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RESUMEN

Una gran cantidad de bacterias de interés ambiental al encontrarse en una
situacion de estrés tienen la capacidad de entrar en el estado Viable No
Cultivable (VNC). Al estar fuera de sus condiciones ideales como en el ambiente
acuatico adquieren adaptaciones morfolégicas que les ayudan a permanecer
por largos periodos de forma viable y adquieren resistencia a la desinfeccion.
El estado VNC es hoy en dia un tema de interés debido a sus implicaciones en
la calidad del agua ya que representan una amenaza a la salud humana. Las
bacterias que se encuentran en este estado metabdlico mantienen activa su
capacidad infectiva pero no pueden ser detectadas por medios de cultivo
tradicionales, esto genera falsos positivos en las pruebas de calidad del agua.
En este proyecto se evalud la resistencia a la desinfeccion con cloro y ozono de
las bacterias en el estado VNC y se cuantificd dicha resistencia por medio de
técnicas moleculares independientes de cultivo. Las técnicas moleculares
desarrolladas fueron adaptadas para detectar la viabilidad de las bacterias de
estudio. Las técnicas se basaron en la deteccion de ADN por medio de PCR
tiempo real (QPCR) acoplado a un colorante de viabilidad fluorescente (PMA)

para la deteccion y cuantificacion de Helicobacter pylori , y para Vibrio cholerae

basadas en ARN por medio de andlisis transcriptomicos para la deteccion y
cuantificacion por medio de rt-gPCR.




ABSTRACT

A large number of bacteria of environmental interest when in a stressful situation
have the ability to enter the Viable Non-Cultivable (VNC) state. Being out of their
ideal conditions as in the aquatic environment they acquire morphological
adaptations that help them to stay for long periods in a viable form and acquire
resistance to disinfection. The VNC status is today an issue of concern due to its
implications for water quality as it poses a threat to human health. Bacteria that
are in this metabolic state keep their infective capacity active but cannot be
detected by traditional culture media; this generates false positives in the water
quality tests. In this project, resistance to disinfection with chlorine and ozone of
bacteria in the CNV state was evaluated and quantified using independent
molecular culture techniques. The molecular techniques developed were
adapted to detect the viability of study bacteria based on DNA detection by real-
time PCR (gPCR) coupled to a fluorescent viability dye (PMA) for the detection
and quantification of Helicobacter pylori, and the second based on RNA by
means of transcriptomic analysis for the detection and quantification of Vibrio
cholerae by means of rt-gPCR.
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CAPITULO 1, INTRODUCCION

1 Introduccion

Las enfermedades transmitidas por el agua representan un tema de interés global
que se estima causa mas de 1.9 millones de muertes e innumerables casos de
enfermedades cada afio a nivel mundial (OMS, 2011). A pesar de la magnitud del
problema es dificil monitorear los brotes epidémicos, y la informaciéon disponible
tiende a ser una subestimacion debido a la dificultad de para reportar todos los
casos en los sistemas de vigilancia.

Mientras tanto, la situacion es alarmante ya que la calidad del agua va empeorando
y ésta sigue siendo una de las principales causas de enfermedades y muertes en
los paises en desarrollo como México. Las causas son diversas desde el
incremento en la demanda de agua, el aumento de la resistencia de los agentes
patdégenos a la desinfeccion, el aumento de la densidad de poblacion y el
crecimiento de la actividad econdmica que resulta en la descarga de residuos
agricolas, industriales y humanos en el agua, asi como la creciente incidencia de
desastres naturales relacionados con la calidad del agua como inundaciones,
tormentas tropicales y tsunamis, los cuales tienen una enorme repercusion los
sistemas de abastecimiento de agua.

Los paises que tengan problemas en la infraestructura de los sistemas de
distribucion del agua y no cuenten con procesos de desinfeccion adecuados
enfrentaran una creciente incidencia de enfermedades, lo cual se traducira
directamente en pérdidas econdmicas, por lo que mas alla de cubrir las
necesidades basicas del ser humano, el abastecimiento de aguay los servicios de
saneamiento, son factores determinantes para un desarrollo sostenible.

La Organizacion de la Naciones Unidas (ONU) definio en la Agenda 2030 el
objetivo de desarrollo (ODG) N.° 6 dedicado a la gestion del agua y al saneamiento.
El ODG 6 contiene ocho metas que cubren todo el ciclo del agua, incluida la
gestion del agua potable, de las aguas residuales y los recursos ecosistémicos
hidricos, entre otros. Las seis metas cuentan con once indicadores; el primer
indicador trata sobre el acceso a una fuente de agua segura y servicios de
alcantarillado. El acceso a dichos servicios es de suma importancia en la
prevencion de enfermedades de origen hidrico. En un andlisis realizado por Orta
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de Velazquez et al. (Orta de Velasquez et al., 2014), se relacionaron los nuevos

casos de enfermedades de origen hidrico con el acceso a fuentes de agua segura
y alcantarillado. Los resultados muestran una relacion directa entre la falta de estos
servicios comparados con el numero de nuevos casos de diarreas agudas, lo cual
implica un serio problema de salud publica cuya tendencia no parece mostrar
cambios significativos en su comportamiento.

Aunado a esto, se encuentra la creciente incidencia de nuevos patdgenos
emergentes asociados al agua, los cuales no solo tienen la capacidad de crear
nuevos brotes epidémicos si no que han adquirido resistencia al medio ambiente
0 a diversos antibioticos, por lo que el agua limpia y segura es un recurso cada vez

mas escaso. Dentro de la categoria de patégenos emergentes se encuentran Vibrio

cholerae y Helicobacter pylori. Estas bacterias fueron seleccionadas para trabajar
en este estudio.

Las bacterias de tipo gastrointestinal se propagan desde el estbmago hasta el
intestino y luego dejan el cuerpo humano en las heces; si no se eliminan
adecuadamente, las bacterias pueden entrar en el sistema de suministro de agua
y las aguas superficiales. La evidencia que apoya la hipotesis de la transmision a
través del agua proviene principalmente de dos grupos de estudios: el primero, de
estudios epidemiologicos que muestran una asociacion entre la prevalencia de las
bacterias y el contacto con fuentes relacionadas con el agua y el segundo, de
estudios que detectaron o aislaron dichas bacterias de fuentes de agua.

Una gran cantidad de bacterias (patdbgenas y no patdégenas) han incorporado
mecanismos que les permiten una supervivencia prolongada en ambientes
adversos, por ejemplo, el mantenimiento prolongado en ambientes acuaticos. Esta
respuesta puede implicar cambios adaptativos en la morfologia celular, como las
conversiones a un estado viable pero no cultivable (VNC), una caracteristica
comun mas no exclusiva entre las bacterias bacilares Gram-negativas sometidas
a condiciones de estrés. En este estado mantienen la actividad metabdlica,
respiracion celular, capacidad infectiva, transcripcion genética, sintesis de
proteinas y produccion de biomasa, pero no son capaces de replicarse en un
medio de cultivo, por lo que impacta directamente en las pruebas de calidad de
agua generando imprecision en los métodos tradicionales de medicion de
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patdégenos, ya que éstos por lo general estan basados en el crecimiento en placa
de cultivo, pudiendo dar lugar a falsos negativos y como consecuencia una
subestimacion de patdégenos.

Las bacterias en el estado VNC forman parte de las biopeliculas dentro de los
sistemas de distribucion de agua donde escapan a la deteccion por métodos de
cultivo y representan un mayor riesgo para la salud de las personas, ya que estas
biopeliculas pueden servir como reservorios de poblacion impactando
directamente la calidad del agua de consumo sobre todo en ciudades con
sistemas de distribucion de agua complejos 0 en comunidades rurales con pozos
como sistema de abastecimiento de agua potable. Se ha demostrado que diversas
bacterias pueden sobrevivir en ambientes acuaticos hasta por 30 meses cuando

se encuentran en biopeliculas (Linke et al., 2010) o resistir a concentraciones de
cloro residual comunmente encontradas en los sistemas de distribucion

domésticos, como es el caso de H. pylori (Baker et al., 2002).

Para sobrevivir en las biopeliculas ambientales, las bacterias cambian su
morfologia. En particular, la membrana externa produce algunas sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) que conforman la matriz de la biopelicula
(polisacaridos, eDNA extracelular, lipidos y proteinas). Estas sustancias
reaccionan de forma no selectiva con los desinfectantes, reduciendo asi el
desinfectante disponible antes de que se produzcan reacciones en la superficie
celular.

Para detectar y trabajar con bacterias VNC se deben verificar dos atributos
funcionales; su incapacidad para formar colonias en placas de agar y la viabilidad
celular. Esto ultimo se debe a que la capacidad de crecer en cultivo no puede
equipararse a la viabilidad. Para determinar la viabilidad en bacterias, se dispone
de algunos métodos basados en la actividad metabdlica, el potencial de
membrana, la actividad enzimatica, la respiracion celular y el contenido de
ARN/ADN, entre otros. Las técnicas moleculares como la reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (QPCR) es una herramienta Util para detectar y
cuantificar bacterias en muestras de agua. Sin embargo, el ADN persiste intacto
por un periodo después de que las bacterias mueren, debido a esta condicion
algunos colorantes basados en la integridad de la membrana como la Monoazida
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de Propidio (PMA) en combinacién con la técnica de gPCR son utiles para fines de
viabilidad.

Con el fin de asegurar y preservar la calidad del agua, asi como combatir los
problemas de calidad bioldgica, los sistemas deben someterse a tratamientos de
potabilizacion incluyendo el uso de agentes quimicos o procesos fisicos que
inactivan a los microorganismos que estén presentes en el agua, hasta la entrega
al consumidor, siendo la cloracion el método mas frecuente de desinfeccion en
paises en desarrollo.

Para evaluar la resistencia a la desinfeccion de un microorganismo en particular,
se debe medir individualmente y bajo condiciones ideales para obtener valores de
CT (Concentracién del desinfectante x tiempo de contacto) especificos. Este es un
parametro Util para comparar la resistencia de diversos organismos a los agentes
de desinfeccion mas comunes. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
publicado valores de CTego para lograr un 99.9% (3-log) de inactivacion de las
bacterias, virus y protozoos mas comunes.

El hipoclorito se ha utilizado como desinfectante por mas de 100 afios y es letal
para la mayoria de los microorganismos, este proceso tiene grandes desventajas
por la recurrencia de subproductos de desinfeccion (SPD) los cuales pueden ser
toxicos o potenciales cancerigenos. A diferencia del contexto mundial, el uso de
0zono en las plantas potabilizadoras municipales en paises en vias de desarrollo
no es tan comun como el cloro o monocloramina por razones economicas, sin
embargo, cada vez es mayor la necesidad de cumplir con la normatividad referente
al control de la formacion de SPD con lo cual el ozono y la luz UV representan una
buena alternativa. Las ventajas del uso del ozono en el agua potable son su
potencial de oxidacion superior a otros desinfectantes y su rapida descomposicion
del ozono residual a oxigeno. Dependiendo de la calidad del agua, el ozono
también puede formar SPD por lo que se debe de tomar en cuenta la calidad del
agua, previa a un proceso de desinfeccion con ozono.

Se sabe que el cloro reacciona con diversos compuestos celulares debido a su
capacidad oxidante causando dafio a diferentes niveles celulares, incluyendo
dafio a la membrana, fragmentacion de las proteina, inhibicién de la produccion
de ATP y dafo a los acidos nucleicos. Sin embargo, el uso de cloro tiene
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limitaciones significativas cuando se trata de inactivar organismos complejos como
algunos tipos de protozoarios.

El ozono es un oxidante fuerte y un poderoso desinfectante que se ha utilizado
durante mas de 100 afos. La incorporacion de ozono en las plantas de tratamiento
de agua se planificé inicialmente para cumplir con la reglamentacion de
subproductos de desinfeccion. Muchos autores han demostrado que el ozono es
un microbicida eficaz para las bacterias patdégenas transmitidas a través del agua.
El principal mecanismo de inactivacion de la desinfeccion del ozono es la
peroxidacion lipidica de los acidos grasos de la membrana externa de las
bacterias.

Debido a lo anterior expuesto, es indispensable elaborar estrategias para el
mejoramiento de la calidad del agua y la proteccion de la salud. Las estrategias a
desarrollar para preservar la calidad del agua, deben estar basadas en objetivos
de salud y la satisfaccion de los consumidores; para ello es necesario dirigir
metodologias en las que se evaliuen y controlen los tratamientos en multiples
etapas de la distribucion, la desinfeccion terminal como barrera de seguridad, la
distribucion y una buena gestion en el abastecimiento.

En este proyecto de investigacion se trabajo con el cultivo e induccion de las
bacterias al estado VNC y se monitoreo la viabilidad de las bacterias durante su
cultivo e induccion al estado VNC. Se generaron metodologias moleculares
independientes de cultivo para detectar y cuantificar las bacterias. También se
obtuvieron valores de resistencia CT para cloro y ozono y se comparo la resistencia
relativa del estado VNC de las bacterias.
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2 objetivos

Objetivo Principal

Establecer la resistencia de Vibrio cholerae y Helicobacter pylori a la desinfeccion
por cloro y ozono en agua mediante el desarrollo y aplicacion de técnicas
moleculares en el estado viable cultivable y viable no cultivable.

Objetivos Particulares

* |dentificar el estado viable no cultivable de v. choleraey h. pyloriverificando
su presencia en medio acuoso mediante colorantes fluorescentes

* Determinar una region activa unica del estado viable no cultivable por medio
del analisis transcriptomico (RNA-seq) para la detecciéon y cuantificacion de

V. cholerae en medio acuoso

* Adaptar la técnica gPCR-PMA para la deteccion y cuantificacion de H.pylori
en medio acuoso

* Determinar experimentalmente las dosis y tiempos de contacto de ozono y

cloro para inactivar (3-log) las bacterias V. choleraey H. pylori presentes en
medio acuoso

* Determinar la resistencia a la desinfeccién y estimar las constantes cinéticas

de las formas viables y viables no cultivables de V. cholerae y H. pylori
mediante un disefio factorial.
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3 Antecedentes

3.1 Situacion actual de enfermedades infecciosas intestinales

Las enfermedades diarreicas en México ocupan uno de los primeros lugares como
causa de morbilidad en poblaciéon menor de cinco afos de edad, generando el
20% de la demanda de consultas en los servicios de salud y el 10% de las
hospitalizaciones pediatricas. Alrededor de 5.5 millones de casos nuevos de
diarreas se reportan anualmente. Desde la década del 2000 ya no se encuentra a
las enfermedades diarreicas agudas (EDA) dentro de las 10 principales causas de
muertes ya que han sido desplazadas por las enfermedades del corazon, diabetes
mellitus, tumores y accidentes. Sin embargo, en 2015 se posiciond en segundo
lugar dentro de las 20 principales causas de enfermedad. Los grupos de edad
mayormente afectados son los que se encuentran en los extremos de la vida,
principalmente, los menores de 1 afio de edad con 585 defunciones y una tasa de
mortalidad por EDA de 30.8 por cada 100 000 habitantes (DGIS, 2015).

De acuerdo a la encuesta intercensal del Instituto Nacional de Estadistica vy
Geografia (INEGI) 2015 el 86% de la poblacion total cuenta con agua entubada,
sin embargo, estados como Oaxaca y Veracruz presentan rezagos y su cobertura
es de unicamente del 75% de su poblacion. El 81% de la poblacion total cuenta
con acceso a drenaje o fosa séptica y el 68% de los hogares cuenta con taza de
bafo funcionando con agua corriente.

En la Figura 3.1 se observa a los estados de Chiapas, Guerrero, Estado de México,
Distrito Federal, Oaxaca y Veracruz, con mas casos de EDA relacionados
directamente con la poblacion sin fuentes seguras de agua potable y sistemas de
saneamiento adecuados (Excluyendo al Distrito Federal). Esto refleja que la mayor
incidencia de casos esta relacionada con la falta de servicios de saneamiento asi
como accesos a fuentes de agua segura. La OMS ha informado que la mejora de
la calidad del agua puede reducir la carga global de enfermedades en
aproximadamente un 4%. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de realizar
todos los esfuerzos posibles para alcanzar este objetivo.
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En México la informacion epidemioldgica de las enfermedades diarreicas es
recabada por diversas fuentes tanto para los casos nuevos como para las
defunciones. Existen dos sistemas que recaban la informacion; uno esta basado
en los casos notificados por las unidades médicas en todo el pais (Sistema de
Notificacion Semanal) y el otro (Sistema Estadistico Epidemiolégico de las
Defunciones) que recaba informacion de las muertes. Ademas, ambos forman
parte del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE).

En el boletin epidemiologico semanal se registran los casos nuevos reportados
para 14 padecimientos, como Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Aparato

Digestivo. En la Tabla 3.1 se muestran las enfermedades de tipo gastrointestinal
definidas en el boletin epidemioldgico de la secretaria de salud (SSA).

=
w

M % de casos EDA 2015

éxico

L4
[
=

=
o

% poblacidn sin acceso
’ a agua potable

M % poblacién sin acceso
a drenaje

% Poblacion totalen M

Baja...

Campeche
Jalisco

Coahuila de
Chiapas
Chihuahua
Ciudad de...
Niiranan
Guanaguato
Guerrero
Hidalgo
Edo. México
wicnudLdil..
Morelos
Nayarit
Oaxaca
Puebla
Querétaro
Quintana Roo
San Luis Potosi
Sinaloa
Sonora
Tabasco
Tamaulipas
Tlaxcala
Veracruz
Yucatdn
Zacatecas

L
c
IS
<]

P

©

o
8
5]
@

Figura 3.1. Relacion entre las enfermedades diarrea
agua potable y alcantarillado (Casasola 2017)

gudas y el acceso a servicios de

w
(M)




CAPITULO 3 ANTECEDENTES

Tabla 3.1. Enfermedades gastrointestinales definidas en el boletin epidemiolégico de la
secretaria de salud (SSA)

Enfermedades Gastrointestinales

Colera Intoxicacion alimentaria bacteriana
Fiebre tifoidea Amebiasis intestinal
Fiebre paratifoidea Infecciones debidas a protozooarios
Salmonelosis Giardiasis
Shigelosis Otras Helmintiasis
Absceso hepatico amebiano Enterobiasis
Ascariasis
Infecciones intestinales por otros
organismos

3.2 Organismos emergentes de transmision hidrica y sus
enfermedades relacionadas

Desde la década de 1950 comenzo el estudio de los organismos emergentes y la
comunidad médica ha estado desde entonces trabajando con las enfermedades
que estos patdbgenos provocan. Hoy estos patdégenos son un fuerte problema
microbioloégico debido a que los microorganismos han adquirido resistencias al
medio ambiente y han adquirido resistencia a multiples antibiéticos lo que los
vuelve mas dificiles de erradicar. El agua es un medio de transporte para muchas
bacterias, en especial las del tipo gastrointestinal. Este medio les confiere diversas
resistencias que las convierte en un problema de salud.

Las enfermedades de transmision hidrica representan una carga global que se
estima causa mas de 2.2 millones de muertes anuales, siendo los casos de diarrea
y enfermedades gastrointestinales las mas significativas. Se estima que estas
enfermedades transmitidas por el agua tienen un costo econémico asociado de 1
billébn de ddlares al afio tan sdélo en los Estados Unidos (OMS 2015).

Existen multiples factores que producen la entrada de organismos a los sistemas
de abastecimiento los cuales generan brotes epidémicos. Por ejemplo, el tipo de
infraestructura de abastecimiento y los recubrimientos quimicos de las tuberias asi
como la arquitectura de los sistemas puede potenciar o inhibir el crecimiento de
microorganismos. Roturas o fugas en las tuberias conducen a eventos de baja
presion con lo cual los patégenos podrian entrar en el sistema. La inadecuada o
nula filtracion del agua superficial, o la desinfeccion incompleta o interrumpida de
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las aguas subterraneas, son factores responsables de la entrada de patdégenos a
los sistemas de distribucion de agua. Eventos climatolégicos son otro factor clave
que contribuye a los brotes, ya que introduce contaminantes en las fuentes de agua
por la escorrentia procedente de abundantes lluvias o inundaciones. Los cambios
de temperatura pueden alterar la dinamica de los microorganismos en tuberias
donde los microorganismos planctonicos pueden quedar atrapados en las
biopeliculas y estos pueden ser liberados en el agua que fluye.

Diversos organismos infecciosos pueden causar enfermedades en los seres
humanos. Actualmente, se estima que son 1,407 especies de patdgenos que
infectan a los seres humanos, que incluyen bacterias (538 especies), virus (208
tipos), protozoos parasitos (57 especies), y varios hongos y helmintos. Un depdsito
del agente infeccioso puede ser un ser viviente o un medio de soporte (agua, suelo)
que le permite al patégeno sobrevivir y multiplicarse. El cuerpo humano es un
ejemplo de un ser viviente que alberga numerosos agentes patdgenos, en cambio
el agua es un depodsito no viviente de agentes infecciosos que tiene consecuencias

graves en la salud de la poblacion. En |la Tabla 3.2 se muestran los organismos y

las enfermedades que causan los organismos patdégenos de origen hidrico.
También se muestra cuadles de estos patégenos son considerados como

emergentes (Vouga and Greub, 2016).

El posible desarrollo de una enfermedad y el tiempo de incubaciéon depende de
factores tales como la dosis minima infecciosa (DMI), la patogenicidad, la
susceptibilidad del huésped y las caracteristicas ambientales. Las bacterias
entéricas tienen una DMI en el intervalo de 107 a 10® células, pero es mucho mas
baja con algunas especies, tales como Shigella spp, (10'-102), Campylobacter spp,

(alrededor de 500), E. coli O157:H7 ( 106-108), y V. cholera (10%).

Los patdgenos emergentes de transmision hidrica han aparecido una y otra vez
por numerosas razones, sin embargo el desarrollo de técnicas de deteccion mas
precisos e independientes de cultivo ha descubierto la presencia de estos

organismos de los cuales no se tenia idea de su existencia (Ramirez-Castillo et al.,
2015).
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Tabla 3.2. Enfermedades gastrointestinales definidas por la OMS?

Organismo patogeno

*Campylobacter spp.,
C. jejuni
Yersinia enterocolitica

*Escherichia coli
Enterohemorragica (EHEC)
Enteropatogénica (EPEC)
Enterotoxigenica (ETEC)
Enteroinvasiva (EIEC)
Burkholderia pseudomallei

*Legionella pneumophila

Non-tuberculous
mycobacteria

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella enterica serotipo
Typhi

Shigella spp.

*Vibrio cholerae

*Helicobacter pylori

Enfermedades de origen

hidrico

Diarrea, gastroenteritis
Diarrea

Diarrea aguda, diarrea con
sangre y gastroenteritis

Meliodosis
Legionellosis

Enfermedad pulmonar

Infecciones en pulmones,
tracto urinario y rinon

Fiebre tifoidea, Fiebre
paratifoidea y otras
salmonelosis serias
Disenteria bacilar o

shigelosis

Gastroenteritis, colera

Gastritis croénica, Ulceras y
cancer gastrico

Importancia
a la salud°®

Alta
Alta

Alta

Alta

Alta

Baja

Moderada

Alta

Alta

Alta

Baja

Persistencia en fuentes
de suministro de agua®

Moderada
Alta persistencia

Moderada

Se multiplica
Se multiplica

Se multiplica

Se multiplica

Moderada

Corta

Cortay larga

Moderada

* Bacterias consideradas como organismos emergentes (Vouga and Greub, 2016)

@ Adaptado de tabla 7.1 en "WHO Guidelines for drinking water quality"; b Informacién obtenida de
Cabral et al. [29], Straub and Chandler [25], and Nygéard [30]; ¢ La importancia para la salud se
relaciona con la gravedad del impacto, incluyendo la asociaciéon con brotes ;4 Periodo de
deteccion de la fase infecciosa en agua a 20 ° C: corto, hasta 1 semana; Moderado, 1 semana a 1

mes; Largo, méas de 1 mes. (Ramirez-Castillo et al., 2015)
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3.3 Estado viable no cultivable

Las células viables pero no cultivables fueron reconocidas hace 30 afios y desde
Su reconocimiento, una enorme controversia surgié con respecto a la importancia
ecologica de este estado. Las preguntas de si jEs un proceso de degradacion y
sin importancia real para los ciclos de vida bacteriana? o si se trata de la estrategia
de adaptacion de las bacterias para hacer frente a condiciones de estrés, han sido
las preguntas principales de este estado metabdlico.

