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Resumen

La bacteria Vibrio cholerae es el agente causal de importantes pandemias de colera a nivel
mundial. La supervivencia de la bacteria en el ambiente acuético se debe al desarrollo de
mecanismos de resistencia que conllevan cambios morfoldgicos a nivel celular y colonial
conocidos como cocoide y rugoso respectivamente. La morfologia cocoide cambia de ser
un bacilo a un coco y adquiere un estado Viable No Cultivable (pierde capacidad de cultivo).
La variante rugosa conserva su capacidad cultivo, pero produce una gran cantidad de
exopolisacaridos mostrando un aspecto rugoso en su morfologia colonial. Siendo el agua
una de las principales vias de transmision de la bacteria, la presente tesis estuvo
encaminada a evaluar mediante microscopia electronica de barrido de emisién de campo
(Field Emission Scanning Electron Microscopy, por sus siglas en inglés FESEM), el efecto
gue tiene el cloro (desinfectante comin para agua de consumo) en las morfologias
resistentes a nivel celular, asi como definir los porcentajes de inactivacion. El efecto del
cloro fue visualizado en las micrografias electronicas FESEM, se observo que la variante
rugosa es mas resistente a la desinfeccion con cloro que la cocoide, los dafios observados
a nivel celular fueron: deformacion, vesiculas de membrana externa (lo que representa fuga
de material celular debido al dafio), fibrillas de adhesion (producto de la excrecion de
exopolisacaridos). Para la morfologia cocoide las micrografias electrénicas evidenciaron
lisis celular, vesiculas de membrana externa, fibrillas de adhesién y cavidades mostrando
mayor dafio en su ultraestructura. Respecto al porcentaje de inactivacion se comprobé que
el cloro a un CT (concentracién en mg L e tiempo de contacto en min) de 10 mg min L™
logra inactivar el 99.999% (5 unidades logaritmicas) de bacterias en su morfologia comun
(bacilar). Mientras que un CT de 15 mg min L™ fue necesario para inactivar 99.999% de
bacterias en su morfologia rugosa lo que corresponde a 4.4 log. Para la morfologia cocoide
y con datos obtenidos dentro del proyecto se establecié una inactivacién de 3.6 log
correspondiente al 99.97%. El mecanismo de accion del cloro es afectar la integridad de la
membrana, obstruye su permeabilidad y altera funciones celulares (dafia enzimas y acidos
nucleicos). Se demostrd que el cloro es un desinfectante eficaz para inactivar a la bacteria
V. cholerae en su morfologia normal. Sin embargo, aunque se consiguié la inactivacién de
las morfologias cocoide y rugosa, éstas mostraron mayor resistencia al desinfectante lo que

podria derivar en un potencial resurgimiento de la bacteria en el ambiente acuatico.
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Introduccion

Proveer de agua limpia y segura a la poblacion es uno de los principales temas a
atender para los gobiernos nacionales e internacionales, ya que permite la
prevencion y el control de las enfermedades diarreicas agudas (EDA). Entre las
EDA, la enfermedad del célera causado por la bacteria Vibrio cholerae, es una de
las principales causas de pandemias a nivel mundial, ya que puede ocasionar la
muerte en cuestion de horas (OMS, 2017).

Esta bacteria puede desarrollar dos mecanismos de sobrevivencia en el ambiente
gue son morfologia cocoide en el cual adquiere un estado Viable No Cultivable
(VNC), y la morfologia rugosa con estado Viable Cultivable (VC). Por lo tanto, es
necesario tener estrategias de saneamiento de agua, permitiendo establecer las
condiciones necesarias de desinfeccion que permita la inactivacion de bacterias

resistentes, tales como V. cholerae (Orta et al., 2018c).

Como respuesta al agotamiento de nutrientes, las bacterias heterotroficas pueden
sufrir considerables cambios morfologicos, fisiologicos y quimicos. De hecho, para
sobrevivir a condiciones de privacion de energia y nutrientes, se sabe que las
bacterias como lo es V. cholerae Ol puede cambiar a una morfologia colonial
rugosa como adaptacion al estrés ambiental (Mizunoe, 1990). Diversos Autores han
realizado estudios que evaltan la desinfeccion de V. cholerae en estado VC, pero
hay pocos estudios sobre desinfeccion de V. cholerae en sus morfologias resitentes
rugosa y cocoide utilizando cloro. Es por ello que este trabajo evallta el efecto del
cloro en la ultraestructura de la bacteria V. cholerae en sus tres morfologias bacilar,
rugosa y cocoide mediante microscopia FESEM, asi como la inactivacion de la

bacteria.
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La inadecuada calidad del agua para consumo sigue siendo una de las principales
causas de enfermedades y muertes en los paises en desarrollo como México. Las
causas son diversas desde el incremento en la demanda de agua, el aumento de la
resistencia de los agentes patdégenos a la desinfeccion, el aumento de la densidad
de poblacion y el crecimiento de la actividad econémica que resulta en la descarga
de residuos agricolas, industriales y humanos en el agua, asi como la creciente
incidencia de desastres naturales como: inundaciones, tormentas tropicales y
tsunamis, los cuales tienen una enorme repercusion en los sistemas de
abastecimiento de agua. Aunado a esto, se encuentra la creciente incidencia de
nuevos patdégenos emergentes asociados al agua, los cuales no solo tienen la
capacidad de crear nuevos brotes epidémicos si no que han adquirido resistencia a
diversos desinfectantes y antibioticos; por lo que el agua limpia y segura es un

recurso cada vez mas escaso (Orta et al., 2017).

En México las enfermedades gastrointestinales representaron la segunda causa de
morbilidad, con mas de 5 millones de casos en 2011, lo que la ubic6 como un serio
problema de salud publica cuya tendencia no parece mostrar cambios significativos
en su comportamiento. Se ha relacionado de manera directa la falta de servicios de
saneamiento con los casos nuevos de diarreas agudas (Orta et al., 2017b). Uno de
los patégenos transmitidos por el agua mas importantes y el agente causal de colera

es la bacteria Vibrio cholerae.

Las especies del género Vibrio varian considerablemente en patogenicidad y ain
estan indefinidas las causas de su aparicion y epidemiologia. Esto es relevante
debido a que ocasionan numerosos episodios patoldgicos, casos de mortalidad y
grandes pérdidas econdmicas y alteraciones sociales en la poblacion dedicada a

industrias extractivas y procesadoras de productos del mar (Mufioz, 2012).

Son ubicuos en la naturaleza en ambientes acuaticos naturales, capaces de
mantenerse virulentos sin multiplicarse en el agua dulce y en el agua de mar durante

largo tiempo. Son mas frecuentes en aguas templadas y pueden aislarse en

3
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mariscos y pescados, donde pueden alcanzar concentraciones elevadas (Garcia-
Lazaro et al., 2010). El género Vibrio contiene méas de 60 especies que ocupan una
amplia gama de habitats acuaticos, 12 son patégenas para el hombre (West, 1989
y Garcia-Lazaro et al., 2010). De todas las especies de este género, la especie
Vibrio cholerae es la de mayor interés médico, al ser las cepas toxigénicas Ol y
0139 las responsables del colera epidémico (Franco-Monsreal, 2014).

Epidemiologia

La transmision del célera esta estrechamente ligada a un acceso insuficiente a agua
salubre e instalaciones de saneamiento. De manera caracteristica, las zonas de
riesgo son las barriadas periurbanas, donde no hay infraestructura béasica, asi como
los campos para personas desplazadas o refugiadas, donde no se cumplen los
requisitos minimos. Las consecuencias de las crisis humanitarias pueden aumentar
el riesgo de transmision del colera si el bacilo ya esta presente o es introducido
(OMS, 2018). La dosis minima de inoculo para la infeccion de V. cholerae O1 es del
orden de 1 x 108 células bacterianas. En comparaciéon con otros patégenos como
Shigella (dosis infectante de 1-10 celulas bacterianas), el indculo que se requiere
para infectar a un huésped humano es extremadamente alto (Secretaria de Salud,
2012).

En México, el colera ha estado presente en el pais desde la epidemia de los afios
90, se han registrado casos aislados en los afios 2010, 2011 y 2012, siendo el
mismo tipo de bacteria que ha circulado desde la década de los noventa la que
continta presente. En 2013, se originaron brotes y casos en el Ciudad de México,
Hidalgo, Veracruz y San Luis Potosi, aunque actualmente, el célera en el pais se
mantiene bajo control epidemioldgico, es importante controlar la transmision de la

enfermedad con tecnologia eficiente de desinfeccion (Secretaria de Salud, 2016).

Desde el 9 de septiembre y hasta el 18 de octubre del 2013, el Centro Nacional de
Enlace para el Reglamento Sanitario Internacional de México ha notificado un total
de 171 casos confirmados de infeccion por Vibrio cholerae O1 Ogawa toxigénico,

incluido un fallecimiento. Desde la Actualizacion Epidemioldgica del 12 de octubre
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del 2013, se registraron 12 casos nuevos, todos ellos en el estado de Hidalgo (OMS,
2018). Durante el 2015y el 2016, se confirmaron los dos ultimos casos de cdOlera en
el pais, cuya cepa coincidio con la circulante en los afios 90” (Secretaria de Salud,
2016).

Entre los sintomas de célera se encuentran diarrea, calambres abdominales y
sintomas de fiebre asociados con vomito y ndusea que ocurren el 25% de los
individuos infectados. Asimismo, un porcentaje similar presenta sangre y moco en
las heces fecales. La diarrea puede ser severa en algunos casos durando de 6 a 7
dias y presentandose, generalmente, dentro de las 48 horas siguientes a la ingesta
del microorganismo. La enfermedad se produce cuando el microorganismo se
adhiere al intestino delgado del individuo y es probable que después lo invada. El
colera es una enfermedad generada por la falta de higiene que resulta en la
contaminacion de las fuentes de agua (Franco-Monsreal et al., 2014).

Mecanismos de transmision

El colera se transmite por contaminacion del agua con heces y vomito de pacientes
y portadores y por la ingestion de alimentos contaminados, por ejemplo, el pescado
y mariscos crudos o insuficientemente cocinados, las frutas, verduras crudas y otros
productos contaminados durante la preparacion o el almacenamiento. La
enfermedad, por consiguiente, puede propagarse con rapidez en las zonas donde
no se tratan adecuadamente las aguas residuales y las fuentes de agua potable
(OMS, 2018).

El célera sigue representando una amenaza mundial para la salud publica y es un
indicador clave de la falta de desarrollo social. Asimismo, existen factores de riesgo
asociados, tales como: hacinamiento, desnutricion, bajo nivel socioeconémico,
saneamiento precario y falta de higiene (Gonzélez et al., 2011). Los varones suelen
constituir los primeros casos ya que estan mas expuestos a los diversos factores de
riesgo (consumo de agua de rio, consumo de alimentos callejeros). Las mujeres
enferman en segundo lugar y al ser manejadoras de alimentos se constituyen en

fuentes de infeccion para el resto de los miembros de la familia. Los nifios
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alimentados al seno materno son mas resistentes a enfermar y a sufrir cuadros

diarreicos graves (Secretaria de Salud, 2012).

Caracteristicas de Vibrio cholerae

V. cholerae es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo que mide de 1.5a 2.5
pum de largo y 0.5 a 0.8 um de ancho; en cultivos jévenes (<18 h) se observa en
forma de comay a veces, en forma de S, es catalasa y oxidasa positivo (The Center
Food Security and Public Health, 2011).

V. cholerae se clasifica en serogrupos en funcion del antigeno O del
lipopolisacaridos. Hay cerca de 200 serogrupos, pero solamente dos de ellos (O1y
0139) se reconocen como los responsables del célera. A su vez el serogrupo O1
se clasifica en dos biotipos, clasico y El Tor, y en cada uno se distinguen tres
serotipos: Inaba, Ogawa y Hikojlma (Farfan, 2002). En esta tesis se trabaj6é con V.

cholerae O1 Ogawa el Tor por ser de importancia epidemiologica.

Si bien existen diferentes escenarios adversos el cual V. cholerae puede
presentarse, la bacteria desarrolla estrategias de supervivencia, es importante
tomar en cuenta que los cambios morfolégicos y fisiolégicos de estos
microorganismos juegan un papel fundamental. Estas respuestas pueden implicar
cambios adaptativos, como es la formacion de biopeliculas, asi como al cambio a
un estado Viable No Cultivable (VNC) (Casasola, 2018).

