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RESUMEN

Los “biofilms” se han descrito como la adherencia de una comunidad bacteriana a
una superficie, éste fenémeno esta regulado por multiples factores fisicos, guimicos y
biologicos. Los biofilms son de gran importancia debido a la implicacion médica y
odontolégica, como en el caso de la endocarditis bacteriana o la placa dental
bacteriana. Los biofilms se llegan ar desarrollar como ciudades microbianas donde la
cooperacion entre diferentes especies es una de sus caracteristicas principales. La
regulacion genética de la formacion de los biofilms, es muy diversa, actuando para tal
fin genes encargados de la sintesis de flagelina, del metabolismo de carbohidratos,
asi como el regulador general de estrés rpoS entre otros. rpoS es un gen que regula
mas de 40 genes diferentes y se encuenira expresado principalmente en la fase
estacionaria de crecimiento bacteriano. Para la formacién de biofilm utilizamos la
técnica de O'Toole y Kolter, la cual consiste en cultivar las células en placas de
microtitulacion de PVC y en la tincion con cristal violeta al 0.1%. En éste trabajo se
utilizaron cepas de Escherichia coli silvestres y mutantes deficientes en el gen rpoS'y
se demostré que la formacion de biofilm en E. coli es mayor en la cepa mutante
durante la fase exponencial de crecimiento y que si el biofilm se desarrolla en medio
de cultivo con 100mM MOPS {3-(N- morfolino) propano sulfonato] se desarrolia un

biofilm mayor.

Palabras clave: biofilm, fase estacionaria, RpoS, MOPS, Escherichia coli
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ABSTRACT

Bacterial communities attached to a surface are commonly known as biofilms. The
formation and detachment processes of a biofilm are affected by several physical and
chemical factors. The importance of biofilms has been recognized just recently.
Development of these sessile communities is impbrtant in medicine and industrial
settings. A good example is de bacterial endocarditis of dental plaque. The microbial
life inside a biofilm resembles the life of a city where every member has a specific
function and cooperation is required for full development. Recent discoveries have
given light on the genetic determinants of biofilm formation, mutations in genes
involved in the synthesis of flagellin and pili render the cells unable to form biofilms.
RpoS is a global regulator that affects the transcription of more than 40 genes mainly
at the onset of stationary phase of growth. Recent reporis have suggested that RpoS
may have a regulatory role during exponential phase and that RpoS-regulated genes
are involved in the responses o a wide variety of cellular stresses. To study biofiims,
O'Toole and Kolter have developed a simple assay to determine and quantify the
biofilm formation using crystal viclet to stain PVYC microtiter dishes where a culture
has been set up. In this work we report on the studies of biofilm formation using an
rpoS mutant to analyze the role this regulatory protein might have in biofilm formation.
We observed that a mutation in rpoS causes an increase in biofilm formed in
comparison to that of the wild type. In addition we report that the use of 100mM

MOPS [3-(N-morpholine) propane sulfonate] increases biofilm formation.

TESIS CON
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CAPITULO | MARCO TEORICO

l. 1. Biologia bucal

La cavidad bucal, es un habitat complejo donde se agrupan e interaccionan
una gran cantidad de elementos bidticos y abidticos, éste tipo de relaciones son
estudiadas por la Ecologia, término introducido en 1869 por Ernest Haeckel para
definir a “...la parte de la Biologia que estudia las relaciones entre los organismos y
el medio en gue viven...”. Sabemos que para poder sobrevivir, todas las especies
necesitan adaptarse al medio ambiente con la finalidad de atender sus necesidades
basicas de energia, nufricion, defensa y reproduccion; en nuestro caso particuiar,
entenderemos ecologia bucal como el estudio de las interacciones entre los

microorganismos y el medio bucal (Gonzalez ef al., 1993).

