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INTRODUCCION
La distribucién de las enfermedades infecciosas en el mundo esta variando
continuamente, debido a los cambios que se producen en el patdgeno, el ambiente
y la poblacién. El incremento de la resistencia a los antibidticos, el
sobrecalentamiento del planeta, la globalizacion de los mercados y las migraciones
de poblaciones, son los principales factores que intervienen en el desarrollo y

proliferacion de este grupo de enfermedades.!

Dentro de este grupo de enfermedades se encuentra el célera, que presenta una
mayor incidencia en los paises en proceso de desarrollo especialmente de clima
tropical, llegando a adquirir caracteristicas epidémicas.! El célera, ha afectado a la
humanidad a lo largo de su historia y ha generado al menos siete pandemias en los
ultimos 200 afios;? de alli la importancia que los protocolos de vigilancia en salud

publica internacional indiquen su reporte de caracter obligatorio e inmediato.3

El agente causal del colera es la bacteria Vibrio cholerae, este microorganismo es
de dificil aislamiento en las aguas en periodos interepidémicos, tras los cuales suele
resurgir en multiples focos dando lugar a posibles epidemias. Se ha sugerido que
en estos periodos interepidémicos la bacteria se encuentra en estado viable pero
no cultivable o es capaz de unirse a superficies abidticas como bidticas formando
una estructura tridimensional denominada biofiim.* La induccién natural de V.
cholerae a estas dos adaptaciones ambientales pueden ser un factor importante en

la supervivencia de V. cholerae en al ambiente acuéatico.

En este contexto, el colera es una infeccion intestinal aguda, que sigue amenazando

a la salud publica y esta relacionado con problemas de abastecimiento de agua

1



INTRODUCCION

potable y saneamiento. Debido a ello, el presente trabajo se enfoca en evaluar los
cambios que muestra el perfil de &cidos grasos de V. cholerae, incluyendo sus
adaptaciones morfolégicas ambientales, a dos sustancias oxidantes (cloro y ozono)
gue se utilizan en el tratamiento de agua potable. La finalidad es determinar los
posibles dafios en los &cidos grasos como componentes principales de la
membrana y pared celular de la bacteria V. cholerae; los cuales son primordiales

para su supervivencia.
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2.1. Colera
2.1.1. ¢(Qué es?, transmision y cuadro clinico
El célera es una infeccion intestinal aguda causada por la ingesta de alimentos o
agua contaminada por la bacteria V. cholerae serogrupos O1 u 0139 y que puede

causar la muerte en horas.>

Se ha considerado al hombre como Unico reservorio de V. cholerae, pero también
tenemos reservorios acuaticos como moluscos, cangrejos y ostras. Por otra parte,
existen factores de riesgo para contraer mas facilmente la enfermedad como:
hacinamiento, desnutricion, bajo nivel socioeconémico, falta de higiene, inadecuado

tratamiento de agua potable, entre otros.®

La via de entrada de la bacteria es oral y es transmitida por agua contaminada con
heces o vOmito de pacientes o portadores y, por la ingestion de alimentos
contaminados por el bacilo.® La dosis requerida para infectar a un ser humano es
aproximadamente de 10*? bacilos de V. cholerae, debe ser una dosis alta, ya que la
mayor parte de los microorganismos mueren por la accion de los &cidos del
estdbmago.’ Pacientes sin tratamiento excretan el bacilo hasta por 5 dias; pero las

personas asintomaticas pueden eliminarlos por periodos de dos semanas.®

En ocasiones no son detectados los sintomas de un cuadro colérico si solamente
es portador de la enfermedad, pero cuando se presentan es necesario diagnosticar

a tiempo y tratarlo de inmediato.
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El periodo de incubacion varia desde 6 horas hasta 5 dias, aunque la media es entre
2 a 3 dias. El cuadro clinico que se divide en tres tipos: leves, moderadas y graves

(Figura 1).%7

En el cuadro clinico leve no muestra deshidratacion, presenta menos de cuatro
evacuaciones liquidas en 24h, con o sin vomito y sin pérdida de peso. En el
moderado el paciente presenta de 5 o mas evacuaciones en 24h, con
deshidratacion moderada (ojos hundidos, mucosas secas, sed aumentada), vomito
escaso, pérdida de peso corporal menor al 5%, orina escasa, somnolencia e
irritabilidad. Los pacientes con cuadros clinicos graves tienen mas de 10
evacuaciones diarias y vomitos (>5) en 24h, temperatura >38°C, pérdida de mas de
5% del peso corporal y los datos de deshidratacion son aparentes como ausencia
de orina, mucosas secas, inconsciencia, convulsiones, incapacidad para beber y

pulso débil.”8

Su principal manifestacién clinica es el inicio brusco de una diarrea acuosa y de
vomito, conforme se van perdiendo liquidos, las heces se vuelven incoloras e
inodoras, libres de proteinas y moteadas de mucosidad, también conocidas como
heces en agua de arroz.” La diarrea alcanza su maxima expresion en unas 24h,

excediendo 1L por hora con 6 a 10 evacuaciones diarias o0 mas.°
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5% 2%
- # Asintom aticos

Diarrea leve
18% = Diarrea moderada

Diarrea grave

Vibrio cholerce O1El Tor

@ Asintomaticos
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Figura 1. Clasificacion del cuadro clinico de V. cholerae

Fuente: (Modificacién) Secretaria de Salud. Manual de procedimientos estandarizados para la
vigilancia epidemiolégica del colera. México: Direccion General de Epidemiologia; 2015

Segun la OMS, hasta el 80% de los casos pueden tratarse con soluciones de

rehidratacion salina,® El tratamiento del célera consiste en la rehidratacion rapida

mediante la administracibn de sales de rehidratacion oral (SRO) o liquidos

intravenosos en pacientes con cuadros clinicos graves, como el lactato de Ringer.®

Los investigadores calculan que cada afo hay en el mundo entre 1.3 y 4 millones

de casos de coélera, y entre 21 000 y 143 000 defunciones por esta causa. El célera

representa aun una amenaza mundial y es un indicador fundamental del grado de

desarrollo social.1®
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Los brotes de cllera se deben a que el abastecimiento de agua, el saneamiento, la
inocuidad de los alimentos o la higiene son inadecuados,® debido a estos factores

se han producido varias epidemias a nivel mundial y en México.
2.1.2. Colera anivel internacional y nacional

Antes de la primera pandemia de 1817 el padre de la Medicina, HipOcrates, dejé
algunas descripciones del padecimiento e incluso propuso la reposicién de liquidos
como tratamiento de la enfermedad que nombré “célera”.® El célera comenz6 en
Asia y su cuna se considera la regién delta del Ganges en la India.!! Hasta el
momento han surgido ocho pandemias definitivas.® En 1817 se presento la primera
pandemia iniciando en Asia, dur6 seis afios causando gran mortalidad en la India, y
se extendi6 en parte a los demas continentes. Tres afios después en 1826 comenzd
la segunda pandemia, iniciando en India y extendiéndose a Europa, Asia y Africa,
en 1830 llega a Moscu, Berlin, y Londres, para 1831 y 1832 cruza el Atlantico
llegando a América del Norte, Central (Cuba, México, Guatemala, Nicaragua,
Panama y Jamaica) y América del Sur (Guyana, Brasil y Uruguay).!! La tercera
pandemia comenzé en 1852 a 1859 y afecté a Europa, América, Asia (1852 en
Indonesia y 1854 en China y Japon) y Africa (en Zanzibar, Mozambique,

Madagascar, Islas Comores, Uganda y en 1853, 1855 y 1858 en Etiopia).®

En 1854 el bacteridlogo italiano Filippo Paccini examiné el contenido intestinal de
fallecidos por colera e identifico la presencia de una bacteria en forma de coma que
llamo Vibrion cholerae; pero no fue hasta 1965 que se le dio el reconocimiento del
descubrimiento, ya que la revista donde publicé no era conocida y se le atribuy6

tiempo antes a Koch.®
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La Cuarta pandemia inicié6 en 1863 y duré 16 afios afectando a Asia, Europa y
América. Entre 1865 a 1870 se presentd en forma epidémica en varias islas del
Oeste, en 1868 una importacién de Nueva Orleans llevd a Nicaragua y Honduras
Britdnicas el cllera, y desde Argentina llegé a Bolivia y Perl. La Quinta pandemia
inici6 en 1881, durd 15 afios y afectdé a Europa (Francia, Italia y Espafa), Asia,
Ameérica y Africa. Su comienzo fue en la India diseminando en La Meca y llegando
a Arabia en 1881 y 1882, posteriormente llegd a Egipto por peregrinaciones. La
Sexta pandemia comenz6 en 1899 duré 24 afios, iniciando en la India, y
expandiéndose a Africa, Asia menor y Europa. En 1905 Gotschild descubrio V.
cholerae O1 el Tor. La séptima pandemia comenzé en las Islas Célebes de
Indonesia, posteriormente afecto el sur de Asia en 1961, Africa en 1971 y América
Latina en 1991. Las primeras cinco pandemias y parte de la sexta fueron causadas
por el biotipo clasico, la sexta pandemia y la séptima por biotipo Tor. La octava
pandemia, fue producida por V. cholerae 0139 Bengal, se inicié en 1992 en Madras
y Bangladesh, se extendi6 al subcontinente indio y ocurrieron epidemias en China,
Tailandia y Malasia.® Durante el afio 2004, 56 paises han notificado a la OMS un
total de 101.383 casos de cllera y 2.345 muertes. Esto supone una letalidad un
2,3% superior a la del afio anterior. Ocurrieron en Africa el 94% de todos los casos
declarados, y el resto en Asia y América Latina.*?> Durante 2017 se han notificado
casos confirmados de coélera de Angola, Burundi, Kenia, Malawi, Mozambique,

Republica Democratica del Congo, Sudan del sur, Somalia, Tanzania y Yemen.13
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Especificamente en México se cree que el clOlera entrd en el transcurso de la
segunda pandemia, por la frontera con E.U.A. En julio-agosto de 1833 se presentd

el primer caso de célera en Saltillo, Coahuila, falleciendo 1 200 personas.®

El 13 de junio de 1991 en la pequefia comunidad rural de San Miguel Totolmaloya,
ubicada en la Sierra de Goleta en el Estado de México se detecto el primer caso de
colera que no se habia presentado desde finales del siglo XIX. La epidemia afecto
un 97% del territorio mexicano, con una letalidad de 1.12 por cada 100 casos.* De
1991 a 2001 se notificaron 45 062 casos, con 505 defunciones, siendo 1998 el afio
con mayor nimero de casos de 16 430.1° En 2010 se reportd un caso en Navolato,
Sinaloa; en 2011 se detectd un caso en Badiraguato, Sinaloa; en 2012 hubo dos
casos mas en Culiacan y Escuinapa, Sinaloa.** En el 2013 se introdujo en México
la nueva cepa de colera circulante en los brotes de Haiti y otros paises de América,
dando origen a la ocurrencia de 187 casos en Cd. de México, Hidalgo, Estado de
México, Veracruz y San Luis Potosi. En 2014 se identificaron 14 casos, 13 en
Hidalgo y uno en Querétaro, en 2015 un caso en Puebla, en 2016 un caso en
Nayarit'3 y, el Gltimo caso reportado fue en abril de 2019 en Tabasco por V. cholerae

01 Ogawa.'®

Debido a que el colera es una enfermedad gastrointestinal aguda, es necesario
enfatizar las caracteristicas del agente causal V. cholerae, de tal manera que se

puedan buscar alternativas para su erradicacion.
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2.2. Vibrio sp.

El género Vibrio sp. fue inicialmente propuesto por Verdn en 1965, se compone de
mas de 60 especies y son habitantes naturales del agua salobre y salada en todo el
mundo.’” Cerca de la tercera parte de las especies son patégenas para el humano
y la enfermedad es por lo general, el resultado de la ingestion de agua o alimentos
contaminados.! La mezcla de agua marina con agua dulce y, en condiciones
homogéneas de salinidad, temperatura 0 movimiento del agua, entre otros factores,

pueden incluso ser los microorganismos predominantes.®

Vibrio sp. son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, de forma recta o
curva, no producen esporas, presentan un diametro entre 0.5 a 0.8 ym y entre 1.4

a 2.4 ym de largo y son méviles por medio de un unico flagelo polar.!

Las especies patdgenas para los humanos son: Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
fluvialis causantes de la gastroenteritis aguda, Vibrio vulnificus produce infecciones

extraintestinales y V. cholerae, el agente causal del célera.”*°
2.2.1. Caracteristicas de V. cholerae

La etiologia del célera fue confirmada por Robert Koch en 1833, cuando aislo el

“Bacillus cholera” del agua durante un brote de colera en Egipto.!

V. cholerae es de crecimiento rapido con una temperatura optima de 37°C y pH
6ptimo de 7.8 a 8.0,%° es un bacilo gramnegativo, con un tamafio entre 0.5-0.8 um
de ancho y 1.4-2.6 um de largo, anaerobio facultativo, no produce esporas, y
presenta movilidad rapida debido a un Unico flagelo polar.'® Es oxidasa positiva,

reduce el nitrato a nitrito, fermenta azucares como glucosa y sacarosa, pero sin
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producir gas.?! Las altas temperaturas, pH &acidos (ej. Acidos gastricos),

desinfectantes y la desecaciéon matan a los vibriones.?°

La presencia de antigenos somaticos O, ha permitido determinar mas de 200
serogrupos de V. cholerae, pero solamente dos de ellos se reconocen como
responsables de las epidemias de colera, el O1 y el 0139. Los aislamientos del
serogrupo O1 de V. cholerae se han subdividido en tres serotipos: Inaba, Ogawa e
Hikojima, siendo este ultimo muy raro, también pueden dividirse en dos biotipos, El
Tor y Clasico (Figura 2). Los serogrupos no-01/no-0139, suelen aislarse de fuentes
ambientales y pueden producir casos esporadicos de gastroenteritis y de
infecciones gastrointestinales. V. cholerae O1 es considerado el serogrupo virulento

y epidémico por excelencia.t

Vibrio cholerae

-
-

Serogrupo que no Serogrupo que
producen toxina producen toxina
colérica colérica
no-01/no-0138 oy} 0139
Biotipos Biotipos
i Bengal
Cldsico El Tor
‘ ‘ | ‘ Calcuta
//
Serotipos
Ogawa Hikojima Inaba

Figura 2. Clasificacion antigénica de V. cholerae
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Otras caracteristicas de V. cholerae estan basadas en la tincion de Gram que es

una tincién diferencial y en los medios de cultivos.
2.2.2. Tincion Gram y medios de cultivos

En la tincion de Gram se muestran bacilos cortos rectos gramnegativos en forma de
coma en aislamiento inicial menor de 18 horas (Figura 3), con un tamafio entre 0.5
a 0.8 um de ancho y 1.4 a 2.6 um de largo, pueden presentarse individuales o en

cadenas, con un aspecto en forma de S (dos células juntas).!®

Figura 3. Micrografia electronica de V. cholerae O1

Fuente: Chaiyanan S, Hug A, Maugel T, Colwell R. Viability of the nonculturable Vibrio cholerae O1
and 0139. Sys. Appl. Mic. 2001;24(1): p 395

En cuanto a los medios de cultivo, el medio Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS)
es un agar selectivo de diferenciacién para el aislamiento y cultivo de V. cholerae y
otras especies de Vibrio sp. El medio tiene citrato sédico, tiosulfato sédico, bilis de
buey y colato, que son agentes que proporcionan un pH alcalino para inhibir
organismos grampositivos y suprimir los organismos coliformes. Tiene altas

concentraciones de sodio para favorecer el crecimiento de V. cholerae, la sacarosa

11



MARCO TEORICO

es el carbohidrato y como indicadores de pH son el azul de bromotimol y el azul de
timol, que en un ambiente alcalino le otorga al medio un color verde y vira a color

amarillo en medio &cido.!°

Las colonias de V. cholerae en TCBS se observan amarillas planas o poco
convexas, aspecto liso opaco de aproximadamente 2-4 mm de diametro,

consistencia pegajosa con zonas amarillas alrededor de la colonia.®

Otro medio es el Agua Peptonada Alcalina (APA), se usa para el enriquecimiento
de V. cholerae y otras especies de Vibrio sp., a partir de alimento, agua, heces y
estudios clinicos. La peptona proporciona nitrdgeno, vitaminas, minerales y
aminoacidos esenciales para su crecimiento, el pH relativamente alto del medio

(aproximadamente de 8.4) proporciona un entorno favorable para su crecimiento.??

La historia del cllera se ha caracterizado por oleadas epidémicas, hasta principios
de 1980 se pensaba que V. cholerae era un microorganismo altamente adaptado a
su huésped y que no sobrevivia mas de pocas horas o dias fuera del intestino,! sin
embargo, V. cholera si puede sobrevivir fuera del huésped, en respuesta a
tensiones medioambientales tiene la capacidad de someterse a un evento de
variacion de fase que resulta en la generacién de dos variantes de colonias

morfolégicas distintas, muy diferentes a niveles fenotipicos.??
2.2.3. Adaptaciones ambientales de la bacteria V. cholerae

La incidencia de los brotes de cllera esta muy vinculada con factores ambientales
y ecolbgicos, que a su vez se controlan por la variabilidad del clima a gran escala.

