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Resumen. Es muy importante proveer a la poblacion agua seqgura para el consumo y asi
disminuir la trasmision de enfermedades a través de la misma. Para ello se utilizan biocidas
para la desinfeccion. Un método bien desarrollado y estudiado es la aplicacion de luz UV.
La radiacion UV afecta directamente el material genético de las células. Su principal efecto
es la formacidn de dimeros de timina. Un método muy utilizado para el estudio del ADN es
la amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR). En este trabajo utilizamos una técnica
denominada ERIC-PCR para establecer su utilidad en la deteccion del dafio producido por
la radiacion UV-C hacia dos indicadores bacterianos de calidad de agua: Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Para ello se hicieron corridas experimentales en un reactor
batch anular de 2 L, con una ldmpara UV-C (Philips, 15w) en el centro. Se realizaron
diferentes experiencias con dos intensidades diferentes de radiacion. Los experimentos
consistieron en irradiar con UVC la suspension de trabajo cuya concentracion fue de 107
UFC/cm3 de microorganismos. Se tomaron muestras a distintos tiempos. Posteriormente
las muestras fueron sembradas en medios de cultivo sdlido para determinar la
concentracion de microorganismos viables. A continuacion, se procedido con las
extracciones de ADN para su estudio. Para ambos microorganismos los procesos de
desinfeccion mediante UV fueron muy efectivos alcanzandose un 99,99% de inactivacion
en el rango de los 12 a 30 sequndos para todas las condiciones estudiadas. Por otra parte,
a partir de los resultados de los geles de ERIC-PCR, evidenciamos que el dafio se presento
como la desaparicion de las bandas de mayor tamafio molecular para ambas cepas
estudiadas. Nuestros resultados indican que la técnica de ERIC-PCR es util para detectar el
dafio global al ADN proporcionando informacion sobre el mecanismo de accidn intrinseco
de la desinfeccion por UV-C.

Palabras clave: Desinfeccion, ADN, ERIC-PCR, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli.
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1. INTRODUCCION

La desinfeccidon del agua es vital para la prevencién de la propagaciéon de enfermedades
causadas por patogenos presentes en la misma. La desinfeccion de aguas de abastecimiento
es un proceso integrante de una estacién de tratamiento de potabilizacion del agua. El
objetivo de este tratamiento es la inactivacién de microorganismos para minimizar la
probabilidad de transmisién hidrica de enfermedades (Regli et. Al, 1991). El agente
desinfectante normalmente utilizado en América Latina y en la mayoria de los paises en
desarrollo es el cloro. Este elemento cumple una funcion primordial en la reduccién y el
control de enfermedades que hoy dia siguen siendo una preocupacién en muchos paises (Rios
2006). El uso del cloro como desinfectante del agua de consumo genera, bajo determinadas
condiciones y en presencia de la materia organica naturalmente presente en el agua, la
aparicion de multiples sustancias halogenadas conocidas como subproductos de desinfeccién
(DBP). Estos productos secundarios de desinfeccién pueden ser considerados como riesgos
guimicos. Los DBPs estan constituidos principalmente por trihalometanos (THM), acidos
haloacéticos (HAAs) y los haloacetonitrilos. El Cloroformo, los bromodiclorometanos, los
dibromoclorometanos y el bromoformo, son todos componentes de los trihalometanos
totales (TTHMs), qué presente en el agua, puede causar problemas de salud: siendo
mutagenicos, carcinogénicos y toxicos (Cantor, 1994).

En los procesos de desinfeccion de agua, la utilizacion de la radiacion UV-C es una tecnologia
muy atractiva por carecer de los efectos secundarios que produce la cloracién convencional.
La desinfeccion de microorganismos por medio de luz ultravioleta (UV) afecta directamente el
material genético ADN y ARN (Chan et. Al, 2006). Algunas moléculas presentes en el ADN,
como las purinas y pirimidinas, absorben la radiacién ultravioleta (con un maximo en 254 nm)
y sufren cambios quimicos, como formacion de dimeros e hidratos. La dimerizacién de la
timina ha sido considerada como la causa principal del efecto mutagénico de la radiacion UV.
Si una de dos timinas adyacentes absorbe un fotén UV, se forma el dimero y se rompera la
estructura del ADN. En consecuencia, se bloquea la elongacién de las cadenas hijas durante la
replicacion del ADN y se inhibe la capacidad de reproduccion del microorganismo (Bolton y
Coltton, 2011).

