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Resumen.

En el presente trabajo se propuso un protocolo para identificar células de V.
Cholerae en Estado Viable No Cultivable utilizando calorimetria diferencial de
barrido. El estado viable no cultivable (EVNC) de células de Vibrio cholerae, se
tratd de inducir inoculando células de Vibrio cholerae en agua de mar y
refrigerdndolas a 4 °C durante un mes. Para la preparacion de la muestra se
emplearon 2 métodos diferentes, uno utilizando agua destilada y solucién salina
isoténica para el lavado de las células y en el otro utilizando Unicamente solucion
salina, para la obtencion de las células de Vibrio cholerae se colocaron 70 mL del
agua de mar inoculada con Vibrio cholerae en 2 tubos para centrifuga de 35 mL
cada uno, éstos se centrifugaron a 3500 rpm, después se lavaron unos con agua
destilada y solucion salina y otros con solucidn salina, después de agregarles tanto
el agua destilada como la solucién salina se centrifugaron a 3500 rpm durante 15
min, al centrifugar las células de Vibrio cholerae precipitan, posteriormente se usé
una pipeta Pasteur para depositar el contenido de los tubos en capsulas de acero
inoxidable. Se usé un DSC Mettler Toledo, para detectar la estabilidad térmica de
células de Vibrio cholerae. Para evaluar la estabilidad de las células, se usé un
método de 4 a 180 °C con una velocidad de calentamiento fija de 5°C/min. La
habilidad para formar colonias en el estado viable no cultivable se evalu6 mediante
un conteo en placa, los resultados obtenidos en el conteo en placa nos indican que
las células de Vibrio cholerae nunca entraron al estado viable no cultivable, con
estos resultados solo se evidencia que las células van perdiendo la capacidad para
formar colonias cuando se encuentran condiciones adversas para ellas, como la
temperatura, pH, concentracion salina y concentracion de nutrientes en un
determinado lapso de tiempo. En los termogramas obtenidos por calorimetria, uno
de ellos present6 eventos térmicos observables, fue en el que utilizé agua destilada
para la obtencién de la muestra, en este termograma, se observaron 3 eventos
térmicos, el primero es un pico grande a temperaturas de 60 a 80°C asociado con
la desnaturalizacion de ribosomas, el segundo es a temperaturas de 80 a 100°C

asociado con la fusion del ADN.
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I. Introduccién.

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica que detecta y monitorea las
transiciones conformacionales inducidas térmicamente. El calorimetro diferencial
de barrido mide el diferencial de flujo de calor entre un crisol de referencia y un
crisol con muestra en funcidn de la temperatura a una tasa de calentamiento fija. A
medida que las células son calentadas, éstas incrementan su temperatura
dependiendo de la capacidad calorifica de las células. Cerca de la temperatura
donde los componentes celulares pasan de una transicién de orden a desorden se
observan picos en los diagramas de capacidad calorifica contra temperatura en

direccion positiva (absorcion de calor) o en direccion negativa (pérdida de calor).

La calorimetria diferencial de barrido ha sido utilizada para el estudio de sistemas
bioldgicos para observar y explicar los cambios intracelulares y la desnaturalizacion

del ADN en células bacterianas.

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.

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.

Las bacterias Gram-negativas que sobreviven en agua de mar y en agua fresca
son conocidas por entrar en un estado viable no cultivable, en el cual estas
bacterias no desarrollan sobre medios de cultivo convencionales, cuando se
encuentran en condiciones adversas para su desarrollo como la temperatura, pH,

concentracion salina y escasez de nutrientes, pero retienen su actividad metabdlica
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y su capacidad patdgena. Se ha demostrado que Vibrio cholerae, la bacteria Gram-
negativa responsable de enfermedades diarreicas y bacteria entérica, puede entrar
en el estado viable no cultivable en respuesta a condiciones adversas del medio

ambiente. En este estado las células reducen su tamafio.
Este trabajo esta enfocado a proponer un protocolo para determinar la presencia

de Vibrio cholerae en la condicién viable no cultivable utilizando calorimetria
diferencial de barrido.
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Il. Antecedentes.

2.1.- Bacterias.

2.1.1.- Definicion.

Las bacterias son organismos unicelulares microscopicos, relativamente sencillos
gue se reproducen por fision binaria y se caracterizan porque su material genético

no estd rodeado por una membrana nuclear especial, por ello se Illaman

procariotas.

Su tamafo se mide en umy oscila entre 0.2y 2 um

2.1.2.- Estructura bacteriana.

Estructuralmente estan constituidos por:

Elementos obligados: estan presentes en todas las bacterias y son indispensables
para la vida de la bacteria, como la pared celular, la membrana plasmatica, el

citoplasma, los ribosomas y la region nuclear.

Elementos facultativos pueden estar o no presentes en la bacteria y son: la

capsula, los flagelos, las endosporas e inclusiones citoplasmaticas.

2.1.2.1.- Elementos obligados

Pared celular

Es el limite externo de la célula, tiene una estructura rigida debido al
peptidoglicano. La pared celular rodea a la membrana citoplasmatica y confiere a la
bacteria una morfologia tipica. La adquisicién de este tipo de estructuras, a modo
de exoesqueleto, ha servido a las bacterias como mecanismo de adaptacion al
medio externo, protegiéndola de su posible lisis, ya sea osmética 0 mecanica,
proporciona a la bacteria resistencia contra los antibioticos (Salton 1994). Ademas
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de ser el medio de intercambio de solutos entre el exterior y el interior celular. La
pared bacteriana sirve de punto de union para toda una bateria de proteinas
implicadas en procesos de crecimiento y division celular, y en las interacciones de
la célula con el medio exterior. De hecho, la pared desempefia un papel importante
en los procesos de colonizacion, adherencia, inflamaciéon e invasién bacteriana

(McCullers y Tuomanen 2001).

Membrana plasmatica

Estructura delgada que se extiende por dentro de la pared celular, encerrando al
citoplasma de la célula, actia como barrera selectiva, contiene las proteinas y otros
componentes de la respiracion celular y fosforilacién oxidativa, interviene en la
degradacion de nutrientes y en la produccion de energia. Esta compuesta por
fosfolipidos y proteinas. Los fosfolipidos forman una doble capa que engloba a las

proteinas globulares que se disponen plegadas de forma irregular.

Citoplasma

El citoplasma bacteriano es un gel de alta presion osmética, que engloba a todos
los organelos celulares. Visto al microscopio electrénico muestra un aspecto
finamente granular, debido a su alto contenido en ribosomas e inclusiones de
diversos materiales nutritivos que las bacterias almacenan en forma insoluble,

formado por un 80% de agua, enzimas, iones.
Aproximadamente en el centro del citoplasma se localiza el material genético de la

bacteria, organizado en un nucleoide, este material genético consiste de un

cromosoide unico formado por ADN de doble hebra.
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2.2 Clasificacion de las bacterias

Los procariotas se dividen dentro de tres grupos, distinguidos por la naturaleza de
la envoltura celular. EI grupo mas pequefio es el de las micoplasmas, estos no
poseen pared celular; la membrana es el limite externo de la célula. Las
micoplasmas, por consiguiente son osmoéticamente fragiles y solo pueden

sobrevivir en un ambiente externo isosmotico con el contenido celular.