La cavidad bucal contiene una de las poblaciones microbianas mas variadas y
concentradas de todo el cuerpo humano (Xie et al, 2000), se considera que la
adquisicion de la flora microbiana bucal pionera inicia en el paso por el canal vaginal
al momento del nacimiento, siendo que a las pocas horas de nacimiento o
inmediatamente ya se encuentran microorganismos como: estreptococos del grupo
viridans, estafilococos, neumococos, coliformes, lactobacilos, neisserias y Candida
albicans, entre dtros. Las modificaciones en la microflora bucal, se llevan a cabo
cuando ocurren los cambios propios de las estructuras bucales, es decir, ésta
microflora se modifica primordialmente a partir de la erupcion dental y de los cambios
en la dieta (Murray et al., 1995; Gonzélez et al., 1993; Perrone ef al., 1997).

vﬁ‘?' ;":*;.P“‘.\q
TR 1)
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[. I. 1. Microorganismos presentes.
La colonizacién y presencia de diversas especies microbianas es muy diversa,
debido a esto, es importante mencionar ios microorganismos presentes en cada

habitat de la cavidad bucal:

w Microbiota del surco gingival. En los tejidos periodontales sanos la flora
microbiana estd localizada casi siempre supragingivaimente, predominan los
microorganismos gram-positivos: Streptococcus viridans, Streptococcus mitis,
Streptococeus sanguis, Actinomyces viscosus, Actinomyces naeslundii, y entre
los gram-negativos: Bacteroides melaninogenicus, Fusobacterium fusiformis,
espiroquetas y ocasionalmente los géneros Nejsseria y Veillonella, la mayoria de

éstos microorganismos son anaerébicos o facultativos.

o Microbiota de la lengua. El mayor porcentaje de las bacterias en lengua,
corresponde a estreptococos facultativos entre los que se encuentran
Strepfococcus salivarius, con cocos anaerobicos gramnegativos: Veillonella
alcalescens y Bacteroides parvula, bastones facultativos gram-positivos
difteroides y anaerobicos como: Fusobacterium, Bacteroides melaninogenicus y

Campylobacter sputorum (Gonzalez ef al., 1993).

v Microbiota de la placa dental. Se encuentran principalmente bacterias como
estreptococos del grupo mutans, lactobacilos, Bacteroides melaninogénicos, y

Veillonella entre otros. En la placa dental incluimos la microbiota de la caries
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dental, la cual ademas de las bacterias ya mencionadas, también puede
presentar Acfinomyces sp., Propionibacterium sp., Eubacterium sp. Yy
Capnocytophaga gingivalis, los cuales se encuentran asociados a caries aungque
en menor escala que el Strepfococcus mutans y Lactobacillus sp. (Perrone et al.,

1997).

[. 1. ll. Enfermedades

Las enfermedades mas comunes por la presencia de estos microorganismos
en boca son la caries, y la enfermedad periodontal, aunque fambién se encuentran
estos microorganismos involucrados en otras enfermedades de ambito sistémico

muy importantes, como la endocarditis bacteriana (Darveau et al., 1997).

|La microbiologia de la caries dental es variada dependiende de la localizacion

de la caries o inclusive del curso clinico de ésta.

v Caries de Esmalte. En el inicio de la lesion cariosa los Estreptococos del grupo
mutans se encuentran presentes provocando la desmineralizacioén temprana,
mientras que los Actinomyces viscosus y Lactobacillus sp. comienzan a hacerse

presentes en las etapas tardias de la lesion.

@ Caries de Dentina. En ésta entidad patoldgica, se encuentran presentes muchas
bacterias anaerobias estrictas, las cuales pertenecen a los generos Actinomyces,

Eubacterium, Lactobacillus y Propionibacterium, aparecen con menor

frecuencias los Estreptococos. TZSL\; G(’H‘g
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v Caries Radicular. En éste tipo de caries se agregan nhuevos géneros como:
Staphylococcus, Strepfococcus, Actinomyces, Lactobacillus, Bacteroides,
Prevotella, Selenomonas, Fusobacterium, Leptolrichis y Capnocyfophaga

(Schupbach et al., 1995).

