes (Maroziene y Grazuleviciene, 2002;
Barclay et al., 2005). Tales estudios demuestran la asociacion entre la exposicion
a particulas muy finas y la afectacion de la salud de las personas, principalmente
la poblacion mas vulnerable. La ciudad de Hermosillo ha sido evaluada en cuanto
a la concentracion de particulas (Santos, 2006) pero no se han realizado estudios
de afectacion segun la variacion estacional de las particulas que miden mas de 10
micrémetros (PMjyg), asi como una caracterizacion fisica y quimica, ni
caracterizacion de microorganismos y por lo tanto, no se han utilizado las técnicas

de Biologia Molecular para su identificacion.

La calidad del aire, siempre ha sido un tema preocupante, ya que este deteriora la
salud de los habitantes de las ciudades, a las particulas se les considera capaces
de bloquear los mecanismos de defensa del aparato respiratorio, a nivel de vias
aéreas superiores y alvéolos. Se asocian con mucha frecuencia con elementos
acidos con los que sinergia su efecto dafiino potencial y finalmente pueden
acarrear elementos biologicos que van desde polenes hasta bacterias, hongos y
virus que son transportados al pulmoén. Las PMjgpredominan en la fraccion

respirable y penetran hasta el espacio alveolar del pulmén (NOM-025-SSA1).



1.1. Objetivo General
Estandarizar la técnica para extraer ADN de bacterias en filtros conteniendo

particulas del aire de la ciudad de Hermosillo.

1.1.1. Objetivos Particulares

Realizar pruebas para la obtencion del mejor buffer de lisis para la extraccion de
ADN.

Definir el método procedimiento para aislar ADN, usando una matriz de afinidad
(GlassMilk. Kit GeneClean).

Determinar la pureza del ADN obtenido vy definir la integridad mediante

amplificacion con la técnica de PCR.



[I. ANTECEDENTES

2.1 Bacterias y Virus

Se estima que la bacteria Haemophilus influenzae tipo b, o Hib, es responsable de
unos tres millones de enfermedades graves y de unas 386,000 defunciones
anuales, en su mayoria debidas a meningitis y neumonia. Casi todas las victimas
tienen menos de cinco afos, y los méas vulnerables son los nifios de entre 4y 18
meses” (OMS, 2005)

En todos los lugares en los que se han realizado estudios minuciosos se ha
comprobado que Hib es una causa importante de meningitis infantil y uno de los

principales responsables de neumonias bacterianas en la nifiez (OMS, 1998)

2.1.1 Bacterias

Las bacterias son diminutos organismos unicelulares, cuyo tamafo oscila entre 0.5
y 20 um, aunque algunas pueden ser mas pequefias y unas pocas superan los
100um de longitud. La pared celular es la que determina la forma de la bacteria:
redonda u ovoide, con forma de varilla o espiral. Algunas bacterias pueden variar
de forma en funcidon de las condiciones de cultivo: a este fendbmeno se le llama
pleomorfismo. Ademas, ciertas especies se caracterizan por la disposicion de las
celular en racimos, cadenas o0 paquetes discretos. Algunas células producen
ciertos pigmentos que imparten a las colonias bacterianas un color caracteristico.
El citoplasma de las bacterias también puede contener numerosos granulos de
materiales de almacenamiento, tales como hidratos de carbono y lipidos (Perrin et
al., 2005)

Las bacterias pueden contener plasmidos, que son trozos de material genético
gue existen fuera del genoma principal. Los plasmidos se pueden utilizar como

vectores para introducir en la bacteria genes extrafios que pueden impartir nuevas
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capacidades sintéticas a una cepa bacteriana que de lo contrario seria “salvaje”.
Muchas bacterias exhiben movilidad por medio de uno o mas apéndices
semejantes al pelo, denominados flagelos. Las bacterias se reproducen
dividiéndose en partes iguales, un proceso denominado fisién binaria (Perrin et al.,
2005)

En condiciones adversas, ciertos microorganismos producen esporas que
germinan cuando las condiciones ambientales vuelven a ser favorables. Las
esporas son formas o estados bacterianos particularmente estables de una
bacteria que puede sobrevivir bajo extremas condiciones de sequedad y de
temperatura. Algunos microorganismos forman esporas en una determinada etapa
de su ciclo de vida normal. Muchas especies pueden, en circunstancias
apropiadas rodearse de una cubierta gelatinosa, que proporciona un medio de
union y les confiere cierta proteccion frente a otros organismos. Si muchas células
comparten la misma cubierta gelatinosa, se dice que presentan limo; de lo

contrario, se dice que cada una tiene un capsula (Perrin et al., 2005)

2.1.2 Virus

Los virus son particulas de un tamafio inferior a la resolucion del microscopio
optico (<0,2 mm) y estan compuestos principalmente por acido nucleico, ADN o
ARN, rodeado por una cubierta proteica. A falta de maquinaria metabdlica, los
virus solo existen como parasitos intracelulares de hospedantes altamente

especificos.

Muchas bacterias y ciertos hongos son invadidos por particulas de virus. Los que
atacan a las bacterias se llaman bacteri6fagos. Pueden ser o virulentos o ser
atemperados (lisbgenos). Los bacteriéfagos virulentos utilizan los recursos
celulares para la fabricacion de particulas de fagos; a medida que la célula

anfitriona muere y se degrada, nuevas particulas de fago se liberan en el medio.



