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Resumen

Se estandariz6 la técnica de calorimetria diferencial de barrido (DCS) para el
estudio térmico de células bacterianas y se determiné la viabilidad de la técnica de
DCS para cuantificar la actividad metabolica de células de Escherichia coli en
caldo de soya tripticaseina (CST). Ademds, se estudio el estado viable no
cultivable (VNC) de células de E. coli, Vibrio cholerae y Salmonella mediante DSC,
espectroscopia de infrarrojo (IR) cuenta en placa (CP) y cuenta directa viable
(CDV), y se determiné la resistencia al pH y a la temperatura de células de V.
cholerae y Salmonella en estado VNC. Se logré estandarizar la técnica de DSC
para el estudio térmico de células bacterianas; las condiciones mas adecuadas
fueron el uso de crisoles de aluminio, vel. 5°C/min, peso promedio de 10 mg. Con
la técnica de DSC se pudo cuantificar con precision el crecimiento de E. coli a
partir de diferentes concentraciones iniciales en CST a 35 °C. Dependiendo de la
concentracion inicial de E. coli, el calorimetro detectdo actividad metabdlica
después de sblo unos pocos minutos o hasta en un maximo de cinco horas. El
limite de deteccion del calorimetro fue de 4.3 + 0.4 log;o UFC. La técnica de DSC
resulté ser un método alternativo eficaz para medir el crecimiento bacteriano en
TSB en tiempo real. Por otro lado, durante el desarrollo del estado VNC se
observo un incremento en la resistencia térmica de casi 15 °C en las células de V.
cholerae, mientras que para Salmonella, por el contrario, se presentd una
disminucién de mas de 20°C en la resistencia térmica de las células. Sin embargo,
para el caso de E. coli, no se observaron cambios en la resistencia térmica
durante su ingreso al estado VNC. Con la técnica de IR se observo una

disminucién en la concentracion del péptidoglicano de la pared de las células en



estado VNC de Salmonella asi como cambios relacionas con las amidas A, 1y Il
de las proteinas. Sin embargo, para V. cholerae aunque también se observan
cambios en estas mismas regiones y para estas mismas estructuras los cambios
fueron menos acentuados. Por ultimo, el estado VNC no confirié resistencia a las
células de S. Typhimurium o V. cholera al efecto antimicrobiano del hipoclorito de

sodio, por el contrario las hizo mas sensible.

Los resultados sugieren que el estado VNC es una condicion fisioloégica que podria
conferir cierta proteccion a algunas bacterias frente al efecto de algunos factores
ambientales; no obstante, a otras bacterias el estado VNC podria hacerlas mas
sensibles al efecto de los factores ambientales y a otras més, no provocar ningan

cambio en su resistencia natural.
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1. Introduccién

El comportamiento y persistencia de los microorganismos en el medioambiente
esta determinado en gran medida por su entorno y por su potencial de adaptacion.
Aquellos microorganismos que son capaces de adaptarse a los cambios de su
entorno y del medioambiente tienen mejores perspectivas de sobrevivencia. Por
ello, para evolucionar tienen que desarrollar una diversidad de mecanismos y
estrategias que les permitan adaptarse a las nuevas condiciones. En general,
estos cambios los pueden experimentar todo tipo de microorganismos, incluidos
los patdégenos. Actualmente, muchos de los mecanismos y estrategias que
desarrollan los microorganismos para lograr adaptarse a su entorno no han sido
estudiados a fondo.

Recientemente, diversos estudios sugieren que los cambios climéaticos, como el
fenémeno del nifio, incluso el calentamiento global, estan teniendo una influencia
directa en la aparicion, resurgimiento e incremento o desaparicion de
enfermedades de etiologia microbianas. No obstante, no se sabe con exactitud el
papel de éstos fendbmenos climéticos en la epidemiologia de tales enfermedades.
Como es el caso del colera, una de las enfermedades trasmitidas por el agua y los
alimentos, que actualmente se ha tornado endémico en muchos paises
subdesarrollados. En nuestro pais las cifras disponibles mostraban un abatimiento
hasta cero en los ultimos afios, sin embargo el afio pasado se presentaron casos
de colera, principalmente en la zona de la huasteca hidalguense, pero también en
la capital del estado, asi mismo en otros paises (como los del continente asiatico),

el nimero de casos se ha mantenido constante respecto al tiempo, en otros



practicamente ha desaparecido y en otros esta resurgiendo, como es el caso
reciente en Haiti, Cuba y recientemente México.

En los ultimos afos, se ha descubierto una condicién fisiolégica que se sugiere
desarrollan todas las bacteria no esporuladas, conocida como estado Viable no
Cultivable (VNC). Diferentes investigadores sefalan que el estado VNC es una
forma de resistencia que desarrollan las bacterias no esporuladas debido al estrés
provocado por su entorno o el medio ambiente. Se menciona que en el estado
VNC las bacterias pueden mantenerse viables por tiempo indefinido, y cuando las
condiciones del medio son favorables, tal estado es revertido y los
microorganismos contindan con su ciclo de vida. No obstante, se desconoce si
efectivamente el estado VNC es una forma de resistencia a las condiciones
ambientales que adquieren las bacterias como mecanismo de sobrevivencia.

Una de las causa del por qué no ha sido evaluada la resistencia a las condiciones
ambientales de las células en estado VNC radica en la dificultad para realizar esta
evaluacion, ya que no se cuenta con técnicas para ello.

Recientemente se ha reportado el andlisis de células bacterianas mediante
técnicas no convencionales como la calorimetria diferencial de barrido (DSC),
resonancia magnética nuclear (NMR), espectroscopia de infrarrojo (IRS) y
espectroscopia de luz ultravioleta (UVS). Las evidencias sugieren la posibilidad de
que mediante el empleo de estas técnicas en combinacion con las técnicas
convencionales de cultivo (TCC) y microscopia de luz visible UV (UVM) se pueda
estudiar la resistencia de las células en estado VNC a los factores ambientales
desfavorables para su sobrevivencia. Por tal motivo, el presente estudio esta

enfocado en evaluar la resistencia de células de Vibrio cholerae, Salmonella

2



Typhimurium y Escherichia coli en estado VNC a diferentes factores ambientales

mediante DCS, IRS, UVS, TCC, UVM.



2. Antecedentes

2.1 Estado viable no cultivable de las bacterias

Antes de abordar el tema del estado viable no cultivable (VNC) es importante
mencionar qué se entiende por célula viable. El concepto de célula viva o
viabilidad celular es referido en la literatura de diferentes formas. Hasta hace algun
tiempo, la capacidad para cultivar microorganismos en un medio de laboratorio,
constituia una herramienta decisiva para determinar la viabilidad de las
bacterianas provenientes de diferentes muestras ambientales. Dependiendo de la
eficacia y/o selectividad del medio de cultivo empleado, la interpretacion de
viabilidad variaba, refiriéndose a ella con varios términos tales como: células vivas,
células muertas, células vegetativas, células viables, células no viables, células
estresadas, células dafiadas o células moribundas. Por ejemplo Valentine y
Bradfiel (1954), propusieron el término viable para describir células capaces de
crecer y formar colonias en un medio de cultivo, y el término vivo para células con
metabolismo respiratorio capaces de dividirse bajo las mismas condiciones.
Postgate y Hunter (1962) dieron el nombre de células muertas a aquellas que no
se dividen; sin embargo, consideraron que algunas veces la bacteria puede no
dividirse y mantener caracteristicas de células vivas, como la integridad de la
membrana. El término “moribundo” fue sugerido por Postgate (1967) para referirse
a un estado intermedio a los anteriores asi mismo sefiala que las bacterias
experimentan tal condicién al encontrarse en un medio pobre en nutrientes y por lo
tanto no son capaces de multiplicarse, aunque mantienen otras funciones

metabdlicas. El término “dormancia o latencia” es una palabra frecuentemente



empleada para microorganismos que forman esporas o quistes (Dworkin, 1979).
Las esporas y quistes producidos por algunos microorganismos son un
mecanismo de sobrevivencia y se pueden encontrar en diversos grupos
microbianos. La espora, le confiere ademas resistencia a la bacteria ante diversos

factores antimicrobianos (Dworkin, 1979).

Kurath y Morita (1983) al igual que Valentine y Bradfiel (1954) definen como
células viables a aquellas con capacidad de crecer y formar colonias, y como no
viables a las que han perdido tal capacidad. Roszak y col. (1984), describieron la
existencia de células de Salmonella enteritidis con actividad metabdlica, aunque
incapaces de crecer en un medio de cultivo. A estas células las designaron como
viables pero no cultivables (VNC). Roszak y Colwell (1987), sefialan que el estado
VNC de las bacterias no esporuladas podria ser un analogo al de las esporas de

las bacterias esporuladas.

En la actualidad el concepto mas aceptado sobre el estado VNC, segun diferentes
investigadores, se aplica a una forma de resistencia en la cual la célula bacteriana
mantiene por tiempo indefinido su viabilidad y parte de su actividad metabdlica,
expresada minimamente, pero que no crecen en los medios de cultivo (Byrd y col.,
1991; Rahman y col., 1994; Huq y Colwell, 1996). Una caracteristica de las células
en aparente condicion VNC es que en el caso de las patdgenas, mantienen este
potencial. Es decir, si un individuo, por ejemplo, ingiriera células de V. cholerae en
tal condicion no cultivable, es posible que desarrolle un cuadro de célera (Huq y

Colwell, 1996). El desarrollo del estado VNC se ha demostrado en la mayoria de



las bacterias patdgenas no esporuladas y transmisibles por los alimentos (Huq y

Colwell, 1996); merece destacarse el caso de V. cholerae.

2.1.1. Factores que inducen el aparente estado VNC
Diversos investigadores sugieren que factores tales como la temperatura, pH,
salinidad, presién osmatica, escasez de nutrientes y antimicrobianos inducen a las
bacterias al estado VNC (Xu y col., 1982; Huqg y col., 1983; Ravel y col., 1995). No
obstante, al parecer la temperatura es el factor mas importante. Investigaciones
efectuadas por Rollin y Colwell (1986) mostraron que un incremento en la
temperatura de cultivo de Campylobacter jejuni conduce a un decremento en la
recuperacion del patégeno en los medios de cultivo, no obstante que la poblacion
se mantiene viable. Xu y col. (1982) observaron que V. cholerae y E. coli entran al
estado VNC como respuesta al incremento de la salinidad del medio. Otros
investigadores reportan que disminuciones en la concentracion de los nutrientes y
de la temperatura del medio (4-5°C), inducen a V. cholerae al estado VNC (Ravel
y col., 1995). La condicion VNC se ha demostrado en practicamente todas las
bacterias patégenas como Vibrio vulnificus (Nilsson y col., 1991), Salmonella
enteritidis (Roszak y col., 1984), Shigella sonnei y flexneri (Colwell y col., 1985), E.
coli O157:H7 (Rigsbeer y col., 1997), Yersinia enterocolitica (Singh y McFeters,
1987) Aeromonas salmonicida (Morgan y col.,, 1991) y Legionella pneumophila
(Hussong, y col., 1987). También se ha observado en bacterias no patégenas al
hombre como Pasteurella piscicida (Maragifios y col., 1994), Enterobacter
aerogenes, Streptococcus faecalis y Micrococcus flavus (Byrd y col., 1991), entre

mucho otros.



2.1.2. Deteccion de células en posible estado VNC
En la actualidad existen diferentes técnicas para poner de manifiesto la viabilidad
de la célula bacteriana. Todas ellas, sin embargo, presentan ciertas limitaciones.
Por ejemplo, en la técnica de cuenta directa viable (CDV), el parametro para
determinar la viabilidad es la elongacion de la célula. Algunos autores mencionan
que tal técnica presenta el inconveniente de que cierto porcentaje de células
viables no cultivables de la poblacién, no muestran incremento de su tamafio con
esta técnica, por lo que no seran consideradas como viables (Davies y Evison,
1991). Otros mencionan que el porcentaje de células que no aumentan de tamafio
es bajo (1-5%), por lo que debe ser considerada como una técnica confiable

(Roszak y col., 1984; Grimes y Colwell, 1986).

Las técnicas para diferenciar células bacterianas vivas de muertas, fueron
desarrolladas desde finales del siglo XIX y principios del XX. Los procedimientos
se basan en la capacidad de las células para captar colorantes vitales, tales como
rojo neutro, eosina, azul de metileno, carbol fucsina, rojo congo y azul de toluidina.
Estas tinciones permitian diferenciar células vivas de muertas en sentido absoluto.
Sin embargo, las células provenientes de habitats acuéticos naturales, producian

resultados ambiguos (Roszak y Colwell, 1987).

Durante la década de los treinta y en las posteriores tres décadas, para diferenciar
bacterias vivas de muertas o etapas intermedias, se emplearon procedimientos
basados en la obtencion de microcolonias en medios de cultivo y su buasqueda con

ayuda de un microscopio de luz visible (Roszak y Colwell, 1987).



A principio de la década de los setentas se empezd a aplicar el marcaje con
radiois6topos para determinar la actividad metabdlica celular. Estas técnicas se
fundamentaban en que las células metabdlicamente activas (vivas), al ser
expuestas a un isétopo radiactivo serian capaces de incorporarlo y se podria
detectar la actividad celular empleando peliculas fotograficas o mediante un
contador de centelleo (Roszak y Colwell, 1987). Mas tarde estas técnicas fueron
combinadas con inmunofluorescencia para distinguir poblaciones especificas
(Shahamant col., 1993). Zimmerman y col. (1978), desarrollaron una técnica para
diferenciar bacterias vivas de muertas, basandose en la actividad respiratoria.
Para ello utilizo el colorante redox cloruro de 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-
feniltetrazalium (INT), el cual compite con el oxigeno molecular como receptor final
de los electrones provenientes de la cadena respiratoria. El poder reductor
generado por el sistema de transporte de electrones convierte el INT en cristales
insolubles de INT-formazan, que es acumulado en bacterias metabdlicamente
activas. Los depoésitos de INT-formazan dentro de la célula, pueden ser
observados al microscopio mediante campos claros o fluorescencia, como
depdsitos de color rojo. Por otro lado, el formazan puede ser extraido de la célula

con etanol y otros solventes organicos y cuantificarse fotométricamente.

En 1979, Kogure y col., describieron un método microscopico directo para el
recuento de bacterias viables en muestras de agua de mar. El procedimiento
consiste en incubar las muestras a 20 °C una vez que se les ha adicionado
extracto de levadura y acido nalidixico. El acido nalidixico es un inhibidor de la

sintesis del ADN, pero no de la sintesis de proteinas. Por lo tanto, durante la



incubacion con extracto de levadura, las células no se dividen pero si incrementan
de tamafio y se alargan siendo facilmente distinguibles al adicionar naranja de
acridina. Este colorante se puede unir tanto al ADN como al ARN; en el primer
caso forma complejos que fluorescen de verde bajo la luz ultravioleta y en el
segundo los complejos fluorescen de naranja. En las células vivas debido a la
abundancia de ARN (como resultado de la sintesis de proteinas), se observara
fluorescencia naranja o roja, en tanto que en las células inactivas (pobres en ARN)

la fluorescencia sera verdosa (Kogure y col., 1979a)

Existen varios métodos especificos y sensibles desarrollados en los ultimos afios
para poner de manifiesto las células en posible estado VNC. El método de cuenta
directa de células viables (CDV) desarrollado por Kogure y col. (1979a), es quizas
el mas convincente y ampliamente usado para detectar células viables,
independientemente de ser o no cultivables. El procedimiento ha sido optimizado
para la deteccién de viabilidad de V. cholerae, combinandolo con anticuerpos
fluorescentes poli o monoclonales (FA) (Brayton y Colwell, 1987). Mediante este
procedimiento se ha detectado V. cholerae O1 en estado VNC en muestras de
plancton recolectados de estanques en Bangladesh; de un total de 876 muestras,
563 (64.27 %) fueron positivas por la técnica de FA y sdélo 3 (0.3 %) por la técnica
tradicional de cultivo (Huq y col., 1990). Mediante esta técnica Huq y col. (1990),
han demostrado la presencia de V. cholerae O1 en varios rios por espacio de un
afio en Bangladesh, donde el célera es endémico. La técnica de FA combinada
con la de CDV (DFA-DVC), permite una cuantificacion mas facil de las células en

estado VNC (Brayton y Colwell, 1987). Esta técnica combinada, puede ser usada



para detectar numeros discretos de microorganismos en posible estado VNC a
partir de alimentos y muestras de agua, previa concentracién de las bacterias en

filtros (Hasan y col., 1995).