Multiples metodologias basadas en biologia molecular, y mas precisamente en la utilizacion
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) han sido utilizadas por diversos autores para
comprobar el dano producido por la radiacién UV hacia el ADN: Polimorfismo de la longitud
del fragmento amplificado (AFLP), analisis de restriccion del ADN ribosomal amplificado
(ARDRA), Amplificacion aleatoria de ADN poliformico (RAPD) entre otras (Pfeifer et al, 1991;

Atienzar et al, 2002;S0R et al, 2009;El-Yazbi, A. F. y Loppnow, G. R., 2014). Una variante dentro
de la técnica de PCR es la conocida como ERIC- PCR. Las siglas ERIC presentan las regiones
intergénicas conservadas de enterobacterias. Los elementos ERIC son secuencias de DNA
extragénicas, cortas, repetidas y esparcidas en el genoma de las enterobacterias; constan de
126 pares de bases (pb) con un repetido invertido central conservado (Versalovic et al 2014).
Estas secuencias repetitivas bacterianas difieren de las demds debido a que se encuentran
distribuidas en una amplia gama de especies. Ademas, tienen una capacidad moderadamente
alta para resolver diferentes cepas bacterianas estrechamente relacionadas, lo que remite a
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la utilizacion mds frecuenteque poseen estas secuencias (Wilson, L. A. y Sharp P. M., 2006).
De la informacion recopilada hasta el momento, este es el primer trabajo que utiliza la técnica
ERIC PCR como herramienta de deteccidon y estimacion del dafio en el ADN. Esta nueva
propuesta de aplicacidon permite una deteccion sensible y robusta del nimero de lesiones a
las bases nitrogenadas componentes del ADN a partir del analisis densitométrico de los geles
de agarosa.

Algunas metodologias de biologia molecular como la técnica de Endonucleasa de Sitio Sensible
(ESS) o g-PCR (quantitative) son claras, con alta precision y discriminatorias, pero requieren
reactivos y equipos mas costosos. ERIC-PCR es una técnica rapida, facil de usar, solo requiere
un paso de amplificacién y permite procesar un gran nimero de muestras con el menor costo
de reactivos (Oguma et al, 2001; Rudi et al, 2010).

Por lo expresado anteriormente, es que se plateo para este trabajo aplicar radiacion UV-C
sobre Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa presentes en muestras de agua como
tecnologia de desinfeccion alternativa al cloro. Ademas, se procedié a la determinacion de la
factibilidad de uso de la técnica de ERIC-PCR para la deteccidn y cuantificacion del dafio al ADN
de las células microbianas producido durante la aplicacidén de este agente desinfectante.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos

Durante los ensayos experimentales se utilizaron los siguientes reactivos que se detallan a
continuacion: Caldo nutritivo (triptona 10 gL; extracto de carne 5 gL, cloruro de sodio 5 gL
1 )(Biokardiagnostics); EMB (eosina azul de metileno) ( Peptona 10 gL}, sacarosa 5 gL, lactosa
5 gLt fosfato dipotasico 2 gL!, eosina 0.4 gL!, azul de metileno 0,065 gL, agar 13,5 gL?)
(Biokardiagnostics); Cetrimide (peptona de gelatina 20gL?, cetrimide 0,3 gL, cloruro de
magnesio 1,4 glL'sulfato de potasio 10 gL', agar bacteriolégico 13.6 gL?)
(Biokardiagnostics); Agua de peptona ( Peptona de carne 10 gL?, cloruro de sodio 5 gL,
fosfato basico de sodio 3.57 gL, hidrogeno fosfato de potasio 1,5 gL!) (Biokardiagnostics);
Cloruro de Sodio (Cicarelli), para el cultivo y recuento bacteriano.

Para los ensayos de ERIC-PCR se utilizaron: GoTaq Green Master Mix (Promega), TAE 40 x
(Promega), Agarosa (Biodynamics), Bromuro de Etidio (Promega) y primeresespecificos ERIC
(IR:  5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3°); 2: (5'AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'),
marcadores de tamafio molecular para ADN 1 kilo base (kb) Quick-Load® Purple (New
EnglandBiolabs Inc.) y 100 Marker (Biodynamics S.R.L.).

