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Resumen

Hoy en dia cobra relevancia la percepcion social de los riesgos microbiolégicos ya que tiene
un papel importante que va desde la gestion y las estrategias de comunicacion de riesgos
hasta la respuesta a las emergencias sanitarias. Puesto que al medir esta percepcion se
identifica si la poblacién se considera realmente expuesta a un peligro y determina su
comportamiento ya que si la poblacion no considera riesgoso un comportamiento o un
acontecimiento no se prepara o actla en consecuencia, para minimizar sus efectos, tal
como se vio al inicio de la pandemia con las personas que eran escépticos la existencia de
la enfermedad COVID-19.

En este caso, el enfoque fue sobre las bacterias patégenas capaces de ingresar al estado
VBNC, por sus siglas eninglés (Viable but nonculturable), el cuales una estrategia de
supervivencia que usan los microorganismos ante condiciones ambientales estresantes
como altos o bajos niveles de pH, exposicién a luz UV, metales pesados o conservadores

de alimentos, desinfectantes, productos de limpieza, sales inorganicas y otros.

Durante el estado VBNC las bacterias son incapaces de formar colonias en medios de
cultivo rutinarios, causando su subestimacién en diferentes matrices, ademas, al recuperar
las condiciones favorables tienen la capacidad de resucitar a un estado cultivable
recuperando la capacidad de cultivo y volviendo a la normalidad los procesos fisiologicos y
metabdlicos. Sin  embargo, solopueden resucitardentro de un periodode
tiempo especifico segun caracteristicas de la bacteria, las condiciones que indujeron el

estado VBNC y las condiciones de resucitacion.

Las caracteristicas de las bacterias VBNC en campos de salud publicalas incluyen
comoriesgos para la salud humana, puesto que se les asocia con enfermedades
transmitidas por agua, bebidas y alimentos, ya sean desinfectados, procesados o frescos;
lo cual hace importante conocer la percepcion de riesgo de la poblacion para entender como

identifica el peligro al que estan expuestos.

Para recabar estos datos y debido a que no existia ninguin cuestionario existente sobre la
percepcién de riesgo por exposicion a bacterias en estado VBNC esta investigacion tuvo el

objetivo de disefiar y validar un cuestionario para analizar la percepcion de riesgo, en



personas mayores de 18 afos, por exposicion a bacterias VBNC y la predisposicion a
adquirir habitos mas seguros microbiolégicamente tras ser informados sobre los patdégenos

gue pueden ingresar a ese estado.

Se proporciond un instrumento cuyo disefio y validacion servird como base para medir los
factores que influyen en la percepcién de riesgo por exposicién a bacterias VBNC a través
de diferentes fuentes que incluyen agua y biosélidos, también evalla los habitos de la
poblacién para verificar otras posibles fuentes de exposicién como los alimentos o utensilios
de cocina, en los cuales se pueden encontrar por una mala higiene. Este cuestionario brinda
informacion béasica sobre estas bacterias incentivando a la poblacion a modificar su
percepcién de riesgo y mostrar mayor disposicion a adoptar habitos que sean mas seguros

desde un punto de vista microbioldgico.

Este cuestionario servira para futuras investigaciones en las ciencias de agua para conocer
la postura de la poblaciéon en cuanto a la seguridad microbiologica percibida el agua y

biosdlidos.

Para disefiar el cuestionario se inici6 con la busqueda bibliografica al consultar
investigaciones y publicaciones de fuentes confiables, reconocidas y actuales relacionadas
con el tema de interés que, ademas resultaron ser pertinentes y sirvieron para rectificar las
variables mas relevantes, guiaron la seleccién del disefio experimental, método de estudio

y las limitantes que han sido reportadas por otros investigadores.

El cuestionario se desarroll6 de acuerdo con los objetivos propuestos y con los
antecedentes presentados. Recabard informacién sobre las variables sociodemogréaficas
de los encuestados, incluyendo: género, edad, estado civil, educacioén, localizaciéon y
ocupacién (con especial énfasis en si tienen relacion con la seguridad microbiologica en

areas de salud, biologia o ingenieria etc.).

Se empled la escala Likert con cinco puntos para evaluar las respuestas, puesto que es el
método mas comun para medir actitudes debido a su facilidad de construccién, a que es
adaptable y fiable. En esta escala se les pide a las personas que indiquen el nivel de
acuerdo o desacuerdo alusivo a la idea sefialada en una clave de respuesta que consta de
cinco puntos que va desde un total desacuerdo, un promedio y un acuerdo total. Las
respuestas se establecen como niumeros enteros, posteriormente, se suman y se determina

el grado en que el encuestado muestra el rasgo que esta siendo evaluado.



La validacion consistié en la evaluacion del contenido del cuestionario por parte un grupo
de expertos los cuales se seleccidn segun su experiencia académica y laboral en relacion
con el tema, en esta investigacion se envié el cuestionario a un panel de 15 expertos con
experiencia en areas de la salud, ciencias biolégicas y ciencias del agua, e ellos siete

respondieron.

Como resultado se obtuvo un cuestionario con 59 preguntas una seccion donde se informa
a la poblacion sobre las generalidades de las bacterias en estado VBNC y otra donde se
les sugiere mejorar sus habitos de higiene para prevenir la exposicion y asi reducir los

dafos que puedan causar estos microorganismos.

A partir de esta investigacion se obtuvieron como produccion escrita la publicacion del
articulo de comunicacion corta Viable but Non-Cultivable Bacteria and their Implications for
Microbiological Safety (Jiménez-Moledn, M. D. C., & Solano-Gomez, J. A. (2022): Open
Journal of Environmental Biology 7 (1): 014- 016); el envio a una revista indexada, Ciencia
Ergo Sum, del articulo de divulgacién Bacterias viables pero no cultivables (VBNC): Cuando
los patégenos estan presentes pero no son detectados por los andlisis convencionales; y
sigue en elaboracion el articulo Disefio, desarrollo y validacion de un cuestionario para
medir percepcion de riesgo por exposicién a bacterias en estado viable pero no cultivable

(VBNC). Por lo que se esta presentando la tesis de grado en su modalidad “Por articulos”.



Abstract

Now a days, the social perception of microbiological risks is becoming relevant, since it has
an important role that goes from risk management and communication strategies to
response to health emergencies. By measuring this perception, it is identified whether the
population considers itself really exposed to a danger and determines its behavior, because
if the population does not consider a behavior or an event to be risky, it does not prepare or
act in consequence, to minimize its effects, such as it was seen at the pandemic with people

who were skeptical of the existence of the COVID- 19 disease.

In this case, the focus was on pathogenic bacteria capable of entering in the Viable but
Nonculturable (VBNC) state, which is a survival strategy used by microorganisms against
stressful environmental conditions as high or low pH levels, exposure to UV light, heavy

metals of food preservatives, desinfectants, cleaning products, inorganic salts, and others.

During the VBNC state, the bacteria are unable to form colonies in routine culture media,
causing their underestimation in different matrices. In addition, when favorable conditions
are recovered, they can resuscitate to a cultivable state, recovering the culture capacity and
returning to normality. However, they can only be resuscitated within a specific period
depending on the characteristics of the bacteria, the conditions that induced the VBNC state

and the resuscitation conditions.

The characteristics of VBNC bacteria in public health fields include them as risks to human
health, because they are associated with diseases transmitted by water, drinks and food
disinfected, processed or fresh; which makes it important to know the risk perception of the

population to understand how they identify the danger to which they are exposed.

To collect these data and because there was no existing questionnaire on the risk perception
to exposure to VBNC bacteria, this research had the objective of designing and validating a
guestionnaire to analyze the risk perception, in people over 18 years, by exposure to VBNC
bacteria and their predisposition to acquire microbiological safer habits after being informed

about the pathogens that can enter that state.

A designed and validated instrument was provided that will serve as a basis to measure the
factors that influence the risk perception to exposure to VBNC bacteria through different
sources that include water and biosolids, it also evaluates the habits of the population to

verify other possible exposure sources such as food or kitchen utensils, in which they can



be found due to poor hygiene. This questionnaire provides basic information about these
bacteria, encouraging the population to modify their risk perception and show greater

willingness to adopt safer habits from a microbiological point of view.

This questionnaire will serve for future research in water sciences to know the position of

the population regarding the perceived microbiological safety of water and biosolids.

For design the questionnaire a bibliographic search began consulting research and
publications from reliable, recognized, and recent sources related to the topic of interest
that, in addition, they were pertinent and served to rectify the most relevant variables, guided
the selection of the experimental design, study method and the limitations that have been

reported by other researchers.

The questionnaire was developed in accordance with the proposed objectives and with the
information presented. It will collect information on the sociodemographic variables of the
respondents, including: gender, age, marital status, education, location and occupation (with
special emphasis on whether they are related to microbiological safety in the areas of health,

biology or engineering, etc.).

The Likert scale with five points was used to evaluate the responses, because it is the most
common method to measure attitudes due to its ease of construction, it is adaptable and
reliable. In this scale, people are asked to indicate the level of agreement of disagreement
alluding to the idea indicated in a response key that consist of five points that range from
totally disagree, average, and totally agree. The answers are established as whole numbers,
subsequently, they are added and the degree in which the respondent shows the trait that

is being evaluated is determined.

The validation consisted in the evaluation of the content of the questionnaire by a group of
experts who were selected according to their academic and work experience in relation to
the subject, in this investigation the questionnaire was sent to a panel of 15 experts with

experience in areas of health, biological sciences and water sciences and seven responded.

As a result, a questionnaire of 59 questions was obtained, a section where the population is
informed about the generalities of VBNC bacteria and another, where they are suggested to
improve their hygiene habits to prevent exposure and thus reduce the damage they can

caused by these microorganisms.



From this research were obtained as written production the publication of the short
communication article Viable but Non-Cultivable Bacteria and their Implications for
Microbiological Safety (Jiménez-Mole6n, M. D. C., & Solano-Gémez, J. A. (2022): Open
Journal of Environmental Biology 7 (1): 014- 016); the submission to an indexed journal,
Ciencia Ergo Sum, of the disclosure article Bacterias viables pero no cultivables (VBNC):
Cuando los patdégenos estan presentes pero no son detectados por los analisis
convencionales; and the article Disefio, desarrollo y validacion de un cuestionario para
medir percepcion de riesgo por exposicion a bacterias en estado viable pero no cultivable
(VBNC) is still in preparation. Therefore, the degree thesis is being presented in its “By

Articles” modality.
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Capitulo I. Protocolo actualizado

[.1 Introduccién
Los riesgos se refieren a la probabilidad de enfrentarse a un peligro o de sufrir dafios,

mientras que a su interpretacion y juicios subjetivos se les conoce como percepcién de
riesgo (Cori et al.,, 2020, Lechowska, 2018 y Paek & Hove, 2017). Los estudios de
percepcion de riesgos sirven para conocer las opiniones de las personas y su
comportamiento ante el peligro, quienes tienen una mayor percepcion de riesgo tienden a
mostrar conductas preventivas y quienes lo perciben en menor medida tienden a ser mas
descuidados (Ding et al., 2020).