La técnica del p-nitrofenil-tetrazolium (ITN) desarrollada por Zimmerman y col.
(1978), en combinacién con la técnica de CDV de Koguel y col. (1979), ha sido
propuesta como el método INT-CDV por Hasan y col. (1995). Asi se han detectado
células en estado VNC de Aeromonas hydrophila (Hasan y col., 1995) y Shigella
dysenteriae (Rahman y col., 1996) a partir de agua contaminada. Una técnica
recientemente propuesta para diferenciar células bacterianas vivas de muertas es
la conocida como SYTO 9-PI (Live/dead® BacLight™ Bacterial Viablitily Kits.,
Molecular Probes, Inc., Eugene, Oreg.); ésta se propuso para distinguir células
bacterianas en estado VNC de células muertas. En dicha técnica se utilizan dos
colorantes fluorescentes el SYTO 9-PlI, que tifie el ADN de color verde, y el yoduro
de propidio, que tifie al ADN de rojo. Estos colorantes se diferencian en sus
espectros de absorcién de luz y en su penetracion a la célula intacta. El colorante
SYTO 9-PI es capaz de penetrar en la célula intacta y tefiirla. En contraste, el
yoduro de propidio Unicamente penetra las células con membrana deteriorada. De
esta forma, las bacterias con una membrana celular intacta se tifien y fluorescen
de color verde, mientras que las células con alteraciones en su membrana se tifien
de rojo. La técnica se ha utilizado en la investigacion del estado VNC de E. coli
0157 H:7 (Rigsbeer y col., 1997). Ha sido empleada también por Bogosian y col.
(1998), con cepas E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter faecalis,

Enterobacter aerogenes, y Salmonella choleraesuis.
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En todas las técnicas mencionadas hasta el momento, es indispensable el uso de
un microscopio de epifluorescencia. Existen métodos mas sofisticados para poner
de manifiesto a las células no cultivables, tales como la autoradiografia o la
citometria de flujo (Shahamat y col., 1993; Votyakova y col.,, 1994). Se cuenta
también con métodos en los que se emplea el material genético, por ejemplo la
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) para detectar el gen que codifica para
la toxina colérica (Hasan y col., 1994), pruebas con oligonucleotidos (Heidelberg y

col., 1993) o hibridacién del ADN (Rivera y col., 1995).

2.1.3. Bacterias que entran al estado VNC
El nimero de especies descritas que entran en el estado VBNC aumenta
constantemente, con aproximadamente 60 hasta ahora reportadas que presentan
esta respuesta fisiologica. Se incluyen un gran nimero de patégenos humanos,
incluyendo Campylobacter spp., E. coli (incluyendo cepas EHEC), Francisella
tularensis, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, varios serotipos de
Salmonella spp, Shigella, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, y V. vulnificus.
Este dltimo ha sido el mas estudiado en lo que respecta al estado VNC (Oliver,

2005).

2.1.4. Cambios morfoldgicos y fisiolégicos
En el estado VNC las bacterias pueden experimentar una serie de cambios
morfologicos y fisiologicos (Kondo y col., 1994; Chowdhury y col., 1995). El V.
cholerae sufre una secuencia de cambios en su estructura celular (Chowdhury y

col., 1995). Kondo y col. (1994), mediante microscopia electrénica observaron que
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V. cholerae en el estado VNC disminuye en 2/3 su tamafio en comparacion con el
de células cultivables. Observaron que las membranas celulares externa e interna,
presentan forma ondulada; la pared de peptidoglicano se vuelve mas gruesa y
densa que la de las células normales. Linder y Oliver (1989) encontraron que la
mayoria de los acidos grasos de 16 carbonos (C16 y C16:1) de la membrana
celular de V. vulnificus decrecen en un 57 % sus niveles al entrar el patdgeno a la
condicién VNC; las células adquirieron una morfologia cocoide, disminuyeron de
tamafio y exhibieron pocos ribosomas. Hazeleger y col. (1995) en estudios
efectuados con Campylobacter jejuni, observaron que las células del patogeno al
entrar al estado VNC, disminuyen de tamafio y adquieren una morfologia cocoide.
Por otro lado, no encontraron diferencias en el perfil de proteinas entre las células
en estado VNC y normales. La sintesis de proteinas de las células del patégeno
durante su transformacion a la condiciébn no cultivable, no fue afectada por
cloranfenicol. La irradiacién del ADN con rayos gamma no afecto la transformacién
de las células al estado VNC. Con base en su resultados, los investigadores
concluyen que la transformacion de las células de una morfologia espiral a

cocoide, no es un proceso regulado genéticamente.

A pesar de los cambios que ocurren en la célula, los microorganismos patdégenos
mantienen éste potencial. Se ha demostrado que C. jejuni, E. coli, V. vulnificus, V.
cholerae, y S. dysenteriae mantienen su virulencia en el estado VNC (Colwell y
col., 1985; Jones y col., 1991; Rahman y col., 1994). Algunos autores sefialan la
posibilidad de que todos los patdgenos en la condicién no cultivable retengan su

virulencia (Hug y Colwell, 1996).
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2.1.5. Reversion del estado VNC
La no recuperacién en medios de cultivo de microorganismos en el estado VNC ha
estimulado investigaciones tendientes a revertir dicho estado. Algunos
investigadores han reportado reversion de la condicion VNC de las bacterias luego
de aplicar ciertos tratamientos a la poblacién no cultivable. Por ejemplo, se ha
reportado que mediante la adicion de nutrientes al medio es posible revertir el
estado VNC de S. enteritidis (Roszak y col., 1984). Nilsson y col. (1991)
observaron que V. vulnificus puede salir del estado VNC al incrementar la
temperatura de 4 a 23 °C. De igual forma Ravel y col. (1995) sefialan que V.
cholerae en estado VNC suspendido en agua artificial de mar y mantenido a 4 °C,
revierte tal condicion al incubar el sistema a 30 °C / 72 h. Wai y col. (1996),
lograron revertir la condicién no cultivable de V. cholerae por medio de un choque
térmico. Se ha descrito también que mediante modificaciones en la composicion
de los gases es posible también revertir la condicién no cultivable de C. jejuni
(Bovill y Mackey, 1997). A pesar de todos los estudios que existen donde se
suguiere reversion del estado VNC, existe mucha controversia al respecto, ya que
algunos autores afirman gue no existe tal reversion, y que lo que han observado
los investigadores que asi lo reportan es la multiplicacién de algunas células vivas
cultivables, que estan presentes en el medio mezcladas con la VNC, y no la

reversion de la poblacion en estado VNC.

Una condicién con cierta semejanza al estado VNC es el estrés celular. Este se

define como un dafio subletal que experimenta la célula bacteriana como resultado
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de los tratamientos a los que son sometidos los alimentos (Russell y col., 1995;
Hoffmans y col., 1997). A diferencia de las células en estado VNC, las estresadas
tienen la peculiaridad de que se desarrollan en un medio libre de inhibidores, pero
no en uno que contenga inhibidores que en condicion de no estrés la inhiben (por
ejemplo, medios selectivos especificos para ese microorganismos) (Hoffmans y
col., 1997). Afos atras, antes del conocimiento de este hecho, las bacterias
patégenas en condicion de estrés representaban un riesgo a la poblacién al no ser
detectadas. Actualmente son un problema menor ya que se han desarrollado

diversos procedimientos para reactivarlas y ponerlas de manifiesto.

Desde cierta perspectiva, el estado VNC podria considerarse un tipo de estrés
celular. Es posible que las células en este estado fisiolégico puedan ser cultivables
en un medio de laboratorio, precedido de un tratamiento especifico (calor por
ejemplo); sin embargo, no se han encontrado las condiciones adecuadas para

lograr la reversion.

2.1.6. Implicaciones sanitarias
Es importante resaltar que los patdgenos en el posible estado VNC, representan
un mayor peligro para la poblacién desde un punto de vista practico. Por ejemplo,
para el caso de V. cholerae, por lo general la investigacion de este patégeno a
partir de agua, alimentos u otros materiales, se efectiia mediante cultivo. La no
deteccién del patégeno conducirda a resultados falsos negativos durante el
monitoreo del microorganismo si esta presente pero en la condicién de VNC. En
consecuencia, la vigilancia epidemioldgica se veria seriamente afectada por que

se descuidan focos potenciales de contaminacion ante reportes que no reflejan la
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situaciéon real de la prevalencia del patdégeno en el medio ambiente. De ahi la
importancia de disponer de técnicas que permitan poner de manifiesto las células

del patdgeno en tal condicion VNC en todo tipo de alimentos.

2.1.7. Implicaciones ambientales
Los seres humanos han reconocido que las condiciones climaticas influyen en la
aparicion y dispersion de enfermedades epidémicas (NRC, 2001). Por lo cual y
bajo las premisas del cambio climéatico, los patrones de difusion y diseminacion de
enfermedades infecciosas estan cambiando, haciendo mas importantes los
métodos y formas de determinacion de los agentes causales de enfermedad para
su prevencion. De esta forma, es importante estudiar si el estado VNC de agentes
patdgenos, como V. cholerae, realmente proporcionara resistencia a las bacterias
ante los cambios ambientales a los que puedan ser sometidos y que si en el este
estado es capaz de mantener su patogenicidad y virulencia a través de un

intervalo de tiempo y espacio determinado.

2.2. V. cholerae

V. cholerae O1 se encuentra situado dentro del orden Pseudomonadales, familia
Vibrionaceae. Las especies del género Vibrio son gram-negativas y tiene forma de
bacilo corto, recto o curvo a manera de una coma. Mide 1.4 a 2.6 um de longitud
por 0.5 a 0.8 um de didmetro. Es una bacteria no esporulada que en cultivos
frescos y puros se presenta de tamafo uniforme, mientras que en cultivos viejos
se torna pleomorfica, con formas ocasionales esféricas o filamentosas y cadenas
de bacilos. No forma endosporas. Posee un flagelo polar que le confiere
movimiento vibratil. Son aerobios facultativos, poseen ambos metabolismos,
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respiratorio y fermentativo (Baumann y Shubert, 1984). El patdgeno tiene
capacidad de fermentar glucosa, lo que le distingue de otras Pseudomonadaceae.
La mayoria de los vibrios producen citocromo-oxidasa, lo que les distingue de las
Enterobacteriaceae. Son halotolerantes, con afinidad al medio alcalino, y muy
sensibles a los acidos. No fijan el nitrégeno, todos son quimiorganotrofos, muchos
capaces de crecer en un medio mineral Unicamente con D- glucosa y cloruro de
amonio. SO6lo unas cuantas cepas necesitan factores organicos de crecimiento.
Los iones sodio estimulan el crecimiento en todas las especies y son un
requerimiento para la mayoria; la minima concentracion necesaria es del orden de
5-700 mM, por lo que muchas especies crecen bien en medios que contengan
agua de mar (Ravel y col., 1995). El patégeno puede encontrarse en habitats
acuaticos con variedad de salinidad y son comunes en ambientes marinos.
También puede encontrarse en agua dulce donde, dependiendo de diversos
factores, su sobrevivencia puede ser de horas hasta dias (Rogers y col., 1980;
Bourque y col.,, 1986). V. cholerae es susceptible a la desecacion, el calor,
desinfectantes quimicos como el cloro y a antibiéticos como las tetraciclinas

(Kumate y col., 1993).

2.2.1. Clasificacion serolégica
Se han descrito mas de 140 grupos serolégicos de acuerdo al antigeno somatico
O de V. cholerae, entre los cuales el grupo O1 produce la enterotoxina colérica
(Mooi y Bik, 1997). Las cepas que no reaccionan con el antigeno O1 son llamadas
V. cholerae no-O1 (Kumate y col., 1993). El antigeno O somatico, es un

polisacérido tipico de las bacterias gram-negativas, el cual es un componente de
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la membrana externa de la célula. Las porciones lipidicas tienen actividad
endotodxica y la especificidad antigénica depende de los polisacaridos. El antigeno
O es importante para su diagnostico, a diferencia del antigeno H (flagelar) que es
compartido con muchos vibrios no patégenos (Andnimo, 1975). Las cepas del
serovar O1 muestran notable consistencia en su comportamiento fisiolégico e
inmunoldgico (Kumate y col., 1993), pero no en diversidad genética, aun dentro de
una region geografica (Mekalanos, 1997). A estas cepas se les denomina
epidémicas. Muchas cepas de otro serovares tienen propiedades patégenas y
pueden causar diversas formas de diarrea o lesiones extraintestinales (Kumate y

col., 1993).

V. cholerae O1 incluye dos biotipos, el Clasico y El Tor. Se cree que el biotipo
clasico genero las pandemias del siglo XIX. Las primeras cepas de El Tor fueron
aisladas a principios del siglo XX de cadaveres de peregrinos que permanecieron
en la estacion de cuarentena El Tor en la peninsula del Sinai (Mata, 1992). El Tor

es el biotipo que actualmente causa la séptima pandemia de célera (Mata, 1992).

El biotipo clasico se distingue por su alta tasa de ataque, generar cuadros de
diarrea graves, ser muy virulento, y poseer una tasa de letalidad de 10 hasta 50
por ciento. El biotipo El Tor es menos virulento, tiene una menor tasa de ataque y
una letalidad considerablemente mas baja que el clasico. Mientras el clasico ha
ido desapareciendo, dejando solo un reducto en Bangladesh, EI Tor muestra
tendencia a persistir en el ecosistema de muchos paises, tornandose endémico
(Kumate y col.,, 1993). Bioquimicamente los biotipos se diferencian por la

produccion de acetilmetilcarbinol (reaccion de Voges Proskauer), hemaglutinacion
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de eritrocitos de pollo, sensibilidad a la polimixina y sensibilidad a los fagos IV y V

(Kumate y col., 1993).

Los dos biotipos comprenden tres serotipos asociados a antigenos O: el Inaba y el
Ogawa, que son los principales y el Hikojima, que es raro. Esta especificidad se
debe a la presencia de tres antigenos llamados A, B, y C. El serotipo Inaba
contiene los antigenos A y C; el serotipo Ogawa los antigenos Ay B; y el serotipo
Hikojima los tres A, B y C (Mata, 1992). Existen evidencias que sugieren que los
tipos Inaba e Hikojima resultaron de mutaciones in vivo. Por otro lado, el serotipo
Hikojima es poco estable y se ha reportado que puede experimentar
interconversiones transformandose a menudo en cualquiera de los otros serotipos
(Stroeher y col., 1992). En el laboratorio los serotipos se diferencian mediante
pruebas de aglutinacion en laminas, de cepas que primero han aglutinado
francamente con suero de conejo polivalente anti O1, y después con sueros

especificos anti-lnaba o anti-Ogawa (Kayser y col., 1992).

Existen cepas de V. cholerae que no aglutinan con el antisuero Ol que se
denominan V. cholerae no-O1. Los vibrios no-O1 pueden causar gastroenteritis de
uno a tres dias de evolucion, asi como infecciones extraintestinales como

septicemia, otitis media, infeccion de heridas y cistitis (Kumate y col., 1993).

2.3. Ecologia de V. cholerae O1
Tradicionalmente, los epidemiologos del cdlera consideraban que el Unico
reservorio de V. cholerae era el intestino humano y que las perspectivas de su

sobrevivencia fuera del intestino eran minimas (Felsenfeld, 1966). Recientemente

18



diversas evidencias sugieren fuertemente que V. cholerae es capaz de sobrevivir
largo tiempo fuera del intestino humano, principalmente en ambientes acuaticos
(Colwel y col., 1977). Estas evidencias junto con los datos de brotes provocados
por el consumo de productos marinos sin indicios de contaminacion fecal humana
del agua en los sitios de recoleccion o captura (Anénimo, 1980), y los estudios de
biologia molecular efectuados por diferentes investigadores, revelan que el vibrion
puede ser un componente autoctono de las aguas salobres, estuarios, litorales y

pantanos salados en zonas templadas (Hoody col., 1981).

Ante estos hallazgos, las investigaciones se han enfocado al estudio de la
ecologia de V. cholerae en el medio acuatico y en su interaccion con la micro y
macroflora residente (Colwell y col., 1981). Es importante destacar que la
adherencia participa de manera importante en la interaccion de V. cholerae con

superficies o individuos marinos.