Todos los demas procariotas tienen pared celular y dos grupos principales son
distinguidos por sus propiedades quimicas especificas y la estructura de su pared
celular. Estos son llamados bacterias Gram positivas y Gram negativas de acuerdo

a la reaccion celular con un procedimiento llamado tincién de Gram

El procedimiento de la tincion Gram fue desarrollado en 1884 por un fisico Danés
estudiante en Berlin Christian Gram. El observo tejidos de pulmoén durante
autopsias de individuos que habian muerto de neumonia. El noté6 que el
Streptococcus pneumoniae encontrado en los tejidos de pulmén retenia el primer
tinte conocido como marcador café (ahora es usado el cristal violeta), mientras que
el tejido del pulmon no se tefiia. Posteriormente se determino que ciertas bacterias
conocidas con el término de Gram positivas retenian el cristal violeta cuando se
tefilan con este método, mientras las Gram negativas no retenian este tinte. La
tincidbn Gram es llamada tincién diferencial por que se distinguen estos dos grupos

de bacterias.

Procedimiento:

Coloracion primaria: preparar un frotis de la bacteria y tefir con cristal violeta,
ambas bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas se tifien de color

violeta.

Mordente: inundar la preparacién con una solucion de yoduro de potasio y yodo,

esto fija el cristal violeta con el material celular.
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Decoloracioén: lavar con etanol el frotis tefiido. El cristal violeta es lavado de las
bacterias Gram negativas. Las bacterias Gram positivas retienen el cristal violeta y

guedan tefiidas de un color violeta.

Coloracion de contraste: tefir la preparacion con safranina. Las bacterias Gram

negativas se tifien de rosa.

Una clase de polimero que constituye la pared celular es el peptidoglicano,
sintetizado solamente por los procariotas, es comun tanto en las bacterias Gram
positivas como en las Gram negativas. El peptidoglicano es un heteropolimero,

compuesto de dos amino azucares y un pequefio numero de aminoécidos.

2.2.1 Bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram positivas poseen una pared gruesa y uniforme, constituida
principalmente de peptidoglicano responsable de la rigidez de la pared celular, este
constituye del 40 al 80% del peso seco de la pared celular. Otros constituyentes de
la pared celular de las bacterias Gram positivas incluyen al &cido teicoico y al acido
teicurdnico. El &cido teicoico es polimero poliol fosfato, como el poliglicerol fosfato y
el poliribitol fosfato, Las funciones primarias de estos polimeros son la
estabilizacién del peptidoglicano y la captura de Magnesio. Azucares como la
glucosa y la galactosa, aminoazlicares como la glucosamina y el aminoacido D-

alanina.

Las bacterias Gram positivas son formadoras de endosporas y tienen el
crecimiento de un micelio vegetativo que les permite el movimiento. Ademas son
mas susceptibles a la actividad antibacteriana de colorantes basicos, detergentes
aniénicos y cationicos, al fenol, sulfamidas y penicilina, ademas son mas
resistentes a la actividad antibacteriana de acidos, agentes oxidantes y a la
estreptomicina. Siendo de igual forma mas resistentes a la digestion de enzimas

proteoliticas y a la accién de ruptura de los compuestos alcalinos.
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Las bacterias Gram positivas contienen ribonucle6tido de magnesio y pueden

volverse Gram negativas tratandolas con ribonucleasa

Las bacterias Gram positivas son de forma cilindrica y pueden formar esporas y
son productoras de exotoxinas. Este mecanismo de proteccion lo llevan a cabo

cuando los factores ambientales son adversos para ellas.

2.2.2 Bacterias Gram negativas

Las bacterias Gram negativas son mas complejas que las Gram positivas, ya que
poseen varias capas de peptidoglicano y tienen otra capa llamada membrana
externa. En la membrana externa de estas bacterias predominan proteinas y
lipidos. La pared celular de las bacterias Gram negativas esta compuesta del 11 al

22% de lipidos y estan presentes todos los aminoacidos.

Las bacterias Gram negativas son mas resistentes a la actividad antibacteriana de
colorantes basicos, detergentes anionicos y catidnicos, fenol, sulfamidas y

penicilina.

El punto isoeléctrico de las proteinas presentes en las bacterias Gram negativas se
encuentra en un rango de pH de 4 a 5. La mayor parte de las bacterias Gram
negativas presentan forma de bacilos, espirilos y cocos, las cuales no forman

esporas, pero si forman endotoxinas.

Las bacterias Gram negativas para defenderse de factores externos desfavorables,
como la temperatura, el pH, la salinidad, la escasez de nutrientes y la presencia de
antimicrobianos, entran en un estado de dormancia, conocido también como
Estado Viable No Cultivable (EVNC).

2.3 Calorimetria Diferencial de Barrido
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La calorimetria diferencial de barrido es una técnica que detecta y monitorea las
transiciones conformacionales inducidas térmicamente. El calorimetro diferencial
de barrido mide el diferencial de flujo de calor entre un crisol de referencia y un
crisol con muestra en funcién de la temperatura a una tasa de calentamiento o

enfriamiento fija.

A medida que las células son calentadas, éstas incrementan su temperatura
dependiendo de la capacidad calorifica de las células. Cerca de la temperatura
donde los componentes celulares pasan de una transicion de orden a desorden se
observan picos en los diagramas de capacidad calorifica contra temperatura en
direccion positiva (absorcion de calor) o en direccion negativa (pérdida de calor).

En la temperatura de transicion para inducir las transformaciones térmicas, donde
el calor involucrado en una transicion es igual al area debajo del pico, estas
medidas son calculadas por el DSC. Las temperaturas de transicion son puntos de
maxima capacidad calorifica (endotérmica) o minima capacidad calorifica
(exotérmica). De los termogramas obtenidos del DSC se pueden obtener valores
térmicos (temperatura de transicién) y valores termodinamicos (Energia libre de
Gibbs. Entalpia), parametros de transicion adicionales para determinar la

capacidad calorifica de la masa del material.

La ventaja de la calorimetria es aproximar un estudio termodinamico, se hacen
medidas directas de la entalpia y la capacidad calorifica, el andlisis y los datos
recolectados no son especificos para un material en particular y para preparar la
muestra antes de realizar el analisis, el material no requiere ser destruido (Lee and
Kaletunc 2002).

2.3.1 Usos de la calorimetria aplicada a células bacterianas

Algunos investigadores han usado la calorimetria diferencial de barrido para llevar

a cabo tratamientos de calor bajo condiciones controladas, incrementando la
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temperatura, para determinar las transiciones inducidas térmicamente con el
propoésito de evaluar la relacion entre la estabilidad de los componentes celulares y
las células dafiadas o muertas (Miles y otros 1986; Mackey y otros 1988; Mackey y
otros 1991; Belliveau y otros 1992; Mackey y otros 1993).