Al conocer como se identifica el riesgo en una poblacién y su relacion con los datos
sociodemogréficos permite que, a través de un analisis, se prepare la gestion de riesgo
pertinente para eliminar y prevenir el problema en cuestion (Rohrmann, 2008). Estas
acciones incluyen la adopcion de conductas recomendadas por expertos, asi como la
accion conjunta con las autoridades, la introduccién de leyes y reglamentos, ademas de

promover una comunicacioén clara y puntual con informacién cientifica (Wen et al, 2019).

En esta investigacion se desarrollé un cuestionario que permite evaluar la percepcion de
riesgo respecto a la seguridad microbiolégica puesto que, anteriormente, la deteccion de
bacterias en alimentos, agua y otros ambientes, se basaba en el uso de técnicas
dependientes de medios de cultivo los cuales no son completamente fiables y pueden
conducir a la subestimacion de patégenos aumentando el riesgo de exposicién a ellos
(Ramamurthy et al., 2014). Esto ocurre porque las bacterias han desarrollado técnicas para
sobrevivir ante condiciones ambientales adversas, como lo es el estado viable pero no
cultivable (VBNC por sus siglas en inglés Viable but nonculturable) en el cual las células
pierden la capacidad de dividirse y formar colonias en medios de cultivo estandar, pero se
mantienen metabdlicamente activas (Oliver, 2005 y Xu et al., 1982), en algunos casos
contintan expresando genes de virulencia y tienen la posibilidad de resucitar al recuperar

las condiciones ambientales favorables (Dong et al., 2020 y Roszak et al., 1984).

Ya que este tipo de microorganismos implican un riesgo para la salud humana, estan
profundamente relacionados con el agua, biosélidos y otros medios que estan en contacto
directo con las personas e incluso, se relacionan con los habitos de higiene al consumir
alimentos y bebidas durante este estudio se disefid y validé un cuestionario que mide la

percepcion de riesgo de la poblacion mayor de 18 afios, por exposicion a bacterias VBNC



a través de diferentes medios que involucran el agua, biosélidos, entre otros y habitos de la
poblacién, también evalla la predisposicion a adquirir habitos microbiol6gicamente mas
seguros tras ser informados sobre los patdgenos que pueden ingresar a ese estado. Este
instrumento permite identificar dos grupos obijetivo: (1) poblacion general y (2) personal de

ciencias de la salud, bioldgicas y del agua.

[.2 Antecedentes
El termino riesgo se ha definido de varias formas a través de los afios, pero en general se

le considera como una evaluacion de la posibilidad de que ocurra un evento y mide la
gravedad del dafio que puede causar. Por otro lado, la percepcion de riesgo se entiende
como la evaluacion social instintiva o0 subjetiva de los peligros a los que se puede estar
expuesto e incluye varios efectos que las personas asocian con una causa particular; en

otras palabras, son formas de entender el mundo (Cori et al., 2020 y Lechowska, 2018).

Las percepciones se ven afectadas y difieren por factores como: las caracteristicas
individuales, sociales, culturales, por creencias, experiencias, el interés personal, la
voluntariedad, el conocimiento, la visibilidad y la confianza (Cori et al., 2020 y Neuburger &
Egger, 2020). Una forma de generalizar y agrupar la informacion anterior es con tres
perspectivas propuestas por Siegrist y Arvai (2020) que son: las caracteristicas de los
peligros, las caracteristicas de los perceptores y la aplicacion de estrategias para informar

al respecto.

Un método que se emplea cominmente para recabar este tipo de informacion es la
encuesta, que se apoya en un instrumento que es el conocido cuestionario, el cual puede
incluir una serie de preguntas abiertas y/o cerradas respecto a lo que se desea medir (Pozzo
et al., 2018). Con los resultados de las encuestas y a partir de la estimacién del peligro, se
puede determinar la gestion de riesgo, a la cual se le refiere como las actividades de los
individuos o de las autoridades para minimizar o erradicar el origen de los eventos
peligrosos a tal grado que la sociedad lo considere aceptable y que permita asegurar su

control, monitoreo y la comunicacion idonea (Rohrmann, 2017).

Al identificar la percepcidn de riesgo dentro de una poblacion es posible proponer medidas
para la promocion y aceptacion de los comportamientos recomendados por expertos para
combatir o prevenir los riesgos, por ejemplo, ante el riesgo de exposicion a microorganismos
se fomentan las practicas de higiene como el correcto lavado de manos u otros como la

vacunacion (Cori et al., 2020 y Paek & Hove, 2017). También, otorga una referencia sobre



las preferencias de la poblacién para los gobiernos, la promocion de la publicidad o la
comunicacion de riesgos a través de informacién cientifica que frene informes engafiosos

y la introduccién de leyes y reglamentos pertinentes (Wen et al., 2019).

Hoy en dia cobra gran relevancia la percepcion social de los riesgos microbioldgicos ya que
tiene un papel importante que va desde la gestion y las estrategias de comunicacion de
riesgos hasta la respuesta a las emergencias sanitarias, un claro ejemplo es la actual
pandemia por el virus del SARS- CoV- 2 (Cori et al., 2020; Ding et al., 2020 y Neuburger &
Egger, 2020), ademas de las multiples enfermedades infecciosas provocadas por bacterias,

gue es el grupo de microorganismos en el que se enfocara este trabajo de investigacion.

Para comenzar, en 1982 Xu y colaboradores describieron por primera vez el estado viable
pero no cultivable o VBNC, por sus siglas en inglés (Viable but nonculturable), el cual es
una estrategia de supervivencia para los microorganismos ante condiciones
ambientales estresantes, durante el proceso las bacterias son incapaces de formar
colonias en medios de cultivo rutinarios, pero siguen vivas, y al recuperar las
condiciones favorables tienen la capacidad de resucitar a un estado cultivable
(Oliver, 2000). Aunque existen algunas excepciones, que son poblaciones bacterianas en
las cuales una subpoblacion se vuelve VBNC como prevencion ante factores estresantes
inesperados aun cuando estan localizadas en ambientes favorables (Ayrapetyan et al.,
2015).

Los factores estresantes que pueden inducir el ingreso a estado VBNC incluyen altas y
bajas temperaturas, cambios en el pH, presion por antibiéticos, potencial osmético elevado
0 reducido, estrés oxidativo, inanicién, cloracién, exposicién a luz ultravioleta, metales
pesados o sustancias quimicas nocivas (Kan et al., 2019 y Ramamurthy et al., 2014).
También, puede ser provocado por conservadores de alimentos, desinfectantes, productos

de limpieza, sales inorganicas y otros (Dong, et al., 2020 y Robben et al., 2018).

Al entrar en estado VBNC la célula sufre ciertos cambios, por ejemplo, alteraciones
morfolégicas que van desde la reduccion de tamafio (Wei & Zhao, 2018), cambios en la
composicion de la pared celular y de la membrana, incluyendo proteinas, acidos grasos y
peptidoglicano (Muela, et al., 2008). Otras maodificaciones son la disminucién de la tasa
metabolica (Shleeva et al., 2004), los microorganismos muestran mayor resistencia
fisica, quimica (Signoretto et al.,, 2000)y a antibitticos, difieren en la expresion

genética, cambian sus propiedades de adhesion (Liet al.,2014)y su potencial de



virulencia, ya que algunos no pueden causar enfermedades hasta que recuperan su estado
cultivable, aunque otras mantienen su patogenicidad al continuar expresando

toxinas (Dong et al., 2020).

No obstante, las bacterias VBNC se diferencian de las células muertas ya que sus
membranas no estan dafiadas y retienen el ADN gendmico o plasmidico, mantienen su
actividad respiratoria y metabdlica, incluso poseen altos niveles de ATP (Oliver, 2005), pero
disminuyen el transporte de nutrientes y la sintesis de macromoléculas (Zhao, et
al., 2017). A pesar de lo anteriormente expuesto no se replican, por tanto, no son
cuantificadas por los métodos convencionales como: nimero mas probable (NMP) o
recuento en placa, ya que estas técnicas se basan en recuentos de las colonias bacterianas
desarrolladas sobre una placa de Petri, un medio liquido o semisélido, durante la

incubacion, es decir, en su cultivabilidad.

El hecho de que estas bacterias no se repliquen no significa que sean menos peligrosas
dado que, tienen la capacidad de resucitar al perder el factor estresante y encontrarse en
condiciones ambientales favorables. De este modo recuperan la capacidad de cultivo
yvuelven a la normalidad los procesos fisiolégicos 'y  metabdlicos.
Este proceso fue descrito por Roszak y colaboradores en 1984 en Salmonella enteritidis y
Escherichia coli que habia permanecido en estado VBNC. La resucitacién se puede
desencadenar por factores estimulantes como un aumento en la concentracion de

nutrientes, incremento o descenso de la temperatura, la presencia de estimulos quimicos,

el co-cultivo con células huésped (zhao et al.,
2017), autoinductores de quorum sensing (sistema de comunicacion célula-
célula), proteinas activas (factores que promueven la

resucitacion Rpfs, YeaZ y catalasa) (Zhang et  al., 2020). Cabe mencionar que las
bacterias en estado VBNC solo pueden resucitar dentro de un periodo de
tiempo especifico segun la especie, la edad bacteriana, las condiciones que indujeron el
estado VBNC vy las condiciones de resucitacion. Si sobrepasan este periodo, las células
VBNC aun  pueden sobrevivir cierto  tiempo, pero al perder  la capacidad de

resucitar, finalmente mueren (Dong et al., 2020).

Por lo tanto, las caracteristicas descritas colocan a las bacterias en estado VBNC en
campos de salud publica como riesgos para la salud humana, puesto que se les asocia con
enfermedades transmitidas por agua (Guo et al., 2020 y Quaglia & Dambrosio, 2018),

bebidas y alimentos, ya sean desinfectados, procesados o frescos (Tabla 1). También se



ha reportado su presencia en materiales antimicrobianos como catéteres urinarios (Wilks et

al., 2021), entre otros.