Los bacteriofagos atemperados no tienen ningun efecto inmediato en la célula
anfitriona, sino que llegan a fijarse al cromosoma bacteriano. Se pueden transmitir
durante muchas generaciones antes de ser activados por algun suceso quimico o
fisico (Perrin et al., 2005)

2.2 Fuentes de Contaminacioén

Los contaminantes pueden incorporarse al aire desde fuentes naturales o
sintéticas. El aire siempre porta contaminantes naturales como polen, esporas,
moho, levaduras, hongos y bacterias; los incendios forestales, los vendavales, las
erupciones volcanicas y las sequias producen humo, aerosoles y otros
contaminantes que entran al aire. Con todo, la contaminacion que surge de la
naturaleza cuenta poco comparada con los efectos de los contaminantes
asociados con las actividades humanas (Jacobson et al., 1962)

Las principales fuentes de contaminantes antropogenicos incluyen la quema de
combustibles fosiles, particularmente carbon; las emisiones de fundiciones, las
plantas de acero y otras instalaciones manufactureras y las emisiones de fuentes
moviles como autos, camiones y aeroplanos. Los contaminantes primarios de esas
fuentes mayores son el didxido de sulfuro (SO,), el dioxido de nitrogeno (NO,), el
monoxido de carbono (CO), las particulas en suspension, el ozono, los
hidrocarburos, los aerosoles acidos de sulfatos, nitratos y los metales pesados.
Aunque las emisiones de las manufacturas quimicas pueden afectar el area
inmediatamente vecina de la fuente, no tienen el mismo impacto sobre la
contaminacion regional como las ya mencionadas (Smith et al., 1987).

2.3 Mortalidad

Se realizé un meta analisis después de 7 estudios que examinaban las relaciones

entre mediciones gravimétricas de particulas llevadas por el aire en los Estados



Unidos, Schwartz (1991), sugirié que un incremento de 100 pg/m® en el total
diario de particulas suspendidas (TPS) estd asociado con un incremento de la
mortalidad de cerca de 6%. Esta correlacion es independiente de los niveles de
SO,. El mismo coeficiente TPS también explica el incremento de mas de 2 veces
en la mortalidad de Londres en 1952. En otro estudio, examinando los certificados
de muerte de Filadelfia para el 5% de los dias con la mayor contaminacion por
particulas y el 5% con la menor, durante 1973-1980, Schwartz establecié que el
patron de muertes a menores concentraciones parecia similar al patron visto en el
desastre de Londres en 1952. Hubo poca diferencia entre los dias con alta y baja
contaminacion, pero el total de particulas suspendidas promedi6 los 141 pg/m® los

dias mas contaminados contra 47 pg/m® los menos contaminados

El nimero mas alto de muertes en los dias de mayor contaminacion fue de
personas con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y neumonia, pero
el numero de muertes por enfermedad cardiaca e infarto con factores respiratorios
listados como causas contribuyentes de muerte, también fue elevado (Schwartz et
al., 1991,1992).

Observaciones paralelas a aquéllas de Londres en 1952 también implicaron la

edad en los riesgos relativos de muerte.

2.4 Principales Enfermedades Respiratorias

Lipfert (1987), condujo una revision critica de los estudios sobre la asociacion
entre contaminacién del aire y demanda de hospitalizacion, y uso de salas de
urgencia, incluyendo los estudios de episodios de contaminacién del aire, analisis
de series de tiempo y estudios transversales. Casi todos los estudios revisados
encontraron asociaciones estadisticas significativas entre el uso de hospitales y la
contaminacion del aire; en promedio, un incremento de 100% en la contaminacion
estuvo asociado con un 20% mas de uso del hospital. El diagnéstico respiratorio

fue enfatizado en la mayoria de los estudios y el cardiaco se incluyé en 5 de ellos.
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Los contaminantes del aire mas a menudo asociados con cambios en el uso del
hospital fueron las particulas, los 6xidos de sulfuro y los oxidantes. La asociacion
entre contaminacion del aire y uso del hospital estuvo limitada a los mayores
episodios de contaminacion (Lipfert et al., 1993).

Desde 1985 hasta 1987, en Barcelona, Espafia, Sunyer y colaboradores
estudiaron la relacion entre admisiones en salas de urgencias por Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) y niveles de SO, y humo blanco, tomando
en consideracion los periodos de invierno y verano asi como las epidemias de
influenza. Encontraron que un incremento de 25 pg/m® en diéxido de sulfuro (en
24 horas en promedio) produjo cambios ajustados de 6 y 9% en las admisiones
durante invierno y verano, respectivamente. Un cambio similar se encontro para el
humo blanco, aunque menor en el verano. La asociacion de cada contaminante
con las admisiones de casos de EPOC se mantuvo después de controlar por otros

agentes de contaminacion.

En el distrito Ruhr de Alemania occidental, (Wichman et al., 1985), estudiaron las
admisiones hospitalarias, consulta externa, transporte en ambulancias y consultas
privadas ocurridas durante un periodo de contaminacion de 5 dias en 1985 y las 6
semanas siguientes; compararon la frecuencia de reportes de enfermos en el area
de impacto con su frecuencia en una comunidad control. Durante el periodo de
contaminacion, la mortalidad y morbilidad se incrementaron en el &rea de impacto
sin aumento sustancial en el sitio control. El nimero total de muertes fue de 8y
2%, respectivamente; las admisiones hospitalarias en la zona afectada, 15 contra
3% en el area control, y las consultas 12 y 5%, en su orden. EI humo
proveniente de la quema de matorrales se ha asociado con un incremento de las
visitas por asma a las salas de urgencia en Sidney, Australia, al igual que el de la
guema de bosques en California. Esos y otros estudios indican que los episodios
localizados de contaminacién pueden jugar un papel importante en las consultas

por complicaciones del asma (Wichman et al., 1985).



2.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es una herramienta desarrollada por el bioquimico Kary Mullis en 1986
con el objeto de amplificar de manera especifica un fragmento de ADN. Esta
técnica se fundamenta en el principio de la replicacién permitiendo la generacion
de fragmentos generalmente menores de 1500 pares de bases mediante el uso de
dos iniciadores de secuencia especifica y una ADN polimerasa.