Los valores de la viabilidad celular, basados en datos calorimétricos y conteo en
placa, muestran una relacion entre si. Se han hecho estudios sobre los
componentes celulares aislados y células intactas de Escherichia coli y
Lactobacillus plantarum, para conocer la tolerancia térmica de estos dos
microorganismos, mostrando los resultados que Escherichia coli tiene una mayor
tolerancia térmica que Lactobacillus plantarum. La inactivacion térmica de
microorganismos esta asociada con la desnaturalizacion irreversible de
membranas, ribosomas y acidos nucleicos. Sin embargo, los modelos de cambios
de las macromoléculas que inducen la muerte de células de microorganismos

mediante tratamiento térmico aun no se conocen claramente.

Un sin numero de transiciones, con un efecto endotérmico neto, son observadas
cuando los microorganismos son calentados. Los picos de las transiciones
observadas corresponden a la desnaturalizacion de componentes celulares (Miles
y otros 1986; Anderson y otros 1991; Mackey y otros 1991; Mohacsi y Farkas 1999;
Kaletunc 2001).

Esto hace pensar que existe una relacién estrecha entre la muerte térmica de la
bacteria y el primer pico de los termogramas en el DSC en un rango de
temperatura de 60 a 80 °C, que es atribuido a la fusién ribosomal (Mackey y otros
1993; Teixeira y otros 1997).

Varios investigadores han mostrado la relaciéon entre la estabilidad de ribosomas y
la viabilidad celular de Staphilococcus aureus (Allwood-Russel, 1967), Listeria
monocytogenes (Stephens-Jones 1993) y Salmonella typhimorium (Tolker-Nielsen
1996).
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Otros estudios aplicando la calorimetria diferencial de barrido fueron los que
realizaron Victoria Ledn y otros en el 2006, para evaluar la termoresistencia de

bacterias acido-lacticas en salchichas cocidas.

2.3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) aplicada a proteinas

La estabilidad y la organizacion estructural de una proteina, pueden ser estudiadas
a través del proceso de desnaturalizacion inducido por la temperatura o por
agentes quimicos. La calorimetria diferencial de barrido mide la variacion de la
capacidad calorifica a presion constante, Cp, de un sistema con la temperatura, y
permite monitorizar las transiciones inducidas térmicamente. El andlisis de las
mismas permite determinar los parametros termodinamicos de las transiciones que
tienen lugar durante su desnaturalizacion, siempre que tenga lugar en condiciones
de equilibrio (Privalov 1979; Freire y otros 1990, Sanchez-Ruiz 1995), y es la Unica
técnica que permite una medida directa del cambio energético del proceso
(Privalov 1979; Freire y otros 1990).

Los calorimetros actuales operan en modo diferencial, midiendo la diferencia entre
la capacidad calorifica de la celda de muestra y la celda de referencia (Figura 1). El
sistema se calienta cuasi-adiabaticamente a velocidad constante, y la potencia
eléctrica (CBF) necesaria para minimizar la diferencia de temperatura (AT) entre las
dos celdas es proporcional a la diferencia de Cp entre las mismas (capacidad

calorifica de exceso).

Se muestran las dos celdas (muestra y referencia) rodeadas por la coraza
adiabatica (en gris), y los sistemas de termoestabilizacion (TS) y retroalimentacion
(CFB y JFB) controlados por el ordenador. El barrido de temperatura se realiza de
manera adiabatica mediante un controlador de temperatura (JFB) que mantiene
constante la diferencia de temperatura (AT2) entre la coraza adiabatica (gris) y la
celda de temperatura constante. A velocidad de calentamiento constante, la
potencia del CFB (retroalimentacion de la celda de muestra) es proporcional a la
capacidad calorifica de exceso entre la muestra y la referencia.
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Figura 1. Representacion esquematica de un calorimetro diferencial de barrido
(DSC).
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Las transiciones conformacionales inducidas por la variacion de la temperatura en
proteinas viene caracterizada por la presencia de uno o varios picos en el intervalo
de temperatura en que tiene lugar la desnaturalizacién de la misma, mientras que
los valores de Cp en las regiones de la pre y post-transicién corresponden a la
capacidad calorifica de la forma nativa (N Cp) y de la desnaturalizada (D Cp),
respectivamente. La entalpia de desnaturalizacion, AHD, se obtiene por integracion

del area comprendida bajo la curva de la capacidad calorifica (Privalov 1979).

La relacién existente entre ACp y AS (variacién de entropia) permite obtener ésta
altima como una funcion continua de la temperatura a partir de la integral definida
en la ecuaciéon [1], siendo la temperatura inicial (To) y la temperatura final (Tr)
temperaturas situadas por debajo y por encima del intervalo de temperaturas en

gue tiene lugar la transicion.
f
&zj;%T (1)

Conocidas AHD y ASD, puede calcularse la energia libre de Gibbs (AG) de
desnaturalizacion a partir de la relacion AG =AH — TAS, y conocer la dependencia
de la estabilidad de la estructura nativa con la temperatura. En el caso de una
proteina multidominios, la funcion de estabilidad debe definirse para cada una de

las regiones cooperativas en que se encuentra plegada la cadena polipeptidica.

Para una transiciébn que sigue el modelo de equilibrio entre dos estados, sin
cambios en el estado de asociacion, la dependencia de la estabilidad de la

estructura nativa con la temperatura vendria dada por la expresion:

El analisis de los termogramas obtenidos durante la desnaturalizacién de una

proteina permite obtener informacién sobre el nimero de estados implicados en el
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proceso (sin necesidad de asumir un modelo previo para el proceso estudiado;
Freire y Biltonen 1978); la organizacion de la cadena polipeptidica en dominios
cooperativos y tamafio de los mismos; o la existencia de procesos acoplados a la
pérdida de la estructura nativa (disociacion de subunidades, ligaduras, etc); (Freire
1989; Brandts y Lin 1990; Sanchez-Ruiz 1995).

El analisis termodinamico y la obtencion de informacion estructural mediante DSC
estan limitados, en principio, al estudio de procesos reversibles. Sin embargo, la
desnaturalizacion térmica de proteinas es, frecuentemente, irreversible. En muchos
de estos casos, el proceso estd controlado cinéticamente, por lo que debe
describirse mediante ecuaciones de velocidad (Sanchez-Ruiz 1992). En
consecuencia, la forma de los termogramas obtenidos variard con la velocidad de
barrido y la obtencion de informacion termodinamica a partir del analisis de las
curvas calorimétricas es posible, Unicamente, en aquellos casos en los que la
poblacién de formas reversiblemente desnaturalizadas sea significativa dentro del
intervalo de temperaturas en que se produce la transicion, de tal forma que puedan
aislarse las contribuciones de las formas reversible e irreversiblemente

desnaturalizadas (Sanchez-Ruiz 1992; Varea y otros 2004).

2.4 Estado viable no cultivable de las bacterias

Antes de abordar el tema del EVNC, es importante mencionar lo 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 bacterias 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 Bradfield (1954), propusieron el término
viable para describir células capaces de crecer y formar colonias en un medio de
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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 es la integridad de la membrana. El término “moribundo” fue sugerido
por Postgate (1967), para referirse a un estado intermedio a los anteriores.
Postgate sefala que las bacterias experimentan tal condicion 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 los quistes producidos por algunos
microorganismos son un mecanismo de sobrevivencia y se pueden encontrar en
diversos grupos microbianos. La espora, ademas, le confiere 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.