La persistencia del microorganismo depende mucho de su capacidad para
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adaptarse y desarrollar estrategias de supervivencia. Entre ellas, la formacion de
biofilms, la adquisicion de fenotipo rugoso o alcanzar un estado viable no

cultivable.23.24

2.2.3.1. V.cholerae rugosa

La hipétesis de cambiar entre la morfologia de colonias lisas a rugosas fue
propuesta por Balteanu en 1926 y por Bruce White en 1938 como una capacidad de

la bacteria para contribuir a su supervivencia y persistencia ambiental.?3

El fenotipo rugoso le confiere a V. cholerae una alta resistencia a agentes como el
cloro, el peroxido de hidrogeno, la actividad bactericida del suero mediada por el
complemento y otras condiciones de estrés oxidativo y osmético.?®> Una estrategia
bacteriana para sobrevivir en el ambiente, es la formacién de biofiims o
biopeliculas.! En 2002 Donlan conceptualizo la definicion de biofilm como “una
comunidad microbiana sésil, caracterizada por células que estdn adheridas
irreversiblemente a un substrato o interfase, o unas con otras, encerradas en una
matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y exhiben

un fenotipo alterado en relacién con la tasa de crecimiento y trascripcion génica”.?®

Estas estructuras son comunidades microbianas que se forman por la adherencia
de una bacteria a una superficie a la que posteriormente se adicionan mdultiples
capas de interacciones células—células, que estan rodeados por canales de agua y
permite la entrada de nutrientes a las células y salida de metabolitos toxicos o
productos de desecho.* Se han determinado tres fases distintivas en su formacion,

qgue incluyen la unién inicial a una superficie, seguida por la formacion de
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microcolonias y finalmente la maduracion de estas microcolonias dentro de una

biopelicula madura cubierta de exopolisacaridos.2®

Las biofilms proporcionan un microentorno que, probablemente, favorece la
supervivencia y persistencia del microorganismo durante periodos interepidémicos,
debido a que le permiten establecer transacciones metabdlicas favorables con otros
miembros de esta estructura. Ademas, le confiere proteccién frente a varios agentes

estresantes y predadores del ambiente.?*

La formacién de biofilm es una estrategia adaptativa de los microorganismos, ya
gue el crecimiento en biopeliculas ofrece cuatro ventajas importantes: (i) protege a
los microorganismos de la accion de los agentes adversos, (ii) incrementa la
disponibilidad de nutrientes para su crecimiento, (iii) facilita el aprovechamiento del
agua, reduciendo la posibilidad de deshidratacion y (iv) posibilita la transferencia de
material genético DNA. Como consecuencia, los métodos habituales de
desinfeccion o el uso de antibidticos se muestran a menudo ineficaces contra las
bacterias del biofilm.?” El establecimiento del biofilm pudiera ser un factor importante
en la supervivencia de V. cholerae en el ambiente acuético, pues dentro de esta
estructura el microorganismo puede establecer transacciones metabdlicas
favorables con otros miembros del biofilm y a su vez, protegerse de predadores y
agentes oxidantes que se encuentren en el ambiente. Ademas, la union de la
bacteria a superficies bidticas como el exoesqueleto de crustaceos puede constituir
una forma de nutricion, pues V. cholerae es capaz de metabolizar la quitina. De esta

forma, el biofilm puede ser una ventaja adaptativa importante en la supervivencia
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de este microorganismo en los ecosistemas acuaticos y especialmente, en las

aguas tratadas.*

La presencia de variantes fenotipicas también se ha informado en V. vulnificus y V.
parahaemolyticus, indicando que este proceso es comun entre las especies del

género Vibrio sp. de importancia clinica.?®

2.2.3.2. Estado Viable No Cultivable (cocoide)

La morfologia cocoide también es conocida como estado viable pero no cultivable
(en inglés Viable But Non-Culturable, VBNC) y se define como un estado donde la
bacteria es metabdlicamente activa, pero carece de la capacidad para reproducirse

en medios de cultivo rutinarios.28

Para que un microorganismo sobreviva en un ambiente acuatico, debe tener la
capacidad de hacer frente a la privacion transitoria de nutrientes, fluctuaciones en
pardmetros fisicos y quimicos, y factores microbianos antagonicos. Se ha
demostrado que la exposicion de ciertas bacterias gramnegativas a la privacion de
nutrientes da como resultado (i) division celular continua y aumentos en el nimero
de células y (ii) la formacion de célula cocoides. Ha sido propuesto que estas
respuestas representan estrategias porque mejora la supervivencia de un

organismo cuando se enfrenta a una privacion exégena de nutrientes.?®

Las células de la morfologia cocoide no son consideradas muertas debido a
diversas diferencias: las células muertas tienen una membrana dafiada que no
puede retener el ADN cromosomico y plasmidico, son metabdlicamente inactivas,

no expresan genes. Mientras las células cocoides tienen una membrana intacta que

15



MARCO TEORICO

contiene informacién genética no dafiada, son metabdlicamente activas y llevan a
cabo la respiracién, y contindan la transcripcion, especialmente las

correspondientes a los genes de respuesta al estrés, 303132

Se ha reportado la existencia de V. cholerae viable no cultivable, en respuesta al
agotamiento de nutrientes u otras condiciones ambientales desfavorables,! se
reduce en tamafio y adopta una forma cocoide, sostiene ciertas funciones como
actividad metabolica, expresion génica especificas, resistencia a antibiéticos,
virulencia y su potencial patogénico durante un tiempo prolongado en
concentraciones bajas de nutrientes, las temperaturas subdptimas, la salinidad
elevada, el pH extremo o la radiacién solar.3® También se ha mostrado que V.
cholerae viable pero no cultivable es capaz de transformarse al estado cultivable

cuando las condiciones le son favorables.!

Debido entonces a la supervivencia que V. cholerae puede tener en el ambiente, y
al potencial peligro que ello representa cuando se sabe que es posible su presencia
en las fuentes de abastecimiento de agua potable. Es necesario buscar alternativas
de desinfeccion que inactiven a la bacteria. Pero ademas dilucidar la manera en que
los tratamientos utilizados para potabilizacién del agua, como el cloro y el ozono,
actian en componentes esenciales, tales como los acidos grasos, de células

bacterianas que han desarrollado cierta resistencia en el ambiente.

Se sabe que V. cholerae, al ser una bacteria Gram negativa, la mayor parte de los
lipidos se localiza en la "pared y membrana" celular,® uno de los principales
componentes de los lipidos son los acidos grasos, y son caracteristicos de cada

especie, por lo que son estructural y metabdlicamente importantes.
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2.3. Acidos grasos

Los lipidos son componentes esenciales de todos los organismos vivos, son un
conjunto de biomoléculas cuya caracteristica distintiva es la insolubilidad en agua y
solubilidad en componentes organicos. Los principales lipidos que forman las
membranas son los fosfolipidos, los cuales tienen una regién hidrofébica y una
hidrofilica. La region hidrofilica es el grupo fosfato y el glicerol, mientras que la

region hidrofébica es la representada por los acidos grasos (AGs), (Figura 4).3°

Fosfato

Cabeza hidrofilica

Glicerol

Bicapa de
fosfolipidos

Acido graso
saturado

Acido graso Cola hidrofébica

insaturado

Cabeza hidrofilica

Colas hidrofébicas

Figura 4. Estructura del fosfolipido

Fuente: Khan Academy. Lipidos [Internet]. [consultado el 14 de mayo de 2020] Disponible en:
https://es.khanacademy.org/science/biology/macromolecules/lipids/a/lipids

Un acido graso se define como una biomolécula formada por una cadena
hidrocarbonada lineal, de diferente longitud o nimero de atomos de carbono, con
un grupo carboxilo en un extremo (Figura 5). Los acidos grasos se pueden clasificar
segun el niamero de enlaces presentes en la cadena hidrocarbonada en: saturados
(SFA, saturated fatty acid), monoinsaturados (MUFA, monounsaturated fatty acid) y

poliinsaturados (PUFA, poliunsaturated fatty acid).36
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ESTRUCTURA DE UN ACIDO GRASO

JCJ)\
|_|3C/\/\‘/\/\/'\/\/\_/\S< OH
Cadena hidrocarbonada Grupo Carboxilo
Cola apolar (hidroféhica) Cabeza polar (hidréfila)

Figura 5. Estructura de un acido graso saturado

Fuente: Castafios E. Ciencia on the crest. [Internet]. 2015 [consultado el 14 de mayo de 2020].
Disponible en: https://cienciaonthecrest.com/2015/07/02/los-acidos-grasos/

En general, una célula bacteriana tiene mas del 95% de su contenido total de lipidos
asociado a la membrana celular; el 5% restante esta distribuido entre el citoplasma
y la pared celular. Las células bacterianas se distinguen debido a la ausencia
completa de esteroles en sus células; dichas células son incapaces de sintetizar la
estructura del anillo esteroidal, aunque son capaces de formar grandes polimeros
lineales de isoprenoide. A excepcion de las micobacterias, los triacil gliceroles faltan
en las bacterias, salvo el género Bacillus sp., que contiene algunos acidos grasos

poliinsaturados de las férmulas C16:2 y C16:2.%7
2.3.1. Acidos grasos bacterianos

El contenido de &cidos grasos de la mayoria de las especies de bacterias se
encuentra distribuido en la pared celular, membrana celular e inclusiones
citoplasmaticas, se sintetizan por separado y luego son esterificados para formar
lipidos mas complejos.38 Las células alteran la composicion de los acidos grasos de
sus lipidos para mantener la fluidez de la membrana en condiciones ambientales

variables.3°
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Las bacterias carecen de la capacidad para sintetizar los acidos grasos
poliinsaturados no conjugados convencionales. Es por esta razon que las bacterias
muestran cierta limitacion en cuanto a capacidad para sintetizar un amplio espectro
de acidos grasos y solo producen ciclopropano monoenoico saturado o &cidos
grasos de cadena ramificada. En realidad, algunos géneros como Mycoplasma sp.
y ciertos mutantes de E. coli han perdido la capacidad de sintetizar acidos grasos

monoenoicos y requieren para crecer una fuente externa de estas moléculas.3’

Como se menciond anteriormente, los acidos grasos son componentes de varios
lipidos mas complejos y estos se utilizan para el almacenamiento de energia, asi

como para elementos estructurales en la construccion de membranas celulares.*°

Se han encontrado muchas clases de acidos grasos en las bacterias que pueden
contener un numero diferente de &tomos de carbono, tener cadena lineal o cadena
ramificada, por esta razén para identificarlos es necesaria la nomenclatura para los

acidos grasos.3®

2.3.1.1. Nomenclatura de los acidos grasos

La International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), establece que la
nomenclatura de los &cidos grasos debe indicar: el nimero de carbonos, la cantidad
y la posicién de los enlaces, si existen, y el tipo de isomeria geométrica de los
enlaces. Por ejemplo, C18 indica un acido graso de 18 carbonos. El grado de
saturacion o insaturaciéon se indica por un numero separado por dos puntos, si es
saturado (sin dobles enlaces), se designa como C18:0, y si es insaturado, posterior

a los dos puntos es seguido por un numero dependiendo el nimero de los enlaces,

19



MARCO TEORICO

sera C18:1, C18:2 o C18:3, cuando es mono, di o tri-insaturado, respectivamente.
Para los &cidos grasos insaturados, se indica la posicion de doble enlace mediante
la letra griega A. Por ejemplo; C18:149 si el doble enlace se encuentra entre el
carbono 9 y 10, contabilizando desde el grupo &cido funcional (grupo carboxilo) o
en pocos casos el mas cerca del alifatico final (w) (Figura 6). Si es un isémero cis,
se indica como C18:12%. Si la isomeria es trans, sera C18:12%. En ciertas ocasiones
ya no es necesario utilizar el A, inmediatamente se coloca la c o t: C18:1 9t.%! Los
prefijos a, i, cy y d se refieren a acidos grasos con ramificaciones anteiso, iso,
ciclopropil y dicarboxilicos respectivamente. Las letras br indican que el tipo de
ramificacion es desconocida, mientras que un numero seguido de ME indica la
posicion de un grupo metilo. Los prefijos a y & indican que el grupo OH se localiza

en la posicion 2 y 3 respectivamente.*243 (ver Tabla 1)

ALTDO FICOSAPENTAENOICO Posiclin del primer doble enlace (todos
Entre dos Empezamos a . N
. ) . los demds irdn a continuacidn,
Insaturaciones siempre contar porel Nombre sistemitica: Acido 5811, 14,17-icosapentaenvico separados por un grupo ~CH, -
apareceun —CH, - primer carbono
delacola /
0] o}
6 1 B 3 1
f 12 H 7l
,% o
\ Posictin del primer Enlanomenclatura 20 5 @ \ Posicion del primer
enlace doble sttt
sistemitica se enlace doble
numeran los
" £ f ; ; carbonos a partlr del
Nimero de dtomos de Nfimero de insaturaciones s 20 it de Sdatles
carbono del dcido graso del acido graso STUR J— onlaces

Figura 6. Ejemplos de nomenclatura de acidos grasos.

Fuente: Castafios E. Ciencia on the crest. [Internet]. 2015 [consultado el 14 de mayo de 2020].
Disponible en: https://cienciaonthecrest.com/2015/07/02/los-acidos-grasos/
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Tabla 1. Nomenclatura de acidos grasos

Simbolo Nombre sistemético Nombre comun Estructura
Acidos grasos saturados
12:0 Acido dodecanoico Acido laurico CH3(CH,)1,COOH
14:0 Acido tetradecanoico Acido miristico CHj3(CH,)1,COOH
16:0 Acido hexadecanoico Acido palmitico CH3(CH3)14COOH
18:0 Acido octadecanoico Acido esteérico CH3(CH,)1sCOOH
20:0 Acido eicosanoico Acido araquidico CH3(CH3)1sCOOH
22:0 Acido docosanoico Acido behénico CH3(CH3)2,0COOH
24:0 Acido tetracosanoico Ac. lignocérico CH3(CHy),,COOH
Acidos grasos insaturados (todos los dobles enlaces son cis)
16:1 49 Acido 9-hexadecenoico Ac. palmitoleico CH;3(CH2)sCH=CH (CH,);COOH
18:149 Acido 9-octadecenoico Ac. oleico CH;(CH,)7,CH=CH (CH,);COOH
18:2 4912 Acido 9,12-octadecadienoico Ac. linoleico CHs(CHa)4(CH=CHCH>),(CH,)sCOOH
18:349,1215 Ac. 9,12,15-octadecatrienoico Ac. a-linolénico CH3CH,(CH=CHCH,)3(CH,)sCOOH
18:346.9,12 Ac. 6,9,12-octadecatrienoico Ac. y-linolénico CH;3(CH2)4(CH=CHCHy)3(CH2)sCOOH

2048581114 CHa(CHz)o(CH=CHCH_)(CH,),COOH

CH3(CH,);CH=CH(CH,);:COOH

Ac. 5,8,11,14-eicosatetraenoico Ac. araquidénico

24:1 815 Acido 15-tetracosenoico Ac. nervénico

2.3.2. Membranay pared celular en bacterias gramnegativas

Las bacterias gramnegativas estan compuestas principalmente de acidos grasos de

cadena lineal.** (Figura 7)

Polisacarido O L
Polisacarido central

Pared celular
Gram negativa

§3
3

externa

Exterior

Lipopoli-
| sacérido

Espacio
periplasmatico |

membrana | [0 BUCKECAT REUCEC BECEREED FUCRERERERO KRR R
cieoptasmatica | {if}} EHAINAN SAAEY RO kARt A R

Figura 7. Estructura de membrana y pared celular de una bacteria gramnegativa

)

==

Fuente: Madigan M, Martinko J, Dunlap P, Clark D. Brock, biologia de los microorganismos. 12th
ed. México: editorial Pearson educacion; 2009.
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La membrana bacteriana de V. cholerae esta formada principalmente por
fosfolipidos, pero al ser una bacteria gramnegativa su membrana externa tiene
como principal constituyente a los lipopolisacaridos (LPS),* también llamado

histéricamente como endotoxina.*®

Los LPS es una molécula glicolipidica anclada a la membrana externa y considerada
como el antigeno de superficie mas importante de las bacterias gramnegativa, se
estima que una bacteria gramnegativa posee unas 3.5x10° moléculas de LPS que
ocupan un area de 4,9 um?, si la superficie aproximada de una bacteria oscila entre
6-9 um?, los LPS corresponderian a las % partes de la superficie bacteriana, siendo
asi el mayor componente de la membrana externa en este tipo de
microorganismos.*® Los LPS también son considerados una molécula anfifilica, es

decir, que poseen una parte hidrofébica y una hidrofilica.

La molécula se compone de dos regiones principalmente, un glucolipido llamado
lipido A (parte hidrofébica) y un heteropolisacarido conocido como el nucleo o core
(parte hidrofilica) unidos entre si por el azicar acido 2-keto-3-deoxioctanato (KDO)
y una tercera region llamada antigeno O conocida como polisacarido especifico O

y varia dependiendo de la especie bacteriana.*>46

El lipido A se le reconoce como la fraccion biolégicamente activa de la molécula, se
trata de un disacéarido (glucosamina) unido a acidos grasos por enlaces 3 (1-6),
fosforiladas en la posicion 1 y 4 del disacarido y unidas a acidos grasos en la
posicion 2 y 3 de cada monosacarido, usualmente tiene 6 cadenas de acidos grasos
de diferente longitud, que por lo general son acido caproico, laurico, miristico,
palmitico y estearico los cuales estan insertados en la membrana externa de la
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bacteria. Cuando estas cadenas de acidos grasos se unen directamente al azucar
se habla de cadenas primarias, si se unen por enlaces éster a los grupos hidroxilo

de las cadenas primarias se llaman cadenas secundarias, (Figura 8b). 4546

El core se subdivide en core externo (formado por hexosas) y en core interno
(formado por heptosas). En algunos microorganismos el LPS presenta una region
sacarida adicional conocida como antigeno O el cual es un polimero de unidades
repetidas que consta de 1 a 8 residuos glicosidicos altamente variable entre
especias bacterianas. Dada esta variabilidad se designa a un LPS como
lipopolisacéarido (LPS) cuando presenta las fracciones lipidicas, core y antigeno O,
y como lipooligosacarido (LOS) cuando presenta Unicamente las fracciones lipidicas
y core, al LPS ademas se le conoce con el nombre de LPS liso porque al sembrar
en agar gel bacterias con este tipo de LPS sus colonias crecen con bordes lisos; y
al LOS con el nombre de LPS rugoso porque sus colonias crecen con bordes

irregulares de apariencia rugosa (Figura 8a). 46
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Figura 8. Estructura de LPS y estructura del Lipido A”.