2.3.1. El estado VNC como posible mecanismo de sobrevivencia del V.

cholerae en el medio ambiente
Huq y col. (1983), con base en numerosos estudios sobre la ecologia del V.
cholerae en ambientes acuaticos, sefialan que un posible mecanismo de
sobrevivencia del patégeno en el medio marino, seria el desarrollo del estado VNC
de células de V. cholerae adheridas a superficies de copépodos. Los
investigadores sugieren que estas células pueden experimentar el estado VNC en
un ambiente desfavorable para su sobrevivencia como ocurre durante los meses
lluviosos o de ciclones, por ejemplo. Bajo tales circunstancias, los nutrientes

escasean y las condiciones ambientales se tornan extremas. Mencionan los
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autores que bajo la condiciéon VNC el V. cholerae puede sobrevivir adherido a los
copépodos y subsecuentemente salir de tal condicion y multiplicarse sobre la
superficie del animal cuando las condiciones del medio revierten o son favorables.
Sin embargo, hasta el momento no se han reportado evidencias experimentales
que refuercen esta hipotesis. Se desconoce ademas si efectivamente el patégeno
es capaz de desarrollar la condicién VNC adherido a la superficie de animales

acuaticos.

2.4. Escherichia coli genérica

E. coli es el microorganismo procarionte mas estudiado en el area biolégica debido
a sus caracteristicas genéticas, metabdlicas y de cultivo que han sido la base para
la ingenieria genética y la biotecnologia moderna (Lederberg, 2004). Esta bacteria
fue identificada en 1885 por Theodore von Escherich quien la denominé Bacterium
coli commune. En 1895, el nombre de B. coli commune cambié por E. coli en
honor a su descubridor. En la tabla 2.1, se resume la clasificacion de este

microorganismo segun el manual de Bergey’s (1994).

E. coli es el miembro principal de la flora intestinal del colon de animales de
sangre caliente, incluyendo al ser humano. Coloniza el tracto gastrointestinal del
recién nacido y permanece toda la vida en simbiosis. Las funciones de E. coli en el
humano son mantener saludable la fisiologia intestinal y la sintesis de las
vitaminas B y K (BAM, 1998; Vidal, 2003). Su presencia en los alimentos indica
contaminacion fecal reciente, ya que tiene el inconveniente de vivir poco tiempo en
el ambiente extraentérico. Es por ello que estd considerada como un buen

indicador de contaminacion fecal (Pascual y Calderén, 2000).
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Tabla 2.1. Clasificacion de Escherichia coli.

Familia Enterobacteriaceae
Tribu Escherichieae
Género Escherichia
Especies E. coli, E. hermannii,

E. blattae, E. vulneris

fergusonni

Fuente: Manual de Bergey's, 1994.
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2.4.1. Caracteristicas de E. coli.
Escherichia coli es un bacilo Gram negativo (-), anaerobio facultativo, no
esporulado, de dimensiones 1.1 a 1.5 pm (largo) x 2 a 6 pum (ancho),
generalmente con flagelos peritricos y fimbrias (Bergey's Manual., 2005).
Frecuentemente presenta una microcapsula, por lo que algunas cepas producen
colonias mucoides; la mayoria son fermentadoras de lactosa y producen gas a
partir de glucosa (Bergey’s Manual., 2005). Este microorganismo tiene ambos
tipos de metabolismo, respiratorio y fermentativo (BAM, 1998). Su crecimiento es
exponencial a temperaturas entre 7 y 45 °C (Jones y col., 2006) y puede sobrevivir
a temperaturas de refrigeracion (6 a 4 °C). El tiempo de generacion de esta
bacteria es cada 20 min, en medios de enriquecimiento (Lederberg, 2004). El pH
Optimo para su crecimiento es de 7 con intervalos de 4.4 a 9.0, sin embargo; se ha
aislado a pH de 3.7 (Cerna, 2003). Algunos reportes indican que la bacteria puede
crecer a pH cercanos al neutro (6 a 8) pero no a 4 6 5 (ajustando el caldo con
acido acético) (Schilling, 2008). Esta bacteria crece en medios de cultivo simple y
sintético, donde utiliza glicerol o glucosa como Unica fuente de carbono y energia.
Cataboliza la D-Glucosa y otros carbohidratos con formacion de acido y gas (BAM,

1998).

La mayoria de las cepas de E. coli son no patdégenas, aunque existen algunas que
son patdgenas (Pascual y Calderon, 2000). Las cepas no patdgenas pueden ser
oportunistas y causar infecciones en humanos inmunocomprometidos. Mientras
gue las cepas patdgenas pueden causar enfermedades gastrointestinales y

diarrea en humanos saludables (Montville y Matthews, 2005).
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Las cepas de E. coli son clasificadas dentro de grupos especificos basados en sus
factores de virulencia, mecanismos de patogenicidad, cuadros clinicos y antigenos

de superficie (Bergey's Manual, 1994; Montville y Matthews, 2005).

Se ha subdividido serolégicamente a la E. coli patdgena por la presencia de
factores de virulencia para identificarlas o caracterizarlas epidemiolégicamente. La
caracterizacion serologica de E. coli se realiza mediante el analisis de tres
antigenos de superficie: 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 74

capsulares (K) (Rodriguez-Angeles, 2002; Montville y Matthews, 2005).

Es necesario determinar los antigenos O y H para los serotipos asociados con
diarrea. El antigeno O identifica al serogrupo de una cepa, y el antigeno H

identifica al serotipo (Bergey's Manual, 1994).

Se han descrito al menos seis grupos patégenos de E. coli: enteropatégena,
enteroinvasiva, enterotoxigénica, enterohemorragica, enteroadherente vy

enteroagregativa (Kasper col., 2004).

2.5. Salmonella

Desde hace cien afios hay informacion que relaciona las bacterias del género
Salmonella con padecimientos en humanos y animales. En la actualidad la
salmonelosis es la principal causa de enfermedad transmitida por los alimentos en
la mayoria de los paises desarrollados y en los subdesarrollados es una de las

mas importantes causas de muerte.

El género Salmonella fue creado definitivamente en 1900 por Lignieres y se le
denomino asi en honor del Dr. D.E. Salmon, bacteri6logo norteamericano
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codescubridor y que describié por primera vez la Salmonella entérica (antafio

conocida como cholerae-suis).

Aunque en la actualidad existen alrededor de 2300 serovares, todos considerados
potencialmente patégenos al humano, so6lo 200 han sido asociados con

enfermedad humana.

La clasificacion de los microorganismos que se incluyen en el género Salmonella
se encuentra bajo revision. La clasificacion segun Edwards y Ewing (1972) se
aplica principalmente en Estados Unidos, y reconoce tres especies: typhi,

choleraesuis y enteritidis.

Por otra parte, con fines epidemioldgicos, el Comité de Expertos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y muchos otros autores coinciden en que
el género Salmonella se le puede agrupar en tres grupos (Pérez Miravete, A.

1974):

a. Los que infectan solamente a personas, incluye: Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B y Salmonella paratyphi C.
Este grupo incluye a los agentes de la fiebre tifoidea y paratifoidea que son
las mas graves de las enfermedades producidas por las Salmonellas.

b. Los que pueden adquirirse al consumir alimentos, incluye: S. gallinarum
(aves), S. dublin (bovinos), S. abortus-equi (equinos), S. abortus-ovis

(ovinos) y S. cholerae-suis (cerdos).
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c. Serovares inadaptados (sin preferencia de hospedador). Son patégenos
para humanos y otras especies animales, e incluyen a la mayoria de los

serovares transmitidos por alimentos.

El habitat natural (fuente) de Salmonella es el tracto intestinal de humanos y
animales de abasto, animales salvajes, roedores, animales de compaiiia, aves,

reptiles e insectos, habitualmente sin presentar ninguna enfermedad manifiesta.

El humano no representa mas que un eslabon en la cadena contaminante. Los
animales domésticos o salvajes constituyen un inmenso reservorio a partir del cual
las salmonellas pueden difundirse al ambiente y en especial al agua y alimentos.
Pueden ser diseminadas por medio de las heces al suelo, al agua, a los alimentos

y piensos y desde estos medios a otros animales incluidas (personas).

2.5.1 Factores de sobrevivencia
La frecuencia de aislamiento y sobrevivencia de Salmonella en el medio ambiente
y otros sustratos esta determinada por factores ecolégicos como la temperatura,
actividad de agua, pH, potencial de Oxido-reduccion, exposicion a agentes
germicidas, la composicion del material en que se encuentra y la humedad
ambiental. Segun Bryan el tiempo de permanencia del microorganismo varia de
dias hasta meses, los tiempos mas prolongados se observan en polvo, pasturas y
ropa. Es importante resaltar que el grado de sobrevivencia en heces depende de

la especie animal (Torres Vitela y col., 2013).

Cuando el germen enfrenta condiciones de estrés fisiologico por efecto del calor,

congelacion, desecacion, acidez, substancias microbianas, escases de nutrientes
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y otros agentes, responde sintetizando nuevas proteinas que concentra fuera de la

membrana (Fernandez Escartin, 2000).

Por efecto de la congelacion, una proporcion importante de la poblacion bacteriana
sufre dafios fisioldgicos y estructurales, y en situaciéon extrema la muerte. La
patogenicidad de los sobrevivientes no se altera (Sorrells y col.,, 1970). La
resistencia a la desecacion y a la congelacién no es idéntica para todos los
serovares. Aparentemente aquellos que se aislan con mayor frecuencia de casos
de salmonelosis exhiben un mayor grado de resistencia. Es posible que éste
altimo factor contribuya a determinar esa frecuencia selectiva (Enkiri y Alford,

1971).

2.6. Papel del cambio climatico

El aumento de las temperaturas atmosféricas y de la superficie ya esta
contribuyendo a la carga mundial de enfermedades y muertes prematuras, y se
prevé que influyen en la dinamica de transmision y distribucion geografica de la
malaria, el dengue, las enfermedades transmitidas por las garrapatas y las
enfermedades diarreicas como el célera (IPCC, 2007a). El calentamiento global
también esta acelerando el ciclo hidrolégico en todo el mundo, aumentando la
intensidad, frecuencia y duracién de las sequias, fuertes precipitaciones y las
inundaciones (IPCC, 2007a). Tales fendmenos meteoroldgicos extremos han ido
en aumento (IPCC, 2007a) y se han ligado al calentamiento global (Hoyos y col.,
2006). Estos fendmenos meteoroldgicos, a su vez, contribuyen y aumentan el
riesgo de una amplia gama de enfermedades transmitidas por vectores y por no

vectores en los seres humanos, plantas y animales (IPCC, 2007b). De esta forma,
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enfermedades como el cllera y la malaria se han relacionado con cambios
estacionales cuando los caudales méximos y las temperaturas son altas,
coincidiendo estos datos con los afios en los que se present6 el fenomeno de El
Nifio, donde también se registraron temperaturas muy por encima de las normales
(Wandiga, 2006). De esta manera se han hecho avances en la comprensién de las
epidemias, como la del célera, y se ha ido descubriendo que las epidemias estan
significativamente influenciadas por factores climéticos (Colwell, 1996; Lobitz y
col.,, 2000; Lipp y col.,, 2002; Pascual y col., 2002; Colwell y col., 2003; Ruiz
Moreno y col. 2007). De aqui varios factores medioambientales del ciclo estacional
del célera han sido identificados en la India y Bangladesh, donde el célera es
endémico (Colwell, 1996; Bouma y Pascual, 2001). El patrén de cambios en estos
pardmetros, se mostré que estaba relacionado con la dindmica de V. cholerae en
las aguas costeras, estuarios y riberefias de la bahia de Bengala y las epidemias
de colera causada por estas bacterias en esta region del mundo (Lobitz, 2000). Es
decir, el distinto patron estacional del célera, en paises donde la enfermedad es
endémica se ha correlacionado con factores del medio ambiente y el clima que
impulsan tanto la dinamica poblacional de copépodos y otras especies acuaticas y
con los picos estacionales de la abundancia de V. cholerae en el ecosistema

acuatico de la Bahia de Bengala.

2.7. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

2.7.1 Principios de DSC.
La DSC es una técnica de analisis térmico que mide la diferencia de flujo de calor

entre una muestra y una referencia como una funcién de la temperatura a una
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velocidad de calentamiento fija (Chowdhry y Cole, 1989; Hohne col., 1996). La
DSC detecta y monitorea transiciones conformacionales inducidas térmicamente y
transiciones de fase cuando los componentes de la muestra se calientan. Los
datos de DSC permiten determinar la temperatura de transicion (Tm), la capacidad
calorifica (Cp), y el calor de transicion (AH) (Chowdhry y Cole, 1989; Hohne col.,

1996; Kaletunc, 2001).

Cuando en el calorimetro se produce un suceso térmico en el crisol de muestras,
un diferencial de temperatura (dT) se crea entre la muestra y la zona de
referencia; termopares que se encuentran rodeado ambos crisoles detectan la dT
por tiempo. El software del DSC convierte la dT detectado al flujo de calor (Q, J/

s) frente a la temperatura (T, °C) mediante la ecuacion;

donde k es la conductividad térmica del crisol (Q/m°C); A es el area a través de la
cual el calor fluye (m?), y L es el espesor del crisol (m). Como resultado, los
cambios en la muestra que se asocian con la absorcion o desprendimiento de
calor causan un cambio en el flujo de calor diferencial, que se registra como una

curva de DSC (termograma, figura 2,1).

El valor de la Q se evallta para calcular la capacidad calorifica (Cp) mediante una

ecuacion;
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donde r es velocidad de calentamiento (° C/s) y m es el peso de la muestra (g). El
area bajo el pico es directamente proporcional al calor o cambio entalpico (delta H
= Cp Delta T) y su direccion indica si el evento térmico en una muestra es
endotérmica (desnaturalizacion o de fusidon) o exotérmica (cristalizacion o
agregacion). El pico caracteristico de este tipo de trama proporciona la
temperatura de transicién (estabilidad térmica, Tm) en el que el evento térmico

esta en el punto maximo del pico.

2.7.2. Andlisis térmico de bacterias mediante calorimetria diferencial

de barrido.
Las bacterias tienen diferentes componentes celulares, tales como la envoltura
celular, ribosomas, acidos nucleicos y proteinas. Dado que las estructuras basicas
de los componentes macromoleculares son biopolimeros, los componentes en
células enteras pueden ir a través de transiciones conformacionales tras la
exposicidn a calentamiento por DSC. En DSC, las transiciones se registran como
picos endotérmicos (absorcion de calor) o exotérmicos (pérdida de calor) en una
grafica conocida como termograma. La primera aplicacion del DSC en el andlisis
térmico bacteriano fue el estudio de las propiedades fisicas de las biomembranas.
Steim y col. (1969), estudiaron las propiedades fisicas de los lipidos presentes en
las membranas celulares de Mycoplasma laidlawii utilizando DSC de células
enteras, membranas celulares aisladas, y los lipidos extraidos. Se encontr6 que
ambas membranas celulares aisladas y los lipidos extraidos de membrana
mostraron una transicion endotérmica alrededor de 40 °C en el termograma del

DSC.
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La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se ha empleado para monitorear las
transiciones conformacionales especificas en diversos componentes celulares de
las células intactas como una funcion de la temperatura a fin de comprender la
secuencia de acontecimientos que conducen a la inactivacion de los
microorganismos (Alpas y col., 2003; Anderson y col., 1991; Belliveau y col., 1992;
Lee y Kaletunc, 2002a, 2002b; Lepock y col., 1990; Mackey y col., 1988; Mackey y
col 1991; Mackey y col., 1993; Miles y col., 1986; Nivel y col., 1999; Verrips y
Kwast, 1977). La estabilidad térmica de los ribosomas se ha demostrado que se
correlaciona con la temperatura de crecimiento de las células, y la
desnaturalizacién de los ribosomas se ha propuesto como un mecanismo de
lesion celular o la muerte (Alpas y col., 2003; Belliveau y col., 1992; Lee y
Kaletunc, 2002a, 2002b; Lepock y col., 1990; Mackey y col., 1988; Mackey y col.,
1991, Mackey y col., 1993; Miles y col., 1986; Teixeira y col., 1997). Ademas de
cambios térmicos inducidos por el tratamiento, la DSC ha sido utilizada para
evaluar el efecto de diversos factores fisicos y quimicos de inactivacion bacteriana
mediante la comparacion de los termogramas antes y después de los tratamientos

(Alpas y col., 2003; Niven y col., 1999).