En la década de los 80's, Roszak y otros (1984), describieron la existencia de
células 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), seiialan que el estado VNC de las
bacterias gram-negativas, podria ser un analogo de la forma esporulada de las

bacterias gram-positivas.

En la actualidad el concepto mas aceptado sobre el EVNC (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
otros 1991; Rahman y otros 1994; Huqg and Colwell 1996). Una caracteristica de las

células en aparente condicion VNC es que en el caso de las patdégenas, mantienen

Ricardo Omar Navarro Cortez 15




este potencial. Es decir, si un individuo, por ejemplo, ingiriera células de V.
cholerae en la condicion no cultivable, es posible que desarrolle un cuadro de
célera (Huq y Colwell 1996). El desarrollo del EVNC se ha demostrado en la
mayoria de las bacterias patégenas no esporuladas y transmisibles por los

alimentos (Huqg y Colwell 1996); merece destacarse el caso de V. cholerae O1.

2.4.1 Factores que inducen el aparente EVNC

Diversos investigadores sugieren que factores tales como la temperatura, el pH, la
salinidad, la presibn osmdética, la escasez de nutrientes y la presencia de
antimicrobianos inducen a las bacterias al EVNC (Xu y otros 1982; Huqg y otros
1983; Ravel y otros 1995). 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 una
disminucion en la recuperacién del patégeno en los medios de cultivo, no obstante
gue la poblacion se mantiene viable. Xu y otros (1982), observaron que V. cholerae
y E. coli entran al EVNC como respuesta al incremento de la salinidad del medio.
Otros investigadores reportan que la escasez de nutrientes y la disminucion de la
temperatura del medio (4-5°), inducen a V. cholerae al EVNC (Ravel y otros
1995).La condicion VNC se ha demostrado en bacterias patégenas como Vibrio
vulnificus (Nilsson y otros, 1991), Salmonella enteritidis (Roszak y otros 1984),
Shigella sonnei y flexneri (Colwell y otros 1985), E. coli O157:H7 (Rigsbeer y otros
1997), Yersinia enterocolitica (Singh y McFeters 1987) Aeromonas salmonicida

(Morgan y otros 1991) y Legionella pneumophila (Hussong y otros 1987).

También se ha observado en bacterias no patégenas al hombre como Pasteurella
piscicida (Maragifios y otros 1994), Enterobacter aerogenes, Streptococcus faecalis

y Micrococcus flavus (Byrd y otros 1991).

2.4.2 Deteccion de células en posible EVNC
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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 elongacién de la célula. Algunos autores mencionan
gue 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 otros 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 hdabitats acuaticos naturales, producian

resultados ambiguos (Roszak y Colwell 1987).

Durante la década de los treintas y en las posteriores tres décadas, para diferenciar
bacterias vivas de muertas o etapas intermedias, se emplearon procedimientos
basados en la obtencién de microcolonias en medios de cultivo y su basqueda 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
radioisotopos para determinar la actividad metabdlica celular. Estas técnicas se
fundamentaban en que las células metabdlicamente activas (vivas), al ser
expuestas a un isotopo 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 y otros 1993).
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Zimmerman y otros (1978), desarrollaron una técnica para diferenciar bacterias
vivas de muertas, basandose en la actividad respiratoria. Para ello utilizaron 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 metabolicamente 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 otros 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 observard fluorescencia
naranja o roja, en tanto que en las células inactivas (pobres en ARN) la

fluorescencia sera verdosa (Kogure y otros 1979).

Existen varios métodos especificos y sensibles desarrollados en los ultimos afios
para poner de manifiesto las células en posible EVNC. EI método de cuenta
directa de células viables (CDV) desarrollado por Kogure y otros (1979), es quizas
el mas convincente y ampliamente usado para detectar células viables,

independientemente de ser o no cultivables. El procedimiento ha sido optimizado
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para la deteccion de viabilidad de V. cholerae, combinandolo con anticuerpos
fluorescentes poli 0 monoclonales (FA) (Brayton y Colwell 1987). Mediante este
procedimiento se ha detectado V. cholerae O1 en EVNC 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 sélo 3 (0.3 %) por la técnica
tradicional de cultivo (Huqg y otros 1990). Mediante esta técnica Huq y otros (1990),
han demostrado la presencia de V. cholerae O1 en varios rios por espacio de un
afo 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 VNC
(Brayton y Colwell 1987). Esta técnica combinada, puede ser usada para detectar
nameros discretos de microorganismos en posible EVNC a partir de alimentos y
muestras de agua, previa concentracion de las bacterias en filtros (Hasan y otros
1995).

La técnica del p-nitrofenil-tetrazolium (ITN) desarrollada por Zimmerman y otros
(1978), en combinacion con la técnica de CDV de Koguel y otros (1979), ha sido
propuesta como el método INT-CDV por Hasan (1995). Asi se han detectado
células en EVNC de Aeromonas hydrophila (Hasan, 1995) y Shigella dysenteriae
(Rahman y otros 1996) a partir de agua contaminada.

Una técnica propuesta para diferenciar células bacterianas vivas de muertas es la
conocida como SYTO 9-Pl (Live/dead® BacLight™ Bacterial Viablitily Kits.,
Molecular Probes, Inc., Eugene, Oreg.) Se propuso su uso para distinguir células
bacterianas en EVNC de células muertas. En dicha técnica se utilizan dos
colorantes fluorecentes el SYTO 9-PI, 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 la luz y en su penetracion a la célula intacta. El
colorante SYTO 9-Pl 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
tinen 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 investigacién del EVNC
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de E. coli 0157 H:7 (Rigsbeer y otros 1997). Ha sido empleada también por
Bogosian y otros (1998), con cepas E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter

faecalis, Enterobacter aerogenes, y Salmonella choleraesuis.

En todas las técnicas mencionadas hasta el momento, es indispensable el uso de
un microscopio de epifluorescencia (Rigsbeer y otros 1997; Bogosian y otros 1998,
Hasan 1995; Brayton y Colwell 1987). Existen métodos mas sofisticados para
poner de manifiesto las células no cultivables, tales como la autoradiografia o la
citometria de flujo (Shahamat y otros 1993; Votyakova y otros 1994). Se cuenta
también con métodos en los que se emplea el material genético, por ejemplo la
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para detectar el gen que codifica para
la toxina colérica (Hasan y otros 1994), pruebas con oligonucleotidos (Heidelberg y
otros 1993) o hibridacién del ADN (Rivera y otros 1995).

2.4.3 Implicaciones sanitarias

Es importante resaltar que los patégenos en el posible EVNC, representan un
mayor peligro para la poblacion desde un punto de vista practico. Para el caso de
V. cholerae, pueden destacarse algunas de las implicaciones sanitarias de la
condicion no cultivable. Por lo general la investigacion de este patdogeno a partir de
agua, alimentos u otros materiales, se efectia mediante cultivo. La no deteccion
del patégeno conducira a resultados falsos negativos durante el monitoreo del
microorganismo, si esta presente pero en la condicion viable no cultivable. En
consecuencia, la vigilancia epidemiolégica se veria seriamente afectada por que se
descuidan focos potenciales de contaminacion ante reportes que no reflejan la
situacion real de la prevalencia del patégeno en el medio ambiente. De ahi la
importancia de disponer de técnicas que permitan poner de manifiesto las células
del patégeno en tal condicién en todo tipo de alimento.