Fuente: Romero S, Carlos H, Iregui A. El Lipopolisacérido 1. Rev Med Vet (Bogota). 2010;19(1)
Algunas de las funciones de los LPS se incluyen, mantenimiento y organizacion de
la membrana externa, mimetismo molecular, inhibicién de anticuerpos, variaciones
antigénicas, activador del sistema inmune y mediacion en la adherencia a las células

y tejidos hospederos, entre otras. 46

El LPS da lugar a la presencia de acidos grasos hidroxilados en esos géneros. Por
lo tanto, la presencia de los acidos grasos C 3-OH 10:0; C 3-OH 12:0 y/o C 3-OH

14:0, indican gue el microorganismo es gramnegativo. 44
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2.3.3. Funcién de los acidos grasos

Los lipidos de las membranas y pared celular bacterianos no solo son componentes
estructurales de las membranas, sino que también tienen una funcion reguladora en
los procesos metabdlicos en las células bacterianas. Por ejemplo, algunas
isoenzimas de la proteina quinasa C son activadas por fosfatidilserina y
fosfatidiletanolamina, que permite abrir el centro activo de la subunidad catalitica
responsable de completar la fosforilacion de proteinas. El fosfatidilinositol
desempefia un papel clave en las vias de sefalizacion celular del transporte de
calcio. La fosfatidilserina con carga negativa regula la interaccion electrostatica
entre proteinas y membranas, y algunos dominios lipidicos de las membranas de
los sensores de temperatura durante la reaccion celular sobre el estrés por calor

permiten su supervivencia.*’

El ADN bacteriano esta conectado a la membrana celular bacteriana. Por lo tanto,
el crecimiento de la célula bacteriana (sintesis primaria y replicaciéon del ADN)
depende de la condicion de la membrana. Los fosfolipidos son componentes
principales de las membranas celulares que definen sus propiedades
fisicoquimicas, la permeabilidad de las particulas de bajo peso molecular, la

actividad de las enzimas unidas a la membrana y la sefializacién celular.?’

Los acidos grasos se incluyen en grasas complejas como los fosfolipidos que son
parte fundamental en la composicion de la membrana bacteriana. Los metabolitos
de los acidos grasos juegan un papel clave en la expresion de los factores de
transcripcion. Estos factores de transcripcion con actividad regulada de éacidos
grasos interactian con promotores especificos de genes debido a la conexion
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directa con el ADN o la interaccidn proteina-proteina no covalente. El logro
fundamental de la dltima década fue el descubrimiento de que la composicion

quimica del &cido graso es un regulador clave del control de la expresién génica.*’
2.3.4. Ejemplos de acidos grasos en bacterias

Algunos informes de contenidos de &cidos grasos y lipidos de muchas especies
bacterianas han sido ampliamente revisados. Los &cidos grasos bacterianos
consisten principalmente en compuestos saturados de cadena recta o de cadena

ramificada, monoenos, acidos que contienen anillo de hidroxilo o ciclopropano.4®

Los compuestos de cadena ramificada (iso, anteiso) se encuentran en grandes
cantidades en Sarcina lutea, especies de Bacillus sp. y Staphylococcus aureus. Los
acidos grasos que contienen anillos de ciclopropano fueron reportados en Serratia
marcescens, E. coli, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa,
especies de Lactobacillus, Agrobacterium tumefaciens, especies de Streptococcus,
Rhodomicrobium vannielii, Klebsiella pneumoniae, variantes rugosas de V. cholerae

y una cepa de V. fetus. 48

Los acidos grasos ciclopropanos mas frecuentemente reportados son cis-9,10-metil
hexadecanoato y cis-11,12-metil octadecanoato. Los acidos grasos hidroxi se
encontraron como componentes principales en los lipopolisacaridos en E. coli y

Proteus sp.*8

Ademas, las diferencias encontradas en el contenido de acidos grasos de especies
bacterianas han llevado a algunos investigadores a sugerir que tales datos podrian

resultar valiosos para la identificacion de bacterias. La introduccion de la
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cromatografia de gases a quimicos lipidicos microbianos comenz6 una oleada de

investigacion sobre el contenido de acidos grasos de las bacterias. 4

2.4. Cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas

(GCIMS)

La cromatografia de gases ha sido hasta la fecha un invaluable auxiliar en muchos
campos de la investigacion cientifica. Dentro de las aplicaciones que tiene dicha
técnica, se encuentran las investigaciones sobre los constituyentes de las células

bacterianas especificamente acidos grasos.

La cromatografia es un método de separacion basado en las diferentes afinidades
de los diferentes analitos, donde interactian entre dos fases, una estacionaria
(sélida o liquida) y una movil (gas o liquido). Dado que cada analito tiene una
afinidad especifica en relacion con estas fases, la migracion entre las fases es
diferente para cada uno, dando una separacioén a lo largo del desarrollo del proceso

cromatografico.*®

Un gas inerte, como el helio, nombrado fase movil fluye continuamente de un cilindro
de gas a través del puerto de inyeccion, la columna y el detector. Se inyecta la
muestra con una microjeringa en el puerto de inyeccion caliente, donde se vaporiza
y se lleva a la columna, tipicamente columnas de 15 a 30 m de largo y recubiertas

en su interior con una delgada pelicula liquida sélida llamada fase estacionaria.>°

La muestra se distribuye en la fase estacionaria, se separa en sus componentes
individuales con base en la afinidad relativa con la fase y sus presiones de vapor

relativos. Después de la columna, la muestra pasa a través de un detector. Este
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dispositivo mide la cantidad de la muestra, y se genera una sefial eléctrica. Esta

sefial va a un sistema de datos que genera un cromatograma (Figura 9).%°

El analito debe ser volatil a temperaturas inferiores de 350-400°C. El compuesto
tiene que estar en estado gaseoso o de vapor a temperaturas inferiores de 350-
400°C. Otra caracteristica es que el compuesto debe de ser capaz de soportar altas
temperaturas y ser transformado rapidamente en vapor son degradacion o reaccion

con otro compuesto.>!

Fase movil: Puede utilizarse como gas acarreador hidrégeno, nitrégeno o helio. Este
debe ser inerte y no puede ser adsorbido por la fase estacionaria.>? El propésito

principal del gas portador es transportar la muestra a través de la columna. *°

Induccién de muestra: Es un dispositivo que permite la induccion de la muestra en
la corriente del gas portador.>? La muestra es inyectada en un tubo que esta
fabricado de vidrio o cuarzo llamado inserto. Se utiliza desactivado con un agente
quimico para prevenir la degradacién o la adsorcion de los analitos, a su paso por
este. Para sellar la entrada del inyector y facilitar la introduccién de la aguja se
cuenta con un septum el cual esta hecho de diferentes polimeros de silicona. Que

soportan diferentes temperaturas de trabajo.>®

Columna: componente del sistema donde ocurre el proceso de separacion. La
columna se encuentra en un horno cuya temperatura es controlada con precision.
Las paredes interiores de la columna estan recubiertas con una pelicula delgada de

material polimérico llamado fase estacionaria.>!
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Fase estacionaria: es la encargada de realizar la separacion de los componentes
de la mezcla y esto depende de los reactivos coeficientes de reparto, o bien, de los

coeficientes de actividad de dicha fase.>2

Inyeccion de la muestra

a ser analizada Amplificador

Regulador de gas U

Inyector
gy ]

tp

Cromatograma

\, Detector

Horno con temperatura
programada

\ Columna cromatogrifica

Cilindro de gas con gas
acarreador

Figura 9. Esquema de cromatégrafo de gases

Fuente: Bolivar G. Cromatografia de gases: como funciona, tipos, partes, usos [Internet].
[consultado el 15 de mayo de 2020] Disponible en: https://www.lifeder.com/cromatografia-de-
gases/

Para la identificacion de los analitos se utiliza un detector; entre los detectores méas
utilizados en la actualidad se encuentra el espectrofotometro de masas, en éste los
componentes se convierten en iones gaseosos. A menudo el sistema de entrada
contiene un medio para la volatilizacion de muestras sélidas y liquidas. La fuente de
iones de un espectrometro de masas convierte los componentes de una muestra en
iones por bombardeo con electrones, iones, moléculas o fotones. Alternativamente,
la ionizacién se lleva a cabo por energia térmica o eléctrica. En muchos casos el

sistema de entrada y la fuente de iones estan combinadas en un Unico componente.
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En ambos casos, lo que se obtiene es un haz de iones positivos 0 negativos

(frecuentemente positivos) que es entonces acelerado en el analizador de masas.>*

Es una técnica analitica que se puede utilizar selectivamente para detectar y
caracterizar un compuesto. También se utiliza para determinar la composicion

elemental y algunos aspectos de la estructura molecular de un analito.>®

2.5. Perfil cromatogréafico de acidos grasos celulares

El perfil cromatografico de acidos grasos celulares, comdnmente se realiza con el
método comercial llamado Sherlock Microbial Identification System (MIDI), es un
sistema analitico automatizado que puede identificar bacterias en base a su perfil
Unico de acidos grasos celulares y Unicamente se utiliza para identificar cepas
puras.®® Las ventajas de utilizar la técnica del perfil cromatogréafico de acidos grasos

celulares son:

a. Los acidos grasos son moléculas que se encuentran en todas las membranas
celulares de las bacterias.®’

b. Los &cidos grasos se encuentren en cantidades constantes. Por lo tanto, Si
existen cambios en estas cantidades se puede determinar viabilidad y
actividad de los microorganismos.>8

c. La presencia y cantidad de los acidos grasos son constantes para cada
especie particular de bacterias.>®

d. Es una técnica sencillay de alta sensibilidad.>*

e. En pocos dias se pueden tener datos cualitativos y cuantitativos.>®
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Aungue los métodos cromatograficos de gases por si solos no pueden utilizarse
para la identificacion absoluta de compuestos, se pueden hacer identificaciones
tentativas de componentes separados y se pueden utilizar los cromatogramas como

criterios taxonémicos bioquimicos.*°

En el presente estudio una metodologia usando GC/MS fue aplicada para evaluar
el efecto que el cloro y el ozono (desinfectantes principales para agua potable),
tienen sobre el perfil de acidos grasos de la bacteria V. cholerae en sus variantes

lisa, rugosa y cocoide.

2.6. Efecto del cloro en la bacteria

El cloro es la sustancia mas utiliza para el tratamiento de aguas potables, destruye
los organismos objetivo por oxidacion del material celular. Se puede aplicar como
gas de cloro, soluciones de hipoclorito y otros compuestos de cloro en forma sélida

o liquida.®®

El &cido hipocloroso (HOCI) y el ion hipoclorito (OCI), son los dos tipos de moléculas
gue conforman el llamado cloro libre. Estos dos compuestos se forman cuando los

hipocloritos entran en contacto con el agua.®!

NaOCl + H,0 - HOCl+ Na*+ OH™
HOCl & O0Cl™ + H*
Aungque ambas sustancias realizan la accion de desinfeccidon, su comportamiento y
eficacia es extremadamente distinta. El acido hipocloroso por su parte tiene 100

veces mayor potencia que el ion hipoclorito, por lo tanto, si tuvieramos en el agua
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una mayor concentracion de hipoclorito que hipocloroso necesitariamos una mayor

cantidad de tiempo de contacto del producto para desinfectarlo adecuadamente.®!

La menor eficacia de hipoclorito se debe a un hecho muy simple. Las bacterias
tienen cargada negativamente la pared que las protege, y al ser el hipoclorito un ion
cargado negativamente se repela, lo que dificulta la penetracion de la pared
bacteriana y por lo tanto la muerte de la bacteria con dificultad. En contraste el acido
hipocloroso es una molécula neutra, al no tener carga puede penetrar capas
limosas, paredes celulares y capas protectoras de microorganismos matando de

manera efectiva los patégenos.5!

En la actualidad no se conoce bien el mecanismo de accién del cloro, pero se cree
que, por su alto poder oxidante causa dafos irreversibles al entrar en contacto con
las células microbianas, el cloro produce dos tipos de dafio en las células. Por un
lado, afecta, modifica y destruye la pared celular y la integridad de la membrana y
ocluye su permeabilidad, y por otro lado altera funciones celulares modificando y
dafiando enzimas y DNA de los microorganismos impidiendo su reproduccién. Por
ello, la reaccidon de los microorganismos ante el cloro estd determinada por la
resistencia de sus membranas, asi como por la relativa afinidad quimica de este

compuesto con las sustancias vitales del organismo.6%63

2.7. Efecto del ozono en la bacteria

El ozono se conoce desde hace afios como un fuerte agente germicida.®* Se

produce cuando las moléculas de oxigeno son disociadas por una fuente de
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energia, los &tomos de oxigeno subsecuentemente colisionan con una molécula de

oxigeno para formar un gas inestable.5°

0, + Energia - 0 + 0
20 + 20, - 204
El ozono es un oxidante muy fuerte. La inactivacién de bacterias por ozono puede
ser considerada como una reaccién de oxidacion. La oxidacion es causada por el
alto potencial redox, por la capacidad del ozono de difundirse a los sitios a ser
desactivados, y por especies quimicas como los radicales libres, que son reactivos

por los productos de la ozonizacién.%®

El mecanismo general de la ozonizacién se basa en el alto poder del ozono como
oxidante protoplasmético general. Algunos mecanismos propuestos del ozono

son:%0

Oxidacién/destruccién directa de la pared celular con fugas de componentes

celulares fuera de la célula. Este proceso es conocido como destruccion de

células por lisis.°

e Reaccion con subproductos radicales de la descomposicién del ozono
(hidroxilo: HO-, hidroperoxilo: HO2').°

e Darfio a los componentes de los acidos nucleicos (purinas y pirimidinas).°

e Ruptura de los enlaces carbono-nitrégeno que llevan a la

despolimerizacion.®°

La membrana bacteriana y la pared celular son los principales sitios de ataque del

0zono®, ya sea por medio de las glicoproteinas o los glicolipidos o a través de
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ciertos aminodcidos, lo que hace que el contenido celular se filtre a través de las
rupturas causadas en la superficie. Luego, los radicales libres producidos durante
la descomposicion del ozono reaccionan con los acidos nucleicos causando dafio
suficiente al ADN o ARN para lograr la inactivacion.’® La muerte bacteriana podria
ser directamente a cambios en la permeabilidad celular, posiblemente seguido por
la lisis celular. Sin embargo, es probable que la lisis no sea el principal mecanismo
de inactivacién, sino que sea el resultado de una concentracién de oxidantes

extremadamente alta o de una ozonizacién prolongada.®®

El ozono también interrumpe la actividad enzimatica de las bacterias por la accion
del ozono sobre los grupos sulfhidrilo en ciertas enzimas. Vrochinskii sefialé que las
bacterias ozonizadas perdieron su capacidad de degradar el azucar y producir

gases.%

Mas alla de la membrana y pared celular, el ozono puede actuar sobre el material
nuclear. Christensen & Giese y Scott & Lesher muestran que el ozono afecta tanto
a las purinas como a las pirimidinas en los acidos nucleicos. Mas recientemente,
Prat et al. mostraron que las bases de pirimidina de los acidos nucleicos de E. coli
fueron modificadas por el tratamiento de ozono, siendo la timina mas sensible que
la citosina y el uracilo. También se ha encontrado el ozono causa una disminucién

del contenido de acidos grasos insaturados de la bacteria.®®

La efectividad de la desinfeccion depende sobre la susceptibilidad de los

organismos blanco, el tiempo de contacto, y la concentracién del 0zono.5°
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ANTECEDENTES
El colera es una enfermedad diarreica producida por una infeccion con la bacteria
V. cholerae de los serogrupos O1 y 0139%* y ha sido catalogado como una
“enfermedad emergente y reemergente” que amenaza a los paises en desarrollo.!
La incidencia de los brotes de cdélera estd muy vinculada con factores ambientales
y ecoldgicos que son, a su vez, influenciados por las variaciones del clima a nivel
global. La persistencia del agente causal del célera depende de su capacidad para
adaptarse y desarrollar estrategias de supervivencia como son la formacién de

biofilms, la adquisiciéon de fenotipo rugoso o alcanzar el estado VNC (cocoide).??

La formacion de biopeliculas y la morfologia cocoide de V. cholerae es un fenbmeno
de interés en la ecologia microbiana, que influye en el ciclo de vida de este patdogeno

humano y en su funcién ecoldgica en el ambiente.?®

V. cholerae y sus adaptaciones a las variantes rugosay cocoide

Numerosos estudios demuestran que V. cholerae es capaz de unirse a superficies
tanto abidticas como bidticas formando una estructura tridimensional ordenada
denominada biofilm,* que se puede crear casi en cualquier ambiente liquido. La
interfase soélido-liquida entre una superficie y un medio acuoso (ej. agua)

proporciona un entorno ideal para la fijaciéon y crecimiento de microorganismos.?®

Suzarte et. al 4 se plantea que la formacién de biofilm por V. cholerae pudiera
constituir una ventaja adaptativa para su supervivencia en los ecosistemas
acuaticos y para el establecimiento de un biofilm maduro es necesario la produccion

de un exopolisacarido denominado EPS. Se encontr0 que un mutante que no
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presentaba el gen para producir EPS mantenia un fenotipo liso hasta el dia 22 del
experimento mientras que la cepa de V. cholerae que si presentaba el gen mostraba
colonias con morfologia rugosa a partir del octavo dia de incubacion. Este resultado
confirmé que la incapacidad de los mutantes de formar biofilm se debi6 a la no-
produccion del exopolisacarido y, ademas, se prevé que el hecho de que los
mutantes no puedan formar el fenotipo rugoso los haga mucho mas vulnerables a
los cambios ambientales y consecuentemente afecte su persistencia en el ambiente

acuatico.

Nazar?® menciona que los biofilms de las bacterias poseen una expresion génica
diferente respecto a sus contrapartes planctonicas, originando bacterias
fenotipicamente distintas. Y se han encontrado que hasta el 30% de los genes
puede expresarse de manera diferente entre la misma bacteria desarrollada en

condiciones plancténica a la de un biofilm.