La capacidad de entrar en el estado VNC puede ser ventajosa para las bacterias,
pero plantea un riesgo para la salud humana. Si las células VNC estan presentes,
el numero total de bacterias viables en una muestra seré subestimada por el
método de recuento de Unidades Formadoras de Colonias debido a la inherente
no culturabilidad de las células VNC. Aun peor, si todas las bacterias de la muestra
estan en estado VNC, la muestra puede considerarse libre de gérmenes debido a
la no deteccidn. Para las especies bacterianas que causan infecciones humanas,
la subestimacion o no deteccion de células viables en muestras control de calidad
de la industria alimentaria y de los sistemas de distribucion de agua, pueden
representar serios riesgos para el publico. Los riesgos surgen del hecho de que
las bacterias patdgenas pueden ser no virulentas en el estado VNC pero recuperar
la virulencia después de la reanimacion en células cultivables en condiciones
adecuadas.

En un periodo de casi 10 anos se establecid que las células VNC a pesar de no ser
detectadas por medios de cultivo convencionales, son capaces de producir nueva
biomasa y consumir nutrientes, mantener activo el metabolismo, la respiracion
celular, la integridad de membrana y la transcripcion de genes con el ARN
mensajero (MRNA). A lo largo de los afios, el estado VNC comenzo6 a ser aceptado
como una estrategia de supervivencia de las células expuestas a circunstancias
ambientales adversas. Es importante sefalar que el estado VNC no es un estado
de esporulacion, ya que las esporas son formas metabdlicamente inertes. Las
esporas son mucho mas resistentes a condiciones ambientales adversas y también
pueden ser revertidas mediante un proceso llamado germinacion mientras que en
el estado VNC este proceso se llama resucitacion.
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Otro estado con el cual se puede confundir el estado VNC es con el estado de
latencia de las bacterias, en el cual exhiben casi las mismas propiedades, sin
embargo, en el estado de latencia la actividad metabdlica esta por debajo de los
limites de detecciéon mientras que en el estado VNC las células tienen una amplia
expresion de funciones metabdlicas.

En general, las células VNC tienen una mayor resistencia fisica y quimica que las
células cultivables, lo que podria deberse a su reducida tasa metabdlica y a una
pared celular reforzada por el aumento de la reticulacion del peptidoglicano

(Signoretto, 2008) . En términos de estrés fisico, las células VNC de V. vulnificus
son mas resistentes a la destruccion mecanica por sonicacion, y las de
Mycobacterium smegmatis son mas resistentes a altas temperaturas. En términos
de estrés quimico, se observd una mayor tolerancia frente a baja salinidad y pH,
etanol, cloro y antibidticos en células VNC de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
vulnificus, Campylobacter jejuni y Enterococcus faecalis, respectivamente. Se ha
demostrado que V. vulnificus en estado VNC tiene una mayor resistencia a una

variedad de desafios, incluyendo calor, pH bajo, etanol, antibidticos, metales
pesados, estrés oxidativo y osmotico, que aquellos que crecen en fase exponencial

(Li etal., 2014).

En 2016, se hizo una revision del estado VNC en bacterias y se presentd una lista
de 60 géneros y mas de 100 especies que entran en dicho estado, algunas de

éstas se encuentran en la Tabla 3.3.
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Acetobacter
A. aceti (Millet & Lonvaud-Funel, 2000)

Acinetobacter
A. calcoaceticus (Lemke & Leff, 2006)

Aeromonas
A. hydrophila (Oliver, 2010)

A. salmonicida (Oliver, 2005)
Agrobacterium
A. tumefaciens (Oliver, 2005)

Alcaligenes
A. eutrophus (Oliver, 2005)

Arcobacter
A. butzleri (Fera et al., 2008)

Bifidobacterium
B. lactis (Lahtinen et al., 2008)

B. longum (Lahtinen et al., 2008)
B. animalis

Burkholderia
B. cepacia (Oliver, 2005)
B. pseudomallei (Oliver, 2005)

Campylobacter

C. coli (Oliver, 2005) C. jejuni (Oliver, 2005)
C. lari

Citrobacter

C. freundii (Dhiaf et al., 2008)

Cytophaga
C. allerginae (Oliver, 2005)

Enterobacter
E. faecium

E. aerogenes (Oliver, 2005)
E. cloacae (Oliver, 2005)

E. agglomerans (Rowan, 2004)
E. faecalis (Oliver, 2005)
E. hirae (Oliver, 2005)

Enterococcus

E. amylovora (Oliver, 2010)
Escherichia

Erwinia

E. coli (Oliver, 2005)
Francisella

F. tularensis (Oliver, 2005)
Helicobacter

H. pylori (Oliver, 2005)
Klebsiella

K. aerogenes (Oliver, 2005)
K. pneumoniae (Oliver, 2005)
K. planticola (Oliver, 2005)

Lactobacillus
L. plantarum (Oliver, 2005)

L. lindneri (Suzuki et al., 2006)

L. paracollinoides (Suzuki et al., 2006)
L. lactis (Oliver, 2005)

Legionella
L. pneumophila (Oliver, 2005)

Listeria
L. monocytogenes (Oliver, 2005)

Oenococcus
O. oeni (Millet & Lonvaua-Funel, 2000)

Pasteurella
P. piscicida (Oliver, 2005)
Pseudomonas

P. aeruginosa (Oliver, 2005)
P. fluorescens (Oliver, 2005)

P. syringae (Oliver, 2005)
P. putida

Ralstonia
R. solanacearum (Oliver, 2005)

Rhizobium

R. leguminosarum (Oliver, 2005)

R. meliloti (Oliver, 2005)
Rhodococcus

R. rhodochrous (Oliver, 2005)
Salmonella

S. enteritidis (Oliver, 2005) S. enterica
Serratia

S. marcescens (Oliver, 2005)
Shigella

S. sonnei (Oliver, 2005)
Sinorhizobium

S. dysenteriae (Oliver, 2005) S. flexneri
S. meliloti (Oliver, 2005)

Vibrio

V. alginolyticus (Oliver, 2010)

V. campbellii (Oliver, 2005)

V. cholerae (Oliver, 2005)

V. harveyi (Oliver, 2005)
V. mimicus (Oliver, 2005)

V. parahaemolyticus (Oliver, 2005) V. proteolytica
V. shiloi (Oliver, 2005)

V. fischeri (Oliver, 2005)

Xanthomonas

X. axonopodis (Oliver, 2010) X. campestris
Yersinia

Y. pestis (Pawlowski et al., 2011)

Tabla 3.3. Especies bacterianas reportadas en el estado VNC (Pinto et al., 2013)
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Las dos propiedades clave de las células VNC son la viabilidad y la no
culturabilidad, por lo que la presencia y abundancia de células VNC puede
determinarse comparando el numero de células viables con el de células
cultivables en la muestra. Como regla general, si el nUmero de células cultivables
cae a un nivel indetectable mientras que el nimero de células viables permanece
alto, entonces la poblaciéon de la muestra se ha convertido en células VNC. Por lo
tanto, la primera etapa importante para la deteccion de células VNC es la
estimacion de las células cultivables restantes en la muestra mediante una técnica
convencional de recuento en placa. Para este paso, es importante usar un medio
rico sin ningun estrés adicional, ya que algunas células pueden haberse lesionado
durante la exposicion a diferentes estados de estrés para la induccion del estado
VNC y pueden ser incapaces de crecer en medios selectivos o diferenciales con
antibidticos. Estas células danadas tienen una mayor sensibilidad a los
componentes del medio de crecimiento que no son normalmente inhibitorias, pero
no se consideran como células VNC, ya que son cultivables en medios no

selectivos (Pinto et al., 2013).

El segundo paso importante para la deteccion de células VNC es la estimacion de
células viables. Un método comun implica el uso de un procedimiento de tincion
diferencial y una enumeracion microscopica directa. En el capitulo 3.7 se estudian
a fondo estos métodos de deteccion.

3.4 Cambios morfolégicos

Uno de los cambios mas representativos del estado VNC es el que sufren las
células VNC en relacién a la forma y composicion de la pared celular, la
composicion de membrana y la expresion génica. Los cambios morfolégicos en
las bacterias expuestas a condiciones estresantes ya fueron ampliamente

reportados en Campylobacter spp, Salmonella bovismorbifanty V. cholerae, Vibrio

parahaemolyticus 'y Vibrio wulnificus. Se sugiri6 que estas alteraciones
morfoldgicas podrian funcionar como un mecanismo de las células bacterianas
para afrontar condiciones ambientales estresantes. En estas situaciones
desfavorables, la disminucion del tamafio permitiria que las células tuvieran la
superficie mas grande para la absorcion de nutrientes mientras se mantiene la
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menor cantidad de masa celular. En la Figura 3.2 se observa una imagen de la

pared celular (exclusiva de bacterias) con el fin de mostrar los componentes de la
pared celular y entender los cambios morfologicos.

El cambio morfolégico mas notable es la reduccion de tamafio; existen dos
mecanismos por los cuales se se explica la reduccion del tamario celular durante
la inanicion. El primero responde a que las bacterias no cambian de tamafio antes
de llevar a cabo la division celular. El segundo mecanismo implica que las células
no se dividen y en cambio solo modifican su tamafio y por o tanto pasan de formas
bacilares alargadas a formas cocoides mas pequefias. También se reporta la
formacion de vesiculas para la reduccion del tamafio.

Se han reportado otros cambios en la membrana celular, el mas notable es el
encogimiento de la membrana citoplasmatica. La formacion de polisacaridos
extracelulares también se ha reportado y estos estan estrechamente ligados con
la formacién de biopelicula. Los cambios en la composiciéon quimica del
peptidoglicano en la pared celular evaluada por el grado de oligomerizacion de los
muropeptidos es una prueba que se puede utilizar para evaluar los cambios en la

pared celular (Signoretto and Canepari, 2008).

Se han observado cambios estructurales de los péptidos en la pared celular
relativamente grandes y un aumento en el porcentaje de acidos grasos de cadena
cortay larga seguida de una reduccion en el contenido de lipidos de la membrana
en células VNC de Vibrio vulnificus. Estos resultados muestran que los cambios en
los acidos grasos juegan un papel importante en la proteccion de la fluidez de la
membrana celular durante el estrés ambiental. En términos de proteinas, se
observd una obvia reduccion en la proteina de membrana (6,3 kDa) en el estado
VNC de Staphylococcus aureus. Ademas, después de entrar en el estado VNC, la
estructura de los péptidos en la pared celular mostré6 cambios relativamente
grandes (Pinto et al., 2013).
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Figura 3.2. Esquema de la pared y membrana celular en bacterias (Lehninger 2006)

Se ha descrito una extensa lista de condiciones ambientales desfavorables para
inducir el estado VNC en bacterias, por ejemplo, la inanicién es una condicién de
induccion, también las temperaturas fuera de aquellas que son permisivas para el
crecimiento de células, la luz solar, baja disponibilidad de oxigeno, una alta
concentracion de sales y el pH no 6ptimo. No existe un estudio comparativo sobre
el efecto de diversas condiciones de induccién para el estado VNC en todas las
bacterias. Tal estudio podria ser Util para determinar qué condiciones conducen a
inducciones del estado VNC mas rapido en bacterias de importancia ambiental y
por consiguiente tratar de evitarlas.

Para explorar los factores de induccion fisicos, muchos estudios se han llevado a
cabo con experimentos de induccion con los principales agentes patégenos

transmitidos por el agua; tales como E. coli O157, C. jejuni, V. parahaemolyticus,
L. monocytogenes y S. aureus. Ademas del factor de baja temperatura, se han
detectado células que entran en el estado VNC durante procesos de esterilizacion
a alta temperatura tales como la pasteurizacion de la leche. Organismos como C.
jejuni'y V. vulnificus han sido confirmados en entrar en el estado VNC bajo estrés
oxidativo y L. monocytogenes y B. cereus pueden entrar en el estado VNC por

tratamiento con un campo eléctrico pulsante. Las células de E. coli O157: H7 se
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indujeron a un estado VNC por desinfeccion UV aunque dicho trabajo ha sido muy
cuestionado (Zhang et al., 2015). Todos estos hallazgos apoyan la idea de que
varios tipos de factores de estrés fisico como la desinfeccion en las plantas de
tratamiento, pueden generar un cierto grado de resistencia en los patdbgenos por
un uso indiscriminado de la desinfeccion con cloro. Por lo tanto, es importante
prestar atencién a la utilizacion racional de los desinfectantes durante el proceso

de desinfeccion del agua (Zhao et al., 2017). Diversos factores pueden inducir el
estado VNC, sin embargo esto dependera de cada organismo.

3.5 Formacion de Biopelicula en el estado viable no cultivable

La colonizacion de superficies asociadas a la formacion de biopeliculas ocurre en
todo tipo de ambientes naturales y artificiales, y en una gama de diferentes
superficies. Los microorganismos, suelen formar biopeliculas como un mecanismo
para soportar condiciones adversas.

La adherencia en superficie por lo general se produce por medio de un
polisacarido extracelular secretado por las células. Esta sustancia (el glicocalix, o
limo) es una matriz de polisacarido polianidnico hidratado producida por
polimerasas adheridas al componente lipopolisacarido de la pared celular. En
cualquier etapa del desarrollo de una biopelicula, partes de la biopelicula se
pueden desprenden por los esfuerzos cortantes del movimiento del agua. Esta
actividad puede resuspender los microorganismos de la biopelicula dentro del
sistema publico del agua, lo que les permite colonizar otras partes del sistema de
abastecimiento si las condiciones son apropiados. Las biopeliculas son
ecosistemas microbianos heterogéneos muy complejos y pueden consistir de
bacterias, algas y protozoarios.

Las complejas comunidades de microorganismos que se encuentran en las
biopeliculas juegan un papel importante en las reacciones catalizadas por
microrganismos en entornos naturales, particularmente en la degradacion de
moléculas organicas y en la nitrificacion y otros procesos de transformacion de
minerales.

Las bacterias en la naturaleza existen en dos modos distintos, el sésil (adherido a
un sustrato) y los estados plancténicos. Diferentes especies han desarrollado
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diversas estrategias para asegurar que toman la mejor ventaja de cualquiera de
los dos modos, dependiendo de las circunstancias ambientales en cualquier
momento. Las moléculas organicas adsorbidas, denominadas peliculas
acondicionadoras, alteran las propiedades fisicas de la superficie y por lo tanto, la
adhesion de las bacterias. Ademas, estas moléculas de biopeliculas de
acondicionamiento sirven como un sustrato energético concentrado y estimulan el
metabolismo activo, el crecimiento celular y la reproduccion celular de bacterias
adheridas a la superficie. La posterior colonizacion de las superficies y la rapida
reproduccion de las diversas especies de bacterias unidas, combinadas con una
extensa produccion de polimeros extracelulares heterogéneos por parte de los
organismos, conducen al rapido desarrollo de las biopeliculas.

Las sustancias microbianas exopoliméricas (EPS) incluyen una amplia diversidad
de moléculas liberadas por los microorganismos tanto en su entorno natural como
en condiciones de laboratorio. Aunque inicialmente se utilizé el término EPS para
describir los polisacaridos extracelulares, estudios recientes han revelado que
estas matrices son mas complejas, incluyendo lipopolisacaridos, glicolipidos,
lipidos, proteinas o péptidos y acidos nucleicos. La composicion quimica de los
EPS depende de la genética de las células microbianas y del entorno fisico-
quimico en el que se desarrolla la matriz de la biopelicula.

Algunas bacterias crecidas en las biopeliculas son mas resistentes a tratamientos
de desinfeccion que las mismas especies bacterianas en la fase acuosa de los
sistemas de distribucion de agua. Lo que hace a los agentes biocidas menos
eficaces y permite la proliferacion de patdégenos potenciales. La presencia de
corrosion en un sistema aumentara el area de superficie disponible y permitira la
formacion de micro-nichos que estan protegidos a la accion de desinfectantes
circulantes. Por otra parte, la presencia de biopeliculas y protozoos tiene un efecto
protector doble para las bacterias en el sistema, debido a que aumenta la carga
de materia organica e inactiva los niveles residuales de desinfectante como el
cloro.

3.6 Métodos de deteccion y viabilidad de las bacterias

En los ultimos afos, se han producido numerosos avances en los métodos de
deteccion y caracterizacion de patogenos en el agua. Los métodos de deteccion
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desempenan un papel importante en el monitoreo de la calidad del agua, la
vigilancia y la evaluacion cuantitativa del riesgo microbiano; por lo tanto, tienen una
gran influencia en la implementacion de las mejores practicas para mitigar y
prevenir amenazas que permitan alcanzar el objetivo de la seguridad del agua.

Tanto para el uso de cultivos como en los métodos moleculares, se han
seleccionado patdégenos indicadores para el control de la calidad del agua con el
fin de indicar la presencia de una gran cantidad de patégenos en el agua. Un
ejemplo es E. coli que ha sido ampliamente utilizada debido al hecho de que los
métodos de deteccion de estos patdgenos son relativamente faciles y baratos; sin
embargo, pueden tener la desventaja de no proporcionar informacion sobre el
origen del huésped, la viabilidad de los organismos y la mayor parte de las veces
no se correlacionan con otros patdgenos presentes en el agua, tales como los virus
y protozoos. Por lo tanto, el agua caracterizada como libre de patégenos mediante

el control de E. coli, puede estar contaminada con virus o protozoos.

Actualmente, no hay un método unificado para abarcar la recopilacion y el analisis
de una muestra de agua para todos los microorganismos patdégenos de interes.
Los desafios de los métodos de deteccion son las diferencias fisicas entre los
principales grupos de patdgenos, la baja concentracion de patdégenos en un gran
volumen de agua que normalmente requiere enriquecimiento y la concentracion de
las muestras antes del procesamiento de deteccion o la presencia de inhibidores
en la muestra que procede de aguas contaminadas.

Los requisitos mas importantes para un andlisis fiable incluyen: especificidad,
sensibilidad, reproducibilidad de los resultados, velocidad, automatizacion y bajo
costo. A pesar de que los métodos dependientes de cultivo se utilizan ampliamente
para la deteccion de patégenos en el agua, estos métodos estan limitados por su
baja sensibilidad y el excesivo tiempo necesario para obtener resultados fiables.
Ademas, como existe una amplia distribucion ambiental de patégenos humanos

que existen en un estado viable pero no cultivable como es el caso de E. coli,
Helicobacter pylori y V. cholerae, los resultados falsos negativos pueden surgir de

métodos dependientes de cultivo (Ramirez-Castillo et al., 2015)
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3.6.1 Deteccion de la viabilidad de bacterias VNC

La determinacion de la viabilidad en muestras microbianas es uno de los analisis
rutinarios mas realizados en laboratorios de microbiologia en todo el mundo. El
método mas usado implica el crecimiento de colonias en una superficie de agar
nutriente durante un periodo de incubacion. La determinacion de la viabilidad
usando este método puede ser cualitativa; ;Se forman colonias? o cuantitativa
¢ Cual es la concentracion de células viables en la muestra?. El método de recuento
en placa se basa en la premisa de que una sola bacteria puede crecer y dividirse
para dar una colonia entera, y esta amplificacion proporciona un alto nivel de
sensibilidad con la capacidad de detectar bacterias viables a densidades muy
bajas. Sin embargo, a pesar de su uso generalizado, no puede considerarse un
enfoque universal, ya que el 95% de todas las especies cultivadas y publicadas
pertenecen a solo 5 de los 53 filos existentes. Ademas, se ha reconocido desde
hace tiempo que las células microbianas pueden existir en estados, latentes o
estados intermedios de vida en los que no formaran colonias en los medios
nutritivos, pero pueden tener otras actividades medibles (y por lo tanto pueden
tener un papel importante en el desarrollo de enfermedades). En el caso de las
muestras adquiridas ambientalmente, se ha estimado que el 1% (o menos) de los
microorganismos observables son marcados como viables por el método de
conteo en placas. Sin embargo, en la industria, la deteccion y cuantificacion de
células viables de especies bien caracterizadas son importantes para el control de
la calidad, mientras que en muestras ambientales, a pesar de las limitaciones, la
enumeracion de bacterias viables proporciona informacion sobre la calidad del

suelo y del agua, la contaminacion ambiental y la biorremediacion (Lu et al., 2015).

En la actualidad, el método utilizado para detectar células VNC se basa
principalmente en dos caracteristicas clave de las células VNC, la viabilidad y la
no culturabilidad. Generalmente, si las bacterias pierden la culturabilidad pero
siguen siendo viables, se puede considerar que han entrado en el estado VNC. Por
lo tanto, el uso de la técnica convencional de conteo de placas para confirmar que
las células estan en un estado no cultivable es el primer paso usado para detectar
células VNC, seguido por la estimacion de células viables usando otros métodos.

La viabilidad se puede definir como la capacidad de las células de mantener
homeostasis y actividad metabdlica aun cuando éstas no se dividen por un periodo
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de tiempo corto o bajo condiciones especificas. Existen varios métodos para
detectar la viabilidad y la mayoria de estos logran detectar multiples actividades
fisiologicas como: captacion de glucosa (2-NBDG), contenido de ATP
(bioluminiscencia), actividad respiratoria (CTC), polarizacion de membrana,
permeabilidad de membrana (tincion de PMA, gPCR-PMA) y expresion de ARN (rt-
gPCR). La citometria de flujo, la espectrometria de masas (MALDI-ToF) y la gPCR
son las técnicas mas utilizadas para detectar diferentes estados metabdlicos

(Bottari et al., 2006; de Velasquez and Noguez, 2017; Kuehl et al., 2011; Morishige
et al., 2015).

También se ha propuesto la deteccion de ARM mensajeros (mMARN) bacterianos
como marcadores para la viabilidad celular porque son moléculas muy inestables
con semividas muy cortas dentro de la célula. Por lo tanto, se podria esperar que
mientras las bacterias VNC estén vivas, deberian producir algunas moléculas de
MARN. Esta fue la técnica que se utilizd en este proyecto en combinacion con la
PCR de transcripcion inversa en tiempo real rt-gPCR.

El PCR de transcripcion inversa se utiliza comunmente en muchas especies
bacterianas para determinar la viabilidad de las células en combinacion con la
monoazida de propidio (PMA) o la monoazida de etidio (EMA), los cuales son
colorantes del ADN de alta afinidad que soélo puede entrar en células con
membranas dafiadas consideradas ("muertas") y unirse covalentemente al ADN
celular mediante fotocatalisis con luz visible. Las membranas de células 'vivas'
suponen una barrera para esta molécula. El tratamiento con PMA es seguido por
la extraccion de ADN gendémico y su analisis por gPCR. Se ha demostrado que la
union cruzada covalente de PMA con el ADN da lugar a una fuerte inhibicion de la
amplificacion por PCR del ADN modificado. El resultado del tratamiento es que sélo
el ADN no modificado de células intactas que contienen ADN que no esta
reticulado a PMA puede amplificarse, mientras que la amplificacion por PCR del
ADN modificado de células comprometidas con membrana se suprime
eficazmente.