Tabla 1. Se muestran las bacterias que han sido reportadas y estudiadas en estado VBNC

en productos alimenticios.

Productos

Bacteria en estado VBNC

Referencia

Salmon fresco y

mariscos

Salmén ahumado

En muestras de Listeria
monocytogenes aisladas de este origen
expuestas a un ambiente sin aguay a
4°C ingresaron al estado VBNC
Identificaron que los desinfectantes a
base de amonio cuaternario y peréxido
de hidrégeno indujeron el estado VBNC

en Listeria monocytogenes

Lindback et al.,
2009

Brauge et al.,
2020

Productos carnicos de
cerdo

La desinfeccién con agua oxidante
electrolizada neutra (NEO) indujo el
estado VBNC en
Salmonella enteritidis, Yersenia
enterocolitica y Escherichia coli
O157:H7

Han et al., 2018

Productos cérnicos de Identificaron las bacterias VBNC El-Aziz et al.,
res Bacillus cereus, Clostridium perfringens 2018
y Enterobacteriace en productos
frescos y procesados.
Productos carnicos de Identificaron Staphylococcus aureus El- Aziz et al.,
aves de corral VBNC en productos frescos y 2018
procesados.
Huevas de salmén El proceso de salado indujo el ingreso Makino et al.,
saladas VBNC en Escherichia coli O157:H7 2000
Calamar salado El proceso de salado indujo el ingreso ~ Asakura et al.,
VBNC en Salmonella enterica 2002

Oranienburg



Espinacas Lavados con cloro indujeron el estado | Highmore et al.,

VBNC Listeria monocytogenes y 2018
Salmonella enterica Thompson

Lechugas La exposicion a bajas emperaturas Dinu & Bach,

indujo el estado VBNC en Escherichia 2011

coli
Jugo de uva La incubacion a 4°C indujo el estado Nicolo &

VBNC en Shigella flexneri y Guglielmino,
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Escherichia coli y Pseudomonas putida

El hecho de gue su presencia haga que se subestimé el nimero de bacterias viables totales
y el riesgo de resucitacion, junto con una percepcion del peligro deficiente pueden traer

consecuencias fatales referentes a la salud y la seguridad microbioldgica en humanos.

Por lo que se ha expuesto anteriormente, es importante conocer el estado del arte de cémo

se ha estudiado la percepcién de riesgo por exposicion a microorganismos.

Barret & Feng (2021) evaluaron el efecto de dos planes de estudio: desviacion positiva y
aprendizaje experimental, referentes a la seguridad alimentaria en la percepcién de riesgo
y el control conductual percibido en alumnos de nivel secundaria cursando materias de
microbiologia y agricultura, se les dio seguimiento un afio. Aplicaron un cuestionario que
recopilaba datos demograficos, 24 preguntas de conocimientos, una seccién con preguntas
de percepcidn de riesgo, control conductual percibido e interés y compromiso del estudiante
en el cual midieron las respuestas con una escala Likert de cinco puntos y una seccion de

percepcion de la seguridad alimentaria en la vida de los estudiantes donde se usaron



preguntas abiertas. Los resultados mostraron que los dos planes de estudio no causaron
variaciones en las respuestas de los alumnos, sin embargo, la materia que cursaban si
influyo, los estudiantes de microbiologia tuvieron los puntajes mas altos en el cuestionario
de conocimientos, pero su puntuacién disminuyo después de un afio. El estudio muestra la
importancia de como proporcionar y promover la retencion del conocimiento de la seguridad

alimentaria.

Batista et al. (2021) evaluaron los conocimientos, las practicas y la percepcién de riesgo de
la inocuidad alimentaria por estudiantes de escasos recursos entre 11 y 14 afios a través
de tres cuestionarios con 11 items de conocimiento, 11 de practica y cinco de percepcion
de riesgo. Los resultados mostraron que los estudiantes comprenden la importancia de la
higiene de manos y de la desinfeccién de los alimentos, relacionaron la seguridad de los
alimentos con la fecha de caducidad, la apariencia y el olor (que considerados como datos
poco fiables) y los alumnos mostraron preocupacion por el uso de pesticidas y una mayor
aceptacion a productos organicos. Estos resultados pueden ser considerados para

proponer acciones contra las enfermedades de transmision por alimentos.

Quon et al. (2021) realizaron una evaluacion cuantitativa del riesgo microbiano (QMRA)
para estimar los riesgos para la salud asociados con Legionella por la inhalacién de
aerosoles durante la ducha con agua de cisterna de lluvia tras la presencia de huracanes.
El riesgo de infeccién fue calculado con un modelo de dosis- respuesta e indicé un valor
mediano de riesgo segun la temperatura de la ducha (2.5x10° a 2.5x10%) y el riesgo anual
(9.1x10* a 1.4x10?). Los resultados fueron comparados con la percepcion de riesgo
evaluada con el uso de encuestas las cuales mostraron poco conocimiento de la
transmision de patégenos en aerosol a través del rocio de la ducha y se dividieron en dos
grupos, los de altos ingresos consideraban su agua segura y los de bajos ingresos “algo
segura”. Los autores sugirieron varias medidas para la mitigacion de los riesgos vy
propusieron la educacion publica como una herramienta importante para mejorar la
conciencia sobre el riesgo de infeccion con la bacteria Legionella, asi como el desarrollo de

politicas publicas y gestién de calidad del agua.

Brouwer et al. (2020) realizaron una encuesta en los Paises Bajos para conocer la
percepcién de riesgo con relacién al agua potable, ya que cominmente en esta regioén no
usan el proceso de cloracion para su desinfeccién. El cuestionario fue aplicado via
telefénica a 24 personas e incluyo 30 preguntas con respuestas en escala Likert de cinco

puntos. Los resultados mostraron que el 90% de la poblacion consideraba segura el agua



potable, 23% expresaba incertidumbre por la calidad del agua principalmente les
preocupaban la posible contaminacién por antibiéticos, pesticidas, residuos industriales y
otros, los resultados indicaron que el 38% de los encuestados desconocen si hay suficiente
informacion sobre la calidad del agua y el 20% considero que era insuficiente, este

porcentaje se relacioné a mujeres jovenes con bajo nivel de estudios.

Thomas et al. (2020) evaluaron el conocimiento de los duefios de mascotas referente a la
seguridad alimentaria, las practicas de manipulacion de los alimentos para mascotas y la
percepcion de riesgo a la salud humana a través de una encuesta con 62 preguntas. Los
resultados mostraron que el 78% de los usuarios no tenian conocimiento del retiro de
alimentos de mascotas asociados con brotes producidos por patégenos, 25% consideré los
alimentos secos y las golosinas como una potencial fuente de patégenos. Sin embargo, se
mostré una baja percepcion de riesgo a la salud humana y una mayor preocupacion por el

bienestar de las mascotas.

Anthonj et al. (2019) evaluaron la percepcién de riesgo a la exposicién de enfermedades
infecciosas en el pantano de Ewaso Narok (Kenia) al recopilar datos de la comunidad a
través de entrevistas y encuestas. Con esos resultados identificaron que las comunidades
eran muy conscientes del riesgo por enfermedades infecciosas debido a las interacciones
con el pantano, pero los grupos de usuarios que incluia ocupaciones como pastores y
agricultores mostraron una percepcion diferente. Estos datos han sido identificados como
importantes herramientas de apoyo para el manejo de humedales permitiendo adoptar

acciones que protejan la salud humana, la ecologia e incluso a los animales afectados.

De Andrade et al. (2019) evaluaron el conocimiento, la percepcién de riesgo y el sesgo
optimista de manipulares de alimentos, comensales de restaurantes y su relacion con el
riesgo de infeccién por microorganismos transmitidos por alimentos en Sao Paulo, Brasil.
Encuestaron a 324 personas en 14 restaurantes, emplearon un cuestionario estructurado y
las respuestas se midieron con una escala de 4 opciones. Los resultados mostraron que el
conocimiento no tuvo diferencias significativas en los manipuladores y los comensales, la
percepcion de riesgo fue baja por ambas partes y el sesgo optimista mostro que los
comensales podian ponerse en riesgo al asistir a restaurantes con medidas de higiene
deficientes. Las respuestas mostraron que los comensales no diferencian los restaurantes
respecto a la seguridad alimentaria y por ello es necesario que los gobiernos y las agencias

de salud intervengan para proteger la salud de la poblacion.



Wen et al. (2019) estudiaron la intencion de compra de consumidores de pollo y la
percepcién de riesgo por los brotes de influenza aviar en China. Obtuvieron 330 encuestas
qgue fueron aplicadas entre posibles compradores en los mercados y supermercados, las
cuales incluian 26 preguntas y datos sobre género, edad, educacion e informacion del
hogar. Los resultados mostraron que los consumidores tenian una alta percepcion del
riesgo a adquirir pollo fresco durante el brote de influenza aviar, reducian sus compras y
mostraron bajos niveles de confianza en la calidad del producto. Ademas, detectaron que
los medios de comunicacioén tuvieron un efecto crucial en la respuesta de los consumidores
y recomendaron a los expertos proporcionar informacién precisa sobre el sistema de salud
publica para garantizar la calidad de los productos derivados de aves y para evitar

informacion engafnosa de parte de los medios de comunicacion.

Graw et al. (2018) evaluaron la percepcion de riesgo por la administracion de transfusiones
de sangre en dos grupos uno de profesionales de la salud y otro de pacientes. El
cuestionario presentaba 9 preguntas y solicitaba datos sociodemograficos, pedia
especificar si era paciente o profesional de la salud, a estos ultimos se les pidié6 nombrar la
especialidad médica en la que estaban trabajando actualmente y se midieron las respuestas
de percepcion con la escala Likert. Los resultados mostraron que el personal de salud
consideraba las transfusiones mas nocivas (14.6%) que los pacientes (10.9%), de todos los
encuestados el 36.8% mostré preocupacion por la transmision de infecciones. Los
pacientes lo consideraban una complicacién frecuente (13.6%) comparado con los médicos
(5.4%), mientras que los médicos consideraban mayor el riesgo de incompatibilidad y
reaccion alérgica (29.7% y 17.3%, respectivamente) que los pacientes (19.2% y 11.1%
respectivamente). Este estudio demostro que las ocupaciones y el conocimiento de un tema

se relacionan con la percepcion del riesgo.