Fernandez et. al*® evaludé la supervivencia y formacién de biopeliculas de V.
cholerae aislado de origen clinico y ambiental con quitina incubadoapH de 6y 8, a
temperaturas de 30 y 37°C, produciendo la formacién de biofilms para ambos
aislamientos; el aislamiento ambiental mostro biofiims a las 25 horas con una
arquitectura de pilares y canales formando una estructura tridimensional, mientras
que el aislamiento clinico presento biofilms a las 4 horas, pero sin formacion de una
estructura tridimensional. Concluyé que V. cholerae puede sobrevivir por periodos
prolongados en asociacion a organismos con cubierta de quitina y formar biofilms,

contribuyendo a las estrategias de supervivencia ambiental de V. cholerae.
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Leddn et. al 24 describe el posible comportamiento ambiental de V. cholerae, a partir
del estudio in vitro de sus propiedades para producir varios tipos de biopeliculas, de
adquirir el fenotipo rugoso y de resistir varias condiciones de estrés ambiental, como
la presencia de hipoclorito de sodio, de detergentes o altas concentraciones salinas.
Los resultados evidencian que las cepas atenuadas poseen caracteristicas que
limitan su supervivencia in vitro frente a distintas condiciones de estrés. Con
respecto a cepas controles y salvajes concluyé que, en el entorno ambiental, estas

caracteristicas pudieran limitar su supervivencia.

Se ha propuesto el término de “viables no cultivables” para describir el estado en el
cual las bacterias son detectables por conteo directo de células viables, pero que

no pueden ser cultivables.*

Deliz et. al 22> demostré la induccion de V. cholerae en APA a 37°C durante 30 dias
y al estado VNC en agua de mar artificial suplementada con exoesqueleto de
camaron y, agua de manantial, mostrando un estado VNC a los 90 dias a 30°C,
también indicé que la cepa atenuada de V. cholerae, no tiene ventajas con respecto
a su parental toxigénico para sobrevivir en condiciones in vitro que simulan
ambientes naturales. Su capacidad de osmotolerancia es similar, pero es mas

susceptible a detergentes.

Baker et. al 2° coment6 un estudio realizado por Novitsky y Morita que demostraron
que al tener limitados los nutrientes en agua de mar natural y artificial, el vibrion
mostré un incremento en su cantidad, decrecio en volumen celular y cambio su

morfologia tipica de bacilo a morfologia cocoide. Dichas células cocoides exhibieron
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mas del 99% una disminucion de la respiracién, asi como un 40% de decremento
en DNA celular, en respuesta a las condiciones de inanicién. Se concluy6 que estas
caracteristicas transmitian una ventaja selectiva, ya que dichos mecanismos
permiten una supervivencia prolongada cuando las concentraciones de nutrientes

son insuficientes.

Posteriormente Baker et. al ?° demostré que las células de V. cholerae mostraron
un incremento en su cantidad y una disminucién del volumen (lo que se traduce en
un cambio en su morfologia microscopica de células vibrioides a células cocoides)
en una solucién basal de sales definidas y un filtrado de agua de mar, de aqui se
deduce que el cambio en la morfologia microscopica y los demas cambios se
producen cuando hay un decremento o privacion de nutrientes. Al adicionar
nutrientes de viabilidad sostenida y la reversion rapida del estado cocoide a vibrioide
y subsecuentemente la division celular regresan a su estado normal; lo que puede
conferir una ventaja de supervivencia en un ambiente con privaciéon transitoria de

nutrientes.

Casasola®’ indujo a V. cholerae a la morfologia cocoide en dos tipos de agua de
mar artificial a una temperatura de 4°C durante 25 dias de incubacion. La induccién
se llevd a cabo a partir de la suspension bacteriana en fase exponencial o
estacionaria. Comprob6 que, al tomar la bacteria en la fase logaritmica, la induccién
a cocoide se da entre los 8-5 dias (10 dias en promedio) a comparacion con el uso
de una suspension en fase estacionaria, la cual tarda entre los 20 a 60 dias en
perder la capacidad de cultivo, también afiadié que la variacion de sales no influye

en la induccién. Atenguefio® indujo a V. cholerae en las mismas condiciones que
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Casasola®’, mostrando la morfologia cocoide a los 32 dias, y realizando la

observacion microscopica a lo largo de la induccion.

Pérez® y Luna’® indujeron a V. cholera al fenotipo cocoide en agua de mar artificial
a 4°C por un periodo de 57 dias, donde observaron por microscopia Optica la
evolucién de bacilo a coco teniendo cinco fases, la bacilar, forma de u, forma de u
elongada, forma de anillo y finalmente coco. Orta et al.”* y Atenguefio® también

observaron las mismas fases a lo largo de su induccion.

Por V. cholerae rugosa y cocoide los brotes de coélera no han sido totalmente
prevenidos, ponen de manifiesto que los esfuerzos en materia de saneamiento,
proteccion de fuentes de abastecimiento y desinfeccion adecuada del agua, tanto
en concentracion de desinfectante por litro como en cobertura, han permitido que V.
cholerae, sobreviva en las redes y sistemas formales y no formales de distribucién

del agua. ?

Hace algun tiempo, habia muy poca informacion cuantitativa sobre la composicion
de acidos grasos de los lipidos celulares, pero con el estudio de los acidos grasos
no Unicamente se pueden identificar especies, géneros o comunidades de
microorganismos, ademas se puede conocer el estado en el que se encuentran los
microorganismos.58 Algunos autores describieron que se producen cambios en los
acidos grasos fosfolipidicos dependiendo del estado metabdlico en el que se
encuentren los microorganismos. Es decir, se ha reportado que los acidos grasos
fosfolipidicos de los microorganismos cambian bajo la influencia de algun factor

estresante como la falta de agua (desecacion)’® o cambios de temperatura.’* "
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Perfil de acidos grasos de V. cholerae en sus tres distintos fenotipos lisa,
rugosay cocoide

Los lipidos de V. cholerae consisten en 75% de fosfolipidos y 25% de acidos grasos
libres. Los fosfolipidos principales separados por cromatografia de capa delgada se
identifican  tentativamente como fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol 'y

cardiolipina.*®

Buford at. al *° compararon el perfil lipidico de 2 cepas de V. cholerae, (liso virulento
y rugoso avirulento), utilizando cromatografia de capa fina y cromatografia gas-
liquido, observando que existen diferencias en los lipidos de los vibrios lisos y
rugosos. Estas diferencias se manifiestan en el aspecto fisico bruto donde la cepa
lisa mostro un gris-marrén y la cepa rugosa un blanco amarillento, y la cantidad de
lipidos extraibles, la cepa rugosa contenia mas acido miristico (C14:0) y menos
C18:1. En la cepa lisa, el acido iso C16 promedié 0.9%, por otro lado, la mayor
cantidad de acidos grasos en ambas cepas fue el hexadecenoato, seguido por el
palmitato y luego por octadecenoato, posteriormente en 1972 Buford*® indic6é que
V. cholerae presenta principalmente los acidos miristato (2-9%), palmitato (21-39%),

hexadecenoato (34-46%), estearato (2-5%) y octadecenoato (12-26%).

Guckert et. al’® comenta que V. cholerae puede sobrevivir varios meses de inanicion
produciendo enanismo de las células para formar ultramicrobacterias, que es un
fendmeno comun para la supervivencia a la inanicion, éste autor comparo los acidos
grasos de los cultivos de V. cholerae con 0, 7 y 30 dias de inanicion, observando en
los 0 y 7 dias una disminucién en los acidos grasos insaturados y un aumento en

los acidos grasos saturados y ramificados, dedujo que puede deberse a las altas
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tasas de renovacion de acidos grasos cis-monoenoicos de fosfolipidos de

membrana y a la disponibilidad de enzimas para el metabolismo de estos isbmeros.

Asimismo, Juntao et al.”” indica que se han observado que las células cocoide
inducidas por frio son altamente resistentes a la inactivacion térmica, baja salinidad
o0 acidos. Como resultado de una alta capacidad de supervivencia junto con una alta
virulencia, las células cocoide son una amenaza para la salud publica. Juntao et
al.>” sometieron a V. parahaemolyticus a estrés por frio observando un aumento
notable en los acidos grasos insaturados octadecanoico (C18:1) y hexadecenoico
(C16:1) y, una disminucion en hexadecanoico (C16:0). Concluy6 que el aumento de
los acidos octadecanoico y hexadecanoico es para mantener la fluidez de la

bacteria.

Cambios en el perfil de acidos grasos bacterianos sometidos a algun
desinfectante

En los anos 70’s Characklis procedié a estudiar I€gamos microbianos en sistemas
de aguas industriales logrando demostrar su tenacidad y resistencia a diferentes

desinfectantes, entre ellos el cloro.?®

Bisbiroulas et al.”® menciona que es dificil eliminar a Listeria monocytogenes debido
a varios factores como falta de dosificacion del desinfectante, limpieza insuficiente
0 por la presencia de biopelicula que reduce significativamente la eficacia de los
desinfectantes. En tales condiciones, las bacterias se exponen regularmente a
concentraciones subletales de desinfectante, y esto podria conducir a una presion
selectiva para la adquisicion de genes resistentes o para la adaptacion de bacterias

inicialmente susceptibles. Un factor muy importante es la composicion lipidica de la
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membrana, pues es un mecanismo de adaptacion importante, que permite crecer
en un ambiente estresante. Bisbiroulas et al.”® someti6 a L. monocytogenes en
cloruro de benzalconio dando como resultado (i) un aumento en los acidos grasos,
principalmente de cadena saturada; (i) ninguna alteraciébn en el porcentaje de
contenido de lipidos neutrales y lipidos polares entre los lipidos totales; (iii) una
disminucion en el fosforo lipidico y (iv) un aumento obvio en los fosfolipidos
anionicos (cardiolipina, fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol) y una disminucion en los
fosfoaminolipidos anfifilicos. Concluyé que estos cambios en los lipidos podrian
conducir a una disminucion de la fluidez de la membrana y modificaciones de las
propiedades fisicoquimicas de la superficie celular, dando cambios en la adhesién

bacteriana a superficies abioticas.

Y recientemente Kovalenco et al.#” sometieron a E. coli y Staphylococcus aureus a
3 desinfectantes (Barez, Biochlor y Geocide) observando un aumento de acidos
grasos después de una hora de incubacion con cada desinfectante, especialmente
Biochlor y Geocide que incremento6 para E. coli un 53% y 37% respectivamente v,
un 113% y 23% a S. aureus respectivamente. Esto lo relaciond con la disminucion
de fosfolipidos que son componentes principales de las membranas celulares que
definen sus propiedades fisicoquimicas, la permeabilidad de las particulas de bajo
peso molecular, la actividad de las enzimas unidas a la membrana y la sefalizacién
celular, lo que provoc6é un mayor nivel de diglicéridos, posiblemente debido a la
pérdida de conexion de triglicéridos, que demuestran la eficacia de los
desinfectantes, ya que los acidos grasos son incluidos dentro del complejo grasas

como los fosfolipidos y triglicéridos.
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En el articulo de Kunitsky et al.** indicé un capitulo de Sasser,*¢ que se descubrié
que la eliminacién de plasmidos de varias Pseudomonas sp. (por tratamiento con
bromuro de etidio) no cambiaba el perfil de acidos grasos. Del mismo modo, la
insercibn de plasmidos de otras especies de Pseudomonas sp. no cambi6
significativamente los perfiles. Como las bacterias frecuentemente intercambian
plasmidos, el sistema no funcionaria bien si tales cambios causaran alteraciones en
la composicion de acidos grasos. De manera similar, el tratamiento con luz
ultravioleta o mutagénicos puntuales como nitrosoguanidina y metanosulfonato de
etilo a niveles que matan al 99.999% de las células y crean grandes cantidades de
mutantes no afecta el perfil de acidos grasos., siempre que la tasa de crecimiento
fuera relativamente normal. Esto sugiere que la composicion de &cidos grasos esta
altamente conservada genéticamente y que solo se producen cambios significativos
durante periodos de tiempo considerables. Como resultado, el mismo género y
especie de bacterias de cualquier parte del mundo tendran perfiles de acidos grasos
muy similares siempre que el nicho ecolégico sea similar. La adaptacion a diferentes
nichos ecoldgicos durante largos periodos de tiempo proporciona informacion vital

para el seguimiento de cepas mediante el perfil de acidos grasos.

De acuerdo con las investigaciones mencionadas anteriormente, cabe destacar que
es necesario observar el perfil de acidos grasos para saber como esta reaccionando
V. cholerae ante diferentes factores de estrés. El presente trabajo consiste en
mostrar la variaciéon en el perfil de acidos grasos de V. cholerae variantes lisa,
rugosa y cocoide. asi como el efecto que el cloro y el ozono producen sobre los

lipidos de la membrana celular de esta bacteria, en cada una de las variantes
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(morfologias) que tedéricamente han desarrollado mecanismos de resistencia en el
ambiente comparada con la variante “normal” (lisa). Para la determinacion de &cidos
grasos se utilizé la técnica MIDI-Sherlock Technical Note #101, por Cromatografia

de Gases acoplado a un Espectrémetro de Masas.
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JUSTIFICACION
Debido a la falta de sistemas efectivos de tratamiento de agua, especialmente en
los paises en desarrollo con bajo nivel socioeconémico, las fuentes naturales de
agua para el consumo humano y los sistemas de distribucion de agua se han
convertido en algunas de las principales rutas para la transmisién de enfermedades

gastrointestinales. 980

Entre las enfermedades gastrointestinales de mayor impacto a la salud que se
transmite via hidrica se encuentra el célera cuyo agente causal es la bacteria V.
cholerae. Esta bacteria patégena es un habitante natural de los ambientes
acuaticos, para la cual se ha reportado que sobrevive en el ambiente por su
capacidad de desarrollar adaptaciones morfolégicas (variantes) que les permiten
adquirir cierta resistencia a condiciones de estrés ambiental. Las adaptaciones
morfolégicas de V. cholerae en el ambiente son la morfologia cocoide, la cual
desarrolla un estado viable pero que no es capaz de crecer en placas de agar, por
lo que no se puede cultivar. Y la morfologia rugosa, que se caracteriza por una alta
produccion de exopolisacaridos. Dichas adaptaciones le permiten a la bacteria
emerger o reemerger cuando las condiciones ambientales son idoneas. Si estas
bacterias llegan a las fuentes de abastecimiento de agua para consumo y no existe

una adecuada desinfeccion existe el potencial para provocar pandemias.

La capacidad de resistencia de las bacterias como V. cholerae es mediada por
factores estructurales vy fisiolégicos, los cuales actian a diferentes niveles tanto
extracelular como intracelular.”®-8! Entre éstos factores, a nivel de envoltura celular,

se destaca el funcionamiento y comportamiento de la pared y la membrana celular.!
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La membrana bacteriana es una barrera de defensa que estd formada
mayoritariamente por fosfolipidos que protegen los componentes internos de las
células al igual que la pared celular. La bacteria V. cholerae al ser un organismo
gramnegativo presenta una capa de LPS que contienen el lipido A, el cual actia
como endotoxina. Si se alteran estas estructuras vitales, la célula pierde su

funcionamiento y por lo tanto su viabilidad.

En trabajos previos (Atenguefio®®; Pérez®?; Luna’®; Orta et al’!; Yariez et al.8?).se ha
demostrado el grado de inactivacion que el cloro y el ozono tienen en bacterias en
estados VNC y rugoso, siendo mas efectivo el ozono que el cloro. No obstante, el
aporte de este trabajo es observar los cambios quimicos que provocan dichos
oxidantes en las morfologias de resistencia desarrolladas por la bacteria V.
cholerae. Teniendo en cuenta que los lipidos son componentes tanto estructurales
como fisiolégicos de la bacteria V. cholerae, se determinaron mediante
cromatografia de gases-espectrometria de masas, los cambios que el tratamiento
con cloro y ozono, comunmente usados para la desinfeccién de agua potable,
provocan en los acidos grasos de las morfologias de resistencia rugosa y cocoide
de esta bacteria. Los resultados obtenidos ayudaran a entender como éstos
desinfectantes actdan a nivel componentes quimicos de V. cholerae variantes
rugosa y cocoide, comparada con la variante lisa (normal). Con ello sera posible
determinar si los mecanismos de accion del cloro y el ozono pueden contribuir para
evitar la reactivacion de la bacteria V. cholerae, a través de sus morfologias de

resistencia en el ambiente.
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OBJETIVOS

General

Determinar los cambios en el perfil de acidos grasos de la bacteria V. cholerae, en

sus morfologias lisa, rugosa y cocoide por efecto del tratamiento con cloro y ozono.

Especificos

1.

2.

Inducir las morfologias rugosa y cocoide de la bacteria V. cholerae a partir de
una cepa lisa para probar el efecto que cloro y el ozono presentan en los
acidos grasos de éstas variantes reportadas como resistentes en el

ambiente.

Adecuar la metodologia del Sistema de Identificacion Microbiana Sherlock
(MIS), para determinar el perfil de acidos grasos de la bacteria V. cholerae
en agua después de someterla a cloro y ozono para las tres morfologias. Esto
debido a que sélo ha sido publicada su aplicacién para cultivos de cepas lisas

en agar.

Determinar el perfil de acidos grasos de V. cholerae en sus morfologias lisa,
rugosa y cocoide para evidenciar las diferencias existentes entre cada
morfologia, ya que solo se han reportado perfiles de acidos grasos para

cepas lisas.