Morfologia rugosa de V. cholerae

Se ha propuesto que los miembros de la familia Vibrionaceae, al cual pertenece V.
cholerae, en condiciones de nutrientes limitados, pueden sufrir una serie de cambios
morfologicos y fisioldgicos para hacer frente a las condiciones de inanicion (Wai,
1998 y Payne et al., 2017).

Se ha demostrado que la morfologia rugosa de V. cholerae O1 El Tor, proporciona
proteccion contra una serie de tensiones ambientales, incluida la limitacién de
nutrientes, la depredacion por eucariotas unicelulares (protozoos) y el ataque por

virus bacterianos (bacteriéfagos). Esta morfologia esta asociada con la produccion
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de un exopolisacarido, que promueven la formacién de biopeliculas y que es el
responsable de la resistencia. En respuesta al estrés ambiental. V. cholerae tiene la
capacidad de cambiar su morfologia de colonia traslucida a una colonia rugosa
debido a la produccion de exopolisacaridos (Suzarte et al., 2005 y Teschler et al.,
2015).

Una biopelicula es un consorcio funcional de microorganismos organizados dentro
de una extensa matriz de exopolimeros compuesta principalmente por polisacaridos
hidratados. La produccion de biopelicula puede mejorar la supervivencia de las
células en entornos dinamicos al permitir la formacion de colonias que contienen
miles de células, estas son comunidades sésiles derivadas de bacterias que estan
unidas a un substrato, una interfaz o entre si; estan integrados en una matriz
autoproducida; y exhiben un fenotipo alterado con respecto a la tasa de crecimiento
y el perfil de transcripcion (Silva y Benitez, 2016).

La formacion de biopeliculas comienza cuando una bacteria alcanza y se adhiere a
una superficie. Después de la union inicial, la formacion posterior de microcolonias
y estructuras tridimensionales (3-D) esta mediada por el movimiento y el crecimiento
de bacterias unidas. En muchas bacterias, la motilidad mediada por flagelos
promueve las etapas iniciales de formacion de biopeliculas, generalmente al
aumentar el movimiento a lo largo de la superficie (Yildiz y Visick, 2009). Las
biopeliculas son producidas por una amplia variedad de microorganismos
ambientales Staphylococcus, Pseudomonas, Desulfovibrio, Thermococcus vy

Methanosarcina (Mizunoe et al., 1999).

Las biopeliculas de V. cholerae contienen dosis mas altas de bacterias y células
hiperinfecciosas y, por lo tanto, tienen un papel clave en la transmision. El estado
hiperinfectivo se refiere a una disminucién en el numero de células necesarias para
causar la enfermedad. Las biopeliculas estan compuestas por agregados de células
recubiertas por una matriz extracelular autoproducida o adquirida y, por lo tanto,
pueden tener una mayor resistencia a las defensas del huésped (Teschler et al.,
2015).
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El fenotipo rugoso le confiere a V. cholerae una alta resistencia a agentes como el

cloro, el peroxido de hidrégeno, la actividad bactericida del suero mediada por el
complemento y otras condiciones de estrés oxidativo y osmético (Payne et al.,
2017). Esta morfologia adquiere importancia en los sistemas de distribucion ya que
se ha probado la permanencia de la bacteria en la biopelicula en diferentes tipos de
tuberias en un sistema modelo en agua potable clorada (Teschler et al., 2015).

Por otra parte, la bacteria puede adquirir en estado viable pero no cultivable (VNC),
que asi, como morfologia rugosa, este estado sirve como estrategia de

supervivencia por estrés ambiental como puede ser escases de nutrientes.
Morfologia cocoide, estado Viable No Cultivable

V. cholerae entra en un estado de Viable No Cultivable (VNC) como una estrategia
de supervivencia cuando las condiciones ambientales no son adecuadas para
mantener su crecimiento normal, estas condiciones ambientales pueden ser
concentraciones bajas de nutrientes, temperaturas suboptimas y descendientes,

salinidad elevada, pH extremo o radiacion solar (Fernandez-Delgado et al., 2015).

Se ha demostrado que las células VNC reducen su tamafio (por ejemplo, las células
de Vibrio vulnificus tienen una longitud de aproximadamente 2 um en la fase
logaritmica, pero 0.6 um de diametro en el estado VNC) y cambiando a morfologia
cocoide y mantienen ciertas funciones como la actividad metabdlica, la expresion
de genes especificos, la resistencia a antibioticos y desinfectantes y su potencial
patogenicidad por un tiempo prolongado. Ademas, en estado VNC, ocurren una
importante serie de cambios metabdlicos, incluidas las reducciones en el transporte
de nutrientes, la tasa de respiracion, y la sintesis macromolecular, tienen una mayor
resistencia al choque en frio, choque térmico y estrés mecanico, contribuyendo a la
supervivencia y persistencia en el medio ambiente (Oliver, 2005; Krebs y Taylor
2011; Fernandez-Delgado et al., 2015).

A pesar de su incapacidad de cultivo en medios normalmente permisivos, las células
VNC no se consideran células muertas debido a diversas diferencias. Las células

muertas tienen una membrana dafiada que no puede retener el ADN cromosomico
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y plasmidico, mientras que las células VNC tienen una membrana intacta que
contiene informacién genética integra. Los plasmidos, si los hay, también se
retienen en células VNC. Mientras que las células muertas son metabdlicamente
inactivas, las células VNC son metabdlicamente activas y llevan a cabo la
respiracion. Se encontré un alto nivel de ATP en Listeria monocytogenes incluso un
afo después de ingresar al estado VNC. Ademas, las células muertas no expresan
genes, mientras que las células VNC contintian la transcripcion y, por lo tanto, la
produccién de ARNm. A diferencia de las células muertas que ya no utilizan
nutrientes, se demostré que las células VNC tienen una captacion continuada y la

incorporacion de aminoacidos en las proteinas (Li et al., 2014).

Para prevenir la transmision de patogenos y preservar la calidad microbiologica de
los sistemas de agua, se deben llevar a cabo procesos efectivos de desinfeccion
antes de entregar el agua al consumidor. La desinfeccion mediante cloracién es el
método mas comun de inactivacion de patdgenos en el agua potable (Orta et al.,
2018a).

Importancia de la desinfecciéon

El proceso de desinfeccion del agua es el mecanismo mediante cual se lleva a cabo
la inactivacion de microorganismos patégenos presentes en el medio, como V.
cholerae, minimizando la posibilidad de transmision de enfermedades. En un
proceso de desinfeccion tradicionalmente se utilizan compuestos quimicos
oxidantes, como lo es el cloro, relativamente estables, los cuales se denominan

desinfectantes (Herrera y Garcia, 2006).

Las caracteristicas que deben tener los métodos de desinfeccion (Tabla 1) para ser

aplicables son las siguientes:

e Rapido y efectivo

e Facilmente soluble en agua en las concentraciones requeridas y capaz de
proveer una accioén residual

e Que no afecte el sabor, olor o color del agua (Organizacion Panamericana
de la Salud, 2007)
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Tabla 1. Métodos de desinfeccién de agua (Organizacidon Panamericana de la Salud, 2007)

METODOS FiSICOS COMENTARIO
Radiacion ultravioleta Desinfeccibn UV con lamparas de

mercurio de baja presion

METODOS QUIMICOS EJEMPLOS
Peréxido de hidrogeno Peroxido de hidrogeno
Acidos y bases Cal, hidroxido de sodio, acido sulfdrico,

acido clorhidrico
Ozono Gas ozono generado in situ
Cloro y sus derivados Compuestos de cloro, cloro gaseoso,

diéxido de cloro, di6xido de cloro

Métodos fisicos.

Luz Ultravioleta (UV)
El sistema de desinfeccion con luz ultravioleta (UV) transfiere energia
electromagnética desde una lampara de vapor de mercurio al material genético del
organismo (ADN o ARN). Cuando la radiacion UV penetra en las paredes de la
célula de un organismo, esta destruye la habilidad de reproduccion de la célula. La
radiacion UV, generada por una descarga eléctrica a través de vapor de mercurio,
penetra al material genético de los microorganismos y retarda su habilidad de
reproduccion (EPA, 1999).

La eficacia del sistema de desinfeccion con luz ultravioleta depende de las
caracteristicas del agua, la intensidad y tiempo de exposicién de la radiacion a los
microorganismos Yy la conFiguracién del reactor. Para cualquier planta de
tratamiento, el éxito de las actividades de desinfeccion estd directamente
relacionado con la concentracion de componentes coloidales y de particulas en el
agua residual (EPA, 1999).
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La longitud de onda oOptima para desactivar eficazmente los microorganismos se
encuentra en el rango de 250 a 270 nm. La intensidad de la radicacion emitida por
lalampara se disipa a medida que la distancia de laldmpara aumenta. Las lamparas
de baja presion emiten luz monocromética a una longitud de onda de 253.7 nm. Las
longitudes estandar de las ldmparas de baja presién son de 0.75y 1.5 metros, y sus
didmetros van de 1.5 a 2.0 cm. La temperatura ideal de la pared de la lampara se
encuentra entre 95y 122 °F (EPA, 1999).

Métodos quimicos

Perdxido de hidrogeno

Peréxido de hidrégeno (H202), conocido también como agua oxigenada, es un
liquido incoloro a temperatura ambiente con sabor amargo. Pequefias cantidades
de peroxido de hidrégeno gaseoso se encuentran de forma natural en el aire. Es
inestable y se descompone rapidamente a oxigeno y agua con liberacion de calor
lo cual no genera dafo en el medio ambiente. Se usa fundamentalmente en
presentaciones liquidas para desinfeccion de alto nivel (DAN) y en formas gaseosas

para la desinfeccion de superficies de los centros sanitarios (Diomedi et al., 2017).

A las concentraciones utilizadas como antiséptico posee una debil accion
antibacteriana frente a bacterias grampositivas y gramnegativas. Su accion
bactericida se debe a dos motivos: produccion de iones hidroxilo y radicales libres,
gue actian oxidando componentes esenciales del microorganismo (lipidos,
proteinas y ADN) y a la liberacion de O: por las catalasas tisulares, que actlua
impidiendo la germinacion de esporas de anaerobios. Ademas, el O2 liberado en su
descomposicién en forma de burbujas favorece la eliminacion de detritus celulares,
bacterias y tejidos desvitalizados, pero pudiendo también afectar o dafar tejidos
sanos. En el interior de la bacteria, por accion de la mieloperoxidasa sobre los
cloruros y sobre el peroxido de hidrogeno, se forma hipoclorito (presenta poder

oxidante y germicida) (Diomedi et al., 2017).

11
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Acidos y bases

Los efectos toxicos de los acidos y bases inorganicos llegan a ser notables para pH
inferior a 3 y superior a 11. Estos efectos son mas bien debido a la concentracion
de iones hidrogeno o hidroxido que al tipo de &cido y base mineral. Un incremento
de la basicidad o de la acidez, generalmente coincide con un incremento de la fuerza
iGnica y la presion osmdtica, lo cual puede ocasionar efectos destructivos en las

células bacterianas (Weber, 2003).

Ozono (0O3)

La capacidad oxidante del ozono en una forma alotrépica de oxigeno, se sabe que
es eficaz en la inactivacion de microorganismos patdégenos. Se ha informado que el
uso de bajas concentraciones de 0zono por periodos cortos de tiempo desinfectara
el agua que contiene varias bacterias. Debido a su alto poder oxidante, el ozono,
puede utilizarse para eliminar diversos microcontaminantes organicos e inorganicos
del agua, aunque la primera aplicacion y la mas extendida ha sido la desinfeccion
en el tratamiento del agua potable. El espectro de accion del ozono se ha extendido
mucho, abarcando otros tipos de aguas, como aguas residuales, aguas industriales

(de proceso, de limpieza, etc.), aguas marinas, etcétera (Burleson et al., 1974).

Desinfeccidn con cloro (Cl,)

El cloro se usé por primera vez con fines sanitarios en 1851 en Londres para
desodorizar lodos. En agua, como método continuo de desinfeccion se empleo
hasta 1908 en Bubbley Creck, Chicago. Actualmente, el cloro se aplica en
potabilizacion, para la desinfeccion, como son el control de sabor y olor (Huebner,
1996).