Odetokun et al. (2018) estudiaron el riesgo referente a la prevalencia y propagacion de
Staphylococcus aureus en mataderos de Nigeria. Analizaron 1671 muestras en la busqueda
del patégeno y aplicaron un cuestionario a 275 trabajadores para identificar los factores de
riesgo. Los resultados mostraron una baja prevalencia del patégeno del 6.5% y en las
encuestas se revelo que habia una baja percepcion de riesgo y de las practicas de higiene
para la mitigacién de S. aureus, ademas los factores que sobresalieron fueron el sexo,

estado civil, ocupacion y la ubicacién del matadero.

Yu et al. (2018) evaluaron la percepcion de riesgo referente a factores implicados en la

seguridad alimentaria asociados con el consumo de productos. Aplicaron un cuestionario



gue incluyé datos demograficos y preguntas de la percepcion de riesgo en el proceso de
obtencion de productos frescos recién cortados por la presencia de patégenos como E. coli,
Salmonella spp. y L. monocytogenes, organismos genéticamente modificados, antibioticos
y pesticidas, las respuestas se midieron con la escala de Likert de cinco puntos Los
resultados mostraron una percepcion de riesgo mayor a los pesticidas que a los patégenos
transmitidos por los alimentos y con un analisis de varianza (ANOVA) observaron que las
consumidoras mujeres de todas las edades y los consumidores jovenes tenian una
percepcion mas alta referente al riesgo de patdégenos. Estos resultados sirvieron para

mejorar las précticas de seguridad alimentaria.



[.3 Justificacion contextual y cientifica:
Los estudios de percepcion de riesgos proporcionan informacién sobre como identifica una
poblacién un peligro en particular al que estan expuestos que, ademas, suele estar
relacionado con datos que van desde caracteristicas culturales, de visibilidad, conocimiento
y variables sociodemograficas, como: género, edad, educacién, estad civil, ocupacién y
otras (Cori et al., 2020, Neuburger & Egger, 2020 y Lechowska, 2018). Para recabar estos
datos y obtener la informacion necesaria es preciso crear el instrumento apropiado con
preguntas claras, concretas y debidamente seleccionadas, para que los resultados guien
planificacion de la gestidon de riesgo que debe ser desarrollada y establezca cémo debe ser
comunicado el riesgo a través de expertos en el tema y que acciones se deben poner en

marcha para mitigarlo y prevenirlo (Wen et al., 2019).

En el caso de los microorganismos VBNC se les considera un riesgo a la salud humana por
el peligro que implica el proceso de resurreccion, el hecho de que aun en estado VBNC
algunas especies son capaces de mantener activos sus genes de virulencia y que se
pueden encontrar en diversos ambientes incluyendo el agua potable (Guo et al., 2020),
biosélidos (Isovaeb et al., 2019) y productos alimenticios (Dong et al., 2020; Wideman et
al., 2020 y Highmore et al., 2018). Por ahora las investigaciones se han centrado en
identificar los procesos que causan el ingreso a ese estado y las técnicas que cuantifican
el numero de bacterias VBNC (Brauge et al., 2020; Han et al., 2018 y Dinu & Bach, 2011).

Asi mismo, los estudios de percepcién de riesgo por exposicion a bacterias patégenas no
han incluido a las que se encuentran en estado VBNC, sin embargo, han proporcionado
una base para identificar algunos de los factores que influyen en la percepcion como lo son
el conocimiento de los patégenos, las practicas de higiene y las variables
sociodemogréaficas (Barret & Feng, 2021, Batista et al., 2021, Thomas et al., 2020 y De
Andrade et al., 2019).

La relevancia de los estudios de percepcion de riesgo por exposicion a microorganismos
patégenos estd orientada a tener conocimientos adecuados, actitudes de prevencion y
buenas practicas de manejo o higiene dirigidos al cuidado de ciertas enfermedades son
indispensables para que sean controladas (Al Ahdab et al., 2021: Delgado- Hernandez et
al.,, 2021 y Van Nhu et al., 2020), por lo que no se pueden adaptar para la medicion del
riesgo percibido en cuanto a un tema tan actual, relevante y amenazante como es la
presencia de bacterias viables pero no cultivables en distintas matrices. Esta investigacion

proporcionara un instrumento cuyo disefio y validacién servirh como base para medir los



factores que influyen en la percepcién de riesgo por exposicién a bacterias VBNC a través
de diferentes fuentes que incluyen agua y biosdélidos, también evalla los habitos de la
poblacidn para verificar otras posibles fuentes de exposicidon como los alimentos o utensilios
de cocina, en los cuales se pueden encontrar por una mala higiene. Este cuestionario
también brindara informacion basica sobre estas bacterias incentivando a la poblacion a
modificar su percepcion de riesgo y mostrar mayor disposicion a adoptar habitos que sean

mas seguros desde un punto de vista microbioldgico.

Este cuestionario servira para futuras investigaciones en las ciencias de agua para conocer
la postura de la poblacién en cuanto a la seguridad microbiologica percibida el agua y

biosolidos.

.4 Hipotesis:

A partir de una detallada investigacion sobre percepcion de riesgo y bacterias en estado
viable pero no cultivable se obtendra un cuestionario capaz de medir el riesgo percibido por
la exposicion a estas, al recabar datos sociodemograficos, informacién sobre experiencias,

conocimientos, percepciones de riesgo y habitos de higiene.



I.5 Objetivo general y objetivos especificos

1.5.1 Objetivo general:

Disefiar y validar un cuestionario para analizar la percepcién de riesgo, en personas

mayores de 18 afios, por exposicion a bacterias VBNC y la predisposicion a adquirir habitos

mas seguros microbiolégicamente tras ser informados sobre los patdgenos que pueden

ingresar a ese estado.

I.5.2 Objetivos especificos:

1.

Establecer el conocimiento previo de los entrevistados del riesgo asociado a la
exposicidn a bacterias en estado viable pero no cultivable, mediante la redaccion de
preguntas cerradas, cuidando la pertinencia y redaccion clara.

Identificar la percepcion del riesgo por exposicion a bacterias en estado viable pero
no cultivable, mediante la redaccioén de preguntas cerradas, cuidando la pertinencia
y redaccion clara.

Prever el alcance y diversidad del tratamiento de datos recabados a través de
preguntas sociodemograficas y de experiencia previa que, sirvan para determinar la
existencia de tendencias de los apartados bajo estudio.

Determinar la sensibilidad y tendencia a cambiar habitos riesgosos para la salud
(tras recibir informacién sobre la existencia de bacterias en estado VBNC), mediante
la redaccion de preguntas cerradas, cuidando la pertinencia y redaccion clara.
Verificar la validez del cuestionario propuesto a través de su revision por un panel
de expertos con experiencia en areas relacionadas con ciencias del agua, de la
salud y bioldgicas.

Obtener un cuestionario validado aplicable, tras atender las correcciones y

sugerencias planteadas por el panel de expertos.



|.6 Materiales y métodos:

En la figura 1 se muestra de forma general el método que se seguira para el desarrollo de

esta investigacion.

Revision bibliografica

Diseno del cuestionario

Seleccion del panel de
expertos

Validacion del
cuestionario por el panel
de expertos

Adecuaciones del
instrumento y obtencion
del instrumento validado

Conclusiones

Figura 1. Procedimiento propuesto para la investigacion.
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1.6.1 Revisién bibliografica
La busqueda bibliografica es el primer paso durante una investigacion y establece un

momento fundamental para la produccion de nuevos conocimientos (Pozzo et al., 2018). Al
consultar investigaciones y publicaciones de fuentes confiables, reconocidas y actuales
relacionadas con el tema de interés que, ademas resulten ser pertinentes, (por ejemplo:
articulos cientificos, libros y otros) se puede conocer el estado del arte, mejorando la
perspectiva conforme avanza la blsqueda (Salamanca- Castro, 2021 y Guirao-Goris,
2015).

Asi mismo, posibilita rectificar las variables mas relevantes y las limitantes que han sido
reportadas por otros investigadores brindando informacién sobre los aspectos que se deben
considerar, el disefio experimental, el método de estudio, las caracteristicas de los

individuos de la muestra y el tamafio muestral (Salamanca-Castro, 2021).

Por consiguiente, se continuara llevando a cabo una minuciosa revision bibliogréafica para
conocer las investigaciones de las bacterias VBNC que incluyan sus caracteristicas, los
factores que inducen el ingreso a este estado y los ambientes donde ya ha sido registrada
su presencia, asi como los estudios de percepcién de riesgo ante la exposiciéon a
microorganismos patégenos con la finalidad de adecuar la metodologia y el tratamiento de

datos.

La informacion sera recabada a partir de articulos cientificos en fuentes como: Science
direct, Springer Link, Pub Med, World Wide Science, Redalyc, MDPI, Scielo, Google

Scholar, entre otras.

I.6.2 Disefio del cuestionario
Una de las partes mas importantes al momento de recolectar datos durante las

investigaciones es la construccion del instrumento que sera empleado. Su seleccion debe
estar relacionada a la evaluacion de las caracteristicas del estudio para que corresponda
con el enfoque de la investigacion, las bases tedricas, el contexto donde seré aplicado, etc.,

de tal forma que aporte informacién confiable y vélida (Gonzélez et al., 2017).

El cuestionario sera desarrollado de acuerdo con los objetivos propuestos y con los
antecedentes presentados. Recabara informacion sobre las variables sociodemograficas
de los encuestados, incluyendo: género, edad, estado civil, educacion, localizacion y
ocupacién (con especial énfasis en si forman tienen con la seguridad microbioldgica en

areas de salud, biologia o ingenieria etc.).



Comprenderé items de importancia para evaluar si existe un conocimiento previo de este
estado en el que pueden caer los microorganismos, las practicas de higiene y la percepcion
de riesgo referentes a este grupo de bacterias, asi como, un parrafo con informacién basica
sobre ellas y preguntas sobre como impactarian esos datos su conducta al modificar sus

hébitos de higiene.

Se empleard la escala Likert con cinco puntos para evaluar las respuestas, puesto que es
el método mas comun para medir actitudes debido a su facilidad de construccion, a que es
adaptable y fiable. En esta escala se les pide a las personas que indiquen el nivel de
acuerdo o desacuerdo alusivo a la idea sefialada en una clave de respuesta que consta de
cinco puntos que va desde un total desacuerdo, un promedio y un acuerdo total. Las
respuestas se establecen como niumeros enteros, posteriormente, se suman y se determina
el grado en que el encuestado muestra el rasgo que esta siendo estudiado (Hodge et al.,
2005).

