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Sinopsis

La corrosion inducida por microorganismos (MIC) representa entre el 10% y el 20% de los costos
globales anuales asociados a la corrosion, siendo un desafio critico en la industria del petréleo y
gas (0&G).

Frente a esta problematica, se vuelve indispensable contar con sistemas de monitoreo
microbioldgico que permitan evaluar el fenomeno MIC de forma integral y eficiente. Este trabajo
presenta un enfoque basado en multiples lineas de evidencia (MLOE, Multiple Lines of Evidence),
sustentado en tres herramientas complementarias que optimizan la evaluacion del potencial MIC
en instalaciones de O&G, mejorando los tiempos de respuesta, facilitando la toma de decisiones
para prevenir fallas operativas y la evaluacion de desempefio de estrategias de mitigacion.

La primera herramienta es una plataforma digital que integra datos microbioldgicos y
operacionales de las locaciones. Incluye la caracterizacion microbioldgica de puntos criticos de
control (ATP, qPCR, estudios metagenomicos y potencial MIC), junto con parametros operativos,
condiciones ambientales, caracteristicas de los materiales, velocidad de corrosion, morfologia y
productos de corrosion. Esta informacion se traduce en tableros de criticidad MIC y permite
evaluar continuamente las estrategias de mitigacion implementadas. Actualmente, la plataforma
contiene mas de mil muestras de mas de veinte instalaciones en Argentina, respaldada por una
base de datos con 1.200 microorganismos clasificados seglin su potencial MIC.

La segunda herramienta es un biosensor semiautomatico innovador, disefiado para cuantificar
microorganismos totales viables (MTV) mediante la estimacion del metabolismo redox
microbiano (US 2025/0135451 A1). Esta tecnologia mostrd una correlacion superior a 0,90 con
las mediciones de ATP por bioluminiscencia, validando su confiabilidad como herramienta de
diagnostico rapido. Ademas, ofrece ventajas como la reduccion de costos y errores humanos.

La tercera herramienta incorpora secuenciacion de tercera generacion para estudios
metagendmicos de ADN, permitiendo obtener resultados en menos de dos semanas, con menores
costos iniciales y alta adaptabilidad para su uso en campo. Los estudios de validacion confirmaron
la consistencia de los protocolos de secuenciacion del gen 16S rARN respecto a métodos de
segunda generacion, utilizando estandares como ZymoBIOMICS® D6311 y muestras de agua de
produccion.

En conjunto, el enfoque MLOE y estas herramientas agiles mejoran la precision en el diagnostico
y monitoreo de MIC con reduccion de tiempos de respuesta a 15 dias, reduccion de costos del
50% respecto a las metodologias actuales, promoviendo la integridad de los activos, reduccion de
OPEX en las estrategias de mitigacion y practicas mas sostenibles en la gestion de la corrosion
en el sector hidrocarburifero.
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Introduccion

La industria del petréleo y gas enfrenta multiples desafios asociados a la integridad y durabilidad
de sus infraestructuras. Entre ellos, los fendmenos MIC se ha consolidado en las tltimas décadas
como una de las principales amenazas, particularmente en entornos operativos donde el agua
desempefia un rol clave (Lee et al., 2017).

Se estima que los paises erogan anualmente entre el 2 % y el 5 % de su Producto Bruto Interno
(PBI) en actividades relacionadas con la corrosion (Hays & General, 2010; Webster, 2010; Petit,
2024). De ese total, aproximadamente un 20 % corresponde a procesos asociados a MIC, cifra
que se utiliza como referencia para dimensionar su impacto econémico de forma general (Gu et
al., 2015; Javaherdashti, 2017; Lavanya, 2021; Little & Lee, 2009; Skovhus, Eckert, et al., 2017).
En la industria del petréleo y gas en EE.UU se reportan gastos anuales estimados entre 2 y 7 mil
millones de USD (Ali & Ahmad, 2025; Schaal & Martus, 2022).

Debido al impacto que tienen los fenémenos MIC en el O&G es imperativo gestionar su riesgo y
para ello se requieren tres pasos esenciales:

1. Diagnostico: comprender el potencial MIC en el activo;
2. Mitigacion: seleccionar ¢ implementar medidas adecuadas de prevencion y atenuacion;
3. Monitoreo: seguimiento de las condiciones operativas para evaluar la efectividad de

dichas medidas y su optimizacion.

Las tendencias actuales relativas al diagndstico y monitoreo del riesgo de corrosion
microbiologica proponen un enfoque multidisciplinario debido a que aunque el mecanismo por
definicion abarca los campos de la microbiologia y la corrosiéon, la participacion de otras
disciplinas como la electroquimica, la quimica de produccién, la metalurgia, la ciencia de los
materiales, la ingenieria de procesos, la mecanica de fluidos y otras; es esencial para obtener una
imagen clara de los entornos y las condiciones operativas que sustentan esta problematica. El
nuevo enfoque multidisciplinario para dirigir las actividades de gestion del riesgo MIC se
denomina multiples lineas de evidencia (MLOE, Multiple Lines of Evidence) propuesto por Knisz
et al. (2023).