Los termogramas generados con la calorimetria diferencial de barrido (DSC) de
células bacterianas enteras muestran las transiciones térmicamente inducidas que
revelan la respuesta al calor de las bacterias bajo condiciones de temperatura
linealmente creciente. Un nimero de la superposiciones de las transiciones con un
efecto endotérmico neto se observan cuando los microorganismos se calientan

(Miles y col., 1986; Anderson y col., 1991; Mackey y col., 1991; Belliveau y col.,
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1992; Kaletunc, 2001). Los picos de transicion observadas corresponden a la
desnaturalizacion de componentes celulares. La temperatura de un pico
corresponde a cada transicion que representa la estabilidad térmica de un
componente celular de las bacterias. Mackey y col. (1991), investigaron los
origenes de aparentes transiciones individuales en el termograma de E. coli. Los
picos individuales observados en los termogramas de células enteras de E. coli
fueron asignados a componentes de la célula mediante la comparacién de las
temperaturas de transicion de los componentes celulares aisladas con transiciones
correspondientes en células enteras (figura 2.1). Ademas, la medicién del DSC
proporciona informacion sobre la cantidad de energia térmica (entalpia aparente,
AH) asociada con la transicion. Se cree que existe una fuerte relacion entre la
muerte térmica de las bacterias y el primer pico principal en los termogramas de
DSC (rango de temperatura de 60 - 80 ° C), que se atribuye a la fusion ribosomal
(Mackey y col. 1993; Teixeira col., 1997). Varios investigadores han demostrado
correlaciones entre la estabilidad de los ribosomas y la viabilidad celular de S.
aureus (Allwood y Russel, 1967), L. monocytogenes (Stephens y Jones, 1993), y
S. Typhimurium (Tolker-Nielsen y Molin, 1996). Ademas, una reciente
investigacibn con DSC sobre E. coli sometida a presién, demostré que la
mortalidad de las células esta estrechamente relacionada con el dafio a los
ribosomas (Niven y col., 1999). En otro estudio se observO que Ila
desnaturalizacion irreversible del ADN requiere temperaturas muy por encima de
la temperatura de inactivacion celular (Mackey y col., 1991). A temperaturas que
causan la desnaturalizacion o destruccion de los ribosomas, la desnaturalizacion

el ADN es reversible (Mohacsi-Farkas y col., 1999).
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al, a2, a3 - Ribosome subunits
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Figura 2.1. Termograma de las transiciones térmicas de células completas de E.

coli y la asignacién de picos a cada componente celular.
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Por lo tanto, la técnica de DSC puede ser utilizada para la caracterizacion térmica
de los microorganismos antes y después de la aplicacion de un tratamiento para
evaluar el impacto de éste sobre la célula bacteriana. La comparacion de los
diversos termogramas obtenidos después de aplicar diferentes tratamientos contra
termogramas obtenidos a partir de células bacterianas que no fueron sometidas a

los tratamientos, permitira conocer su efecto sobre la célula.

2.8. Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia infrarroja es una técnica basada en el uso de radiacion de
infrarrojos (IR) que cambia el comportamiento de vibracion de las moléculas
mediante la entrega de cuantos de energia y el cambio de sus modos de vibracion
y rotacion. La radiacion IR comunmente abarca la radiacion electromagnética cuya
frecuencia estd comprendida entre 14,300 y 20 cm™, pero las frecuencias de
vibracion mas utiles de la mayoria de las moléculas corresponde al espectro de IR
medio (entre 4000 y 400 cm™). Los rangos de largo y cerca-IR no se emplean por
lo general como Unicos armoénicos (vibraciones secundarias) y las vibraciones de
combinacion estan registrados en esas regiones, siendo dificil de estudiar e
interpretar desde un punto de vista analitico. Dentro del espectro de IR medio,
cinco ventanas espectrales son comunmente utilizados debido a sus propiedades:
1) la ventana entre 3000 y 2800 cm™ (W1), influenciada por grupos funcionales de
acidos grasos de la membrana y por algunos aminoacidos vibraciones de la
cadena lateral, ya que aqui dominan las vibraciones de estiramiento de C-H de los
grupos funcionales -CHs; y >CHy; 2) la ventana entre 1800 y 1500 cm™ (w2),

afectada por la amida | y amida Il grupos pertenecientes a las proteinas y
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péptidos. Estos producen picos muy intensos y proporcionan informacion global
sobre la estructura de proteinas. Las bandas de cerca de 1740 cm™ se deben a
NC-O vibraciones de estiramiento de los grupos funcionales éster en los lipidos.
También las absorciones de &cidos nucleicos se producen en este rango debido a
vibraciones de estiramiento de >C=0, >C=N y >C=C< de estructuras de base
heterociclica del ADN o ARN; 3) la ventana entre 1500 y 1200 cm™ (w3), region
mixta influenciado por proteinas, acidos grasos y compuestos debido a los modos
de flexion >CH, y -CHs fosfato de realizacién; 4 ) la ventana entre 1200 y 900 cm™
(w4), debido a la vibracion de estiramiento simétrico de grupos que se
encuentran en los acidos nucleicos y a vibraciones de estiramiento C-O-C y C-O-P
estiramiento, que revela la aparicion de hidratos de carbono y polisacaridos en la
pared celular, sino también la influencia de acidos nucleicos; 5 ) Por dltimo, la
ventana entre 900 y 700 cm™ (w5), que se llama la verdadera regién de huellas
dactilares y tiene débiles patrones muy especificos, espectros de vibraciones de
anillos aromaticos de aminoacidos aromaticos (tirosina, triptéfano, fenilalanina) y

nucleodtidos (Tabla 2.2 ).

La espectroscopia infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR) es una técnica
ampliamente utilizada en la biofisica y la bioquimica, la cual proporciona
informacion estructural de las moléculas bioldgicas tales como proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos y lipidos. En la ultima década, FTIR se ha aplicado
también a la identificacion y diferenciacion de microorganismos. Desde que
Naumann y col., (1991) publicaron su trabajo pionero en este campo, diversos

grupos de investigaciéon de todo el mundo han demostrado la validez de las
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Tabla 2.2. Asignacion tentativa de algunas bandas encontradas frecuentemente en
espectros de IR. Adaptado de Naumann (2000).

Frecuencia (cm™) Asignacién

2959-2852 CH, CH2, CH3 de acidos grasos

1655-1637 Bandas Amide |, de estructuras a-helicoidales y
estructuras de hoja plegada

1548 Banda Amida

1515 Tirosina

1468 C-H deformacion de >CH2

1310-1240 Banda amida Ill componente de las proteinas

1250-1220, 1084-1088 P=0 estiramiento de fosfodiesteres

1200-900 C-O-C, C-O \vibraciones del anillo de
carbohidratos

720 C-H balanceo de >CH,

900-700 Region “huella dactilar”
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técnicas espectroscopicas FTIR (mas alld de las dudas razonables) en la
identificacion de estructuras celulares. Los resultados obtenidos han demostrado
consistentemente que la informacion espectral es suficiente para distinguir entre

diversos microorganismos tanto a nivel de especie como de cepa.

Aunque en general se acepta que los espectros IR de los materiales bioldgicos
proporcionan informacion caracteristica de la composicion quimica y la estructural,
debido a la superposicién de absorbancia debido a la multitud de compuestos
celulares, las bandas observadas en el rango infrarrojo medio no estan muy
resueltas y por lo tanto es muy dificil tener una comprensién global de las
biomoléculas a partir de la informacién espectral. Una estrategia comun es el uso
de técnicas de analisis multivariante para el andlisis de datos como el andlisis
factorial, analisis de conglomerados, o andlisis de redes neuronales artificiales
para estudiar el patron general oculto en los datos del espectro microbiano para
diferenciar, identificar y clasificar a los microorganismos sin informacién previa

(Lasch y Naumann, 1998).

36



3. Objetivo general:

Evaluar la resistencia de células de Vibrio cholerae O1, Salmonella Typhimurium

y Escherichia coli en estado VNC a diferentes factores ambientales.

3.1. Objetivos especificos:

1. Disefar un protocolo que permita evaluar la resistencia térmica de las
células en estado VNC mediante DSC.

2. Inducir el estado VNC a células de V. cholerae O1, S. Typhimurium y E.
coli por medio de escasez de nutrientes y baja temperatura y determinar la
resistencia térmica de las células durante el desarrollo al estado VNC.

3. Evaluar la resistencia de células en estado VNC al efecto de la temperatura
e hipoclorito de sodio.

4. Determinar los cambios estructurales de células en estado VNC mediante
espectroscopia de infrarrojo (IRS), y calorimetria diferencial de barrido

(DSC).
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4. Metodologia
4.1. Material biolégico

4.1.1. Agua artificial de mar
Se trabajé con agua artificial de mar (AAM). EI AAM se prepard a partir de las
sales comerciales (Sigma-Aldrich, México) a una concentracion de 3.7%. Se
prepararon 5 litros de AAM por cada microorganismos, se esterilizo y se almaceno

en refrigeracion (1-3°C) hasta su uso.

4.1.2. Cepas.
Se trabajo con 3 cepas: 1. Vibrio cholerae O1 aisladas de alimentos, 2. Salmonella

Typhimurium (ATCC 14020) y 3. Escherichia coli (ATCC 25922).

4.1.3. Preparacion de microcosmos
Cultivos de las 4 tipos de bacterias con 18 h de desarrollo en caldo soya
tripticaseina (CST), fueron centrifugados a 3500 rpm/20 min y el sobrenadante se
elimind; el paquete celular fue resuspendido por adicion de solucién salina
isotdnica estéril (SSI; 0.85 % de NaCl) y agitacion en vortex por 60 s, cominmente
en microbiologia a todo este procedimiento se le conoce como “lavado del cultivo”.
Se realizaron dos lavados mas de los cultivos y en el lavado final se emple6 AAM
para resuspender el “paquete celular’. Se realizaron dos lavados mas de los
cultivos y en el lavado final se emple6 AAM estéril para resuspender el paquete
celular a una concentraciéon aproximada de 1 x 10° UFC/mL. A partir de los

cultivos lavados, se prepararon suspensiones del patégeno en AAM estéril (1000
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mL) a una concentracién final de 1 x 10® UFC / mL (microcosmos). Los

microcosmos se prepararon por triplicado para cada microorganismo en estudio.
4.2. Técnicas analiticas

4.2.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Se empled un Calorimetro 822e/400 (Mettler-Toledo®), el cual fue calibrado con
Indio, a la velocidad de calentamiento de trabajo que a cada experimento le
correspondia, se utilizaron crisoles o portamuestras de aluminio de 40ul. Las
corridas resultantes fueron analizadas en el software del equipo Star-e (Mettler-
Toledo®) de andlisis de evaluaciones. A partir de los cultivos bacterianos y de
microcosmos en estudio se realizdé la toma de muestra la cual se describe
brevemente a continuacion. Para la estandarizacion de la técnica se tomaron
alicuotas de 35 mL a los cuales se les realizo el lavado del cultivo para obtener
obtener el paquete celular. Una vez obtenido el paquete celular fue pesado y
colocado en los crisoles. Mientras que para determinar la actividad y el crecimiento
bacteriano las muestras fueron tomadas directamente del caldo de cultivo lavado y
vueltas a suspender en CST y colocados en los crisoles los cuales en ambos

casos fueron sellados herméticamente para su analisis térmico.

4.2.2. Recuento en placa
Para el recuento en placa, se utilizo la técnica de vertido en placa empleando agar
de soya tripticaseina (AST) e incubando a 35°C / 48-72 h. La poblacion en total se
consideré como no cultivable cuando el nimero de UFC por 10 mL de microcosmo

fue < 1UFC.
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4.2.3. Cuenta directa de viables (CDV)
La técnica microscépica para la determinacion de viabilidad empleada fue la
cuenta directa viable (CDV) (Kogure y col., 1979a). Brevemente, por separado se
tomaron alicuotas de 1 mL de cada uno de los microcosmos y fueron depositadas
en tubos de ensaye estériles; a cada tubo se adiciond &cido nalidixico y extracto
de levadura estériles a una concentracion final de 0.002 y 0.25 %,
respectivamente, y se incub6 a 22 °C / 12 h. Posteriormente, se agreg6 naranja de
acridina estéril (Sigma-Aldrich, México) al 0.1 %, se incub6 en la obscuridad a 22
°C /5 min. 10 pL de cada una de las suspensiones fueron colocados por triplicado
en porta objetos desengrasados y se fijaron con metanol frio. Se seleccionaron los
frotis que presentaron una circunferencia bien definida. Bajo el microscopio
estereoscopico y con ayuda de un vernier, se midié el diametro de los frotis
seleccionados y se calculé su area. Los frotis y se observaron con microscopia de
inmersion y en un microscopio de epifluorescencia (modelo BH-2; Olympus, Co.,
Japon) con filtros de 450-490 nm. El acido nalidixico empleado en esta técnica es
un inhibidor de la sintesis del ADN, pero no de la sintesis de RNA. Por lo tanto,
durante la incubacién las células no se dividen pero si incrementan de tamafio
siendo facilmente distinguibles al adicionar naranja de acridina. Este colorante se
puede unir tanto al ADN como al ARN; en el primer caso forma complejos que
fluorescen de verde bajo la luz ultra violeta y en el segundo los complejos
fluorescentes de naranja. En las células vivas debido a la abundancia de ARN se
observaron células con fluorescencia naranja o roja, en tanto que en las células

inactivas (pobres en ARN) la fluorescencia fue verdosa. En nuestro caso, las
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células con fluorescencia naranja o roja y que duplicaron su tamafio, fueron
consideradas como viables. Se observaron al menos 50 campos al azar y se

registro el promedio.

Para estimar el nUmero de células viables por mL, se utilizé la siguiente formula:
Cve = _AF_(P) (100) (5)
AO

Cve = células viables por mL

AF = area del frotis

AO = area del objetivo ocular

P = promedio de células viables por campo del microscopio
100 = factor de dilucion

Todos los estudios con los microcosmos fueron efectuados por triplicado.

4.2.4. Espectroscopia de infrarrojo (IR)
Para la espectroscopia de infrarrojo se utilizé un espectrometro PERKIN-ELMER
FT-IR system Spectrum GX en transmitancia a una longitud de onda entre 4000 y
600 cm™ y se realizaron 16 barridos. La muestra fue obtenida de la siguiente
manera: a partir de los microcosmos se tomaron alicuotas de 35 mL a los cuales
se les realizo el lavado del cultivo para obtener el paquete celular. Posteriormente
el paquete celular fue secado por liofilizacion con una liofilizadora marca Freeze
Dry Systema Freezone 4.5, una vez seca la muestra se mezclé con KBr en una
relacion 4:1 y prensada para obtener una pastilla la cual fue colocada en el equipo

para obtener los espectros respectivos. Cada muestra fue analizada por duplicado.

41



4.3. Experimentos

4.3.1. Estandarizaciéon de la técnica de DSC para evaluar la resistencia

térmica de las células bacterianas.
Se examinaron diferentes procedimientos para determinar las mejores condiciones
en la determinacion de la resistencia térmica de las distintas bacterias en los que
se examinaron variaciones de los siguientes factores: forma de concentrar las
células a examinar (centrifugacion, filtracibn por membrana, etc.), células lavadas
y no lavadas, tipo de solucién de lavado [(buffer de fosfato, Solucién Salina
Isotonica (SSI), diluyente de peptona, etc.], peso de la muestra (4-15mg),
velocidad (1, 5 y 10°C/min) y tiempo de calentamiento (10 min - 12 hrs) en el
calorimetro. La estandarizacién de esta técnica se hizo empleando solo E. coli.
Esto es debido a que por muchos afios se ha empleado a esta bacteria como
modelo para estudiar y conocer los diferentes fendmenos o procesos bioquimicos
y fisiolégicos que ocurren en las células; por esta razon, en nuestro estudio se us6

como modelo para realizar la estandarizacion.

De estos estudios se selecciond el procedimiento que proporciond las mejores
respuestas (0 mas definidas) para su uso en los estudios con las células en estado

VNC.