I.6.3Validacion del cuestionario
La validacion consistird en la evaluacion del contenido del cuestionario por parte un grupo

de expertos, como mencionan Kennedy et al. (2019) la seleccion del panel de expertos
varia segun el autor o literatura consultados, ellos seleccionaron 17, considerando que
Gilbert & Prion (2016) sefialaban suficientes entre 5 a 10 expertos, pero otros autores
sugieren un mayor namero. Aunque de forma general la seleccion del panel de expertos se
realiza segun las necesidades de la investigacion. Por ejemplo, autores como Batista et al.
(2021) enviaron su cuestionario a 22 expertos de los cuales 16 participaron en el analisis
de la segunda version. Tras una revision bibliogréfica, se propone enviar el cuestionario a

un panel de 15 expertos esperando que al menos la mitad de ellos respondan y participen.

Los expertos seran seleccionados segun su formaciéon académica, afios de experiencia
laboral en el campo de la seguridad en alimentos, agua y salud y su disposicién para
participar. El proceso de seleccion se realizard en una reunién con los asesores para
identificar a los expertos y elaborar un directorio con los nombres seleccionados para

contactarlos y solicitar su colaboracion.



[.7 Programa de actividades
A continuacién, se muestra una con tabla las actividades que se realizaran incluyendo las

correcciones pertinentes para finalizar con la graduacion en tiempo y forma, debido al
cambio de tema de tesis ocurrido por la disponibilidad de las instalaciones dentro del ITCA

ocasionadas por la pandemia por el virus del SARS- COV 2.

Actividad

Consulta de bibliografia

Disefio y ajuste del cuestionario

Validacion del cuestionario

Aplicacion de la encuesta

Presentacion del protocolo y
avances

Analisis de resultados

Redaccién de tesis

Adecuacion del documento final

Graduacion

[.8 Recursos disponibles
En esta seccidén se muestra un listado con los recursos a los que se tiene acceso:
e Equipo de computo con conexion a internet.
e Recursos de acceso abierto.
e Biblioteca IITCA.
e Bibliotecas virtuales de la UAEMéx.

e Sala de computo IITCA
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Viable but non-cultivable
bacteria and their implications
for microbiological safety
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Communication

Bacteria are microorganisms found in all environments
and they fulfill various tasks in ecosystems, however, some
can affect the human population causing outbreaks of disease
and death. The most common forms of exposure and infection
are contaminated food and water. That is the reason there are
different organizations in the world that study the incidence
of gastrointestinal andfor enteric diseases. For example, in
the United States, there is the Active Surveillamce Network
of Foodborne Diseases (Food Net), which monitors 10 sites
for infections that are diagnosed in the laboratory by eight
pathogens (Campylobacter, Cyclospora, Listeria, Salmonella,
Shigella, Vibrio, Yersinia y Escherichia coli). Their data, in
2019, revealed 25,866 infections, 6,164 cases requiring
hospitalization, and 122 deaths. Without forgetting that,
according to the WHO, diarrhea remains the second cause of
death in children under 5 vears in the world, which translated
(in 2019) into the death of 525,000 children globally and 9,904
in Latin America [1].

Trying to reduce these figures, the authorities implement
regulations and standards that specify the limits of abundance
and methods for the detection of pathogenic microorganisms,
which are usually based on cultivation techniques in Petri
dishes where the Colony Forming Units are counted. So, if a
plate shows a clean culture medium (without colonies), the
sample is considered to be free of bacteria and therefore safe.
That is, the microbiological safety of a sample is measured by
the cultivability of the species present in it.
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M) Gheck for updates

However, in 1982, Xu, et al. discovered the existence
of the Viable but Non-Culturable (VBNC) state. Which was
defined as a tactic of non-spore-forming bacteria to survive
in front of environmental stressors, which include the most
common disinfection methods such as exposure to UV light [2],
antibiotics [3], chlorine [4], high or low temperatures [5], high
or low pH levels [6], as well as food preservation processes
such as salting [7], dehydration [8] or freezing [9], which were
considered "safe".

Upon entering into the VBNC state, the cell undergoes
certain changes, for example, morphological alterations
ranging from size reduction [5], to changes in the composition
of the cell wall and membrane, including proteins, fatty acids,
and peptidoglycan [10]. Other modifications are the decrease in
metabolic rate [11], microorganisms showing greater physical,
and chemical resistance [12] and antibiotics, which differ in
gene expression, change their adhesion properties [13] and their
potential for virulence, since some cannot cause diseases until
they recover their cultivable state, although others maintain
their pathogenicity by continuing to express toxins [14].

However, VBNC bacteria differ from dead cells since their
membranes are not damaged and retain genomically or plasmid
DNA, maintain their respiratory and metabolic activity, and
even possess high levels of ATP [15], but decrease nutrient
transport and macromolecule synthesis [16]. Despite the
above, they don't replicate, therefore, they are not quantified
by conventional methods such as Most Probable Number
(MPN) or Plate Count Agar (PCA), since these techniques are
based on counts of bacterial colonies developed on a Petri plate,
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a liquid or semi-solid medium, during incubation, that is, on
their cultivability.

In addition, it has been discovered that VBENC bacteria
can be resurrected when the environment becomes favorable
again. The term “resuscitation” refers to the fact that they
recover their ability to cultivate and return their physiological
characteristics and metabolic processes to normal. This
resuscitation can be reached by stimulating factors such as
an increase in nutrient concentration, increase or decrease
in temperature, the presence of chemical stimuli, co-culture
with host cells [16], quorum sensing autoinducers (cell-
cell communication system), active proteins (factors that
promote resuscitation Rpfs, YeaZ and catalase) [4]. However,
it is important to mention that bacteria in the VBNC state can
only be resurrected within a specific period in the so-called
"resuscitation window", their duration depends on the species,
bacterial age, and the conditions that induced the VBNC state
and the resuscitation conditions. If they exceed this window,
VBENC cells can still survive for some time, but eventually die
[14].

At this time, it is important to remember again that the
standard techniques to know the bacteriological quality of the
different matrices are based on the count of the Colony Forming
Units (CFUs) using solid, liguid, or semi-solid culture media,
but since VBNC bacteria are not able to form colonies, these
methods do not allow to count the real number of viable bacteria
present and underestimate the microbiological contamination.
To avoid this serious microbiological safety problem in different
matrices, there are viable bacterial detection methods such as
[17]: fluorescence microscopy including staining with acridine
orange and nalidixic acid or countersanctions with 5-cyano-
2,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC) and 4,6-diamino-2-
phenylindole chloride (DAPI) or molecular methods such as
quantitative polymerase chain reaction (gPCR) combined
with monoazide propidium (PMA) or reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

Currently, a large number of bacteria entering the VBNC
state and even some species of fungi have been identified
[14]. Most bacteria are Gram-negative, although there are
also Gram-positive and several of them, are pathogenic [18].
In fact, it is considered that most non-specific foed infections
may be related to the resuscitation of bacteria that entered the
VENC state during their previous handling.

The existence and significance of VBNC bacteria within
the "human system" has been presented, but what about
these bacteria in the VBNC state in the environment? In the
marine environment, many bacteria have been associated with
dormancy, typified as the VBNC state [19]. Bacteria found in
the sea are exposed to a natural environment that has various
stressors that cause the induction of the VENC state [20,21].
As in other matrices, later, when they come into contact with
stimuli such as increased temperature, they resurrect.

An example of its importance is the bacteria of the Vibrio
genus that are found in estuarine and brackish surface waters,
this pathogen is the cause of diseases in animals and humans

such as infections, diarthea, cholera, gastroenteritis, and
septicemia [20,22]. People can come into contact with these
microorganisms through food, such as eating oysters, which
are products that are usually consumed raw or undercooked.
When these mollusks are contaminated with Vibrio vulnificus,
they cause infections such as gastroenteritis with abdominal
pain, diarrhea, and vomiting, which can progress to primary
septicemia. It has been reported that these bacteria enter the
VENC state due to exposure to low temperatures (during the
winter months) and that they can resuscitate both when the
season changes (and they are in warm environments), and
by stimulation with bacteria that are not in the VBENC state,
by cell-cell communication (quorum sensing signaling) [23-
26]. Also, it has been detected that cholera outbreaks caused
by Vibrio cholerae 01 are related to human contact with fresh
or saltwater, a medium in which the bacteria can enter
or leave the VBNC state depending on the environmental
temperature, determined by the seasons of the year [21,22].
The aforementioned are examples of the behavior of VBENC
microorganisms in the environment and the importance of
their presence for public health.

Conclusion

Bacteria in the VBNC state represent a risk to human health,
even in the field of public health. They are often associated with
diseases transmitted by water or food. The entry into this state
prevents its detection by conventional techniques, based on
growth and plate counting, which leads to the underestimation
of pathogens since these are the methods that mark the official
standards of different countries. Because of this, it is relevant
to include complimentary techniques which evaluate the
viability of bacteria and not only their cultivability within the
regulations that safeguard microbiological safety in different
matrixes (beverages, food, biosolids, etc.).
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Resumen:

Segun la OMS, anualmente 600 millones de personas enferman y 420 000 mueren por el
consumo de alimentos contaminados; de ellos, 125 000 son nifios menores de 5 afios. Una
fraccion de estas cifras, se puede relacionar con la habilidad bacteriana para sobrevivir ante
ambientes estresantes, ingresando al estado viable pero no cultivable (VBNC, por sus siglas
en inglés), en el que no son detectadas por métodos convencionales. Estos
microorganismos afectan a los sectores productivos, provocando pérdidas econdmicas
directas e indirectas, afectando a la salud de las personas expuestas. En este articulo se
revisan los esfuerzos por obtener las implicaciones de la existencia de bacterias VBNC en

distintas matrices y como esta presencia compromete su seguridad microbiolégica.

Palabras clave: Seguridad Microbiolégica, Contaminaciéon Microbiol6gica, Salud Publica,

Infeccion gastrointestinal, Bacterias Viables pero No Cultivables, VBNC.
Abstract:

According to the WHO, annually 600 million people get sick and 420 000 die from the
consumption of contaminated food; of these, 125 000 are children under 5 years. A fraction
of these figures can be related to the bacterial ability to survive stressful environments,
entering the viable but nonculturable (VBNC) state, in which they are not detected by
conventional methods. These microorganisms affect the productive sectors, causing direct
and indirect economic losses, affecting the health of exposed people. This article reviews
the efforts to obtain the implications of the existence of VBNC bacteria in different matrices

and how their presence compromises their microbiological safety.