Comprobar los cambios que el cloro y el ozono provocan en el perfil de acidos
grasos de V. cholerae en sus morfologias resistentes rugosa y cocoide

comparada con la variante lisa (normal).
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HIPOTESIS

HIPOTESIS Y TIPO DE ESTUDIO

Hipodtesis

La membrana y la pared celular bacterianas estan conformadas por &cidos grasos,
que bajo condiciones de estrés pueden modificarse; si la bacteria V. cholerae (lisa,
rugosa y cocoide) se somete a procesos de tratamiento con cloro y ozono, el
contenido de acidos grasos se vera afectado en mayor o menor medida en las tres

morfologias estudiadas por accion de los desinfectantes.
Tipo de estudio

La presente investigacion corresponde a un estudio experimental longitudinal
comparativo, con una poblacion de tres morfologias de V. cholerae, lisa, rugosa y
cocoide; para observar cambios en su perfil lipidico antes y después del tratamiento

con cloro y ozono.
Variables

Independiente:

e Concentracién por tiempo de contacto con cloro y 0zono

Dependiente:

e Perfil de éacidos grasos después de someterse a procesos de
tratamiento con cloro y ozono
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MATERIAL

MATERIAL

Microbioldgico

Cepa Vibrio cholerae O1, Biotipo el Tor, Serotipo Ogawa

Medios de cultivo y reactivos

TSA (Agar Soya Tripticasa)

Caldo LB (Luria Bertani)

Agar BHI (Infusion Cerebro-Corazon)

Agar TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa)

APA 1% estéril (Agua Peptonada Alcalina)

Kit para tincion Gram HYCEL

ASW (Artificial SeaWater, en espafiol Agua de Mar Artificial) estéril

SS (Solucion Salina) al 0.85% estéril

SS (Solucion Salina) al 2% estéril

Hipoclorito de sodio 13%

Hidroxido de sodio

Metanol

Hexano

Metil-terbutil-éter

Acido clorhidrico

DPD (Dietil-p-fenil-en-diamina)

Bicarbonato de sodio

Agua destilada

Material de vidrio

Botellas de dilucién de 160 mL Corning

Probeta graduada de 100 mL y 1000 mL Pyrex

Matraz Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 mL, Pyrex

Portaobjetos

Tubos de ensayo Pyrex de 13X100 mm con tapa de rosca de baquelita

Pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10 y 20 mL

Matraz aforado de 100 y 1000 mL

Pipetas Pasteur

Celdas para espectrofotometro Hach DR 3900

Microjeringa Hamilton 1 mL para cromatografia

Frascos ambar con tapa de 150 y 1000 mL
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Instrumentos

Balanza analitica Bonvoisin

Micropipeta de 10 a 200 pL y de 100 a 1000 pL

Espectrofotometro Hach DR 3900

Cromatégrafo de gases Hewlett Packard HP 6890 Series GC System

Espectrometro de masas Hewlett Packard 5973 Mass Selective Detector

Equipo

Vortex Barnstead International Touch ON-OFF Mod. Maxi Mix Il

Incubadora VWR Scientific Inc. Mod. 1540

Centrifuga Thermo Electron Corporation Mod. IEC HN SlII Centrifuge

Microscopio ZEZZ Lab. Al

Autoclave AESA Mod. CV 300

Parrilla de calentamiento con agitacion Thermo Scientific

Ozonador Emery trailigaz

Otros

Asas bacteriologicas

Espétulas

Propipetas

Cajas Petri de plastico de 100X15 mm

Cinta teflén

Mechero Fischer

Puntas para micropipeta de 200 y 1000 pL

Tubos Corning estériles de 50 mL
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DIAGRAMA DE FLUJO

Tincion Gram

!

Observar forma
cocoide

DIAGRAMA DE FLUJO

Induccién a variante
cocoide

v

Lavar con ASW

v

Incubar a 4°C durante ~60
dias

Recuperacion y lavado de
la bacteria con S5 al 0.85%
estéril

Suspension V.
cholerae cocoide

Cultivos de Vibrio
cholerae

Sembrar V. cholerae en
TSA e incubar a 37°C 24h

Inocular en caldo LB e
incubar a 25°C 24h

!

Inocular 100 puL en 50 mL
de caldo LB e incubar a
37°C 24h a 200 rpm

Lavar con SS al 0.85%
estéril

Suspensién V.
cholerae lisa

Re-suspender el pellet
con SS al 0.85% estéril
auna densidad de
1.5x109 células/mL

Re-suspender el pellet con 55 al 0.85%
estéril a una densidad de 1.5x10*9

células/mL

Induccién a variante
rugosa

Sembrar en 5 mL de APA
1% e incubar a 37°C 24h

!

Resiembra en Agar BHl e
incubar 37°C 24h

!

Alternar la resiembra en
APA 1% y BHI durante 15
dias

v

Comprobacion de la
variante rugosa

Suspension V.
cholerae rugosa

]

Sembrar en agar
TSA e incubar
37°C 24h

Ozono

Colocar 10 mL suspensién
bacteriana en 65 mL de
agua destilada estéril

!

Adicionar solucién de ozono
[1mg/L]por15,75y18
min

Detener la reaccion con
tiosulfato de sodio 0.1 N

L

Tratamiento con

clorc u ozono |

Si

Inocular en SS al 0.85% estéril
a una densidad de 1.5x1049
células/mL

Cloro

Colocar 10 mL suspensién
bacteriana en 86.4 mL de
agua destilada estéril

!

Adicionar solucién de NaClo
(1 mg/L de cloro libre) por
3.5,15y 30 min

Detener la reaccién con
tiosulfato de sodio 0.1 N

J
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DIAGRAMA DE FLUJO

Determinacién del perfil de
acidos grasos de V. cholerae

.

Cultivo control Obtencion de la V. cholerae después
biomasa bacteriana del tratamiento
V. choleraelisay
V. cholerae cocoide rugosa w
Centrifugar 4500 rpm 20
¢ min y lavar con SS 0.85%
Centrifugar 4000 rpm 20 min y Sembrar masivamente en TSA
lavar con SS 0.85% e incubar a 28°C 24h
l Colocar 200 mg de pellet
en un tubo de cultivo
Colocar 200 mg de pellet en un Colocar 70 mg de pellet en un previamente enjuagado
tubo de cultivo previamente tubo de cultivo previamente con hexano
enjuagado con hexano enjuagado con hexano J
C g
—> A — —_— —_—
Saponificacién f———p ' " U
Mddonart % g ' Bamede
mL del My agua 100°C  Yorex agua 100°C
| reactivo 1 510seg 3o 5-105€9 o5 in.
Enfriar
— ‘ — h 4
U — Metilacion
Adicionar 2 mL o Bafio d
del reactivo 2 }ilcj]r:)ex 335‘8 18 ;‘g{:a :
St Enfriar f"
. ZH— —|
Extraccién —D ’
1 Adicionar Rotador Removerla  Conservar la
r?"_) l % 125mLdel  clinico 20 min fase acuosa  fase organica
[ reactivo 3
—» d ./: —» —r —
i B — Lavado
Adicionar Rotador Recuperar Transferir  Sellary
3 mLdsl clinico 213 partes a un vial conservar
reactivo 4 10 min fase organica de 2 mL

Agregar Na2s04 anhidro

Evaporar la fase organica con nitrégeno gas

Inyectar 2 pL en un cromatografo de gases Agilent Technologies 6890
acoplado a un espectrémetro de masas Agilent Technologies 5973.

4

Identificar los analitos con GC/MSD ChemStation Software
especializado el cual incluye la biblioteca NIST
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METODOLOGIA
Los cambios en el perfil de acidos grasos fueron determinados mediante CG/MS en
las morfologias lisa, rugosa y cocoide de la bacteria V. cholerae, después de

someterla a procesos de tratamiento con cloro y ozono

La cepa de V. cholerae con la que se realizaron los experimentos fue una cepa
variedad lisa del serogrupo O1, biotipo Ogawa, serotipo El Tor. La cual fue
proporcionada por el Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(ICMNSZ), para su recuperacion, se sembrd por aislamiento en agar TSA (Agar
Soya Tripticasa) incubando a 37°C por 24h. Posteriormente se reactivo en caldo LB
incubando a 37°C por 24h y se sembro en agar TSA en las mismas condiciones de
incubacion, se alternd este proceso hasta obtener colonias de 3-4 mm de tamafo.

Para mantener la cepa se sembro cada 3 dias en agar TSA.

A partir de la bacteria V. cholerae lisa se llevaron a cabo las inducciones a las
variantes de resistencia rugosa y al cocoide aplicado el procedimiento que se

describe a continuacion.

Induccion de V. cholerae variante lisa a cocoide

Se inoculo de una a dos colonias aisladas de V. cholerae morfologia lisa en 50 mL
de caldo LB (Luria Bertani), y se incubdé a 25°C durante 24h. De este cultivo se
tomaron 100 pL del cultivo y se adicionaron a 50 mL de caldo LB, se incub6 a 37°C
con agitacion a 160 rpm durante 3h. El cultivo se centrifugd a 4500 rpm durante 20

minutos, se desecho6 el sobrenadante.
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Posteriormente se lavé el pellet con agua de mar artificial estéril (por sus siglas en
inglés ASW, atrtificial seawater) y se centrifugd aplicando las mismas condiciones
mencionadas anteriormente, el proceso se repitié hasta eliminar los restos del caldo
LB. El pellet obtenido se resuspendi6 con 6 mL de ASW, se homogeneiz0
perfectamente, se tomaron 1000 uL de la preparacién y se adicionaron en 40 mL de
ASW, se incubaron a 4°C por un periodo de 60 a 80 dias. Durante éste periodo de
tiempo la induccion se estuvo monitoreando, aplicando tincion de Gram a una
muestra de la suspension bacteriana, ademas de llevar a cabo la verificacion de

pérdida de cultivo en placa en agar TSA.

Induccion de V. cholerae variante lisa a rugosa

Se inocularon de una a dos colonias aisladas de V. cholerae lisa en un tubo de
cultivo con 5 mL de APA (Agua Peptonada Alcalina) al 1% de NaCl, se incub6 a
37°C durante 24h, posteriormente se tomoO una asada y se sembrd en agar BHI
(Infusién Cerebro Corazon) a 37°C durante 24h. Se alterné el cultivo en APA al 1%

NaCl a BHI y viceversa durante 15 dias.

Para comprobar que la bacteria V. cholerae se encontraba en su morfologia rugosa,
se tomd una asada del cultivo TSA, se coloco en un portaobjeto y se mezclé con
una gota de solucién salina al 2%, rotando suavemente durante 2 minutos, se
observo presencia de grumos indicando que se encontraba en estado rugoso. Una
vez inducida la bacteria se conservo en placas de agar TSA resembrando cada 15

dias para mantener la cepa rugosa.
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Una vez obtenida la induccion se realizaron las suspensiones bacterianas de cada

morfologia para el tratamiento.

Suspensién para el tratamiento con cloro y ozono de V. cholerae

Suspensién de V. cholerae variante lisa

Se inocularon de una a dos colonias aisladas de V. cholerae morfologia lisa en 50
mL de caldo LB (Luria Bertani), y se incub6 a 25°C durante 24h. A partir de éste
cultivo se tomaron 100 uL y se adicionaron a 50 mL de caldo LB, se incubé a 37°C
con agitacion a 160 rpm durante 3h. El cultivo se centrifugd a 4500 rpm durante 20
minutos, se desecho el sobrenadante. Posteriormente se lavo el pellet con SSI
(Solucién Salina Isoténica) estéril y se centrifugd nuevamente a 4500 rpm durante
20 minutos, el proceso se repitid hasta eliminar los restos del caldo LB. A partir del
pellet, se prepard una suspension bacteriana de V. cholerae lisa a una densidad de

1.5x10° células/mL con SSI estéril.

Suspension de V. cholerae variante rugosa.

La variante rugosa de V. cholerae se sembr6 de forma masiva en agar TSA y se
dejé incubar a 37°C durante 24h. A partir de éste cultivo se prepard una suspension

bacteriana a una densidad de 1.5 x 10° células/mL con SSI estéril.

Suspensién de V. cholerae variante cocoide

El cultivo de V. cholerae cocoide se centrifugo a 4000 rpm durante 20 minutos y se
desecho el sobrenadante, a partir del pellet se prepard una suspension bacteriana

a una densidad de 1.5 x 10° células/mL con SSI estéril.
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Utilizando por separado las tres suspensiones bacterianas se llevaron a cabo los
tratamientos con cloro y ozono para obtener la biomasa de V. cholerae. Ambos

tratamientos fueron aplicados a cada morfologia (lisa, rugosa y cocoide).

El efecto de los oxidantes como el cloro y el ozono es evaluado mediante cinéticas
de desinfeccion para un microorganismo en particular. Dichas cinéticas se describen
con los parametros principales de la desinfeccidén: concentracion del desinfectante,
tiempo de contacto, densidad microbiana y dependiendo del caso ademas se
consideran parametros fisicoquimicos como la temperatura o el pH. La
concentracion de desinfectante y el tiempo de contacto son parte integral de la
cinética de desinfeccion y de la aplicacion practica del concepto CT (CT es la

concentracion de desinfectante multiplicada por el tiempo de contacto).

Para determinar el efecto de ambos oxidantes en el perfil de acidos grasos de V.
cholerae, en el presente estudio se consideraron valores de CT ya establecidos
previamente en trabajos realizados por el grupo de trabajo del Instituto de
Ingenieria, UNAM para la inactivacion de bacterias en estado VNC como
Helicobacter pylori y variantes cocoide y rugosa de V. cholerae (Atenguefio®s;

Pérez®; Luna’®; Orta et al’t; Yafiez et al.??).

Tratamiento con cloro

Soluciéon de NaClO y determinacién de la concentracion de cloro libre.

Se preparo una solucion de NaClO, para ello se colocaron 500 uL de una solucién
comercial de NaClO al 13%, a un matraz volumétrico de 250 mL y se aforé con agua

destilada.
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Para medir la concentracion de cloro libre de la solucién de NaClO, se colocaron 25
ML de la solucion de cloro en una celda para espectrofotometro HACH Pocket
Colorimeter™ [l, chlorine Cl2, se aforé a 10 mL y se adiciono reactivo de DPD (dietil-
p-fenilendiamina) para cloro libre, se midio la absorbancia a 530 nm y se calculo la

concentracion de cloro.
Proceso de tratamiento con cloro

Para evaluar el efecto del cloro en el perfil de 4cidos grasos de la bacteria V.
cholerae variantes lisa, rugosa y cocoide, se prepararon suspensiones bacterianas
de la siguiente manera: se verti6 una alicuota de 10 mL de una suspension
bacteriana con una densidad de 1.5x10° células/mL, en una botella de dilucién
conteniendo 86.4 mL de agua destilada estéril. Posteriormente se adiciond una
solucién de NaClO a una concentracién de 1 mg/L de cloro libre, dejando actuar por
3.5, 15 y 30 minutos considerando los valores de CT que se presentan en la tabla
2, una vez concluidos los tiempos de exposicién, la reaccion se detuvo adicionando

1 mL de tiosulfato de sodio comercial al 0.1N.

Tabla 2. CT para cada morfologia en el tratamiento de cloro

CT Tiempo (minutos) Concentracion
3.5 3.5 1 mg/L
15 15 1 mg/L
30 30 1 mg/L
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Tratamiento con o0zono

El método para el tratamiento con ozono se llevo a cabo en una unidad de oxidacion
conformada por un separador de aire (Airsep modelo AS-12, USA), un generador
de ozono Labo 76 (Emery Trailigaz, USA), como unidad de contacto gas-liquido se
tiene una columna de burbujeo de vidrio con una altura de dos metros y la corriente
producida de ozono fue enviada a una unidad de destruccion catalitica de ozono

para su liberacion segura al ambiente.

Produccién de ozono burbujeante y determinacién de la concentracién
de ozono en liquido.

Para la produccion de ozono se aplicé una corriente eléctrica de 0.7 Ay un flujo de
gas ozono de 1 L/min y para determinar la concentracion de ozono burbujeante, se
colocaron 10 mL de solucién indigo Il (Anexo A) y 10 mL de solucion de ozono
burbujeante en un matraz volumétrico de 100 mL y se aforé con agua destilada, se
tomaron 10 mL de esta solucibn y se colocaron en una celda para el
espectrofotometro HACH DR3900, se midi6 a 600 nm, que fue previamente
calibrado a cero con agua destilada y como blanco una solucion de 10 mL de
solucion indigo Il aforado a 100 mL con agua destilada. Se calcul6 la concentracion

de ozono en el agua mediante la siguiente ecuacion:

(A, — A,,)x100

Cr =
" T T 042(n)C

Donde:

Cr: Concentracion del ozono (mg/L)

Ap: Absorbancia del blanco

Am: Absorbancia de la muestra

0.42: Factor de sensibilidad del 20000/cm para el cambio de absorbancia (600nm) por mol
de ozono afadido

Vm: Volumen de la muestra (mL)
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C: Recorrido de la celda, 2.54 cm
Las condiciones para producir el ozono liquido anteriormente mencionadas, nos da como
resultado una concentracion de 4 mg/L de ozono

Proceso de tratamiento con ozono

Para el tratamiento con ozono, se vertié una alicuota de 10 mL de la suspension de
V. cholerae con densidad 1.5 x 10° células/mL en una botella de dilucién con 65 mL
de agua destilada estéril, posteriormente se colocaron 25 mL de ozono liquido para
obtener 1 mg/L de ozono de acuerdo, se dejo actuar por 1.5, 7.5 y 18 minutos para
cumplir con los valores CT de la tabla 3. Al terminar el tiempo de contacto para cada
CT, se coloc6 1 mL de tiosulfato de sodio comercial al 0.1N para detener la

reaccion.

Tabla 3. CT para cada morfologia en el tratamiento con 0zono

CT Tiempo (minutos) Concentracién
1.5 1.5 1 mg/L
7.5 7.5 1 mg/L
18 18 1 mg/L

Previo a los tratamientos y después de aplicar cloro y ozono se llevd a cabo la
determinacién de los perfiles de acidos grasos siguiendo el método establecido por

el Sistema de Identificacién Microbiana Sherlock (MIS)

Determinacion del perfil de acidos grasos bacterianos

El Sistema de Identificacion Microbiana Sherlock (MIS), desarrollado vy
comercializado por MIDI, Inc., analiza e identifica microorganismos aislados en
cultivos puros en medios artificiales (Figura 10). Sherlock utiliza un procedimiento

de preparacion de muestras y aplica una técnica analitica de cromatografia de
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gases (GC) para producir perfiles de composicion de ésteres metilicos de acidos
grasos microbianos extraidos (FAME, Fatty Acid Methyl Ester). Esta técnica es
utilizada para biomasa que se obtiene a partir de cultivos bacterianos en agar. Por
la naturaleza de la biomasa que se obtiene después de los procesos de tratamiento
con cloro y ozono fue necesario adecuar la técnica, es por ello por lo que se utilizé

la técnica MIDI-Sherlock Note #101 con algunas modificaciones.*®

Cultivo Saponificaciér Extraccion . Obtencidn del perfil
Andlisi -EM FAME L
v Metilacién  y Lavado alisis CG S de &cidos grasos

Figura 10. Proceso general de la técnica MIDI-Sherlock.