4.3.2. Medicion de actividad metabdlica y crecimiento bacteriano por
DSC
Para detectar el crecimiento bacteriano y por lo tanto actividad metabdlica se

utilizaron cultivos de E. coli de 18 h / 35 °C en CST los cuales fueron lavados dos
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veces con solucion salina isotonica (0.85 %) mediante centrifugacion a 15079 por
20 min en cada ocasion y después resuspendidos en CST a pH 7.0. El cultivo final
lavado se resuspendié en CST a una concentracion final de 1 x10° UFC/mL. Se
realizaron diluciones decimales en CST a pH 7 para obtener concentraciones de 4
x10’, 4000, 40 o 4 UFC por cada 40 pL. tomaron 40 pL de cada suspensiones
bacterianas de E. coli (4 x10’, 4000, 40 o 4 UFC) y se colocaron en crisoles de
aluminio de 40pL previamente esterilizados. Los crisoles se sellaron
herméticamente y se colocaron en el calorimetro. Se empleé CST estéril no
inoculado para verificar la linea base del equipo. El equipo se programé para

mantener la temperatura a 35°C/14 h.

Se analizaron los termogramas resultantes para obtener tres valores: tiempo de
inicio de deteccién de la sefial de generacion de calor (inicio), tiempo en el que se
alcanza la generacion maxima de calor (pico) y tiempo de la sefal final de
deteccién de calor (final), asi como el calor total generado determinado por el area
bajo la curva (Toro-Vazquez et al., 2003). Los tiempos del inicio, pico y final para
las diferentes transiciones se determinaron utilizando la primera derivada de la
capacidad calorifica de la muestra calculada con la biblioteca de software DSC.
Por lo tanto, el tiempo de inicio y el final se establecieron como los tiempos en los
gue la primera derivada de la capacidad calorifica de la muestra se aleja y regresa
a la linea de base, respectivamente. En contraste, el pico se estableci6 como el
tiempo a la que la primera derivada de la capacidad calorifica de la muestra cruzo
la linea base (es decir, el punto de la curva de transicion de inflexion). La entalpia

(calor total generado) se calculé mediante la integracion del pico exotérmico
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correspondiente. La integracion se realizo entre los tiempos de inicio y el final del
pico con el software del calorimetro (Toro-Vazquez et al., 2003). Se realizaron tres

repeticiones por experimento.

4.3.3. Induccién al estado VNC de células bacterianas por medio de

escasez de nutrientes y baja temperatura.
Una vez preparados los microcosmos se procedio a iniciar el proceso de induccion
al estado VNC a temperatura de refrigeraciéon (3-5°C). Dicha temperatura se ha
utilizado en la mayoria de los estudios de induccion al estado VNC con diferentes
microorganismos (Huqg y Colwell, 1996). A partir de los microcosmos de cada una
de las bacterias se efectuaron, periddicamente, recuentos en placas con agar soya
tripticaseina (AST) para determinar la capacidad del patégeno para desarrollar en
medio de cultivo, asi mismo se realizd la determinacion de viabilidad celular
mediante la técnica de cuenta directa viable (CDV) (Kogure, 1979a) la cual se
describe en el siguiente apartado asi mismo se determind la resistencia térmica
mediante DSC del microorganismo conforme se produjo la induccién al estado

VNC de la poblacion de estudio.

4.3.4. Evaluacion de la resistencia de células en estado VNC a la alta
temperatura y desinfectantes quimicos.
En estos estudios se trabajé con células tanto en estado VNC que fueron
inducidas a tal estado en AAM y a 5°C como con células viables de Salmonella y
V. cholerae. Cuando toda la poblacion de células de los microcosmos estuvo en

estado VNC (< 1 UFC/ 10 mL y al menos el 80% de células viables con respecto al
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namero inicial), la poblacion de los microcosmos se sometio al efecto de

desinfectantes quimicos.

a. Efecto de latemperatura.
Se lavaron 100 mL de los microcosmos fueron lavados con SSI a 3500 rpm/30min
y las células lavadas fueron resuspendidas en SSI a una concentracion final de
aproximadamente 1 X 10° células/mL. Los 100 mL de las células lavadas fueron
sometidos a un tratamiento térmico en el DSC en régimen isotérmico a
temperaturas de 55°C, 65°C, 70°C y 75°C por espacio de 10 minutos y
posteriormente se evalud la resistencia térmica realizando un escaneo de las
células desde 4°C-110° a una velocidad de 5°C/min, para observar si el

tratamiento afecto la resistencia térmica de las células por DSC.

b. Efecto del hipoclorito de sodio
Se preparardn suspensiones lavadas de los microcosmos de la misma forma
como se describi6 en el apartado anterior. A estas suspensiones se les
adicionaron soluciones de hipoclorito de sodio para tener una concentracion final
en los microcosmos de 5,y 10 mg /L y se almacenaron los tubos a temperatura
ambiente por 5 y 10 min. Adicionalmente, se determind la resistencia térmica de

las suspensiones mediante la técnica de DSC.

Para todos los estudios, se incluyeron como controles células cultivables de cada

patogeno suspendidas en SSI que se sometieron a los mismos tratamientos.

4.3.5. Determinacion de los cambios estructurales de células en

estado VNC mediante espectroscopia de infrarrojo (IRS).
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Se estudio la estructura de las células bacterianas tanto en estado viable cultivable
como el VNC esto con la finalidad de observar los cambios que presentaron las
células bacterianas a ser inducidas al estado VNC. De esta manera una vez
obtenidas las células viables y las VNC se procedié a analizar la estructura de las
mismas por espectroscopia de infrarrojo (IRS). Se realiz6 la obtencion de los
espectros de IR de las distintas células bacterianas tanto en estado viable como
en VNC dnicamente para Salmonella y V. cholerae ya que estas cepas
presentaron comportamientos opuestos durante la induccion al estado VNC

observado en DSC.

4.4. Analisis estadistico
Se utilizé un disefio completamente al azar. Las diferencias significativas (p<0.05)
fueron calculadas con un andlisis de varianza (ANOVA) y con la prueba de
Duncan (Statistica 8, StatSoft, Inc., 2007). Se determiné el coeficiente de
correlacion simple (r) entre la concentracién de inéculo inicial y la produccién total
de calor por el crecimiento de E. coli en CST (Statistica 8, StatSoft, Inc., 2007). Se

analizaron tres repeticiones para cada concentracion y tipo de bacteria.
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5. RESULTADOS

5.1. Estandarizacion de la técnica de DSC.

Antes de comenzar con los estudios con el DSC fue necesario realizar la
estandarizacion de la técnica de DSC debido a que no existian antecedentes
sobre su usO para realizar las evaluaciones deseadas. La estandarizacion se
realizé con la finalidad de optimizar las condiciones que mejor se ajustaran para
estudiar a la célula bacteriana con el DSC; para ello se tomaron como referencia
los estudios previamente publicado por otros investigadores (Verrips y Kwast,
1977; Van Alphen y col., 1979; Marison y Von Stockar, 1985; Miles y col., 1986;
Mackey y col., 1988; 1991; Anderson y col., 1991; Belliveau y col., 1992; Bayles y
col., 2000; Lee y Kalenctuc, 2002a; 2002b; Kalenctuc y col., 2004; Nguyen y col.,

2006; Tunick y col., 2006; Lee y Kalenctuc, 2010).

Un primer punto era conocer la velocidad de calentamiento mas adecuada a la
que debian ser calentadas las células de E. coli (contenidas en el crisol de
aluminio del equipo) para poder obtener termogramas definidos que permitieran
detectar los cambios estructurales de las células revelados por el comportamiento
térmico (endo o exo) de las células por efecto de los diferentes tratamientos. En la
figura 5.1 se muestran los termogramas obtenidos a la velocidades de 1 °C/min, 5
°C/min y 10 °C/min, en la figura 5.1 se observa como conforme se incrementa la
velocidad de calentamiento se tiene una mejor definicion de los distintos picos, ya
que mientras a 10 °C/min son evidentes la mayoria de los picos (5 picos) a 1

°C/min el ruido enmascara los picos mas pequefios (esto debido a que la sefal
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Figura 5.1. Termogramas de E. coli bajo distintas condiciones de velocidad de
calentamiento.

48




térmica es muy pequefia); en este sentido, aunque se incrementa la sensibilidad
para la deteccidn de las sefales térmicas de la muestra también se incrementa la
deteccion de cualquier otro ruido que puede interferir con el analisis, por lo tanto
esta no fue una velocidad de calentamiento adecuada y se decidié utilizar la
velocidad intermedia de calentamiento, ya que observa una mejor resolucion de

los transiciones térmicas.

De los termogramas se obtuvieron los valores especificos de entalpia (AH),
temperatura inicial (T,), temperatura de pico (Tp) y temperatura final (Tr) de la tabla
(5.1) determinados por la integracion del primer pico, el cual fue utilizado para

observar las diferencias principales entre cada tratamiento.

Tabla 5.1. Valores de AH, T,, T, y T del primer pico obtenidos a cada una de las

distintas velocidades de calentamiento. N=3.

Velocidad AH (J/g) T, (°C) T, (°C) T, (°C)
10°C/min | *0.18+0.03% 55.17+0.42° 58.82+0.24° 61.52+0.23°
5°C/min 0.32+0.09" 53.74+0.36" 55.86+0.50" 58.07+0.44"
3°C/min 0.31+0.13° 52.85+0.52° 54.39+0.27° 56.23+0.48"
1°C/min N/D N/D N/D N/D

* Media + SD de tres repeticiones. 'Letras diferentes en la misma columna indican diferencia
estadisticamente significativa (p <0.05)

Los datos de la tabla también permiten evaluar el efecto que tiene la velocidad de
calentamiento sobre la sefal de los picos, se aprecia que para velocidades por
debajo de 5°C/min se obtuvieron valores de T, muy similares que no presentaron

diferencia estadisticamente significativas con la velocidad de calentamiento mas
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baja, sin embargo para la velocidad de 10 °C/min si se observé diferencia
significativa; es posible que en este tratamiento debido a que la velocidad es tan
rapida no exista el tiempo necesario para que el calor se difunda adecuadamente
en la muestra, por lo que las temperaturas del inicio y sobre todo la del pico de la
transicion estan mas alejadas y se necesite mas temperatura para que las
transiciones ocurran 0 se aprecien; por tanto, los datos sugieren que no es una
velocidad adecuada de calentamiento. Cabe mencionar que no se registraron los
valores para la velocidad de calentamiento de 1°C/min ya que este pico al ser muy
pequefio no se observa. Por lo cual se observé que la velocidad de 5°C/min fue la

mas adecuada ya que proporciono una mejor definicion de los picos.

Se observo también el efecto del peso de la muestra sobre la entalpia (Figura 5.2);
observandose que existe una relacién directa entre ellos ya que a mayor cantidad
de muestra se observa un incremento en la entalpia, lo cual se puede apreciar
bien en el pico. Sin embargo, conforme el peso se acercé a 10 mg de muestra la
tendencia parece ser asintética por lo cual un peso de 10 mg mostré ser el

adecuado para realizar el muestreo.

De esta manera se observo que las condiciones mas adecuadas para definir los
picos fue la velocidad de 5°C/min adicionalmente se observd que el tiempo de
decantacion no tuvo efecto, mientras que se observo que el tamafio minimo de

muestra con la cual se obtuvo una mejor proporcion de los picos fue de 10 mg.
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Figura 5.2. Relacion de incremento del peso con la entalpia del primer pico de las

transiciones térmicas de E. coli.
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5.2. Medicion de la actividad metabdlica y crecimiento bacterianao por DSC.

Otro tipo de estudios que se realizaron previo al estudio del estado VNC de los
microorganismos con calorimetria, fue determinar si con el calorimetro era posible
detectar actividad metabolica de las células. Para este tipo de estudios se trabajé
nuevamente soélo con E. coli. En estos estudios se trabajo con 4 niveles de inoculo
inicial; con caldo soya tripticaseina, a una sola temperatura de incubacion y
paralelamente se monitoreo el comportamiento de E. coli en caldo de cultivo

mediante DSC y con la cuenta en placa.

Se encontrd que si es factible monitorear actividad metabdlica de E. coli con DCS
(Figura 5.3). Se obtuvo respuesta del desarrollo de E. coli en el caldo de cultivo
respecto al tiempo de incubacion el cual fue detectado por el calorimetro, y esta
actividad se expres6é en los termogramas en los que se registraron picos
exotérmicos (Figura 5.3). Los termogramas ilustran el crecimiento de E. coli
mediante la generacién de una curva con tres puntos principales: inicio del pico,
maximo del pico y de deteccion de la sefal final del pico (Figura 5.3). En los
termogramas, el inicio de la sefial esta relacionado con la generacion de calor, el
cual puede estar asociado con la actividad microbiana. Las muestras con
diferentes concentraciones de células iniciales produjeron diferentes respuestas;
con la concentracion mas alta, la deteccion de la generacién de calor fue mucho
mas rapida (Figura 5.3). Cabe sefialar que en los crisoles de aluminio sellados en

donde se monitored el crecimiento de E. coli por DSC la concentracion o cantidad
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Figura 5.3. Termogramas de DSC de la actividad metabdlica de E. coli para cuatro

concentraciones diferentes de indculo inicial en CST a 35 °Cy pH 7.
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de oxigeno es mas baja comparado con el desarrollo en un medio de cultivo solido
en caja de cultivo o bien en medios de cultivo liquido en tubos de ensayo o
frascos. No obstante, el microorganismo crecié adecuadamente en el caldo de
cultivo contenido en los crisoles de aluminio a niveles bajos de oxigeno, ello puede
deberse al caracter de anaerobio facultativo de éste microorganismo. Bajo estas
condiciones, los termogramas de la actividad de E. coli mostraron un patrén de
crecimiento hiperbdlico (Figura 5.3). Estos resultados coinciden con un estudio
realizado por Boe y Lovrien, 1990 sobre el crecimiento E. coli el cual fue
monitoreado con una bomba caldrica durante el crecimiento del microorganismos
usando como sustrato glucosa donde también se observé un comportamiento

hiperbdlico.

El comportamiento hiperbdlico también se puede apreciar en los resultados de la
tabla 5.2; se observa que para una concentracion inicial de 4 UFC, la aparicion del
pico estuvo en 4.83 + 0.33 h, mientras que para 40 UFC fue de 3.88 £ 1.19 h, y
con 4,000 UFC fue de 2.27 + 0,4 h y para 4 x10” UFC fue de 0,23 + 0.005 h. Como
se menciond anteriormente, una concentracion inicial mas alto produce una
respuesta térmica mas rapida, probablemente debido a una mayor actividad
metabdlica (Tabla 5.2). Ademas, el tiempo final se presenté mas rapido (0.71 +
0.02 h) a la concentracion inicial mas alta (4x10°), mientras que en el méas bajo (4

UFC; 11.55 + 0.51 h).

No existen reportes anteriores sobre el uso de DSC para realizar la medicion del

crecimiento de las bacterias para poder comparar los datos obtenidos con el DSC

54



Tabla 5.2. Tiempo (minutos) de deteccidon del inicio de las sefiales exotérmicas

(inicio del pico), maximo y final del pico y cantidad de calor total generado durante

el crecimiento de E. coli a partir de cuatro concentraciones iniciales de inéculo.

Concentracion

Calor generado

inicial (CFU) Inicio (min) Pico (min) Final (min) (Integral [mJ])
4 *200 + 20 522 + 282 693 + 31° 163 +13°
40 233+ 72° 437 + 26° 581 + 11° 150 + 718
4000 136 + 24° 297 + 14° 450 + 12° 113 + 292
4x10° 14 +0.3¢ 28 + 6 43 + 1° g+ 2P

* Media + SD de tres repeticiones, 'Letras diferentes en

estadisticamente significativa (p <0.05)
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del monitoreo de la actividad metabdlica de E. coli. Sin embargo, si hay datos
obtenidos con microcalorimetria sobre la actividad metabdlica de E. coli. Aunque
una comparacion directa entre DCS y microcalorimetria no es posible, es dtil
disponer de los resultados del estudio anterior con microcalorimetria como

referencia.