[. 1. 1ll. Biofilms bacterianos en la cavidad bucal

La forma natural de vida bacteriana no es de forma aislada, sino en asociacion
formando comunidades, las cuales se adhieren a superficies formando una biocapa,
conocida también como biofilm (Watnick ef al., 2000). La cavidad bucal no es la
éxcepcién, siendo asi la placa dental bacteriana una compleja biocapa que
comprende cientos de especies microbianas organizadas en comunidades en

ambientes orales fluctuantes.

La formacion de placa dental en la cavidad bl}cai, se desarrolla en las
superficies rigidas o mucosas orales y es un componente infegral de la salud o la
enfermedad de ésta (Burne ef al., 1997). El estilo de vida, en forma de biocapas, que
poseen la mayoria de las bacterias bucales, permite una sobrevivencia y adaptacion
al ecosistema presentandose cambios genéticos, (Li Y-H ef al, 2000) y ia
optimizacion de recursos -para la obtencion de energia- a partir de un metabolismo

celular lento (Marsh ef al., 1997).

La forma mas generalizada para estudiar las comunidades bacterianas

bucales asociadas al periodonto es a partir de sondas de DNA, clasificando a las

12



bacterias en cinco diferentes grupos (por colores) asociado con las propiedades
clinicas de la enfermedad periodontai en relacion con la presencia de ia bacteria. Los

grupos descritos son:

« Rojo. Comprende a las siguientes bacterias implicadas en la periodontitis juvenil

Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus.

« Naranja. Comprende a: Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia,
Peptostreptococcus micros, Eubacterium nodatum implicadas en la periodontitis

del adulto.

w Parpura. Veillonella parvula y Actinomyces odontolyticus que principalmente se

encuentran en caries radiculares y no implican una lesion periodontal.

o Amarillo. Sfreptococeus gordonii, Strepfococcus intermedius, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis y Streptococcus sanguis relacionados con la caries dental y

no con la enfermedad periodontal.

v Verde, Contiene tres especies de Capnocyfophaga, Campylobacter concisus,
Eikenella corrodens vy Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipo A,
involucrados en la periodontitis juvenil y relacionados junfo a otras bacterias con

la gingivitis necrozante aguda (GUNA) (Kolenbrander 2000).

13



I. ll. Biofiims

Para los fines de éste trabajo, se entendera como biofilm a una comunidad
bacteriana adherida a una superficie, espacial y temporaimente heterogénea que
puede presentar mecanismos especificos para la adherencia a un area determinada
(Wimpenny et al., 2000). En una biocapa, la produccion de exopolisacaridos facilita
jas interacciones en la comunidad bacteriana y determina la forma tridimensional de
un bioﬁlm (Danese ef al.,, 2000). Recientemente se ha demostrado que estructuras
superficiales como el pili tipo IV (Pratt et al., 1998) y el flagelo (O'Toole et al., 1998),
son necesarios para los pasos iniciales en la formacion de biofilms y que existen
mecanismos que determinan el desarrollo y maduracion de biofilms como son las

sefiales moleculares bacterianas (Davies ef al., 1998).

L. 1. 1. Importancia de los biofiims

El estudio de éste tipo ecologico de sociedades microbianas es de especial
importancia debido a sus implicaciones como problema de salud y en la industria. Se
sabe que algunas bacterias que forman biofilms son inherentemente resistentes a los
agentes antimicrobianos por encontrarse menos expuestas siendo por ende més
resisientes a la terapéutica (Costerton et al., 1999). También se sabe que se
desarrollan comunidades infecciosas latentes, en cualquier momento pueden
desencadenar una infeccidn a partir del biofilm, siendo una causa comin de

infecciones persistentes (Stewart et al., 2001).