Obtencién de la biomasa de V. cholerae antes del tratamiento con cloro
y 0zono

Cultivo de muestra control de V. cholerae lisa y rugosa (sin
tratamiento)

Se sembr6 de forma masiva en agar TSA V. cholerae (lisa 0 rugosa) y se dejo
incubar a 28 + 1°C por 24h, de este cultivo se tomaron 70 mg de muestra en un tubo
de cultivo de 13x100 mm previamente enjuagado con hexano. Cabe hacer mencién
gue la metodologia indica 40 mg, no obstante, al realizar pruebas para el montaje
de la metodologia se obtenian perfiles de acidos grasos con picos poco definidos,
aun concentrando la muestra por evaporacién con nitrdgeno gas, por lo que se

decidi6 aumentar la cantidad de biomasa.
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Cultivo de V. cholerae cocoide (sin tratamiento)

El cultivo inducido de V. cholerae cocoide en ASW se centrifugd a 4000 rpm durante
20 minutos y se desecho el sobrenadante, se realizdé un lavado con SSI estéril al

pellet obtenido.

Se colocaron 200 mg de V. cholerae cocoide en un tubo de cultivo de 13x100 mm
previamente enjuagado con hexano. Es preciso hacer notar que para éste caso
fueron necesarios 200 mg de biomasa, y que con menos cantidad no fue posible

obtener picos definidos en el cromatograma.

Obtencién de la biomasa de V. cholerae (lisa, rugosa y cocoide)
después del tratamiento con cloro y ozono

La suspension obtenida después del tratamiento con cloro u ozono se centrifugé a
4500 rpm durante 20 minutos y se deseché el sobrenadante, se realizaron dos

lavados con SSI estéril al pellet obtenido.

Se colocaron 200 mg de V. cholerae en un tubo de cultivo de 13x100 mm

previamente enjuagado con hexano.

Saponificacion

A cada tubo con muestra se le colocé 1 mL del reactivo 1 (Anexo A). Se sellaron
perfectamente con cinta teflon. Se agitaron vigorosamente con un vortex durante 5
a 10 segundos y se colocaron en un bafio de agua a 100°C durante 5 minutos.
Posteriormente, se volvieron a agitar durante 5 a 10 segundos y se regresaron al

bafio de agua a 100°C durante 25 minutos.
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Metilacion

Los tubos se dejaron enfriar y se agregaron 2 mL del reactivo 2 (Anexo A). Se
sellaron perfectamente con cinta teflon. Se agitaron en vortex durante 5 a 10

segundos y se colocaron en bafio de agua por 10 +/- 1 minutos a 80 +/- 1°C.

Extraccion de los ésteres metilicos

Los tubos se dejaron enfriar y se les adiciono 1.25 mL del reactivo 3 (Anexo A). Se
pusieron en un rotador clinico por 20 minutos y posteriormente se desechd la fase
acuosa del fondo; la capa superior (fase organica) donde se encuentran los ésteres

metilicos se conservo en el tubo.

Lavado

Para el lavado, se adicionaron 3 mL del reactivo 4 (Anexo A) a la fase organica y se
colocaron en el rotador clinico durante 10 minutos. Posteriormente, se recuperaron

2/3 de la fase orgéanica (capa superior) y se colocaron en viales de vidrio de 2 mL.

Anélisis cromatografico

A la fase organica que contiene los acidos grasos esterificados se agregaron granos
de sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua de la muestra. Posteriormente se
evaporo a 20 yL con nitrégeno gas, a partir de los cuales se tomaron 2 L y se
inyectaron usando una micro jeringa Hamilton en un cromatégrafo de gases Agilent
Technologies 6890 acoplado a un espectrémetro de masas Agilent Technologies
5973. Para la separacion de los acidos grasos se utilizé una columna DB-5ms de
silice fundido con una longitud de 30 metros, un didmetro interno de 0.25 mm y un

espesor de 0.25 ym; como gas acarreador se utilizé helio con 99.9995% de pureza.

62



METODOLOGIA

El programa de temperaturas para la separacion de los analitos en la columna fue:
temperatura inicial de 150°C con una rampa de 4°C/minuto hasta alcanzar 250°C (5
min), después del analisis la temperatura se increment6 hasta 300°C durante 5
minutos para limpiar la columna, la temperatura del inyector fue de 250°C. El

detector de masas (espectrofotdmetro de masas) se operé a 280°C.

Para la operacion del GC/MS se utilizé una estacion de trabajo que cuenta con la
instalacion del GC/MSD ChemsStation Software especializado el cual incluye la
biblioteca NIST para la identificacion de los analitos. Dicha identificacion también
estuvo soportada por la inyeccion de un estandar de acidos grasos volatiles FAME
(Fatty Acid Methyl Ester) con 26 ésteres metilicos en metil-caproato para la
identificacion de bacterias SUPELCO 4-7080. El estandar se analizd bajo las
mismas condiciones de las muestras y ayudd principalmente en establecer los

tiempos de retencién de los acidos grasos de las muestras.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Para determinar los cambios en el perfil de acidos grasos de la bacteria V. cholerae,
por efecto del tratamiento con cloro y ozono, fue necesario llevar a cabo la induccién
a las morfologias rugosa y cocoide a partir de una cepa lisa. Se sabe que V. cholerae
en respuesta a tensiones medioambientales tiene la capacidad de desarrollar
variantes de resistencia al ambiente como las cepas rugosas y el estado VNC
(células cocoides), ambas con capacidad de formar biopelicula. Para el desarrollo
de éstas cepas de resistencia intervienen factores estructurales vy fisiologicos, que
funcionan tanto a nivel extracelular como intracelular, incluyendo el funcionamiento
y comportamiento de la pared y la membrana celular (formada mayoritariamente por

fosfolipidos).7®-8!

En éste contexto, resulta relevante determinar si componentes vitales como los
acidos grasos, presentan cambios por accion del cloro y el ozono en las variantes

rugosa y cocoide reportadas como resistentes en el ambiente.
Induccién a V. cholerae morfologia rugosa

Con el fin de estresar a la bacteria y llevarla a un estado de resistencia, se llevo a
cabo la induccion de la cepa V. cholerae rugosa exponiendo una cepa lisa en APA
al 1%, alternando el sembrado con agar BHI. Después de 15 dias se observo una
nata densa de color amarillento en APA 1%, en BHI se observaron colonias blancas
opacas de borde irregular, con pliegues rugosos sobre la superficie y de
consistencia mucosa (Figura 11). Posteriormente para confirmar la induccion del

fenotipo rugoso, se tomo una colonia del cultivo y se le adiciono una gota de solucion
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salina al 2%, agitando la lamina durante 2 minutos, se mostré presencia de grumos,

indicando que la cepa correspondia a la morfologia rugosa.?!

[l N
i Sl T L

Figura 11. Diferencias en los fenotipos liso y rugoso de V. cholerae. a) V. cholerae
rugosa en agar TSA a 37°C durante 24 h; b) V. cholerae lisa en agar TSA a 37°C
durante 24 h
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Los resultados de la induccién son consistentes con varios autores que han
realizado la induccion de V. cholerae lisa a su fenotipo rugoso en condiciones
similares. Peréz® y Luna’® sometieron a la cepa V. cholerae lisa en APA al 1y 2%
de NaCl a 37°C, posteriormente realizaron la confirmacion con solucién salina al
2%. Suzarte et al.* colocaron a V. cholerae en agua peptona alcalina (1% NacCl, 1%
peptona, pH 8,5) a 37°C. Ledon et al.?* indujeron a V. cholerae en APA a 37°C con
sembrados alternos en agar LB, y Deliz et al.?® también utilizo APA a 37°C para

inducir al fenotipo rugoso, sin la utilizacion de NacCl.

Los dias de induccién en estos estudios fueron desde los 8 dias hasta los 30 dias,
el aspecto del fenotipo rugoso mostro una forma irregular opaca y un borde

ondulado.

Luna’ menciona que V. cholerae es capaz de cambiar su morfologia de lisa a
rugosa con diferentes condiciones. Wai et al.® indujo V. cholerae a rugosa con
privacion de sales en medio M9 durante 2 meses a 16°C, posteriormente se sembro
en agar LB a 37°C vy, Yildiz et al.?’ lo realizaron limitando los nutrientes en medio
M9, suplementado con glucosa e incubado a 30°C por 20 dias. Ambos estudios se
realizaron con V. cholerae El Tor. De acuerdo con esto Nazar?® indico que la
formacion y estructura de un biofilm depende de las caracteristicas del sustrato al

cual se une y a otros aspectos del medio ambiente, asi cada biofilm es diferente.

Por su parte Ferndndez et al.?® en su ensayo mostraron la capacidad de
supervivencia de V. cholerae por periodos de tiempo prolongados en asociacion a
sustratos quitinosos y formacion de biofilms en un medio acuatico, contribuyendo
asi al conocimiento de las estrategias de supervivencia ambiental y posibles vias de
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transmision a los humanos de esta especie bacteriana de importancia para la salud

publica.

Como forma de supervivencia V. cholerae puede cambiar su fenotipo de colonias
lisas a rugosas manteniendo su virulencia, también exhibe una elevada resistencia

a agentes tales como el cloro.*

Induccion a V. cholerae morfologia cocoide

La induccion de V. cholerae lisa a la morfologia cocoide se realizé en agua de mar
artificial a 4°C, se monitoreo cada tercer dia con tincibn de Gram y microscopio
optico, con el fin de observar el proceso de transformacién de la bacteria y el periodo
de tiempo que tarda en cambiar la morfologia. Durante el monitoreo se observaron
5 etapas morfolégicas (Figura 12) de V. cholerae. El primer dia solamente se
observé la forma de bacilo, al dia 19 se encontr6 la forma de “U”, al dia 32 se
observé la forma de “U elongada”, al dia 49 se empez6 a apreciar forma de “anillo
y a los 72 dias se observo la transformacién a coco de un 90 a 95% de las células.
Se realiz6 verificacion de prueba de cultivo en TSA, observando a los ~63 dias que

la bacteria no crecia en el medio.
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Figura 12. Proceso de induccion de V. cholerae al cocoide monitoreado con tincion
Gram en microscopio éptico con objetivo 100X. Morfologia microscopica a) bacilo,
b) forma de “U”, c) forma de “U” elongada, d) forma de anillo y e) coco.

Diversos autores han observado el comportamiento de la induccion de la bacteria a
la morfologia cocoide en déficit de nutrientes en agua de mar artificial variando las
proporciones de las sales y a las temperaturas, Ravel et al.®, Krebs et al®®, Baker
et al.?%, Casasola®’ y Atenguefio® fueron los que indujeron en menor tiempo al
fenotipo cocoide de los 6 dias a los 32 dias; en cambio Peréz®, Luna’®, Grim et

al.?°, Casasola®’ y Sung et al.°! indujeron en mayor tiempo a la bacteria de los 40

hasta los 102 dias.

Por otro lado, Deliz et al.?® realizé la induccién a la morfologia cocoide de V.

cholerae con agua de mar artificial suplementada con exoesqueleto y agua de
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manantial con déficit de nutrientes, incubandose a 30°C durante 90 dias, mostrando
un estado VNC en las dos condiciones, pero induciéndose mas rapido la de agua

de manantial ya que estuvo en déficit de nutrientes.

Casasola®’ y otros autores®®7% observaron las cinco fases de cambio morfol6gico en
V. cholerae a nivel microscépico, después de la forma de bacilo inicia la forma de u
y terminando en forma de coco. La morfologia cocoide también considerado estado
VNC, por lo que Casasola®’ y otros autores®®"Crealizaron verificacién de perdida de
cultivo durante su induccion observando la disminucion del crecimiento en la
bacteria. Casasola®’ indico que al tomar en la fase logaritmica el cultivo liso, la
induccion del estado VNC se da entre los 8 a los 15 dias, a comparacion de la fase
estacionaria la cual tarda entre 20 a 60 dias en perder la capacidad de cultivo, y que

la composicion del agua de mar artificial no afecta el tiempo de induccion.

Para ejemplificar de manera mas detallada las etapas de conversion de una forma
bacilar de las células a una cocoide, en la figura 13 se muestran imagenes de

microscopia electronica de la bacteria Helicobacter pylori publicadas por Orta et al.”?
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Figura 13. Micrografias electronicas de la transformacion morfolégica de H. pylori
en solucion acuosa. Bacilar (A), forma de U (B); forma de anillo (C); y forma de
coco (D).

V. cholerae ante condiciones ambientales de estrés, que le impiden mantener el
crecimiento normal, puede entrar en un estado de dormancia conocido como VNC.
La escasa disponibilidad de nutrientes (inanicién) puede desencadenar esta
estrategia de supervivencia. Las células de V. cholerae muestran un incremento en
su cantidad y una disminucién del volumen (lo que se traduce en un cambio en su
morfologia microscépica de células vibrioides a células cocoides) en una solucion
basal de sales o un filtrado de agua de mar, de aqui se deduce gue el cambio en la
morfologia microscopica y los demas cambios se producen cuando hay un
decremento o privacion de nutrientes. En esta condicién fisiol6gica las bacterias
exhiben la funcién metabdlica detectable, pero no son cultivables por métodos de

cultivo convencionales. Esta imposibilidad de cultivo de las células de este
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microorganismo, que ha sido asociada con la capacidad de agregarse en
biopeliculas, incluso después de haber estado no cultivable durante més de un afio,
es un aspecto relevante en la ecologia de V. cholerae. Varios estudios han

mencionado su importancia en las epidemias estacionales de célera.?32°

Con el estudio de los acidos grasos celulares no Unicamente se pueden identificar
especies, géneros o comunidades de microorganismos, ademas se puede conocer
el estado en el que se encuentran los microorganismos.®® Algunos autores
describieron que se producen cambios en los acidos grasos fosfolipidicos
dependiendo del estado metabdlico en el que se encuentren los microorganismos.
Es decir, se ha reportado que los acidos grasos fosfolipidicos de los
microorganismos cambian bajo la influencia de algun factor estresante como la falta

de agua (desecacién)’® o cambios de temperatura, etc.’4’®

Perfil de 4cidos grasos de las tres morfologias de V. cholerae

Con la finalidad de conocer las variaciones en el perfil de acidos grasos de los
diferentes fenotipos estudiados de V. cholerae, se obtuvo el cromatograma del perfil

de acidos grasos mediante GC/MS.

El perfil de &cidos grasos obtenido de V. cholerae lisa se comparé con los obtenidos
en la literatura®2®, ademas de apoyar su identificaciéon con la biblioteca NIST
usando el GC/MSD ChemStation Software especializado y comparando los tiempos
de retencion de cada éster metilico con el estandar FAME (Fatty Acid Methyl Ester

con 26 ésteres metilicos SUPELCO 4-7080).
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En la figura 14 se muestran los perfiles del fenotipo liso, rugoso y cocoide de V.
cholerae, se puede observar que la abundancia de los de acidos grasos entre los
tres perfiles fue proporcional. No obstante, a que los perfiles de ésteres metilicos
son similares en las tres morfologias, se observé que para V. cholerae variante
rugosa hay un incremento en la abundancia de los &cidos grasos en relacion con la
encontrada para la variante lisa. Respecto a la morfologia cocoide se observé
exactamente lo contrario, una disminucion considerable en la abundancia de los
acidos grasos comparada con la variante lisa; incluso para los &cidos
pentadecanoico, heptadecenoico y el heptadecanoico, la abundancia solo fue

encontrada a nivel de trazas (Tabla 4).
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Figura 14. Porcentaje de acidos grasos de V. cholerae variantes lisa, rugosa y
cocoide
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De acuerdo con lo revisado en la bibliografia, tales variaciones pueden deberse a
las condiciones del cultivo. Para la variante lisa las condiciones de cultivo fueron
como se realizan comunmente, es decir en placa de agar con colonias cremosas de
tamafio homogéneo. Mientras que para la variante rugosa se tienen colonias
rugosas pegajosas con abundante cantidad de moco, el cual esta reportado como
excrecion de exopolisacéridos. Y para la variante cocoide, no se tiene realmente un
cultivo ya que son no cultivables, lo que se tiene es una suspension bacteriana en
la cual el tamafio de células se reduce considerablemente en relacion con las
células en cultivo en placa de agar. Con relacién a ello, en la tabla 4 se presentan

los porcentajes calculados para las abundancias de cada variante de V. cholerae.

Tabla 4. Porcentaje de ésteres metilicos de los &cidos grasos para V. cholerae
variantes lisa, rugosa y cocoide

ACIDOS GRASOS (%)

e e . -
S o o 3 < 4 o \—| o \—| o
T < To) T < - © N~ N~ [ee] [ee]
o (@] O oh bR - O O O O O
© o
O O
Lisa 220 6.1 0.8 20.0 186 140 8.2 0.7 0.5 7.7 1.2
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Los &cidos grasos que mas abundan en V. cholerae en sus tres morfologias de
mayor a menor respectivamente son: el 3-hydroxydodecanoico, el 3-

hydroxytetradecanoico, el cis-9-hexadecenoico y el cis-11-hexadecenoico. El
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aumento que presento la morfologia rugosa de éstos acidos grasos en relacion a la
variante lisas fue de 133%, 113%, 58% y 54% respectivamente. Para la morfologia
cocoide, aunque son los acidos con mayor proporcion en su perfil, la abundancia es
menor que en la variante lisa, teniendo una disminucion del 69%, 91%, 85% y 81%
respectivamente. Asi mismo los acidos grasos menos abundantes en general en los
perfiles de acidos grasos de las tres variantes son el &cido el pentadecanoico, el
heptadecenoico y el heptadecanoico. Los cuales sufren un incremento en la variante
rugosa cuantificado en 200%, 356% y 250% respectivamente. Al ser éstos acidos
grasos los menos abundantes en el perfil, se observd que en la morfologia cocoide
sOlo se cuantifican a nivel de trazas o incluso no fueron detectados en el perfil

(Tablas 4y 5).