La calorimetria implica el uso de un sensor térmico para medir directamente el
calor emitido o absorbido por un material. La microcalorimetria y la DSC se basan
en la respuesta térmica del material y se han utilizado para estudiar algunos
aspectos de los microorganismos. Ellos se distinguen generalmente por el tamafo
de muestra a analizar y el equipo (calorimetro) de mediciébn (von Stockar y
Marison, 1989). La microcalorimetria se ha utilizado para medir el metabolismo
bacteriano (Braissant y col, 2010a; 2010b) mientras que la técnica de DSC se ha
utilizado para medir la muerte térmica microbiana (Lee y KaletunC, 2002; Honglin
y col., 1993 ). Con la microcalorimetria se pueden medir los cambios en el calor
liberadas y/o absorbidos durante el crecimiento bacteriano (Boe y Lovrien , 1990;
Braissant y col, 2010a; 2010b; Von y col, 2009), y ha sido utilizada para monitorear
el crecimiento de E. coli en caldo de cultivo bajo diferentes condiciones de cultivo.
La degradacion de los azucares, que contiene un medio de cultivo, durante el
crecimiento de E. coli genera calor que puede ser medida por el sensor de un
microcalorimetro, produciendo termogramas con picos exotérmicos (Belaich y
Belaich, 1976a; 1976b; Dermoun y Belaich, 1979; 1980; Braissant y col., 2010a;
2010b). No obstante, una clara desventaja de la microcalorimetria es que se

requieren grandes volumenes de muestra para los estudios. Ademas
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generalmente se requieren niveles elevados de células iniciales (10° -10° células)
para que las mediciones sean reproducibles (Braissant y col., 2010a). Por otro
lado, en la mayoria de los casos, con la microcalorimetria se requiere un tiempo
de equilibrio inicial de 1 h, durante la cual los datos no pueden ser registrados

(Braissant y col., 2010a).

A diferencia de la microcalorimetria, la técnica de DSC ofrece un método mas
sensible para el estudio del metabolismo celular en las células vivas. En un
calorimetro se requieren volimenes bajos de muestra (microlitros); la muestra esta
contenida en un crisol o charola de aluminio, y paralelamente se corre una
muestra de referencia adecuada (en otro crisol); ambos crisoles son calentados
simultaneamente en camaras separadas a una velocidad constante. Un sistema
de retroalimentacion mantiene una diferencia de temperatura esencialmente de
cero entre las camaras y proporciona la diferencia de calor entre una camara y
otra. El DSC requiere so6lo de segundos para equilibrar la temperatura de ambos

crisoles.

Aunque claramente existen diferencia entre el DCS y un microcalorimetro, como
se menciond, al carecer de informacion respecto al monitoreo del metabolismo de
los microorganismos con DSC y asumiendo las restricciones pertinentes,
emplearemos la informacién publicada con microcalorimetria para comparar

nuestros datos obtenidos con el DSC.

Nuestros resultados son semejantes a los resultados obtenidos con

microcalorimetria sobre el desarrollo de Lactococcus lactis en caldo de cultivo
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donde se observé que las sefiales de inicio de la actividad metabdlica (inicio del
pico) como las del final, ocurrieron mas rapidamente cuando se emplearon
concentraciones iniciales mas altas del microorganismo (Kobanova y col., 2012).
También, nuestros resultados estan de acuerdo con los estudios realizados por
Maskow y col. (2012), quienes observaron que la generacion de calor depende de

la concentracion inicial del indculo.

Por otro lado, se ha encontrado que en un microcalorimetro, el calor liberado por
los cultivos microbianos durante su crecimiento se correlaciona cuantitativamente
con la generacion de biomasa y con el consumo de sustratos o de oxigeno (Birou
y col., 1987). Los eventos metabdlicos, tales como cambios de un sustrato a otro,
agotamiento de nutrientes y/o inhibiciones en el metabolismo causarian cambios
caracteristicos en las curvas de generacion de calor (Braissant y col., 2010b; Von
Stockar y van der Wieler, 1997; Yi y col.,, 2000). Es posible que durante el
crecimiento de E. coli en los crisoles sellados de aluminio del DSC ocurran
cambios en la concentracién de oxigeno y estos afecten el comportamiento del
microorganismo, la generacion de biomasa y el calor liberado. Sin embargo, en el
presente estudio no se evalué el efecto de los cambios en la concentracion de

oxigeno en el comportamiento de E. coli.

También se observd que la concentracion inicial de E. coli afecto
significativamente (p<0.05) la deteccion de las sefiales exotérmicas de inicio y final
del pico generado por la actividad metabdlica de E. coli. (Figura 5.3). Sin embargo,
a excepcion de la concentracién inicial de 4x10” UFC, no se detectaron diferencias

(p>0.05) en el calor total detectado con los in6culos iniciales de 4, 40 y 4000 UFC
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iniciales (Tabla 5.2). Esto coincide con un reporte de Kobanova y col. (2012),
quienes también no observaron diferencias significativas (p>0.05) en el calor total
detectado por microcalorimetria entre concentraciones iniciales de L. lactis que
fueron desde 10% a 10* UFC. Sin embargo, los valores totales de calor después del
desarrollo fueron significativamente menores (p <0.05) tanto a muy bajas
concentraciones iniciales de células (10°-10' UFC) como a concentraciones muy
alta (10°-10° UFC) en comparacion con aquellos registrados con inéculos iniciales

de entre 10° - 10* UFC (Kobanova y col., 2012).

En nuestro caso, el calor total detectado a la concentracion de 4x10” UFC, frente a
las otras concentraciones iniciales, sugieren que la multiplicacion celular fue
minima en el CST contenido en los crisoles durante la incubacién a 35 °C, y que la
liberacién rapida de calor que se observé bajo estas condiciones (0.23 h) esta
probablemente relacionado con una alta actividad enzimatica, por ejemplo, debido
a la degradacion de azucar, en lugar de la multiplicacion celular. De hecho, se
sabe que durante la fase Lag del desarrollo microbiano ocurren una serie de
reacciones bioquimicas las cuales pueden conducir a la generacion de calor
(Zhang y col., 1993). Por lo que es probable que la concentracion inicial muy alta
de E. coli (4x10°) gener6 desde los primeros minutos una elevada cantidad de
calor que fue detectada por el calorimetro. Esta hipétesis se sustenta en un
estudio realizado con una bomba calorimétrica en el que se analizé la produccién
de calor por una poblacion de E. coli cultivada en caldo de cultivo a 25 °C y en la

que el indéculo inicial del microorganismos fue muy elevado (Boe y Lovrien, 1990).
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Los autores afirman que el rendimiento calérico es una medida de la actividad

metabdlica, la que a su vez depende de namero inicial de células.

Para estimar el incremento en la concentracion de células de E. coli en el CST
contenido en los crisoles de aluminio durante los estudios en el calorimetro (Figura
5.3), paralelamente se determiné el crecimiento de E. coli en CST (por la técnica
de conteo en placa) usando las mismas concentraciones iniciales de células de E.
coli que las usadas en los estudios del calorimetro. En estos estudios se observo
que independientemente de la concentracion inicial de células de E. coli en el
caldo de cultivo, después del desarrollo la concentracion final que alcanza el
microorganismo en el medio no difiere significativamente (Figura 5.4). No
obstante, a concentraciones celulares iniciales mas altas, la concentracion celular
maxima de crecimiento microbiano se alcanzd mas rapidamente (Figura 5.4). Esto
indica que la tasa de crecimiento fue menor a mayor concentracion inicial. La
concentracién del inéculo inicial de 4x10° UFC exhibié la tasa de multiplicacion
mas baja, apoyando la hipotesis propuesta anteriormente para explicar el
comportamiento térmico de este indculo. De hecho, la produccion de calor en los
cultivos bacterianos se vincula directamente a la multiplicacion de los

microorganismos (Marison y Stockar, 1985).

Para estimar las concentraciones de células de E. coli en el inicio del pico, en el
pico y al final del pico asi como el calor total generado, los valores del nimero de
células (obtenidos por los conteos en el medio de cultivo) se relacionaron con los

termogramas sobre la base de la concentracion del inéculo inicial (Tabla 5.3). Para
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Figura 5.4. Desarrollo de E. coli monitoreado mediante cuanta en placa a partir de

cuatro concentraciones diferentes de inéculo inicial en CST a 35 °Cy pH 7.
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Tabla 5.3. Concentracion de células alcanzada al inicio, en el pico y al final de

los termogramas del desarrollo de E. coli.

o Concentracion de células detectada (Logio UFC)
Inoculo inicial (UFC)

Inicio Pico Fin
4 4.3'+0.3a° 7.20+0.4a 8.79+0.2a
40 39+ 05a 6.86 + 0.2 ab 852+0.5a
4000 4.7+ 0.2 ab 6.92 + 0.6 ab 8.60+0.3a
4x10’ 7.6+ 0.07b 7.6 +0.1ac 751+0.4Db

* Letras distintas dentro de las columnas indican diferencia significativa con

probabilidad (p < 0.05) con prueba de Duncan.
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las concentraciones iniciales de 4, 40 y 4000 UFC, el inicio del pico se detectd
cuando E. coli habian comenzado a crecer y habian alcanzado una concentracion
de 4 logio a 4.5 logip UFC, pero esto ocurrié en diferentes momentos segun el
inoculo inicial. Lo destacable de éstos resultados es que se pudo determinar el
limite de deteccion del desarrollo de E. coli por el calorimetro cuando se parte de
inoculos iniciales bajos (4-4000 UFC), el cual fue de 4.3 £ 0.4 log;0 UFC de E. coli
(Tabla 5.3). Cabe sefialar que el limite de deteccién del microcalorimetro es
superior (entre 5 a 6 logip UFC). Por ejemplo, en un estudio sobre el crecimiento
de L. lactis en caldo de cultivo monitoreado por microcalorimetria se encontré que

el limite de deteccién de desarrollo fue de 10° células (Kobanova y col., 2012).

La técnica de DSC monitored eficazmente el crecimiento en E. coli a diferentes
concentraciones iniciales de inoculo. Por lo que la DSC es una técnica alternativa
prometedora para el monitoreo en tiempo real de crecimiento bacteriano y tiene el
potencial para registrar diferentes parametros relacionados con el crecimiento.
Finalmente, los datos muestran que la técnica de DSC tiene potencial uso para el

estudio del estado VNC de los microorganismos.

5.3. Induccion al estado VNC de las bacterias de estudio por CD y CDV

El criterio mas comunmente utilizado para sefialar que una bacteria se encuentra
en estado VNC, es que ésta no desarrolle en medios de cultivo simples pero que
manifieste viabilidad al aplicar técnicas como la cuenta directa viable (CDV)

disefiada por Kogure (1979a). La temperatura y escasez de nutrientes son dos
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factores que inducen a los microorganismos a tal fase VNC. Se ha observado que
cuando una bacteria no esporulada como V. cholerae es suspendida en agua de
mar artificial y almacenada en refrigeracion, en 30-50 dias toda la poblacién entra
en estado VNC. Situacién semejante puede observarse con otras bacterias (Huq y

Colwell, 1996).

En nuestro caso, el tiempo de induccién al estado VNC para células de V.
cholerae fue de 25 dias bajo condiciones de ausencia de nutrientes, refrigeracion y
suspendidas en agua artificial de mar (AAM) (Figura 5.5). En términos generales
se observé que la poblacion del microorganismo comenz6 a disminuir desde el
primer dia de almacenamiento hasta que después de los 25 dias ninguna célula
de V. cholerae creci6 en los medios de cultivo, no obstante, la cuenta directa
viable mostr6 que todas las células de las suspensiones seguian viables (Figuras
5.6-5.8). Estos resultados concuerdan con lo observado por Hug y Collwel (1996)
para V. cholerae, ellos observaron un comportamiento semejante del patégeno en
agua de mar y un tiempo de entrada al estado VNC semejante al que nosotros
registramos. No obstante, se ha reportado que otros patégenos como V. vulnificus
suspendidos en agua de mar almacenada en refrigeracion, pueden entrar al

estado VNC en la mitad del tiempo del que nosotros registramos (Oliver, 2005).

Un comportamiento semejante se observé con los otros dos microorganismos de
estudio, con diferencias en el tiempo en el que se presentd el estado VNC en la
totalidad de la poblacion (Figura 5.9-5.10). Se observé que tanto la poblaciéon de S.

Typhimurium como la de E. coli tardaron aproximadamente 110 dias en ingresar

64



-o cP

\ —&—CDV

Log ;o UFC/mlI

0 5 1'0 1'5 2'0 25 3'0 3'5 4'0 4'5 5'0
Tiempo (dias)
Figura 5.5. Cuenta en placa (CP) y cuenta directa viable (CDV) de una suspension

de células de V. cholerae suspendidas en agua estéril de mar a 5 °C durante 45
dias.

Figura 5.6. Células viables no cultivables de V. cholerae (naranjas) tenidas por la
técnica de CDV después de 56 dias de estar suspendidas en agua de mar a 3-

5°C. Fotografia obtenida mediante microscopia de epifluorescencia
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Figura 5.7. Células viables no cultivables de Salmonella (naranjas) tefiidas por la
técnica de CDV después de 110 dias de estar suspendidas en agua de mar a 3-
5°C. Fotografia obtenida mediante microscopia de epifluorescencia.

Figura 5.8. Células viables no cultivables de E. coli (naranjas) tefiidas por la
técnica de CDV después de 110 dias de estar suspendidas en agua de mar a 3-

5°C. Fotografia obtenida mediante microscopia de epifluorescencia
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Figura 5.9. Cuenta en placa (CP) y cuenta directa viable (CDV) de una suspension

de células de Salmonella en agua estéril de mar a 5°C durante 120 dias.
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Figura 5.10. Cuenta en placa (CP) y cuenta directa viable (CDV) de una
suspension de células de E. coli en agua estéril de mar a 5°C durante 120 dias.
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completamente a dicho estado, esto puede deberse al hecho de que el agua
salada no es el medio natural de estos 2 microorganismos (como ocurre con V.
cholerae) y por lo tanto es posible que esto influya en el desarrollo de dicho
estado, retrasandose el ingreso de toda la poblacion al estado VNC. No obstante,
cabe sefalar que para el caso de Salmonella se ha reportado gran variabilidad en
el tiempo en el que la totalidad de poblacion entra al estado VNC de tal forma que
se han reportado tiempos que van desde 48 h (Roszak y col. 1984) hasta mas de
200 dias (Gupte y col. 2003). Diferentes factores pueden estar influyendo en esta
variabilidad, tales como el tipo y origen de la cepa bacteriana asi como de las
condiciones en las que se presenta la induccion al estado VNC.

Diferentes autores sefialan que las bacterias en general han desarrollado
mecanismos de adaptacién que les permiten mantenerse viables durante largos
periodos y sobrevivir en ambientes con baja concentracién de nutrientes (Baker y
col.,, 1983; Kjelleberg y Hermansson, 1984; Smigielski, y col., 1990). Ciertas
bacterias acuaticas por ejemplo, cuentan con un sistema de proteinas de
transporte (localizadas en la membrana) que produce ATP mediante un gradiente
de protones cuando escasean los nutrientes. El gradiente de protones puede ser
generado simplemente por una ligera disminucion en el pH del medio (Sjogren y
Gibson, 1981).

Muchas bacterias al encontrarse en un medio bajo en nutrientes (inanicion) para
generar energia utilizan primariamente reservas intracelulares como granulos de
almidon (McCann y col., 1992). Si el tiempo en inanicion se prolonga, el
microorganismo comienza a degradar algunas proteinas, carbohidratos, lipidos o

enzimas que forman parte de su pared o membrana, o que se encuentran en el
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citoplasma, pero que no son vitales para su sobrevivencia. Posteriormente,
utilizara proteinas de los ribosomas, el ARN y finalmente actuard sobre su ADN
(M°Cann y col., 1992). En todo este proceso la célula bacteriana experimenta
cambios morfoldgicos y fisiolégicos (Morita, 1992); dentro de ellos el mas notable
es la reduccion del tamafio celular (Baker y col., 1983).

En nuestros estudios ademas de monitorear la condicion VNC y la capacidad para
formar colonias en el medio de cultivo, en algunos casos observamos cambios en
la morfologia celular y colonial de cepas bajo inanicion (suspendidas en agua de
mar). Tanto las células de V. cholerae, como de Salmonella y E. coli adquirieron
formas cocoides algo menores a una micra de didmetro (Figuras 5.11 A y B).
Estos cambios comenzaron a evidenciarse partir de la tercera semana de
almacenamiento en refrigeracion. En todos los casos se observaron mezclas de
células con morfologia cocoide y bacilar (Figuras 5.11 A y B). Cuando a totalidad
de la poblacion habia entrado al estado VNC, el 100% de las células viables
presentaban morfologia cocoide. Todas estas observaciones se registraron en el
agua bajo condiciones de esterilidad. Baker y col.,, (1983) sefialan que la
disminucién en el tamafio de la célula, forman parte de los mecanismos de

sobrevivencia de V. cholerae O1 en medios con deficiencia de nutrientes.