El enfoque MLOE se fundamenta en que no existe actualmente una prueba Unica que permita
confirmar de forma concluyente la ocurrencia o presencia activa del fenémeno MIC.

La Figura 1, adaptacion de la revision de Knisz et al. (2023), ilustra las cuatro categorias
principales de MLOE comtinmente utilizadas en estudios del fendmeno MIC, junto con ejemplos
de parametros tipicos asociados a cada categoria.
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Figura 1. MLOE utilizado en la evaluacion MIC. Las piezas del rompecabezas representan las cuatro
categorias principales de evidencia con sus parametros tipicos, adaptado de Knisz et al. (2023).

La revision del estado del arte del fendémeno MIC por Videla & Herrera (2005) sefial6 que hasta
finales de la década de 1970 hubo una transferencia deficiente de conocimiento entre disciplinas,
incluidas la metalurgia, la electroquimica, la microbiologia y la ingenieria quimica, lo que impidid
que el estudio de MIC fuera mucho maés all4 de un enfoque en BSR/PSR (Bacterias Reductoras
de Sulfato/Arqueas Reductoras de Sulfato). Por lo que los estudios pioneros sobre MIC en la
industria del petréleo y el gas se enfocaron principalmente en métodos de cultivo tradicionales,
como la técnica del nimero mas probable (NMP), estandarizada en el protocolo NACE TM0194
(2014), en la que se relacionaba la probabilidad de MIC con los recuentos de células cultivables
en diversos medios de cultivo, particularmente para BSR y BPA (bacterias productoras de acidos).

Asimismo, diversos estudios han demostrado las limitaciones en la técnica NMP (Jensen et al.,
2013; Larsen et al., 2010a; Mitchell et al., 2012; Rodrigues & Akid, 2014), lo que ha impulsado
su sustitucion gradual por parte de los principales operadores del sector. A continuacion, se
mencionan sus principales desventajas:

e No proporciona una medida directa del potencial de MIC (Jensen et al., 2013);

e Muchos microorganismos presentes en sistemas de petrdleo y gas no son cultivables,
estimandose que solo se detecta entre el 0,1 y el 1% mediante técnicas tradicionales de
cultivo (Amann et al., 1995);

e Lautilizacion de medios especificos y selectivos para determinados metabolismos puede
subestimar la diversidad microbiana;

e La competencia de crecimiento en el medio puede generar también sobreestimaciones
(Zhu et al., 2005);

e Algunas especies pueden entrar en estados metabdlicos no cultivables, como el estado
latente, lo que también contribuye a subestimaciones (Kell & Young, 2000);

e Elevados tiempos de obtencidon de resultados, por ejemplo 28 dias de incubacion en la
determinacion de BSR, que dificulta la toma de decisiones sobre acciones
correctivas/preventivas a tiempo.



e Falsos positivos por interferencias del medio; por ejemplo, sulfuro y sulfitos en NMP de
BSR, que generan cambios de color no asociados al crecimiento microbiano.

Reconociendo estas limitaciones, NACE recomend6 en 2012 y reiterd en la actualizacion de 2018
el uso de metodologias complementarias para la caracterizaciéon microbioldgica en entornos
industriales, formalizadas en la norma NACE TM0212 (2018) en donde se propicia el uso de
técnicas de biologia molecular. Estas técnicas permiten caracterizar el microbioma completo y
evidenciar todos los metabolismos microbianos presentes y su potencial para inducir fendmenos
de corrosion en acero al carbono, material mayoritario en la industria de petroleo y gas.

Con la adopcion progresiva de métodos microbioldgicos moleculares (MMM), los operadores
comenzaron a observar que, aunque los microorganismos estaban presentes en practicamente
todos los sistemas, los recuentos celulares por técnicas tradicionales de cultivo mostraban una
pobre correlacion con los dafios reales atribuibles a MIC (Zintel et al., 2003).

Debido a esto, en los protocolos de diagndstico y monitoreo MIC cada vez son mas utilizados los
métodos de la determinacion de ATP para MTV, los ensayos de qPCR (reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa) para el recuento de microorganismos especificos y el analisis de la
diversidad del microbioma presente por estudios metagendmicos mediante secuenciacion masiva
del gen 16S rARN (Acido ribonucleico ribosomico) caracteristico de bacterias y arqueas. En
respaldo de esta tendencia, Puentes-Cala et al. (2022) llevaron a cabo una revision sistematica de
la literatura publicada sobre MIC en los tltimos 12 afios, revelando que aproximadamente el 75
% de los estudios emplearon enfoques microbiologicos moleculares para caracterizar las
comunidades microbianas presentes en muestras de campo.

Asimismo, Vargas et al. (2021) evidenciaron por estudios metagenémicos que los microbiomas
presentes en las cuencas petroleras argentinas estaban compuestos por grupos microbianos
asociados a MIC mas alla de las BSR y BPA identificandose bacterias tiosulfato reductoras, nitrato
reductoras, oxidantes de azufre, heterotrofas generales formadoras de biofilms, arqueas
metanogénicas, entre otras. Estos hallazgos manifiestan la necesidad de implementacion de
técnicas para la cuantificacion de MTV y la diversidad del microbioma eficientes y competitivas
que permitan la evaluacion rapida de las estrategias de mitigacion aplicadas para reducir el riesgo
MIC.