En todo el mundo, el mecanismo de desinfeccion con cloro es el mas aplicado en
los sistemas de abastecimiento de agua es el que emplea el cloro y sus compuestos
derivados como agentes desinfectantes (Solsona y Méndez, 2002). La clave de su
éxito es su accesibilidad en casi todos los paises del mundo, su razonable costo, su
alta capacidad oxidante, que es el mecanismo de destruccion de la materia
organica, y su efecto residual. Todo ello permite en forma bastante simple, asegurar

la inocuidad del agua desde que se produce hasta el momento que se usa, lo que

12
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resulta muy beneficioso, tanto en sistemas pequefios como en grandes ciudades

con redes de distribucion extendidas (Solsona y Méndez, 2002).

Aunque el cloro y sus derivados no son los desinfectantes perfectos, muestran las

siguientes caracteristicas que los hacen sumamente valiosos:

e Tienen una accion germicida de espectro amplio.

e Muestran una buena persistencia en los sistemas de distribucion de agua,
pues presentan propiedades residuales que pueden medirse facilmente y
vigilarse en las redes después que el agua ha sido tratada o entregada a
los usuarios.

e El equipo para la dosificacion es sencillo, confiable y de bajo costo.
Ademas, para las pequenas comunidades hay dosificadores de “tecnologia
apropiada” que son faciles de usar por los operadores locales.

e El cloroy sus derivados se consiguen facilmente, aun en lugares remotos

de los paises en desarrollo (Solsona y Méndez, 2002).

El cloro (Cl) es, en condiciones normales de presién y temperatura (1.033 kg/cm?y
0°C) un gas verde, 2.5 veces mas pesado que el aire. Se obtiene en forma gaseosa
desintegrando por electrolisis el cloruro de sodio (NaCl) en sodio y cloro, el cual se
comprime a 1.74 at y se enfria a -4 y -18°C hasta licuarlo, después se envasa en
cilindros metalicos de 100, 150, 200 libras que lo conserven a alta presion. El cloro
es un poderoso oxidante y potente germicida. Es eficiente, seguro cuando se usa

adecuadamente, es el desinfectante mas econémico y facil de aplicar (Cano, 2014).

El mecanismo de accion sobre los microorganismos es poco conocido, pero se
postula que actua inhibiendo las reacciones enzimaticas y desnaturalizando las
proteinas. Se ha demostrado que el acido hipocloroso (HCIO) es responsable de la
destruccion de los microorganismos. Los hipocloritos tienen un extenso espectro de
actividad, son bactericidas, virucidas, fungicidas y esporicidas, pero con actividad
variable frente a micobacterias, segun la concentracion en que se use (Diomedi et
al., 2017).

13
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A continuacion, algunos conceptos importantes para validar el proceso de

desinfeccién con cloro:

Cloro residual: es la concentracion de cloro presente en el agua, tras la aplicacion
de la dosis considerada y transcurrido el tiempo de contacto necesario para realizar

su accion oxidante, en el que se ha consumido parte del mismo.

Demanda de cloro: es la cantidad de cloro que se emplea para la reaccién con los

compuestos reductores y organicos.

Cloro residual combinado: es el cloro que se usa para la formacién de las

cloraminas.
Cloracion de ruptura: es el cloro que se encarga de la destruccion de las cloraminas.

Cloro residual total: es el resultado de la suma de cloro residual combinado y cloro
libre residual (CONAGUA, 1991).

Quimica de la cloracion

La cloracion del agua potable se lleva a cabo mediante el burbujeo del cloro
mediante la disolucion de los compuestos de cloro y su posterior dosificacion. El
cloro en cualquiera de sus formas, se hidroliza al entrar en contacto con el agua

formando acido hipocloroso (HOCI):
NaOCI (hipoclorito de sodio) + H2O = Na* + OH" + HOCI

Durante el proceso quimico de la desinfeccién, se producen compuestos como
cloraminas, dicloraminas y tricloraminas en presencia de amoniaco en el agua. Las
cloraminas sirven igualmente como desinfectante, aunque de una manera

sumamente lenta. Asimismo, se forma el acido clorhidrico y los hidréxidos de sodio,
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los cuales no participan en procesos de desinfeccion (Organizacion Panamericana
de la Salud, 2007).

La especia desinfectante es el acido hipocloroso (HOCI), el cual se disocia en iones
hidrégenos (H*) e hipoclorito (OCI") y adquiere sus propiedades oxidantes:

HOCI = H" + OCI

Ambas fracciones de la especie son microbicidas y actian inhibiendo la actividad

enzimatica de las bacterias, produciendo su inactivacion.

Tanto el &cido hipocloroso (HOCI) como el ion hipoclorito (OCI") estan presentes
hasta cierto punto cuanto el pH varia entre 6 y 9 (el rango usual para el agua natural
y potable. Cuando el valor de pH del agua clorada es de 7.5 el 50% de la
concetracion del cloro presente sera acido hipocloroso no asociado y el otro 50%
sera ion hipocloroso (Organizacion Panamericana de la Salud, 2007).

Los porcentajes de HOCL y OCI- a diferentes valores de pH pueden verse en la

Figura 1. La concentracion de las dos especies significa una considerable diferencia
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en la propiedad bacteriana del cloro, ya que el &cido hipocloroso es 80 veces mayor
que la del ion hipoclorito (Organizacion Panamericana de la Salud, 2007).
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Figura 1 Cantidades relativas de HOCl y OCI para los valores de pH (Organizacion Panamericana de la Salud, 2007)

Demanda de cloro, cloro combinado y punto de quiebre

La Figura 2 describe la evolucion de la cantidad de cloro residual en funcion de la

cantidad de cloro introducido el cual consiste en:

Fase AB: El cloro introducido en el agua se combina inmediatamente con la materia
organica. Consecuentemente, el residual medido se mantiene en cero. Mientras no

se destruyan estos compuestos, no se producira la desinfeccion.

Fase BB: A patrtir del punto B, el cloro se combina con compuestos nitrogenados.
Entonces ya se puede medir una cantidad de cloro residual. Esta concentracion no
corresponde al cloro realmente activo, sino a cloraminas que reaccionan igual que
el cloro con los reactivos de los aparatos de medicion. Se trata de productos

organicos complejos, por lo general de fuerte olor, y muy poco desinfectantes.

Fase B’C: Cuando se afiade mas cloro, se observa que la cantidad de cloro residual
gue se mide con los aparatos ordinarios de medicion, va en descenso. En realidad,
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el cloro introducido ha servido para destruir los compuestos formados durante la
fase BB". El agua no huele tan mal, pero sigue sin estar desinfectada.

A partir del punto C, el cloro introducido esta finalmente disponible para cumplir su
funcion de desinfectante.

En conclusion, los primeros miligramos de cloro introducidos no garantizan la
desinfeccion. De hecho, antes de que éste pueda garantizar realmente una accion
eficaz, se deberd agregar una cantidad variable de desinfectante para que se
produzcan todas las reacciones quimicas secundarias. Esta cantidad de denomina:

demanda de cloro.

La desinfeccion debe realizarse en aguas de una buena calidad quimica (en las que
la demanda de cloro sea minima), con objeto de limitar al maximo las reacciones
secundarias, generadoras de subproductos. Por otra parte, la presencia de
particulas coloidales protege a los microorganismos de la accion desinfectante del

cloro.

Antes de iniciar la desinfeccién, deben realizarse pruebas sistematicas para
determinar la cantidad de cloro que se debe agregar para lograr superar la fase de

las reacciones secundarias (Organizacion Panamericana de la Salud, 2007)
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Figura 2 Cantidad de cloro residual en funcién de la cantidad de cloro introducido (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2007)

Eficacia de la desinfeccion

La eficacia de la desinfeccion final es maxima cuando el agua ya ha sido tratada
para la eliminar toda turbiedad y mas exactamente para eliminar toda sustancia que
pueda reaccionar o “consumir” el cloro. Si los tratamientos previos no se aplican o
no se pueden aplicar, o se aplican de forma errénea en un momento dado, una
sobredosis de cloro permitira obtener una desinfeccion correcta del agua, si bien,

como consecuencia de ello, apareceran subproductos de desinfeccion.
La calidad del cloro que hay que afadir el agua para la desinfeccion depende de:

e De latemperatura del agua.
e El tiempo de contacto (CT, tiempo transcurrido entre la inyeccién del cloro y

el consumo del agua) (Organizacién Panamericana de la Salud, 2007).

Observacion de bacterias mediante microscopia electrdnica

Se han producido muchos avances en un intento por obtener una imagen adecuada
de las células y las estructuras intracelulares, que van desde la microscopia 6ptica
hasta las técnicas actuales basadas en la microscopia electronica (Bogner et al.,

2007). La microscopia electrénica ha sido un método popular para identificar
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estructuras subcelulares desde 1944, cuando el cientifico Keith R. Porter y Albert
Claude utilizaron por primera vez un microscopio electrénico para observar la

morfologia y la composicion de las células (Havrdova, 2014).

Principios generales de la microcopia electrénica de barrido (Scanning Electron

Microscopy, por sus siglas en inglés, SEM)
El principio del sistema SEM consiste en que si se hace incidir sobre la muestra un
haz de electrones finamente enfocado, emite una sefal que puede registrarse en

una pantalla mediante un tubo de rayos catédicos.

En la Figura 3, se representa un esquema donde se visualiza los principales
componentes de un microscopio electronico de barrido, la denominada columna de
electrones, la cual lleva alojado en su interior un cafion de electrones con un
filamento que actia como emisor o fuente de iluminacién por analogia con un

sistema 6ptico (Roman, 2013).

Los electrones en la sonda cuando encuentran un objeto, seran desviados por
atomos en el objeto, llamandose a esto “electrén disperso”. Sin embargo, a la vez
algunos electrones en la sonda causan la emision de “electrones secundarios” cerca
de la superficie y los “rayos X” emitidos desde la sub-superficie del area del objeto.
Los electrones esparcidos y los rayos X proveen informacion util sobre el objeto,

como se lo resumiréa a continuacion.
1. Electrones secundarios: Observacion topografica de la superficie.

2. Electrones esparcidos en la parte posterior: Componen la observacion de

superficie.
3. Rayos X: El analisis elemental del espécimen.

El detector de electrones secundarios esta disefiado con una carga ligeramente

positiva para atraerlos.

El extremo del detector contiene sistema para hacer que los electrones secundarios
atraidos golpeen una placa aluminizada acoplada a un material fosforescente que

provoca que se forme una centella o chispa. Esta es convertida a su vez en un
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fotoelectron después de chocar con un fotocatodo y asi entra a un tubo
fotomultiplicador que incrementard el tamafio de la sefial hasta el orden de cien mil

o un millén de veces (Amano y Diaz, 2015).

Emisor de e- Columna
filamento . de vacio

Anodo

Lentes
Condensadoras

electroimanes
Haz

Lontes electrénico

Condensadoras
electroimanes

Lentes
¥ Objetivo

_electroiman

Camara de . .
la muestra ] | Dotactor

Detector do |
Rayos X

Muestra

Figura 3 Principales componentes del microscopio electrénico de barrido obtenido en
http://rosellminerals.blogspot.com/2014/05/sem-eds-el-microscopio-electronico-i.htmL

La microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FESEM)

La microscopia electronica de barrido de emision de campo (FESEM), es una
técnica analitica mas avanzada que SEM ideal para caracterizar y visualizar la
composicion elemental de una muestra. FESEM tiene una resolucién espacial de
<1 nmy ha permitido que surjan nuevos enfoques para los estudios de ciencias de
la vida, basados en imagenes de alta resolucién que antes solo podian obtenerse

utilizando SEM (Havrdova, 2014).

FESEM es un tipo de microscopio electronico que toma imagenes de la superficie

de la muestra al escanearla con un haz de electrones de alta energia en un patron
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de escaneo raster. Se utilizan emisores de electrones de pistola de emisién de
campo. Estos tipos de emisores de electrones pueden producir hasta 1000x la
emision de un filamento de tungsteno. Sin embargo, requieren condiciones de vacio
mucho mas altas. Después de que el haz de electrones salga del cafidén de
electrones, se confinan y enfocan en un haz monocromatico delgado enfocado
utilizando aberturas metélicas y lentes magnéticas. Finalmente, los detectores de
cada tipo de electrones se colocan en los microscopios que recogen sefales para
producir una imagen de la muestra. La morfologia de las particulas de nuestras
muestras se investigo utilizando el microscopio electrénico de barrido de emisiéon de
campo Nova 200 NanoLab (FE-SEM) (Alyamani y Lemine, 2012).