Cabe sefalar que se observaron también cambios en la morfologia colonial de la
cepa de V. cholerae suspendida en agua estéril de mar, después de ser sometida
a reanimacion en CST y a 35°C. A partir de los 20 dias de almacenamiento, el

patdgeno comenzo6 a formar colonias rugosas en el medio de cultivo (1-5 % de la
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Figura 5.11. Morfologia celular de V. cholerae, A cultivo fresco de 24 h de
desarrollo, B células después de 56 dias suspendidas en agua de mar a 3°C
horas. Fotografia obtenida mediante microscopia de contraste de fases.
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poblacion). Y hacia los 30 dias, alrededor del 90 % de la poblacion formaron
colonias rugosas con diferente grado de rugosidad. Se ha reportado que cuando
V. cholerae se encuentra por tiempo prolongado en un medio bajo en nutrientes,
puede desarrollar colonias rugosas sobre el medio de cultivo (Wai y col., 1998).
Varios investigadores sefialan que la formacion de estas variedades es un
mecanismo de sobrevivencia del V. cholerae al encontrarse en condiciones de
estrés ambiental (Rice y col., 1992). La forma rugosa de V. cholerae fue descrita
por primera vez en 1938 por Bruce quien reconocié que puede ser una variante
que permite al microorganismo sobrevivir en el medio ambiente (White, 1938).
Rice y col. (1992), sugieren también que el fenotipo rugoso de V. cholerae es una
forma de sobrevivencia de las cepas virulentas del patégeno en el medio
ambiente. Sefialan ademas, que puede sobrevivir a las concentraciones de cloro
comunmente empleadas en aguas para el consumo humano, siendo ineficaz esta
accion para controlar el célera. Morris y col. (1996), han observado que las
variantes rugosas de V. cholerae mantiene su potencial patégeno y producen un
exopolisacérido (EPS) que promueve la agregacion celular. Se ha sugerido que
ésta agregacion protege a las células individuales contra desinfectantes como el
cloro o la lisis por el complemento (Morris y col., 1996). Es importante enfatizar
gue a diferencia de V. cholerae las formas rugosas de las colonias no fueron
observadas en Salmonella ni E. coli provenientes de los microcosmos mantenidos

en refrigeracion.

5.4. Estudios de DSC de las células de V. cholerae, Salmonella y E. coli

durante el desarrollo del estado VNC.
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Paralelamente al monitoreo de la induccion al estado VNC de los patégenos de
estudio con cuenta en placa (CP) y la técnica de CDV, se realizaron
determinaciones de DCS para conocer si ocurrian cambios en la respuesta
térmica de la poblacion durante su ingreso al estado VNC; para ello, se tomaron
alicuotas de los mismos microcosmos que estaban siendo monitoreados por CP y
CDV. En la Figura 5.12 se muestran los termogramas obtenidos para las células
viables y cultivables (cultivos jévenes de 18 h) de V. cholerae, S. Typhimurium y
E. coli. Cabe sefalar que estas son poblaciones celulares no sometidas a estrés y
por lo tanto no hay presencia de células no cultivables. En la figura se observa que
para V. cholerae se presentaron 2 picos pequefios y uno grande, el primero se
presentd alrededor de 60 °C y el segundo a 70 °C, los cuales estan relacionados
con la desnaturalizacién de los ribosomas en las bacterias, segun lo reportado por
Mackey y col. (1991). El mayor de los picos se presentd alrededor de 80 °C, el
cual se relaciona con la fusion de ADN (Lee y Kalentunc, 2002), mientras que para
S. Typhimurium se observaron dos picos claramente definidos a 65 °C y 93 °C
(Figura 5.12) similares a los reportados por Lee y Kalenctuc (2010) para S.
enteritidis. E. coli también present6 dos picos (Figura 5.12), el primer pico esta
relacionado con la desnaturalizacion de los ribosomas, el segundo pico se
relaciona con dafio y desnaturalizacion del DNA de acuerdo a lo observado por

Mackey y col. (1991) y por Lee y Kalentuc (2002).

Este comportamiento térmico, por otro lado, muestra la naturaleza de los distintos

microorganismos. Miles y col. (1986), sefalan que el inicio de la primera
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Figura 5.12. Termogramas de células viables cultivables V. cholerae, S.
Typhimurium y E. coli obtenidas por DSC.
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desnaturalizacion o transicidbn térmica esta fuertemente relacionada con la
tolerancia térmica del organismo estudiado, ya que al ser microorganismos
mesofilos, su temperatura ideal de crecimiento esta por debajo de la primera
transicion térmica (50 °C aproximadamente), indicando que por arriba de ésta las
células empiezan a sufrir dafios en su estructura llevandolas a la desnaturalizacién

y muerte de la misma, corroborando su naturaleza mesofilica.

Durante el desarrollo del estado VNC de los tres tipos de microorganismos, se
observé que las poblaciones de células presentaron respuestas distintas al
tratamiento térmico (Figuras 5.13, 5.14, 5.15). Para el caso de V. cholerae (Figura
5.13), se observo que conforme la poblacion de células desarroll6 el estado VNC
se requirié una mayor temperatura, con respecto a las células viables cultivables
para provocar la desnaturalizacion de los ribosomas y dafio en el ADN,
observandose desplazamiento de los picos endotérmicos hacia la derecha. Este
hecho sugiere que éste patdgeno adquiere mayor resistencia térmica durante su
ingreso a dicho estado. En otras palabras, los resultados indican que el estado

VNC confiere resistencia a las células de V. cholerae a altas temperaturas.

Este resultado estaria de acuerdo con una de las hip6tesis sobre el estado VNC la
cual sefala que este estado es una forma de resistencia que confiere proteccion a

las células no esporuladas bajo condiciones desfavorables (Huq y col., 1983).

Sin embargo, en S. Typhimurium se observé un efecto contrario (Figura 5.14), se

observdé que conforme la poblacion del patdogeno desarrollaba el estado VNC
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Figura 5.13. Seguimiento por DCS de la induccién al estado VNC de células de V.
cholerae. D= dias de almacenamiento en agua de mar y refrigeracion de la cepa al

momento del andlisis.
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ocurrié una disminucion en la temperatura a la cual se presentaron los picos; la
disminucién observada fue de alrededor de 10 °C en el primer pico y de 25 °C en
el segundo. En otras palabras, los resultados sugieren que el estado VNC no le
confiere resistencia a las células de S. Typhimurium a altas temperaturas, por el
contrario en este estado la célula es mas sensible a la temperatura, con respecto a

las células viables cultivables.

En E. coli, por otro lado, se presentaron cambios en cuanto a la forma de los
picos, los cuales se van atenuando sin afectar en gran medida la temperatura y
entalpia del primer pico (Figura 5.15). Es decir, los datos sugieren que el estado

VNC no afecta la resistencia de las células de E. coli a la alta temperatura.

Como se observa en la figuras 5.13 a 5.15, tanto el desplazamiento de los picos
con respecto a la temperatura, como la desaparicién de algunos de estos muestra
la sensibilidad, resistencia y muerte respectivamente a los tratamientos a los que
las células bacterianas son sometidas. Lee y Kalenctuc, (2010) evaluaron
mediante DSC el efecto de la nisina y presion hidrostética alta en la viabilidad de
S. Typhimurium . Los investigadores reportaron diferentes termogramas
relacionados con los dafios que sufre la célula. También se ha evaluado
medianteDSC los dafios que sufre Listeria monocytogenes bajo el efecto del NaCl
(Anderson y col., 1991), por choque térmico por frio (Bayles y col. 2000). El DSC
también se ha utilizado para estudiar los dafios sobre las esporas por la alta
temperatura (Belliveau y col. 1992) y para Leuconostoc mesenteroides cuando es

sometido a alta presion hidrostéatica (Lee y Kalentuc, 2004) entre otros.
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Figura 5.14. Seguimiento por DCS de la induccion al estado VNC de células de S.
Typhimurium . D= dias de almacenamiento en agua de mar y en refrigeracion de
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Figura 5.15. Seguimiento por DCS de la induccién al estado VNC de células de E.
coli. D= dias de almacenamiento en agua de mar y en refrigeraciéon de la cepa al

momento del analisis
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Segun lo observado en los termogramas, conforme transcurre el tiempo de
almacenamiento y disminuye el conteo de viables, las transiciones térmicas para
S. Typhimurium se presentan a mas baja temperatura y por el contrario para V.
cholerae se observan a temperaturas mas elevadas lo cual indica que se requiere
para el caso de V. cholerae de una mayor energia para desnaturalizar los distintos
constituyentes celulares (ribosomas y ADN) mostrando de esta manera un
incremento en la resistencia térmica en contraste la energia para realizar la
desnaturalizacion de S. Typhimurium es menor indicando una disminucion en la
resistencia térmica y haciéndola de esta manera mas sensible térmicamente al
entrar al estado VNC. Por otro lado como ya se observd, E. coli mantiene su
viabilidad y su estabilidad térmica normal al entrar al estado VNC, sin embargo, se
observan cambios en los distintos constituyentes, lo que indica desnaturalizaciéon
de la célula evidenciando una disminucion en la viabilidad o posible
desnaturalizacion de la misma, no obstante, los cambios no son significativos, por
lo que se concluye que el estado VNC no la afecta por lo cual no se observa

disminucién en su resistencia térmica.

5.5. Estudio del estado viable no cultivable mediante IR

En la figura 5.16 se muestran los espectros de IR de células viables cultivables de
V. cholerae y S. Typhimurium . Estas células fueron obtenidas de cultivos jovenes
de 18 h y fueron lavadas 2 veces en SSI. Para ambos microorganismos se
observaron bandas similares en tamafio y forma; no obstante, se presentaron

diferencias muy pequefias entre los espectros de ambos microorganismos en
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cuanto a la concentracion de algunos compuestos (Figura 5.16). Los espectros se

dividieron en 4 regiones.

La region 1 que comprende entre 4000 y 2400 cm™, donde se observan bandas
espectrales muy amplias resultado de los estiramientos de —OH (3400cm™) y N-H
(amida A ~3300cm™ y amidas B ~3030cm™); entre 3100 y 2800 cm™ exhibe las
vibraciones de estiramiento de los grupos funcionales —CH3z y >CH, y por lo tanto
esta dominado generalmente por las caracteristicas espectrales de las cadenas de
acidos grasos de las membranas ambifilicas (por ejemplo, fosfolipidos) y por
algunas vibraciones de la cadena lateral de aminoacidos. Regién 2 entre 1800 y
1300cm™, se observan amidas | (1655 cm™) y Il (1548 cm™); entre 1500 cm™ y
1300 cm™ derivado de los enlaces >CH, y >CHjs de lipidos y proteinas. En la
regién de 1300 cm™ a 900 cm™, alrededor de 1230 cm™ se observan bandas
superpuestas tipicas de diferentes dobles enlaces asimétricos vibracionales de
estiramiento de fosfodiester, asi como grupos funcionales de fosfato libre y fosfato
monoester; asi también esta dominada por vibraciones de tension simétricas de
grupos fosfato en los acidos nucleicos y una secuencia compleja de picos debido a
C-O-C y C-O-P de vibraciones de estiramiento de varios oligopolisacaridos. La
region 4 se considera 900 cm™ y 400 cm™, esta regién puede contener bandas
débilmente expresadas derivados de las vibraciones de anillo aromético de la

fenilalanina, tirosina, triptéfano y los diversos nucleétidos. Con base en lo anterior,
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Figura 5.16. Espectros de IR de S. typhimuirum y V. cholerae en estado cultivable.

los espectros estan dividido en las 4 regiones de estudio.
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a partir de los espectros obtenidos de las células cultivables de los
microorganismos de estudio, se asignaron tentativamente las estructuras para

algunos picos de interés para el estudio (Tabla 5.4).

En la figura 5.17 (a y b) se muestran los espectros de V. cholerae y S.
Typhimurium respectivamente tanto en estado cultivable como VNC.
Interesantemente se observo un pico de particular interés que estaba ubicado en
una zona que no presenta interferencia de ninguna otro compuesto organico a
2343 cm™; se ha reportado que éste pico se debe a la presencia del CO; liberado
como producto de la actividad metabdlica de los microorganismos (Schultz y col.,
1996). En otras palabras, este pico indica que tanto las células de V. cholerae
como S. Typhimurium estan vivas o viables. Cabe destacar, que este pico se
observo tanto en los espectros obtenidos a partir de las células jévenes-viables-
cultivables, como en los obtenidos a partir de las células en estado VNC,
confirmando con ello la viabilidad de las células en estado VNC o que en verdad
las células en estado VNC estan vivas; corroborando con ello los resultados de la

técnica de CDV.

Por lo tanto, el pico a 2343 cm™ es producto del metabolismo en ambas bacterias;
no obstante, debido a que las células en estado VNC estaban suspendidas en
agua de mar sin nutrientes se podria esperar que dicho pico estuviera ausente, sin
embargo, al estar presente esto indica que tales células adan conservan su

actividad metabdlica, posiblemente producto de sus reservas energéticas.
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Tabla 5.4. Asignacién tentativa de bandas en el espectro de infrarrojo de células

bacterianas

Numero de | Asignhacién de grupo | Posible contribucion de

onda (cm™) funcional algunas biomoléculas

3400 O-H, N-H Amidas A, Peptidoglucano
(Naumman y col, 1982)

2918 Vv(CH,) asimétrico Acidos grasos

2852 V(CHy) asimétrico Acidos grasos

1655 Amida | estructuras Alfa- | Proteinas

helicoidal

1548 Amida Il Proteinas

1250-1220 v(P=0) asimétrico Fosfolipidos, ADN y ARN

1076 v(CC) conformacién cis columna de ADN y ARN

680 Cc=C
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Figura 5.17. Espectros de IR de células en estado viable-cultivable y en estado

VNC de a) V. cholerae y b) S. typhimuirum.
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Por otro lado, en los espectros obtenidos de las células en estado VNC se puede
observar en lo general que existen diferencias en los picos de cada una de las 4
regiones para cada patdgeno comparando los espectros de las células viables-
cultivables con los de las células en estado VNC. Esto sugiere que el estado VNC
afecta de manera distinta a cada microorganismo, tal como ya lo observamos en
los estudios correspondientes a la resistencia térmica de las células en estado
VNC. Al comparar los espectros entre las células viables-cultivables contra los de
las células en estado VNC del mismos microorganismo, se observa que mientras
para V. cholerae la diferencia en altura de los distintos picos es pequefia entre los
espectros de las células viables-cultivables y las que estan en estado VNC, para
S. Typhimurium estas diferencias se ven significativamente incrementadas,
observandose una mayor afectacién en los componentes de la célula para S.

Typhimurium que para V. cholerae.

En la figura 5.18 se observan los espectros de V. cholerae y S. Typhimurium
respectivamente en estado viable-cultivable y VNC de la region 1 que comprende
de 4000 cm™ a 2400 cm™, en esta regién se observa un pico sobre 3450 cm™ el
cual puede relacionarse con el estiramiento del enlace O-H de los grupos hidroxilo,
mientras que los que se presentan alrededor de 3300 cm™ y 3090 cm™ se
relacionan con el estiramiento del enlace N-H de amidas A y B respectivamente
pertenecientes al peptidoglucano segun lo reportado por Naumman y col. (1982).
Tanto para V. cholerae como para Salmonella, la altura de estos picos se ven

disminuidas cuando entran al estado VNC, lo que indica que la integridad celular
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se ve disminuida al entrar a este estado. Cabe sefialar que la mayor reduccién se
observa para S. Typhimurium , lo cual concuerda con lo observado en DSC donde
se observo que la resistencia térmica de las células en estado VNC de S.
Typhimurium disminuy6 significativamente; los datos sugieren que esta
disminucién a la resistencia térmica podria ser debido, en parte, a la pérdida

significativa del peptidoglicano. Lo cual no se observo en V. cholerae.

Por otro lado en la figura 5.19 podemos observar los espectros de S. Typhimurium
y V. cholerae en la regién 2 que comprende de 1800 cm™ a 1300 cm™, en la cual
se observa la banda de la amida | alrededor de 1650 cm™ que representa las
vibraciones de estiramiento del enlace C=0O de grupos amida de proteinas y
alrededor 1540 cm™ se observa la banda relacionada a la amida Il representando
la deformacién del enlace N-H y estiramiento del enlace C-N y los modos de
flexion de los grupos CHs y CH; presentes en todas las biomoléculas. Se observan
también, la presencia de picos relacionados con lipidos y carbohidratos y

proteinas.