También se han desarrollado nuevos métodos de deteccion para separar células
basandose en sus estados fisioldgicos. Las técnicas de fluorescencia combinadas
con métodos de deteccion optica directa son muy utilizados. Entre estas técnicas,
se ha demostrado que la citometria de flujo (CF) es una poderosa herramienta para
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analizar rapidamente las poblaciones célula por célula y puede aplicarse en
muchas éareas. El principio por el cual funciona se basa en que las particulas en
suspension son bombeadas en una corriente de flujo estrecha intersectada por
uno 0 mas rayos laser. Las particulas individuales, tales como células microbianas,
se iluminan individualmente con la dispersion de luz resultante y la emision de
fluorescencia detectada a longitudes de onda apropiadas. Recientemente,
(Mathur, 2016) analizaron el avance de la CF y la introduccion de nuevos
fluorocromos que permiten estudiar la viabilidad de las células, la estructura de la
membranay su integridad, y el potencial de membrana en un nivel de célula unica.
El uso de sondas y colorantes personalizados para la deteccion de cambios en
objetivos especificos y actividades intracelulares permite el uso dirigido de CF para
determinar las caracteristicas estructurales y funcionales de una poblacién de
células VNC (Zhao et al., 2017).

3.6.2 Métodos moleculares para deteccion bacteriana

Los métodos moleculares pueden ser muy especificos para detectar determinadas
especies y proporcionar mas informacion filogenética sobre patégenos. Estos
métodos permiten el uso de indicadores alternativos que se relacionan facilmente
con la fuente del organismo patégeno. Esto permite la discriminacion entre los
patdgenos humanos y animales, y el seguimiento de la fuente de contaminacion.
Los métodos moleculares parecen ser mas adecuados para las evaluaciones del
riesgo para la salud debido a su especificidad.

Hoy en dia, hay una serie de diferentes métodos moleculares para detectar
diversos patdgenos que se utilizan para evaluar la calidad microbiolégica del agua,
la eficacia de la eliminacion de patégenos en las plantas de tratamiento de agua
potable y de aguas residuales, y como herramientas de seguimiento de fuentes
microbianas. En la (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) se
enumeran varios ejemplos de métodos de deteccion y sus limites de deteccion.
Las técnicas moleculares, tales como la PCR, ofrecen herramientas sensibles y
analiticas para detectar una variedad de patdgenos, incluyendo nuevas cepas
emergentes y presentan la posibilidad de automatizacion.

Los desafios de las técnicas moleculares incluyen: la necesidad de métodos de
concentracion de agua (por ejemplo, para virus, ultrafiltracion y protocolos de
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floculacion directa como métodos de concentracion). Las técnicas de purificacion
reproducibles por ADN o ARN a partir de muestras heterogéneas. Ademas, la
validacion de los resultados es muy importante ya que la alta sensibilidad en las
técnicas moleculares introduce un alto riesgo de resultados falsos positivos.
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Método de deteccion : Limite de deteccion
E. coli 1 UFC /100 mL Agua de consumo contaminada Tsem et al., 1998
PCR Enterotoxigenic E. coli (ETEC) 4 UFC/mL Muestras de agua inoculadas con bact Ram et al., 2006
Cryptosporidium and Giardia 1 a 10 oquistes y 5-50 quistes Muestras de agua ambientales Rochelleet et al., 1997
E. coli
Shigella sp.
Multiplex PCR Vibrio parahaemolyticus 10M UFC a 102 UFC,  Agua contaminada y agua superficial Fan et al., 2008
P. aeruginosa y Salmonella sp.
L. monocytogenes, V. cholerae
lishi et al., 2014
V. parahaemolyticus, 10/2a10M IFC lishi et al., 2014 b
S. typhimurium, S. flexneri, 200 mg de muestra fecal 6 Fykse et al., 2012
C. perfringens y E. coli 100 células/L Agua residual, agua superficial y ~ Masago et al., 2006
PCR cuantitativa (qPCR)  H.pylori 1 UFC/00 mL biopeliculas artificiales Guy et al 2003
V.cholerae 1 quiste Le cann et al., 2004
C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. wrairi Guilbaud et al., 2000
L. monocytogenes en biopeliculas 6x10%2 UFC/CmA2
Bacillus anthracis, Brucella abortus, C. botulinum, Coxiella burnetii, Wilson et al., 2002
Francisella tularensi, Rickettsia prowazekii, C. perfringens, S. aureus, Aqua de muestras ambientales Maynard et al., 2005
Chip de ADN (microarreglos) V. cholerae, V. alginolyticus, Yersinia pestis 10 a 500 fg de ADN g y lee et al., 2010
agua de mar X
Brinkman et al, 2013
Alexandrium cantenella, Fusarium sporotrichioides Amoako 2012
Y. pestis
B. anthracis 1 21.3 x10% células Kramer et al., 2007
Comamonadaceae, Proteobacteria, Bacteroidetes, ' Aqua potable. aqua sublerraena Min et al., 2002
Biosensores Planctomycetes y Elusimicrobia gua po rf 'gl i ' Raetal, 2006
C. parvum 105 quistes /mL agua superticia yc ulivos en Lang et al., 2009
E. coli 0157:H7 40 células/mL 8 UFC/mL Suspension Strepparava el at., 2012
V. cholerae 30 ng/ 7x1045 celulas/imL

Tabla 3.4. Métodos de deteccion de patdgenos no basados en cultivo (Ramamurthy et al., 2014; Ramirez-Castillo et al., 2015)
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(Amoako et al., 2013; 2012; Brinkman et al., 2013; Fan et al., 2008; Fykse et al., 2012; Guilbaud et al., 2005; Guy et al., 2003; Hoshino et

al., 2008; Ishii et al., 2014a; 2014b; Jothikumar et al., 2005; Kramer et al., 2007; Lautenschlager et al., 2013; Le Cann et al., 2004; Lee et

al., 2008; 2010; Long et al., 2008; 2009; Masago et al., 2006; Maynard et al., 2005; Min and Baeumner, 2002; S. Park et al., 2010; Y. Park
et al., 2008; Ram et al., 2008; RAO et al., 2006; Rochelle et al., 1997; Strepparava et al., 2012; Tsen et al., 1998; Wilson et al., 2002)
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3.6.2.1 Deteccion por RNA-seq

La identificacion de la transcripcion y la cuantificacion de la expresion génica han
sido actividades basicas en la biologia molecular desde el descubrimiento de la
funcion del ARN como el principal intermediario entre el genoma y el proteoma. El
poder de la secuenciacion de ARN radica en el hecho de que esta técnica se
puede llevar a cabo para el descubrimiento y la cuantificacion, los cuales pueden
combinarse en un uUnico ensayo de secuenciacion de alto rendimiento llamado
RNA-secuenciacion (RNA-seq). La adopcion generalizada de ARN-seq se ha
extendido mucho mas alla de la comunidad gendémica y se ha convertido en una
técnica estandar del conjunto de herramientas utilizado en diversas disciplinas.

La técnica de RNA-Seq se utiliza para analizar la continuamente cambiante
expresion celular. Especificamente, RNA-Seq facilita la capacidad de observar
transcripciones genéticas de genes alternativos, modificaciones post-
transcripcionales, fusion de genes, mutaciones y cambios en la expresion génica
en el tiempo, o diferencias en la expresion génica en diferentes grupos o
tratamientos.

Antes de RNA-Seq, la expresion génica se estudiaba mediante hibridacion basada
en microarreglos. Los problemas con los microarreglos incluyen artefactos de
hibridacién cruzada, mala cuantificacion de los genes con baja expresion y
altamente expresados, y la necesidad de conocer la secuencia a priori.

Un prerrequisito crucial para un exitoso estudio ARN-seq es que los datos
generados tienen el potencial de responder a las preguntas bioldgicas de interes.
Esto se logra definiendo primero un buen disefio experimental, es decir, eligiendo
el tipo de biblioteca, la profundidad de secuenciacion y el numero de réplicas
apropiadas para el sistema biolégico estudiado, y el segundo planificando una
adecuada ejecucion del experimento de secuenciacion, asegurando que los datos
de adquisicion no se contaminan con sesgos innecesarios.

Un aspecto importante del disefio experimental es el protocolo para la extraccion
de ARN utilizado para eliminar el altamente abundante ARN ribosomal (ARNr), que
normalmente es mas del 90% del ARN total en la célula, dejando sdlo alrededor
del 10% que comprende el ARN mensajero (MRNA) el cual es el que se utiliza.
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Otro factor importante es la profundidad de la secuenciacion o el tamafio de la
libreria, que es el nUmero de lecturas secuenciadas para una muestra dada. Se
registraran mas transcripciones y su cuantificacion sera mas precisa a medida que
la muestra se va a un nivel mas profundo. Sin embargo, la profundidad depende

de los objetivos del experimento (Conesa et al., 2016).

Por ultimo, un factor crucial del disefio es el numero de réplicas, que es el numero
de repeticiones que deben incluirse en un experimento RNA-seq. Este numero
dependera e tanto de la cantidad de variabilidad técnica en los procedimientos
RNA-seq como de la potencia estadistica deseada (es decir, la capacidad para
detectar diferencias estadisticamente significativas en los genes entre grupos

experimentales) (Haas et al., 2012).

El analisis bio-informatico realizado en este proyecto fue el analisis de expresion
diferencial, el cual requiere que los valores de expresion génica se comparen entre
las muestras. Estos enfoques se basan en la normalizacion de los datos para lo
cual existen métodos basados en conteos totales o efectivos, y tienden a funcionar
mal cuando las muestras tienen distribuciones de transcripciones muy distintas.
Algunos métodos de normalizacion que toman esto en cuenta son TMM, DESeq,
PoissonSeq y UpperQuartile. El paquete NOISeq R contiene una amplia variedad
de graficos de diagnostico para identificar fuentes de sesgos en los datos de ARN-
seq y aplicar procedimientos de normalizacion apropiados en cada caso.

La secuencia experimental a seguir en un ensayo de RNA-seq se muestra en la
(Figura 3.3).
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Experimento control Condicién a evaluar VNC
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4. Realizar el conteo y el analisis
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Gene A: ?—g = 3 fold change
Gene B: 1—50 = 2 fold change

Figura 3.3. Diagrama experimental de un ensayo de RNA-Seq

3.7 Métodos de desinfeccion

Los métodos de desinfeccion tienen por objetivo garantizar la potabilidad en la
planta de tratamiento de agua y hasta el agua corriente del consumidor.

Los procesos de potabilizacion estan en funcion de la calidad del agua de las
fuentes de abastecimiento. Si la calidad es buena, sélo sera necesario llevar a cabo
la desinfeccion; pero si esta no tiene la calidad adecuada, entonces sera necesario
involucrar diversas operaciones unitarias como oxidacion, coagulacion,
floculacion, sedimentacion vy filtracion.

En cualquier comparacion de métodos de desinfeccion ciertas consideraciones
deben ser analizadas desde el principio por su relevancia en la mayoria de los
métodos. La calidad del agua cruda (en especial, su contenido de sodlidos y
material que reaccionara con el desinfectante), el tipo tratamiento del agua antes
de la desinfeccion y la manera en que el desinfectante se aplicaré al agua afectara
directamente la eficacia de todos los desinfectantes. También se debe considerar
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las diferencias en la respuesta a los desinfectantes entre los organismos obtenidos
directamente de muestras ambientales y los que han sido aclimatados al cultivo en
laboratorio para garantizar su inactivacion.

Los desinfectantes son usados como un método de barrera para eliminar la
contaminacion bioldgica del agua, sin embargo los procesos de desinfeccion
utilizados en un planta de tratamiento se aplican en diversos puntos del del
procesos y estos se clasifican de la siguiente manera:

e Oxidacion previa al tratamiento en la que los oxidantes se afiaden al agua al
principio del proceso de tratamiento.

¢ Desinfeccion primaria: un componente comun del tratamiento primario del agua
potable, e importante porque los medios filtrantes granulares no eliminan todos los
patdogenos microbianos del agua.

¢ Desinfeccion secundaria - utilizada para mantener la calidad del agua alcanzada
en la planta de tratamiento en todo el sistema de distribucion hasta la llave.

El uso de cloro como desinfectante es la practica mas comun en muchas platas de
potabilizacion y en varios lugares sigue siendo el principal método de desinfeccion.
Sin embargo, existen ciertos mecanismos de resistencia que presentan algunos
microorganismos o dosis demasiado altas que generan otros compuesto toxicos
llamados subproductos de desinfeccion (SPD) por lo que se han buscado
alternativas a esta practica.

Un desinfectante debera cumplir con las siguientes cualidades para poder ser una
alternativa a la cloracion:

* Amplio poder desinfectante sobre una amplia gama de organismos
* Facil de usar y seguridad en el manejo
* F&cil de controlar con técnicas analiticas para determinar la concentracion

* Poder residual para evitar la re-contaminacion a través del sistema de
distribucion

* Sin efectos de toxicidad secundaria
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Por lo general los desinfectantes siguen tres mecanismos de desinfeccion; el
primero involucra la destruccion o el dafio de los principales constituyentes de la
célula por medio del ataque a éstos; el segundo implica la interferencia del
metabolismo del rendimiento energético que hace que las enzimas no funcionen;
el tercero trata con la intervencion de la biosintesis y el crecimiento por medio de
la prevencion de la sintesis de proteinas, acidos nucleicos, coenzimas o la sintesis

de la pared celular. En |la Tabla 3.5 se muestran las principales caracteristicas de
los desinfectantes estudiados en este estudio.
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Tabla 3.5. Caracteristicas principales del cloro y ozono

Reacciona con

Reduccion de Oxida los impurezas
patdbgenos componentes organicas y los
celulares (Grupos convierte en
SH y acidos sustancias
Versatilidad y pH (Se nucleicos) cancerigenas como m x 15 min Trihalomentanos
Cloro economia favorece a trihalometanos. ?% min mg /L) Alto y acidos
Facil de usary pH7) Destruccion de la ' g haloacéticos
controlar pareéje%eelrg?; que Existe la resistencia
liberacion de Genrgrlgrc?lglranasébor
compuestos vitales y
citoplasmaticos
El ozono promueve Muy inestable y se
el proceso de descompone
(Téaénfgt\a/ga;éucrg oxidacioén ya que rapidamente en
Mas eficiente a posee un alto agua. Su vida util
que el cloro transferencia potenma[ de es demasiado corta
libre para 0ero se oxidacion. para asegurar un .
Ozono inactivar virus y obtienen R . residuo. Tog apm X 1'O/an|n Bajo Bromatos
esporas mejores eacciona con :2-4 mg min/L)
bacterianas y resultados a .tsu?j[ancllas
quistes temp. citopiasmicas y
Superiores a lleva a capo la Alto costo de
20°C) degradacion del operacion y debe

ADN cromosdémico
en bacterias

ser generado
cuando se utiliza
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3.8 Cinética

Hace apenas mas de cien afios, Kronig y Paul (1897) publicaron que la tasa de
desinfeccion de las bacterias dependia de la concentracion del desinfectante y de
la temperatura del experimento. Madsen y Nyman en 1907 y Chick en 1908
sugirieron que la desinfeccion era analoga a los procesos de reaccion quimica.
Esto se conocié como la hipétesis mecanistica de la desinfeccion (Lee y Gilbert
1918). Sin embargo, se planted otra hipodtesis para explicar la desinfeccion. Esta
hipotesis se baso en el supuesto de que existia una distribucion de resistencias al
desinfectante quimico dentro de la poblaciéon microbiana. Esto se conoce como la

hipétesis vitalista de la desinfeccion quimica. Las discusiones sobre cual de las
dos hipdtesis era correcta fue un tema importante de la época.

Una de las caracteristicas principales que la hipétesis mecanistica no podia
explicar era la cola de las curvas de tiempo de supervivencia logaritmica. El
modelo mecanistico de Chick-Watson, se baso en la cinética de reaccion quimica
de primer orden (Watson 1908; Phelps 1911). Dado que este modelo matematico
solo podia tratar con curvas lineales de tiempo de supervivencia logaritmica, las
desviaciones de la recta se explicaron por la presencia de variaciones en la
resistencia poblacional (Chick 1908). Los Vitalistas fueron mas alléa y sugirieron que
toda la desinfeccion se debia a la "variacion permanente en la resistencia de la
poblacion a los desinfectantes" (Lee y Gilbert, 1918). En 1942, Withell describié un
meétodo para obtener la distribucion de resistencias dentro de la poblacion y sugirié

de nuevo que la hipétesis Vitalista era una explicacion mas razonable para las
observaciones de desinfeccion que la hipotesis Mecanica.

Varios modelos matematicos fueron examinados a partir de la literatura y se
dividieron en dos clases de principios: los que apoyan la hipotesis Mecanica y los
que apoyan la hipotesis Vitalista. En casi todos los modelos mecanicistas
presentados para tener en cuenta la no linealidad de las curvas de tiempo de
supervivencia logaritmica, se sugiri6 una etapa de poblacion intermedia, con
diferentes tasas de desinfeccion para cada uno de los diferentes estados
microbianos (Cerf 1977).
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Existen muchos modelos matematicos para la cinética de desinfeccion, pero como
Prokop y Humphrey (1970) expresaron: "En su mayor parte son demasiado
complicados para ser de utilidad practica". En general, se utiliza preferentemente
el modelo lineal-logaritmico simple de Chick-Watson o el modelo empirico mas util
(Hom ,1972) de desinfeccion, que permite un ajuste a los datos no lineales de
supervivencia en el tiempo. La cuestion de si la desinfeccion subyacente se
produce a través de un proceso Mecanico o Vitalista, o ninguno de los dos o
ambos, todavia esta abierta a debate.

En la publicacion de (Johnston et al., 2000) demostré que el tamafo del indculo
inicial de la prueba de desinfeccion podria tener un impacto muy grande en el
resultado de la prueba. Puesto que, desde el punto de vista Vitalista, la distribucion
de la resistencia al biocida dentro de la poblacion era permanente e idéntica, por
ejemplo, ya sea 1 x 108 bacterias por mL ¢ 1000 bacterias por mL, se habrian
obtenido curvas de supervivencia idénticas de diferentes tamafios de indculos de
partida. sin embargo, cambios pequefios en los tamarios de los indculos de ensayo
(de 1 x 107 a 5 x 107) dieron lugar a resultados muy diferentes de reduccion de
tiempo de registro. Esto sugiric que las bacterias estaban alterando la
concentracion del desinfectante durante el curso de la desinfeccion. Aunque
algunas pruebas se presentaron para ayudar a demostrar este punto, un modelo
matematico revisado, basado en motivos mecanicos, era insuficiente.

A continuacion se muestran los principales modelos de desinfeccion que son
utilizados actualmente; el modelo de Chick-Watson y el modelo de Hom. Existen
otros modelos que se basan en la capacidad de los microorganismos para reducir
el nivel efectivo biocida durante la propia prueba de desinfeccion.

3.8.1 Modelo de Chick-Watson (basado en el tiempo de contacto)

El modelo mas utilizado para describir la desinfeccion del agua es la ley de Chick-
Watson. Este es un modelo de pseudo primer orden y puede ser representado
matematicamente como sigue :

Modelo de Chick 1908

— =—=KkN .. 3.1
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Integrando ecuacion 3.1, obtenemos

dN/dt= Es la velocidad de inactivacion

k= constante de letalidad especifica de pseudo primer orden (litros/ miligramos
minutos)

N= Numero de organismos
n= Coeficiente de dilucion (litros/ miligramos minutos)

t= Tiempo de contacto

3.8.2 Modelo de Watson (Basado en la concentracion)

Watson, utilizando datos proporcionados por Chick, redefinié la ecuaciéon para
obtener una relaciéon empirica que incluye los cambios en la concentracion del

desinfectante.

k=kC".................................3.3

Donde:

k= Constante de velocidad de inactivacion

k’= Constante de agotamiento

C= concentracion del desinfectante (miligramos/Litro)
n= coeficiente de dilucion

Combinando ambas expresiones propuestas por Chick y Watson (ec. 3.2y 3.3) se
obtiene la expresion propuesta por Has san Kara 1984:

% = =K CPNperoiooiiie e, 3.4
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Integrando la ecuacion 3.4:

In() = —KCT..oo 35
0

N kT 3.6
Ny

En forma lineal :

InC = —%lnt + %ln E (—ln—)J ................. 3.7

0

El valor de n se puede obtener graficando C vs t en escala logaritmica para un nivel
de inactivacion.

Si el valor de:
n=1 tanto la concentracion como el tiempo son igual de importantes
n>1 la concentracion es mas importante que el tiempo

n<1 el tiempo es mas importante que la concentracion

3.8.3 Modelo de Hom

Mientras que le modelo de Chick-Watson funciona bien para la inactivacion con
cloro, para el ozono el comportamiento parece ser distinto; una fase rapida inicial,
seguida de una fase lenta

N o kmNCM™L 3.8
dt

Donde:
m= es una constante empirica

t= tiempo de contacto
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Asumiendo que la concentracion del desinfectante se mantiene constante durante
el transcurso del tiempo de contacto, la ecuacion 3.8 se integra como sigue:

log> = —kC™™................ 3.9
No

Asumiendo un decaimiento de primer orden, el numero de moléculas destruidas
por unidad de tiempo es proporcional al numero de moléculas restantes y que la
concentracion del desinfectante esta dada por:

Donde
C= es la concentracion final de ozono al final del tiempo de contacto
Co= L a concentracion inicial en el tiempo cero

k' =es la constante de velocidad de primer orden.

La sustitucion y la integracion de la ecuacion en la ley de Hom es la siguiente:
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Esta expresion se basa en tres supuestos:

* La velocidad de decaimiento del oxidante no es una funcion del organismo
presente.

* El decaimiento del desinfectante quimico es independiente del nivel de
inactivacion de la reaccion.

* Las estimaciones de parametros de ley de velocidad son independientes de
las caracteristicas del agua.

La expresion no puede ser integrada a una forma reducida ya que los limites de
integracion estan relacionados con el tiempo de contacto. Sin embargo se puede
resolver numéricamente.

3.8.4 Valores CT

Los valores de CT (concentracion X tiempo de contacto) proporcionan una base
para comparar la eficacia de diferentes desinfectantes para la inactivacion de
microorganismos especificos y para comparar la resistencia relativa de diferentes
microorganismos a los desinfectantes. En algunos casos, los valores de CT
derivados de la exposicion a diferentes concentraciones del mismo desinfectante
en condiciones especificas de pH y temperatura muestran poca variacion mientras
que en otros casos se observa una amplia gama de valores de CT.

Es dificil discernir las razones por las cuales se encuentran valores CT muy
diferentes al considerar los resultados de una sola investigacion o al considerar los
resultados de varias investigaciones. Estos factores en algunos casos dificultan la
precision de los requisitos de desinfeccion. El uso de valores de CT para evaluar
la practica de desinfeccion o establecer criterios de desinfeccion para su uso en
el campo debe hacerse con mucha precaucion y la incorporacion de factores de
seguridad apropiados en los valores de CT es necesaria. Algunos problemas
importantes en la aplicacion de los resultados de los valores de CT en el disefio de
un proceso de desinfeccion son: a) el fracaso de los datos de desinfeccion para
seqguir las tasas exponenciales descritas por las ecuaciones empiricas de CT, b)
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las diferencias en la resistencia a la desinfeccion entre diferentes aislamientos de
la misma especie y entre especies dentro de los grupos de (bacterias, virus,
quistes), C) los efectos del "Estado metabdlico del microorganismo" tales como la
agregacion, las condiciones de crecimiento previo y los efectos protectores que
no pueden ser tomados en cuenta en los valores, D) influencia de las condiciones
experimentales (configuraciones del reactor, intensidad de mezcla, variaciones de
la concentracion desinfectante, etc.) sobre las tasas de inactivacion, E) Los
problemas relacionados con la relevancia de los datos de laboratorio con las
condiciones de campo.

El uso de los valores de inactivacion CT estan respaldados por las ecuaciones de
Chick-Watson asumiendo ciertas condiciones como se muestra a continuacion:

A partir de la ecuacion de Chick podemos obtener el valor CT:

dNt

- = _k'C
= —KC™Npoooo 3.12

In (o) = —kt......... 3.13

Para un nivel de sobrevivencia N/No=0.001 (3 log) el lado izquierdo de la ecuacion
se convierte en la constante K;:

K=CM M 3.14

La constante de velocidad k difiere por desinfectante, concentracion de
desinfectante, organismo vy temperatura. Una completa inactivacion del
microorganismo no es factible segun este modelo.