FESEM, es un tipo de microscopio electronico que representa la superficie de la
muestra escaneandola con un haz de electrones de alta energia en un patron de
barrido. Después de que el haz de electrones salga del cafdn de electrones,
entonces se confinan y se enfocan en una viga monocromatica enfocada delgada
usando aperturas de metal y lentes magnéticas. Por ultimo, los detectores de cada
tipo de electrones se colocan en los microscopios que recogen las sefiales para

producir una imagen de la muestra.

FESEM utiliza como fuente de electrones un cafiéon de emisiébn de campo que
proporciona haces de electrones de alta y baja energia muy focalizados, lo que
mejora notablemente la resolucion espacial y permite trabajar a muy bajos
potenciales, (0.02 - 5 kV); esto ayuda a minimizar el efecto de carga en
especimenes no conductores y a evitar dafios en muestras sensibles al haz

electronico (Universidad Politécnica de Valencia, 2012).

Cuantificacidn de bacterias para desinfeccion

La cuantificacidon de microorganismos es un elemento critico en los estudios de
ecologia microbiana y microbiologia clinica. No solo es importante conocer al
responsable de un efecto benéfico o identificar al microorganismo potencial de
causar alguna infeccion severa, sino también es importante saber el nimero de
microorganismos implicados, para establecer si éstos seran capaces de desarrollar

una funcién benéfica o perjudicial (Corral-Lugo, 2012).
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La metodologia de recuento en placa por plagueo es una metodologia ampliamente
utilizada (Hoben y Somasegaran, 1982), que consiste en realizar diluciones
seriadas 1:10 y extender 100ul de cada dilucién en una placa; las placas se incuban
hasta que las colonias son apreciables para su recuento. Esta metodologia tiene la
ventaja de tener un buen limite de deteccién (Corral-Lugo et al., 2012).

La filtracion por membrana es el mecanismo mediante el cual se atrapan en la
superficie de la membrana microorganismos cuyo tamafo es mayor a 0.45 um, esto
gracias a que una bomba eléctrica ejerce una presion diferencial sobre la muestra
de agua haciendo que se filtre. Los contaminantes de tamafio menor que el
especifico del poro atraviesan la membrana o se quedan retenidos en su interior,
las bacterias quedan en la superficie de la membrana y luego esta es llevada a un

medio de enriquecimiento selectivo (Navarro, 2007).
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Antecedentes

Morfologia bacilar

La célera es una diarrea infecciosa aguda producida por V. cholerae. La transmisién
se produce predominantemente a través de agua o alimentos contaminados,
catalogada como una “enfermedad emergente y remergente” que amenaza los

paises en desarrollo.

Debido a esto se hace necesario el llevar a cabo procesos de desinfeccion del agua
gue se destinara para consumo humano y uno de los desinfectantes mas utilizados
para este fin es el cloro. El cloro se ha atribuido diversas ventajas como potabilizador
de agua, entre las que destacan su bajo costo, comodidad de uso y su alta eficacia
en la eliminacion de bacterias (American Water Works Association, 1973; Gomez et
al., 2012).

Varios autores se han enfocado en el estudio de la desinfeccion de V. cholerae con
cloro. En el 2002, Garcia y col. evaluaron la desinfeccion de V. cholerae con
diferentes concentraciones de cloro cuantificandolo a partir del nUmero de unidades
formadoras de colonias (UFC) utilizando la técnica de filtro por membrana (NOM-
181-SSA1-1998). Observando que con 2 L de medio acuoso de bacteria agregando
1mg/L de cloro por 45 min obtuvo un 85% de sobrevivencia V. cholerae. Asimismo,
Sousa et al., (2001) mostraron que las concentraciones de cloro superiores a 7 mg/L
dieron como resultado una reduccién de poblacién bacteriana del 100% en 5 min.
Leddn y col. (2014) realizé un estudio a partir de 108 y 107 UFC/mL con hipoclorito
de sodio (NaCl) al 2 mg/L durante 1, 5, 10, 20 y 30 minutos y se contaron las UFC

gue sobrevivieron, en donde a los 5 min no se contaron células viables.

Se han hecho estudios sobre desinfeccién de cloro con otras bacterias, Camper y
McFeters (1979) demostraron que con una concentracion de 0.5 mg/L era necesario
para producir una lesion en la bacteria E. coli. Obtuvo una tasa de lesiones
aproximada del 90%, segun lo determinado por la diferencia entre el medio de las
placas con los medios selectivos y no selectivo en 8 minutos de exposicién al cloro

Wang y col. (2007, citado por Calderon, 2010) demostré que el acido hipocloroso
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tiene un efecto antimicrobiano de amplio espectro en concentraciones que van de
0.1 a 2.8 mg/L en un periodo de tiempo exposicion de 2 min, abarcando bacterias
clinicamente relevantes, entre los que incluyen Staphylococcus aureus, S. aureus
meticilino resistente y Enterococcus faecium vancomicino resistente. Asimismo,
Diao (2004), con una concentracion de 5mg/L de cloro con 60 min se tiene un
porcentaje de inactivacion de 99.98%, a pesar de este porcentaje por medio de SEM
no se observa un efecto en la integridad de las células. Del mismo modo, Arana y
col. (1999) teniendo un cloro residual de 2.0 mg/L con un tiempo minimo de contacto
de 15 min se tuvo una pérdida de cultivo de 2 a 2.5 log de E. coli.

Morfologia rugosa

Se ha demostrado que las células bacilares de V. cholerae en condiciones de
limitantes de nutrientes pueden exhibir colonias rugosas que son virulentas (Ali,
2002). Esta morfologia esta asociada con la expresion de un exopolisacarido amorfo
(EPS) que promueve la formacion de biopeliculas, y también indicaron que las
cepas rugosas mostraron resistencia al estrés osmotico y oxidativo (Mizunoe, et.,
al. 1999). Las biopeliculas de V. cholerae contienen tanto densidad mas alta de
bacterias como de células hiperinfecciosas y, por lo tanto, desempefian un papel

clave en la transmision (Teschler et al., 2015).

Otros estudios han demostrado que V. cholerae es capaz de cambiar de morfologia
colonial bacilar a rugosa. Yildiz y Schoolnik (1999) demostraron que, bajo
condiciones de bajos nutrientes, en un medio minimo de sales M9 suplementando
con 0.02 mg/L de glucosa a 30°C de incubacion, las cepas bacilares de El Tor
pudieron cambiar a colonias rugosas después de los 20 dias. Por otro lado, Morris
y col. (1996) indujo a la bacteria V. cholerae rugosas mediante las bacterias de
colonias bacilares pasaron en Agua con Peptona Alcalina (APA) durante 2 a 4 dias
y luego se colocaron en placas en agar Luria a 37 ° C. Asimismo, Suzarte y col.
(2005) reporta una induccién con APA al 1%, después de 22 dias se cultivé la
bacteria en placas de LB y pudo detectar el fenotipo rugoso. Del mismo modo,
Ledon y col. (2014) y Payne y col. (2017) demostraron que la bacteria se inducia

durante 30 dias en tubos de 5 mL con APA.
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Se han realizado pocos estudios sobre la desinfeccion de Vibrio cholerae con cloro,
Orta y col. (1996) demostré que la bacteria utilizando una dosis de 30 mg/L de cloro
disponible durante 35 min de tiempo de contacto la bacteria se inhibié un 99.9%.
Leddn y col. (2014) mostro que V. cholerae en presencia de biopeliculas con una
densidad bacteriana de 10° y 10’ demostré alta resistencia al cloro, se mantuvo
practicamente constante la cantidad de células viables con 2mg/L a los 30 min del

tratamiento el cual se contaron alrededor de 10° UFC/mL.

Por otro lado, Shikongo-Nambabi y colaboradores en el afio 2010 realizaron
desinfecciones con diferentes concentraciones de cloro con otros generos de
Vibrios, V. alginolyticus V. V590 y V595 y V. parahaemolyticus LMG 2850 con
morfologia rugosa. A concentraciones bajas de cloro (1.5mg/L) no hubo reduccién
significativa en la densidad bacteriana, sin embargo, tuvo una reduccion significativa
a altas concentraciones de cloro (4mg/L). Las densidades bacterianas de las
cepas V. alginolyticus V. V590 y V595 y V. parahaemolyticus LMG 2850 cayeron a
log 3.73, 2.33 y 2.88 log respectivamente. No se tienen estudios sobre la
observacion de dafio ultraestructural posterior a la desinfeccion mediante

microscopia electronica.

Cocoide, estado Viable No Cultivable

A su vez, se ha observado que las células de V. cholerae experimentan grandes
alteraciones en la morfologia celular a partir de las formas bacilares a células
redondas de forma cocoide en estado Viable No Cultivable (VNC). Estudios previos
concluyeron que la transicién a una morfologia cocoide podria transmitir una ventaja
selectiva que permitiria una supervivencia prolongada en el ambiente acuatico
cuando se encuentran concentraciones de nutrientes insuficientes (Ravel et al.,
1995)

Se han hecho varios estudios sobre el cambio de morfologia que presenta la
bacteria V. cholerae. Baker y col. (1983) muestra que V. cholerae a través de la
disminucién de los nutrientes, las células entraron en estado VNC posterior a los 30
dias. Por otro lado, Sung y col. (2006) mostraron que al incubar en microcosmo de

agua de rio (RWM) con un 0.5% de NaCl con una temperatura de 4°C durante 44
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dias entro en estado VNC. También Krebs y Taylor (2011) menciona que la
privacion de los nutrientes, la disminucién de la temperatura y otras sefiales
ambientales, el cambio de morfologia, puede cambiar a morfologia cocoide,
demostrandolo incubando la bacteria en agua de mar artificial (ASW), con una
temperatura de 4°C entrando en estado VNC a los 15 dias.

De la misma forma, Ravel y col. (1995) incubo la bacteria en ASW a 4°C y V.
cholerae entro en morfologia cocoide en el dia 26. Grim (2007) sefial6 que el cambio
en la morfologia de la bacteria de bacilar a cocoide se realiz6 en un tiempo de 30 a
60 dias con una temperatura de 4°C en agua de mar artificial y el cambio de
morfologia cocoide completo hasta el dia 60. Del mismo modo, Casasola y col.
(2018) suspendio la bacteria en matraces Erlenmeyer con 50 mL de Agua de Mar
Artificial (ASW) y se mantuvieron a 4°C y se establecio una morfologia cocoide hasta
el dia 66.

No se tienen muchos estudios sobre desinfeccion cloro para la bacteria en estado
VNC, pero se han realizado estudios en otras bacterias, un reporte de Orta et al.,
(2017a) indica que llevaron a cabo pruebas con cloro para desinfeccion de H. pylori
en estado VNC utilizando FESEM para la observacion del dafio estructural en la
membrana. Aunque FESEM es una tecnologia microscépica muy precisa, el dafio
a la membrana celular causada por el cloro no era visible. Ademas de actuar como
un oxidante en varios celulares componentes y proceso metabdlico en bacterias,

cloro también altera la permeabilidad de la membrana después de su desinfeccion.

26



Eg INSTITUTO
DE INGENIERIA e s L
UNAM Justificacion e hipotesis

Justificacion e hipétesis

Justificacion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud se siguen reportando casos de
la enfermedad del cOlera en todo el mundo. Especificamente en América y de
acuerdo con el boletin 36 del afio 2017 de la OMS, Haiti report6 41 421 casos. En
México una problematica severa de cdlera se presento6 en la pandemia de los afios
90’s, no obstante, a partir del afio 2010 se han presentado casos esporadicos con
una incidencia mayor en el afio 2014. Especificamente, en el afio 2010, 2011y 2012
en el estado de Sinaloa, en 2013 se originaron brotes y casos en la Ciudad de
México, Hidalgo, Veracruz y San Luis Potosi (Secretaria de Salud, 2016). En el 2015
se identifico un caso en el estado de Puebla y en agosto de 2016 en el estado de
Nayarit (Carrillo, 2015; CONAVE, 2016).

Debido a que siguen existiendo brotes de colera a nivel mundial, surge la necesidad
de evidenciar los mecanismos de resistencia de la bacteria a procesos comunes de
desinfeccion de agua para consumo humano tales como el cloro. Y siendo el agua
el principal vehiculo de transmision de la bacteria Vibrio cholerae, la presente tesis
contribuye a evidenciar el efecto que el cloro, cominmente utilizado como
desinfectante para agua potable, tiene en la ultraestructura celular de V. cholerae
en sus morfologias resistente rugosa y cocoide comparado con la morfologia bacilar
habitual.