Mas recientemente, Wade et al. (2025) revelan, entre otros puntos, un aumento exponencial en la
cantidad de publicaciones y una intensificacion del uso combinado de técnicas analiticas
moleculares en los estudios mas recientes. Este andlisis refleja como la investigacion
contemporanea en MIC ha integrado metodologias mas complejas y breves, con una duracion
promedio de 14 dias. El tiempo de respuesta ha influido directamente en el tipo y profundidad de
datos microbiologicos obtenidos para la gestion del riesgo MIC en donde el tiempo de adquisicion
de datos y la interpretacion integral del fendémeno son factores claves.

En linea con lo expuesto, este trabajo describe tres herramientas innovadoras en la concrecion de
diagnosticos y monitoreos del potencial MIC eficientes, completos e integrales:

e Una aplicacion digital, MicrobioMICs, basada en un marco de evaluacion de potencial
MIC mediante MLOE;

e Un biosensor semiautomatizado para la estimacion de MTV, Y-4QUA

e La introduccion de tecnologias de secuenciacion de tercera generacion, tecnologia de
nanoporos, para reducir tiempos de analisis en los estudios metagendmicos.
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Desarrollo

1. Aplicacion digital MicrobioMICs

La aplicacion digital MicrobioMICs se desarrollo para responder a la necesidad de optimizar el
diagndstico y monitoreo de los fendmenos MIC, mejorar la eficiencia del servicio y ofrecer
informacion confiable para la gestion del riesgo MIC en la industria de O&G.

El desarrollo tuvo como objetivo facilitar el acceso a datos cientificos y técnicos, mejorar la
gestion de los laboratorios involucrados, asegurar trazabilidad y calidad en la informacion,
sirviendo de plataforma de almacenamiento de datos, interpretacion, visualizacion y
estandarizacion para la ejecucion de reportes agiles en conjunto con tableros de control. Logrando
de esta manera convertir conocimiento cientifico en valor estratégico.

El proceso de desarrollo se detalla en la Figura 2.
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Figura 2. Proceso de desarrollo de la aplicacion.

La metodologia de gestion del proyecto fue hibrida (Kanban+Tradicional) para tareas operativas
e hitos claves, utilizando la plataforma de gestion de proyectos y productividad ClickUp y la
colaboracion con un Software Factory. Mientras que el desarrollo implico las siguientes
actividades:

Disefio desde cero, arquitectura escalable y segura desplegada en Tenant propio de Y-
TEC.

Validacion continua con expertos en microbiologia.

Colaboraciéon multidisciplinaria: cientificos, Experiencia del Usuario (UX), Experiencia
de la Interfase (UI), desarrolladores y software factory.

De esta manera se diseflo la siguiente arquitectura para a la aplicacion que se esquematiza en la
Figura 3.
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Figura 3. Arquitectura de la aplicacion.

Las caracteristicas principales alcanzadas fueron:

e Repositorio de resultados de diagnostico y monitoreo de microbiomas presentes en la
cuenca petrolera Argentina y con posibilidad de expansion en LATAM, potencialidad de

SIG (Sistema de Informacion Geogréfica).

e Moddulo de laboratorio para garantizar control de calidad de los ensayos de laboratorio y

trazabilidad.

e Repositorio de datos de proceso, de integridad, instalacion, ensayos complementarios y

tratamientos quimicos de los puntos criticos de control (PCC) seleccionados.

e Base de datos de microorganismos con su secuencia del gen 16S clasificados seglin su
potencial MIC, con mas de 1000 muestras analizadas en las cuencas de petrdleo
argentinas que permiten realizar un flujo de trabajo bioinformatico mas agil a expensas

de los bancos de genes publicos (NCBI- NBLAST, SILVA, etc).
e Generacidn de reportes estandarizados y base de datos inteligentes:
o Customizacién de tableros de criticidad MIC

o Benchmarking de condiciones (materiales/tratamientos/cuencas/microbiomas)

A continuacion, en la Figura 4 se presentan las funcionalidades de la aplicacion. Luego, en las

Figuras 5, 6, 7 y 8 se exponen ejemplos de reportes y visualizaciones de datos.
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Figura 4. Funcionalidades de la aplicacion.
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Figura 5. Reporte de analisis metagendmicos. A: Diversidad de bacterias a nivel de género con su
abundancia relativa en porcentaje, B: Rol relativo a MIC, C: Diversidad de arqueas a nivel de género con
su abundancia relativa en porcentaje, D: Rol relativo a MIC. Rol MIC positivo, Y, celeste; Rol MIC
negativo, N, verde. Role MIC desconocido (unknown), negro.
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Figura 6. Reporte de recuentos microbianos. A: Grafica de recuentos de MTV por ATP, B: Grafica de
recuentos de microorganismos especificos por qPCR. Barras lisas corresponden a muestras liquidas,
barras degradadas a muestras solidas, por ejemplo, biofilms en cupones de corrosion.
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Muestra