Para realizar una PCR se requieren basicamente 7 cosas:
1) ElI ADN blanco a amplificar

2) Una ADN polimerasa termoestable

3) Los cuatro dinucleétidos fosfatados

4) Dos iniciadores secuencia especifica por lo general entre 18 y 25 nucleétidos de

longitud
5) Solucién tampén apropiada con Mg*?
6) Agua estéril

7) Termociclador.

La amplificacion del ADN se logra después de 25 a 45 ciclos de replicacion
obteniéndose asi 2"? copias del fragmento amplificado, siendo n el nimero de
ciclos necesarios. Un ciclo de amplificacion esta dado por tres fases sucesivas de
reaccion hechas por lo general a diferentes temperaturas. La primera fase de cada
ciclo es la desnaturalizacion del ADN en la cual las bandas de ADN son separadas
generando ADN de banda simple (ADNbs), esto se hace a 94°C generalmente con

un minuto de duracion. La siguiente fase es el “anneling” o hibridizacion de
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iniciadores al ADN. Aqui es importante conocer la temperatura de fusién o Tm de
los iniciadores, la cual generalmente se da por debajo de 65°C. La tercera fase es
la polimerizacion o extension de los iniciadores, donde la ADN polimerasa sintetiza
las cadenas de ADN nacientes en la direccion 5°--> 3" a partir de los extremos
3’OH de los iniciadores. Esta se lleva a cabo a 72°C por uno a dos minutos.
Cumplido el primer ciclo, estas 3 fases se repiten n veces a fin de completar el
namero de ciclos de amplificacién programados en el termociclador. Terminando
estos n ciclos el ADN debe ser previamente desnaturalizado (Di) por 5 minutos a
fin de abrir todo el ADN blanco y finalmente debe extenderse a 72<C por 7 a 10
min para sellar todos los fragmentos amplificados (Ef). Para terminar debe también
programarse una fase a 4T para almacenar en refrigerador los productos

amplificados para su posterior deteccion por electroforesis.

Por ejemplo, a partir de una sola molécula de ADN blanco, durante 30 ciclos de
amplificacién se produciran 2™ fragmentos de ADN, es decir, 2.68 X 10°

moléculas de ADN.

Dado este potencial de amplificar especificamente el ADN, la tecnologia de la
PCR se ha convertido en una poderosa herramienta en biologia molecular con una
gama de aplicaciones cada vez mas numerosas.

2.6 Deteccion de Bacterias por Reaccion en Cadenad e la Polimerasa

2.6.1 Técnica de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR
("Polymerase Chain Reaction"), es una metodologia con la que se pueden
producir en el laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico,
incluso en presencia de millones de otras moléculas de ADN. Esta duplicacion de

la cadena se lleva a cabo con la ayuda de un “primer” o cebador.

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta pero presenta algunos
10



inconvenientes, es una técnica cuantitativa y una relativamente alta probabilidad
de obtener falsos positivos por contaminacion, lo cual se puede reducir con un
control de temperatura mas preciso para que el primer se una al ADN en la
localizacion correcta, asi como también optimizar la secuencia de los primers y

verificar que el disefio de éstos sea el correcto.

La deteccion del nivel de amplificacion en PCR es muy sencillo, se basa en la
utilizacion de otro fragmento de ADN (sonda) complementario a una parte
intermedia del ADN que se quiere amplificar. Esta sonda lleva adherida una
molécula fluorescente y otra molécula que inhibe esta fluorescencia ("quencher"),
de tal forma que sélo cuando la sonda es desplazada de su sitio por accién de la
ADN polimerasa la molécula fluorescente se libera de la accién del "quencher" y
emite fluorescencia al ser iluminada con un laser. La cuantificacion de la
fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR ser& proporcional a la cantidad
de ADN que se esta amplificando. En general, para que sea valida esta técnica
requiere realizar en paralelo una curva patron en las mismas condiciones para

conocer la cantidad total de ADN que se esta amplificando.

Debido a la elevada sensibilidad de la técnica, uno de los puntos mas importantes
para realizar un PCR en Tiempo Real, es la calidad del material de partida. Por
ello, la extraccion de los &cidos nucleicos de la muestra toma un papel critico y
fundamental.

La clave en la PCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo real la
amplificacion del genoma de interés y determinar el numero de copias del

fragmento amplificado.

Como se muestra en la Figura 1 el proceso de PCR se compone de ciclos, y estos

varian segun el tipo de genoma que se desea amplificar.
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Reaccion en cadena de la polimerasa
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Figura 1. Proceso de duplicacion de genoma (PCR)

Un ciclo de amplificacion se compone de 3 etapas:
1) Desnaturalizacion de los acidos nucleicos,
2) Alineacién de un cebador iniciador (“Primer”)

3) Polimerizacién, por efecto de una polimerasa termo resistente, en un

medio rico de nucledtidos libres (ANTPS).

La temperatura de alineacion promedio se toma a partir de los datos del fabricante

de los cebadores y también se pueden calcular por diferentes algoritmos.

En un ciclo, a partir de una molécula se obtienen dos, en el segundo ciclo de dos
se obtienen cuatro y siguiendo una progresion geométrica en 30 ciclos se
tendrian 1, 073, 741, 755 copias de cada molécula inicial. Existen ocasiones en las

gue se realizan hasta 45 ciclos, dependiendo de lo que se desea amplificar.
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Para comenzar el proceso de PCR se realiza un paso inicial, el cual consiste en
una desnaturalizacion inicial, que se puede lograr eficientemente manteniendo la
temperatura de 94C durante 5 minutos. Si existe la sospecha de que las muestras
no estan completamente purificadas (sospecha de proteinas), se puede elevar la
temperatura inicial hasta los 96 C durante 2 minut os y después a 94 T por los 3
minutos restantes. La Figura 2 muestra graficamente el proceso de duplicacién del
ADN.