2.4.4 Cambios morfoldgicos y fisiolégicos

En el EVNC las bacterias pueden experimentar una serie de cambios morfoldgicos
y fisiolégicos (Kondo y otros 1994; Chowdhury y otros 1995). El V. cholerae sufre
una secuencia de cambios morfolégicos en su estructura celular (Chowdhury y
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otros 1995). Kondo y otros (1994), mediante microscopia electrénica observaron
gue V. cholerae en el EVNC 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 Vibrio wvulnificus, disminuyen en un 57 % sus niveles al entrar el
patégeno a la condicion viable no cultivable; las células adquirieron una morfologia
de coco, disminuyeron de tamarfio y exhibieron pocos ribosomas. Hazeleger y otros
(1995), en estudios efectuados con Campylobacter jejuni, observaron que las
células del patdégeno al entrar al EVNC, disminuyen de tamafio y adquieren una
morfologia de coco. Por otro lado, no encontraron diferencias en el perfil de
proteinas entre las células en EVNC y normales. La sintesis de proteinas de las
células del patégeno durante su transformacion a la condicién no cultivable, no fue
afectada por cloranfenicol. La irradiacion del ADN con rayos gamma no afecto la
transformacion de las células al EVNC. Con base en sus 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 patégenos
mantienen este potencial. Se ha demostrado que C. jejuni, E. coli, V. vulnificus, V.
cholerae, y S. dysenteriae mantienen su virulencia en el EVNC (Colwell y otros
1985; Jones y otros 1991; Rahman y otros 1994). Algunos autores sefialan la
posibilidad de que todos los patégenos en la condicién no cultivable retengan su
virulencia (Huq y Colwell 1996).

2.4.5 Reversion del EVNC

La no recuperacion en medios de cultivo de microorganismos en el EVNC ha
estimulado investigaciones tendientes a revertir dicho estado. Algunos
investigadores han reportado reversion de la condicion viable no cultivable de las
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bacterias luego de aplicar ciertos tratamientos a la poblacion no cultivable. Por
ejemplo, mediante la adicion de nutrientes al medio es posible revertir el EVNC de
S. enteritidis (Roszak y otros 1984). Nilsson y otros (1991), observaron que Vibrio
vulnificus puede salir del EVNC al incrementar la temperatura de 4 a 23°. De igual
forma Ravel y otros (1995), sefialan que V. cholerae en EVNC suspendido en agua
artificial de mar y mantenido a 4°, revierte tal condicion al incubar el sistema a 30° /
72 h. Wai y otros (1996), han logrado revertir la condicién no cultivable de Vibrio
cholerae por medio de un choque térmico. Mediante modificaciones en la
composicion de los gases es posible también revertir la condicién no cultivable de
Clostridium jejuni (Bovill y Mackey 1997).

Es importante sefialar que la mayoria de los estudios sobre el EVNC de V.
cholerae se han efectuado con modelos en los que el microorganismo se encuentra
suspendido en agua de rio, mar, lagunas o solucion salina. Aparentemente no se
dispone de estudios sobre el EVNC de Vibrio cholerae en los alimentos o adherido

a superficies.

Una condicion con cierta semejanza al EVNC es el estrés celular. Este se define
como un dafio subletal que experimenta la célula bacteriana como resultado de los
tratamientos a los que son sometidos los alimentos (Russell y otros 1995;
Hoffmans y otros 1997). A diferencia de las células en EVNC, las estresadas tienen
la peculiaridad de desarrollarse en un medio libre de inhibidores, pero no en uno
selectivo (Hoffmans y otros 1997). Afios atras, antes del conocimiento de este
hecho, las bacterias patdégenas en condicidén 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.

El colera es uno de los padecimientos que ha provocado innumerables muertes a
lo largo de la historia. EI mas draméatico ejemplo documentado, fue el ocurrido en
1994 en los campos de refugiados Rwandeses en Goma, Zaire, con 14,000

defunciones (Siddique y otros 1995). El célera ha afectado muchas partes del
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mundo. En nuestro pais entre 1991 y 1993 se registraron 21,564 casos con 326

defunciones (Secretaria de salud 1994).

En América Latina existe el riesgo de que el colera adquiera caracter endémico,
particularmente por las caracteristicas socioculturales de su poblacién. En enero de
1991 una epidemia de célera se inicié en Peru y se extendié a Ecuador, Colombia,
Guatemala y Brasil con importantes brotes (Tauxe y otros 1994). Desde entonces
hasta 1993 se diagnosticaron 948,429 casos de colera, con mas de 7,995
defunciones, de los que correspondieron a Venezuela 3,264 casos y 90
defunciones, siendo alarmante que la tasa de letalidad se mantiene desde
entonces en el orden del 0,8%, no dando muestras de disminucion (Koo y otros
1997). Durante el periodo 1996-1998 se diagnosticaron, solamente en el estado
Zulia de Venezuela, méas de 1,461 casos de colera, con un 35% de los pacientes
afectados menores de cinco afos. Estas cifras, revelan la existencia de
condiciones de salubridad inadecuadas en diversos estratos de la sociedad, las

cuales facilitan el mantenimiento de la enfermedad (Lares y otros 1998).

El colera es una enfermedad aguda e infecciosa. Fue descrita antes de la época de
Hipocrates en el siglo V a. de C. (Kumate y otros 1993). En Asia, entre los siglos
XV y XVIII se describieron varias epidemias de la enfermedad. A mediados del
siglo XIX John Snow, en Inglaterra, fue el primero en describir las medidas de
prevencién de la enfermedad con base en estudios epidemiologicos de la epidemia
ocurrida en Londres (Kumate y otros 1993). En 1833 Roberto Koch descubrié el
agente causal del célera y lo describié como un bacilo curvo de gran movilidad, al

gue llamo Vibrio comma (Mata 1992).

Desde principios del siglo XIX hasta nuestros dias, se han registrado siete
pandemias de célera, las cuales iniciaron desde el lejano Oriente, en su mayoria
del subcontinente Indio, especialmente de la region de Bengala, hoy representada
por la provincia hindld de Calcuta y la Republica de Bangladesh (Mata 1992). La
evidencia epidemiolégica indica que las primeras seis fueron causadas por el

biotipo clasico de Vibrio cholerae O1. Este biotipo “desaparecié” en casi todas las
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regiones que afectd, al menos por dos razones: la inmunizacién contraida al
afectarse amplios segmentos de la poblacion, y la dificultad del bacilo para
sobrevivir en el ambiente exterior. En contraste, la séptima pandemia que comenz6
en 1961 en las islas Sulawesi (Indonesia), es causada por el biotipo El Tor de Vibro
cholerae O1, el cual posee menor virulencia, patogenicidad y letalidad que el
biotipo clasico, pero mayor capacidad de sobrevivir en el medio ambiente (Heiser y
Carpenter 1971; Kumate y otros 1993). Ademas, este biotipo se difunde mas
lentamente en la poblacion, aunque persiste por afios en muchos territorios
invadidos. Mientras el biotipo Clasico ha ido desapareciendo dejando sélo un
reducto en Bangladesh, El Tor muestra tendencia a persistir en el ecosistema de
muchos paises, tornandose endémico (Kumate y otros 1993).