En los casos donde la turbiedad del agua es baja n es igual a 1, haciendo que la
desactivacion de bacterias se convierta en una reaccion de primer orden. Cuando
la constante n es “casi igual” a 1, la ley de Watson se puede abordar como:

K=Ctoo 3.15
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Varios niveles de desactivacion se puede lograr, esto a menudo se expresa como
una reduccion logaritmica:

Reduccion log = desactivacion 90%
Reduccion log = desactivacion 99%
Reduccion log = desactivacion 99,9%
Reduccion de 4 log = desactivacion 99,99%

Algunos datos de CT reportados para bacterias se muestran en la (Tabla 3.6) y
(Tabla 3.7).

Tabla 3.6. Valores de CT reportados para desinfeccion con ozono

Organismo

Bacteria (general) CTge=1 15 7 EPA 1999
Droste
Giardia Lamblia CT 9= 0.24 20 6a9 2000
Giardia Lamblia CT = 0.32 15 6a9 UEPA 2001
Cryptosporidium CToe=7.8 20 6a9 CDC
R. Schulz

Cryptosporidium CT g90=12 20 7 2005
Escherichia coli CTge=0.035 11 6a9 Ross 1976

Helicobacter pylori CTe=0.27 15 7 Baker 2002
Escherichia coli CTge=0.11 15 7 Baker 2002

CT (min mg/L)

Temperatura (°C) Fuente

Tabla 3.7. Valores de CT reportados para desinfeccion con cloro

Organismo CT (min mg/L) Temperatura (°C) Fuente
Droste
Giardia Lamblia CT g0= 21 20 7 2000
Giardia Lamblia CTeo= 34 20 7 CDC
C. jejuni CTee=0.5 25 8 CDC
Vibrio cholerae CTo99=0.3 20 7 CDC
Escherichia coli CTee9=0.2 23 7 CDC
Escherichia coli CTge=0.125 25 7 NCBI
B. pseudomallei CTee=0.5 21 7 Rose 2004
Helicobacter pylori CTg=0.080 15 7 Baker 2002
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3.8.5 Resistencia a la desinfeccion entre organismos de origen natural y cultivos
puros

La resistencia o sensibilidad a los agentes desinfectantes de algunas bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas ha sido estudiada. Esta resistencia dependeréa

de la cepa bacteriana con la que se trabaje, ya sea que provenga de un cultivo
puro o de un medio natural.

La resistencia comparativa a los desinfectantes entre las bacterias Gram-negativas
varia mucho. Se ha observado que Pseudomonas alcaligenes, un contaminante
bacteriano comun en piscinas yodadas, puede crecer bien en aguas de piscinas
que han sido esterilizadas con filtros de membrana. A partir del agua de las
piscinas contaminadas que contienen una variedad de bacterias, se aislo un cultivo
puro de P. alcaligenes. Las pruebas posteriores mostraron que estas células de
origen natural eran significativamente mas resistentes al yodo libre que las células
del mismo organismo que habian sido sub-cultivadas una vez en agar soya
tripticasa. De hecho, las pruebas estandar a la desinfeccion usando las células
qgue habian sido sub-cultivadas en un medio de laboratorio enriquecido sugirieron
que P. alcaligenes nunca podria ser encontrado en piscinas que habian sido
desinfectadas (suposicion errénea). El descubrimiento de que las células de origen
natural eran extremadamente resistentes al yodo explicd las concentraciones
relativamente altas de P. alcaligenes que se acumulaban en el agua de la piscina
que se habia yodado durante varias semanas.

Posteriormente en los afios 70 se publicaron una serie de trabajos que demostraron
que Pseudomonas aeruginosa aislada de hospitales podia crecer rapidamente en
agua destilada y podian alcanzar altas concentraciones de células que
permanecian estables durante mucho tiempo. Las células que se producen
naturalmente y que se hicieron crecer en agua destilada reaccionaron de manera
muy diferente a los esfuerzos quimicos y fisicos en comparacion con las células
crecidas en medios de cultivo de laboratorio convencionales. Por ejemplo, las
células naturales de P. aeruginosa fueron significativamente mas resistentes al

cloro y a los compuestos de amonio cuaternario y glutaraldehido alcalino que las
células sub-cultivadas.




CAPITULO 3 ANTECEDENTES

En las aguas desinfectadas con cloro, las bacterias naturales pueden ser de uno
a dos 6rdenes de magnitud mas resistentes a los desinfectante que las células del
mismo organismo que han sido sub-cultivadas en medios de cultivo de laboratorio
convencionales. Dado que las pruebas estandar de desinfeccion emplean
necesariamente células bacterianas sub-cultivadas, pueden crearse falsos datos
si se utilizan como un criterio absoluto para el disefio de un proceso de
desinfeccion. Estos resultados podrian explicar las frecuentes diferencias entre las
pruebas que se realizan en condiciones de laboratorio y las que se realizan en
condiciones de campo.

Si las bacterias pudieran utilizarse en su estado natural, se podria explorar la
posibilidad de superar las diferencias entre las condiciones de laboratorio y de
campo utilizando estos sistemas experimentales. La capacidad de algunas
bacterias Gram-negativas de crecer en agua hace posible producir y controlar un

gran numero de células para tales estudios (National Research Council, 1980).

Por lo anterior es necesario la aplicacion de técnicas independientes de cultivo
como ya se menciono en este trabajo en el capitulo 3.7.

3.8.6 Interacciones de los desinfectantes con las bacterias

Cuando se utilizan desinfectantes oxidantes como las diferentes formas del cloro,
la accion de la desinfeccion se enfocara primero en la mayoria de las estructuras
exteriores de la célula (pared celular y membrana citoplasmatica). Todas las
eubacterias (excepto las micoplasmas) tienen una pared celular, que confiere
rigidez mecanica a la célula y protege la membrana citoplasmatica subyacente.
Una bacteria Gram-negativa tipica tiene una capa de peptidoglicano mucho mas
delgada y mas proxima a la membrana citoplasmica. Estas estructuras externas al
peptidoglicano de las bacterias Gramn-egativas tienen un espacio periplasmico,
mientras que la region mas externa se denomina membrana externa. Esta parte
externa compleja especifica de las bacterias Gram-negativas, contiene
lipoproteina (ligada covalentemente a la capa de peptidoglicano) lipopolisacaridos
y fosfolipidos.

Las bacterias Gram-negativas son generalmente menos sensibles a los biocidas
que las bacterias Gram-positivas debido a su membrana externa (Figura 3.4). Sin
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embargo, las bacterias Gram-negativas parecen ser mas resistentes al cloro. La
pérdida de permeabilidad de la membrana seré el primer efecto letal del cloro en

E. coli, debido al dano a la membrana externa, produciendo un desequilibrio en el

gradiente ionico transmembrana. Cuando los niveles de cloro sub-letal estan
presentes, la inhibicidon de la respiracion seré el primer efecto.

Virus con cépside -
Bacterias Gram-positivo

Virus sin capside

Hongos

Bacteria Gram-negativa
Prokariotic-eukariotic
Mycobacteria

Esporas

Quistes

Ooquistes

Priones +

Figura 3.4. Susceptibilidades relativas a los agentes desinfectantes, de menor a mayor
resistencia (Handbook of wéater and wastewater microbiology)

Los primeros sitios atacados por el ozono son la pared celular y la membrana, ya
sea a traves de glicoproteinas, glicolipidos o ciertos aminoacidos como el
triptéfano. Algunos estudios sugieren que el ozono altera las proteinas y los enlaces
saturados de acidos grasos en las estructuras de la membrana, dando lugar a la
lisis celular. La inactivacion de bacterias por el ozono esta atribuida a una reaccion
oxidante. Sin embargo, algunos investigadores creen que la desinfeccion con
0zono es un resultado de la reaccion directa del ozono, mientras que otros creen
que el mecanismo es por radicales hidroxilo es el mas importante para la
desinfeccion.

Una vez que se supera la pared celular, la membrana citoplasmatica es el blanco
preferido de los desinfectantes para concentraciones bajas. Se sabe que varias
sustancias alteran la membrana citoplasmatica. Estos agentes pueden provocar
una fuga de material intracelular y una modificacion de la permeabilidad de las
células, aunque también pueden producirse otros efectos. La lisis bacteriana, por
la ruptura de la pared celular, es un fendmeno bastante extrafio que solo se
produce con dosis masivas de desinfectantes, principalmente con ozono,. Una vez
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que la membrana celular esta dafiada, se produce una fuga de material celular y
puede afectar a los constituyentes celulares internos. Sin embargo, la fuga se
considera mejor como una medida de la interrupcion de la barrera de la
permeabilidad de la célula, y puede reflejar un efecto bacteriostatico en vez de la
muerte celular. Una vez que se ha realizado la permeabilizacion de la membrana,
las enzimas respiratorias se oxidan a través de sus grupos sulfhidrilos.

3.9 Ozono

El ozono es un oxidante potente y posee multiples usos en el tratamiento del agua,
incluida la oxidacion de sustancias organicas. Tiene una alta eficacia germicida
contra una amplia gama de organismos patdégenos incluyendo bacterias,
protozoarios y virus. Sin embargo, el ozono no puede ser utilizado como un
desinfectante secundario debido a la desintegracion rapida de las
concentraciones residuales de ozono (menos de 30 minutos), por lo que es
utilizado como desinfectante primario. El ozono es 14 veces mas soluble que el
oxigeno en agua y aumenta con la presion. A medida que la temperatura aumenta,
el ozono se vuelve menos soluble y menos estable en el agua; Sin embargo, la
desinfeccion y las tasas de oxidacion quimica permanecen relativamente estables.
La temperatura practicamente no tiene efecto sobre la tasa de desinfeccion de las
bacterias a pesar de la reduccion de la solubilidad y de la estabilidad reducida a
temperaturas mas altas.

El ozono gaseoso (O3) se forma in-situ haciendo pasar aire seco u oxigeno a través
de un campo eléctrico de alta tension. El aire enriquecido en ozono obtenido se
anade directamente al agua mediante difusores porosos en la base de torres de
contacto. El ozono que sobra se hace pasar por un destructor de ozono y se
expulsa a la atmoésfera. La importancia principal de los procesos de oxidacion para
la desinfeccion es que gran parte del ozono generalmente serda consumido por
otras sustancias que suelen estar presentes en el agua y habra que satisfacer esa
demanda antes de asegurar la desinfeccion.

Las posibles especies presentes en una solucion de ozono son: el 0zono y sus

radicales ozonidos (*O3 2.08 V), y los radicales hidroxilo (*OH, 2.80 V). La oxidacién




CAPITULO 3 ANTECEDENTES

con ozono molecular se produce lentamente en contraste con la oxidacion con
radicales hidroxilo que se produce muy rapidamente.

En la (Figura 3.5) se observa el decaimiento del ozono en agua y dado que la
reaccion con OH es la etapa de descomposicion inicial, la estabilidad de una
solucion de ozono es por lo tanto altamente dependiente del pH y disminuye a
medida que aumenta la alcalinidad.

a

0;+0H —» HO,+0, k=7010'M's! (.1
X ‘
HO, == H +0,  k=10%% (1.2)
k3
0;+0, — 07 +0, k=16100Ms! (1.3
K _ 10 3 -1 -1
H +0y == HO; &=3210 Mis™ (1.9
ky k_4= 2310%s
HO; = HO+0,  ke=1.110°s" 1.5)
HO"+ 03 =9 HO, k=2010"M"'s!t  (16)
HO; =3 HO,+0, k=2810%s" 1.7
HO4 +HO; — H,0, +2 04 (1.8)
HO4 +HO3 —» H;0,+03+0; (1.9)

Figura 3.5. El agotamiento del ozono en el agua, de acuerdo a Hoigné-Staehelin-Bader

Los parametros de calidad del agua, como el pH, tienen un impacto significativo
en la ozonizacion. Se requieren diferentes dosis de ozono para diferentes niveles
de pH. Un pH més alto facilita la descomposicion del ozono debido al aumento de
la formacion de radicales hidroxilo; Mientras que un pH inferior (inferior a 7,0)
ralentiza la descomposicion del ozono, lo que resulta en concentraciones mas
elevadas de ozono molecular. La velocidad de descomposicion del ozono aumenta
significativamente (debido a la formacion del radical OH) cuando el pH es mayor
que 8,0. Los residuos de ozono son dificiles de mantener a niveles de pH
superiores a 9,0. Mientras que el ozono molecular es facilmente medido, el radical
hidroxilo es dificil de medir.

Se sabe que el ozono ataca los enlaces insaturados, formando aldehidos, cetonas
0 compuestos carbonilicos. Ademas, el ozono puede participar en reacciones
electrofilicas, particularmente compuestos aromaticos y en reacciones nucledfilas
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con muchos de los componentes de la célula microbiana. Los carbohidratos y los
acidos grasos reaccionan solo ligeramente con el ozono, pero los aminoacidos, las
proteinas, los grupos funcionales de la proteina (por ejemplo, los enlaces disulfuro)
y los acidos nucleicos reaccionan muy rapidamente con él ozono. Es probable, por
lo tanto, que los microbios se inactiven a través del ozono que actua sobre la
membrana citoplasmatica (debido al gran numero de proteinas funcionales), la
estructura proteica de una capside viral o acidos nucleicos de microorganismos.
Los radicales libres formados por la descomposicion del ozono son generalmente
menos efectivos para la inactivacion microbiana que el ozono molecular, porque
las células microbianas contienen una alta concentracion de iones bicarbonato que
apagan la reaccion de los radicales libres y muchas células microbianas también
contienen catalasa, peroxidasa o superOxido dismutasa para controlar los
radicales libres producidos por la respiracion aerébica.

Algunas bacterias contienen pigmentos carotenoides y flavonoides que los
protegen del ozono. Estos factores pueden explicar los estudios sobre las
bacterias heterotrofas, las cuales pueden ser menos susceptibles a la inactivacion
del ozono que Giardia (Wolfe et al., 1989). Estos resultados sugieren que los
radicales libres proporcionan poco beneficio en términos de destruccion
microbiana.

3.9.1 Ventajas y desventajas del uso de ozono

Desde el punto de vista de la eficacia biocida, el ozono es el desinfectante mas
potente que se utiliza en los suministros de agua. Los tiempos de contacto y la
concentracion para inactivar o matar los agentes patégenos transmitidos por el
agua son mucho mas bajos que los del cloro libre o cualquier otro desinfectante.

En la tabla Tabla 3.8 se muestran las principales ventajas y desventajas del uso de
ozono como desinfectante de agua.
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Tabla 3.8 Ventajas y desventajas del uso de ozono como desinfectante de agua

Ventajas Desventajas

Potente oxidante No proporciona un residual estable

Oxida hierro y manganeso (Elimina color) | Costo relativo alto por su gasto en
. inversion y energético de operacion

Tiempos de contacto cortos
Altamente corrosivo
Baja generacion de Sub Productos
Desinfeccion Tecnologia mas compleja

No deja sabor en el agua Olor en el area de trabajo

No existe el crecimiento de bacterias|Produce material biodegradable que
después del tratamiento debe ser removido

Incrementa el oxigeno disuelto

Mejora el proceso de floculacion vy el
tratamiento biologico

3.10 Cloro

En todo el mundo, el mecanismo de desinfeccion mas aplicado en los sistemas de
abastecimiento de agua es el que emplea el cloro y sus compuestos derivados
como agentes desinfectantes. Fue introducido masivamente a principios del siglo
XXy constituyé una revolucion tecnologica, que complementd el proceso de
filtracion que ya era conocido y utilizado para el tratamiento del agua. La cloracion
incrementd en 50% la esperanza de vida de los paises desarrollados.

La clave de su éxito es su accesibilidad en casi todos los paises del mundo, su
razonable costo, su alta capacidad oxidante, que es el mecanismo de destruccion
de la materia organica, y su efecto residual. Todo ello permite en forma bastante
simple, asegurar la inocuidad del agua desde que se produce hasta el momento
que se usa, lo que resulta muy beneficioso, tanto en sistemas pequefios como en
grandes ciudades con redes de distribucion extendidas.

La eficacia de la desinfeccion con cloro depende no sélo del propio patdégeno, sino
también del pH y la temperatura del agua. En general, la desinfeccion es mas




CAPITULO 3 ANTECEDENTES

eficaz a temperaturas mas altas y pH mas bajo. El apego a la materia particulada,
la agregacion, la encapsulacion del patdogeno, la ingestion por protozoos vy la
turbidez del agua también pueden afectar la eficacia del cloro.

La cantidad de cloro que se va a dosificar equivale a la demanda total de cloro (la
cual esta estrechamente ligada a la calidad quimica y microbiol6gica del agua) a
la que debe adicionarse la cantidad de cloro residual esperada en el extremo de
la red. Por lo tanto, antes de llevar a cabo el proceso de desinfeccion es
conveniente realizar ensayos de consumo instantaneo de cloro. Este ensayo se
denomina “ensayo de demanda de cloro”.

El valor CT (Concentracion por tiempo de contacto) maximo que se puede aplicar
al agua es 56 mg min/L (1.9 mg/L de hipoclorito de sodio durante 30 minutos). Para
agua turbia, la dosis se duplica con un factor CT maximo resultante de 112 mg min
/ L. La operacion habitual es mantener un residual de 0.5 mg/L por 30 minutos para
alcanzar un CT de 15 mg min /L.

La cloracion del agua potable se lleva a cabo mediante la disolucion de los
compuestos de cloro y su posterior dosificacion. El cloro en cualquiera de sus
formas, se hidroliza al entrar en contacto con el agua, y forma &cido hipocloroso
(HOCI) de la siguiente forma:

NaOCI (hipoclorito de sodio) + H>O = Na™ + OH™ + HOCI

La especie desinfectante es el acido hipocloroso (HOCI), el cual se disocia en
iones hidronio (H+) e hipoclorito (OCI-) y adquiriere sus propiedades oxidantes:

HOCI = H" + OCI
La reacciones son reversibles y dependiente del pH:
Entre pH 3.5y 5.5, HOCI es la especie predominante

Entre pH 55 y 9.5 , ambos especies de HOCI y OCI existen en diversas
proporciones

Por encima de pH 8, OCI predomina
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Las diferentes concentraciones de las dos especies significan una considerable
diferencia en la propiedad bactericida del cloro, ya que estos dos compuestos
presentan diferentes propiedades germicidas. En realidad, la eficiencia de HOCI
es por o menos 80 veces mayor que la del OCI-.

El OCI- y especies de HOCI se refieren comunmente como cloro libre , el cual es
extremadamente reactivo con numerosos componentes de la célula bacteriana. El
HOCI puede producir reacciones de oxidacion, hidrdlisis y desaminacion con una
variedad de sustratos quimicos, y produce lesiones fisiologicas que pueden afectar
a varios procesos celulares.

En un sistema de abastecimiento de agua, la cloracion se realiza normalmente al
final del tratamiento, después de la etapa de filtracion. A ello a veces se le
denomina post-cloracion. A veces se realiza una cloracion previa a cualquier otro
tratamiento, llamado en este caso, pre-cloracién. Esta se lleva a cabo con el
propdosito de controlar las algas que puedan obstruir los filtros y eliminar el gusto y
el olor del agua. En este caso y cuando el agua sin tratar lleva algunos materiales
organicos llamados “precursores” (materia organica, acidos humicos, etc.), se
pueden generar los subproductos de la desinfeccion. Los constituyentes mas
caracteristicos de los SPD de la cloracion son los trihalomentanos (THM).

3.10.1 Ventajas y desventajas del cloro

El cloro es un desinfectante que tiene ciertos limitantes en términos de salubridad
y seguridad, pero al mismo tiempo tiene un largo historial como un desinfectante
efectivo.

En la tabla Tabla 3.8 se muestran las principales ventajas y desventajas del uso de
ozono como desinfectante de agua.
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Tabla 3.9 Ventajas y desventajas del uso de cloro como desinfectante de agua

Ventajas Desventajas

La cloracion es una tecnologia bien|El cloro residual, aun a bajas
establecida. concentraciones, es toxico a los
organismos acuaticos y por ello puede
En la actualidad la cloracion es mas eficiente | requerirse la descloracion.

en términos de costo que la radiacion UV o
la desinfeccion con ozono Todas las formas de cloro son muy
corrosivas y toxicas.

El cloro residual que permanece en el
efluente del agua residual puede prolongar | El almacenamiento, el transporte y el

el efecto de desinfeccion manejo presentan riesgos cuya
' o prevencion  requiere normas = mas
De facil medicion exigentes de seguridad industrial.

El cloro oxida ciertos tipos de materiales
organicos del agua residual generando
compuestos mas peligrosos (tales como
los trihalometanos ).

El nivel total de solidos disueltos se
incrementa en el agua efluente.

El cloro residual es inestable en
presencia de altas concentraciones de
materiales con demanda de cloro, por lo
cual pueden requerirse mayores dosis
para lograr una desinfeccion adecuada.

Algunos parasitos presentan resistencia
a dosis bajas de cloro, incluyendo los

oocistos de Cryptosporidium parvum, los
quistes de Entamoeba histolytica vy

Giardia lamblia, y los huevos de gusanos
parasitos.
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4 Metodologia

Este proyecto se llevd a cabo en 4 etapas las cuales se detallan a continuacion:

e 2
LEstandarizacién de cultivos viables

Microbiologia @cién del estado VNC en agua de mar |\

Induccién del estado VNC via c-di- GMP

N J
- 3\

Analisis del transcriptoma en estado viable y VNC
de V.cholerae
Etapa 2

Biologia Molecular Adaptacion de la técnica de deteccién y >

cuantificacion rt-qPCR para V. cholerae

—_—
S ——

Cuantificacion gPCR-PMA para H. pylori

i

.

A}

Etapa 3

J
Pr,uel?a de Prueba de las técnicas de deteccién en agua de pozo
tecnicas

- 3
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4.1 Etapa 1, Microbiologia

Para llevar a cabo el crecimiento y la induccion del estado VNC de H.pylori y

V: cholerae se siguio la siguiente metodologia:

4.1.1 H. pylori, Cultivo e induccion del estado VNC

En la figura Figura 4.1 se muestra el diagrama de flujo del cultivo e induccion de

la bacteria H. pylori.

Helicobacter pylori

A partir de cultivo congelado en medio de leche

v

Siembra en medio BHI adicionado con sangre de carnero
por 72 horas (primer pase)

v

Resiembra, Segundo pase, 72 hrs.(siembra Masiva)

v

Recuperacién bacterias

L . . Cultivo en placa y medicién de
Resuspender en solucién salina isotonica (ABS660 0.6) por la viabilidad por medio de

5 dias a temperatura ambiente colorante LIVE/DEAD

Siembra en agar carnero para descartar contaminacién

irregulares

} Observar colonias

Figura 4.1 Cultivo e induccion de H.pylori

La dosis minima infectiva publicada para monos Rhesus por H. pylori es de

alrededor de 10* UFC/mL (Solnick et al., 2001), pero se ha detectado la presencia
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de H. pylori en biopeliculas de 10 y 30 meses de antigledad con una
concentracion de 1.5 x 106 UFC/cm? y 2.5 x 10" UFC/cm? respectivamente (Linke
et al., 2010). A partir de estas concentraciones se propuso trabajar con una
concentracion de 1x 106 UFC/mL para la prueba de deteccidén en agua de pozo,

debido a que es una concentracion cercana a lo que se podria encontrar en los
sistemas de distribucion de agua. Para el experimento de desinfeccion se trabajo

con una suspension de H.pylori ajustada a una ABSes de 0.6 que equivale a una
concentracion en la escala de McFarland de 3, lo cual corresponde
aproximadamente a 9x10® UFC/mL, sin embargo en el caso de las formas VNC no
se puede hablar de UFC por lo que se utilizd Unicamente el valor de la absorbancia.