La repercusion e importancia médica de la formaciéon de biofilms es evidente

debido a que los biofiims se encuentran desde la expresidn mas leve hasta la mas
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grave. La placa dental bacteriana —biofilm bucal— puede desencadenar desde una
gingivitis incipiente hasta una periodontitis generalizada con la subsecuente pérdida
de todos los dientes. Dentro de éstos ejemplos podemos mencionar tambien a las
placas de Candida albicans formadas dentro de las prétesis totales bucales y que
favorecen la formacién de un tejido bucal fragil y resiliente. En el aspecto médico
podemos mencionar un sin nimero de entidades patologicas formadas a causa de
biofilms formados no solamente sobre catéteres médicos, sino sobre las mismas
estructuras corporales a consecuencia de Qna lesion como en el caso de la
endocarditis bacteriana. La disgregacion de células o de los agregados celulares, la
produccion de endotoxinas, el aumento de la resistencia al sistema inmune del
hospedero, la provisién de un nicho para la generacion de organismos resistentes
son procesos del biofilm que pueden inicial un proceso de enfermedad (Donlan et al.,
2002). La formacion de biofiims en implantes o en tejidos dafiados, es una causa de
infecciones persistentes (Khatib ef al., 1995) y debido a que se encuentran asociados
con la naturaleza cronica de infecciones subsecuentes y con la resistencia a la
guimioterapia por antibiéticos. Muchas infecciones nosocomiales como las
relacionadas con el uso de catéteres venosos centrales, catéteres urinarios, valvulas
cardiacas protésicas y algunos aparatos ortopédicos se encuentran asociados con
los biofilms debido a la adherencia bacteriana en fa superficie del biomaterial

(Passerini ef al., 1992; Hyde ef al., 1998)

En cuanto a la resistencia a los antibidticos en el biofilm existen tres hipotesis,
la primera es que se forma una barrera fisica en la que el agente antimicrobiano,

penetra en el biofilm muy lentamente o no pueda penetrar, no ejerciendo su accion
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en bacterias de este; esto fue demostrado por Anderl ef al, (2000), utilizando
Klebsiella pneumonia, la cual es altamente sensible a la ampicilina. Cuando el
crecimiento de K. pneumonia fue en suspensién o de forma libre {plancténica), ésta
especie bacteriana mostré una alta susceptibilidad al agente antimicrobiano, sin
embargo, cuando el crecimiento de la misma bacteria se realizé en forma de biofilm,

60% de las bacterias pudieron sobrevivir a un tratamiento con ampicilina.

La segunda hipétesis es que existe una alteracion quimica del microambiente
dentro del biofilm debido a los gradientes en las concentraciones de nutrientes, la
cantidad de oxigeno en las profundidades del biofilm, o las diferencias de pH en el

exterior y el interior del biofilm (de Beer ef al., 1994).

Una tercera hipétesis es que los biofilms se comportan en forma de resistencia
Unica como un estado fenotipico, parecido a una diferenciacion celular como la

formacion de esporas (Stewart ef al., 2001).

En la industria los biofilms son igualmente importa;wtes ya que muchos de los
problemas actuales son ocasionados por biofilms, asi tenemos la acumulacion
bacteriana en los ductos petroleros, o en los rodillos de la fabricacion del papel, o en
los drenajes, todos éstos problemas que semejan a la arteroscierosis en las arterias,

son generados por bacterias que viven en comunidades llamadas biofilms (Costerton

et al.,, 1999).
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IR Estructura de los biofiims

Los biofilms pueden estar formados por bacterias u hongos o una combinacion
de ambos, éstos pueden llegar a desarrollarse desde una fina capa, hasta gruesos
complejos de microorganismos y elementos metabélicos provenientes de éstos. Por
lo regular, en la naturaleza se encueniran biofilms formados por multiples especies
microbianas, in vitro, la mayoria de los estudios realizados hasta el momento, utilizan

s6lo un tipo bacteriano, y pocos estudian las interacciones inter-especies.