DNA original — —— DNA + primers + dnTPs
Primer - + DNA polimerasa
DNA nuevo
I_' desnaturalizacion y sintesis
A
1

l \_* *—‘ desnaturalizacion y sintesis
A
1 [ |
Vol
\ A

v desnaturalizacion y sintesis
B

g

rl_, r”; etc.
ia 1) s 1
R N
etc etc.

Figura 2. Proceso de duplicacion de ADN
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2.7 Medidas de Prevencion y Control de Contaminacién de | Aire

Los principales pasos que se deben seguir para evitar lesiones y muertes

asociadas con los episodios de contaminacion aguda del aire son los siguientes:

» Reconocer las condiciones meteorolégicas como vientos de baja velocidad e
inversiones térmicas que podrian originar acumulaciones de contaminantes en el
aire. Los meteorélogos en la National Oceanic and Atmospheric Administration,
NOAA, tienen un programa permanente para reconocer la presencia de
condiciones adversas e n los Estados Unidos. Ellos alertan a la Environmental

Protection Agency (EPA) cuando se detectan tales condiciones.

* Medir los niveles de contaminaciéon del aire durante las condiciones
meteorologicas adversas y prevenir la acumulacion de niveles peligrosos de

contaminantes.

1. La EPA, en conjunto con las agencias locales y del estado, tiene una
monitorizacidon permanente del aire que cubre regiones industrializadas muy
grandes de los Estados Unidos. Por tanto, un sistema es un lugar para la
monitorizacién en esas areas durante condiciones meteorolégicas adversas. Si
una inversion térmica o un estancamiento del aire ocurren fuera del area de la red
de monitorizacion se pueden usar recursos federales, del estado o del gobierno
local.

2. Cuando los niveles de contaminacion exceden el estandar de corto plazo, la
EPA o la agencia responsable da la alerta. La EPA tiene la autoridad para cerrar
las fabricas si las emisiones contindan durante el fenbmeno meteorolégico

adverso.

» Asegurar que todo el personal de guardia o que trabaja en la zona inmediata sea
médicamente evaluado segun sus condiciones cardiacas o0 respiratorias
preexistentes y asegurar el equipo de proteccién apropiado y las precauciones de
seguridad.
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* Alertar a los segmentos susceptibles de la poblacion para la toma de acciones
apropiadas y minimizar su exposicion a niveles peligrosos de contaminacion. Los

departamentos de salud han desarrollado guias para tal efecto.

» Aconsejar a las personas residentes en las areas con niveles importantes de
contaminacion sobre las medidas tendientes a reducir la exposicion. Estas
incluyen, limitar las actividades fuera de casa, mantener las ventanas cerradas y
vigilar los cambios en su propio estado de salud. Las personas deben ser
instruidas sobre los signos tempranos de alarma y los sintomas de exposiciones
potencialmente serias: flujo nasal, dolor de garganta, lagrimeo, dolor toracico,
cefalea, nauseas, mareo, tos y respiracion superficial. Estas personas deben

buscar atencién médica.

* Notificar al personal médico del riesgo potencial en la salud de la contaminacién
del aire y asegurarse que estan preparados para reconocer los problemas
posiblemente relacionados con la poblacién a cargo. El personal médico debe
estar especialmente atento en la busqueda de presentaciones clinicas sutiles de
los efectos toxicos de substancias como sulfuro de hidrogeno, monéxido de

carbono y debe saber como tratar a los pacientes que las manifiesten.

 Divulgar la informacién. A menudo un episodio de contaminacion del aire ha
pasado desapercibido para la mayoria de la poblacion en el area involucrada.
Durante los episodios de Londres y Nueva York, muchas de las enfermedades y
muertes no se relacionaron con la pobre calidad del aire en los reportes. Los
medios, particularmente la television y la radio, pueden jugar un papel importante
al informar al publico sobre los efectos adversos y las precauciones que se deben
tomar. Esas precauciones incluyen simples medidas voluntarias como no fumar,
mantener una dieta adecuada, aprender a reconocer los sintomas y los pasos a
seguir si aparecen. Es importante disponer de una red de comunicacion que
permita, al identificar las condiciones meteoroldgicas adversas y una acumulacion
de aire contaminado, que la informacién fluya por los canales apropiados a los

medios de amplia difusion (Etze & French, 2000).
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lll. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Analisis Previos

Se utilizaron los filtros con muestra de particulas suspendidas en el aire PMjo que
el Instituto Municipal de Ecologia (IME) proporciono para llevar a cabo el presente
proyecto. Se contd con cuatro equipos de muestreo de alto volumen de la marca
TISCH. Se utilizo el método gravimétrico (NOM-CCAM-002-ECOL/1993) para

determinar la concentracion de particulas.

Como se puede observar en la Figura 3, el IME (Instituto Municipal de Ecologia)
tiene operando sus muestreadores en 4 sitios estratégicamente distribuidos en la

ciudad de Hermosillo, ubicaciones que a continuacion se describen:

1.- Centro de Estudios Superiores del Estado de Sonora (CESUES), Ubicado en
Ley Federal del trabajo y Calle 3 en la Colonia Apolo en el Norte de la ciudad.

2.- Centro de Bachillerato Tecnoldgico Industrial y de Servicios (CBTIS 206),
Ubicado en Colombia y Potam, Fraccionamiento Camino Real, al Noroeste de la
ciudad.

3.- Edificio de la Direccion de Inspeccion y Vigilancia del Ayuntamiento de
Hermosillo, ubicado en Morelia 220 entre Carbé y Palma, Colonia Casa Blanca en

el centro de la ciudad.

4.- Colegio de Bachilleres Plantel Villa de Seris, ubicado en Agustin de Vildosola

Final Sur, al sur de la ciudad.