4.1.2 V. cholerae, Cultivo e induccion del estado VNC

En la figura Figura 4.2 se muestra el diagrama de flujo del cultivo e induccion de

la bacteria V. cholerae.
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Vibrio cholerae 01 Ogawa

A partir del medio de almacenamiento TSA h . )
cultivar en medio de sangre de carnero (primer Monitoreo: Agar sangre
pase) por 12 horas @37° C (contaminacion)
Agar TCBS
_ ¢ _ s (Confirmativo)
Resiembra en medio LB masivo por 12 horas LB (Conteo)
@37° C (segundo pase)
v J
Resiembra en medio de sangre de carnero por
aislamiento por 12 horas @37° C
Inocular una colonia en 50 mL de medio LB liquido
por 12 horas @21° C
Siembra de 0.1 mL en 50 mL de medio LB liquido
@ 37° ambiente 3 horas, hasta ABS600 0.6
(mid-exp)
Centrifugar por 10 min a 5000 g y llevar a cabo 2
lavados con SSI
Y
‘ Resuspender en 250 mL de ASW para alcanzar ’
una ABS660 0.2

Cultivo ‘ Induccién del ’ 7 Monitoreo:

exponencial VNC Agar sangre
\i : 14 (contaminacién)
Agregar c-Di-GMP [ Mantener @ 4 °C ] TSAP (Resucitacion por

estrés)

LIVE/DEAD (Viabilidad
v integridad de

[ Cultivo VNC ] y membrana)

Mantener @4° C

Cultivo VNC
via inductor
biopelicula

Figura 4.2 Cultivo e induccion de V. cholerae

La dosis minima infectiva publicada para V. cholerae es de alrededor de 10* -108
UFC/mL (KOTHARY and BABU, 2001). En muestras de agua se ha encontrado 10°

UFC/mL (Johnson et al., 2010). A partir de estas concentraciones se propuso
trabajar con una concentracion desde 1 x 106 UFC/mL para la prueba de detecciéon
en agua de pozo, debido a que es una concentracion cercana a lo que se podria
encontrar en los sistemas de distribucion de agua. Para el experimento de

desinfeccion se trabajé con una suspension de V. cholerae ajustada a una ABSeso
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de 0.6 que involucra una concentracion en la escala de Mc Farland de 3, lo cual
corresponde aproximadamente a 9x108 UFC/mL, sin embargo en el caso de las
formas VNC no se puede hablar de UFC por lo que se utilizdé unicamente el valor
de la absorbancia.

4.1.3 Cultivo de bacterias viables de V. cholerae

Los cultivos bacterianos se realizaran a partir de microorganismos aislados y
previamente caracterizados, los cuales fueron proporcionados por el area de
microbiologia del departamento de infectologia del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

La cepas que se utilizaron fueron: Vibrio cholerae 01 Ogawa El tor aislada del brote
en agua de pozo en 2014 en Huejutla Hidalgo. EI medio de aislamiento es TCBS
(Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa) y el medio de cultivo es McConkey, el medio
para el conteo y medicion de la disminucion de la viabilidad es LB (Luria Bertani)
y el medio para resucitar bacterias dafiadas es TSAP (Agar de soya triptico
adicionado con piruvato de sodio).

4.1.4 Induccion del estado viable no cultivable en agua de mar
La induccion del estado viable no cultivable se realizd en una solucion salina similar

al agua de mar (ASW), con la composicion que se muestra en la Tabla 4.1. Los
cultivos se mantuvieron a 4°C.

Tabla 4.1. Composicion de agua de mar artificial (Moore et al., 2007)

Componente Concentracion final (mM) Masa molecular Concentracion
(g/mol) (g/L)
NaCl 481 58.4 28.09
MgSO., 28 120.4 3.37
MgCLo 27 95.2 2.57
CaClz- 2 H,0O 10 147.0 1.47
KCI 9 74.5 0.67

* La solucion debe ser filtrada (0,22 micras) o esterilizada para evitar contaminacion
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4.1.5 Induccion del estado viable no cultivable por medio de C-di-GMP

Para llevar a cabo la induccion via el sefalizador C-di-GMP se siguio la
metodologia para la inducciéon en agua de mar artificial pero en este caso se

adicion6 0.5 mM de c-di-GMP (Plate and Marletta, 2012).

4.2 ETAPA 2, Biologia Molecular

En esta etapa se trabajara con los cultivos bacterianos obtenidos de los
experimentos de desinfeccion y se utilizaran los acidos nucleicos (ADN y ARN)
para llevar a cabo la deteccion y cuantificacion. Esta etapa esté dividida en 2, la

primera consiste en la obtenciéon del transcriptoma de V. cholerae y la segunda en
el montaje de la técnica de deteccion y cuantificacion por medio de gPCR-PMA (H.

pylori) y rt-qPCR (V. cholerae) . A continuacion se muestra un diagrama de esta
etapa.

4.2.1 Obtencion del Transcriptoma de V.cholerae

Se utilizaron las cepas de V. cholerae O1 en este estudio y se obtuvo el ARN de

las cepas inducidas al estado viable no cultivable por medio del inductor ¢c-d-GMP
y sin inductor, y de bacterias viables cultivables en la fase exponencial con 3
réplicas biologicas independientes.

Uno de los principales problemas en la generacion de transcriptomas a partir de
ARN mensajero es la eliminacion del ARN ribosomal que se encuentran de manera
abundante en la célula y que interfiere con el aislamiento y detecciéon de ARNs
mensajeros cuya concentracion se encuentre limitada.

Para la extraccion de RNA mensajero se utilizé el kit “Ribo-pure ambion” y para la
purificacion se utilizé en kit “Microbe express, ambion”. en la Figura 4.3 se muestra

el diagrama de flujo para la obtencion del transcriptoma de V. cholerae.
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Transcriptoma V.cholerae

Extraccion de mRNA

v

Limpieza de mRNA para eliminar RNA ribosomal : —
‘ Generacion de bibliotecas
Procesamiento de muestras para transcriptoma (3 réplicas
biolégicas independientes) de 3 estados metabdlicos (Viable
cultivable, VNC - GMP, VNC Andlisis bioinformatico

Técnica rt-gPCR basada en transcriptoma

Figura 4.3 Diagra de flujo para la obtencion del transcriptoma de V. cholerae

4.2.1.1 Generacion de bibliotecas y secuenciacion masiva paralela.

Una vez enriquecida la muestra, el ARN es fragmentado con RNasa ll, purificado
para posteriormente unir adaptadores a los extremos de cada fragmento. Después
se llevara a cabo una reacciéon de transcripcion inversa y posterior amplificacion
para obtener una biblioteca de cDNA que represente los transcritos, pero también
en el sentido de transcripcion. Cada uno de estos fragmentos se secuencio en el
equipo lon Torrent proton.

4.2.1.2 Analisis bioinformatico

El analisis bioinformatico de los datos generados representa uno de los aspectos
mas importantes en el analisis de transcritomas. Como primer paso, las lecturas
("reads") obtenidas directamente del secuenciador son analizadas para eliminar
las secuencias con mala calidad, repetidas y de longitud muy corta, y las restantes
fueron primero alineadas al genoma ribosomal debido a que aun utilizando un kit
de purificacion no se logra eliminar por completo todas las secuencias del RNA
ribosomal.

Las lecturas restantes fueron alineadas a los cromosomas | y Il de V. cholerae
N16961 (numeros de acceso NC_002505 RefSeq y NC_002506). Esta estrategia
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nos permitio, por un lado, reducir la complejidad de la busqueda de homdlogos, y
por otro lado, evitar el ensamblaje erréneo y la produccion de secuencias
quiméricas. La metodologia de RNA-Seq permite la cuantificacion de los
transcritos.

Una vez que se han obtenido los transcritos para las bacterias, se realizara un
analisis para determinar las diferencias entre cada uno de ellas en cuanto a
expresion génica. Se compararan los resultados de los transcritos en ambos
estados, VNC y fase de crecimiento logaritmica, para determinar qué transcrito nos
definiria el estado VNC (Mandlik et al., 2011).

Para la realizacion de los estudios transcriptomicos se utilizé el programa NOlseq,
el cual es un recurso integral que satisface las necesidades para un analisis

robusto y consciente de los datos de la expresion diferencial de RNA-seq.

Se buscd la maxima diferencia que se encontrara entre los estados metabdlicos
analizados. Se selecciond gen con mas diferencia en expresion y se disefiaron los
primers y la sonda para ese gen.

4.2.2 Deteccion y cuantificacion por rt-qPCR (V. cholerae)

Para la adaptacion de la técnica de deteccién y cuantificacion por medio de gPCR
se sequira la siguiente metodologia.

Con la secuencia obtenida del transcriptoma se generaron los primers y la sonda
especificas y se llevd a cabo primero la extraccion de RNA por medio del kit
“‘RNeasy” seguida de una digestion del DNA contaminante por medio de la DNAse
l.

La deteccién y cuantificacion se realizdé con un equipo de PCR tiempo real marca
Applied Biosystems Fast 7500, con la enzima SuperScript Il One-Step RT-PCR con
Platinum Tag. Cada reaccion se llevd a cabo por triplicado y se utilizé un control

positivo con ADN puro correspondiente a V. cholerae, un control negativo (H.

pylori). La cuantificacion de la expresion se llevd a cabo comparando los controles
con gPCR y rt-gPCR.
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Se llevdo a cabo la estandarizacion de la mezcla de reaccion variando
concentracion de sonda y cebadores y manteniendo fija la concentracion de ADN

templado. También se realizé con los primersy la sonda fija y moviendo la cantidad
de ARN.

El gen al que se genero la técnica de deteccion rt-gPCR fue:
Aminoimidazole riboside kinase
Accesion number NP_233045.1

Refseq number WP_001882506.1

Las secuencias de los primers y sondas utilizados se muestran en la tabla Tabla
4.2.

Tabla 4.2 Secuencias de los primers y sondas para deteccion de V.cholerae

HpyF (25nm) 5' CAGTTTCTAACCGGGACTCAG 3'

HpyR (25nm) 5' CCTTGCCCGACACAATTTG 3'5'
R LU LR (6FAM) AGAGGGATCTGGAAGTCAGCTATCGC (BHQ1T) 3°

La secuencia del termociclador fue la siguiente:
1°etapa, 1 ciclo de 30 min @50°C
2°etapa, 1 ciclo de 2 min @95°C

3°etapa, 45 ciclos de 0:15 segundos @95°C y una extension de 1 minuto @60°C
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La quimica de los ensayos de rt-qPCR y gPCR fue la siguiente:

RT-qPCR qPCR

1x nL 1x L
H20 3.5 H20 45
Master Mix (2X) 12.5 Master Mix (2X) Platinum 12.5
Primer F 1 Primer F 1
Primer R 1 Primer R 1
Sonda P 1 Sonda P 1
Superscript Il Plat 1 DNA 5
RNA 5 ROX 0.1
ROX 0.1
25 25

4.2.3 Deteccion y cuantificacion por gPCR (H. pylori)

La deteccion de H.pylori se realizé con la extraccion de DNA la cual se hizo en el
equipo NUcliSENS® easyMAG®, y se checo la calidad del DNA por medio de la
relacion 260/280 por medio de un equipo “nano drop” y “Qbit”. La relaciéon
A260/280 es muy estable y se considera que un ADN de pureza 6ptima tiene un
valor entre 1.8-2.0. Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos una relacion
A260/280 > 1.6. Un valor A260/280 < 1.6 indica una posible contaminacion por
compuestos aromaticos como fenoles y proteinas. Un radio A260/280 > 2.1 podria
deberse a la presencia de ARN en la muestra.

Para la implementacion de la técnica de gPCR fue necesario probar la reaccion
general completa con los cebadores y la sonda. Una vez obtenidas las sefales
positivas, se realizé una prueba de concentraciones para detectar los intervalos de
amplificacion de la reaccion y para asegurarse de trabajar con las concentraciones
de reactivos ideales, esto de realizd probando una serie de concentraciones de
cebadores, sondas y DNA. Después se probo la obtencion de las curvas estandar
y finalmente se probd con muestras del procesos de desinfeccion.

Se utilizd las siguientes secuencias de cebadores y sonda de tipo TagMan
especificas para la subunidad ureA del gen urea; debido a que ha sido reportado

como altamente especifica (McDaniels et al., 2005) y no muestra homologias

cruzadas con bacterias relacionadas o subespecies de Helicobacter.
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Las secuencias de los primers y sondas utilizados se muestran en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Secuencias de los primers y sondas para deteccion de H. pylori

" HpyF (25nm) GGGTATTGAAGCGATGTTTICCT
HpyR (25nm) GCTTTTTTGC- CTTCGTTGATAGT
LT 6FAM- AAACTCGTAACCGTGCATACCCCTATTGAG-TAMRA

Las condiciones utilizadas en el equipo de PCR fueron; 10 minutos a 95°C, seguido
de 50 ciclos de 15 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C.

La mezcla de reaccion incluyo los siguientes elementos:

qPCR

1x

H20 4.5
Master Mix (2X) Platinum 12.5
Primer F 1

Primer R 1
y

5

Sonda P
DNA
ROX 0.1

4.2.4 Ensayo de viabilidad con PMA

Se utilizo el colorante Monoazida de propidio Biotum(PMA) con una concentracion
de 20 mM almacenada a -20 ° C en la oscuridad.

Se tomd 1uL de PMA y se anadié a 200 plL del cultivo celular en tubos de micro
centrifuga de 1.5 ml. Se dej6 en incubacion de 5 minutos en la oscuridad, agitando
de vez en cuando las muestras. Después las muestras fueron expuestas a la luz
durante 5 minutos con una lampara halégena de 650 W.

Las muestras en los tubos fueron colocadas en posicion horizontal sobre hielo
(para evitar el calentamiento excesivo) y se colocaron a alrededor de 20 cm de la
fuente de luz, después de foto inducidas las células se procedié con la extraccion
de DNA.
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4.2.5 Curvas estandar para gPCR

La generacion de las curvas estandar se llevd a cabo de la siguiente forma:
Conociendo el tamafio del genoma de Helicobacter pylori (n=1,667,867 pb).

Conociendo la masa del DNA, multiplicando por el peso en gramos de un par de
bases

m= n*X

x=1.096 x10?'g/bp

m=1,667,867 pb *1.096x102" g/bp
m=1.82798 x 105 g

Dividiendo la masa del genoma por el nimero de copias de la secuencia de interés
en el genoma de H. pylori, en este caso UreA esta presente una vez.

1x10" pg
lg

0.001828pg  (0.001828pg |\( genoma |  pg
1 copia de ureA genoma 1 copia

1.82798x10]5g( )=0.001828pg

1 copia

Se realizd la curva estandar con 5 puntos correspondientes a 5 diluciones
decimales, las cuales se multiplicaron por el peso del genoma por copia y se
obtuvo la cantidad de DNA que se necesitd para obtener dicha curva. La
concentracion final se obtuvo dividiendo la masa de DNA necesaria entre 5 ulL
(volumen de DNA en la reaccion de gPCR). La concentracion de la curva estandar
se muestra en la (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Tabla de célculo de la concentracion final de DNA, para obtener una curva
estandar de 5 puntos.

Masa de ADN necesaria Concentracion

(9 final (uL)

3x10° 5.48x10° 1096.78
3x10° 548.39 109.67
3x10° 54.83 10.967
3x10° 5.48 1.0967

3x102 0.54 0.1096
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Ejemplo de calculo de la la (Tabla 4.4).

3x10°*0.001828 pg = 5.48x10°

5.48x10°g de DNA necesarios
Sul. de DNA de reaccion

=1096.78 g de DNA necesarios

Calcular el volumen de DNA necesario para obtener las distintas diluciones
esperadas.

A partir de una extraccion de DNA, se obtiene por medio de densidad optica la
concentracion de material genético en ug/mL. Si ésta concentracion es alta (>10)
se realiza una dilucion 1:10 para crear una solucion stock diluida. (10 en 90).

En este ejemplo la concentracion de DNA de la extraccion fue:

164748 _ 00164718
mL uL

Dilucién 1:10 = 000164728 — 164728
ulL ulL

Tabla 4.5. Tabla de célculo de pL de DNA para preparar la curva estandar.

Namero de
L Volumen de C2 Final de copias
Dilucion fuente de Dna C(1’ '7'f_la| Vi in)_NA, diluyente, V2, dilucion, resuII:antes
PO/ (kL) (L) (P/HL) del gen
UreA/5uL
1 stock 1647 66.59 33.40 100 1096.789339 3.00E+06
2 D1 1096.789339 10 a0 100 109.6789339 300000
3 D2 109.6789339 10 a0 100 10.96789339 30000
4 D3 10.96789339 10 a0 100 1.096789339 3000
5 D4 1.096789339 10 a0 100 0.109678934 300
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Ejemplo de célculo de |la Tabla 4.5 (Volumen final del dilucion 100 ul)

1096.78pg ., 100uL

uL — 66.59ul
1647 P8
ulL

100uL - 66.59uL = 33.4068uL

Por lo tanto para preparar la solucion stock se realizé una dilucion 1:10 del DNA 'y
se tomd 67ul de solucion stock y 33 ul de H.O libre de nucleasas. A partir de esta

se tomo 10 ul de solucion y se diluyd en 90 ul, hasta obtener las 5 diluciones.

En la siguiente direccion de internet de la marca Thermofisher es posible hacer los
calculos. Se debe modificar la masa molar a 660 g/mol/bp. Se debe poner el tafio
del genoma del organismos de interés y se debe seleccionar custom DNA
fragment. La concentracion desdeada se debera multiplicar por 5 ya que en la

reaccion de PCR se utilizan 5uL (Ultimo acceso Julio 2017). En la Figura 4.4 se

muestran los valores que deben ser introducidos para obtener los valores de
concentracion de ADN en una muestra.

https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-
biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-
library/thermo-scientific-web-tools/dna-copy-number-calculator.html
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ThermoFisher ] } ! -
SNermorisNer  seach i _] Search Q O contacto Signin- OrdenRépida I

DNA Copy Number and Dilution Calculator
This calculator provides instructions on how to dilute a DNA stock solution to obtain specific DNA copy number per pL.
1. If you know that the weight of your DNA (molar mass per bp) is different from the average weight of DNA basepair, change the value. Otherwise just use the
default value.
2. Choose the organism your DNA originates from, or choose “Custom DNA fragment". If you choose a custom fragment, fill in the length of the fragment.

3. Fill in the measured concentration of your stock solution.
4. Fill in the desired concentration (copies/pL) and volume.

The application will automatically calculate the pipetting volumes required for the desired dilution.

Molar mass per base pair 660

(g/mol)/bp

Custom DNA fragment _)Escherichia coli
Fragment length (nt): 4033464 Bacteriopage lambda

_) Drosophila melanogaster
Molar mass(g/mol) R
Homo sapiens (human)

Copies/ng © Custom DNA fragment

Stock solution

Measured concentration (ng/uL) 34

Copies/pL in stock

Figura 4.4. Calculadora de copias gendémicas de Thermofisher

4.2.6 Ensayo de viabilidad con colorante LIVE/DEAD
Para llevar a cabo los ensayos de viabilidad por medio de colorantes fluorescentes

se utilizaron el cultivos de H.pyloriy de V.cholerae y se generaron las respectivas
curvas de calibracion, las cuales cuales consistieron en dos suspensiones de
bacteria, la primera obtenida de la fase exponencial y la cual seria el control de
100% de viabilidad y una suspension tratada con etanol puro durante una hora y
en agitacion, la cual represento el valor de 0% de viabilidad. A partir de estas dos

suspensiones se crearon puntos intermedios como se muestra en la (Tabla 4.6).

Se utilizd un fluorémetro marca BIORAD versafltor y se utilizaron los filtros de
emision (510/10 nm) y de excitacion (480/20 nm). Para 1 mL de muestra se agregd6
3 uL de la mezcla de colorantes (1-5 uL de SYTO9 y 1.5 uL de yoduro de propidio
(P1). Una vez actuando la mezcla de colorantes se dejo incubar en la oscuridad
por 15 minutos y luego fue leida la intensidad de fluorescencia. En algunos casos
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también se observo al microscopio de fluorescencia. Un control blanco fue medido
cada vez el cual era agua destilada.

Tabla 4.6. Ensayo para obtener la curva estandar del colorante LIVE/DEAD

Bacteria | g teria 0%
100% ;
Tubo . viable
viable (mL)
(mL)
1

5 0.8 0.2
3 0.6 0.4
4 0.4 0.6
5 0.2 0.8
6 0 !

4.3 ETAPA 3, Prueba en agua de pozo

Para comprobar que las técnicas de deteccion y cuantificacion molecular
funcionan de manera correcta y no presentan interferencias en matrices de agua
real, se debera probar utilizando agua de fuentes reales tomando en cuenta

realizar el muestreo en zonas donde se pueda encontrar V. cholerae y H. pylori.

Para saber si existia interferencia en la muestra de reaccion se utilizé un kit de
control interno TagMan® Exogenous internal Positive control reagents, para el cual
se utilizo la siguiente reaccion, con un volumen final de 25 L

qPCR nL

Tag Man master mix 2x 2.25
Exo IPC 10X MIX 2.5
Exo IPC DNA 50X 0.5
Primer HpyF (5uM) 0.25
Primer HpyR (5uM) 0.25
Sonda (400 nM) HpyP1 0.25
H20 4
DNA 5

25
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Se realizaron dos muestreos, el primero se realiz6 en la ciudad de Huejutla Hidalgo,

una poblacion a 336 km de la Ciudad de México y en donde se presentd el brote
de colera en 2013. En la (Figura 4.5) se muestra la ubicacion del la region de

estudio.
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Figura 4.5. Huejutla Hidalgo, Huasteca
El segundo muestreo se realizé en el pozo “"La Caldera” el cual abastece a la zona
poniente de Ciudad Nezahualcoyotl. En la (Figura 4.6) se muestra la ubicacion de

la planta de tratamiento “la caldera”.
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Figura 4.6. Ubicacion del pozo “La Caldera”
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Los parametros medidos se muestran en la lista a continuacion y estan basados
en la NOM-127-SSA-1994, sin embargo, los inhibidores mas importantes de la
técnica de gPCR son: la concentracion de sales (NaCl), materia organica, acidos
humicos y fulvicos. Por esta razén los parametros marcados con asterisco fueron
los de mayor relevancia:

e Cloro residual

* Nitritos

* Nitratos

* Conductividad

* Dureza*

* (Carbodn Organico Total”
e Turbiedad

« pH

*  Temperatura

e SST

e SDT

e Coliformes fecales UFC/ 100 mL
e Coliformes totales UFC/100 mL

Se inoculd en agua de pozo con una concentracion conocida de bacterias para

observar la sensibilidad de la técnica. En la (Tabla 4.7) se muestra el nimero de
UFC presentes en las diluciones evaluadas.

Tabla 4.7. Numero de UFC/mL presentes en las diluciones de la prueba de agua de

pPOZ0
0 1x10°
1 1x10°
1x10*
1x10°

A W N

1x107?
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4.4 ETAPA 4, Desinfeccion con cloro y ozono

Se llevo a cabo la desinfeccion con cloro (hipoclorito de sodio NaCIlO) y con ozono
disuelto en agua. Para obtener las condiciones Optimas de desinfeccion se
realizaron pruebas preliminares que incluyeron el anélisis de la demanda inicial de
desinfectante al entrar en contacto con la solucion bacteriana, asi como los anélisis
de decaimiento de la concentracion tanto de cloro libre como de ozono residual. A
continuacion se detalla la metodologia seguida tanto para ozono como para cloro.

4.4.1 Desinfeccion con Ozono

La obtencién de agua saturada de ozono, se produjo con un generador de 0zono
Labo 76 (Emery Trailigaz, USA) con una capacidad de produccion de 1.9 g de
Oas/h. Se utilizé un separador de aire (Airsep modelo AS-12, USA) que concentra el
oxigeno hasta en un 80% (v/v), y una unidad de destruccion catalitica de ozono
(PCI OZONE & CONTROL SYSTEMS INC, Fairfield Crescent, Westalwell NJ 07006)
donde el excedente de ozono es transformado nuevamente a oxigeno para poder
ser liberado en forma segura al ambiente.