La estructura de un biofilm, puede ser afectada por propiedades de la
superficie donde se desarrolia y de los elementos que pueden interactuar con ella,
asi como de la disponibilidad de nutrientes, la composicidon de la comunidad
microbiana, y la hidrodinamica (Wimpenny ef af,, 2000; Busscher ef al, 1897).
Inclusive los biofilms y muy particularmente los de composicion gruesa, pueden ser
los que suministren a las células bacterianas un ambiente Ginico para poder expresar

completamente sus mecanismos de adaptabilidad y sobrevivencia (Li ef al., 2001).
La estructura del biofilm se ha estudiado con diversos metodos:
o El primero que es el tradicional, con una vista plana, homogénea, el cual se
describe en investigaciones dentales con la tecnica de Microscopia por

transmision de electrones al examinar muestras de placa dental (Nyvad ef al.,

1997).
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« El segundo fue descrito por Keevil ef al, (1992) utilizando microscopio de
contraste diferencial de interferencia al examinar muestras en superficies dentro
de los sistemas de distribucion de agua. Liamado mosaico heterogéneo, consiste
en una base de células de alrededor de S5pm de espesor adheridas al sustrato y

sobre ellas unos elementos protozoarios adheridos en forma de columnas.

¢ El tercero es actualmente el icono del biofilm, conocido como modelo hongo o
tulipan, la microscopia confocal por escaneo con laser, ha permitido observar
éste tipo de estructuras en los biofilms formados, en los cuales la base se
encuentra delgada y sostiene o retiene elementos mas grandes en su extremo
axial, a partir de éste modelo se han descrito canales por donde pasan nutrientes

y permiten el paso de oxigeno a traves de ellos (Wimpenny et af., 2000).

I 1. l1. 1. Fisiologia de los biofiims

El comportamiento bacteriano como biofilm es distinto del que poseen las
bacterias bajo una vida libre (también se les conoce a las bacterias en vida libre
como “planctonicas”) (Kolter ef al, 1999), ésta divergencia, forma parte de un
proceso desarrollado durante la formacion del biofilm el cual inicia con una
comunicacion celular, misma que modifica al microorganismo para permitirle
adherirse a una superficie, desarrollarse y coagregarse en eiEa y finalmente
disgregarse para colonizar nuevos sitios (Fig. |. 1.; Costerion ef al, 1999;

Kolenbrander 2000; Davey et al., 2000).
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Figura |. I. Modelo del desarrolio del biofilm.

La formacion de los biofilms inicia a partir de células libres que se encuentran
en el medio y se comunican entre si, para determinar, junto con las interacciones
ambientales el inicio de la formacion del biofilm, a partir de una adherencia inicial y la
formacién de microcolonias. O'Toole ef al. (1899), han desarrollado una técnica para
identificar la formacion de biofilms,; ésta t&cnica consiste en la observacion y posterior
cuantificacion de fa formacion de biofilms en placas de 96 pozos de PVC (cloruro de
polivinilo), éste método fue utilizado para la obtencién de mutantes deficientes en la
formacion de biofilms (mutantes sad, surface attachment defective, O'Toole et al,,
2000). El protocolo consiste en el crecimiento de las cepas en medio liguido en
pozos de PVC a temperatura ambiente durante un tiempo determinado,
posteriormente el medio de cultivo se desecha y los pozos de PVC son lavados
vigorosamente y tefiidos con una preparacion de éristai violeta al 0.1% con la
finalidad de hacer evidente la formacién de biofilms. Para cuantificar las bacterias

adheridas se destifie el biofilm lavando con alcohol-acetona entonces es posible

TESIS CON
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cuantificar la cantidad de bacterias adheridas médiante la determinacion de la

absorbancia a 570 nm. TESES G{}N

FALLA DE ORIGEN |

En la naturaleza, la formacién de biofilms es influenciada por muchos mas
factores que sélo un medio rico y una superficie, esto debido a que es aceptado que
una superficie completamente limpia, es rapidamente recubierta por una pelicula de
moléculas organicas, los tipos de interacciones fisicas que se presentan entre ésta
pelicula y las células, asi como factores nutricionales y de metabolismo propios de la
bacteria, son determinantes para la formacion del biofilm. Asimismo, se han
encontrado evidencias de que para la formacion de biofiim es requerida una sefal
especifica conocida como sensor de quérum, tanto en fases iniciales de la formacion,
como en la maduracion y disgregacion del biofilm (Costerton et al, 1999). Un
experimento que permitid demostrar lo anterior fue el desarrollado por Davies ef al.,
(1998), donde monitorearon la formacion de biofilm de una cepa silvestre de
Pseudomonas aeruginosa y una mutante la cual no podia formar ninguna sefial de
quérum (las! " — rhil "), al paso de dos semanas observaron que el biofiim formado
por la mutante fue mucho menor en cuanto a grosor que el biofilm formado por la
cepa silvestre. El grupo de trabajo de Davies, también realizd experimentos para
determinar la calidad de la formacidén de biofilm en funcidon a una sefial molecular
externa [que para P. aeruginosa es N-(3-oxododecanoil)-L-homoserina lactona],
donde se sometioé a evaluacion la formacion de biofilm de una mutante gue no era
capaz de producir ésta molécula, y la formacion de biofilm de la misma mutante pero
en un medio suplementado con la molécula sefial, y observaron que la sefial de