Tabla 5. Aumento y/o disminucion de la abundancia en porcentaje de cada acido
graso de las morfologias rugosa y cocoide teniendo como referencia la abundancia
de la variante lisa de V. cholerae.

ACIDOS GRASOS (%)

C 3-OH 12:0
C 14:0
C 15:0
C 3-OH 14:0
C16:1A9
C 16:1A11
C 16:0
cir:1
C 17:0
ci1s:1
C 18:0

MORFOLOGIA

Rugosa +133 +140  +200  +113 +58 +54 +108 +356  +250 +105  +191

Cocoide -69 -73 -99.9 -91 -85 -81 -41 -99.9 -99.9 -92 -52

Lo reportado en la bibliografia respecto a los perfiles de acidos grasos de V.
cholerae en sus diferentes variantes indica los siguiente, los datos de Urdaci et al.%

y Lambert et al.®® revelan que el acido que se encuentra en mayor cantidad en la
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morfologia lisa es el hexadecenoico. No obstante, en el presente estudio se
encontré que los &cidos grasos mas abundantes en la morfologia lisa con un
porcentaje  similar fueron el 3-hydroxydodecanoico (22.8%), el 3-
hydroxytetradecanoico (20.0%), el cis-9-hexadecenoico (18.6%). Dichos
porcentajes, se mantuvieron en proporcién para las morfologias rugosa y cocoide.
Al respecto MIDI-Sherlock, indica que la forma de cultivo produce una variacion en
la abundancia del perfil de &cidos grasos de las bacterias, ya que modifican sus
acidos grasos para que su membrana y pared celular tengan fluidez para moverse,*
completando Cho et al.3* comenta que la concordancia en la naturaleza de los
principales &cidos grasos de cada bacteria, existen diferencias cuantitativas y
cualitativas en la composicion y esto quizas no sea sorprendente teniendo en cuenta
el marcado efecto que las condiciones culturales pueden tener sobre la composicion
lipidica. Lo relevante es que, aunque fue necesario realizar ciertas adaptaciones a
la metodologia publicada por MIDI-Sherlock los perfiles de las tres variantes fueron

cuantitativa y cualitativamente muy similares.

Al respecto otros autores como Cho et al.3* quien extrajo los lipidos especificamente
de la pared celular de las bacterias gramnegativas, indicé que el principal acido
graso es el acido hexadecanoico y los acidos ciclopropanos también constituyen a
la pared de las gramnegativas, pero no se logran identificar por la abundancia que
presenta dependiendo la bacteria. En el presente estudio para las variantes lisa y
cocoide de V. cholerae se encontraron trazas de ciclopropanos, cuya presencia no

mostrd constancia en los cromatogramas de las repeticiones que se realizaron, por
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lo que no se tomaron en cuentan para discernir las variaciones después de la

exposicion a cloro y ozono.

Por su parte y tomando en cuenta lo decisivo de las condiciones de cultivo en la
abundancia de los acidos grasos, Brian et al.*° compararon los perfiles de V.
cholerae entre el fenotipo rugoso y el liso, encontraron que la cepa rugosa contenia
en mayor abundancia el acido tetradecanoico y menos abundancia del trans-9,12-
octadecenoico & cis-11-octadecenoico. En la cepa lisa, el &cido iso-hexadecenoico
promedié 0.9%, la mayor cantidad de acidos grasos en ambas cepas fue el
hexadecenoico, seguido por el hexadecanoico y luego por octadecenoato. Gucker
et al.”® observé en los 0 y 7 dias una disminucién en los acidos grasos insaturados
y un aumento en los acidos grasos saturados y ramificados, discierno que puede
deberse a las altas tasas de renovacion de acidos grasos cis-monoenoicos de
fosfolipidos de membrana y a la disponibilidad de enzimas para el metabolismo de
estos isbmeros. Asimismo, Juntao et al.”” sometié a V. parahaemolyticus a estrés
por frio observando un aumento notable en los acidos grasos insaturados
octadecanoico y hexadecanoico y, una disminucion en hexadecenoico. Con relacion
a ello, las variaciones en la abundancia de los acidos grasos, presentadas para las
morfologias resistentes rugosa y cocoide de V. cholerae respecto a la morfologia
lisa, pueden deberse a las estrategias que la bacteria desarrolla para adaptarse a
las condiciones ambientales tales como fluctuaciones medioambientales de
humedad, temperatura y pH, al igual que concentrando nutrientes y facilitando la

eliminacion de desechos.?®
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De acuerdo con lo anterior, las condiciones de cultivo en este experimento fueron
diferentes a los ensayos realizados por estos autores, ya que el fenotipo cocoide
fue cultivado en agua de mar artificial a 4°C y el fenotipo rugoso en APA al 1% NacCl
a 37°C. En general se observo que la morfologia rugosa tiende a obtener mas
abundancia en sus &cidos grasos a comparacion de las morfologias cocoide y lisa
debido a la biofilm que presenta, ya que le proporciona una proteccion, ademas de
que los cambios que sufre la bacteria durante su induccion no implican condiciones,
conservando su capacidad de cultivo. En comparacién, la morfologia cocoide sufre
mayor efecto por el estado de inanicion y crecimiento al someterse a temperaturas
extremas de 4°C, produciendo alteraciones tanto en la membrana como en el
metabolismo propio para lograr su supervivencia ante factores estresantes. Las
bacterias presentan una alta capacidad adaptativa al medio donde se desarrollan,
lo que les permite ajustarse a condiciones adversas y garantizar asi su
supervivencia. Entre estos fendbmenos adaptativos se destaca la resistencia a los
desinfectantes.®® Para evaluar el efecto del cloro y el ozono en las morfologias
resistentes rugosay cocoide comparadas con la morfologia lisa (normal), los perfiles
de &cidos grasos obtenidos fueron utilizados como control, de tal manera que se
comparo tanto la variacion en el perfil como la variacion en la abundancia de cada

acido graso después de los tratamientos.

Efecto del cloro y el ozono en el perfil de acidos grasos de V. cholerae
variante lisa

La figura 15, ejemplifica el cambio en el perfil de acidos grasos de la variante lisa de
V. cholerae cuando fue sometida a los tratamientos con cloro (Figura 15a) y ozono

(Figura 15b). Cuando se aplicd cloro se observd una evidente disminucion en la
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abundancia de los &cidos grasos desde el CT 3.5 mg Cl2min/L, con excepcion del
acido hexadecanoico que aumentd un 59.1% respecto al control y el octadecanoico
que aumentd 4.4%. El mismo comportamiento se observo a los 15 y 30 minutos
aplicando 1 mg/L de Clz; si bien la disminucion en general de los &cidos grasos fue
mas evidente al incrementar el tiempo, hubo acidos grasos como el hexadecanoico
y hexadecenoico que fueron méas abundantes al minuto 30 que al 15. No obstante,
con el tiempo de exposicion de 30 minutos los acidos heptadecanoico,
pentadecanoico y heptadecenoico, ya no fueron observados en el cromatograma.
Respecto al tratamiento con ozono, se observé que no hay un comportamiento
homogéneo de incremento o disminucion en las abundancias de los &cidos grasos
con relacion a los tiempos de exposicién. Con el valor CT de 1.5 mg Os min/L se
observé una disminucién en los acidos grasos respecto al control, con excepcion de
3 acidos grasos que incrementaron su abundancia: hexadecanoico (27%),
heptadecenoico (130.1%) y heptadecanoico (185.7%). Con el valor CT de 7.5 mg
Os min/L hay un incremento en la abundancia de los &cidos grasos 3-
hydrohydodecanoico (12.5%), tetradecanoico (3.5%), pentadecanoico (197.8%),
cis-11-hexadecenoico (27.6%), hexadecanoico (132.6%) y el octadecanoico
(173.5%), mientras que los &cidos heptadecanoico y heptadecenoico ya no
estuvieron presentes. Con un CT de 18 mg Oz min/L se observé un incremento de
los acidos pentadecanoico (591.3%) y hexadecanoico (110%), mientras que los
acidos heptadecanoico y heptadecenoico ya no estuvieron presentes al igual que el

trans-9,12-octadecenoico & cis-11-octadecenoico (Tabla 6).
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Figura 15. Porcentaje de acidos grasos de V. cholerae lisa a) tratada con cloro, b)
tratada con ozono
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Tabla 6. Porcentaje del perfil de acidos grasos de V. cholerae lisa tratada con cloro
y 0zONno

ACIDOS GRASOS (%)

C 3-OH 12:0
C 14.0
C 15:0
C 3-OH 14:0
C 16:1A9
C 16:1A11
C 16:0
Cc17:1
c 170
c18:1
C 18:0

*S/T 220 61 08 200 186 140 82 0.7 0.5 7.7 1.2

35 30 47 02 24 56 47 131 0.3 0.3 3.0 1.3

o
§ = 15 1.3 10 0.2 06 7.0 34 41 05 0001 33 08
© g’ 30 06 18 0001 05 59 5.3 69 0.001 0.001 13 0.8
(Z) % 15 23 31 038 20 54 37 104 1.7 1.4 23 06
8 ~ 75 248 63 25 129 146 179 19.1 0.001 0.001 45 33
O

18 6.1 56 57 116 0.8 0.8 17.3 0.001 0.001 0.001 0.9

*S/T: Sin tratamiento

Conforme a lo revisado en la bibliografia, los desinfectantes en general causan
cambios significativos en la composicion lipidica de las células bacteriana, lo que
conduce a una mayor fluidez de las membranas celulares y a la pérdida de la
viabilidad de las bacterias. Kovalenco et al.#” investigé la composicién cuantitativa y
cualitativa de los lipidos de E. coli y Staphylococcus aureus después de la
exposicion a tres desinfectantes Barez (cloruro de benzalconio, nanoparticulas de
argentan), Biochlor (hipoclorito de sodio), Geocide (cloruro de benzalconio;
clorhidrato de guanida de polihexametileno, deltametrina). En ese trabajo se
identificd un mayor nivel de acidos grasos libres y diglicéridos. Al respecto en E. coli
el efecto del desinfectante Barez fue el aumento del nivel de &acidos libres y
diglicéridos en un 53% y 58%; mientras que los desinfectantes Biochlor y Geocide

provocaron un incremento de acidos grasos libres y diglicéridos en un 53%, 37% vy
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en un 113% y 23% respectivamente. Las células de S. aureus demostraron cambios

similares.

Por otra parte, Bisbiroulas et al.”® estudid las alteraciones de los lipidos de la
membrana celular de Listeria monocytogenes al someterse a un proceso de
adaptacion al desinfectante cloruro de benzalconio. Estos autores indicaron que
éste desinfectante provoc6 un aumento de los acidos grasos de cadena saturada,
principalmente del acido hexadecanoico y octadecanoico y acidos grasos
insaturados, principalmente el i-hexadecenoico y trans-9,12-octadecenoico & cis-
11-octadecenoico, asi como acidos grasos de cadena ramificada. También
encontraron una disminucién del fosforo lipidico. En ese estudio concluyeron que el
aumento en la abundancia de los acidos i-hexadecanoico y octadecanoico es
indicativo de una disminucion en la fluidez de la membrana. Por lo tanto, las
alteraciones en el perfil de 4cidos grasos de L. monocytogenes indica alteraciones
en la permeabilidad y fluidez de la membrana debido a las adaptaciones de la

bacteria a la exposicién con cloruro de benzalconio.

Por su parte Dubois et al.%” observaron modificaciones en el perfil de acidos grasos
y su tolerancia a los biocidas en Salmonella entérica con concentraciones
subletales, se determiné que los acidos grasos saturados e insaturados aumentaron
conforme aumentaba la cantidad de antimicrobiano, lo que se atribuyé a una
respuesta primaria de las bacterias para mantener la integridad y la funcionalidad

de la membrana.

De acuerdo con los reportes encontrados, el comportamiento que se observo en el
presente estudio tanto de incremento como de disminucion en la abundancia de
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diversos acidos grasos, cuando se expuso a la bacteria V. cholerae variante lisa a
cloro y ozono, es un indicativo claro de desbalance e inestabilidad de la membrana.
Al respecto Kovalenco et al.*” interpreta que éste comportamiento se debe a que la
membrana bacteriana tiene como principal componente a los fosfolipidos, los cuales
se redujeron produciendo un mayor contenido de diglicéridos y &cidos grasos libres.
Lo cual provocé posteriormente la separacion de los diglicéridos, promoviendo un
incremento de algunos &cidos grasos. No obstante, y debido a que algunos acidos
grasos presentan una disminucién en su abundancia éste mismo autor asevera que
no todos los fosfolipidos se comportaron de la misma forma. Esta situacion indica la
inestabilidad de la membrana bacteriana reduciendo la viabilidad de las bacterias.
Por otro lado, Dubois et al.®” y Bisbiroulas et al.”® mencionan que dichos cambios
en la abundancia de los acidos grasos por efecto de factores de estrés, tiene que

ver con la adaptacion de las células bacterianas al ambiente.

No se encontraron estudios similares al realizado en el presente estudio respecto a
los cambios quimicos por efecto del cloro y el ozono en la variante lisa de V.
cholerae. Los estudios encontrados con relacion al efecto de ambos desinfectantes
estan enfocados en la inactivacion de la bacteria. En ese sentido Leddn et al.?*
indicaron que después de un ensayo de susceptibilidad de V. cholerae lisa al cloro,
se demostrd que a los 5 minutos de ser tratado ya no mostraban células viables. Asi
también Luna’® observé que al minuto 3 de tener contacto con el cloro, la variante
lisa de V. cholerae tiene un porcentaje de inactivacién del 99%, y refiere que a partir
de los 15 minutos ya no se observa un incremento significativo en la inactivacion de

la bacteria. Este autor muestra micrografias electronicas en las que se observa un
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dafio estructural en la bacteria, presentando cavidades y vesiculas de la membrana
externa, estas Ultimas son estructuras membranosas que durante el crecimiento de
bacterias gramnegativas se liberan indicando una repuesta al estrés, lo que
representa fuga de material celular. Los tiempos de exposicion van aumentando de
tamafio las cavidades, pero también describe que entre mas tiempo de exposicion
tenga la bacteria con el cloro la bacteria tienda a cambiar fenotipicamente a cocoide.
Lo cual coincide con lo reportado por Chaiyanan et al.?® quien reporta que el cloro

puede inducir a la bacteria V. cholerae variante lisa a otros fenotipos.

En éste sentido, Pérez® observo la inactivacion de V. cholerae lisa con ozono, sus
resultados mostraron que desde el primer minuto hay una inactivacién del 99.986%,
mostrandose mayores porcentajes de inactivacion con ozono que los encontrados
por Luna’™ con cloro. Entre mas tiempo se expone a la bacteria con el ozono,
aumenta el porcentaje de inactivacién, ya que en el minuto 18 la inactivacién fue del
99.99999%. Este autor también presenta micrografias electronicas en las que se
observd un dafio en la estructura conforme aumentaba el tiempo de exposicién; al
igual que en el cloro muestra formacién de cavidades y vesiculas de membrana
externa. Al respecto Zhang et al.®®, quien estudi6 el efecto del ozono en P.
aeruginosa, reporta que la fuga de éste material (vesiculas de la membrana externa)
se debe a que en las bacterias gramnegativas las capas de lipoproteinas vy
lipopolisacéaridos son los primeros sitios de contacto con los desinfectantes, lo que
provoca un incremento en la permeabilidad de membrana citoplasmatica, llevando
a una lisis celular. También ese autor indica que los dobles enlaces de los

fosfolipidos insaturados de la envoltura celular son particularmente vulnerables al
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poder oxidante del ozono. Y aunque el enfoque del estudio publicado por Zhang et
al.®® no fue determinar los cambios especificamente de los &cidos grasos, sus
resultados sirven de soporte para la discusion del presente estudio, en relacién a
que los cambios observados en los perfiles de acidos grasos de la variante lisa de
V. cholerae por efecto del ozono, obedecen principalmente a la vulnerabilidad de

los fosfolipidos de la envoltura celular a éste desinfectante.

En éste contexto los resultados del presente estudio muestran que el aumento,
disminucién o ausencia de los acidos grasos por efecto de los desinfectantes indica
gue la membrana bacteriana esta presentando alteraciones. Esto se debe a la
oxidacion de los lipidos al tener contacto con sustancias oxidantes como el cloro u
ozono. Al respecto, Orta et al.2%° proponen que: 1) la membrana celular es el primer
sitio de ataque del ozono; 2) el ozono ataca a las glucoproteinas, los glucolipidos o
ciertos aminoacidos, y también actla sobre los grupos sulfhidrilo de ciertas enzimas;
3) el efecto del ozono empieza a hacerse evidente en la pared celular; 4) la célula
bacteriana comienza a descomponerse después de estar en contacto con el 0zono;
5) la membrana celular se perfora durante este proceso; y finalmente 6) la célula se
desintegra o sufre lisis celular. Asi la célula perdera sus funciones vitales y se

producira la muerte bacteriana.