2.2. Microorganismos

Para llevar a cabo los ensayos de inactivacion se utilizaron las cepas de Escherichia coli
American Type Culture Colletion (ATCC) 8739 y Pseudomonas aeruginosa American Type
Culture Colletion (ATCC) 15442. Para la reactivacion de las mismas fue colocado el liofilizado
en Caldo Nutritivo y se cultivé durante 20 h a 37°C. Tras el tiempo de incubacion se hicieron
placas con medio sélido y se realizaron siembras en estrias por agotamiento para comprobar
su pureza. Tras un tiempo de incubacion de 24 h a 37°C, estas placas se conservaron a 4°C
para ser utilizadas en las corridas experimentales.
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2.3. Dispositivo Experimental

En la Figura 1 se muestra un esquema del dispositivo experimental empleado que consté de
un reactor batch, anular, mezcla perfecta. El reactor estd compuesto por un tanque reservorio
de acrilico de 2000 cm? de volumen con camisa refrigerante. Con un radio interno de 2,2 cm
y un radio externo de 7 cm. La temperatura se mantuvo constante a 20°C utilizando un bafio
termostatico (HAAKE). El reactor posee un sistema de agitacion orbital mecdnico. Las
conexiones entre los elementos del sistema estan hechas con mangueras de silicona. Durante
las corridas experimentales el dispositivo fue irradiado con una lampara tubular Philips TUV
(15 W), baja presion de vapor de mercurio (emision a 253,7nm). La misma se encuentra en el
espacio anular del reactor, separada del liquido por un tubo concéntrico de cuarzo.

Temperature Lamp

Measurement Imput

Quartz Tube

Thermostatic

=ig TE

Mechanical orbital shaking

Sampling

Figura 1. Esquema del reactor empleado.
2.3. Corridas Experimentales
2.3.1. Preparacion del indculo inicial

Los ensayos de inactivacidon consistieron en colocar un cultivo de E. coli ATCC 8739 o P.
aeruginnosa ATTC 15442, segun correspondiera, dentro del reactor con una concentracién
aproximada de 107 unidades formadoras de colonias (UFC) por cm3. Esta concentracion de
microorganismos se logré centrifugando dos cultivos, de la cepa utilizada, desarrollados
durante 20 ha 37 °Cen 150 ml de Caldo Nutritivo. Luego del periodo de incubacién se procedié
a la concentracion del indculo mediante dos centrifugaciones de 15 minutos cada una a 3500
rpm, descartando el sobrenadante entre cada centrifugacién. Al finalizar, se resuspendid el
pellet en 3 ml de solucidn fisioldgica estéril (agua destilada estéril con 0,9% de cloruro de
sodio), 1 ml se utilizé para verificar el nUmero de viables haciendo diluciones seriadas en agua
de peptona bufferada y luego sembrando en placas de medio agarizado EMB o Cetrimide. Los
2 ml restantes se introdujeron al reactor para realizar los ensayos de inactivacion.

2.3.2. Ensayos con UV

Para llevar a cabo los ensayos, se utilizaron dos niveles de radiacién incidente sobre la pared
interna del reactor, obtenidos mediante la utilizacion de mallas de acero inoxidable dispuestas
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sobre la lampara auspiciando como filtros de densidad neutra. Se trabajé con la [dmpara sin
filtro (100% de radiacion) que equivale a 10,5 mW/cm? y con un filtro con una transmitancia
del 40% que equivale a 4,2 mW/cm?. Los valores de radiacion incidente fueron obtenidos
mediante mediciones actinométricas (Murov et al, 1993). La solucién de trabajo fue solucién
fisioldgica estéril (agua destilada estéril con 0,9% de cloruro de sodio).

2.4. Recuento de microorganismos viables

Con las muestras de agua tomadas a distintos tiempos se realizd el recuento de colonias
viables en agar EMB y Cetrimide. Para ello se tomd un mililitro de cada muestra, se realizaron
diluciones seriadas en agua peptonada bufferada y se procedid a la siembra de 100 plL en la
superficie de las placas. Las mismas fueron incubadas invertidas durante 24 hs a 37°C para
luego proceder al conteo de las colonias desarrolladas.