Se tom¢é un filtro tamafio carta, por ser este el que se ajusta al equipo de muestreo

y se extrajeron 12 muestras de un area determinada.
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Se colocaron dos porciones de la muestra obtenida dentro de un tubo de 2 mL con
rosca, con perlitas de vidrio y solucién de lisis para romper el tejido por vibracion
en un equipo denominado FastPrep (MO BIO). La muestra puede permanecer
dentro de solucion de lisis bastante tiempo, ya que ésta sustancia conserva la

muestra.

2.- Centro de
Bachillerato

Tecnoldgico
Industrial y de
Servicios (CBTIS

1.-Centrode
Estudios Superiores
del Estado de

206), Colombia y
Potam

Fraccionamiento
Camino Real, al
Noroeste de la

Sonora (CESUES)
Ley Federal del
trabajoy Calle 3 en
la Colonia Apolo

ciudad.
3.- Edificiodela
Direcciénde
Inspecciény
4 .-Colegiode Vigilancia del
Bachilleres Ayuntamiento de
Plantel Villa de Hermosillo, ubicado
Seris, ubicado en en Morelia 220 entre
Agustin de Carboy Palma,
Vildésola Final Colonia Casa
Sur,al surdela Blanca.

ciudad.

Figura 3. Sitios de muestreo ubicados en la Ciudad de Hermosillo

3.2 Extraccion de ADN

El primer paso para la determinacion de las bacterias existentes en el filtro es la
extraccién de su ADN, para eso existen varias técnicas, las mas comunes son:
extraccion de ADN con Gene Clean normal, otra es calentando la muestra a 94C

durante 10 minutos y con Buffer GT.
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Para las muestras oficiales se decidid que por ser el mas sencillo y a su vez
eficiente el método de Gene Clean sin calentar, fue el que se empleo para realizar

la extraccion de ADN.

En la Figura 4 se puede apreciar el protocolo de extraccion de ADN por el método

de Gene Clean.

3.3 Cuantificacién de ADN

La cuantificacion se realiza en un NANO DROP 2000 por triplicado y se realiza un
promedio con el fin de reducir cualquier error que se pueda haber producido en la
lectura. NANO DROP es un espectrofotometro empleado para cuantificar acidos
nucleicos y proteinas el cual trabaja con muestras de 0.5 pL. En éste caso, se

trabajé con un microlitro de muestra y presenta las siguientes ventajas:

*

Realiza la medicién en menos de 5 segundos.

*

Brinda medidas de ADN, RNA, la concentracion de proteinas y la relacion

260/280, que indican una pureza adecuada.

* Tiene un amplio rango de lectura de concentracion (2 ng/uL — 15,000 ng/uL
dsADN).

*

Facil calibracidn, solo se usa un fluido de control (puede ser agua DEPC, ver

anexo II).
* Bajo costo de operacién (No requiere consumibles).

* Tiene un software amigable con el usuario, el cual es compatible con la mayoria

de las computadoras.
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Figura 4. Protocolo de Extraccion con Gene Clean.
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El procedimiento de lectura es:

Con el brazo levantando se pipetea un microlitro (uL) de la muestra directamente
sobre el pedestal

Se cierra el brazo y se forma una columna con la muestra.

El pedestal se ajusta automaticamente a la mejor altura de lectura que es entre
0.05mmy 1 mm.

Cuando la lectura se completa, la superficie se limpia solamente con un papel

especial y asi queda listo para la siguiente medida.
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3.4 Preparacion de una Reaccion de PCR

La técnica de PCR se llevo a cabo en un equipo de nombre ROTOR GENE RG-
3000, el cual se encuentra conectado a una computadora desde donde se

programa y se va verificando el avance en tiempo real de la PCR.

En este equipo se configuran los cambios que se haran para cada programa, la
duracion de los ciclos, entre otras configuraciones particulares del primer utilizado.
En la reaccién de PCR se prepard primero una mezcla de agua (DEPC, ver Anexo

), primer RV, primer FW, super mix y la muestra a amplificar.
Las cantidades son las siguientes:

7.5 pL de Super mix

5.5 pL de H20 DEPC

0.5 pL de Primer RV

0.5 pL de Primer FW

Se prepard en un solo tubo perfectamente esterilizado de volumen apropiado las
cantidades correspondientes para todas las reacciones, si se amplificaran 10
muestras se prepara para 11, esto con el fin de evitar perder muestras al momento
de pasar los 13 pL correspondientes para cada reaccion a los tubos eppendorf de
0.22 mL.

Se agregan 2 uL de la muestra que se va a amplificar asi como también se agrega

un control positivo y uno negativo, el cual se sugiere sea H,O con el fin de

descartar un error en el disefio del primer.
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3.4.1 Interpretacion de un PCR

Una vez finalizados los ciclos de PCR, se procede a realizar un andlisis de
disociacion (MELT) con el fin de interpretar los resultados arrojados. Al PCR
siempre se le debe de introducir un control positivo y uno negativo, con el fin de
comprobar que el primer esta funcionando correctamente, asi como también saber

si existe alguna contaminacion por algun agente externo.

En este trabajo se probaron primers para la amplificacion de fragmentos de
bacterias tipo vibrio (All Vibrio). Estos primers no especificos se emplearon con el
fin de conocer si el ADN extraido es un conjunto de segmentos de ADN de
diferentes bacterias, o si se tiene una cadena especifica que sea posible ampliar,
en otro estudio se seleccionara el primer especifico para la deteccion de las

bacterias de interés.

3.4.2 Electroforesis

La electroforesis capilar en gel (CGE) es la transposicién de la electroforesis en
gel de poliacrilamida o de agarosa. El capilar esté relleno con un electrolito que
contiene al gel. Se produce un efecto de filtracion que ralentiza a las grandes
moléculas y minimiza los fendémenos de conveccidon o de difusion. Los

oligonucledtidos, poco fragiles, se pueden separar de este modo.