Detalle de la muestra

ID Lims: YT.112.002296

ID Laboratorio: 0204-25

ID Mic: mic_é4

Fecha de Extraccién: 01/09/2025
Tipo de Muestra: SOLIDA CUPON
Volumen de Muestra: 22.05 cm?2

Valor ATP:

Peso inicial: 12.5167 gr
Material: Acero al Carbono

Fecha de Instalacién: 01/07/2025

Velocidad de Corrosion

Valor: 1.9386

Unidad: MPY

Morfologia de ataque: Uniforme Moderada

Campana: MIC2 TR

Lugar: Laboratorio

Temperatura: °C

Coordenadas: ,

Punto Critico de Control: TR.TR.PTC.OLD.E3.INGRESO PTC

Descripcién: Cupdn y solido adherido correspondiente a Bateria E3

Peso final: 12.3998 gr

Grado de Material: 5LGRB A
Figura 5 -Borde

Peso de Deposito: 0.2765

Figura 6. Borde inferior
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Figura 7. Reporte analisis de velocidad de corrosion y morfologia de ataque.
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Figura 8. Tablero de control en PW BI. Evolucion temporal de recuentos microbianos MTV en diferentes
PCC, KPI de la relacion de carga microbiana en la salida respecto a la entrada, datos fisicoquimicos,
recuentos de microorganismos especificos y registros de velocidad de corrosion.

A partir de lo expuesto se pueden identificar los impactos logrados:

e Transformacion de la gestion de datos en inteligencia operativa: centralizacion y
estandarizacion de datos criticos, tableros de control dindmicos con reportes visuales
avanzados, reduccion de tiempos y aumento de la eficiencia operativa para la toma de




decisiones de acuerdo con el diagndstico o monitoreo del potencial MIC integral
identificado;

e Experiencia del usuario satisfactoria: interfaz intuitiva, visualizacion clara y graficos
optimizados para la toma de decisiones en menor tiempo;

e Desafios: base de datos integrada para un diagnoéstico y monitoreo de potencial MIC
completo, despliegue en Tenant propio (servicio en la nube);

e Soluciones creativas: disefio responsivo y validacion continua con expertos;

e Aprendizajes claves: validacion temprana como factor critico de éxito, disefio UX
adaptado a perfiles no técnicos, integracion estratégica con Power BI.

2. Biosensor Y-AQUA

El biosensor Y-AQUA tiene como objetivo ofrecer una solucion eficiente y accesible para la
deteccion de microorganismos totales viables (MTV) en muestras liquidas.

Este desarrollo se bas6 en utilizar metodologias electroquimicas de cuantificacion de MTV
evitando el uso de las técnicas tradicionales de cultivo (NMP) debido a las limitaciones ya
mencionadas y el uso de métodos alternativos como la citometria de flujo o el ATP por
bioluminiscencia segin ASTM D7687 (2021) que son mas avanzados, pero costosos y complejos
de operar en campo.

El biosensor Y-AQUA es una invencion protegida en EE.UU bajo la patente publicada US
2025/0135451 A1'. Este desarrollo incorpora un cartucho de electrodos y un dispositivo capaz
de determinar de manera semiautomatica los MTV presentes en una muestra liquida desconocida,
a partir del anélisis del metabolismo rédox de los microorganismos involucrados. Ademas, el
dispositivo opera en un sistema de flujo a altas velocidades, lo que permite cuantificar los
parametros en cuestion en apenas unos minutos.

El método para determinar MTV presentes en la muestra liquida comprende las siguientes etapas:
a. Obtener una muestra liquida que contiene microorganismos en suspension.
b. Filtrar los microorganismos presentes en la muestra de la etapa a.

c. Cultivar los microorganismos obtenidos en la etapa b. en una soluciéon que comprende
mediadores redox.

d. Llevar a cabo una reduccion de los mediadores con los microorganismos obtenidos en la etapa
b.

e. Introducir el producto de la reaccion de la etapa d. en un cartucho de electrodos.

f. Oxidar el producto de la reaccion de la etapa d. en el cartucho de electrodos.

g. Producir una sefial amperométrica mediante la reaccion de oxidacion de la etapa f.
h. Calcular los MTV presentes en la muestra liquida de la etapa a. a partir de la
sefnal amperométrica de la etapa g.

El mediador redox para la solucion de la etapa c. es preferentemente ferricianuro a través de sales
de ferricianuro como ferricianuro potasico.

En biosensor Y-4AQUA en su primer prototipo se expone en la Figura 9.

" https://patents.google.com/patent/US20250135451A1/en?0q=US20250135451
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Figura 9. Biosensor Y-AQUA. A: Visualizacion de componentes, cartucho de electrodos y dispositivo de
semiautomatico; B: Prototipo completo con pantalla de interfaz con el usuario; C: Potenciostato.

Mientras que el anélisis de ATP cuantifica una molécula energética comtin a toda biomasa celular
(viva o residual, dado que es relativamente estable), el Biosensor Y-4QUA se fundamenta en la
medicion de la actividad metabolica microbiana donde el ferricianuro actia como un aceptor de
electrones que difunde en el interior celular y es reducido a ferrocianuro. Posteriormente, este
ultimo es cuantificado en la superficie de un electrodo de trabajo dentro de una celda de flujo
electroquimica, disefiada especificamente para ofrecer robustez y alta sensibilidad.