Se utilizé una columna de burbujeo de vidrio de 2 L de volumen con un diametro
de 5.5 cm de diametro interno, el cual fue previamente lavado y desinfectado con
una solucién de hipoclorito de sodio al 20% y posteriormente enjuagado con agua
destilada.

Se llend la columna con 1 L de agua destilada y se suministré al reactor el ozono
mediante un difusor de gas de vidrio poroso (10 wm de tamafio de poro), a una
concentracion aproximada de 35 mg/L, con un flujo de 0.4 L/min y se dejo
burbujear por 15 minutos para estabilizar la generacion. En la (Figura 4.4) se
muestra un diagrama del sistema de generacion de agua saturada en ozono.
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Oxigeno a la
atmésfera

Destructor de ozono

Separador de aire

O

Filtro para eliminar la O
Analizador de ozono e
fase gas Moditor
flujo gas
; Generador de
J\ ozono
Entrada y salida
del reactor
Columnade |

burbujeo | 00 @
Agus do

Figura 4.7. Diagrama de genracion de ozono

4.4.1.1 Metodologia para la medicion de la concentracion de ozono en fase liquida

Para la medicion de ozono en fase liquida se utilizé el método colorimétrico de
indigo (Bader & Hoigné, 1985): Este método relaciona la disminucion de la
absorbancia con el incremento de la concentracion de ozono, debido a que el
0zono actua sobre el reactivo de indigo decolorando la solucion, pasando de una
solucion color azul a una incolora. La disminucion de absorbancia fue determinada

mediante un espectrofotémetro (HACH DR2800) a una longitud de onda de 600 nm
(AWWA, 1992).
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La solucion madre de indigo que se utilizd se prepard de acuerdo a (Bader &
Hoigné, 1985), y el procedimiento para tomar lectura de las muestras se detalla en

la (Figura 4.8).

‘ Inicio ’

Y

Decidir si se trabajara con la solucion de indigo I o II.
indigo 1:(0.01 a 0.1 mg/L de O3)

indigo II:( 0.05 a 0.5 mg/L)

—

Agregar: Agregar:
10 mL de solucion de indigo 10 mL de la solucién de indigo.
Aforar a 100 mL. 3 mL de muestra a analizar.
Blanco Muestra

Figura 4.8 Diagrama de flujo para medicion de ozono residual en fase liquida.

4.4.1.2 Pruebas de desinfeccion
Una vez alcanzada una concentracion residual entre 3-5 mg/L dentro de la

columna de burbujeo, se tomd 900 ulL de la solucidn stock de ozono y 100 uL de
la solucion bacteriana.

El experimento se realizo de 2 formas, en la primera, las muestras se dejaron por
un periodo de tiempo correspondiente para crear un CT (concentracion™® tiempo)
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especifico para cada experimento, y en la segunda se modifico el CT aumentando
la concentracion, pero dejando las muestras durante 1 minuto.

Al finalizar se le agregé 1 mL de una solucion de Na,SOs (Tiosulfato de sodio)
esterilizada para detener la reaccion de oxidacion, durante un tiempo de contacto
de 1 minuto. Los valores de CT que se probaron en este proyecto se muestran en

la (Tabla 4.8):

Tabla 4.8. Tabla de célculo de uL. de DNA para preparar la curva estandar
CT (mg min/ L) CT (mg min/L)

H. pylori V. cholerae

0.2 0.5
0.4 1
0.6 1.5
1.5 7.5
3 18
4

5

6

8

10

4.4.2 Desinfeccion con Cloro

La desinfeccion con cloro se llevd a cabo utilizando hipoclorito de sodio NaClO al
15% vy se realizaron diluciones para alcanzar una concentracion de cloro libre de
1-5 mg/L. Para llevar a cabo la medicion del cloro libre se utilizdé un equipo HACH
test kit 58700-00 y utilizando sobres de cloro libre DPD (HACH cat. 21055-69).

4.4.2.1 Pruebas de desinfeccion

Para llevar a cabo las pruebas de desinfeccion se tomé 900 ulL de la solucion stock

de cloro y 100 uL de la solucion bacteriana.

El experimento se realizo de 2 formas, en la primera, las muestras se dejaron por
un periodo de tiempo correspondiente para crear un CT (concentracion™® tiempo)
especifico para cada experimento, y en la segunda se modifico el CT aumentando
la concentracion, pero dejando las muestras durante 1 minuto.
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5 resultados y discusion

Los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion seran presentados de
acuerdo a las etapas en las que se dividio el proyecto y las cuales se muestran a

continuacion:

-
[ Estandarizacién de cultivos viables

| Induccion del estado VNC en agua de mar |}

Microbiologia

| Induccién del estado VNC via c-di- GMP

. J
- N

Cuantificacion gPCR-PMA para H. pylori

\

Andlisis del transcriptoma en estado viable y VNC
de V.cholerae

Adaptacion de la técnica de deteccion y I
N cuantificacion rt-qPCR para V. cholerae p

Etapa 3 (
Pruet_)a de Prueba de las técnicas de deteccion en agua de pozo
técnicas

| Ozono 1

=] = |
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5.1 Etapa 1, Microbiologia Helicobacter pylori

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del cultivo e induccion de H.

pylori:

Resultados

Cultivo 48-72 h

Medio BHI con sangre de carnero
Induccion al estado VNC -, . -

(Medio) Solucién Salina Isoténica

Induccion al estado VNC
(Condiciones)
Induccion al estado VNC

Temperatura ambiente

2 dias de cultivo en placa

(Tiempo)
Condiciones 6ptimas para ]
trabajar el VNC 4-5 dia
Mantenimiento de viabilidad 30 dias de viabilidad

En la (Figura 5.1) se muestran imagenes de las colonias de H. pylori en forma

bacilar, estas colonias fueron recogidas y suspendidas en solucion salina isotdnica
e inducidas a la forma cocoide a temperatura ambiente.

Para asegurarnos de trabajar con mas del 80% de las bacterias en forma cocoide
se realizaron frotis por medio de tinciones de tipo Gram para monitorear la
morfologia de la suspension. También se midio la viabilidad mediante la intensidad
de la fluorescencia usando el colorante LIVE/DEAD, los resultados se muestran en

la (Grafica 5.1).
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Grafica 5.1 Viabilidad de H.pyloriy momento 6ptimo para trabajar con el estado VNC

H.pylori es una bacteria de dificil crecimiento por sus requerimientos de
crecimiento como un ambiente microaerofilico y la necesidad de trabajar en agar
sangre de carnero. La inducciéon al estado VNC mostré que el mejor dia para
trabajar con la bacteria es entre el 3° y 5° dia de la induccién como se muestra en
el (gréfica 1). Para la construccion de la curva de calibracion se utilizaron dos
suspensiones una completamente viable y una inactivada con etanol puro y se
construyeron 7 combinaciones de concentraciones, los resultados se observan en
la (Grafica 5.2).
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Curva de calibracién para colorante LIVE/DEAD H.pylori
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Grafica 5.2 Curva de calibracion para H.pylori

5.1.1 Estandarizacion de cultivos viables e induccion del estado VNC de H. pylori

* Se obtuvo el cultivo de H.pylori en 48 horas

* Lainduccion al estado VNC se alcanzo a los 3 dias, siendo el 5 dia el mejor
para trabajar con la bacteria en dicho estado

* La bacteria permanece viable en una suspension salina isotonica por 30
dias

* Es una bacteria de dificil crecimiento con condiciones muy especificas lo
cual dificulta su manipulacion.

* Bacteria con alto potencial de transmision acuatica, debido a la
contaminacion de fuentes de agua por materia fecal

* EI kit LIVE/DEAD es un eficaz colorante para seguir la viabilidad por

fluorescencia
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5.2 Etapa 1, Microbiologia Vibrio cholerae

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del cultivo e inducciéon de

V. cholerae:

Resultados

Cultivo 24 h
Medio LB
Induccioén al estado VNC (Medio) ASW
Induccién al estado VNC 4°C
(Temperatura)
Induccién al estado VNC (Tiempo) 15-25 dias
Condiciones 6ptimas para trabajar .
en el VNC 20 dias
Mantenimiento de viabilidad 60 dias de viabilidad

El crecimiento de V. cholerae se realiz6 en distintos medios para asegurar que no
existiera contaminacion en la suspension. El crecimiento en medio TCBS ayudd a
confirmar el trabajo con V. cholerae, el medio de sangre de carnero se utilizd para
el crecimiento y el medio Mcconkey nos mostrd colonias uniformes confirmando
trabajar con una sola cepa bacteriana. En la (Figura 5.2) se muestran los medios
de cultivo utilizados.
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Figura 5.2. Cultivo de V.cholerae en 3 medios: Macconkey, TCBS, Sangre
Carnero

El crecimiento de V.cholerae es facil debido a que no requiere de condiciones
especiales de temperatura o de ambiente.

Se probd la inducciéon con dos formulaciones de agua de mar, sin embargo la
reportada por (Moore et al., 2007) dio los mejores resultados.

La induccion se llevo a cabo a partir de una suspension de V.cholerae (fase exp.),
(fase estacionaria) y por medio de inductor de biopelicula c-di-GMP. A
continuaciéon se muestran los tiempos de induccion obtenidos en la (Grafica 5.3).
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Grafica 5.3 Viabilidad de V.cholerae en la induccién al estado VNC por 3 métodos

Para los andlisis de la viabilidad de las formas VNC de V. cholerae se cambio la
metodologia de trabajo. Se probaron cultivos de distintas etapas metabdlicas de la
bacteria antes de la induccion. Los resultados muestran que al tomar la bacteria
en la fase logaritmica, la induccion del estado VNC se da entre 8-15 dias (10 dias
en promedio) a comparacion con el uso de una suspension en fase estacionaria la
cual tarda entre 20 y hasta 60 dias (30 dias promedio) en perder la capacidad de
cultivo. Cuando se utilizé el inductor de biopelicula c-di-GMP se redujo a 5 dias la
induccion pero la viabilidad decay6 de manera abrupta al dia 30.

Estos resultados son de gran importancia debido a que aportan informacion para
la induccion de la bacteria al estado VNC, por lo tanto, los ensayos pueden ser
planeados y aseguran el estar trabajando con suspensiones inducidas.
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5.2.1 Estandarizacion de cultivos viables e induccion de V. cholerae VNC

e Se obtuvo el cultivo de V. cholerae en 24 horas

e La inducciéon al estado VNC se alcanzé entre 6 y 30 dias el estado
metabdlico (dependiendo de la fase de partida), siendo el dia 10 el mejor
para trabajar con la bacteria y partiendo de una suspension en la fase
logaritmica

* El cambio en la composicion del agua de mar no afect6 las inducciones por
lo que se utilizé la que presentaba menos componentes.

* La bacteria permanece viable en una suspension de agua de mar artificial
hasta por 60 dias

* Eltrabajo con sistemas biolégicos es complejo y los resultados deben estar
sustentados en al menos 3 replicas

5.3 Etapa 2, Biologia molecular, Cuantificacion gPCR-PMA

H.pylori

La deteccion y cuantificacion de H. pylori se llevo a cabo mediante la técnica de
gPCR-PMA. Para conocer la desviacion entre el uso del gPCR y del gPCR-PMA se
utilizaron las suspensiones iniciales de los experimentos de desinfeccion y se
midieron con y sin el colorante de viabilidad PMA.

Las curvas de calibracion utilizadas para la cuantificacion fueron las siguientes:
(Tomando en cuenta una pendiente de -3.32 como 100 de eficiencia)

Cloro: y=-3.83x+42.9, r2 =0.996, Eficiencia 82.43 %

Ozono: y=-3.88x+42.28, r> =0.992, Eficiencia 81.02 %

Experimentos control: y=-3.72x+43, r2 =0.9934. Eficiencia 85.7 %

Los ciclos (Ct) variaron de 15-32.
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V.cholerae

Para la deteccion y cuantificacion de V. cholerae se llevé a cabo mediante la
técnica de gPCR-PMA y rt-gPCR.

A continuacion se muestran los resultados de la cuantificacion por gPCR-PMA

Las curvas de calibracion utilizadas para la cuantificacion fueron las siguientes:
(Tomando en cuenta una pendiente de -3.32 como 100 de eficiencia)

Cloro: y=-3.40x+41.02, r?2 =0.999, Eficiencia 96.84 %

Ozono: y=-3.39x+40.78, r2 =0.999, Eficiencia 97.24%

Los ciclos (Ct) variaron de 18-32.
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En la (Grafica 5.4) se muestran los resultados del uso del colorante de viabilidad
PMA:

Unidades de H. pylori iniciales ESin PMA
mCon PMA
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Grafica 5.4 Comparacion entre el uso del colorante de viabilidad PMA y los resultados
de gPCR

En la (Tabla 5.1) se muestran los resultados del uso de gPCR y gPCR-PMA, los

cuales tuvieron eficiencias altas y fue posible detectar y cuantificar H.pylori antes
y después del proceso de desinfeccion. Los resultados en la comparacion con y
sin el colorante mostraron una tendencia esperada ya que la técnica de gPCR
detecta genomas sin importar la viabilidad de la bacteria, por lo que sin el uso del
colorante se obtienen mas lecturas. Estas lecturas son consideradas falsos
positivos y llegan a contabilizar hasta un 23% de las lecturas.
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Tabla 5.1. Unidades bacterianas iniciales medidas por medio de gPCR con y sin
colorante PMA

Viable Desv Viable Desv VNC* Desv VNC* Desv

cultivable std Cultivable std Cloro std Ozono std
Cloro % Ozono % (Cel/mL) % (Cel/mL) %
(UFC/mL) (UFC/mL)
gPCR 9.22x108 4 18.92x108 | 2 7.22x107 1 9.22x10’
gPCR- PMA  8.01x10’ 3 7.82x10" | 3 1.69x10’ 2 1.89x10°
Z"Ogﬁ‘i'jgg 8.7 8.8 23.4 20.5

*En el caso de las bacterias VNC, éstas se cuentan como células

5.3.1 Etapa 2, Biologia molecular, Cuantificacion gPCR-PMA

* La técnica de gPCR-PMA en comparacion con gPCR es mas exacta en la
medicion de genomas de bacterias viables (hasta 23% de diferencia en el
conteo), por lo que se debera utilizar la técnica de gPCR en combinacion
con un colorante de viabilidad.

* El analisis transcriptémico es un estudio de alta especificidad el cual debe
tener controles estrictos de calidad de las muestras (Eliminacion de DNA,
purificacion de RNA mensajero y réplicas bioldgicas).

* Solo entre el 6-24 de la muestra fue correspondiente a RNA mensajero

* Es posible utilizar el analisis transcriptomico para encontrar genes que se
expresen en un estado metabdlico en particular. En este estudio se encontro
un gen de “aminoimidazole riboside kinase” como gen unico para el estado
VNC.

5.4 Etapa 2, Obtencion de Transcriptoma de V.cholerae

Para llevar a cabo la obtencion del transcriptoma se realizaron 3 réplicas biolégicas
de cada condicion. Las condiciones examinadas fueron: bacteria en fase mid-log,
suspension bacteriana VNC por medio de agua de mar artificial y suspension VNC
por medio de un inductor de biopelicula. Para la obtencion de estas réplicas se
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indujeron 9 suspensiones bacterianas y se seleccionaron las 3 suspensiones que
alcanzaron condiciones de induccion similares.

En la Figura 5.3 podemos observar como de 9 réplicas solo 3 se comportaron de
manera similar, por o que se escogio la réplica 1,2,9. Esto no indica que los
sistemas biolégicos difieren de manera muy significativa aun trabajando con las
mismas condiciones por lo que se justifica el uso de 3 réplicas para la obtenciéon
de transcriptomas. También se utilizé el colorante CTC que mide respiracion celular
para estar seguros que la suspension bacteriana estuviera viable no solo por
integridad de membrana (Live/Dead) si no también por respiracion celular. En la

Figura 5.4 se observa una imagen del microscopio confocal donde se observa en
rojo las bacterias viables de las suspensiones inducidas.

Figura 5.3. Imagen de los cultivos de las replicas para la obtencion de 3 muestras
inducidas con caracteristicas similares
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Figura 5.4. Bacterias viables tefiidas con CTC

El siguiente paso fue extraer el ARN total y posteriormente la limpieza de los rARN
ribosomales. De estas extracciones se generaron las librerias en las cuales se
realizaron los cortes especificos para dejar las secuencias cercanas a 200pb mas
los adaptadores que miden aproximadamente de 100-150 bp por lo que es fue
necesario conocer la concentracion de las librerias y el tamafio de éstas. Esto se

realizé en un equipo Agilent Bioanalizer y en la (Figura 5.5) se muestran las bandas
con los fragmentos de cada muestra y su concentracion para poder generar el

‘pool” necesario para la secuenciacion y dejar todas las muestras en la misma
concentracion.
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M8

Figura 5.5. Bandas de cortes en las librerias y concentracion de las muestras

A partir de estas librerias se cargo el chip con las secuencias y se realiz6 la
secuenciacion.

En la figura Figura 5.6 se muestra el reporte de la secuenciacion realizada por
medio del equipo ion-proton.
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Run Summary

5.68 G 78 48,687,950 117 bp 120 bp 124 bp
Total Bases Key Signal Total Reads Mean Median Mode
61% 60% Read Length
ISP Loading Usable Reads T ——

ISP Density ISP Summary

ATROORIR 33 Catwa_Bey 3 61%
Lascing Deaity s - S0 e ]

Lzedhng

90%

B sl

66%
Charel

Consersus Key 1-Mer - Library &ve. Peak = 78 Addressable Wells 148,155,732
& With ISPs 90,017,425 60.8%
70 Live 81,120,977 90.1%
€0 Test Fragment 8,368 00.0%
, %0 | Library 81,112,609 100.0%
£ a0
1S 20 , \ .
i Library ISPs 81,112,609
1 Filtered: Polyclonal 27,482,105 33.9%
Filtered: Low Quality 4,850,697 06.0%
Filtered: Adapter Dimer 160,129 00.2%
Fows. Final Library ISPs 48,687,950 60.0%
Barcode Name Sample Bases > Q20 Reads Mean Read Length
No barcode none 136,007,665 85,357,695 1,366,038 100 bp
TonXpressRNA_001 CD1 350,784,603 277,703,385 3,300,407 106 bp
TonXpressRNA_002 CD2 461,019,014 340719002 4,105,510 112 bp
TonXpressRNA_003 CD3 254,467,310 216,002,080 4,000,870 64 bp
TonXpressRNA_004 V1 464,178,237 329,505,658 3,672,915 126 bp
lIonXpressRNA_005 V2 1,192,007,050 889,180,001 9,567,377 125 bp
lIonXpressRNA_006 V3 714,401,580 544,721,518 5803906 123 bp
IonXpressRNA_007 ASWL 9,693,303 7,522,053 88,810 109 bp
IonXpressRNA_008 ASWH 51,900,719 38,213,013 411,928 126 bp
IonXpressRNA_009 VNC1 921,197,904 674,209,237 7,533,045 122 bp
TonXpressRNA_010 VNC2 547,316,985 402,640,616 4,320962 126 bp
TIonXpressRNA_011 VNC3 572,580,763 386,204,787 4,492,519 127 bp

Figura 5.6. Reporte de la secuenciacion del equipo ION proton
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Se puede observar que el cargado del chip no fue muy eficiente (zona azul), sin
embargo la seccion que si logro ser cargada con las librerias presentdé muy buena
eficiencia por lo que se obtuvo un 61% de cobertura. El tamafio de las librerias
estuvo entre 100y 150 pb (120 pb es lo adecuado).

Los resultados de las lecturas utilizadas para hacer el analisis de expresion
diferencial se muestran el la (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Lecturas obtenidas, filtradas (sin ribosomales) y porcentaje final de lecturas

usadas
Muestra L.;.a:tt;;ass ltﬁfrt:;:: Porcentaje
1 3309497 802828 24.258
2 4105510 515668 12.560
3 4000870 446075 11.149
4 3672915 541130 14.733
5 9567377 1023819 10.701
6 5803906 693543 11.950
7 7533045 680219 9.030
8 4329962 299180 6.910
9 4492519 361427 8.045

Se puede observar que los porcentajes de lecturas utilizadas van del 6 al 24%, por
lo general s6lo del 2-5% de las lecturas corresponden a RNA mensajero, por lo que
las eficiencias obtenidas en la secuenciacion son altas. Estos datos fueron
utilizados para el analisis bioinformatico por medio del software NOISeq. Se realizé
una comparacion de expresion diferencial para encontrar los genes que se sobre
expresaran a partir de la condicion inicial. En la (Tabla 5.3 y Tabla 5.4) se muestran
los genes sobre regulados para ambas condiciones estudiadas.
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Tabla 5.3. Comparacion entre la expresion de la bacteria Inducida por medio agua de mar
artificial a 4°C y el experimento control (bacteria en fase exponencial)

g184
g408
g2023
g703
p571

p648
p699
Q756
g2248
g939
g588
g2197
g478
g2359
g589
g1997
g258

"B_mean"

1.99
2.05
2.07
2.09
213
2.21
2.27
2.27
2.51
2.55
2.61
2.67
2.69
2.84
3.02
3.02
3.97

"C_mean"

1.26
1.71
1.42
1.60
0.62
1.61
1.78
1.41
2.18
1.93
2.27
2.49
2.34
2.33
2.63
2.60
3.34

"log2FC"
2.4

Tabla 5.4. Comparacion entre la expresion de la bacteria Inducida por medio del inductor
de biopelicula C-di-GMP vy el experimento control (bacteria en fase exponencial)

Gen ID

g1785
g956
g1556
p635
g157
g682
p803
g148
g1816
g2258
g2283
g2014
g684
g1226
g1893
gl1711
g683
g1945
g1952
92005
g1997

g653

A_mean

1.78
1.82
1.84
1.94
2.06
2.15
2.18
2.24
2.29
2.29
2.37
2.45
2.47
2.49
2.50
2.57
2.57
2.68
2.69
2.98
3.25
3.38

C_mean

0.46
0.84
0.94
0.83
1.19
1.03
1.21
1.29
1.48
1.53
1.35
1.67
1.54
0.32
1.93
0.72
1.90
1.87
1.84
2.35
2.68
2.95

log2FC |

4.30
3.20
2.90
3.60
2.80
3.70
3.20
3.10
2.60
2.50
3.30
2.50
3.00
7.10
1.90
6.10
2.20
2.60
2.80
2.00
1.80
1.40
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El andlisis del transcriptomas mostré que existe un gen que se sobre expresa en
ambas condiciones de induccion (g1997) el cual tiene un “fold change” de 1.4y
1.88 para ambas condiciones. A continuacion en la (Tabla 5.5) se resumen los
genes sobre-regulados de mayor relevancia para ambas condiciones:

Tabla 5.5. Genes sobre-regulados de mayor importancia

# Acceso # Acceso
g1997  NP_231818.1 WP_000290380.1 flagellin
g1226  NP_230983.1 WP_001006394.1 hypothetical protein
p571 NP_233045.1 WP_001882506.1 aminoimidazole riboside kinase

Debido a que el cambio en la expresion mas alto se dio para el gen de
“‘Aminoimidazol ribosida kinasa”, éste fue el que se seleccion para sintetizar los
primers.

En la (Grafica 5.5 y Grafica 5.6) se muestran los valores de lecturas sobre
expresadas asi como los valores de Log2FC necesarios para realizar la evaluacion
de la region con mayor delta de cambio.

Genes sobre regulados para la condicién de induccién 1
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Grafica 5.5 Comparacion grafica de los resultados del transcriptoma para la condicién
de induccion en agua de mar artificial y 4°C.
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Genes sobre regulados para la condicion de induccion 2
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Grafica 5.6 Comparacion grafica de los resultados del transcriptoma para la condicién
de induccion en agua de mar artificial a 4°C y la adicion de c-DI-GMP

En la Grafica 5.5 y Grafica 5.6 es posible visualizar las regiones con mayor delta
de diferencia de expresion y las lecturas obtenidas para estas regiones. Se puede
observar en la (Grafica 5.7) como la region p571 para la condicién de induccion

1, presenta el valor log2FC més alto, por lo cual ese fue el que se selecciond para
llevar a cabo los estudios de deteccion de la forma VNC.