2.5. Analisis molecular
2.5.1. Reaccion de ERIC-PCR

Para realizar el analisis molecular se seleccionaron las muestras tomadas a distintos tiempos.
Para obtener la cantidad necesaria de ADN para las amplificaciones, las muestras fueron
concentradas en microtubos de 1,5 ml mediante una serie de centrifugaciones de 10 minutos
a 15000 rpm en una microcentrifuga DragonLab® D2010 plus. Tras la ultima centrifugacion de
la serie, el sobrenadante es descartado y se agrega a cada microtubo 100 pl de agua destilada
estéril con el objetivo de resuspender el pellet celular obtenido. Las muestras son incubadas
luego en un bafio de agua a 1002C durante 10 minutos. Cumplido este tiempo de incubacion,
se realiza una Ultima centrifugacién (15000 rpm por 10 minutos) y el sobrenadante
conteniendo el ADN total (extraido) es transferido a un microtubo estéril para medir su
concentracion espectrofotométricamente a 260/280 nm en equipo NanoDrop modelo Lite
(ThermoScientific).

Una vez determinada la masa de ADN presente en las muestras se procedié a realizar la ERIC-
PCR. Se tomaron microtubos de 200 pl y se les colocd: 9 ul de agua libre de nucleasas
(MiliQPromegaBiodynamics); 12,5 pl de GoTaq Green MMix (PromegaBiodynamics),
concentracion final 1X; 1 pl MixPrimers (Forward/ Reverse), concentracion final 0,4 uM y 2,5
pl de la muestra de ADN, completando un volumen final de reaccion de 25 pl, de acuerdo
Versalovic et al, 1991.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador (Eppendorf AG, Hamburg, Germany),
con un ciclo inicial de 5 minutos a 95 2C; seguido de 29 ciclos con las siguientes variaciones de
temperatura: 30 segundos a 90 2C, 1 minuto a 402C, 8 minutos a 652C. Por ultimo, un ciclo de
elongacion de 16 minutos a 652C. Al finalizar los ciclos de amplificacién se realizaron las
correspondientes electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % con bromuro de etidio (1 pl/ml)
que fueron registrados bajo iluminacidon con luz UV y analizados con el software libre
ImageJ/FlJI (NHI, USA).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Inactivacion

La Figura 2 muestra el cambio en la concentracién bacteriana de E. coliy P. aeruginosa (log
(C/C0)) en funcién del tiempo (s) utilizando radiacion UV a distintas intensidades (40% vy
100%). Las curvas de inactivacion utilizando el 100% de radiacion UV exhiben un
comportamiento lineal en sus inicios (hasta los 18 segundos) y luego se observa la tendencia
a la formacion de una “cola”. Para las curvas de 40 % de radiacion se observa un hombro y de
igual forma que para los ensayos sin filtro, a partir de los 18 segundos la tendencia a la
formacioén de una “cola”. La formacién de una “cola” se puede explicar considerando que las
células que fueron afectadas en los primeros segundos de reaccion (células no cultivables)
guedan suspendidas en el medio, comportandose como material en suspension que sigue
absorbiendo fotones. El resultado de esto es, por lo tanto, un enmascaramiento de las pocas
células que aun permanecen cultivables dificultando asi la llegada de fotones a las mismas,
reduciéndose la eficiencia de la desinfeccion y provocando el cambio en la pendiente de la
curva. Milee et al. (2015) comprobaron que la eficiencia de la desinfeccion con radiacién UV
disminuyd con el aumento de material suspendido en efluentes a medida que trascurrieron
los cambios de estacidn. Por otra parte, Gehr et al. (2003) obtuvieron curvas muy similares en
cuanto a comportamiento respecto a las obtenidas en este trabajo, debido al alto indice de
material suspendido en los efluentes que trataron. Estudios previos demuestran una
disminucion logaritmica similar a la obtenida para tratamientos de desinfeccion con UV-C
(Labas et al, 2009 y Pang et al, 2016).
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Figura 2. Inactivacién de: A) E. coliy B) P. aeroginosa con las dos intensidades de radiacion UV-C utilizada.