Key words: Microbiology Security, Microbiology Contamination, Public Health,

Gastrointestinal Infection, Bacteria Viable but Nonculturable, VBNC.
Introduccion:

La pandemia por COVID-19, ha tenido como efecto colateral el desarrollo de una mayor
conciencia sobre la prevencién de enfermedades y la seguridad microbioldgica en la salud
publica. Respecto a la contaminacién microbioldgica, las infecciones bacterianas tienen
relevancia porgue estos microrganismos que se encuentran en todos los ambientes, donde
cumplen importantes roles (Akoijam et al.,, 2022). Sin embargo, algunas bacterias son
patégenas y afectan a las poblaciones causando brotes de enfermedades, muertes y
pérdidas econémicas. Una de las vias mas comunes de infeccion es a través del consumo
de agua y alimentos contaminados los cuales ocasionaron que, en 2020, 600 millones de
personas enfermasen lo que produjo la muerte de 420 000 de ellos, y de 125 000 nifios
menores de 5 afios, segun los datos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS, 2020).

Para evitar infecciones asociadas con la contaminacion microbiolégica, los alimentos,
bebidas y el agua potable pasan por procesos de desinfeccién cuya funcion es eliminar o
reducir los microrganismos patégenos. Sin embargo, a veces estas técnicas producen un
ambiente estresante, al que las bacterias responden ingresando al estado viable pero no
cultivable o VBNC (por sus siglas en inglés: Viable But NonCulturable) que es una técnica
de supervivencia que permite la permanencia de las células en los productos, aunque hayan

pasado por procesos de descontaminacién y el control de calidad sobre su inocuidad.

Los métodos convencionales utilizados en todas las legislaciones nacionales para medir la
contaminacion microbiologica se basan en el recuento en placa de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) y/o la determinacion del Niamero Mas Probable (NMP). Estos métodos
se basan en la multiplicacion de las bacterias presentes en la matriz y, dado que, la bacteria
en este estado sigue viva (viable), pero perdié su capacidad de reproducirse, ese producto
puede estar cumpliendo con las normativas aplicables y vigentes, pero la incapacidad del
método de cuantificar su viabilidad, hace que se subestime la presencia de

microorganismos (Jiménez-Moledn y Solano-Gémez, 2022).

La presencia de bacterias VBNC influye negativamente sobre los sectores econdmicos. Se
han reportado afectaciones en la industria y en la agricultura, donde han generado pérdidas

econdmicas directas, derivadas de la alteracion en la calidad de los productos, e indirectas,



por la exposicion de la poblacion a productos contaminados, provocando un aumento en la

incidencia de enfermedades (Jiménez-Moledn y Solano-Gémez, 2022).

Por tanto, en este articulo se presentan las bacterias VBNC y las matrices donde se han
reportado hasta el momento, con la intencion de generar una reflexion sobre las
implicaciones econémicas y de salud que representan. De manera que se impacte a la
poblacién, incentivando la adopcion de practicas seguras que eviten o minimicen las
afectaciones provocadas por estas bacterias, asi como en las autoridades, para promover
la imposicion del uso de técnicas complementarias a las actuales para la deteccion y
cuantificacibn de los microorganismos en este estado, con lo que se pueda evitar la
exposicion, a través de los productos en contacto con el publico. Ya que existen métodos
de deteccién de bacterias viables disponibles y efectivos como los de microscopia de
fluorescencia o métodos moleculares, una recopilacion y explicacion mas detallada de este

aspecto se puede encontrar en Jiménez-Mole6n y Solano-Gomez (2022).
El estado Viable pero No Cultivable

El estado VBNC fue descrito por primera vez en 1982 por Xu y colaboradores en
Escherichia coli y Vibrio cholerae. Cuando la bacteria entra al estado VBNC, las células se
vuelven pequefias y redondas (Wei y Zhao, 2018), mantienen sus membranas en buen
estado, aunque con variaciones en su composicién (Muela et al., 2008), retienen el ADN
gendmico o plasmidico, conservan su actividad respiratoria y metabdlica (Oliver 2005) y es
posible que mantengan o modifiquen su potencial de virulencia. Todo lo anterior les termina

confiriendo mayor resistencia fisica, quimica y a antibiéticos (Dong et al., 2020).

Cabe destacar que el riesgo a la salud que implican estas bacterias esta relacionado con
su capacidad para recuperar su tasa metabdlica (la habilidad de replicarse y formar
colonias), cuando las condiciones ambientales mejoran, por ejemplo, al eliminar el factor
estresante o entrar en contacto con estimulos ambientales. Este proceso se denomina
resucitacion y fue descrito por primera vez en Salmonella enteritidis por Roszak y
colaboradores en 1984. Actualmente se han identificado un gran nimero de bacterias que
ingresa al estado VBNC y algunas especies de hongos (Dong et al., 2020). De hecho, se
considera que la mayoria de las infecciones alimentarias no especificas, pueden estar
relacionadas con la resucitaciéon de las bacterias que entraron en el estado VBNC (Jiménez-

Moledn y Solano-Gémez, 2022).

Bacterias VBNC en los sectores productivos



El estado VBNC tiene implicaciones en todos los sectores, por ejemplo, causa pérdidas
econdmicas al afectar cultivos agricolas, en los que la produccién se dafia al grado que no
pueda ser comercializada, por el ingreso al estado VBNC tras el uso de bactericidas a base
de cobre, como en Acidovorax citrulli que causa la enfermedad de la mancha bacteriana de
la fruta e infecta a las cucurbitaceas (como sandia y melén) (Kan et al., 2019); Clavibacter
michiganensis que causa el chancro bacteriano en el tomate (Jiang et al., 2016); Erwinia
amylovora que causa el fuego bacteriano, afecta frutas pomaceas y plantas ornamentales
de la familia Rosaceae (Ordax et al., 2006). También lo induce el sulfato de zinc en Xylella
fastidiosa, que causa la enfermedad de Pierce de la vid, clorosis variegada en citricos,

guemaduras en las hojas del almendro y del arandano (Navarrete y De la Fuente, 2014).

En el area de calidad del agua autores como Guo, et al. (2019) y Zhang et al. (2018) han
reportado que tras la desinfeccién de agua potable por luz UV se puede inducir el estado
VBNC en E. coli y Pseudomonas sp., Chen et al. (2018) reportaron el ingreso VBNC de E.
coli tras la desinfeccion de agua potable por cloracién. En el tratamiento de aguas
residuales, Oliver et al. (2005) reportaron bacterias VBNC de E. coli y Salmonella
typhymurium después de la desinfeccion por cloraciéon. Asi mismo, los lodos residuales
pasan por un proceso de estabilizacion para que puedan ser reutilizados, aprovechando
sus caracteristicas, especialmente los nutrientes. Sin embargo, los procesos de
estabilizacion y saneamiento mas utilizados pueden producir la entrada a este estado, como
ha sido publicado en procesos de digestion aerobia y anaerobia (Fu et al., 2015; Jiang et

al., 2013; Viau y Pecia, 2009) y composteo (Isobaev et al., 2019).

Otras especies afectan en la industria de los alimentos como Lactobacillus brevis y L.
harbinensis que deterioran la cerveza y producen sabores indeseables (Liu et al., 2019 y
Liu et al., 2018). También, se han detectado bacterias VBNC en productos carnicos frescos
y procesados de res, incluyendo Bacillus cereus, Clostridium perfringens y Enterobacterias;
y en productos céarnicos de aves de corral, donde se han identificado Staphylococcus
aureus (El-Aziz et al., 2018). Estas bacterias causan intoxicacion alimentaria e infecciones

gastrointestinales con sintomas como: diarrea, dolor abdominal, nduseas, vomito y fiebre.

En otros casos, para determinar la importancia, extension y los procesos convencionales
de desinfeccion de alimentos que se puedan afectar por las bacterias VBNC y se
comprometa su seguridad microbiol6gica durante el procesado, se ha investigado la
inoculacion de bacterias en alimentos y se les ha sometido a procesos de desinfeccién y

conservacion.



En 2002 Gunasekera y colaboradores inocularon 2.5x10° mL™ de E. coli y 5.8x10° mL* de
Pseudomonas putida en leche y la pasteurizaron a 63.5°C durante 30 minutos. Ambas
especies redujeron su presencia en aproximadamente 4 unidades logaritmicas, medida
como UFC; mientras que con el indicador de viabilidad se detectaron 2.5 unidades
logaritmicas. Concluyendo que el 1% de E. coliy 6% de P. putida que aun permanecian
viables retenian la habilidad de cultivo, y fueron detectadas por el método de cuantificacién
convencional, pero una parte de las células que perdieron la habilidad de cultivo y s6lo se
mantuvieron activas metabodlicamente. Los microorganismos bajo estudio, de ser ingeridos,

provocan diarrea, calambres abdominales y vomito (Heredia y Garcia, 2018).

Se han inoculado espinacas con Listeria monocytogenes y Salmonella enterica Thompson
y se desinfectaron con cloro para determinar el ingreso al estado VBNC. El 100% de L.
monocytogenes en la superficie de la espinaca, ingresé al estado VBNC después de estar
en contacto con 50 ppm de cloro por dos minutos y S. Thompson lo hizo tras este mismo
tiempo de contacto, pero con 100 ppm de cloro (Highmore et al., 2018). Estas bacterias
causan las enfermedades Listeriosis y Salmonelosis, con sintomas de gastroenteritis febril

gue incluyen fiebre, dolor abdominal, nauseas, vomitos y diarrea (Heredia y Garcia, 2018).

En otras investigaciones Dinu y Bach (2011), reportaron que se causa el ingresé al VBNC
en E. coli O157:H7 inoculada en lechuga al exponerla a condiciones de baja temperatura y
luz. Tras 14 dias, vieron diferencias en los nimeros de bacterias viables y cultivables,
contabilizando 8 logio de bacterias viables frente a 6 logio de cultivables, lo que indica que
se mantenian viables 100 veces mas bacterias que las que fueron capaces de ser cultivadas
y, por tanto, cuantificadas por métodos convencionales. Esta bacteria es la causante de la
colitis hemorragica y del sindrome urémico hemolitico con sintomas de fiebre, diarrea

sanguinolenta, vomitos, anemia hemolitica y dafio renal (Heredia y Garcia, 2018).