Las ventajas comparativas de esta tecnologia en comparacion con otras para determinar MTV son
las siguientes:

e Eficiencia operativa
o Automatizacion total de calculos y operaciones
o Tiempo minimo de capacitacion (1-2 h) y de analisis (minutos)
e Reduccion de costos
o Costos de analisis 50% inferiores a la determinacion de MTV via ATP
o Uso de insumos locales en un 95%
e Facilidad de uso
o Operacidn sencilla, sin necesidad de personal especializado
o Eliminacion de errores por manejo manual
e Sostenibilidad ambiental
o Menor uso de descartables
o Disefio compacto y de bajo impacto ambiental

La validacion del biosensor fue realizada en un piloto en las instalaciones de campo en la Cuenca
del Golfo de San Jorge, Argentina comparando los resultados con la tecnologia Luminultra® para
determinacion de MTV via ATP segun ASTM 7687 (2021).

A continuacion, se exponen los resultados del piloto de campo. En la Figura 10 se grafican los
recuentos por quintuplicado de MTV obtenidos con el Biosensor Y-4AQUA con calculos por
corriente y por carga y los recuentos de MTV a través de la determinacién de ATP por
bioluminiscencia en diferentes puntos de una planta de tratamiento de agua. Mientras que en la
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Figura 11 se obtiene el coeficiente de correlacion superior a 0,9 entre ambas tecnologias
demostrando una correcta performance.

ATP[ME/mI] ®mYAQUA[MTV]I YAQUA[MTV]Q
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Figura 10. Recuentos de MTV con Biosensor Y-AQUA: MTV I (Corriente), MTV Q (Carga); y con
determinacion de ATP segin ASTM 7687 (2021) en ME/mL, equivalentes microbianos por mL. TK
Skimmer: tanque de desnatado de hidrocarburos; FW: Free Water: separador por calentamiento de
hidrocarburo libre; 1/10: Diluciéon 1 en 10 veces.
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Figura 11. Correlacion de recuentos de MTV con Biosensor Y-AQUA por corriente y con determinacion
de ATP segiin ASTM 7687 (2023) en ME/mL. R%: Coeficiente de correlacion; Y: Ecuacion de la recta
lineal de ajuste.

3. Tecnologia de secuenciacion de tercera generacion, Nanoporos

En los ultimos anos, el desarrollo de las tecnologias de secuenciacion masiva ha permitido leer
miles de millones de secuencias o fragmentos de ADN a una velocidad sin precedentes y a un
costo cada vez mas asequible. Lo que ha revolucionado la microbiologia, permitiendo dar el paso
del laboratorio a la bioinformatica. La posibilidad de efectuar estudios de la microbiota, el
microbioma y el metagenoma de una muestra de manera rapida y a bajo costo ha permitido
avanzar mas rapidamente en el diagnéstico y control de microorganismos en diferentes areas.

La secuenciacion dirigida del metagenoma, centrada en el analisis del gen 16S rARN, constituye
una estrategia robusta para evaluar la diversidad microbiana —particularmente bacterias y



arqueas— en muestras ambientales. El rARN se emplea ampliamente en estudios de microbiota
debido a su estructura compuesta por regiones altamente conservadas, intercaladas con regiones
variables que permiten una clasificacion taxonémica precisa.

Como gen de referencia ("housekeeping"), el 16S rARN puede amplificarse mediante PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa), secuenciarse y luego compararse con bases de datos
curadas de secuencias conocidas para su asignacion taxonomica. Esta metodologia es de tipo
semicuantitativo, ya que permite estimar la abundancia relativa de los diferentes microorganismos
presentes, alcanzando una resolucion taxonémica generalmente a nivel de género.

Para el analisis, las secuencias obtenidas se alinean contra repositorios especializados como
GreenGenes, RDP (Ribosomal Database Project), SILVA, o utilizando herramientas de bisqueda
como BLAST del NCBI. En las Figuras 12 y 13 se esquematizan los pasos de la secuenciacion
dirigida del gen 16S rARN (UNLP, 2024).

Secuenciacion PCR 16S
(NGS) “m‘m'-’ :

Agrupamiento de
lecturas por similitud

Muestra compleja

Alineamiento con base de
datos de referencia

Targeted/amplicon sequencing

Composicién

@ & taxonémica

16S de referencia

Figura 12. Esquema de pasos de la secuenciacion metagenomica dirigida. Adaptacion: “Introduccion a la
Metagenomica y Bioinformatica del Microbioma Humano”, UNLP, 3° Escuela de invierno (2024).
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Figura 13. Secuenciacion dirigida, Metagenomica del gen 16S rARN. Fuente: “Introduccion a la
Metagenodmica y Bioinformatica del Microbioma Humano”, UNLP, 3° Escuela de invierno (2024).

Dentro de las tecnologias de secuenciacion masiva, se encuentran los llamados secuenciadores de
segunda generacion o de alto rendimiento, también denominadas plataformas “Next Generation
Sequencing (sigla en inglés, NGS)”. La secuenciacion de segunda generacion se inicio basandose
en la pirosecuenciacion del ADN. Una de las plataformas disponibles es [llumina, (Figura 14).