Hipdtesis
Si la bacteria V. cholerae en su morfologia bacilar (habitual) desarrolla variantes
resistentes para su adaptacién a condiciones ambientales adversas; entonces, el

cloro como desinfectante comin causara menor dafio en las células habituales que

en las resistentes, lo cual es visualizado mediante microscopia electrénica FESEM.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto causado por el cloro en la ultraestructura de la bacteria Vibrio
cholerae en sus tres diferentes morfologias, bacilar (habitual), cocoide y rugosa,

mediante la obtencion de micrografias electronicas FESEM.

Objetivos Particulares

e Inducir bajo condiciones de laboratorio las variantes de resistencia de la
bacteria Vibrio cholerae: morfologia rugosa (exposicion continua en Agua
Peptonada Alcalina) y morfologia cocoide (exposicién continua en agua de

mar artificial estéril).

e Evaluar el efecto de diferentes dosis y tiempos de contacto del cloro como
desinfectante en la ultraestructura celular de Vibrio cholerae morfologias

bacilar, rugosa y cocoide mediante microscopia FESEM.

e Determinar los porcentajes de inactivacion de la bacteria en sus tres
diferentes morfologias: bacilar (habitual), cocoide y rugosa, usando cloro

como desinfectante.
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Metodologia

Para determinar el efecto causado por el cloro en la ultraestructura de la bacteria
Vibrio cholerae en sus tres diferentes morfologias cocoide, bacilar y rugosa,
mediante la obtencion de micrografias mediante FESEM se realizé la siguiente

metodologia.

Preparacién del inoculo V. cholerae

La bacteria V. cholerae O1 fue proporcionada por el departamento del Instituto de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ). Para obtener colonias de
V. cholerae se cultivaron placas de medio de cultivo TSA (agar triticasa soya) en
condiciones microaerofilicas en una camara de inoculacion a 37°C para obtener

colonias aisladas.

Induccién a forma cocoide de V. cholerae

Para la induccion a morfologia cocoide, se tomd una colonia aislada a partir de la
placa con agar TSA y se inocul6 a una botella de dilucién con 50 mL de caldo LB
(Luria-Bertani) y dejando reposar por 24 hrs a temperatura ambiente. De este cultivo
se tomaron 100 pL y se adicionaron a 50 mL de caldo LB, el cual se incubd por tres
horas a 37 °C con agitacion a 200 rpm. Posteriormente, el cultivo se traspaso6 en
tubos Corning de 50 mL donde se centrifug6 a 3,500 rpm por 10 min y se decanto
el sobrenadante. Se agregé 50 mL Agua de Mar Artificial Estéril (ASW), se
homogenizo la bacteria en un vortex y se volvié a centrifugar a 3,500 rpm y decanto
el sobrenadante. Este proceso se repitio 3 veces hasta quitar todo resto de caldo
LB.

Por ultimo, se adicionaron 6 mL de ASW, se homogenizo la bacteria y se tomé una
alicuota de la bacteria de 1000 uL y se suspendio en una botella de dilucion con 50

mL de ASW y se dej6 en refrigeracion a 4°C para su induccion.

Para determinar el tiempo de transformacion de la bacteria forma bacilar a cocoide
se dio seguimiento mediante tincion de Gram observadas en un microscopio 6ptico

diariamente.
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Induccidn al fenotipo rugoso

Para inducir la bacteria a morfologia rugosa de V. cholerae se tom6 una ansada de
la bacteria de agar TSA y se inoculd en dos tubos de ensayo con 10 mL Agua
Peptonada Alcalina (APA) al 1% y 2% respectivamente, ajustando su pH al 7 con
NaOH al 1N. Se dejo6 en la incubadora a 37°C durante 24 hrs, después se tomo una
ansada del caldo APA al 1% y 2% donde se cultivd en TSA y se dejo en incubacion
a 37°C por 24 hrs. Se sigui6 este procedimiento de alternacion de medios APA y
TSA por 20 dias. Para verificar que la bacteria se encontrara en fenotipo rugoso en
un porta muestras se tomo una ansada del cultivo TSA y se mezclé en una gota de
solucion salina al 2% rotando suavemente durante 2 min y al presenciar grumos la
bacteria se encontraba en fenotipo rugoso. Para mantener la bacteria como

variedad rugosa se resembro cada 15 dias en placas de agar TSA.
Preparacion de la suspension de V. cholerae bacilar para la desinfeccion

Para preparar la suspension para la desinfeccion se sembré una colonia aislada de
las placas TSA de la bacteria en caldo LB y se dejo reposar a temperatura ambiente
por 24 hrs para su crecimiento. Posteriormente se coloco la bacteria en tubos
Corning de 50 mL y se centrifugd a 3,000 rpm por 10 min, se decantd y se le
agregaron 50 mL de Solucion Salina Estéril (SSI), esté ultimo paso se repitio tres
veces para quitar residuos de caldo LB. Finalmente se agreg6 SSI hasta obtener
una densidad celular de 9 X 108 (no. 3 en la escala de McFarland) para realizar la

desinfeccion.

Preparacion de la suspension de V. cholerae en fenotipo rugoso para la desinfeccion

Se realizaron pruebas preliminares con agua de dilucion y agua destilada estéril
para observar en cual solucion se decantaba mejor la biopelicula, esto para no tener
turbidez en la medicién de cloro residual, se observo que el agua destilada era la

mas eficiente para la decantacion.

Una vez obtenida la bacteria en forma rugosa con un asa bacteriologia se raspé la

bacteria y se agreg6 a un tubo de ensayo con 10 mL de agua destilada estéril hasta
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llegar obtener una densidad celular de 9 X102 (no. 3 en la escala de McFarland)

para realizar la desinfeccion.

Preparacién de la suspension de V. cholerae para forma cocoide para la desinfeccién

Una vez observadas las bacterias en tinciones Gram para forma cocoide se colocé
la bacteria en tubos Corning de 50 mL y se centrifugd a 3,000 rpm, se decantd y se
agregd ASW hasta obtener una densidad celular de 9 X 108 (no. 3 en la escala de

McFarland) para alcanzar su dosis infectiva de la bacteria.

Desinfeccidn para morfologia bacilar, rugosa y cocoide de V. cholerae

Para los experimentos de desinfecciébn con cloro todos los materiales fueron
previamente esterilizados. Se utilizé una solucion comercial de NaClO al 13%. En
una suspension de V. cholerae con una densidad de 9x108 UFC/mL de cada una de
las morfologias bacilar, rugosa y cocoide de la bacteria se adiciono una alicuota de
una disolucion de NaCIO conforme a cada CT (Tabla 2). Una vez terminado el
tiempo de contacto se inactivo el cloro libre adicionando Na>S>0zal 0.1 N estéril. La
determinacién de cloro libre residual se realizé con un equipo colorimétrico portatil
gue mide concentraciones de 0 a 2.0 mg/L en una longitud de onda 528 nm, para
cuantificar esté parametro se utilizara el reactivo DPD (dietil-p-fenilendeamina) el

cual da un color rosado en presencia de cloro libre residual.

Tabla 2. Condiciones para la desinfeccién con cloro V. cholerae.

CT CONCENTRACION TIEMPO

(mg/L) (min)
0 0 0
15 0.5 3
3.5 1 3.5
10 0.5 20
15 1 15
30 1 30
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Preparacién de muestras para observacién en FESEM

Para la observacion de las muestras mediante FESEM, después de la desinfeccion,
fue necesario replicar los procedimientos en volimenes menores de bacteria (0.5
mL) y con la misma densidad (6x108 UFC/mL) en tubos Eppendorf. Terminado el
tiempo de contacto se desactivo la reaccion con NazS2030.1 N estéril y las muestras
se centrifugd a 3,000 rpm por 10 min en una microcentrifuga, se fij6 con
glutaraldheido al 3% y se dejaron reposar por 120 min, pasado este tiempo se
centrifugaron las muestras por 10 min a 3,000 rpm, retirando el sobrenadante y se
consigui6 el pellet. Se lavo el pellet celular con disoluciones de etanol-agua en
concentraciones crecientes de 10 en 10 al 100% para su deshidratacion, en cada
lavado se centrifugd a 3,000 rpm por 10 min. Posteriormente las muestras se
llevaron a secado en punto critico, este procedimiento fue realizado en el Instituto
de Biologia de la UNAM, bajo la asesoria de la M. en C. Maria Berenit Mendoza
Garfias.

El secado en punto critico consistio en colocar el pellet formado y deshidratado en
un pequeio sobre de arroz y cerrado con una grapa, las muestras se mantuvieron
en etanol absoluto, el pellet se coloc6é en la camara de punto critico (EMITECH
K850), con ayuda de CO: se dejo enfriar hasta 0°C, posteriormente las muestras se
lavaron con CO: hasta que las burbujas desaparecieron, se calenté hasta 40°C y
una presion oscilante de 1100 psi a 1200 psi, una vez alcanzadas las condiciones
se apago el equipo y se dejo reposar por 10 min, después se inyectara aire y se

espero6 hasta que la presion bajara a 0 psi para poder retirar las muestras.

Después del secado en punto critico, las muestras fueron montadas en un porta
muestras cilindrico de latén para su observaciéon en FESEM utilizando cinta de
carbono para fijarla en la parte superior, y bombardeadas por oro ya que la muestra
no es conductora y esto ayuda a la conduccion de electrones a través de la
preparacion. Las muestras se observaron en el microscopio electrénico al alto vacio
(JEOL, JSM-7600F), en el Instituto de Materiales de la UNAM con la colaboracién
del Dr. Omar Novelo Peralta, las técnicas que se utilizaran para la observacion

fueron electrones secundarios y electrones dispersos. Se tomaron las micrografias
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correspondientes, tanto en los fenotipos bacilar, rugosa y cocoide con y sin

desinfeccion.

Cuantificacién de bacterias mediante filtro de membrana

Para determinar la eficacia de la desinfeccion se utilizé la técnica de cuantificacion
a partir del método de filtro de membrana para las suspensiones bacterianas bacilar
y rugosa APA 1% y APA 2%. La morfologia cocoide al estar en estado Viable no

cultivable no crece en medios de cultivos no se realizé esta prueba.

Para esta prueba se tomé6 en cuenta la NOM-AA-102-SCFI-2006 con modificacion
en el medio TSA para obtener crecimiento de la bacteria.

Se hicieron pruebas preliminares para seleccionar una dilucion que diera un conteo

representativo de colonias en una membrana de 47 mm de diametro.

En una botella de dilucion se realizdé la desinfeccion en un volumen total de
desinfeccion de 100 mL usando como medio acuoso SSI para morfologia bacilar y
agua destilada estéril para morfologia rugosa APA 1% y 2% con densidad
bacteriana de 1x10%mL, se agreg6 una alicuota de cloro dependiendo de CT (Tabla
2) y al finalizar el tiempo de contacto se le agrego Na S>Oz al 0.1 N estéril para

inactivar el cloro libre.

Posteriormente, a partir de la botella de desinfeccion se tomaron 10 mL y se
colocaron en una botella de dilucion con 90 mL de SSI estéril para morfologia bacilar
y agua destilada estéril para rugosa APA 1% y APA 2%, se realizaron diluciones
seriadas 1:10, para bacilar 102 y rugosa 10”. Respecto a las diluciones, en un
matraz Kitazato, se acoplo en la base de equipo de filtracién y en esta base se
colocd una membrana millipore y se instal6 el embudo y se sujetdé con pinzas,
vertiendo la muestra en el embudo, con ayuda del vacio se filtré la dilucion y se

realizaron lavados con 15 mL de agua destilada.
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Figura 4 Filtro de membrana

Posterior al lavado se quitara el embudo y con ayuda con pinzas estériles se
sobrepondra la membrana en una caja de Petri 60 x 15 con medio TSA
asegurandose que no haya burbujas entre la membrana y el medio. Finalmente dej6o
incubar las cajas a 37°C por 24 hrs. Posteriormente se realizé el conteo de las

colonias de la bacteria. Las bacterias obtenidas se cuantificaron en UFC/100mL.
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Resultados y discusion

Para determinar el efecto causado por el cloro en la ultraestructura en la bacteria V.
cholerae en sus tres diferentes morfologias: bacilar, rugosa y cocoide mediante la

observacion de micrografias mediante FESEM.