En esta region se observa nuevamente como la entrada al estado VNC afecta la
integridad celular al afectar lo concentracion de polisacéaridos de la pared celular
del peptidoglucano, lo que en el caso de S. Typhimurium muy probablemente
provoca dafio subletal disminuyendo con ello su resistencia térmica. Por otro lado,
aunque V. cholerae también muestra una ligera disminucion en la intensidad de

estas bandas, su resistencia térmica se incrementa segun lo observado por DSC.
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La regién espectral entre 1300 y 900 cm™ (Figura 5.20) se define por las
caracteristicas de vibracion de las proteinas celulares, acidos nucleicos,
membrana celular, y componentes de la pared celular (Goodacre y col. 1996). Las
principales bandas en esta region incluyen los estiramientos antisimétrica (1242
cm™) y simétrica (1080 cm™) del grupo P=O de la columna vertebral de
fosfodiéster de los acidos nucleicos y las vibraciones de estiramiento de C-O-C de
los polisacéaridos (1200-900 cm-1) en la capa de peptidoglucano de la pared
celular y el prospecto lipopolisacarido exterior (Al Qadiri y col. 2008). En este
intervalo como en los dos anteriores también se observa un cambio en las
concentraciones de las distintas bandas de ambos microorganismos y de la misma
forma el espectro de S. Typhimurium  muestra una mayor afectacién que V.
cholerae. Sin embargo en esta region se observa incremento, ligero en el caso de
V. cholerae y drastico en el caso de S. Typhimurium , en la banda
correspondiente a los carbohidratos, de tal manera que esta banda parece
definirse o dividirse hasta en 4 bandas diferentes (~1116, ~1053, ~1034 y
~1024cm™) lo que indica la ruptura de los distintos polisacaridos que se
encuentran en el peptidoglucano de la pared celular ya que en el intervalo de
1200-900cm-1 se encuentran las vibraciones de estiramiento de C-O-C de los
polisacéaridos. Esto explica de nueva cuenta el efecto que tiene sobre la estabilidad

térmica de ambos microorganismos.

De esta manera los resultados de los espectros de IR de las distintas células

comparados con lo observado en DSC pueden indicar por una lado los cambios
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que las células experimentan durante el proceso de induccién al estado VNC
donde a pesar de que V. cholerae tiene una mayor resistencia térmica su
composicion celular esta siendo menos afectada mientras que S. Typhimurium
que presenta una menor resistencia térmica y un cambio significativo en su
composicion celular, lo que puede explicar la susceptibilidad de Salmonella al

tratamiento térmico observada en DSC.

5.6. Pruebas de resistencia térmica en células bacterianas en estado VNC

Se realizaron pruebas de resistencia térmica a células de V. cholerae y S.
Typhimurium tanto en estado normal (viable y cultivable) como en estado VNC,
mediante un protocolo de calentamiento del pellet a una temperatura isotérmica en
el DSC y un posterior calentamiento en el mismo para observar los cambios en las
transiciones por efecto del calentamiento previo. Como se ha mencionado, el
objetivo de este estudio fue conocer si el estado VNC le conferia resistencia a las
células bacterianas frente a las altas temperaturas tal como se ha sugerido en
diferentes articulos (Colwell et al., 1985). Si el estado VNC confiere proteccién a la
célula, al someter células en este estado a temperaturas cercanas a la de
pasteurizacion, es de esperar que tales células soporten mejor o mayormente el
efecto de la temperatura que las células normales o viables-cultivables, de tal
manera que al estudiar mediante DSC estas células (VNC y viables-cultivables)
gue fueron sometidas a tratamientos térmicos, se pueda determinar si hubo o no
efecto de la temperatura, y en qué grado, sobre las células después del
tratamiento térmico. Si el EVNC "protege" o confiere resistencia a la célula es de

esperar que en los termogramas se observen transiciones de fases o0 picos a
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mayores temperaturas en las células en EVNC que las que se observen sobre las
células viables-cultivables. Por el contrario, si tal EVNC no protege a la célula es
de esperar que dichas transiciones de fases o0 picos se presenten a mas bajas
temperaturas; e inclusive, si no existe proteccion, es posible que no se observen
ya transiciones de fases en los termogramas de las células en EVNC debido a que
el tratamiento térmico dafio por completo a la célula bacteriana (Miles y col., 1986;
Anderson y col., 1991; Mackey y col., 1991, Belliveau y col., 1992; Mohacsi-Farkas
y col., 1999; Kaletunc, 2001).

En la figura 5.21 se observan los termogramas de las células de V. cholerae en
estado (a) cultivable-cultivable y (b) VNC sometidas a 55°C, 65°C, 70°C y 75°C;
para el caso de las células viables-cultivables en las gréficas el control esta
denominado como V. ch. Este es un termograma obtenido de las mismas células
de V. cholerae pero que no fueron sometidas previamente a un tratamiento
térmico. El termograma de V. cholerae control presenta las distintas transiciones
de fase o picos caracteristicos, ya analizados y discutidos previamente, de los
cuales las transiciones que se presentan a 60-70 °C y 90-100 °C son las que nos
interesan, como ya se ha discutido previamente, y son las que tomaron como
referencia para el analisis de los termogramas. Se observé que la temperatura
tiene efecto en la estructura de V. cholerae [Figura 5.21 (a)], aun a temperaturas
(55° C, por ejemplo) no consideradas letales para éste microorganismo
(Fernandez, 2000); en los termogramas se observa que conforme el tratamiento
térmico va siendo mas severo, las transiciones principales que se observan a 60°-

70° C (relacionadas con desnaturalizacion de ribosomas y muerte celular) y a 90°
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C (relacionadas con desnaturalizacion del ADN y dafio en la pared) empiezan a
desaparecer, disminuyendo incluso los picos de tamafo hasta su total
desaparicion cuando las células son calentadas a 70 °C, lo que sugiere que el
tratamiento térmico previo afectd, de manera creciente con la temperatura, las
estructuras celulares hasta un punto tal que el tratamiento previé a 70 °C provoco
la desaparicion casi completa de los picos relacionados con la desnaturalizacion
de ribosomas, muerte celular, desnaturalizacion del ADN y con el dafio en la pared
celular (Mackey y col., 1991; Mackey y col. 1993; Teixeira col., 1997; Kaletunc,
2001). En otras palabras, los datos sugieren que con un tratamiento térmico de 70
°C se logroé la inactivacion o destruccion total de las células de V. cholerae O1
"normales” o viables-cultivables, lo que concuerda con lo reportado en la literatura

(Fernandez, 2000).

Por el contrario, para el caso de las células en estado VNC se present6 un efecto
distinto al observado con las células viables-cultivables. Los termogramas
sugieren gque las células en estado VNC resisten mas el efecto de la alta
temperatura que las células viables-cultivables [Figura 5.21 (b)]. Como se discutio
anteriormente en el apartado 5.4 para la figura 5.13: se observé que después de
25 dias de almacenamiento en agua de mar toda la poblacion de células viables
de V. cholerae habia entrado al estado estado VNC (Figura 5.13); en este tiempo y
para esta poblacion de células el analisis térmico mostré que habian desaparecido
los picos relacionados con la estabilidad de los ribosomas, y solo permanecia un
pico que se relacion6 con la viabilidad, con la pared y con la desnaturalizacién del

ADN; ademas de que éste pico en esta poblacibn se habia desplazado o
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aparecido a una temperatura mas alta que en las células viables-cultivables
(Figura 5.13). Cuando esta poblacion de células en estado VNC se sometio a las
mismas altas temperatura que las utilizadas para las células viables-cultivables, se
observaron ligeros cambios en el pico, con respecto al control no tratado [Figura
5.21 (b)], lo cual sugiere que el estado VNC le confiere proteccion a las célula de
V. cholerae. Un analisis de viabilidad mediante la técnica de cuenta directa viable
realizado por epifluorescencia y efectuado a estas poblaciones de células en
estado VNC tratadas, confirmd los resultados. Las células sometidas a los
tratamientos térmicos permanecian viables; lo que no ocurri6 con las células
viables-cultivables. Hasta el momento los resultados sustentan la hipotesis sobre
gue el estado VNC confiere resistencia a V. cholerae O1, al menos frente a altas

temperaturas.

Por otro lado, para el caso de S. Typhimurium se observé una menor resistencia
térmica (figura 5.22a) que la presentada por V. cholerae; las células viables-
cultivables de Salmonella se inactivaron térmicamente a sélo 65 °C (Figura 5.22a),
es decir, al someter a las células viables-cultivables de Salmonella a una
temperatura previa de 65 °C con el posterior analisis térmico de estas células se
encontré que los picos relacionados con la estabilidad de los ribosomas y la
viabilidad, desaparecen ya en estas células que fueron tratadas a 65 °C. No
obstante, las transiciones o picos relacionados con la estabilidad del ADN (pico

que se observa a 90°-95° C) se conservan (Figura 5.22a).
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Sin embargo cuando las células de S. Typhimurium en estado VNC fueron
sometidas al mismo tratamiento térmico, se observdé que después de los
tratamientos éstas células ya no presentaron ninguna transicion o no se observo
ya ningun pico en los termogramas aun con un tratamiento tan bajo como el de
45°C (Figura 5.22b). Es decir, el pico o transicién que se observa en las células de
Salmonella en estado VNC no tratadas o control, desaparece en las células
tratadas, lo cual se relaciona con muerte de la bacteria. Un analisis de viabilidad
mediante la técnica de cuenta directa viable efectuado a estas poblaciones de
células en estado VNC tratadas, confirmé los resultados, es decir las células
sometidos a los tratamientos térmicos se inactivaron o murieron a 45° C. Estos
resultados sugieren que, a diferencia de V. cholerae O1, para S. Typhimurium el
estado VNC no le confiere resistencia a la células, por el contrario el estado VNC

la hace mas sensible a la alta temperatura.

5.7. Efecto del hipoclorito en células en estado VNC

Para conocer ahora la sensibilidad o resistencia de las células de V. cholerae y
Salmonella a otro factor antimicrobiano, se trabajo con hipoclorito de sodio, del
cual se conoce ampliamente su efecto antimicrobiano, aun a tan bajas
concentraciones como 2 ppm en agua potable (Fernandez, 2000). Para estos
estudios se trabajo tanto con células viables-cultivables como en estado VNC. En
estos experimentos, se sometio a las células de V. cholerae y/o Salmonella al
efecto de 2 concentraciones de hipoclorito: 5y 10 ppm. Se incluyeron poblaciones
controles de ambos microorganismos en los dos tipos de estados (viable-cultivable

y VNC) las cuales no fueron tratadas con hipoclorito. Después de los tratamientos,
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se realiz6 el andlisis térmico de las células para conocer los posibles cambios
estructurales provocados por dichos tratamientos. En la figura 5.23 se presentan
los termogramas obtenidos para V. cholerae viable-cultivable; como observa,
desde la concentracion de 5 ppm las células empiezan a verse afectadas ya que
en el termograma desaparecen las principales transiciones relacionadas con el
ADN vy las fracciones ribosomales, ademas de que por este tratamiento los picos
disminuyen de altura, lo cual también se relaciona con dafio o efecto sobre la
estructura de la célula. Algo més acentuado ocurrié con el tratamiento de 10 ppm
de hipoclorito de sodio (Figura 5.23); en donde los picos relacionados con las
transiciones casi han desaparecido. Al realizar la cuenta en placa de estas células
viables-cultivables tratadas tanto con 5 ppm como a 10 ppm, se observé que al
menos el 1 % de la poblacién permanecié viable-cultivable al formar colonias en el
medio de cultivo, lo cual ya no ocurrié en las tratadas con 10 ppm de hipoclorito.
Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura en donde se
describe que concentraciones de hipoclorito tan bajas como 2 ppm pueden tener
un efecto bactericida letal (Fernandez, 2000). No obstante, cabe sefalar que esto
ocurre en agua potable y libre de materia organica; ya que también es bien sabido
que conforme la concentracion de bacterias se incrementa o existe presencia de
materia organica en el agua, la efectividad del hipoclorito disminuye
incrementandose la probabilidad de que parte de la poblaciéon bacteriana
sobreviva al tratamiento de desinfeccion (Fernandez, 2000). Muy posiblemente por
ello se observd sobrevivencia de una parte de la poblacion de V. cholerae en el

tratamiento de 5 ppm de hipoclorito.
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Por otro lado, cuando las células de V. cholerae en estado VNC fueron sometidas
a las mismas concentraciones de hipoclorito, desde la concentracion de 5 ppm se
provoco un gran efecto en la estructura de la célula de tal manera que desaparecio
el pico en el termograma, o bien, ya no se observaron transiciones de fases en
estas células tratadas (Figura 5.24); lo cual se puede relacionar con muerte de la
bacteria. Un andlisis de viabilidad mediante la técnica de cuenta directa viable
efectuado a estas poblaciones de células en estado VNC tratadas con hipoclorito,
confirmo los resultados, es decir las células tratadas con 5 ppm de hipoclorito se
inactivaron o murieron. Estos resultados siguieren que dicho estado no le confiere
resistencia a las células V. cholerae contra el hipoclorito de sodio, por el contrario

al parecer tal estado la hace mas sensibles al hipoclorito.

Con respecto a Salmonella se observd un efecto similar al ocurrido para V.
cholerae. El hipoclorito tuvo efecto sobre la viabilidad de células viables-cultivables
de Salmonella; desde una concentracion de 5 ppm de hipoclorito las células se
ven afectadas desapareciendo la transicion correspondiente al ADN vy las
transiciones de las fracciones ribosomales se ven disminuidas, mientras que para
10 ppm muestra una mayor afectacion provocando la degradacion en su mayor
parte de las fracciones ribosomales (Figura 5.25). No obstante, al igual que para
V, cholerae, al realizar la cuenta en placa de estas células viables-cultivables
tratadas con 5 ppm, se observé que al menos el 1 % de la poblacion permanecio
viable-cultivable al formar colonias en el medio de cultivo, lo cual ya no ocurrié en

las tratadas con 10 ppm de hipoclorito.
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Finalmente, cuando las células de Salmonella en estado VNC fueron sometidas a
las mismas concentraciones de hipoclorito, desde la concentracion baja de 5 ppm
ya no se observaron transiciones de fases en los termogramas de estas células
tratadas (Figura 5.26); lo cual se relaciona con muerte de la bacteria. Un andlisis
de viabilidad mediante la técnica de cuenta directa viable efectuado a estas
poblaciones de células en EVNC tratadas con hipoclorito, confirmd los resultados,
es decir las células tratadas tanto con 5 ppm como 100 ppm de hipoclorito se
inactivaron o murieron. Estos resultados siguieren que dicho estado no le confiere
resistencia a las células S. Typhimurium contra el hipoclorito de sodio, por el

contrario al parecer tal estado la hace méas sensibles al hipoclorito.
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6. Conclusiones

1.

Se logr6 estandarizar la técnica de DSC para el estudio térmico de células
bacterianas; las condiciones mas adecuadas fueron el uso de crisoles de

aluminio, vel. 5°C/min, peso promedio de 10 mg.

Con la técnica de DSC es posible monitorear la viabilidad o actividad
metabolica de las bacterias.

La espectroscopia de IR mostro que las estructuras afectadas cuando las
bacterias entran al estado VNC se encuentran principalmente en la region |
que (3400-3000) relacionadas con amidas A y el péptidoglucano que forma
parte estructural de pared celular, asi como la regién 2 (1700-1600) debidas
a amidas | provenientes de proteinas.

Con la técnica de IR se pudo evidenciar la produccién de CO; en las células
en estado VNC lo que refuerza los datos obtenidos con la técnica directa
viable de que tales células no cultivables se encuentran viables.

El estado viable no cultivable le confirié6 proteccion a las células de V.
cholerae contra elevadas temperaturas (55°-70° C).

El estado viable no cultivable hizo mas sensible a las células de S.
Typhimurium contra elevadas temperaturas (55°-70° C).

El estado viable no cultivable no afecto la resistencia térmica natural de
Escherichia coli contra elevadas temperaturas (55°-70° C).

La técnica de DSC fue posible evaluar el efecto del hipoclorito de sodio en

las células bacterianas.
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9. El estado VNC no confirio resistencia a las células de S. Typhimurium o V.
cholera al efecto antimicrobiano del hipoclorito de sodio, por el contrario las

hizo més sensible.
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