Para la comprobacion de los resultados del transcriptoma se llevo a cabo el
seguimiento de la induccion de la bacteria al estado VNC y se probaron los primers
en cada punto por medio de la técnica de rt-qPCR y gPCR-PMA.

En la (grafica 9) se observa el nUmero de unidades bacterianas detectadas usando
los primers disefiados y los primers que fueron reportados por (Chua et al., 2011),
los cuales tienen la capacidad de distinguir entre cepas de V.cholerae toxigénicas

y no toxigénicas mediante rt-gPCR. En la (Grafica 5.8) se observa el mismo
seguimiento pero utilizando gPCR-PMA.
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Grafica 5.7 Comparacion de los primers diseflados como marcadores para detectar el

estado VNC de V.cholerae usando rt-gPCR
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Grafica 5.8 Comparacion de los primers diseflados como marcadores para detectar el
estado VNC de V.cholerae usando gPCR-PMA
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Se puede observar que el uso de los primers disefiados a partir del ranscriptoma
muestran que la region seleccionada puede servir como un marcador de viabilidad
ya que a partir del dia 25 la deteccion de unidades bacterianas incrementa, sin
embargo, cuando soélo se usa gPCR-PMA la sefal es constante y no puede
observarse ninguna diferencia. Con estos resultados se comprobaron los
resultados obtenidos del transcriptoma y es posible utilizar esta region como un
marcador del estado VNC.

5.5 Etapa 3, Prueba en agua de pozo

Se llevaron a cabo dos muestreos de agua, el primero de un pozo de agua ubicado
en la ciudad Huejutla, Hidalgo y el segundo en el pozo la caldera en Ciudad
Nezahualcoyotl, Estado de México.

5.5.1 Muestreo Huejutla Hidalgo

Los resultados del analisis fisico-quimico fueron los siguientes:

PARAMETRO UNIDAD RESULTADO NOM-127-SSA-1994
Cloro residual mg/L 0 0.2-15
Nitritos mg/L 0.002 0.5
Nitratos mg/L 1 10
Turbiedad UTN 4 5
COoT mg/L 6 e
pH 7 6.5-8.5
Temp °C 242 e
SDT mg/L 0.39 1000
Coliformes fecales/
100ml colonias 18 0
Coliformes totales
/100ml colonias 24 0

En la Figura 5.7 se muestra una fotografia de los filtros de membranas usados, en

donde se observa la alta contaminacion biolégica y en la Figura 5.8 se muestran
las condiciones del poso de agua muestreado.
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Figura 5.8. Nifios de la poblacion de Huejutla e imagenes del pozo de agua potable

Los resultados indicaron que existe una fuerte contaminacion de tipo biolégica la
cual se observa en los altos valores de coliformes Fecales y Totales (18 y 24
colonias cuando la norma indica ausencia). Las condiciones socioecondmicas de
la zona muestran la facilidad con la que se pudo diseminar la bacteria de cdlera
en el brote ocurrido en esa poblacion en 2013. Sin embrago la prueba de deteccion

para V.cholerae y H. pylori por medio de gPCR-PMA no mostraron interferencias.
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5.5.2 Muestreo pozo la Caldera

Se llevo a cabo el muestreo de agua del influente de la planta de tratamiento La
caldera. Los resultados del analisis fisicogquimico se muestran a continuacion:

PARAMETRO UNIDAD RESULTADO NOM-127-SSA-1994
Cloro residual mg/L 0 0.2-15
Nitritos mg/L 0.001 0.5
Nitratos mg/L 1.1 10
Turbiedad UTN 4 5
COT mg/L 4 e
pH 7 6.5-8.5
Temp °C 2 e
Coliformes fecales/
100ml colonias 2 0
Coliformes totales
/100ml colonias 5 0

Figura 5.9. Imagenes de la planta de tratamiento “La caldera”
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El andlisis de agua del influente de la planta potabilizadora de la caldera mostré
agua con condiciones de color amarillento y una concentracion de COT de 4 mg/L,
por lo que se considera como alto. Los valores normales de COT varian entre 2-4
mg/L pero la EPA recomienda para agua potable un valor de COT <2 mg/L.

Resultados de deteccion por gPCR para V.cholerae:

Se inoculd 1 L de agua con (1, 5, 10 ulL) de una suspension ajustada a 3x10*
UFC/mL y en todos los casos la sefial fue positiva.

Resultados de gPCR para H.pylori:

Se inoculd 1L de agua con (1, 5, 10 ulL) de una suspension ajustada a 3x10*
UFC/mL y en todos los casos la sefial fue positiva.

De acuerdo a los resultados positivos se pudo observar como las sefales para la
deteccion tanto de H.pylori como de V. cholerae se llevaron a cabo sin ningun
problema y la técnica es capaz de detectar desde 30 bacterias en un litro de agua
de pozo sin tener interferencias. De acuerdo a los valores obtenidos del anélisis
fisicoquimico del agua del influente notamos que el valor del COT es alto y es el
unico que podria interferir en la técnica de gPCR, sin embargo, valores mas altos
de 4 mg/L de COT tendrian que estar presentes para que se pudiera dar una
interferencia.

5.6 Etapa 4, Desinfeccion

A continuacion se describen los resultados de las técnicas de desinfeccion con
cloro y ozono.

5.6.1 Condiciones de desinfeccion con ozono

Se llevd a cabo la desinfecciéon con ozono por medio de una solucion saturada de
0zono a la cual se le hicieron las siguientes pruebas:

I.  Concentracion de ozono residual inicial y su decaimiento en el tiempo en
agua destilada
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[I.  Demanda inicial de ozono y decaimiento de la concentracion de ozono
residual en el tiempo con la suspension bacteriana (H.pylori y V. cholerae)

Se llevo a cabo la saturacion del agua destilada en la columna de vidrio y se trabajo
con distintas condiciones de operacion. Se dejo un periodo de 25 minutos para
estabilizar el quipo y mantener una generacion de de ozono constante.

A continuacion en la (Grafica 5.9) se muestran los resultados de 6 concentraciones
residuales de ozono dentro los reactores (Tubos Corning 50 mL) durante 25

minutos.
Comportamiento de la concentracion
de ozono residual en el tiempo (agua
12 destilada)
31
(o))
E
§ 0.8
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Grafica 5.9 Concentracion de ozono residual en el tiempo en agua destilada

Se puede observar que por debajo de 0.8 mg/L las concentraciones de 0zono
residual se mantienen inestables en el tiempo, por esta razon se deberan utilizar
concentraciones por arriba de este valor para garantizar que no existe decaimiento
de ozono.
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Se llevd a cabo un analisis de las demandas iniciales de ozono en contacto con las
suspensiones bacteriana.

En la (Grafica 5.10 y Tabla 5.6) se muestra la demanda inicial ozono partiendo de
una concentracion residual de (0.5, 1, 2 mg/L) y utilizando 1 mL de suspension

bacteriana ajustada a 3 de McFarland en estado viable cultivable y un volumen de
reaccion de 40 mL. Estos ensayos se realizaron por triplicado.

Demanda inicial y decaimiento de ozono en el tiempo
(Suspension bacteriana)

2.5

2

15
=
O
&

y

0.5

0

C residual Demanda 1 minuto 5 minutos 10minutos 20 minutos
inicial inicial

Grafica 5.10 Valores de demandas iniciales y decaimiento de la concentracion de ozono
residual en el tiempo

Tabla 5.6. Promedio de valores de demandas de ozono

Ozono residual .
. . Demanda inicial
Inicial

5 min 10 min 20 min
(mg/L)

(mg/L) (mg/L)
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De acuerdo al anélisis de la demanda inmediata que presentd el ozono con la
suspension  bacteriana, podemos observar que la disminucion es
aproximadamente de 0.2 mg/L, y ésta decae con respecto al tiempo.

De acuerdo a estos resultados se decidio trabajar con una soluciéon stock con una
concentracion de ozono residual de arriba de 1 mg/L para evitar que se agotara la
concentracion de ozono residual con la suspension bacteriana a lo largo de del
ensayo de desinfeccion.

5.6.2 Condiciones de desinfeccion con cloro

Se llevo a cabo la desinfeccién con cloro por medio de una solucion saturada de
cloro a la cual se le hicieron las siguientes pruebas:

|.  Decaimiento de cloro libre en el tiempo en agua destilada

II.  Demanda inicial de cloro y decaimiento de la concentracion de cloro libre
en el tiempo con la suspension bacteriana (H.pylori y V. cholerae)

Se prepararon 4 soluciones de cloro libre con diferentes concentraciones y se
midieron a lo largo del tiempo para observar la estabilidad de las soluciones.

A continuacion se muestran los resultados de 4 concentraciones de cloro libre
dentro los reactores (Tubos Corning 50 mL) durante 10 dias. Todas las mediciones

se realizaron por triplicado y en la (Grafica 5.11) se muestran los valores promedio.
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Comportamiento de la conentracion de cloro libre en el tiempo
(Agua destilada)

3.5 ~

2.5

Concentracion residual mg/L

1.5 - X
14 X X
+ =
0.5 A - —_— —
0 T a— T ju— T ju— T | |
1 3 5 8 10
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Grafica 5.11 Decaimiento de la concentracion de cloro libre en el tiempo en agua
destilada

Se observa que las soluciones de cloro son muy estables en el tiempo, sin embargo
por arriba de 3 mg/L la concentracion de cloro residual cae de manera
pronunciada en los primeros dias y por debajo de 1 mg/L la concentracion de cloro
libre también decae hasta llegar a cero, por lo tanto, se selecciond trabajar con
una solucion de cloro libre arriba de 1 mg/L.

Se llevd a cabo un analisis de las demandas iniciales de cloro en contacto con las
suspensiones bacterianas.

En la (Grafica 5.12) se muestra la demanda inicial de cloro partiendo de una
concentracion de cloro libre de (1, 3, 5, 9 mg/L) y utilizando 1 mL de suspension
bacteriana ajustada a 3 de McFarland en estado viable cultivable y un volumen de
reaccion de 40 mL. Estos ensayos se realizaron por triplicado.
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Demanda inicial y decaimiento de cloro en el tiempo
(Suspension bacteriana)

10

T

Concentracién de cloro libre mg/L
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Cloro libre  Demanda 1 minuto 5minutos 10 minutos 20 minutos 40 minutos
inicial (mg/L) inicial

Grafica 5.12 Valores de demandas iniciales y decaimiento de la concentracion de cloro
libre en el tiempo

Tabla 5.7. Promedio de valores de demandas de cloro
Cloro libre Demanda

e - 1 min 10 min 20 min 40 min
inicial inicial
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

1 0.8 0.5 0.5 0.5 0.1 0.1
2.7 2.3 1.7 1.2 1.2 1 0.9
5.4 5.1 4.5 4.4 4.4 4 3.6
8.7 8.5 7.8 7.9 7.9 7.8 7.6

De acuerdo al analisis de la demanda inmediata que presenta el agua incluyendo
la suspension bacteriana, podemos observar que la disminucion de la
concentracion de cloro libre es de aproximadamente de 0.3 mg/L, y esta decae
con respecto al tiempo. Con estos resultados se decidio trabajar con una solucion
de hipoclorito de sodio (NaClO) con una concentracion de cloro residual superior
a 1 mg/L.
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5.6.3 Ensayo de desinfeccion con ozono y cloro de H.pylori

Se llevo a cabo un anélisis inicial de las condiciones de desinfeccion con ozono y
cloro en un amplio rango de concentraciones, tomando en cuenta los valores de
CT de resistencia reportados para H.pylori y organismos similares. Se disefié un
experimento inicial con un amplio rango de concentraciones basandose en las

concentraciones que son usadas comunmente en la desinfeccion de agua con
cloro y ozono.

5.6.3.1 Ozono

Se seleccionaron 2 tiempos de contacto (5y 10 min) y 3 concentraciones de 0zono
residual (0.6, 0.8, 1). Considerando que el estandar de desinfeccion con o0zono es
alrededor de 0.4 por 10 min (Norma Europea). Los resultados se muestran en la

(Tabla 5.8).

Tabla 5.8. Resultados de la desinfeccion con ozono en el experimento de amplio rango

Coeficientes Porcentaje
CT Unidades C de
. . de variacion log(N/No) . M
(mg min/L) Bacterianas inactivacion
%CV %
0 9.00E+08 0 0.00 0
3 3.99E+04 3.72 -4.35 99.9956
4 6.58E+03 2.13 -5.14 99.9993
5 3.77E+03 1.07 -5.38 99.9996
6 6820 1.7 -5.12 99.9992
8 3770 4.57 -5.38 99.9996
10 3750 1.34 -5.38 99.9996
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Desinfecciéon con ozono (Amplio rango)
0 m :
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1t
1
2]
<)
<
Z-3
(@)}
ke
-4
5
-6 .
CT(mg min/ L)

Grafica 5.13 Desinfeccion con ozono y la forma viable cultivable Exp. Exploratorio

Debido a que los cambios mas significativos se dieron en los valores por debajo
de CT 3, se repitio el ensayo con valores bajos y ambas formas metabdlicas de la
bacteria en agua embotellada de la marca Bonafont. Las pruebas fisicoquimicas

del agua embotellada se muestran en la tabla Tabla 5.9.

Tabla 5.9 Parametros fisicoquimicos del agua embotellada

PARAMETRO UNIDAD RESULTADO |
Cloro residual mg/L 0
Nitritos mg/L 0.001
Nitratos mg/L 1.1
Solidos disueltos mg/L 100
Turbiedad UTN 0.233
pH 7
Temp °C 22
Coliformes fecales/
100ml colonias 0
Coliformes totales
/100ml colonias 0
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Enla(Tabla5.10y Tabla 5.11) se muestran los resultados obtenidos y en la (grafica

11) podemos observar de manera gréafica las diferencias entre ambas formas
metabdlicas.

Tabla 5.10. Ensayo de desinfeccion con ozono de H. pylori en su forma VNC

FORMAS VIABLES NO CULTIVABLES

Porcentaje
. Unidades Coeficientes de de
CT (mg min L-1) Bacterianas (N)  variacion %CV log(N/No) inactivacion
%
0 1.89x107 5.6 0 0.0000
0.2 3.67E+06 3.26 -1.40 96.02
0.4 1.47E+05 0.92 -2.80 99.84
0.6 1.15E+05 2.10 -2.91 99.87
1.5 8.90E+04 4.0 -3.02 99.90
3 411E+04 8.3 -3.35 99.95

Tabla 5.11. Ensayo de desinfeccién con ozono de H. pylori en su forma viable cultivable

FORMAS VIABLES CULTIVABLES

Porcentaj
. Unidades Coeficientes de de
CT (mg min L-1) Bacterianas (N) variacion %CV log(N/No) inactivacion

%

0 7.82x107 5.60 0.00 0.00

0.2 8.05E+06 5.78 -2.04 99.10

0.4 8.03E+05 4.19 -3.05 99.91

0.6 749520 1.57 -3.08 99.92

15 724520 4.30 -3.09 99.92

3 674520 5.20 -3.30 99.92
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Efecto del ozono en H. pylori Viable cultivable y VNC
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Grafica 5.14 Efecto del ozono sobre ambos estados bacterianos de H.pylori en agua
embotellada a 21°C y Ph

Se llevo a cabo el analisis estadistico mediante una prueba ANOVA para analizar
la varianza entre los datos obtenidos. El analisis se realizé con el paguete SPSS
(IBM) y los resultados y el nivel de significancia se muestran en la Tabla 5.12.
Resultado del analisis estadistico.

Tabla 5.12. Resultado del analisis estadistico

Desviacion Error tipico de  Significancia
la media

Muestra grupo_Ozono

N_0.2  VNC_ozono 6 -1.6697 0.01830 00747 0.001
N_gzg viables. 0700 6 -2.4729 0.03265 .01333 0.001
N‘1 5 VNC_ozono 6 -1.6635 0.02789 01139 0.001
- viables_ozono 6 -2.6372 0.01648 .00673 0.001
VNC_ozono 6 -1.8012 0.00918 .00375 0.001

N_3  iables_ozono 6 -2.6297 0.00606 00247 0.001
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El analisis del ensayo de desinfeccion de H.pylori con ozono nos muestra que
existen diferencias significativas en todos los puntos, sin embargo en los valores
bajos de CT es en los que se observa una diferencia amplia entre el estado viable
cultivable y el estado VNC.

A un CT de 0.2 la diferencia en CT entre ambas formas es 0.64 log, lo cual
demuestra que la forma VNC de H.pylori adquiere cambios morfolégicos
relacionados con la formacion de biopelicula que pueden intervenir en la acciéon
del ozono sobre la bacteria. El 0zono debe entonces actuar sobre bacterias mas
pequenas (aumento del area de contacto) y sobre componentes que se forman en

la pared celular. Los valores de inactivacion 2-log de H.pylori son cercanos a 0.2 y

éstos han sido obtenidos por métodos de cultivo por lo que se subestima la
resistencia de bacterias en estado VNC.

A valores de CT por arriba de 0.4 se observa que el comportamiento se vuelve
similar para ambas formas metabdlicas por lo que se comprueba que el poder
oxidante del ozono puede inactivar las bacterias independientemente de los
cambios morfoldégicos que la bacteria pueda adquirir.

Para la desinfeccion con ozono, nuestros resultados indican que se debe aplicar
un valor CT de 0,6 mg min/L para garantizar una inactivacion de 3 log. Baker et al.
(Baker et al., 2002), sugieren un valor CTeeede 0.125 mg min/l para H. pylori en el
estado viable cultivable. La Regla de Tratamiento de Agua de Superficie (SWTR,
por sus siglas en inglés) recomienda un CTeede 0.72 mg min/L a 20°C para los
quistes de Giardia, un organismo complejo para inactivar. Estos valores de CT son
inferiores a los nuestros, y subestiman aproximadamente 1 log de inactivacion
entre ambos estados metabdlicos.
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5.6.3.2 Cloro

Se seleccionaron 2 tiempos de contacto (5y 10 min) y 3 concentraciones de cloro
libre (1, 1.5, 2). Considerando que el estandar de desinfeccion con cloro es
alrededor de 0.5 por 30 min (USEPA). Los resultados se muestran en la (Tabla
5.13).

7.5 10

Tabla 5.13. Resultados de la desinfeccion con cloro del experimento exploratorio

CT (mg min Unida.des Coefic!enjtgs Porc::taje
L-1) Bacterianas De variacion log(N/No) inactivacién
(N) %CV %
0 9.00E+08 0.0 0.00 0.0000
5 4.83E+05 4.36 -3.27 99.94
7.5 8.00E+04 7.90 -4.05 99.9911
10 23100 4.33 -4.59 99.9974
15 16800 6.65 -4.73 99.9981
20 6580 2.15 -5.14 99.9993
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Desinfeccién con cloro (Amplio rango)
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Grafica 1. Desinfeccién con cloro y la forma viable cultivable Exp. Exploratorio

Debido a que los cambios mas significativos se dieron en los valores por debajo
de CT 10, se repitiod el ensayo con valores bajos y ambas formas metabdlicas de la
bacteria. El experimento se llevo a cabo en agua embotellada de la marca Bonafont

y las pruebas fisicoquimicas se muestran en la Tabla 5.9.

Enla (Tabla 5.14 y

Tabla 5.15) se muestran los resultados obtenidos y en la Grafica 5.13 podemos
observar de manera grafica las diferencias entre ambas formas metabdlicas.
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Tabla 5.14. Ensayo de desinfeccion con cloro de H. pylori en su forma VNC

FORMAS VIABLES NO CULTIVABLES

. Porcentaje
Unidades Coeflc!en.tgs de
CT (mg min L-1) Bacterianas (N) De variacion log(N/No) inactivacién
%CV %
0 1.69x107 1.52E+00 0.00 0.0000
0.5 1.57E+06 1.51E+01 -1.66 97.82
1 1.55E+06 1.45E+01 -1.67 97.85
1.5 1.13E+06 1.67E+01 -1.81 98.43
3 1.07E+04 3.38E+00 -3.83 99.98
10 7.20E+02 5.50E+00 -5.00 99.999

Tabla 5.15. Ensayo de desinfeccion con cloro de H. pylori en su forma viable cultivable

FORMAS VIABLES CULTIVABLES

Coeficientes

CT(mmin 1) g oSy Devariacion logiuNo)  Portenele e
0 8.01x107 255 0.00 0.0000
0.5 3.11E+06 6.36 -2.47 99.6623
1 2.11E+06 2.39 -2.64 99.7714
1.5 2.16E+06 1.38 -2.63 99.7657
3 4.75E+04 3.89 -4.29 99.9949
10 2.47E+03 4.5 -5.57 99.9997
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Efecto del cloro en H. pylori Viable cultivable y VNC
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Grafica 5.15 . Efecto del cloro sobre ambos estados bacterianos de H.pylori en agua
embotellada a 21°C y Ph

Se llevo a cabo el analisis estadistico mediante una prueba ANOVA para analizar
la varianza entre los datos obtenidos. El analisis se realizé con el paguete SPSS

(IBM) y los resultados y el nivel de significancia se muestran en la (Tabla 5.16).

Tabla 5.16. Resultado del analisis estadistico

Estadisticos de grupo
grupo_Cloro Media  Desviacion tip. Errortip. dela  Significancia

N VNC_cloro 6
N 15 viables_cloro 6 -3.0303 .01186 .00484 0.005
N 3 VNC_cloro 6 -2.7999 .00347 .00142 0.005
- viables_cloro 6 -3.0454 .00922 .00376 0.005
VNC_cloro 6 -2.9054 .00855 .00349 0.005
N0 obles cloro 6 -3.0754 01105 00451 0.005
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El andlisis del ensayo de desinfeccion de H.pylori con cloro nos muestra que
existen diferencias significativas en todos los puntos, sin embargo en los valores
por debajo de un CT de 2 se observa una diferencia amplia entre el estado viable
cultivable y el VNC.

Enlos CT’s bajos (0.5, 1, 1.5) la diferencia es de casi 1-log lo cual demuestra que
la forma VNC de H.pylori es mas resistente a la desinfeccion con cloro.

Al Comparar los valores obtenidos de CT con los reportados en la literatura, por
ejemplo, Johnson et al (Johnson et al., 1997) reportaron un valor CTegg de 0.12 mg
min/L y un valor CTe de 0.35 mg min/L reportado por Baker Et al. (Baker et al.,
2002), se observa que estos valores son mas bajos que los de ambos estados
metabdlicos. Esto implica que los valores de CT publicados subestiman la
resistencia del estado VNC, haciendo que los valores de CT no deban ser usados
con precaucién como parametro para disefiar una unidad de desinfeccion.

5.6.4 Ensayo de desinfeccion con ozono y cloro de V.cholerae

Se llevé a cabo la cuantificacion de las bacterias de V.cholerae por medio de dos

metodologias, la primera fue utilizando gPCR-PMA vy la segunda utilizando los
primers obtenidos del andlisis transcriptomico y utilizando rt-qPCR.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la técnica gPCR-PMA.

5.6.4.1 Ozono

Se seleccionaron 6 tiempos de contacto considerando que el estandar de
desinfecciéon con ozono es alrededor de 0.4 por 10 min (Norma Europea CT 4) y

de acuerdo a los datos obtenidos con H.pylori. Se trabaj6é con la bacteria en su
forma viable cultivable y viable no cultivable.