En bebidas, los autores Anvarian et al. (2018) reportaron que al inocular E. coli en jugo de
naranja natural y adicionado con diferentes niveles de azlcar, 4cido ascérbico y/o 4cidos
organicos en simulacién a las diferentes concentraciones que se pudieran encontrar segun
la variedad o la temporalidad del fruto del que se extrajo el jugo, entre otras. Los resultados
mostraron que al incrementar la temperatura de refrigeracion (4°C) a temperatura ambiente
(22.5°C) disminuy6 el numero de bacterias viables y cultivables; las variaciones de azlcar
y de la composicibn de los acidos organicos tuvieron un efecto despreciable, pero

suplementar el jugo con acido ascdérbico (vitamina C) y aminoacidos incremento la viabilidad



y la posterior habilidad de cultivo; por lo que suplementar el jugo con estas sustancias podria

comprometer su seguridad microbiolégica en lugar de ser beneficioso.
Brotes de enfermedades causados por bacterias VBNC

Las bacterias patdgenas VBNC son un riesgo para la salud publica porque pueden causar
brotes de enfermedades, pero a estas alturas lejos de ser una posibilidad, ya es una
realidad. Los dos primeros brotes documentados ocurrieron en Japén, cuando, a través del
proceso de conservacion de alimentos por salado se indujo el estado VBNC. El primero
ocurrié en 1998, cuando en cuatro lugares simultdneamente se reportaron 62 casos de
infecciones por el consumo de huevas de salmén saladas contaminadas con E. coli
enterohemorragica O157:H7, bacteria que sobrevivié el método de conservacion y a nueve
meses de almacenamiento en congelacién (Makino et al., 2000). El segundo ocurrié en 46
prefecturas en 1999, cuando 1500 personas enfermaron por consumir calamar salado

contaminado con S. enterica (Asakura et al., 2002).

Después, en 2011, Aurass et al. (2011) documentaron en Alemania un brote, con 3000
casos, del sindrome urémico hemolitico y diarrea sanguinolenta causado por E. coli VBNC.
Durante este evento no fue posible confirmar la fuente que dio origen al brote, pero hubo
evidencias que apuntaban a los brotes y semillas de fenogreco contaminados, planta
empleada para preparar ensaladas y otros platillos. Los autores pusieron en contacto el
fenogreco con 9x10° UFC mL* de la bacteria y lo expusieron a métodos comunes de lavado
y desinfeccion como: inanicion, exposicion a sales, iones de cobre y diferentes tipos de
agua de grifo, estos provocaron la pérdida de la habilidad de cultivo después de cinco dias

y tras retirar el factor estresante, las bacterias resucitaban y podian causar infecciones.
Analisis prospectivo

La clave para evitar brotes de enfermedades gastrointestinales y otros tipos de infecciones,
cuyo origen sea conocido o no, puede encontrarse en el conocimiento y la investigacion de
las bacterias VBNC. Ademas de que la integracion de métodos adecuados para su
deteccién puede abrir un nuevo enfoque de investigacion y preservacion de la calidad

microbioldgica.

Igualmente, se deben evaluar las técnicas que identifiquen los factores o procesos que
lleven a las bacterias al ingreso de ese estado para identificar qué métodos de desinfeccion
logran erradicar o reducir los microorganismos a tal grado que no impliguen un riesgo para

la salud publica.



También, tener presente el proceso de resucitacién ya que las bacterias pueden sobrevivir
largos periodos en estado VBNC, resucitar y causar infecciones. Es posible que en los
alimentos que fueron sujetos a procesos de desinfeccion considerados eficaces se
encuentren microorganismos VBNC, o que incluso, que algin descuido durante la limpieza,
preparacion o almacenamiento exponga al publico ante el riesgo de contraer alguna
infeccidn. Ante esto, los investigadores que trabajan con el estado VBNC han propuesto la
necesidad de implementar cambios normativos para incluir la deteccién y andlisis de la
viabilidad de las bacterias presentes y no sé6lo de su habilidad de cultivo, ya que un control
de calidad adecuado que implique la deteccién oportuna de los patdégenos viables puede
evitar la propagacién de enfermedades (Makino et al., 2000; Asakura et al., 2002).

No debemos olvidar que estamos constantemente expuestos a microorganismos
patégenos ante los cuales no estamos desprotegidos ya que contamos con el sistema
inmune y al fortalecerlo manteniendo una buena dieta, practicando deportes y adoptando
habitos de higiene correctos, entre otros, es posible prevenir enfermedades. Finalmente,
las personas que no sufren a menudo de enfermedades gastrointestinales posiblemente
tengan los cuidados apropiados y quienes presenten infecciones con regularidad pueden
adoptar estas medidas de prevencion. Pero siempre sera una buena medida que las
normativas se complementen con el andlisis de viabilidad para asegurar la calidad

microbioldgica deseada de los productos de venta al publico.
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[11.2 Tercer articulo especializado (en elaboracién): Disefio, desarrollo y
validacidon de un cuestionario para evaluar la percepcion de riesgo por

exposicion a bacterias viables pero no cultivables (VBNC)

Disefio, desarrollo y validacién de un cuestionario para medir percepcion de riesgo

por exposicién a bacterias en estado viable pero no cultivable (VBNC)
Resumen
Pendiente de contar con mayor avance en resultados.
Palabras clave:
INTRODUCCION:

Regularmente las investigaciones sociales requieren la recoleccion de datos haciendo uso
de encuestas que cumplan esa funcién y para ello, es preciso que el investigador seleccione
con cuidado el instrumento apropiado. Este instrumento o herramienta es el cuestionario y
a pesar de que hay algunos que ya estan elaborados y a disposicion publica para su uso o
modificacion, el investigador debe evaluar si alguno de los disponibles cubre los objetivos

de su estudio y, en caso de que no sea asi, debe proceder a disefiar un nuevo cuestionario.

El cuestionario se define como una herramienta o instrumento que puede incluir una serie
de preguntas abiertas, cerradas o una combinacién de ellas que midan cuantitativamente
la informacién que se espera obtener. Es importante aclarar que difiere de la encuesta ya
gue, mas bien, ese término hace referencia al método de recoleccion de datos cuando un

encuestador aplicar el cuestionario (Pozzo et al., 2018).

Se considera que existen dos tipos de cuestionarios segun la forma en que se aplica: (1)
uno de ellos es el autoadministrado, en el cual no hay influencia por parte del encuestador
porque el individuo lee las preguntas por si mismo y las responde, como ocurre en los
cuestionarios que se aplican en linea y a través de redes sociales; y el otro tipo es el
administrado por un entrevistador, en el cual existe una interaccion en la que el
entrevistador cuestiona y el entrevistado responde como ocurre con los cuestionarios que

se aplican via telefonica o frente a frente (Farook, 2018).

Para poder aplicar un cuestionario este debe pasar por un proceso de validaciéon, donde se

revisa el contenido del instrumento, a través de un panel de expertos quienes deben ser
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seleccionados segun su formacion académica y experiencia profesional. Después de que
los expertos expongan sus comentarios, el investigador debe hacer los cambios oportunos

para llegar al documento validado como lo han hecho varios autores.

Existen diferentes procesos de validacién y cada investigador los adapta segun lo que
resulte mas conveniente para el proyecto dado que algunos autores envian su cuestionario
solo una vez a un grupo de expertos, hay quienes lo envian dos veces al mismo panel y
hay autores que envian la primera version de su instrumento a un panel de expertos y la
segunda version a otro diferente, como Capone et al. (2021) quienes elaboraron un
instrumento para medir la percepcién de riesgo por COVID-19 y enviaron su primera version
con 12 items a especialistas en psicologia social y salud, quienes sugirieron eliminar cuatro
preguntas, la segunda versién con ocho items a especialistas en educacion para la salud,
psicologia social y sociologia considerando ambas opiniones se obtuvo un instrumento con

cuatro items.

Kennedy et al. (2019) disefaron y validaron un cuestionario para evaluar habilidades
alimentarias. El proceso de validacion incluy6 un panel de expertos que hizo observaciones
sobre el desarrollo y correcciones del cuestionario. El panel fue seleccionado segun la
relacion de su experiencia profesional con el area de investigacion, por ejemplo, recurrieron
a chefs, nutridlogos, académicos etc... Finalmente consultaron a 17 expertos de los cuales
11 respondieron con la evaluacion del cuestionario con 26 preguntas. Las adecuaciones los

llevaron a un cuestionario validado con 39 items.

En 2021 Shen y colaboradores elaboraron una escala de percepcion de riesgo dirigida a
las emergencias de salud publica. Ellos consultaron a un panel de expertos especializados
en psicologia, salud publica y epidemiologia, incluyendo tres hombres y tres mujeres con
edades de entre 35 a 54 afios con mas de 10 afios de experiencia, con nivel de estudios de
maestria o superior. Posterior a la revision se modificaron los items segun sus sugerencias

de modificaciones en la redaccién y eliminacion obteniendo un instrumento final de 9 items.

En 2021 Batista et al. crearon un cuestionario dirigido a nifios y adolescentes de escasos
recursos para evaluar los conocimientos de inocuidad de los alimentos, practicas y
percepcion de riesgo. Para la validacion de su instrumento seleccionaron un panel de 22
expertos a quienes enviaron informaciéon para comunicar y orientar sobre el tema vy el
proceso de evaluacion, posteriormente les hicieron llegar su cuestionario y 16 de los

expertos participaron en el andlisis de la segunda version. A partir de las observaciones de
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pertinencia, claridad, sencillez, entre otras, se disefi6 el cuestionario final que incluyo 11

items de conocimientos, 11 de practicas y 5 de percepcién de riesgo.

En la presente investigacion el disefio del cuestionario fue dirigido a evaluar la percepcién
de riesgo por exposicion a bacterias en estado viable pero no cultivable (VBNC por sus
siglas en inglés). Las bacterias en estado viable pero no cultivable son un peligro latente
para la salud publica, ya que son microorganismos que se protegen ante factores
ambientales que resulten adversos para su supervivencia y dificilmente son detectados,
puesto que pierden su habilidad de cultivo, que es la cualidad que se utiliza al momento de
cuantificar o verificar su presencia. Por lo que se obtiene un falso negativo a contaminacion
microbioldgica ya que las bacterias si estan presentes vivas (viables) pero no estan

cultivables y no se reproducen.,

La transicién a ese estado supone un costo para las bacterias/microorganismos al disminuir
su metabolismo y modificar su virulencia (Oliver, 2005 y Xu et al., 1982). Sin embargo,
también les otorga beneficios como una mayor resistencia fisica y quimica y la capacidad
para resucitar, término empleado para describir la vuelta a la normalidad de los procesos
metabdlicos, virulencia y de la habilidad de cultivo para estos microorganismos; esto ocurre
cuando las bacterias se encuentran ante estimulos ambientales que les resulten favorables
como cambios en la temperatura, la presencia de nutrientes o sustancias quimicas, entre
otros. Posterior a la resucitacion les es posible dividirse, formar colonias y causar

enfermedades (Dong et al., 2020).