sensor de quorum, es requerida para la maduracion normal del biofiim, y que los
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gradientes de concentracion de la sefial en el medio, no eran significativos dentro de

la maduracion. ey

TESIS CON
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Algunos de los factores conocidos que tienen influencia en la formacion de

biofiims en sus diferentes fases se enumeran en la Tabla |. |.

Tabla I. I. Resumen de los factores que influencian la formacioén de
biofilms en diferentes fases

Factores genctipicos El genctipo especifice del organismo
Expresion de los genes que codifican propiedades de superficie
Expresion de los sistemas de sefializacion
Formacion de sustancias poliméricas exiracelulares.
Dinamica detl crecimiento del microorganismo: Tasas de crecimiento
especificas, periodo de fatencia, afinidad por sustratos.
Expresion de factores genéticos no directamenie conectados a la
formacion de biofilm, (motilidad, quimiotaxis, genes de represion
catabdlica)

Factores fisico-quimicos Interfase (combinaciones de sélido, liquido y gaseoso)
Composicion de sustratos y rugoesidad
Gradiente y conceniracion del sustrato
Temperatura, pH, potencial de agua, presion demandada y
suplementacion de oxigeno, efectos de ia radiacion.

Procesos al azar Colonizacion inicial: adherencia, disgregacion
Cambios al azar en ios factores bidticos y abiblicos

Fenomenos Interacciones especificas entre microorganismoes: competencia,

determinantes neutralismo, cooperacion y depredacion.

Procesos mecanicos Condiciones de flujo laminar o turhulento, abrasion, restricciones
logisticas,

Importar-exportar Adicion o remocion de componentes bidticos o abidticos al sistema de
biofilm.

Cambios temporales Cambios diurnos o anuales periddicos en el ambiente bidtico y abidtico

‘ e]. Luz, temperatura pH, Po2, Cambios irregulares junto con eventos

imprevisios,

Tomada de Wimpenny et al., 2000.

El comportamiento celular en la formaciéon de biofilm es muy complejo. Los
microorganismos en vida libre (planctonicos) liberan al medio diversas moleculas

propias del metabolismo. Al acumularse éstos se desencadenan una serie de
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fenémenos gque dan como resultado la adherencia de las bacterias a una superficie,
es decir, la formacion de un biofim. En ésta estructura ecolégica, y como
consecuencia del cambio del entorno, las bacterias modifican el metabolismo que
venian desarrollando, permitiendo asi la maduracion del biofilm. Al llegar a un grado
de diferenciacion, algunas de las células que se encontraban conformando al biofilm,
se liberan del mismo para volver a formar parte de los microorganismos de vida libre

y asi cerrar el ciclo.

Los mecanismos genéticos conocidos que permiten que estas bacterias se

comporten de esta forma, se discutiran mas adelante.