3]
"_,L_ﬁ

“GAll _GAlix HiSeq 2000 HiSeq2500 s
1.6billionnt/day  Sbillionnt/day 75 pillion nt/day 120 billion nt/day

(2008) (2009) (2011) (2012)

HiSeq 3000/4000 NovaSeq 5000/6000
nt = nucleotide = A, C, G or 200-400 billion nt/day 1-3 trillion nt/day
(2015) (2017)

Figura 14. Equipos de secuenciacion Illumina.

La tecnologia Illumina se basa en el método de secuenciacion por sintesis (SBS) que implica una
amplificacion y secuenciacion masiva de millones de fragmentos de ADN de manera simultanea
en flowcells.

A continuacion, se describen los pasos principales involucrados en este método (Figura 15):

e Preparacion de la muestra: En primer lugar, se extrae el ADN de interés y se fragmenta.
Luego, se agregan adaptadores a los extremos de estos fragmentos, que contienen
secuencias reconocibles en la flowcell.

e Amplificacion clonal: Los fragmentos de ADN se unen a una superficie sélida por
complementariedad de bases de los adaptadores con un oligonucleétido en dicha
superficie de la flowcell. Luego, se lleva a cabo una amplificacion mediante PCR para
generar multiples copias de cada fragmento, formando agrupaciones de fragmentos
idénticos llamados "clusters".

e Secuenciacion por sintesis: Los clusteres amplificados se someten a una secuenciacion
por sintesis en la que se incorporan bases de nucledtidos fluorescentes de forma
secuencial. En cada ciclo de secuenciacion, se agrega un Unico nucleotido marcado con
un fluoroforo especifico y una proteccion quimica. Luego, se detecta la incorporacion del
nucledtido y se registra la identidad de la base.

e Lectura de imagenes: Después de cada ciclo de secuenciacion, se toma una imagen del
Sflowcell para detectar la fluorescencia de los fluoréforos incorporados y determinar la
secuencia de los nucleotidos en cada uno de los clusteres.

e Procesamiento de imagenes y analisis de datos: Una vez completada la secuenciacion, se
generan grandes cantidades de datos crudos (imagenes y sefiales de fluorescencia). Estos
datos se procesan mediante software especializado para convertirlos en secuencias de
ADN legibles en formato FASTQ (FASTA + QC).
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Figura 15. Método de secuenciacion por sintesis (SBS) de Illumina. Fuente: “Introduccién a la
Metagendmica y Bioinformatica del Microbioma Humano”, UNLP, 3° Escuela de invierno (2024).

Debido a la mejora continua en el desarrollo de NGS, entre 2005 y 2010 el costo de la
secuenciacion (costo por base) se ha ido reduciendo a la mitad cada 5 meses como se observa en
la Figura 16, 1o que favorecio el acceso a este tipo de tecnologias alrededor del mundo.

Cost per Raw Megabase of DNA Sequence

Moore's Law

National Human Genome &)‘Y‘\Q
Research Institute )
A
T T T KRR RN srs
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Figura 16. Costo de secuenciacion por base. Fuente: National Human Genome Research Institute
(NHGRI).

La secuenciacion masiva de tercera generacion aplica a la Tecnologia SMRT (sigla en inglés,
“single molecule real time sequencing”) basada en la lectura de la hebra molde del ADN que
conlleva ventajas relacionadas con el costo y la velocidad de secuenciacion. Dentro de las
plataformas disponibles se encuentra la tecnologia MinlON de Oxford Nanopore®, ONT. Esta
tecnologia es una de las mas recientes que permite secuenciar ADN y proteinas especificas



midiendo los cambios en la corriente eléctrica resultante de la interaccion del ADN con un
nanoporo de proteina que posee una membrana con una corriente eléctrica aplicada, de modo tal
que a medida que los acidos nucleicos individuales pasan a través de los nanoporos, interrumpen
la corriente eléctrica de manera especifica. La identificacion de cada nucledtido se produce
detectando la modulacion caracteristica de la corriente eléctrica como se observa en la Figura 17.
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Figura 17. Principio de funcionamiento Tecnologia de Nanoporos. Fuente: Fuente: “Introduccion a la
Metagendmica y Bioinformatica del Microbioma Humano”, UNLP, 3° Escuela de invierno (2024).

En la Figura 18, se resume la comparacion entre las secuenciaciones de segunda y tercera

generacion.

« MNanoporevs llluming

2° generacion
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3° generacion

{) NANOPORE
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+ EFICIENTE/PORTABLE/FLEXIBLE

Figura 18. Comparacion Illumina vs. ONT

Para efectuar una comparacion experimental de las dos tecnologias y validar la aplicacion de ONT
en muestras ambientales de O&G se realizaron estudios metagendémicos en ambas plataformas

[llumina y ONT.