El cdlera es una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad en
algunos paises de Asia y de Africa, y desde 1991 también en Latinoamérica
(Anénimo 1991a; 1991e; Valdespino y otros 1991). La enfermedad es la expresiéon
de un proceso infeccioso intestinal causado por Vibrio cholerae O1, patdgeno

exclusivamente humano.

El papel del agua y de los alimentos en la transmisién del célera esta bien
establecido (Black 1986). Se conocen dos ciclos en la propagacion del
padecimiento: a) ingestién de agua contaminada con excretas de pacientes o
portadores y b) consumo de alimentos contaminados por agua contaminada con
excretas de pacientes o portadores del microorganismo o por contaminacién
directa de los alimentos (manos) por portadores (Mhalu y otros 1984; St.-Louis y
otros 1990).

a) La transmision hidrica ha sido el mecanismo mas importante y determinante de
las epidemias del célera a través de los siglos. El agua a su vez, es fuente de
contaminacion de alimentos y de utensilios de cocina (Feachem y otros 1981). El
agua de pozos superficiales, de las cafierias, reservorios intra-domiciliarios, de los
arroyos, rios, lagunas y lagos, se contamina con las heces de personas enfermas o

portadores asintomaticos. Por otro lado, los tratamientos inadecuados de las aguas
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residuales favorecen la sobrevivencia del vibrion convirtiéendose en fuentes de
contaminacion, dando lugar a la aparicion de brotes. El agua contaminada puede
acarrear miles o cientos de miles de bacilos por cada mililitro e infectar al humano
si sobreviven, la barrera de la acidez estomacal. Por medio del agua, el
microorganismo puede pasar de un pais o continente a otro. Por ejemplo,
McCarthy y otros (1989), aislaron Vibrio cholerae Ol a partir de agua no potable
recolectada en barcos procedentes de diferentes destinos; de 19 barcos
analizados, 5 resultaron positivos a Vibrio cholerae O1, serotipo Inaba, biotipo El
Tor, toxigénico. El agua contaminada es peligrosa cuando se consume sin tratar o
en el hielo, en refrescos casi neutros, neutro o alcalinos (Blake y otros 1977). Al
consumir mucha agua se diluye la acidez gastrica y se favorece su paso hacia el
intestino (Pollitzer 1957); el hielo es un buen vehiculo del microorganismo porque
este puede sobrevivir a la congelacion por tiempos prolongados (Miyaki y otros
1967; Reily y otros 1985).

b) El papel de los alimentos contaminados en la transmision del colera fue intuido
por Snow, (Mata 1992). Muchos autores habian demostrado desde principios de
siglo que el vibribn colérico sobrevive varias horas en alimentos ordinarios.

También se ha demostrado que puede multiplicarse en la carne y pescado.

Algunos alimentos pueden participar en la transmision del célera si se preparan
bajo condiciones peligrosas (por un portador, por ejemplo) (St-Louis y otros 1990),
si se consumen crudos (hortalizas regadas con agua de residuales) o después de
tres horas o mas de haber sido cocidos, sin adecuado recalentamiento, previa
recontaminacion (Guthrie y otros 1985; Makukutu y Guthrie 1986). Se ha
encontrado que los alimentos de origen marino juegan un papel importante en la
transmision del padecimiento. El consumo de bivalvos crudos (ostiones y
mejillones) se ha asociado a brotes explosivos en las costas de Italia (Baine y otros
1974) y casos esporadicos en los E.U.A. (Blake y otros 1980). Se ha encontrado
gue estos alimentos se contaminan principalmente de origen (en el mar), por lo
cual se recomienda consumirlos completamente cocidos. El consumo de verduras

crudas regadas con aguas negras, sin previo tratamiento antimicrobiano,
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representa un riesgo importante de infeccion. Diferentes estudios han mostrado
gue el vibrion puede sobrevivir durante tiempo prolongado e incluso multiplicares
en diversas verduras (germinado de alfalfa, por ejemplo) (Castro Rosas Yy
Fernandez Escartin 2000). El patégeno es capaz de multiplicarse en los alimentos
e incrementar considerablemente su nimero. Se han presentado ademas, brotes
asociados al consumo de hortalizas regadas con aguas negras, como lechuga, col

y cilantro (Swerdlow y otros 1992).

2.5 Aspectos microbiolégicos de Vibrio cholerae

El Vibrio cholerae O1 se encuentra situado dentro del Orden Pseudomonadales,
familia Vibrionaceae. Las especies del género Vibrio son gram-negativas y tienen
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 diametro. Es una bacteria no esporulada que en
cultivos frescos y puros se presenta de tamafio 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 imparte
movimiento vibratil. Son aerobios facultativos, poseen ambos metabolismos,
respiratorio y fermentativo (Baumann y Shubert 1984). El patdgeno tiene capacidad
de fermentar la glucosa lo que le distingue de otras Pseudomonadaceae. Son
halotolerantes, con afinidad al medio alcalino y muy sensibles a los acidos. No fijan
el nitrégeno, todos son quimiorganétrofos, 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
concentracion minima necesaria es del orden de 5-700 mM, por lo que muchas
especies crecen bien en medios que contengan agua de mar (Ravel y otros 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 otros 1980; Bourque y otros 1986).
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Vibrio cholerae es susceptible a la desecacion, el calor, desinfectantes quimicos

como el cloro y antibidticos como las tetraciclinas (Kumate y otros 1993).

2.5.1 Ecologia de Vibrio cholerae O1

Tradicionalmente, los epidemidlogos del colera consideraban que el Unico
reservorio de Vibrio cholerae era el intestino humano y que las perspectivas de su
sobrevivencia fuera de él eran precarias (Felsenfeld 1966). Recientemente diversas
evidencias sugieren que Vibrio cholerae es capaz de sobrevivir largo tiempo fuera
del intestino humano, principalmente en ambientes acuaticos (Colwel y otros 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 recoleccién o captura (Anénimo 1980a) y estudios de biologia molecular
efectuados por Hood y otros (1981), revelan que el vibribn puede ser un
componente autéctono de las aguas de estuarios, litorales y pantanos salados en

zonas templadas (Hood y otros 1981).

Ante estos hallazgos, las investigaciones se han enfocado al estudio de la ecologia
de Vibrio cholerae en el medio acuatico y en su interaccién con la microflora, como
el plancton y la macroflora residente, como los camarones y ostiones (Colwell otros
1981).
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[ll. OBJETIVOS.
3.1 Objetivo general.

Propuesta de un protocolo para identificar células de Vibrio cholerae en Estado

Viable No Cultivable utilizando calorimetria diferencial de barrido.

3.2 Objetivos especificos.

a). Inducir el estado viable no cultivable en células de Vibrio cholerae.

b). Uso de una técnica nueva para detectar el EVNC de Vibrio cholerae.
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IV. Metodologia experimental

4.1 Metodologia
4.1.1 Obtencién de la cepa

La cepa fue aislada de aguas negras y previamente identificada, en el Laboratorio
Estatal de Salud Publica del Estado de Hidalgo y donada por su Directora, la Dra.