El gel empleado se compone de agarosa al 2%, aunque si se desea tener una

medicién mas exacta del ancho de banda se emplea un gel de 4%.

Se coloca el gel en una camara de electroforesis que trabaja a 120 volts, se le da
una “pre corrida” de dos minutos, se cargan 10 pL de cada una en cada carril de
las muestras producto de la polimerizacion de cadena y se procede a realizar la

electroforesis por un periodo de 15 minutos.
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Una vez concluido este proceso se retira la placa del gel de la camara y se coloca

dentro del fotodocumentador, con el fin de obtener una imagen de las bandas.

3.4.3 Identificaciébn de Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae y Neisseria meningitidis por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Se evaluaron en un formato de PCR multiple los iniciadores para la proteina de
membrana externa (omp2, 1.000 pb) de H. influenzae, la autolisina A (LytA, 395
pb) de S. pneumoniae y el gen regulador de contacto A (cgrA, 230 pb) de N.

meningitidis, se determind la sensibilidad y la especificidad de la técnica.

Se realizo la extraccion del ADN siguiendo la metodologia descrita por (Pitcher et
al., 1989). Finalmente, se trabajé utilizando el ADN de los microorganismos a una

concentracion de 200 ng/uL.

Para el desarrollo de la técnica molecular de PCR en formato multiple se utilizaron
los iniciadores omp2, IytA y crgA. El iniciador omp2 (outer membrane protein),
descrito por (Forbes et al., 1992), amplifica una secuencia que codifica para una
proteina externa de membrana de H. influenzaey genera un producto de
amplificacion de 1.000 pb. El iniciador IytA, descrito por (Messmer et al., 2006),
amplifica la regidén que codifica para la autolisina (IlytA) en S. pneumoniae y genera
un producto de amplificacion de 395 pb. Finalmente, el iniciador crgA (contact-
regulated gene A), descrito por Taha (2000) amplifica la secuencia del gen A
regulador de contacto que codifica para una proteina involucrada en la adhesion

de N. meningitidis a las células blanco y genera un producto de 230 pb.

El andlisis bioinformético de los iniciadores se realizo con los programas BLAST y

los programas de disefio de iniciadores PrimerSelect y FastPCR.
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3.4.4 Disefio de PCR

Las concentraciones de los reactivos y las condiciones del termociclador en la
PCR mudltiple se determinaron teniendo en cuenta el tamafio y la intensidad de las
bandas correspondientes a cada uno de los microorganismos. Se realizé un
gradiente de concentracion de los iniciadores de 25 a 200 ng/uL. La concentracion
de cloruro de magnesio (MgClI2) se determiné evaluando concentraciones de 1 a 4
nM vy la temperatura Optima de anillamiento con un gradiente de temperatura de
55C a 65<C.

La amplificacion se realizd en un termociclador PTC 100 (MJ Research,
Watertown, MA, USA); los productos obtenidos y el marcador de peso molecular
de 50 pb (Promega) se corrieron por electroforesis convencional en geles de
agarosa (Ultra pure, Invitrogen) al 1,5 % con bromuro de etidio (BrEt) (0,4 pg/ml), a
100 voltios por una hora, se observaron con un transiluminador de luz Ultra Violeta

y se fotografiaron con una camara Polaroid.
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IV. RESULTADOS

4.1 Andlisis Previos

Debido a que el objetivo de este trabajo fue establecer las condiciones de
extraccion de muestra y detectar la calidad de ADN obtenido para pruebas de
PCR, el primer paso fue determinar si era posible extraer ADN a partir de filtros,
almacenados durante 1 afio de los cuatro lugares de muestreo. Adicionalmente se
probaron tres meétodos diferentes para la extraccion de acidos nucleicos: Gene
Clean calentando a 94<C, Gene Clean usando el proto colo normal y el método del
Buffer Guanidil Tiosulfato (GT).

4.1.1 Extraccion y Cuantificacion de ADN

Como se puede observar en la Tabla 1, se logré la extraccidon de ADN a partir de
filtros almacenados durante un afio de las cuatro estaciones de muestreo. Por otro
lado, como se aprecia en la Figura 5, el método que permiti6 la mayor

concentracion de ADN, medido por espectrofotometria, fue el de Buffer GT.

Tabla 1: Concentraciones (ng/pL) de ADN vy factor
260/280. Los resultados representan la media
de 3 repeticiones de los analisis previos.

Muestra [ADN] 260/280
GC 94C 4.8 0.096
GC 94C 3.33 1.29
GC normal 2.6 -16.19
GC normal 15.1 1.32
Buffer GT 36.1 1.9
Buffer GT 23.63 2.49
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Figura 5. Concentraciones (ng/uL) de AD N usando
diferentes métodos de extraccion

Los resultados anteriores demostraron que si era posible extraer ADN a partir de
filtros y que la eficiencia era adecuada. El siguiente paso fue utilizar esta técnica
para la extraccion de ADN a partir de filtros obtenidos 8 dias antes del analisis.
Los resultados se muestran en la Tabla 2, observandose una buena recuperacion
de ADN y factores 260/280 que indican una pureza adecuada, los valores
representan la media de tres repeticiones.

Tabla 2: Concentraciones (ng/pL) de ADN y factor 60/280
extraido de filtros. Los resultados representan la
media de 3 repeticiones de un muestreo de 8
dias antes de los analisis oficiales.