Como controles, se emplearon estandares comerciales de comunidades microbianas
(ZymoBIOMICS® Microbial Community DNA Standard 6305 y ZymoBIOMICS® Microbial
Community DNA Standard II Log Distribution 6311), que difieren en la composicién cuantitativa
de los microorganismos, permitiendo evaluar la fidelidad de cada tecnologia respecto a los valores
tedricos informados por el fabricante. Adicionalmente, se analizaron estandares preparados a
partir de ADN genomico puro de Halanaerobium sp. y Desulfovibrio sp. en distintas
proporciones, asi como muestras reales de O&G previamente caracterizadas.

Para ONT, las bibliotecas se prepararon mediante amplificacion del gen 16S rRNA de longitud
completa (~1.500 pb), utilizando el kit Rapid Sequencing Amplicons — 16S Barcoding (SQK-
RAB204). Los amplicones se purificaron con AMPure XP beads, se cuantificaron por
fluorescencia (Qubit) y se secuenciaron en dispositivos MinlON MkIC empleando celdas
Flongle, realizando corridas multiplexadas de hasta 24 h con basecalling en alta calidad (Q-score
> 9). En algunos ensayos se evaluaron modificaciones del protocolo de PCR, incluyendo
variaciones en el nimero de ciclos y ajustes en la temperatura de hibridacion, con el fin de analizar
posibles sesgos de amplificacion asociados a afinidad de cebadores.

Las muestras destinadas a [llumina se procesaron en paralelo, amplificando regiones parciales del
gen 16S rRNA (~400 pb) con primers de la region V3 y V4 (Klindworth et al., 2013). Los
amplicones se procesaron posteriormente para la preparacion de bibliotecas utilizando el kit de
preparacion de bibliotecas Nextera XTt (Illumina, EE. UU.).

El recorte de secuencias adaptadoras y el analisis de secuencias se realizaron siguiendo el
siguiente protocolo bioinformatico para la plataforma [llumina:

e Control de calidad con FastQC v0.11.5 y MultiQC.

e Ensamblado de lecturas paired-end con el software PEAR.

e Filtrado de lecturas ensambladas por puntuacion utilizando los programas FASTQX-
Toolkit y BBMap.

e Filtrado de quimeras con el software VSEARCH, usando como referencia la Ribosome
Database Project.

e Identificacion de OTUs (Unidades Taxondémicas Operacionales) con QIIME2.

e Eliminaciéon de OTUs de baja confianza, es decir, aquellas con un numero de lecturas
inferior al 0,1%.

e Comparacion con base de datos interna construida a partir de mas de 1200
microorganismos, provenientes de mas de veinte instalaciones en Argentina, para
optimizar la asignacion taxonémica.

.....

pipeline FASTQ 16S de EPI2ME, y posteriormente se evaluaron pipelines alternativos (Kraken2
y Minimap2 con bases de datos 16S de NCBI) como asi también con la base de dato interna, para
optimizar la asignacion taxondmica.

Los resultados obtenidos por ambas tecnologias se compararon en términos de composicion
microbiana, abundancia relativa de géneros clave asociados a MIC y concordancia con los valores
tedricos de los estandares, considerando el error inherente a cada técnica.

En lo que sigue, se exponen los resultados de la comparacion entre ambas plataformas de
secuenciacion.
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En primer lugar, en la Tabla I se expone el analisis metagendmico del estandar de ADN de
comunidad microbiana ZymoBIOMICS D6311, los resultados fueron similares entre ambas

plataformas y diferentes protocolos en ONT.

Tabla 1. Analisis metagendmico del estindar de ADN de comunidad microbiana ZymoBIOMICS

D6311 en las plataformas Illumina y ONT con diferentes protocolos.

ONT ONT ONT
L. . ONT
. Tedrico INlumina protocolo ad = protocolo ad = protocolo ad
Género o o protocolo std
) ) Y hoc hoc hoc
? Replica 1 % Replica2 % = Replica 3 %
Listeria 95.9% 94.72 98.40 99.21 98.66 98.92
Pseudomonas 2.8% 4.99 0.89 0.46 1.34 0.81
Bacillus 1.2% 0.24 0.53 0.26 ND 0.27
Escherichia 0.069% 0.06 0.046 0.07 ND ND
Salmonella 0.07% ND 0.039 ND ND ND
Lactobacillus 0.012% ND ND ND ND ND
Enterococcus 0.00067% ND ND ND ND ND
Staphylococcus = 0.0001% ND ND ND ND ND
Nota: ND, no detectable
En segundo lugar, en las 7ablas 2 y 3 se exponen las comparaciones de estandares preparados a
partir de ADN genomico puro de Halanaerobium sp. y Desulfovibrio sp. en distintas
proporciones, Mix D y E, respectivamente en la plataforma ONT respecto al valor tedrico.
Mientras que en la Tabla 4 se compara el valor teérico del Mix F del estandar de ADN de
diferentes microorganismos en ambas plataformas con respecto al tedrico.
Tabla 2. Analisis metagenémico del estdndar de ADN gendmico de Halanaerobium sp. y
Desulfovibrio sp., Mix D en ONT respecto al valor tedrico.
Mix D | Especies Teodrico % Replica 1 % Replica 2 % Replica 3 %
Halanaerobium lacusrosei
1 2
ATCC 89 9 95 99
Desulfovibrio vulgaris
2 11 8 5 2
oxamicus ATCC
Tabla 3. Analisis metagenémico del estdndar de ADN gendomico de Halanaerobium sp. y
Desulfovibrio sp., Mix E en ONT respecto al valor tedrico.
Mix E | Especies Teoérico % Replica 1 % Replica 2 % Replica 3 %
Halanaerobium
1 15 31 2 24
lacusrosei ATCC !
5 Desulfovibrio vulgaris 84 68 7 76

oxamicus ATCC



Tabla 4. Analisis metagenémico del estandar de ADN gendémico Mix F en Illumina y ONT
respecto al valor tedrico.