Induccién de V. cholerae de morfologia bacilar a rugosa.

Para la induccién de la bacteria V. cholerae de bacilar a rugosa se cultivé en placas
de agar TSA por 24 hrs a 37°C y posteriormente se cultivd en Agua Peptonada
Alcalina al 1y 2% (APA) en las mismas condiciones y se repitidé este procedimiento

de alternacion de cultivo.

En el dia 12 la bacteria habia cambiado su morfologia en la placa TSA. En la Figura
5 se muestra la diferencia de morfologia en placa de la bacteria en su estado bacilar
y rugoso, asi como sus colonias aisladas. Para verificar que la bacteria se
encontrara en fenotipo bacilar rugoso en un portamuestras se tomo una ansada del
cultivo TSA y se mezclé en una gota de solucion salina al 2% rotando suavemente
durante 2 min, se observé aglutinamiento de la bacteria esta se encontraba en su

morfologia bacilar rugoso.
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Figura 5 Diferenciacién de morfologia de V. cholerae bacilar y rugosa: A) siembra en placa en
medio BHI de V. cholerae bacilar, B) colonias aisladas de V. cholerae en bacilar C) siembra en placa
en medio TSA de V. cholerae rugosa D) colonia aislada de V. cholerae en rugosa

El tiempo de induccién de la morfologia bacilar a rugosa de la bacteria V. cholerae,
concuerdan con otros autores que reportan haber inducido la morfologia rugosa,
Suzarte et al., (2002) indujo el cambio al sembrarla en APA al 1% y posterior a los
22 dias cultivo la bacteria en LB donde se detect6 el fenotipo rugoso. De misma
forma Leddn et al., (2014) y Payne et al., (2017) sefalaron que la bacteria cambio
a morfologia rugosa incubada en 5 mL de APA durante 30 dias. Por otro lado, Morris
et al., (1996) indujeron la bacteria a morfologia rugosa después de 2 a 4 dias en

APA y posteriormente la cultivaron en agar Luria a 37°C.
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También se han demostrado que V. cholerae es capaz de cambiar de morfologia
bacilar a rugosa con otras condiciones diferentes a las utilizadas en ésta tesis. Wai
et al., (1998) informo que la cepa TSI-4 de V. cholerae EI Tor O1 cambio de
morfologia espontaneamente a colonias rugosas en condiciones de inanicion, la
cepa fue sometida a privacion de sales en M9 durante 2 meses a 16°C
posteriormente se colocaron en placas de agar L a 37 °C. De igual manera, Yildizy
Schoolnik (1999) demostr6 que bajo condiciones de limitacion de nutrientes en un
medio minimo M9 suplementando con 0.02 de glucosa a 30°C de incubacion, las
cepas bacilares de V. cholerae El Tor cambiaron a colonias rugosas después de los
20 dias.
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Induccién de V. cholerae de morfologia bacilar a cocoide

Para la induccion de la bacteria V. choleare a VNC se cultivo la bacteria bacilar en
agua de mar artificial estéril (ASW) con una temperatura de 4°C. Para el dia 57 se
obtuvo el cambio de morfologia a cocoide y la perdida de cultivo. El seguimiento de
este cambio de morfologia se realizé por microscopia Optica (tincibn Gram). Al
respecto se ha reportado que varios autores indujeron la bacteria a morfologia
cocoide en agua de mar artificial (ASW) con temperatura de 4°C con diferentes dias
de induccidn, posterior a los 26 dias (Ravel et al., 1995) durante 30 a 60 dias (Grim
et al., 2007), después de los 15 dias (Krebs y Taylor, 2011), sucesivo al dia 60
(Casasola et al., 2018). Baker et al., (1983) a partir de la privacién de nutrientes y
bajas temperatura la bacteria entra a estado VNC los 30 dias. Por otro lado, Sung
et al., (2006) obtuvo el estado VNC cultivando la bacteria en agua de rio (RWM) con
0.5% de NaCl a 4°C posterior al dia 44.

Seguimiento del cambio de morfologia bacilar a cocoide en microscopia dptica

Para el seguimiento de la induccion de bacilar a cocoide, se utilizo tincion Gram
para la observacion en microcopia optica. En el primer dia se observaron todas las
células en forma bacilar, en el dia 10 se empez6 a observar las células en forma
“U”, para el dia 23 hubo mayor tendencia de células en forma de “U” y se empez6 a
observar células con forma anillada, para el dia 38 la mayor parte de las células en

forma anillada, finalmente el dia 57 gran parte de las células tenian forma cocoide.

En la Figura 6, se muestra los cambios de morfologia que presenta la bacteria en la
induccion de cocoide, se observa la morfologia bacilar, que posteriormente se
curvea y enlonga tomando forma de “U”, asimismo, se curvea hasta tomar forma

anillada para asi compactarse y obtener su forma cocoide.
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Figura 6 Cambio de morfologia de V. cholerae de bacilar a cocoide en el dia 17 de induccidn
(microscopia dptica 100x, tincion Gram) A) morfologia bacilar, B) Forma de “U”, C) Forma
anillada, D) morfologia Cocoide.

Efecto del cloro en las diferentes morfologias de la bacteria V. cholerae.

El objetivo principal de la desinfeccion de los suministros publicos de agua es
prevenir la propagacion de enfermedades transmitidas por el agua. El cloro es usado
en forma de cloro libre o como hipoclorito. En cualquiera de las dos formas actua
como un potente agente oxidante y a menudo se disipa en reacciones secundarias
tan rapidamente que se realiza poca desinfeccidn hasta que se han afadido
cantidades superiores a la demanda de cloro. Es por ello que para cualquier
experimento de desinfeccidbn o inactivacibn de microorganismos es necesario
determinar la demanda (consumo) de cloro en una solucién, en éste caso en las
suspensiones bacterianas usadas a partir de las tres diferentes morfologias de la
bacteria, es importante decir que se controlaron paradmetros cruciales como el pHy

la temperatura.
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Las suspensiones bacterianas utilizadas en las pruebas de inactivacion de la
presente tesis se trabajaron a un pH de 6.4 para la disolucion de 1 mg/L y de 6.14
para la de 0.5 mg/L esto nos indica que el reactivo que esté reaccionando es el
acido hipocloroso (HCIO), donde HCIO es mas eficaz en la reaccion de
desinfectante, afectando la ultraestructura de la bacteria (Calderon, 2010). Se ha
demostrado que el acido hipocloroso tiene un gran efecto antimicrobiano que van
de 0.1 a 2.8 mg/L en un periodo de tiempo exposicién de 2 min (Wang et al., 2007,
citado por Calderén, 2010).

V. cholerae morfologia bacilar

Demanda de cloro morfologia bacilar

En la Figura 7 se muestra el consumo de cloro en con el tiempo establecido. Para
la dosis de 0.5 mg/L se tiene un cloro residual de 0.48 mg/L a los 3 min y teniendo
al final una concentracion de 0.32 mg/L con un tiempo de 20 min. Con respecto a la
dosis de 1.0 mg/L al inicio se obtuvo un residual de 0.63 mg/L con un tiempo de 3.5
min y al final se tuvo una concentracion de 0.4 mg/L con un tiempo de 30 min. Estas
concentraciones de cloro residual estan dentro del rango de 0.2 a 1.5 mg/L de cloro
residual establecido por la NOM-127-SSA1-1994. Comparando la Figura 7 con el
porcentaje de inactivacion de bacilar se puede observar que a partir de la disolucion
de cloro de 1.0 mg/L la inactivacion es mas eficiente. Por lo tanto, si se quiere tener
una desinfeccion mas eficiente con un tiempo prolongado se debe de agregar una
mayor cantidad de cloro para asi tener un cloro residual conforme a la NOM-127-
SSA1-1994. Aunque una sobredosis de cloro permitira obtener una desinfeccion
correcta del agua, como consecuencia de ello, apareceran subproductos de
desinfeccion, es por eso que se deben dosificar Unicamente las concentraciones
necesarias de desinfectante (cloro) en el agua (Organizacién Panamericana de la
Salud, 2007).
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Figura 7 Demanda de cloro en una suspension de V. cholerae morfologia bacilar

La Tabla 3 muestra que, a mayores concentraciones de cloro (1.0 mg/L) hay un
mayor consumo del mismo (0.63 mg/L) y una cantidad residual de 0.40 mg/L y a
menor concentraciones de cloro inicial (0.5 mg/L) el consumo de cloro inicial es
menor (0.48 mg/L) y un cloro residual de 0.40 mg/L. Por lo tanto, si queremos tener
un residual conforme a la normatividad mexicana (NOM-127-SSA1-1994) que
establece intervalos de 0.2 mg/L a 1.5 mg/L en un tiempo prolongado se debe
agregar una dosis de cloro inicial alta (Atenguefio, 2018). Las concentraciones
aplicadas en el presente estudio estan dentro de la norma y se tiene un porcentaje
de inhibicién de hasta un 99.9992% por lo tanto el cloro tiene una alta eficacia de

desinfeccion para V. cholerae en morfologia bacilar.

Tabla 3. Demanda de cloro en una suspensién de V. cholerae morfologia bacilar
cultivada en APA 1%

CLORO INICIAL (mg/L) CONSUMO INICIAL RESIDUAL (mg/L)
(mg/L)
0.5 | 0.48 0.32
1.0 | 0.63 0.40
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Efecto del cloro en la ultraestructura de la bacteria V. cholerae morfologia bacilar

El la Figura 8 se muestra las micrografias de la bacteria V. cholerae en morfologia

bacilar, las cuales representan el efecto que ocasioné el cloro a nivel celular.

1.00kV I GB_NIGH W

Figura 8 Dafo en la ultraestructural en V. cholerae, morfologia bacilar con cloro, con diferentes
tiempos de contacto. OMV: vesiculas de membrana externa; CAV: cavidad; CC colapsos celulares,
en circulo achatamientos de la célula.
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En la Figura 8 micrografia A se representa a la bacteria V. cholerae en su morfologia
bacilar antes del proceso de cloracién (CT 0), se observan células intactas incluso
en proceso de division celular. En las micrografias B a la F se puede ver el efecto
del dafio ultraestructural del cloro en la bacteria. Especificamente en la micrografia
B se pueden observar cavidades (CAV) y presencia de vesiculas de la membrana
externa (OMV por sus siglas en inglés), lo que representa fuga de material celular,
en micrografia C se observan cavidades de mayor tamafio, con un circulo se marcan
bacterias curveadas, esto puede deberse a un probable cambio morfolégico a
cocoide, ya que se ha demostrado que el cloro puede inducir a la bacteria a otras
morfologias (Chaiyanan et. al., 2001). En las micrografias D a la G se pueden ver
OMVs y colapsos celulares (CC). Se observa que a mayor tiempo de contacto hay
mayor dafo ultraestructural en la bacteria y un porcentaje alto de inactivacion (hasta
99.999%).

Las OMVs son estructuras membranosas de dos capas esféricas que varian de
tamafno de 20 a 300 nm y que durante el crecimiento de bacterias Gram-negativas
liberan partes de su membrana externa en forma de vesiculas, vesiculas de
membrana externa, esto puede ser como respuesta de estrés. La regulacion de la
composicion y formacion de la vesicula implica que las OMVs puede servir a un
propdsito que incluyen la promocion de la supervivencia bacteriana, la
comunicacion bacteriana, el suministro de toxinas y los factores de virulencia, la
modulacién de la respuesta inmune del huésped y la transferencia de material
genético (McBroom y Kuehn, 2007 y Parker y Kennan, 2012). Roman (2013) reporto
cavidades para H. pylori en VBC con desinfeccion con ozono.Diao et al., (2004)
mencionan que el cloro se difunde a través de las paredes celulares, produce una
disfuncion en los grupos de enzimas internas y, por lo tanto, inactiva las
células. También se ha informado que el cloro puede reaccionar con los materiales
de la pared celular. Por ejemplo, el cloro podria oxidar los grupos amino N-
terminales de proteinas dentro de la pared celular, lo que alteraria la resistencia de

la pared vy, por lo tanto, destruiria las células.
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Inactivacion de la bacteria V. cholerae en morfologia bacilar

Los resultados de la inactivacion de la bacteria V. cholerae en su morfologia bacilar
se presentan en la Tabla 4. A partir del método de cuantificacion de filtro de
membrana se obtuvieron los porcentajes de inactivacién, se muestra claramente la
disminucion del nimero de UFC/100mL conforme se incrementa el tiempo de
contacto. Se puede observar que desde un CT de 1.5 los porcentajes de inactivacion
superar el 99%. De acuerdo a los resultados, es posible determinar que aplicando
un CT de 10 se logra un porcentaje de inactivacion de 99.9990%, lo que
corresponde a la disminucion de 5 unidades logaritmicas. Aplicando CT superiores
(15 y 30) se observo que no hubo incremento significativo en los porcentajes de
inactivacion. Los resultados concuerdan con lo que se demostro por Sousa et al.,
(2001), quienes reportan que con una concentracion superior a los 7 mg/L con un

tiempo de 5 min obtuvieron una desinfeccion del 100%.