Efecto del cloro y el ozono en el perfil de acidos grasos de V. cholerae
variante rugosa

La figura 16 ilustra los cambios en los perfiles de acidos grasos de la variante rugosa
de V. cholerae después de los tratamientos con cloro (Figura 15a) y ozono (Figura
15b). Los resultados obtenidos en los cromatogramas de los ésteres metilicos de

los acidos grasos mostraron que el cloro provoca una notable disminucion en la
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abundancia de acidos grasos de la V. cholerae variante rugosa, después de aplicar
las tres condiciones probadas: CT 3.5, 15 y 30 mg Cl2 min/L respecto al control.
Desde el CT 3.5 mg Cl2 min/L, se observé la ausencia del &acido C15:0
(pentadecanoico) (89%) en el perfil, mientras que a un CT de 15 mg Cl2 min/L
desaparecen tanto el &cido C15:0 (94.8%) como el C17:00 (heptadecanoico) (99%)
en el perfil y la disminucion del total de acidos grasos se hace mas evidente. No
obstante, con el mayor valor de CT probado, 30 mg Cl2> min/L, se observa un
incremento en la abundancia en los acidos grasos tretadecanoico (12.4%), cis-9-
hexadecenoico (6%), cis-11-hexadecenoico (12%), hexadecanoico (17.2%), trans-
9,12-octadecenoico & cis-11-octadecenoico (11.4%) y el octadecanoico (45%).
Respecto al 0zono, en la figura 15b se puede observar que éste tratamiento provoca
un comportamiento similar al que se present6 con el cloro para la variante rugosa
de V. cholerae. Se detecté que hay una disminucion en la abundancia de &cidos
grasos en comparacion con el control. A partir del CT 1.5 mg Osmin/L se detectaron
niveles traza del 4cido graso C15:0 (99.9%) y aplicando un CT de 7.5 mg Oz min/L
se determind que sélo se presentan niveles traza de los acidos grasos C15:0
(99.9%), C17:00 (99.9%) y C17:1 (heptadecanoico) (99.9%). Asimismo, se observo
que el acido 3-hidroxydodecanoico aumenta su abundancia aplicando valores de
CT de 7.5y 18 mg Osmin/L (6.3% y 1.5% respectivamente), incluso con el CT 18

mg O3z min/L también aumenta el acido octadecanoico (1.2%).
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Tabla 7. Porcentaje del perfil de acidos grasos de V. cholerae rugosa tratada con
cloro y ozono

ACIDOS GRASOS (%)

C 3-OH 12:0
C 14.0
C 15:0
C 3-OH 14:0
C 16:1A9
C 16:1A11
C 16:0
Cc17:1
c 170
C18:1
C 18:0

*S/T 252 7.2 1.2 209 144 106 8.4 1.7 0.9 77 1.7

35 33 10 01 1.8 11 11 15 0.7 0.2 09 1.0

0

§ —~ 15 03 04 01 03 10 09 12 02 01 09 04
i S/ 30 31 13 0001 13 18 22 26 0001 0001 1.8 1.1

0 % 15 18 16 0001 12 55 63 58 07 07 16 09

G F 75 33 08 0001 08 13 13 15 0001 0001 13 09

O

18 21 05 0001 0.7 038 0.8 09 0.001 0.001 10 1.0

*S/T: Sin tratamiento

Debido a que unicamente se encontraron referencias en la bibliografia donde se
evalla el efecto del ozono y del cloro en la inactivaciéon de V. cholerae variante
rugosa®-® pero no respecto a los cambios quimicos, no fue posible discutir con
base a lo publicado. No obstante, la discusién de los resultados obtenidos en el
presente estudio para los cambios quimicos en el perfil de acidos grasos por efecto
del cloro y el ozono en la variante rugosa de V. cholerae, se hace apoyandose en lo
encontrado para variantes lisas de diferentes bacterias, tal y como se discuti6 en el
aparatado anterior. La bibliografia ha indicado que la disminucién o aumento en la
abundancia, e incluso la ausencia de diferentes acidos grasos manifiesta una
inestabilidad de los componentes de la membrana, Kovalenco et al.*’ Dicha
inestabilidad esta dada principalmente en los fosfolipidos, la cual puede reflejarse

segun éste mismo autor, no solo en un aumento en la abundancia sino también en

87



RESULTADOS Y DISCUSION

una disminucion que incluso deriva en la no deteccién de uno u otro 4cido graso del
perfil, ya que los fosfolipidos presentan diferente comportamiento durante el
metabolismo y por ende cuando son sometidos a agentes externos como los
desinfectantes. No se conoce con certeza, pero la inestabilidad de los componentes
de los acidos grasos de la membrana bacteriana, puede provocar efectos adversos
en la viabilidad de las bacterias que estan tratando de adaptarse a las condiciones
de estrés ambiental, Dubois et al.°” y Bisbiroulas et al.”® De tal manera que los
cambios tan evidentes que se detectaron en los perfiles de los grasos de la variante
rugosa de V. cholerae pueden ser un indicativo, ya sea de un intento de adaptacion
a los agentes desinfectantes, o bien influir directamente en la viabilidad de las
células. Y de acuerdo con los cambios en el perfil de acidos grasos que se
observaron por accion del cloro y del ozono, es posible decir que el ozono provoco
mayor efecto ya que desde un valor CT de 1.5 mg Os min/L se observ6 una clara
disminucién en la abundancia de todos los acidos grasos del perfil de la bacteria V.

cholerae en su variante rugosa.

De acuerdo con Yildiz et al.?’, la morfologia rugosa de V. cholerae O1 El Tor esta
asociada con una elevada producciéon de EPS, los cuales promueven la formacion
de biofilm, a ésta peculiaridad se le atribuye la resistencia mostrada por la variante

rugosa, siendo un mecanismo de supervivencia y persistencia ambiental.*

También Suzarte et al.* en su ensayo de inducciéon de V. cholerae a la morfologia
rugosa, concluyeron que la produccion de EPS es importante para no ser
vulnerables a los cambios ambientales y a agentes como cloro y peréxido de

hidrogeno a comparacion a aquellos que son incapaces de producir EPS. Por otra
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parte, Ledén et al.?4, realizo un ensayo a cepas con biofilms, mostrando que esta
tiene una alta resistencia al cloro y se mantuvo constante la cantidad de células
viables en el tiempo de 5 a 30 min de contacto con el cloro. Fernandez et al.?®
comenta que la sobreproducciéon de EPS estabiliza la biofilm madura y le confiere
resistencia al estrés osmotico y oxidativo y agentes bactericidas. La expresion de
este gen y las propiedades fenotipicas y de supervivencia ambiental que éste le
confiere a V. cholerae tienen importancia critica en su ciclo de vida en el ambiente

y su potencial de transmisién y patogenicidad en los humanos.

Tachikawa et al.1%! sugiere que es dificil la penetracion del ozono a la biofilm, debido
a gue el ozono puede reaccionar con los constituyentes que componen a la biofilm,

y desacelerar la reaccién de inactivacion de la bacteria.

Por lo que, la morfologia rugosa de V. cholerae es un mecanismo de supervivencia
y persistencia ambiental. La formacion de biofilms es una estrategia adaptativa de
los microorganismos que permite incrementar sus posibilidades de supervivencia
en el medio ambiente y supone la aparicion de un nuevo concepto de “bacteria”
como organismo unicelular que puede ser capaz de formar estructuras complejas
con interrelaciones entre los individuos que estan proximas al comportamiento de
los organismos pluricelulares. Una consecuencia de la formacion de estas
estructuras es que los métodos habituales de control y eliminacién (desinfectantes,
antibioticos, etc.) de las formas libres (planctonicas) de las bacterias se muestran a

menudo ineficaces contra las bacterias del biofilm.2”

Se ha reportado que la morfologia rugosa tiende a formar biofilm que le confiere
resistencia en el ambiente; los resultados obtenidos en el presente estudio indican
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que ésta variante de la bacteria V. cholerae contiene mayor cantidad de acidos
grasos respecto a las variantes lisa y cocoide. De acuerdo con la bibliografia,
muchos microorganismos producen polisacaridos que son excretados al medio o
bien quedan adheridos a la célula en forma de capsula. De tal manera que el termino
exopolisacérido ha sido ampliamente utilizado para aquellos polisacaridos que se
localizan en la superficie externa de las células microbianas, los cuales se
encuentran unidos covalentemente a los fosfolipidos o a moléculas del lipido A de
la membrana celular. La produccion de EPS en las células microbianas esta
estrechamente relacionada con la actividad emulgente de diversas especies
microbianas, los cuales se caracterizan por presentar una parte hidrofilica y una
parte no polar hidrofébica constituida por acidos grasos saturados e insaturados.%?
Con éste fundamento, y considerando que de las tres variantes de la bacteria V.
cholerae la rugosa es la que presenta mayor abundancia de &cidos grasos, la
marcada disminucion de éstos cuando se aplicaron los tratamientos con ozono y

cloro; indica que los oxidantes actuaron directamente en éstas biomoléculas.

La importancia en la disminucion de la abundancia de los acidos grasos radica en
gue los oxidantes utilizados promueven la eliminacion de la capa de EPS que le
confieren resistencia a la bacteria. Por lo tanto, con la informacion obtenida en el
presente estudio se comprueba que tanto el cloro como el ozono contribuyen a la
erradicacion de la bacteria al eliminar los EPS de la variante rugosa y hacerla mas
vulnerable a los oxidantes. Los resultados de la tabla 7 indican que el ozono actda

con mayor eficacia que el cloro en la disminucién de la abundancia de los acidos
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grasos, ya que tres de los acidos grasos no fueron detectados o fueron detectados

en cantidades traza.

Efecto del cloro y el ozono en el perfil de acidos grasos de V. cholerae
variante cocoide

En la figura 17 se representan las abundancias de los acidos grasos que conforman

el perfil de la variante cocoide de V. cholerae cuando fue sometida a tratamientos

con cloro.
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Figura 17. Porcentaje de acidos grasos de V. cholerae cocoide tratada con cloro y
con 0zono

Cabe hacer mencion que para ésta variante en particular tanto la induccién como la
recuperacion de la biomasa fue particularmente complicada, ya que fue necesario
un periodo entre 60 y 80 dias para obtener células cocoides. Asi mismo, y debido a
que al transformarse en coco las células disminuyen su tamario, se requirié de una

gran cantidad de cultivos para lograr obtener la cantidad de biomasa que permitiera
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llevar a cabo el proceso de extraccion de los acidos grasos. De tal manera que se
decidio probar soélo un valor CT para cada oxidante, CT de 15 mg CL2min/L 'y CT
de 7.5 mg Os min/L, la seleccion se determin6 en funcion de los ensayos
previamente realizados y reportados por Luna’® y Pérez®°, quienes obtuvieron que
con estos valores de CT de cloro y ozono respectivamente son los que presentan

mayor cambio en la estructura bacteriana de V. cholerae cocoide.

Tabla 8. Porcentaje del perfil de acidos grasos de V. cholerae variante cocoide
tratada con cloro y ozono.

ACIDOS GRASOS

C 16:1A9

C 3-OH 12:0
C 14.0
C 15:0

C 3-OH 14:0

C 16:1A11
C 16:0
cir:1
c17:.0
c18:1
C 18:0

*SIT 31.3 7.5 0.001 8.6 127 122 223 0.001 0.001 2.7 2.7

o
% = 15 36.3 16 0.001 175 294 279 320 0.001 0.0010 10.7 9.9
3 £
®)
[a
o
% = 7.5 115 8.1 0.001 55 25 001 96 0001 0.001 20 2.6
N
@]

*S/T: Sin tratamiento

En la muestra tratada con cloro se observé un marcado aumento en la abundancia
de &cidos grasos, comparandolo con la muestra de ozono que solo se aumenta el
acido tetradecanoico (7.7%) y, desapareciendo el acido cis-11-hexadecenoico. De
acuerdo con lo consultado en la bibliografia Bisbiroulas et al.”®; Dubois et al.?’;

Kovalenco et al.*” y tal y como se discutié para las variantes lisa y rugosa, la
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exposicion de las células bacterianas a los desinfectantes provoca alteraciones en
los lipidos de la membrana celular aumentando o disminuyendo la abundancia de
los &cidos grasos de cadenas saturada e insaturada. A decir de éstos autores, las
variaciones en el perfil de &cidos grasos de una célula bacteriana indica alteraciones
en la permeabilidad y fluidez de la membrana debido a las adaptaciones de la
bacteria a la exposicion de los desinfectantes. Aunque no se encontraron reportes
sobre la aplicacion del cloro y el ozono, lo que se observa a partir de los resultados
obtenidos en el presente estudio, es que tanto ambos desinfectantes causan
variaciones en el perfil de acidos grasos de la variante cocoide de V. cholerae, lo
que contribuye a una inestabilidad de la célula y en consecuencia a su inactivacion.
Con la informacion obtenida no es posible determinar cuél de los dos oxidantes

contribuyen en mayor o menor medida a la inactivacion de ésta variante.

Al igual que para las morfologias lisa y rugosa, s6lo se encontraron reportes
dirigidos a la inactivacion de la bacteria. Al respecto, Atenguefio® indica que a partir
del minuto 15 se aprecia una inactivacion del 99%, a una concentracion de 1mg/L
de cloro. Luna’® sometié a V. cholerae cocoide a cloro en las micrografias en el
minuto 3 las células muestran una deformacién, pero sin presentar dafio a la
estructura, hasta el minuto 3.5 es cuando apenas se puede apreciar una cavidad y
vesicula como parte de dafio estructural en la bacteria, hasta el minuto 15 se
muestra un dafio mas severo a la célula, presentando ademas hundimiento. Indica
que, presentando fuga de material celular, no se observa la destruccion total de la
célula. Chaiyanan et al.®® menciona que V. cholerae puede conservar ciertas

propiedades viables cuando esta sometida a cloracion, durante un afio.
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En relacién con el ozono, Pérez® indica que aplicando ozono al 1mg/L en el primer
minuto se produce un 98% de inactivacion, en los 7.5 minutos ya se tiene un 99%
de inactivacion bacteriana, en sus micrografias se observan destruccion del fenotipo
cocoide principalmente por la lisis celular al presentar dafios en la membrana
externa de la bacteria. Debido a que el ozono es un agente altamente oxidante y al
primer contacto con la membrana provoca lisis celular, permitiendo la expulsion del
material celular al medio exterior, teniendo como principal mecanismo de accion la

lisis celular.58

De acuerdo con lo encontrado en la bibliografia, las cantidades traza encontradas
después de los tratamientos con cloro y ozono para la variante cocoide, pueden
indicar que, durante la pérdida de fosfolipidos inducida por el estado de inanicién de
ésta variante, la capacidad de sintetizar acidos o modificar los acidos se da como
un mecanismo de supervivencia que ayuda a mantener una membrana funcional
(aunque estructuralmente alterada) durante la inaniciébn. Ademas, una relacion de
acidos grasos trans/cis significativamente mayor que la informada para la mayoria
de los cultivos bacterianos y muestras ambientales puede usarse como un indice

de lipidos de estrés o de inanicién. 6

La modificacion de la composicion lipidica de las membranas es claramente un
mecanismo de adaptacion bacteriano importante, ya sea para mantenerse en un
ambiente estresante’® o que afecten de tal manera la permeabilidad e inestabilidad
de la membrana que lleve a su inactivacién. Esto, basandose en el hecho de que
los fosfolipidos son componentes principales de las membranas celulares que

definen sus propiedades fisicoquimicas, la permeabilidad de las particulas de bajo
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peso molecular, la actividad de las enzimas unidas a la membrana y la sefializacion
celular.4” También el ADN bacteriano estd conectado a la membrana celular
bacteriana y que, por lo tanto, el crecimiento de la célula bacteriana (sintesis

primaria y replicacion del ADN) depende de la condicién de la misma.

Lo observado a partir de los datos obtenidos en el presente estudio indicaron que
tanto el cloro como el ozono afectan directamente la inestabilidad de la membrana
de las variantes resistentes rugosa y cocoide de la bacteria V. cholerae. Los
resultados conseguidos aportan informacion relevante respecto a la manera en
como los oxidantes probados contribuyen a la erradicacion de la bacteria en el
ambiente, ya que, aunque no se observen cambios estructurales por ejemplo para
la variante rugosa, tal y como se reporta en estudios anteriores Luna’® y Pérez®°, la

inestabilidad de la membrana lleva a la muerte celular.
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CONCLUSIONES

La induccion de variantes rugosa y cocoide a partir de una cepa V. cholerae
variante lisa, se realiz6 exitosamente a los 15y 72 dias respectivamente, bajo
factores estresantes como el déficit de nutrientes y variacion de
temperaturas, que son los factores a los cuales estan sometidas las células
en el ambiente.

Las adecuaciones realizadas en la metodologia MIDI-Sherlock #Note 101,
permitieron determinar apropiadamente los perfiles de acidos grasos de V.
cholerae variantes rugosa y cocoide antes y después del tratamiento con

cloro y ozono.

La modificacion de la composicion lipidica de las membranas en las
morfologias lisa, rugosa y cocoide de la bacteria V. cholerae, sometidas a
desinfectantes como el cloro y el ozono, es claramente un mecanismo de
adaptacion bacteriano importante, ya sea para mantenerse en un ambiente
estresante o que afecten de tal manera la permeabilidad e inestabilidad de la

membrana que la lleve a su inactivacion.

Debido a que tanto un aumento como una disminucion en la abundancia de
los acidos grasos provocan inestabilidad y permeabilidad en la membrana,
con los datos obtenidos no es posible inferir cual de los dos oxidantes
probados, cloro u ozono, afectan en mayor o menor medida la viabilidad de
las células. No obstante, los datos bibliograficos indican que el ozono ha sido

mas efectivo para la inactivacion de estas variantes.
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ANEXOS

Anexo A

Preparacion de solucion indigo

Solucion madre de indigo

En un matraz aforado de 1L, agregar 500mL de agua destilada, agregar 1 mL de acido
fosforico concentrado y afiadir con agitacion, 770 mg de trisulfonato potasico de indigo,
aforar con agua destilada. La solucion madre es estable por cuatro meses almacenado en

un frasco ambar.
Reactivo Il

En un matraz aforado de 1L, afiadir 100mL de solucién madre, 10g de fosfato monobésico
de sodio y 7mL de &cido fosférico concentrado. Diluir hasta el aforo (almacenar en frasco

ambar).

Preparacion de soluciones para FAMEs

Se requieren cuatro reactivos para saponificar, esterificar, extraer y lavar con base en el

extracto de acido graso.

Reactivo 1
45 g NaOH + 150 mL de Metanol + 150 mL de agua destilada
Reactivo 2
325 mL de HCI 6N certificado + 275 mL de Metanol
Reactivo 3
200 mL de Hexano + 200 mL de Metil-terbutil-éter
Reactivo 4

10.8 g de NaOH + 900 mL de agua destilada
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