Si analizamos lo que ocurre a los 18 segundos de inactivacion cuando se utilizd el 100% de
radiacidon, podemos notar que para ambas especies se obtuvo una disminucidn de 4 unidades
logaritmicas a este tiempo. En cambio, al mismo tiempo, pero cuando se utilizé el 40% de
radiacion se vio que para E. coli la disminucién fue de 3,5 unidades logaritmicas, mientras que
para la cepa de Pseudomonas se lograron disminuir en 2,75 unidades logaritmicas el nUmero
de células viables. Estos resultados indican una mayor sensibilidad por parte de E. colial
tratamiento de desinfeccion con UV-C. Este resultado seria contrario a lo demostrado por
Zhang et al (2015) que obtuvo tras sus ensayos una mayor eficiencia en la desinfeccion para
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Pseudomonas aeruginosa que para Escherichia coli en un rango de dosis UV de 50 a 1000
mJ/cm?2.

3.2. Analisis del dano al ADN

En las Figura 3 se muestran resultados representativos de las electroforesis en gel de agarosa.
Alli se pueden observar los perfiles de bandas de las muestras analizadas tras la utilizacién de
una lampara UV germicida con dos niveles de radiacién.

Cualitativamente, para todas las intensidades de fotones usadas (Figura 3) se observo una
modificacion del patréon de bandas de la ERIC-PCR, en funcién del tiempo de exposicion.

La desaparicion de las bandas de mayor tamano molecular cuando la radiacién fue del 100%
se manifestod ya al menor tiempo estudiado (12 s) para E. coli (Figura 3A) y alos 30 segundos
para P. aeruginosa (Figura 3B). Cuando se utilizoel 40 % de radiacidn, se necesito el doble de
tiempo de exposicion (24s) para que las cepas de E. coli perdieran las bandas de mayor tamano
molecular. Para la misma condicion de trabajo (40% de radiacién) observamos que para P.
aeruginosa se siguen amplificando las bandas de mayor peso molecular hasta el Gltimo tiempo
analizado (70s). Con estos resultados podemos decir que al menos bajo nuestras condiciones
de estudio el ADN de P. aeruginosa es menos sensible al tratamiento con luz UV. Ademas, se
puede observar que para esta cepa ocurre otro fendmeno que no se visualiza en los geles
correspondientes a E. coli, que es la aparicién de bandas de tamafio molecular menor a 400
pb a medida que incrementa el tiempo de exposicion a la radiacion. Este fendmeno es mucho
mas notorio cuando es aplicado el 40% de radiacion y sucede al mismo tiempo que las bandas
de mayor tamano pierden intensidad a medida que avanza el ensayo.
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Figura 3. Imdagenes de las electroforesis en geles de agarosa al 1,5% para los perfiles de ERIC-PCR de la cepa de
E. coli(A) y P. aeruginosa (B), luego de ser expuestas a las tres intensidades de radiacién UV-C. M1y M2 son los
marcadores de tamafio molecular. Los nimeros sobre las calles indican los tiempos, en segundos, a los cuales
fueron tomadas las muestras.
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En los estudios que realizaron Kumar et al (2004) y Selbmann et al (2011) demostraron que la
técnica de RADP-PCR fue de gran utilidad para evaluar la integridad del ADN de hongos
antarticos y cianobacterias, respectivamente, después de ser expuestos a radiaciéon UV-B, al
igual que Trombert et al (2007) que aplicod la técnica de REP-PCR para evaluar el dafio
producido hacia el ADN por radiacidon UV-C en E. coli. Todos estos autores manifestaron en
sus trabajos que el dafo ocasionado a la molécula estudiada se observd mediante la
desaparicion de las bandas en los geles de agarosa debido a la falta de actividad de la enzima
Tag polimerasa durante la amplificacion.

4. CONCLUSIONES

- Por los resultados obtenidos podemos concluir que el método de desinfeccion con
radiacion UV-C es altamente eficiente para las cepas estudiadas en agua.

- Lavelocidad de inactivacién va disminuyendo a media que disminuye el nivel de radiacién.

- Podemos concluir respecto al analisis del ADN con ERIC-PCR que se confirmé la posibilidad
de una aplicacion novedosa de la misma como herramienta de deteccion del dafio
producido hacia el ADN durante la desinfeccidén con radiacion UV. Este dafo se manifestd
como una desaparicion de las bandas de mayor tamano molecular.

- Se demostro la factibilidad del uso de la técnica de ERIC-PCR para la deteccién del dafo
al ADN en ambas cepas estudiadas: Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa.

- Estosresultados preliminares nos permitiran estudiar, como préximo objetivo, generando
informacidén cuantitativa mediante el analisis de imagenes, la correlacion entre el dafio al
ADN vy la inactivacion microbiana.
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