Armida Zufiga Estrada.

4.1.2 Desarrollo de la cepa de Vibrio cholerae en agar TCBS

Se tomd con un asa bacterioldgica una muestra de la cepa de Vibrio cholerae y se
sembr6 en agar TCBS (Tiosulfato, Citrato, Sales biliares, Sacarosa), se incub6 por
24 h a 35 °C en una incubadora Dry Tipe Bacteriological Incubator (Blue M). Las
colonias tipicas de Vibrio cholerae son amarillas y la periferia translicida, ademas

en este medio el microorganismo forma colonias mucosas.

4.1.3Tincién Gram

Se tomo con un asa bacteriolégica 1 colonia de las que crecieron en agar (TCBS),
se prepar6 un frotis con estas bacterias y se tifié con cristal violeta, se dejo actuar
por 1 min, se lavé con agua destilada, a la preparacion se le agregé Lugol, se dejé
actuar por 1 min, se lavé el frotis con etanol y se le agregé safranina, se dejé actuar
por 20 seg, se lavo con agua destilada y se dejo secar. La preparacion se observo

al microscopio.

4.1.4 Induccién del Estado Viable No Cultivable

Se tomd con una asa bacterioldégica una colonia de Vibrio cholerae de las que
crecieron en agar (TCBS), se sembré en 2 tubos de caldo soya tripticaseina
(Bioxon), se incubd por 24 h a 35 °C en una incubadora dry tipe bacteriological
incubator (Blue M), se deposité el contenido de los tubos en 400 mL de caldo soya
tripticaseina (Bioxon), se incubd por 24 h a 35 °C en una incubadora dry tipe
bacteriological incubator (Blue M), se centrifugd el contenido del frasco, al residuo
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se le agrego solucion salina isoténica y se centrifug6é a 3500 rpm durante 15 min a
una temperatura de 20 °C en una centrifuga Hemmle Labnet (Z 323 K), el residuo
se deposité en 1 L de agua de mar y se refriger6 a 3 °C en un enfriador vertical
(MOD. REB 800/804) durante un mes.

4.1.5 Conteo en placa

Del litro de agua de mar inoculada con V. cholerae, se tom6é 1mL con una
micropipeta 100-1000 puL (Brand) y se hicieron 7 diluciones decimales 1:9 en
diluyente de peptona (Bioxon), posteriormente se tomé 1 mL de la 5ta, 6ta y 7ta
dilucion con una micropipeta 100-1000 uL (Brand) y se sembré en agar cuenta
estandar (Bioxon), se incub6 por 24 h a 35 °C en una incubadora dry tipe
bacteriological incubator (Blue M) y posteriormente se contaron las colonias que
desarrollaron en este medio con ayuda de un cuenta colonias (Darkfiel Quebec,
American optical ).

Este procedimiento se realiz6 cada 8 dias que son los dias que transcurrieron entre

cada experimento.

4.2 Preparacion de la muestra para el calorimetro

4.2.1 Método para evaluar el EVNC con adicidén de agua destilada

Cada 8 dias se tomaron 70 mL en 2 tubos de plastico para centrifuga (Nalgene Vol.
aprox. de 35 mL), en cada uno de los tubos se colocaron 35 mL del agua de mar
inoculada con el microorganismo, estos tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante
15 min a 20 °C en una centrifuga Hemmle Labnet (Z 323 K), se desechd el
sobrenadante de cada tubo, al residuo se le agregaron 35 mL de agua destilada, se
agitaron con el vortex-2 Genie (MOD. 560), posteriormente se centrifugaron a 3500
rpm durante 15 min a 20°C en una centrifuga digital Hemmle Labnet (Z 323 K), se
desecho el sobrenadante de los tubos, se le agregaron 35 mL de solucion salina
isotdnica y se volvieron a centrifugar a 3500 rpm durante 15 min a 20°C en una

centrifuga digital Hemmle Labnet (Z 323 K), el residuo se coloc6 en una capsula de
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acero inoxidable para calorimetro (Marca Mettler Toledo, Numero de catalogo ME
26929), se peso en una microbalanza (Marca Mettler Toledo, Modelo AX20) y se
sometieron a un tratamiento térmico en el calorimetro (Mettler Toledo, modelo
822E).

4.2.2 Método para evaluar el EVNC sin adicion de agua destilada

Cada 8 dias se tomaron 70 mL en 2 tubos de plastico para centrifuga (Nalgene Vol.
aprox. de 35mL), en cada uno de los tubos se colocaron 35 mL del agua de mar
inoculada con el microorganismo, estos tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante
15 min a 20 °C (Centrifuga digital Hemmle Labnet, Z323K), se desecho el
sobrenadante de cada tubo, se le agregaron 35 mL de solucion salina isotonica y
se volvieron a centrifugar a 3500 rpm durante 15 min a 20 °C (Centrifuga digital
Hemmle Labnet Z323K), el residuo se coloc6 en una capsula de acero inoxidable
calorimetro (Mettler Toledo, Numero de catalogo ME 26929), se pes6 en la
microbalanza (Marca Mettler Toledo, Modelo AX20) y se sometieron al tratamiento

térmico en el calorimetro (Mettler Toledo, modelo 822E).

4.2.3 Calorimetria Diferencial de Barrido

Para determinar la muerte térmica de las células de Vibrio cholerae se utilizd un
calorimetro diferencial de barrido (DSC) Mettler Toledo (MOD. 822E). La
calibracion del equipo se realiz6 de acuerdo al manual de operacion de dicho
equipo, utilizando como estandar para temperatura y flujo de calor indio (In) (To =
156.6 °C, H = 28.4 J/g). La calibracion del equipo se realiza cuando éste presenta
una desviacion no mayor a 0.5 °C 6 0.4 J/g. Para verificar el estado del equipo se
utilizo indio. Para checar el estado del calorimetro o para llevar a cabo su
calibracién, se utilizan crisoles de aluminio estandar de 40 uL, uno con el estandar
(Indio) y otro de referencia (vacio), ambos sellados herméticamente (Selladora
Mettler Toledo); se utilizd un flujo de 20 mL/min de nitrdgeno para homogenizar la

conductividad térmica dentro de la celda de calentamiento.
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El método utilizado para evaluar el EVNC de V. Cholerae en el calorimetro empezo
a una temperatura de 4 °C y concluyé a 180 °C, todos los experimentos se
realizaron utilizando una tasa de calentamiento de 5 °C/min. Se pesaron un
promedio de 50 mg por muestra y se colocaron en capsulas de acero inoxidable
(Mettler Toledo, Numero de Catalogo ME-26929), uno con la muestra y otro de

referencia.
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V. Resultados y Discusién.