Muestra [ADN] 260/280
Buffer GT 55.26 1.86
Buffer GT 35.8 1.42
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4.1.2 Reaccion de PCR

Aunque los resultados anteriores indican una cantidad adecuada de ADN y una
pureza aceptable, era necesario confirmar la integridad del ADN obtenido, es
decir, que el material recuperado no estuviera degradado. Para demostrar esto, se
realizd un ensayo de PCR utilizando como primers unos oligonucledtidos
diseflados para la amplificacién de un fragmento del genoma de bacterias tipo
Vibrio, denominado “All Vibrio”. La Figura 6 muestra un ejemplo de un PCR donde
se obtuvo una amplificacion de la muestra, asi como del control positivo, muestras
de 8 dias antes del andlisis, los picos indican una amplificacion comprobando la
integridad del ADN obtenido a partir del filtro.

Muestra 2 All Vibrio
0.15 Muestra 4 AllVibrio (

B
||‘ l"

i}

| !l’;'i

L
Control (H20) Vibrio |‘ il
04 H

|
dFidT I

005 ." ‘{ \\

T aa
0 =5

55 60 65 70 75 80 85 90 05

Figura 6. PCR obtenido usando como templado ADN de muestras extraidas
de filtros con particulas PM 1.

Adicionalmente se realiz0 electroforesis en gel de agarosa para observar las
bandas generadas por los fragmentos amplificados usando ADN de cada método
de extraccion. Los resultados pueden apreciarse en la Figura 7. A pesar de que
los mejores rendimientos de extraccion de ADN se obtuvieron con Buffer GT, los

resultados en electroforesis indican que las mejores amplificaciones se obtienen
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con el uso de GC. Debido a lo anterior, se implementd el uso de GC para la
extraccion de las muestras de ADN a partir de filtros de muestreo de aire en
Hermosillo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

Figura 7. Imagen del gel de agarosa con las bandas gue muestran las
ampliaciones obtenidas. Carriles 1-2, GC calentado; 3-4, GC sin
calentar; 5-6, Buffer GT con primers para el gen 16/23S. Carriles 7-8,
GC calentado; 9-10 GC sin calentar y 11-12 Buffer G T.
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4.2 Extracciones Oficiales

Utilizando la técnica estandarizada para extraccion de ADN, se procesaron los
filtros que serian involucrados en el trabajo oficial sobre el andlisis de la calidad

microbioldgica del aire de Hermosillo.

4.2.1 Extraccion y Cuantificacion de ADN

La Tabla 3 presenta los resultados de la extraccion de ADN de estos filtros
tomados el dia 11 de febrero del 2011, los colores en cada tabla representan las
diferentes estaciones de muestreo. Color blanco: estacién Sur; color gris: estacion
centro, color verde: estacion Norte y color azul: estacion Noroeste.

De la misma forma se analizaron los filtros de las cuatro estaciones de muestreo
tomados el 18 de Febrero del 2011 (Tabla 4).

En las Tablas 5 y 6 se muestran las concentraciones de ADN y la relacion
proteinas- ADN para el muestreo del 23 de Febrero y 2 de Marzo del 2011,

respectivamente.
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Tabla 3. Concentraciones (ng/uL) de ADN y factor 260/280
extraido de los filtros de las cuatro estaciones de muestreo en
Hermosillo, tomados el dia 11 de febrero del 2011.

Muestra [ADN] 260/280
1 16 4.88
2 25.3 2.17
3 14 2.47
4 13.43 3.69
5 19.9 6.75
6 13.93 2.57
1 13.73 6.66
2 9.46 8.58
3 5.83 12.9
4 10.53 9.27
5 9.9 13.5
6 9.53 -26.9
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Tabla 4. Concentraciones (ng/uL) de ADN y factor 260/280 extraido de
los filtros de las cuatro estaciones de muestreo en Hermosillo, tomados
el 18 de Febrero del 2011.

Muestra [ADN] 260/280
1 8 1.98
2 8.6 15
3 7.8 1.36
4 12.4 1.25
5 15.0 1.43
6 19.5 1.43
1 8.8 1.95
2 5.16 1.8
3 5.1 1.57
4 5.1 1.59
5 2.03 2.8
6 3.5 2.76
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Tabla 5. Concentraciones (ng/uL) de ADN vy factor 260/280 extraido de
los filtros de las cuatro estaciones de muestreo en Hermosillo, tomados
el 23 de Febrero del 2011.

Muestra [ADN] 260/280
1 8.46 1.38
2 6.53 1.38
3 3.86 1.36
4 5.0 131
5 6.1 1.92
6 8.6 1.49
1 13.36 1.39
2 3.43 1.21
3 9.0 1.22
4 3.7 3.57
5 7.63 1.24
6 19.03 2.97
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Tabla 6.: Concentraciones (en ng/uL) de ADN y factor 260/280 extraido
de los filtros de las cuatro estaciones de muestreo en Hermosillo,
tomadas el 2 de Marzo del 2011.

Muestra [ADN] 260/280
1 6,5 1,52
2 19,56 1,47
3 11,03 1,26
4 12,9 1,31
5 13,8 1,43
6 18,2 1,26
1 18,2 1,26
2 39,66 1,38
3 10,53 1,25
4 10,3 1,27
5 14,63 1,36
6 20,76 1,33
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4.2.2 Reaccion de PCR

Se realizo solo un Gel para las muestras amplificadas de la Tabla 3, bajo el primer
de ERIC, en la Figura 8 se presentan los resultados. Observando en el ultimo carril
el marcador de peso molecular, con el cual se podra saber el ancho de banda de
la cadena de ADN amplificada, asi como también se podra saber de este modo a
gue bacteria puede pertenecer dicha cadena.

En el carril #8 se aprecian varias marcas de banda, lo cual nos indica diferentes
tipos de bacterias amplificadas con el primer ERIC en dicha muestra.