Tabla 4. Porcentaje de inactivacion de Vibrio cholerae en su morfologia bacilar

CT NO. DE PROMEDIO UFC/100mL LOG % DE
COLONIAS INACTIVACION INACTIVACION
No/N

Al A2 A3 A4
0 |55 49 54 52.66 526666.67 0 0
1531 32 10 81 38.5 38.5 4.136 99.9926
35/ 8 5 7 6 6.5 6.5 4.909 99.9987
10/ 4 3 4 10 5.25 5.25 5.001 99.9990
15|/ 2 4 5 2 3.25 3.25 5.210 99.9993
30 4 4 5 3 4 4 5.119 99.9992
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V. cholerae morfologia rugosa, cultivada en APA 1%

Demanda de cloro morfologia rugosa (APA 1%)

En la Figura 9 se observa el consumo de cloro respecto al tiempo establecido. Para
la dosis de 0.5 se tiene un cloro residual de 0.38 mg/L con un tiempo de 3 min y al
final se tuvo una concentracion de 0.33 mg/L a los 20 min. En lo que respecta a la
dosis de 1mg/L de la solucién de cloro en el principio se tuvo un cloro residual de
0.78 mg/L en un tiempo de 3.5 min y teniendo al final una concentracion de 0.42
mg/L en un tiempo de 30 min. Estas concentraciones se encuentran dentro de la
NOM-127-SSA1-1994. Asi que si se quiere tener una concentracion dentro de la
NOM-127-SSA1-1994 con un tiempo prolongado se debe de tener una mayor
concentracion, ya que los porcentajes de inactivacion para V. cholerae en
morfologia al tener biopelicula tiene una mayor resistencia al cloro (Lendon et al.,
2014).
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Figura 9 Consumo de cloro en una suspensién de V. cholerae morfologia rugosa, cultivada en APA 1%
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En la Tabla 5 se puede observar el consumo del cloro en una suspension bacteriana
de V. cholerae morfologia rugosa cultivada en APA 1%. Para la dosis de cloro inicial
de 1.0 mg/L se tiene un consumo de 0.78 mg/L y un cloro residual de 0.42 mg/L. En
comparacién con la dosis inicial de 0.5 mg/L que tiene un consumo inicial de 0.38
mg/L y un cloro residual de 0.33 mg/L.

Tabla 5. Demanda de cloro en na suspension de V. cholerae morfologia rugosa
cultivada en APA 1%

CLORO INICIAL (mg/L) CONSUMO INICIAL RESIDUAL (mg/L)
(mg/L)
0.5 | 0.38 0.33
1.0 | 0.78 0.42

Efecto del cloro en la ultraestructura de la bacteria V. cholerae morfologia rugosa
cultivada en APA 1%

Las micrografias obtenidas a partir de la aplicacién del cloro en la bacteria V.
cholerae en morfologia rugosa cultivada en APA 1% se presentan en la Figura 10.
Se muestra la imagen (micrografia A) de la bacteria en su morfologia rugosa sin
ningun tratamiento, lo que corresponde a un CT 0 y no se observan dafio en las
células, aunque a diferencia de la morfologia bacilar las células se observan con
una superficia mas lisa y son mas alargadas, esto quiere decir que ademas de
cambiar su morfologia colonial también hay un cambio en la morfologia celular. En
comparacién con la morfologia bacilar, la morfologia rugosa no muestra estrias en
la ultraestructura, esto se debe probablemente a la elevada excrecion de
exopolisacéaridos que le ayudan a formar biopelicula. A partir de la micrografia B a
la F se puede observar el dafio ultraestructural debido a la exposicién al cloro.
Aungue no se observan dafios severos, tales como cavidades, en la micrografia B
(CT 1.5) se pueden observar algunas OMV, lo que ya representa fuga de material
celular y por lo tanto aparente dafio en la membrana. La micrografia C que

corresponde a un CT 3.5 presenta bacterias con morfologia cocoide, esto es un

46



E INSTITUTO
DE INGENIERIA . . i

Resultados y discusion
UNAM Y

probable cambio morfolégico como adaptacion al medio tal y como lo reporta
Chaiyanan et. al., 2001; quienes demostraron que células cocoides de V. cholerae
expuesta a cloro, no solo conservan viabilidad hasta un afio, sino que persisten los
genes asociados con la patogenicidad junto con la integridad cromosomica. Esta
particularidad también se puede apreciar en las micrografias D a la F, donde se
observan bacterias con morfologia cocoide y OMV, lo cual puede deberse a un
mecanismo de adaptacion al cloro. Los resultados concuerdan con lo reportado por
Rice et al., (1992), quienes mencionan que la morfologia rugosa exhibe una mayor
resistencia a la cloracion y que ademas retuvo la virulencia, aunque no fue

evidenciado visualmente a nivel celular.

A las vesiculas de la membrana externa (OMV) se les atribuyen numerosas
funciones biolégicas como la liberacion de toxinas, la modulacion del sistema
inmune, el transporte de moléculas de sefalizacion entre células bacterianas y la
formacion de la biopelicula. Al respecto, Portas 2015 reporta la presencia de OMV
en bacterias patégenas Gram negativas al momento de secretar factores de
virulencia, o que mejoraran su supervivencia. En las micrografias B y D pueden
visualizarse estas OMV lo que de acuerdo con Portas 2015, podria ser un
mecanismo de adaptacion a la exposicion al cloro. Varios factores, como la presion
antibidtica, la temperatura alta / baja, la inanicion, la cloracion, el cambio en el pH'y
el estrés por oxigeno pueden inducir el estado de VNC de cualquier bacteria

(Ramammyrthy et al., 2014).
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Figura 10. Dafio en la ultraestructura en la bacteria V. cholerae en morfologia rugosa, cultivada en APA 1%,
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Inactivacion de la bacteria V. cholerae morfologia rugosa, cultivada en APA 1%

Para la morfologia rugosa cultivada en APA 1% se determinaron los porcentajes de
inactivacion por el método de cuantificacion, los cuales se muestran en la Tabla 6.
Los porcentajes de inactivacion van en aumento, de 88.5714% a 92.8571%,
mientras aumenta el CT. Los porcentajes de inactivacion de ésta morfologia en
comparacién con la morfologia bacilar son menores, respecto a ello se ha publicado
qgue la morfologia rugosa es un fenotipo altamente resistente a agentes como el
cloro, el peréxido de hidrogeno y otras condiciones de estrés oxidativo y osmético
(Leddn et al., 2014). Por la proteccién que le proporciona la biopelicula a la bacteria,
con la aplicacion de cloro no se logran porcentajes altos de inactivacion, de tal forma
gue es necesaria la exposicion a concentraciones mayores de cloro tal y como lo
han demostrado diversos autores (Orta de Ledesma et al., 1996; Shikongo-Nambabi
et al., 2010; Ledon et al., 2014).

Tabla 6. Porcentaje de inactivacién de Vibrio cholerae en morfologia rugosa, cultivada en APA 1%

cT NO. DE COLONIAS PROMEDIO  UFC/100mL LOG %DE
INACTIVACION  INACTIVACION
No/N
Al A2 A3 A4
7 8 6 7 700000 0 0
15 | 7 9 7 9 8 80000 0.942 88.5714
35 | 4 7 6 6 5.75 57500 1.085 91.7857
10 | 8 7 6 5 6.5 65000 1.032 90.7142
15 | 7 7 6 6 6.5 65000 1.032 90.7142
30 4 2 77 5 50000 1.146 92.8571

V. cholerae morfologia rugosa, cultivada en APA 2%

Demanda de cloro morfologia rugosa cultivada en APA 2%

La Figura 11 muestra el consumo del cloro de V. cholerae morfologia rugosa,
cultivada en APA 2%. Para una concentracion de 1 mg/L inicialmente se
consumieron 0.79 mg/L a los 3.5 min manteniéndose un residual de cloro de 0.58

mg/L hasta por un tiempo de 30 min. Para la concentracion de cloro de 0.5 mg/L el
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consumo de cloro inicialmente fue 0.46 conservando un cloro residual de 0.44 mg/L.
Estos datos indican que los residuales para éstas condiciones experimentales
cumplen con la NOM-127-SSA1-1994.
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Figura 11 Consumo de cloro en una suspension de V, cholerae morfologia rugosa, cultivada en APA 2%

Se puede observar en la Tabla 7, que al aplicar una concentracion de cloro de 1
mg/L, se tiene un consumo mayor, 0.79 mg/L, en los primeros minutos; en
comparacion con la concentracion de 0.5 mg/L donde el consumo fue menor 0.46
mg/L. Conforme a lo anterior, se puede decir que si se quiere conseguir un residual
de cloro conforme a la NOM-127-SSA1-1994 en un tiempo mayor, es necesario

aplicar una mayor concentracion.

A pesar de que la morfologia rugosa cultivada en APA 2% tiene menor consumo de
cloro que rugosa cultivada en 1%, se logran mayores porcentajes de inactivacion
(hasta un 99.99%) para dicha condicién. Esto puede deberse a que la biopelicula
de la morfologia rugosa cultivada en APA 2% es probablemente menos resistente
ya que su medio de crecimiento es menos estresante al estar en condiciones mas

parecidas al ambiente natural.
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Tabla 7 Demanda de cloro en una suspension de V. cholerae morfologia rugosa
cultivada en APA 2%

CLORO INICIAL (mg/L) CONSUMO INICIAL RESIDUAL (mg/L)
(mg/L)
0.5 | 0.46 0.44
1.0 | 0.79 0.58

Efecto del cloro en la ultraestructura de la bacteria V. cholerae morfologia rugosa
cultivada en APA 2%

La Figura 12 muestra las micrografias de la bacteria V. cholerae morfologia rugosa,
cultivada en APA 2%. En la micrografia A se muestra la bacteria morfologia rugosa
cultivada en APA 2% sin desinfeccion con cloro, y como se dijo anteriormente se
observan células sin dafio. Posteriormente, las micrografias B a la F, muestran el
efecto del cloro conforme a los CT estudiados. En la micrografia B se pueden
observar OMV, lo que indica fuga de material celular. Para la micrografia C,
marcada en un circulo, se puede ver el encorvamiento de bacteria, esto puede ser
indicio de induccion a morfologia cocoide, también se logran visualizar algunas
fibrillas de adhesion, indicativo de formacion de biopelicula. En la micrografia D se
puede ver una bacteria con morfologia cocoide y célula deformada. Asimismo, para
los CT 15y 30 se observan OMV Yy fibrillas. Se puede observar un mayor dafio en
la ultraestructura de la morfologia rugosa cultivada en APA 2% en comparacion a
rugosa cultivada en APA 1. Asimismo, micrografias de la bacteria que fue cultivada
en APA 1% muestran mayor cantidad de células con morfologia cocoide en
comparacion con las cultivadas en APA 2%. Esto indica que, al tener pocos
nutrientes y presencia de cloro, las bacterias, como mecanismo de resistencia se
indujeron a morfologia cocoide. Estudios anteriores han demostrado que la
transformacion a morfologia cocoide podria brindar una ventaja selectiva que
permite una supervivencia prolongada en el ambiente acuéatico con bajas

concentraciones de nutrientes (Krebs and Taylor, 2011).