5.1 Resultados del conteo de placa

Los resultados obtenidos del conteo en placa de Vibrio cholerae obtenidos durante
los dias que dur6 el experimento de induccion del estado viable no cultivable de
este microorganismo muestran una disminucion en la concentracion de colonias de
232 x 10% UFC/mL a 92 x10° UFC/mL, antes de la induccién del EVNC se partié de
una concentracion de 4 x 10'° UFC/mL. Los datos antes mencionados nos indican
que las células de Vibrio cholerae nunca entraron al EVNC, con estos resultados
solo se evidencia que las células van perdiendo la capacidad para formar colonias
cuando se encuentran en un ambiente desfavorable para ellas en un determinado

lapso de tiempo.

Estos resultados no concuerdan con los datos obtenidos por Vargas (2008), en
estudios similares realizados en bacterias de Escherichia coli en la induccion del
estado viable no cultivable y estan de acuerdo con lo reportado por Hartke y otros
(1998), los cuales trabajaron con Enterococcus faecalis y reportaron que después
de 85 dias a una temperatura de 4 °C, tenian aun bacterias en estado viable
cultivable, las cuales habian sufrido cambios morfolégicos debido principalmente a
una falta de nutrientes en el medio y no a que hayan desarrollado el estado viable

no cultivable.

En el estado viable no cultivable las bacterias muestras actividad metabdlica y
respiracion pero no pueden ser mostradas como UFC por el conteo en placa, por lo

tanto se quedan ocultas.
Las células entéricas en el estado viable no cultivable experimentan una reduccién

de tamafio, adoptan forma de coco, con cambios significativos en la estructura de

la membrana, contenido proteico y contenido ribosomal.
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5.2 Resultados del DSC

Los termogramas obtenidos de Vibrio cholerae al inicio y al final del experimento de
induccion del estado viable no cultivable se muestran en las figuras 2 a la 5, las
cuales fueron obtenidas utilizando dos métodos distintos de preparacion u
obtencion de las células bacterianas, en las figuras 2 y 4 las células fueron lavadas
con agua destilada durante el proceso de obtencién y en las figuras 3 y 5 no fueron

lavadas con agua destilada.

En la figura 2 esta representado el termograma del método en el cual se utilizd
agua destilada para la obtencion de la muestra, en esta figura se observa un pico
de mayor area, éste se encuentra en un rango de temperatura de 60°C a 80 °C,
este pico sugiere la desnaturalizacion de ribosomas (Lee y Kaletunc 2002) mas
estables y de mayor tamafio, aunque también comienza el proceso asociado con la
muerte térmica de las células, esto debido al hecho de que en un mismo intervalo

de temperaturas se pueden llevar a cabo innumerables transiciones térmicas.

En el termograma representado en la figura 2, se observa otro evento térmico entre
80° y 100°C. El cual, de acuerdo a lo reportado por Mackey y otros (1991), quienes
estudiaron la desnaturalizacion térmica de células completas de E. coli y sus
componentes celulares por calorimetria diferencial de barrido, se relaciona con la
fusion del ADN.

Sin embargo, Lee y Kaletunc (2002), en el analisis térmico de las células completas
de E. coli y L. plantarum reportaron la presencia de 5 eventos térmicos en el
intervalo de temperaturas de 55 a 120 °C, lo cual no estd de acuerdo con los
resultados obtenidos en el presente trabajo (Figura 2). Estas diferencias pueden
deberse principalmente al método de preparacion de la muestra para el andlisis
térmico. Ya que estos investigadores no realizaron lavados con agua destilada,

mientras que el método empleado en este estudio incluia lavados con agua
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Flujo de calor (J/9)

40 60 80 100 120 140

Temperatura (°C)

Figura 2. Termograma de Vibrio cholerae obtenido con el método con agua
destilada durante la preparacién de la muestra para el andlisis térmico al tiempo
cero.
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Figura 3. Termograma de Vibrio cholerae obtenido con el método sin agua
destilada durante la preparacion de la muestra para el analisis térmico al tiempo

cero.
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Flujo de calor (J/g)
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Figura 4. Termograma de Vibrio cholerae obtenido con el método con agua
destilada durante la preparacion de la muestra para el analisis térmico al final del

experimento.
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Flujo de calor (J/9)

40 60 80 100 120 140

Temperatura (°C)

Figura 5. Termograma de Vibrio cholerae obtenido con el método sin agua
destilada durante la preparacion de la muestra para el analisis térmico al final del
experimento.
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destilada, lo cual pudo ocasionar la lisis de las células de Vibrio cholerae debido a
los cambios de presion osmotica inducidos por el agua destilada en el interior de
las células bacterianas ocasionando su ruptura. Adicionalmente cabe mencionar
gue la velocidad de calentamiento empleada en el trabajo antes referido se realiz6
a 3 °C/min, la cual es diferente a la empleada (5 °C/min), el uso de velocidades de
calentamiento menores puede dar lugar a una mejor separacion de los eventos
térmicos que suceden durante el experimento. Es decir que es muy probable que
utilizando una velocidad de 5 °C/min, como fue el caso, los multiples eventos
térmicos reportados por Lee y Kaletunc (2002), no son observados en la figura 2
debido a un solapamiento de las sefales.

En la figura 3 se presenta el analisis térmico de las células de Vibrio cholerae,
realizado en células preparadas sin la etapa de lavado con agua destilada, en este
termograma se observan las diferencias entre las figuras 2 y 3 es la falta de una
definicion apropiada de los eventos térmicos (figura 3) y el método utilizado para
preparar la muestra, ya que en este ultimo experimento se utilizé solamente

solucion salina para el lavado de la muestra y no agua destilada.

Los resultados mostrados en las figuras 4 y 5, los cuales deberian corresponder a
la respuesta térmica de las células de Vibrio cholerae en estado viable no cultivable
tampoco presentan una definicién apropiada para realizar la cuantificacion de las
sefiales de los eventos térmicos. Cabe sefialar en este caso que estas respuestas
térmicas no corresponden al estado viable no cultivable, tal como se mencioné en
el apartado anterior, ya que las células no fueron capaces de desarrollar dicha
condicion en las condiciones ambientales empleadas. Debido a la falta de
seguridad de estas respuestas no se puede saber a ciencia cierta si la falta de
sefales térmicas en ambos termogramas son consecuencia del método empleado
para preparar las células para el analisis térmico o porque las células desarrollaron

otra estructura por la falta de nutrientes en el medio.
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VI. Conclusiones y sugerencias

El conteo en placa nos ofrece informacion de como las células de Vibrio cholerae
pierden su capacidad para formar colonias cuando se encuentra en condiciones
adversas conforme transcurre el tiempo. Adicionalmente los resultados obtenidos
nos permiten concluir que no fue posible lograr que las células de V. cholerae
desarrollaran la condicion de estado viable no cultivable en las condiciones

empleadas para la realizacion del presente trabajo experimental.

Los resultados evidencian que la calorimetria diferencial de barrido es una
herramienta de gran utilidad para evaluar la muerte térmica y desnaturalizacion
térmica de los componentes celulares de Vibrio cholerae. Siendo el método de
lavado con agua destilada el que ofrecié la mejor resolucién de los eventos

térmicos de las células de Vibrio cholerae.
Este trabajo debe de ser evaluado con estudios posteriores ya que no se cuenta

con informacién acerca del comportamiento de este microorganismo al ser

calentado cuando se encuentra en EVNC.
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