Figura 8. Electroforesis para ERIC



En la Figura 9 se observa como se levanta el pico positivo entre los grados
esperados (85-90C) sin embargo, se observa como se levantan otros tipos de
picos y en diferentes zonas e incluso dentro del rango de grados del positivo los
picos son en diferentes formas, por lo cual se aprecia que en esta extraccion no se

cuenta con una clara presencia de algun tipo de Vibrio.
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Figura 9.- MELT de amplificacion de All Vibrio de  la Tabla 4

En la Figura 10 se puede observar el analisis MELT que se realizo una vez
concluido el proceso de amplificacion PCR, en el cual se puede observar el
positivo, el cual en este caso corresponde a un tipo muy similar de Vibrio, solo que

en este caso no se realizé la amplificacion de un positivo seguro.
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Figura 10. Analisis MELT para amplificacion de All Vibrio de la
extraccion oficial

4.2.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) par a la Identificacion
de Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae Yy Neisseria

meningitidis

En este trabajo se presentan los resultados de la estandarizacion de la técnica de
extraccion del ADN de bacterias en filtros conteniendo particulas del aire de la
ciudad de Hermosillo y se dejé para trabajos posteriores la deteccién de
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis por

la técnica de PCR.
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V. CONCLUSIONES

Del andlisis de los resultados obtenidos en el presente estudio del proceso de
extraccion de ADN de varios filtros de aire colocados en diferentes puntos de la

ciudad de Hermosillo, Sonora, se concluye lo siguiente:

Del muestreo realizado a inicios del 2010 (representados como analisis previos) se
encontré que el tiempo transcurrido entre el muestreo y la extraccion de ADN no
afecta, a pesar de la diferencia de pesos, dado que no se requiere que el
microorganismo se encuentre vivo, sino simplemente que su cadena de ADN esté

completa.

El método de extraccion de ADN que mas se ajusto al tipo de resultados que fue
requerido para poder realizar una polimerizacion de cadena de ADN para su

posterior identificacion es el protocolo de Gene Clean.

De los muestreos realizados de manera oficial se obtuvo una concentracion de
ADN aceptable, y sobre todo con la relacién entre el ADN y la proteina dentro del
rango, confirmando que se cuenta con una cadena de ADN de calidad lo cual

permitio realizar una ampliacion de cadena para diferentes tipos de bacterias.

Durante la presente investigacion se logré optimizar el tiempo de extraccion ya
gue Gen Clean es el protocolo que menor tiempo requiere para extraer el ADN del
filtro de aire. Asi mismo se elabor6é un guién de actividades a realizar durante los
reposos obligados del protocolo.Se elaboré un patrén a seguir desde la toma de

muestra hasta la conservacion del ADN para su posterior amplificacion.
En base a los resultados obtenidos, se cumplidé con el objetivo de este trabajo, ya

gue se determiné la forma precisa de extraccion del ADN permitiendo establecer

los pasos a seguir el resto de la investigacion.
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VI. RECOMENDACIONES

Una vez concluido el estudio de las particulas del aire de cuatro estaciones de la

ciudad de Hermosillo se recomienda lo siguiente:

- Perfeccionar la técnica de identificacion de bacterias.

- Realizar monitoreos de manera mensual y reportar al Instituto Municipal de
Ecologia (IME).

- Colocar al menos 4 puntos mas de monitoreo ambiental con el fin de obtener
un muestreo Mas representativo de la ciudad.

- Realizar un plan preventivo de control de emisiones a autos, industrias,
hogares con estufas de lefia, taquerias, etc.

- Realizar monitoreos en la zona industrial con el fin de detener a tiempo que
la contaminacion llegue a la ciudad, y a su vez cuidar la calidad de vida de
los trabajadores de dicha zona.

- Informar a los responsables de salud municipal sobre las necesidades de los
habitantes.

- Para poder asegurar el tipo exacto de bacteria y sus consecuencias sobre la
salud de los habitantes de dicha ciudad requiere de un estudio mas
especifico con sus primers correspondientes y sobre todo, de la elaboracion

de primers especificos.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO |

Protocolo de Extraccion de ADN por Buffer G.T. (Gua  nidil Tiosulfato)

1.- Agrega la muestra del filtro en un tubo con 9000 pL de GT BUFFER, agitar en
vortex

2.- Centrifugar a 12000 xg por 3 minutos.

3.- Agregar 40 pL de Silica en un nuevo tubo, agitar bien la silica antes de
agregarla.

4.- Recuperar 600 pL de la solucion sobre nadante en el tubo con silica, se mezcla
en vortex.

5.- Centrifugar a 12000 xg por 15 segundos (no mas de 20 seg.). Luego desechar
la solucion sobrenadante.

6.- Lavar la silica con 500 pL de GT Buffer. Mezclar en vortex hasta que la silica se
resuspenda.

7.- Centrifugar a 12000 xg por 15 segundos (no mas de 20 seg.). Luego desechar
la solucion sobrenadante.

8.- Agregar 1 ml de Etanol al 70% para lavar el pellet de Silica. Agitar en vortex
hasta que el pellet de silica se re suspenda.

9.- Centrifugar a 12000 xg por 15 segundos (no mas de 20 seg.). Luego desechar
la solucion sobrenadante.

10.- Agregar 50 pL de DEPC H20, re suspender la silica e incubar la muestra a
55T por 10 minutos. Agitar en vortex de nuevo y ce ntrifugar a 12000 xg por 2
minutos.

11.- Recuperar 30 uL del sobre nadante y agregar a un tubo pequenio.
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ANEXO Il

Agua DEPC

El agua DEPC es util en biologia molecular, particularmente cuando se va a
trabajar con RNA. El término DEPC significa Dietilpirocarbonato, y es una
sustancia quimica que elimina Ribonucleasas, enzimas capaces de degradar el
RNA. Se prepara adicionando el compuesto DEPC, 0.01 ml por cada 100 ml de
agua. Con el agua DEPC puedes disolver RNA aislado de cualquier tejido, pues

esta agua ya no tendré ribonucleasas que degraden el RNA.

FICHA DE SEGURIDAD DEL AGUA DEPC (Dietilpirocarbonato)
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