. P ONT Illumina
Mix F Téorico% % %
Acinetobacter 38,21 55 6,41
Escherichia-Shigella 8,66 5 21,84
Halanaerobium 53,13 40 71,74

En base a lo expuesto, existe buena correlacion entre los protocolos ad hoc de ONT en los mix D
y E determinados por ONT. Mientras que el mix F muestra una mala correlacion en la plataforma
[llumina y una buena correlacion con ONT.

Los protocolos estandar de ONT performan adecuadamente en el analisis de MOC (Comunidad
Microbiana Artificial), pero en comunidades que contienen microorganismos de la industria de
petrdleo y gas es necesario adaptar los parametros y utilizar protocolos ad hoc para obtener
mediciones mas precisas.

En tercer lugar, se comparan los analisis metagenomicos de ambas plataformas en muestras de
instalaciones de O&G, Tablas 5 a 8.

Tabla 5. Analisis metagendmico de muestra de tanque de agua de produccion en explotacion No
Convencional mediante plataforma ONT e Illumina.

. . ONT protocolo ONT protocolo ad | ONT protocolo
Género Illumina Std ad hoe #2
Allorhizobium-Neorhizo
bium-Pararhizobium-Rhi 22
zobium
Arcobacter .j;
Bacillus [| 6
Marispirillum
Other (<3%) 4
Proteiniphilum 4

Pseudomonas

B e ||
Sulfurospirillum -:l
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Tabla 6. Analisis metagenomico de muestra de tanque de agua de produccion en explotacion
Convencional mediante plataforma ONT e Illumina.

ONT protocolo | ONT protocolo ad | ONT protocolo

Género Mumina |- o o hoc #1 ad hoc #2

Anaerophaga ﬂ 12
Arcobacter [ 7
BRH-c57

Halanaerobium I:| 10
Marinobacterium H 6
Modicisalibacter 7
Other (<3%) 8

Roseovarius -is ‘

UnknownOTU_00589 | 15

Tabla 7. Analisis metagenomico de muestra de agua de produccion en planta de crudo intermedia
(A) en explotacion Convencional mediante plataforma ONT e [llumina.

Género

Arhodomonas

Flexistipes

Halanaerobium

Marinobacter

Methanohalophilus

Modicisalibacter
Other (<3%)

Tabla 8. Analisis metagenomico de muestra de agua de produccion en planta de crudo intermedia
(B) en explotacion Convencional mediante plataforma ONT e Illumina.

Género IMumina Std hoc #1 ad hoc #2

Flexistipes

Halanaerobium

Marinobacter

Other (<3%)

En el caso de las muestras reales, se debera continuar trabajando en los protocolos para lograr
mejor correlacion entre ambas plataformas para los géneros dominantes. Por ejemplo, hay una
sobreestimacion del género Halalanerobium y una subestimacion de Marinobacter por lllumina

No obstante, el trabajo valida la aplicacion de la plataforma ONT en muestras de O&G con las
ventajas que ofrece esta tecnologia: rapidez, flexibilidad, accesibilidad y costo de analisis
competitivo.



Conclusiones
Finalmente, lo detallado permite realizar las siguientes conclusiones:

e  MicrobioMICs es una plataforma que permite una adecuada gestion del riesgo de MIC
basada en el enfoque MLOE. En el futuro, se desarrollaran distintas herramientas de
visualizacion de datos, como mapas de calor y analisis PCA, con potencial estadistico.

e Los estudios de validacion confirmaron que los protocolos de secuenciacion de tercera
generacion (ONT) del gen 16S rARN ofrecen resultados coherentes con los métodos de
segunda generacion, utilizando estandares como ZymoBIOMICS® D6311, ADN
gendmico representativo y muestras de agua de produccion de petroleo y gas. El flujo de
trabajo basado en ONT reduce el tiempo de respuesta hasta en un 50 %.

e El biosensor Y-AQUA mostrd una fuerte concordancia con las mediciones de MTV
basadas en ATP, con un coeficiente de correlacion superior a 0,9. El prototipo presenta
las siguientes ventajas: eficiencia operativa, reduccion de costos, facilidad de uso y
sostenibilidad ambiental.

De esta manera, las herramientas desarrolladas permiten un marco de aplicacion basado en
evidencia y eficiencia en tiempo, que mejora la precision y capacidad de respuesta en el
diagndstico y monitoreo de MIC, contribuyendo a una mayor integridad de los activos, menores
costos operativos y practicas de gestion de la corrosion mas sostenibles en la industria del petrdleo

y gas.
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