Estas bacterias han sido relacionadas con brotes de enfermedades e implican un riesgo
microbioldgico para la salud publica (Aurass et al., 2011; Asakura et al., 2002 & Makino et
al., 2000), por ello es importante conocer el nivel de conocimiento, cuél es la percepcién de
riesgo (tanto de las personas que laboran en areas que conllevan un contacto directo y
recurrente como en la en poblacion general), ya que estos microorganismos habitualmente
se encuentran en el ambiente y matrices que estan en contacto con las personas, como

alimentos y bebidas.

Dado que las personas estan en constante contacto con microorganismos en este estado,
es importante identificar el nivel de conocimiento, la percepcion de riesgo ante la exposicion
a ellos y su disposicién a adoptar o modificar los habitos de prevencion de la poblacién. Por
lo que, el objetivo de esta publicacion es exponer el proceso seguido para disefiar un

cuestionario que permitiese obtener la informacion pertinente ante un posible problema de
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salud publica al que se le atribuyen la mayoria de las infecciones gastrointestinales no

especificas.
METODOLOGIA

Durante el desarrollo de una investigacion que precise del uso de un cuestionario para la
obtencion de datos a forma de opiniones se deben establecer objetivos generales y
especificos que indiquen qué es lo que va a medir el instrumento, a quienes va a dirigirse y
se debe justificar el porqué de su creacién en caso de no usar un cuestionario preexistente

0 una adaptacion (Yusoff et al., 2021).

El correcto disefio de un cuestionario requiere de un conjunto de pasos detallados a los
cuales se debe prestar atencién dado que esta herramienta definira los resultados de la

investigacion (Figura 1).

Definir investigacion v s _ Seleccion de variables
obietivos —=| Revision bibliografica |—— 2 desarrollar

v

Eleccion de disefio
experimental ydela ——=
muestra

Primera wversion del
cuestionario

Figura 1. Sintesis de los pasos para el disefio de un cuestionario.

El disefio inicia con la revisién bibliografica, proceso durante el cual se lleva a cabo una
busqueda minuciosa de investigaciones y publicaciones recientes que provengan de
fuentes confiables y reconocidas, tales como libros, articulos cientificos, de revision y otros
(Reethesh et al., 2019).

Cabe mencionar que conforme avanza este proceso el investigador mejora la perspectiva
de la busqueda y la evaluacién de la pertinencia de la literatura, llevando a establecer el
estado del arte, guiando la seleccion de las variables de importancia y exponiendo las
limitaciones que han enfrentado otros investigadores. Una vez analizada la informacion que
fue consultada y siguiendo los objetivos planteados en la investigacion es posible definir o

el contenido del cuestionario al seleccionar las variables que seran desarrolladas, la
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eleccion del disefio experimental y la seleccion de la muestra al concretar el tamafo

muestral y la poblacidn que sera encuestada (Salamaca- Castro, 2021).

Es igual de importante seleccionar el método de muestreo que se aplicara, puede ser un
muestreo probabilistico de tipo aleatorio simple, estratificado o por conglomerados o un
muestreo no probabilistico por cuotas (también conocido como accidental), intencional o de

conveniencia o bola de nieve (Acharya et al., 2013).

Una vez que se delimitan los puntos anteriores se puede iniciar la primera versiéon del
instrumento. Al momento de redactar las preguntas se debe procurar el uso de un lenguaje
entendible y claro considerando las caracteristicas de poblacién a quien se va a encuestar
(nivel de estudios, formacion académica, etc.), se deben emplear palabras simples, las
preguntas deben ser concretas, en cada pregunta solo se debe tratar un tema a la vez, se
debe evitar que la pregunta incentive al encuestado a seleccionar una respuesta en
particular (Reethesh et al., 2019 y Krosnick, 2018) y se debe guardar un orden légico en su
secuencia (Jenn, 2006). Es importante aplicar estos mismos puntos en la redaccion de las

instrucciones y especificaciones.

Durante la creacién del cuestionario es muy importante considerar que formato se empleara
en las preguntas ya sean cerradas o abiertas segun las necesidades de la investigacion.
Por un lado, las preguntas cerradas tienen las ventajas de requerir menor esfuerzo y tiempo
por parte del encuestado y dan mayor facilidad para la comparacién y analisis de las
respuestas. Sin embargo, requieren una mayor preparacion por parte del encuestador y
limitan las respuestas en comparacion de las preguntas abiertas, en las que se obtiene mas
informacion, aunque la desventaja es que las respuestas pueden ser ambiguas y son mas

dificiles de analizar (Hernandez et al., 2014).

En caso de medir actitudes u opiniones uno de los métodos mas conocidos es la escala
tipo Likert ya que se usa frecuentemente por ser practica, fiable y adaptable. En esta escala
se indica el nivel de acuerdo o desacuerdo a una afirmacién eligiendo entre tres, cinco o

siete categorias (Hodge & Gillespiere, 2005).

Una vez que se ha terminado de disefiar el cuestionario y se obtiene la versién primera
version se procede al proceso de validacién, que consiste en evaluar el contenido del
cuestionario, midiendo que tan confiable es y que tan bien relne los datos que abarca la

investigacion (Taherdoost, 2018).
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Esta parte también pasa por varias etapas que (Figura 2).

Validacion por Adecuaciones a : :
: Cuestionario
panel de —>| instrumento — :
. validado
expertos final

Figura 2. Sintesis de los pasos para la validacion del cuestionario.

Durante este proceso se realiza una evaluacion por parte de un panel de expertos en el que
se selecciona a un grupo de individuos cuya formacion académica y experiencia laboral sea
areas relacionadas a la investigacion. Se debe resaltar que el nimero de expertos
seleccionados quedan al juicio del investigador, y la decision puede ser sustentada por la
informacion encontrada en la revision bibliografica. Sin embargo, en la revision bibliografica
se puede analizar el nUmero de expertos consultados por otros investigadores para asi

delimitar la cifra que resulte mas conveniente a los fines de la investigacion.

Finalmente, tras atender las revisiones que surjan de los pasos anteriores es posible

obtener un instrumento validado.
RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultados de la fase tedrica que constd de la revisién bibliografica de recursos en
linea se obtuvieron una serie articulos y capitulos de libros actuales que resultaron

pertinentes para la investigacion.

El enfoque de la revision fue sobre publicaciones enfocadas en bacterias patdgenas en
estado VBNC, para conocer las modificaciones que sufren las células cuando pierden de la
habilidad de cultivo como la disminucion del metabolismo (Shleeva et al., 2004), las
variaciones en el tamafio haciéndose mas pequefias (Wei & Zhao, 2018), el incremento en
la resistencia fisica y quimica (Signoretto et al., 2000) y las variaciones en el potencial de
virulencia (Dong et al., 2020); los factores que conducen al ingreso del estado VBNC como
la exposicion a altas o bajas temperaturas, altos o bajos niveles de pH, metales pesados,
entre otros (Kan et al.,, 2019 & Ramamurthy et al., 2014), incluyendo los procesos de
desinfeccion y conservacién de los alimentos (Dong et al., 2020); y, finalmente, los
estimulos que permiten la resucitacibn como quimicos, proteinas activas, el aumento o

disminucion de la temperatura y otros (Zhao et al., 2017 & Zhang et al., 2021).
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También se analizé el término percepcion de riesgo entendiéndolo como la evaluacién
social de que ocurra un suceso y el dafio que pueda causar (Cori et al., 2020 & Lechowska,
2018) y se relacion6 con las bacterias en estado VBNC. Se consultaron estudios previos
sobre la percepcién de riesgo microbiolégico que sirvieron como guia para determinar la
estructura del cuestionario, los temas de interés o elementos desarrollados y la seleccion
de como fueron medidas las respuestas teniendo como opciones preguntas cerradas o
abiertas.

Tras la extensiva revision bibliogréafica, no se consideré que ninguna de las propuestas de
instrumentos disponibles, consiguieran cubrir con los objetivos perseguidos en la
investigacion, ni incluso tras su adaptacion (quiza por lo novedoso del tema analizado, - las
bacterias en estado VBNC fueron descubiertas apenas en la década de los 80 y no son adn
de un gran dominio publico-), por lo que se procedi6é a generar un nuevo cuestionario. En
€l se propusieron preguntas para recolectar datos sociodemograficos; asi como el nivel de
“experiencia” ante matrices con deficiente calidad microbioldégica, dado que Wachinger et
al. (2013) mencionan que estar expuestos al peligro modifica la percepcion del riesgo.
Posteriormente, se formularon preguntas para evaluar en nivel de conocimientos; la
percepcion de riesgo); habitos o practicas y predisposicion a cambiar de habitos, una vez
gue se le presente informacién sobre la existencia y efectos de la presencia de bacterias
en estado VBNC.

La propuesta fue que las respuestas se midieran con la escala Lickert de cinco puntos al
igual que Barret y Feng (2021), Batista et al., (2021) y Brouwer et al., (2020). En este
cuestionario las afirmaciones fueron evaluadas por los extremos de completamente de

acuerdo al completamente en desacuerdo.

Con estas consideraciones se redacto la primera version del cuestionario. Desarrollando

los elementos que se mencionan anteriormente se elaboraron 59 preguntas.

Para la validacion del cuestionario se seleccioné un panel de 15 expertos considerando su
formacion académica, conocimientos y experiencia relacionados con la seguridad
microbioldgica, incluyendo especialistas en ciencias del agua, biolégicas y de la salud. De
los 15 expertos consultados, hasta el momento se recibid respuesta de cuatro de ellos, por
lo que se estd a la espera de conseguir alguna aportacibn mas para evaluar las

observaciones y comentarios, y checar la pertinencia, claridad y congruencia de las
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preguntas. Si considerar que hay que volver a redactar alguna de ellas, o cuales deberian

ser eliminadas o incluidas.
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