Los resultados se muestran en la (Tabla 5.17 y Tabla 5.18).
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Tabla 5.17. Ensayo de desinfeccion con ozono de V. cholerae en su forma VNC

FORMAS VIABLES NO CULTIVABLES

Porcentaje de

CT (mg min L-1) Bacgz:?aa::: (N) ?Igﬁfaigiigr:icc:f log(N/No) inactio\/lacién
0 7.35E+04 0.06 0.00 0.00
0.5 1.37E+04 1.00 -0.73 81.36
1 978 15.32 -1.88 98.67
1.5 345 15.92 -2.33 99.53
7.5 114 15.78 -2.81 99.84
18 10 7.35 -3.87 99.99

Tabla 5.18. Ensayo de desinfeccion con ozono de V. cholerae en su forma viable
cultivable

FORMAS VIABLES CULTIVABLES

Porcentaje de

CT (mg min L-1) Bacgz:?aa::: (N) ?Igﬁfaigiizzticc:f log(N/No) inactio\/lacién
0 7.14E+04 0.23 0.00 0.00
0.5 372 21.47 -2.28 99.48
1 322 6.21 -2.35 99.55
1.5 217 6.89 -2.52 99.70
7.5 100 9.97 -2.85 99.86
18 10 20.00 -3.85 99.99
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Efecto del ozono en V. cholerae Viable cultivable y VNC
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Grafica 5.16 . Efecto del ozono sobre ambos estados bacterianos de V. cholerae en
agua embotellada a 21°C y Ph

Se llevod a cabo el analisis estadistico mediante una prueba ANOVA para analizar
la varianza entre los datos obtenidos. El analisis se realizé con el paguete SPSS

(IBM) y los resultados y el nivel de significancia se muestran en la (Tabla 5.19).

Tabla 5.19. Resultado del analisis estadistico Vibrio cholerae

Estadisticos de grupo
grupo_Ozono ‘ Media |Desviacién tip. Errortip. dela  Significancia

media

N 00 VNC_ozono 6 -1.3697 01830 00747 0.001

NO5 6 -2.5729 03265 01333 0.001
I\T_1 viables_ozono

N_1.5 VNC_ozono 6 -1.2635 02789 01139 0.001

N_7.5  viables_ozono 6 -2.1372 01648 00673 0.001

VNC_ozono 6 -1.9012 00918 00375 0.001

N_18 " iables_ozono 6 -1.6297 .00606 00247 0.001
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El andlisis del ensayo de desinfeccion de V. cholerae con ozono nos muestra que
existen diferencias significativas en todos los puntos, sin embargo en los valores
bajos de CT es en los que se observa una diferencia amplia entre el estado viable

cultivable y VNC, siguiendo la misma tendencia de H.ylori.

A un CT de 0.5 la diferencia en CT entre ambas formas es de 1.56 log, lo cual
demuestra que la forma VNC de V. cholerae adquiere cambios morfolégicos que
pueden estar relacionados con la formaciéon de biopelicula. Estas adaptaciones
han sido ampliamente estudiadas en V. cholerae pero por primera vez se midio su

resistencia a la desinfeccion. Como ya se expuso con H.pylori, los cambios en la
pared celular, el aumento del area de contacto por la transformaciéon a la forma
cocoide impiden la accion del ozono sobre la bacteria, sin embargo, el ozono es
un oxidante fuerte que al incrementar el tiempo de contacto logra inactivar la
bacteria sin importar las diferencias que puedan existir entre ambos estados
metabolicos.

Los valores de CT reportados por la CDC (Centro de control de enfermedades de
los Estados Unidos De América) reportan para V.cholerae un valor CTes de 0.2
usando la forma viable cultivable. Nuestros resultados muestran que a valores
similares de inactivacion de la forma VNC, ésta de inactiva menos de 1-log, esto
implica una subestimacion de casi 2 logaritmos. En los niveles de CT bajos es en
donde las diferencias son mas significativas.

A valores de CT por arriba de 1 se observa que el comportamiento se vuelve similar
para ambas formas metabdlicas por lo que se comprueba que el poder oxidante
del ozono puede inactivar las bacterias independientemente de los cambios
morfolégicos que la bacteria pueda adquirir.

Para la desinfeccion del ozono, nuestros resultados indican que se debe aplicar
un valor CT de 1 mg min/L para garantizar una inactivacion de 2 log.
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5.6.4.2 Cloro

Se seleccionaron 6 tiempos de contacto considerando que el estandar de
desinfeccion con cloro es alrededor de 0.5 por 30 min (USEPA) y los datos

obtenidos con H. pylori. Los resultados se muestran en la Tabla 5.20 y Tabla 5.21.

Tabla 5.20. Ensayo de desinfeccion con cloro de V.cholerae en su forma VNC

FORMAS VIABLES NO CULTIVABLES

. Unidades Coefic!en.tgs Porcdeen tele
CT (mg min L-1) Bacterianas (N) De \L/algjlcmn log(N/No) inactivacion
° %
0 1.09E+05 2.56 0.00 0.00
2 7.22E+03 10 -1.18 93.40
4 6.27E+02 8 -2.24 99.43
10 6.45E+02 6 -2.23 99.41
15 4.92E+01 11 -3.35 99.96
30 2.81E+01 9.00 -3.59 99.97

Tabla 5.21. Ensayo de desinfeccion con cloro de V.cholerae en su forma viable cultivable

FORMA VIABLES CULTIVABLE

. Unidades Coefic!en.tgs Porc:: tele
CT (mg min L-1) Bacterianas (N) De \L/ag?,cmn log(N/No) inactivacion
° %
0 5.39E+06 3 0.00 0.00
2 1.02E+04 6 -2.72 99.81
4 1.12E+03 8 -3.68 99.98
10 1.85E+02 10 -4.46 100.00
15 7.90E+01 6 -4.83 100.00
30 8.10E+01 7 -4.82 100.00
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De forma gréfica los resultados anteriores se muestran en la (Grafica 5.18)

Efecto del cloro en V.cholerae Viable cultivable y VNC

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

—e—\/C
VNC

— —

Reduccioén Logaritimica (Nt/NO)
w

CT(mg min/L)
Grafica 5.17

Grafica 5.18 . Efecto del cloro sobre ambos estados bacterianos de V.cholerae en agua
embotellada a 21°C y Ph

Se llevo a cabo el analisis estadistico mediante una prueba ANOVA para analizar
la varianza entre los datos obtenidos. El analisis se realizé con el paguete SPSS

(IBM) y los resultados y el nivel de significancia se muestran en la (Tabla 5.22).
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Tabla 5.22. Resultado del analisis estadistico

Error tipico de  Significancia
la media P

Desviacion

Muestra grupo_Cloro

’W

tipica

N.02  VNC cloro 6 -1.8984 100204 :00083 0.002
N_2 -

N_10 viables_cloro 6 -2.0303 01186 00484 0.002

\ 15 VNC_cloro 6 -1.799 00347 00142 0.002

=" viables_cloro 6 -1.04 00922 00376 0.002

VNC_cloro 6 -1.90 00855 00349 0.002

N30 \iables_cloro 6 -1.075 01105 00451 0.0052

El analisis estadistico del ensayo de desinfeccion de V.cholerae con cloro nos
muestra que existen diferencias significativas en todos los puntos. Las diferencias
son por arriba de 1-log en todos los puntos.

Los valores de CT reportados para desinfeccion de V.cholerae con cloro son
cercanos a 0.5 mg min/L para alcanzar una inactivacion de 99.9%. Nuestros
valores muestran que en ese valor de CT la diferencia entre ambas formas
metabdlicas de 1.53 log. Estos resultados indican que la diferencia en la resistencia
es ampliay que los valores que se encuentran reportados en la literatura estan muy
por debajo de lo que se requiere para inactivar a las formar VNC. Una vez mas se
comprueba que las adaptaciones morfolégicas consumen el cloro libre y no logran

inactivar a todas las bacterias de V.cholerae.

5.7 Etapa 4, Cinéticas de desinfeccion de cloro y ozono de H. pylori.

5.7.1 Cinética de Ozono

Se llevd a cabo el andlisis cinético de los resultados de la desinfeccion con cloroy
ozono aplicando dos modelos cinéticos. El primero el de Chick-Watson el cual es
un modelo de primero orden lineal en el que se considera que la concentracion del
desinfectante y el tiempo de contacto impactan sobre la inactivacion de manera
similar. El segundo, es el modelo de Hom el cual se aplica con frecuencia a los
datos experimentales que se apartan de la ley de inactivacion de Chick. El modelo
de Hom introduce un coeficiente empirico en el modelo de Chick-Watson. Los

valores utilizados para este andlisis se muestran en la (Tabla 5.23).
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Ozono

Tabla 5.23. Valores para el célculo de la cinética de Chick-Watson y Hom (o0zono, H.
pylori)

Ozono

log(N/No) log(N/No) log(N/No) ERROR

t (min)

VNC vVC ESTIMADO HOM

0.2 -1.40 -1.59 -2.04 0.02
0.4 -2.80 -1.96 -3.05 0.09
0.6 -2.91 -2.21 -3.08 0.06
1.5 -3.02 -2.92 -3.09 0.00
3 -3.35 -3.59 -3.30 0.01
-12.27 0.17

RA2 0.83

Valores de las constantes de Hom obtenidas mediante una regresion no lineal

Kk 2
n 1.4
m 0.3
C 1.2
lnNﬂ =—KC"t™........... (Ecuacion de Hom)

0

Valores de las constantes de Chick-Watson obtenidas mediante una regresion

lineal
k -1.8
n 1
m -0.6
C 1.2
lnNﬂ =—KCt ............... (Chick-Watson)
0
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Cinética de Chick-Watson y Hom (VNC o0zono)
0.00
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
-0.50
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.......... —y
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EsimadaVC ~  ceeeeeens Lineal (Experimental VC)

Grafica 5.19 . Resultados del la cinética de desinfecciéon para ozono

En la (grafica 16) se observa que el mejor ajuste a los datos se da con la ecuacion
de Hom, la cual tiene un ajuste con una R?=0.83 en comparacién con el modelo
lineal de Chick-Watson que tiene un ajuste con una R?=0.33. En el caso del ajuste
de Hom, el valor de n es mayor a 1, por lo tanto la concentracion es mas importante
que el tiempo. Estos resultados eran esperados ya que los valores obtenidos
experimentalmente tienen un comportamiento de tipo dicotomico con multiples
cinéticas, con una fase rapida inicial y una fase lenta al final lo que crea curvas con
colas “tails”al final.
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5.7.2 Cinética de cloro

Tabla 5.24. Valores para el célculo de la cinética de Chick-Watson y Hom (cloro, H.

pylori)
Cloro
¢ (min) log(N/No) log(N/No) log(N/No) ERROR

VNC vC ESTIMADO HOM
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.50 -1.66 -2.47 -2.00 0.04
1.00 -1.67 -2.64 -2.47 0.00
1.50 -1.81 -2.63 -2.79 0.00
3.00 -3.83 -4.29 -3.43 0.04
10.00 -5.00 -6.57 -4.92 0.01
0.10
RA2 0.90

Valores de las constantes de Hom obtenidas mediante una regresion no lineal

k 2
n 0.8
m 0.3
C 1.3

lnNﬂ =—KC"t™........... (Ecuacion de Hom)
0

Valores de las constantes de Chick-Watson obtenidas mediante una regresion

lineal
k -1.2
n 1
m -0.4
C 1.3

In ~= —KCt (Chick-Watson)
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Cinética de Chick-Watson y Hom (VNC cloro)
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Grafica 5.20 . Resultados del la cinética de desinfeccién para cloro

En la (Grafica 5.20) se observa que el mejor ajuste a los datos se da con la
ecuacion de Hom, la cual tiene un ajuste con una R?=0.90 en comparacion con el
modelo lineal de Chick-Watson que tiene un ajuste con una R2=0.77. En el caso del
ajuste de Hom, el valor de n es menor a 1, por lo tanto la concentracion es igual de
importante que el tiempo. Estos resultados eran esperados ya que los valores
obtenidos experimentalmente tienen un comportamiento de tipo dicotdmico con
multiples cinéticas, con una fase rapida inicial y una fase lenta al final lo que crea
curvas con colas al final “tails”.
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5.8 Etapa 4, Cinéticas de desinfeccion de cloro y ozono de V.cholerae

Se llevd a cabo el andlisis cinético de los resultados de la desinfeccion con cloroy
ozono aplicando dos modelos cinéticos. El primero el de Chick-Watson el cual es
un modelo de primero orden lineal, y el segundo, es el modelo de Hom el cual se
aplica con frecuencia a los datos experimentales que se apartan de la ley de
inactivacion de Chick. Los valores utilizados para este analisis se muestran en la
(Tabla 5.25).

5.8.1 Cinética de Ozono

Tabla 5.25. Valores para el célculo de la cinética de Chick-Watson y Hom (ozono, V.

cholerae)
0zono
t (min) log(N/No) log(N/No) log(N/No) ERROR

VNC vC ESTIMADO HOM
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.50 -0.73 -2.28 -1.39 0.15
1.00 -1.88 -2.35 -1.71 0.07
1.50 -2.33 -2.52 -1.93 0.05
7.50 -2.81 -2.85 -3.13 0.01
18.00 -3.87 -3.85 -4.07 0.00
0.06
RA2 0.94

Valores de las constantes de Hom obtenidas mediante una regresion no lineal

1.5

n 0.5

m 0.3

C 1.3
lnNﬂ =—KC"t™........... (Ecuacion de Hom)
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Valores de las constantes de Chick-Watson obtenidas mediante una regresion

lineal
Kk -1.69
n 1
m -0.12
C 1.2
In—-=—KCt ... (Chick-Watson)
0
Cinética de Chick-Watson y Hom (VNC ozono)
0.00 ¢
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
=-0.1295x - 1.6933
-1.00 / R2=0.51747
200 | L
S -3.00
£
=
8 -4.00
-5.00
-6.00
700 Tiempo (min)
—eo— Experimental VNC —e— Experimental VC
EsimadaVC ~  ceeeeeens Lineal (Experimental VC)

Grafica 5.21 Resultados del la cinética de desinfecciéon para ozono
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En la (Gréfica 18) se observa que el mejor ajuste a los datos se da con la ecuacion
de Hom, la cual tiene un ajuste con una R?=0.94 en comparacion con el modelo
lineal de Chick-Watson que tiene un ajuste con una R?=0.51. En el caso del ajuste
de Hom, el valor de n es menor a 1, por lo tanto la concentracion es igual de
importante que el tiempo. Estos resultados eran esperados ya que los valores
obtenidos experimentalmente tienen un comportamiento de tipo dicotdmico con
multiples cinéticas, con una fase rapida inicial y una fase lenta al final lo que crea
curvas con colas al final “tails”.

5.8.2 Cinética de cloro

Tabla 5.26. Valores para el célculo de la cinética de Chick-Watson y Hom (cloro, V.

cholerae)
Cloro
. log(N/No) log(N/No) log(N/No) ERROR
1 (min) VNC vC ESTIMADO HOM
0 0 0 0.00 0.00
0.5 -1.18 -2.72 -2.06 0.06
1 -2.24 -3.68 -2.54 0.10
1.5 -2.23 -4.46 -2.86 0.13
7.5 -3.35 -4.83 -4.64 0.00
18 -3.59 -4.82 -6.03 0.06
0.35
R72 0.65

Valores de las constantes de Hom obtenidas mediante una regresion no lineal

1.5

n 2

m 0.3

C 1.3
InX = —Kcrem™...... (Ecuacion de Hom)

Ny
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Valores de las constantes de Chick-Watson obtenidas mediante una regresion
lineal

k -2.70

m -0.15

In—=—-KCt .............. (Chick-Watson)

Cinética de Chick-Watson y Hom (VNC cloro)
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Grafica 5.22 Resultados del la cinética de desinfecciéon para cloro
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En la (Grafica 5.22) se observa que el mejor ajuste a los datos se da con la
ecuacion de Hom, la cual tiene un ajuste con una R?=0.65 en comparacion con el
modelo lineal de Chick-Watson que tiene un ajuste con una R2=0.32. En el caso del
ajuste de Hom, el valor de n es mayor a 1, por lo tanto la concentracion es mas
importante que el tiempo. Estos resultados eran esperados ya que los valores
obtenidos experimentalmente tienen un comportamiento de tipo dicotdmico con
multiples cinéticas, con una fase rapida inicial y una fase lenta al final lo que crea
curvas con colas al final “tails”. Estos resultados son los que tienen el ajuste mas
bajo ya que se detectd una amplia desviacion de lo calculado por la ecuacion de
Hom.

6 Resumen de resultados

Etapa 1 Microbiologia
Etapa 2, Biologia molecular, Cuantificacion qPCR-PMA

* Latécnica de gPCR-PMA en comparacion con gPCR es mas exacta en la
medicion de genomas de bacterias viables (hasta 23% de diferencia en el
conteo), por lo que se debera utilizar la técnica de gPCR en combinacion con un
colorante de viabilidad.

e El andlisis transcriptdmico es un estudio de alta especificidad el cual debe tener
controles estrictos de calidad de las muestras (Eliminacion de DNA, purificacion
de RNA mensajero y réplicas bioldgicas).

* Solo entre el 6-24 de la muestra fue correspondiente a RNA mensajero
* Es posible utilizar el analisis transcriptbmico para encontrar genes que se
expresen en un estado metabdlico en particular. En este estudio se encontré un
gen de “aminoimidazole riboside kinase” como gen unico para el estado VNC.

Etapa 3, Prueba en agua de pozo

* La prueba de la técnica de deteccion en agua de pozo indica que se puede
utilizar ésta en agua de pozo con calidad baja (Alto contenido organico y COT)
* El pardametro que tienen mayor interferencia en la técnica molecular es la que esta
relacionada con la medicion del COT.
* Las condiciones socioeconomicas de la region de Huejutla explican el por qué se
dio un brote en dicha comunidad
* Elpozo de “La caldera” presenta condiciones muy bajas de calidad, por lo que
se debe monitorear bien la desinfeccion en la plata potabilizadora por el alto
contenido de materia organica.
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* |atécnica de deteccion tiene la capacidad de detectar desde 30 bacterias de H.

pyloriy V. cholerae, por lo que esta técnica puede ser utilizada en posteriores
brotes

Etapa 4, Desinfeccion

Ozono

* Elmodelo de operacion para generar una solucion stock de ozono mostré que la
columna se estabiliza a las 25 minutos de operacion

* Por debajo de 0.8 mg/L las concentraciones de ozono residual se mantienen
inestables en el tiempo

* El material de plastico no consume ozono residual
* La demanda de ozono con la bacteria es de 0.2 mg/L

* Una concentracion de arriba de 1 mg/L es la indicada para trabajar con la
desinfeccion y garantizar que el ozono residual se mantenga presente durante el
tiempo de contacto.

Cloro
* Elcloro es un compuesto quimico facil de operar

* Por debajo de 1 mg/L y arriba de 3 mg/L las concentraciones de cloro libre se
mantienen inestables en el tiempo (ideal trabajar entre 1-3 mg/L)

* El material de plastico no consume cloro residual
* La demanda de cloro con la bacteria es de 0.3 mg/L

Ensayo de desinfeccion con ozono y cloro (H.pylori)

Ozono

* Los efectos con mayor significancia se encuentran por debajo de un CT=3

* Laforma VNC es mas resistente al ozono en los valores de CT mas bajos (CT=0.2
presenta una diferencia de 0.64 log)

* Todos los valores resultaron estadisticamente significativos
e (Cambios morfolégicos estan implicados en la resistencia de la forma VNC

* Los valores de CT reportados para una inactivacion 2-log estan cercanos a los
valores donde se encuentran las diferencias més grandes entre ambas formas
metabolicas

* Avalores de CT por arriba de 0.4 se observa que el comportamiento se vuelve

similar para ambas formas metabdlicas por lo que se comprueba que el poder
oxidante del ozono puede inactivar las bacterias
* Se debe aplicar un valor CT de 0,6 mg min/L para garantizar una inactivacion de
3 log
* El mejor ajuste se da con la ecuacion de Hom (R?=0.83) y el valor de n>1 por lo
que la concentracion es mas importante que el tiempo

Cloro

* Los efectos con mayor significancia se encuentran por debajo de un CT=10
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* Laforma VNC es mas resistente al cloro en los valores de CT por debajo de 2
(CT=0.5, 1, 1.5 es donde se presenta las diferencia mas altas 1 log)

* Todos los valores resultaron estadisticamente significativos
e (Cambios morfolégicos estan implicados en la resistencia de la forma VNC

* Los valores de CT reportados para una inactivacion 2-log estan cercanos a los
valores donde se encuentran las diferencias més grandes entre ambas formas
metabdlicas

* Se debe aplicar un valor CT de 1.5 mg min/L para garantizar una inactivacion de
3 log

* El mejor ajuste se da con la ecuaciéon de Hom (R?=0.90) y el valor de n<1 por lo
que la concentracion es igual de importante que el tiempo de contacto

Ensayo de desinfeccion con ozono y cloro (V.cholerae)
Ozono

* Los efectos con mayor significancia se encuentran por debajo de un CT=3

* Laforma VNC es mas resistente al ozono en los valores de CT mas bajos (CT=0.5
presenta una diferencia de 1.56 log)

* Todos los valores resultaron estadisticamente significativos
e (Cambios morfolégicos estan implicados en la resistencia de la forma VNC

* Los valores de CT reportados para una inactivacion 2-log estan cercanos a los
valores donde se encuentran las diferencias mas grandes entre ambas formas
metabdlicas (casi 2-log de diferencia)

* Avalores de CT por arriba de 1 se observa que el comportamiento se vuelve
similar para ambas formas metabdlicas por lo que se comprueba que el poder
oxidante del ozono puede inactivar las bacterias

* Se debe aplicar un valor CT de 1 mg min/L para garantizar una inactivacion de 2
log
* El mejor ajuste se da con la ecuacion de Hom (R?=0.94) y el valor de n<1 por lo
que la concentracion es igual de importante que el tiempo de contacto

Cloro

* Los efectos con mayor significancia se encuentran por debajo de un CT=10

* Laforma VNC es mas resistente al cloro en todos los valores de CT (las diferencia
mas altas es alrededor de 1.53 log en todos los puntos)

* Todos los valores resultaron estadisticamente significativos
e (Cambios morfolégicos estan implicados en la resistencia de la forma VNC

* Los valores de CT reportados para una inactivacion 2-log estan cercanos a los
valores donde se encuentran las diferencias més grandes entre ambas formas
metabolicas

* Se debe aplicar un valor CT de 1.5 mg min/L para garantizar una inactivacion de
3 log
* El mejor ajuste se da con la ecuacion de Hom (R?=0.65) y el valor de n>2 por lo
que la concentracion es mas importante que el tiempo de contacto
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7 Conclusiones

Se logro inducir el estado viable no cultivable de Vibrio cholerae y Helicobacter

pylori en agua de mar artificial y se comprobd la presencia de dicho estado
metabdlico por medio del uso del colorante fluorescente (LIVE/DEAD) con el cual
se detectd y cuantificod la sefial de fluorescencia, lo cual permiti6 de manera
sistematizada conocer el proceso de induccion al estado viable no cultivable.

Se obtuvo una secuencia gendmica especifica para detectar el estado viable no
cultivable de Vibrio cholerae de acuerdo al analisis transcriptomico de 3 estados
metabdlicos. El uso de esta secuencia como marcador del estado VNC permite la

diferenciacion entre formas metabdlicas con un nivel de certeza alto y rapidez en
los resultados.

Se logro la deteccion y cuantificacion de las formas viables de H.pylori PMA en

suspension acuosa mediante el uso de la técnica gPCR-PMA la cual tiene la ventaja
de ser una técnica independiente de cultivo y obtener resultados en 2 horas.

Se determinaron las dosis y tiempos de contacto necesarias para inactivar a las
bacterias Vibrio choleraey Helicobacter pylorien medio acuoso en el estado viable

cultivable y viable no cultivable utilizando técnicas moleculares las cuales cuentan
con una alta precision.

De acuerdo al disefio de experimentos planteado se obtuvo la resistencia a la
desinfeccion comparando las formas viables no cultivables con la forma reportada
en la literatura asi como las contantes cinéticas de inactivacion para ambos
estados metabdlicos con lo que se observd la resistencia a la desinfeccion
adquirida en el proceso de induccion.
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