51



INSTITUTO

DE INGENIERIA . -
UNAM Resultados y discusion e

Figura 12 Dafo por el cloro en la ultraestructura en la bacteria V. cholerae morfologia rugosa,
cultivada en APA 2% con diferentes tiempos de contacto. OMV: vesiculas de membrana externa; CD
célula deformada, F: fibrillas; en circulo cambios en la morfologia
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Inactivacion de la bacteria V. cholerae morfologia rugosa, cultivada en APA 2%

En la Tabla 8 se muestran los resultados de los porcentajes de inactivacion para la
morfologia rugosa de V. cholerae cultivada en APA 2%. Los porcentajes de
inactivacion se fueron incrementandose de 90.31 a 99.99% conforme van
aumentando los CT. El mayor porcentaje de inactivacion logrado fue del 99.996%
aplicando un CT de 15 lo que corresponde a la disminucién de 4.4 unidades

logaritmicas.

Tabla 8. Porcentaje de inactivacidn de V. cholerae morfologia rugosa, cultivada en APA 2%

CT NO. DE COLONIAS PROMEDIO UFC/100mL LOG %DE
INACTIVACION  INACTIVACION
No/N
Al A2 A3 A4
0 8 9 7 8 80000 0 0
15 | 9 7 6 9 7.75 7750 1.014 90.31
35 | 6 5 8 5 6 6000 1.125 92.50
10 | 2 8 5 4 4.75 475 2.226 99.41
15 | 2 4 4 1 2.75 2.75 4.464 99.996
30 1 1 2 7 2.75 2.75 4.464 99.996

No obstante, y aunque se obtuvieron porcentajes de inactivacion hasta del 99.996%
para ésta condicion de analisis, los porcentajes de inactivacion de hasta el 92.8%
para la morfologia rugosa cultivada al 1% indicaria que ésta morfologia bajo
condiciones de estrés puede adquirir resistencia para persistir en el ambiente
acuatico. Las cepas rugosas al estar presentes en un sistema de agua podrian ser
resistentes a la desinfeccion con cloro ya que puede simplemente disminuir el
namero de V. cholerae pero no erradicarse totalmente. Lo que podria explicar la
emergencia de pandemias de célera, esto fundamentado en el hecho de que el
fenotipo rugoso de V. cholerae representa una forma de supervivencia
completamente virulenta que puede persistir en el ambiente natural al usar su

capacidad para formar biopelicula (Wai et al., 1998).
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V. cholerae en morfologia cocoide.

Demanda de cloro morfologia cocoide

El cloro es un importante desinfectante para el agua potable, es el méas utilizado por
sus bajos costos y porque conserva en el agua un efecto residual que permite que
permanezca desinfectada. Sin embargo, para asegurar la desinfeccién es necesario
determinar la demanda de cloro de acuerdo a la calidad del agua o en el caso
particular de ésta tesis, de acuerdo a las condiciones de analisis. Particularmente si
se esta evaluando la eficacia del cloro para la inactivacién de bacterias resistentes.
La Figura 13 muestra el consumo de cloro en una suspension bacteriana de V.
cholerae en su morfologia de resistencia cocoide. Para la concentracion de 1 mg/L
se determino un consumo inicial de 0.93 mg/L en un tiempo de 3.5 min y se conservo
un residual de 0.4 mg/L. Asimismo para la concetracion inicial de cloro se determiné
un consumo de 0.45 con una concentracion residual de 0.35 mg/L. Estas cantidades
de cloro residual estan dentro de lo estipulado por la NOM-127-SSA1-1994 (2000)
gue establece un rango de cloro residual de 0.2 a 2 mg/L, con lo que se asegura
gue la aplicacion de las concentraciones y tiempos de contacto son las adecuadas

para un proceso de desinfeccion.
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Figura 13 Consumo de cloro en una suspension de V. cholerae morfologia cocoide

Efecto del cloro en la ultraestructura de la bacteria V. cholerae morfologia cocoide.

El estado viable pero no cultivable (VNC) es una estrategia de supervivencia unica
adoptada por muchas bacterias en respuesta a condiciones ambientales adversas
como estrategia adaptativa hecha por las bacterias para enfrentar las condiciones
estresantes (Ramammyrthy et al., 2014). Dicho estado se indujo a nivel laboratorio
después de someter a la bacteria a estrés fisiologico, se sometieron a un proceso
de desinfeccidn con cloro y se determiné su efecto a nivel celular. En la Figura 14
se muestra las micrografias obtenidas después del proceso de cloracién bajo
diferentes condiciones de concentracion y tiempo de contacto (CT). En la
micrografia A se observa la bacteria en su morfologia cocoide sin tratamiento, lo
gue corresponde a un CT 0, se observan células cocoides y células bacilares, no
obstante, se aseguré que el mayor porcentaje (>90%) de células hubieran cambiado
su morfologia a cocoide. De la micrografia B a la F se muestran las bacterias con

sus respectivos CT. Con un CT de 1.5, se observa la deformacion de la célula,
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aunque no se encontrd dafio en la membrana. Aplicando un CT de 3.5 se observo
una cavidad como parte del dafio estructural, asi como OMV. Con un valor CT de
15 la célula cocoide presenta hundimiento total y cavidades, también se observan
OMV como parte del material celular liberado del citoplasma. Esto es mas evidente
cuando se aplico un CT de 30, el grupo de cocos en la imagen presenta contenido
celular que fue expulsado de la bacteria, asi como cavidades y OMV. No obstante,
aunque se observa fuga de material celular no se observa la destruccion total de las
células. Al respecto, algunos autores muestran que, aunque las bajas
concentraciones residuales de cloro (0.05-0.2 mg/L) no son suficientes para causar
dafio a las bacterias, pueden disminuir ciertas expresiones genéticas en estos
organismos (Lin et al., 2016). Sin embargo, Chaiyanan et. al., 2001, reporta que V.
cholerae VNC 01 y 0139 sometidas a cloracion no solo conservan su viabilidad
hasta un afo, sino que los genes asociados a la patogenicidad se conservan, junto
con la integridad cromosomica. Lo cual quiere decir que, bajo las condiciones
estudiadas, el cloro puede no ser eficaz para inactivar totalmente a la bacteria en

su morfologia cocoide.

En relacion a ello, se ha demostrado que, con otros desinfectantes, como el ozono,
la mayoria de las células mantienen su forma intacta, pero con vesiculas en la

superficie, lo que indica permeabilidad de la membrana (Zhang, 2011).

Orta et al., (2017) ha reportado las fibrillas de adhesién como resultados de estrés
oxidativo en la bacteria Helicobacter pylori expuesta a concentraciones de cloro y
ozono, estas fibrillas de adhesién son producidas por la bacteria adherirse a la
superficie o conectar con otras células para lograr agrupaciones. Asimismo, se

observan cavidades en las bacterias por efecto oxidante del cloro.

A pesar de entrar dentro de los rangos de la NOM-127-SSA1-1994 de cloro residual
no se tienen dafos ultraestrucutrales por el mecanismo resistencia que tiene la
bacteria. Por lo tanto, si la bacteria en estado VNC esta presente sistemas hidricos
aun posterior a la desinfeccién y no se tiene ningun dafo, surge la necesidad de
realizar un tratamiento mas efectivo para la inhibicion de este agente patdgeno en

las redes de distribucion de agua (Roman, 2013).
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Figura 14 Efecto del cloro en la ultraestrucura de V. cholerae morgologia cocoide con diferentes tiempos
de contacto. OMV: vesiculas de membrana externa; F: fibrillas; CAV: cavidad
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Inactivacion de la bacteria V. cholerae morfologia cocoide.

Para las morfologias bacilar y rugosa de la bacteria los porcentajes de inactivacion
se determinaron a partir de la cuantificacion de colonias en medio de cultivo usando
la ténica de filtro de membrana. Los cambios asociados con la transformacion
cocoide representan una respuesta tipica en V. cholerae y puede constituir una
estrategia de supervivencia para condiciones ambientales adversas, lo que limita su
aislamiento y su cultivo (Chaiyanan et. al., 2007). Por lo que en el caso de la
morfologia cocoide era necesario llevar a cabo metodologias altamente
especializadas como la biologia molecular, por lo que no fue un objetivo particular
de la tesis. No obstante, para complementar la informacién obtenida mediante las
micrografias electronicas FESEM, se recurrio a los datos generados dentro del
proyecto para determinar la inactivacion de la bacteria en su forma cocoide. Para
ello se uso de la metodologia de g-PCR (del inglés, quantitative polymerase chain
reaction; o g-PCR) combinada con un colorante de intercalacion en acidos nucleicos
propidio de monoazida (PMA), el cual penetra selectivamente las células con las
membranas celulares comprometidas por accion de los desinfectantes, mientras
gue una membrana celular intacta presenta una barrera para esta molécula
(Fittipaldi et al., 2012). Se reporté que para el caso de la desinfeccion con cloro las
pruebas de viabilidad usando qPCR-PMA mostraron que para lograr una reduccion
de 3.35 log (NO/N) se requiere un valor Ct de 15. Sin embargo, algunos reportes
han indicado que células VNC de V. cholerae expuesta a cloro, no solo conservan
viabilidad hasta un afio, sino que persisten los genes asociados con la
patogenicidad junto con la integridad cromosémica (Chaiyanan et. al., 2001). Incluso
se habla de que la cloracion puede inducir el estado VNC de algunas bacterias, tal
es el caso de E. coli para la cual se ha reportado que 0.5 mg/L de cloro puede reducir
efectivamente el desarrollo de la bacteria en medios de cultivo, es decir en estado
VC pero que se induce un estado VNC. Otras bacterias como Listeria
monocytogenes y Salmonella enterica sometidas a lavado con cloro (hasta 50 y 100
mg/L) adquirieron el estado VNC (Highmorea, 2018). Al respecto, algunos autores
concuerdan en que H. pylori puede formar biopelicula como respuesta a la

exposicién al cloro (Moreno et. al., 2007; Giao et al., 2010; Casasola et. al., 2013;
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Santiago et, al., 2015y Orta et. al., 2017). Esto lleva a ahondar en estudios respecto

al efecto de los desinfectantes en el material genético de la bacteria, ya que se

podria dar un mecanismo de resucitacién (Orta et al., 2018).
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Conclusiones
A partir de cultivos de la bacteria V. cholerae en su morfologia bacilar

(habitual) se logré la induccién de sus dos morfologias resistentes. La
induccion de la variante rugosa se obtuvo a los 12 dias y la morfologia
cocoide se logré a los 57 dias, ambas bajo condiciones de estrés fisiologico

(escases de nutrientes y/o baja temperatura) en laboratorio.

El cloro cusa diferentes efectos a nivel celular dependiendo del estado
morfolégico en el que se encuentre la bacteria. Para las cuatro condiciones
estudiadas (bacilar, cocoide, rugosa APA 1% y rugosa APA 2%) se
observaron cavidades en las células, sin embargo, fueron méas evidentes en
la morfologia cocoide. Las vesiculas de la membrana externa fueron
observadas en todos los experimentos indicando fuga de material celular. Sin
embargo, debido a que de acuerdo con la bibliografia las formas resistentes
de la bacteria conservan su material genético después de procesos de

desinfeccion como el cloro, es preciso ahondar en estudios al respecto.

Mediante las micrografias electronicas FESEM, se comprobo la formacién de
células cocoides en cultivos de la morfologia rugosa al ser sometidos a
cloracion, por lo que el cloro esta provocando un cambio morfolégico vy

ademas un estado viable no cultivable.

Bajo las mismas condiciones de analisis (CT 15), para la morfologia bacilar
(habitual) se determiné que el cloro causa una inactivaciéon de hasta 5.2
unidades logaritmicas lo que corresponde al 99.999%. Para la morfologia
cocoide, se calculé una inactivaciéon de 3.35 log con un porcentaje de
99.996%. Para la morfologia rugosa cultivada en APA 1% se inactivaron 1.03
unidades logaritmicas correspondiente a un 90.714%. Un dato relevante que
fue encontrado es que para la morfologia rugosa cultivada en APA 2% se
inactivaron hasta 4.46 unidades logaritmicas con un porcentaje de 99.996%
(incluso mayor que la morfologia bacilar); lo que indicaria que efectivamente

cuando la bacteria se somete a mayor estrés fisioldgico crea mayor
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resistencia. Es decir, APA 1% tiene menor cantidad de sales que APA 2% y
siendo V. cholerae una bacteria autdctona de aguas salobres, al someterla a

concentraciones bajas de sal crea mayor resistencia en el ambiente y por lo
tanto se inactiva menor porcentaje de células.

De las tres morfologias estudiadas, la morfologia rugosa fue la que presento
mayor resistencia a la desinfeccion con cloro.
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