[. . Hl. Factores fisicos que afectan la formacién de biofilms

Elementos fundamentales en la organizacion y formacién del biofilm son los
factores fisico-quimicos, por ejemplo, las interacciones moleculares basicas como las
fuerzas electrostaticas, las fuerzas de Van der Waals y las interacciones que
pefmiten el reconocimiento especifico como adhesinas microbianas y algunos

componentes del hospedero (por ejemplo, la pelicula adquirida del esmalte;

Busscher ef al., 1997). | TESES CON
FALLA DE ORIGEN

Dentro de éstos determinantes ecologicos, también debemos mencionar, el

flujo del medio en el que se encuentran los microorganismos y los factores fisicos
asociados como la abrasion, el flujo turbulento, y la localizacion especifica del futuro

biofilm, es decir, por lo regular no colonizan superficies perfectamente lisas, sino que
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hay superficies rugosas que les permiten una mejor adhesién y una ventaja mayor

como es el evitar el desplazamiento mecanico del lugar donde es formado el biofilm.

.11 V. El pH en el biofilm

La formacién de biofilms, se encuentra estrechamente asociada a la densidad
celular y por ende a la fase estacionaria. Al ingresar en éste estadio, fa acumulacién
de elementos extracelulares como acidos producto del propio metabolismo, pueden

ser un factor que influya la formacion de biofilms.

Estudios de Li ef al, (2001), reportan que biofiims de Streptococcus salivarius y
Streptococcus mutans, son formados mas eficientemente a bajo pH y que la
proporcion de células planctonicas en sus experimentos fue mucho menor en cultivos
en crecimiento a valores de pH bajo. L.o que nos hacer pensar que la acidez les
confiere un tipo de estrés y como consecuencia de él, se asocian para formar un
biofilm, sin embargo Zhu et al., (2001), han realizado estudios sobre la resistencia
acida inducida por inanicion o formacion de biofilm en S. mutans, encontrando que
aunque se sabe que el fendmeno de inanicion (“starvation”), protege a los S. mutans,
tanto en vida libre como en biofilm del chogue acido producido por acido lactico o
durante el consumo de sacarosa, la formacion de biofilm soélo protege a las bacterias
cuando el choque acido es inducido por buffer lactato, mas no por el consumo de

sacarosa, lo cual nos deja dudas sobre los productos metabdlicos de las bacterias
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I 1. V. EL O, en el biofilm

En terminos generales la formacion de biofilm ha sido estudiado en
condiciones aerObicas por diversos investigadores, principalmente dedicados a la
investigacion de biofilms bucales, los cuales como es el caso de Bradshaw ef al.,
(1996), ha utilizado la simbiosis bacteriana como modelo de formacion de biofilims, en
donde bacterias anaerobias estrictas, y facultativas, se han cultivado en quimiostatos
en formacion de biofilm, donde observa que las bacterias anaerobias estrictas, son
capaces de persistir en altas concentracéo%es, siempre y cuando existan bacterias
anaerobias facultativas, las cuales presumiblemente les ayudan a sobrellevar el
estrés que les confiere la presencia de oxigeno. En estudios posteriores el mismo
grupo de Bradshaw (1997), encontro que las especies anaerobias estrictas son

capaces de sobrevivir tanto en biofilm como en vida libre.

| 1. VI. Factores genéticos E‘Mggggg;cé}%@ﬁﬂ

Dentro de los factores genéticos estudiados en la formacién de biofilms,
podemos considerar, aquellos que modifican directamente a los elementos
estructurales externos bacterianos los que le confieren a la bacteria cierta movilidad
hacia el sitio en el que debe adherirse y a aquellos que regulan directamente las

sefiales de comunicacion celular.

En éste sentido numerosos estudios se han llevado a cabo para determinar

que en Pseudomonas aeruginosa, son necesarias la motilidad flagelar y el
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movimiento bacteriano repentino (llamado en inglés: "twitching” movimiento mediado
por el flagelo de las bacterias) para el desarrolio de biofilms (O'Toole ef a/.,1998), y
que proteinas de superficie en Sfaphylococcus aureus, se encuentran involucradas
en la formacion de biofilm (Cuccarella ef al., 2001), asi como que sehales de sensor
de quérum son requeridas en P. aeruginosa para la diferenciacién de un biofilm en

condiciones habituales (Davies ef al., 1998).

I. 1. VI I El regulador global rpoS

El crecimiento bacteriano se divide en diferentes fases en funcién a la cantidad

y disponibilidad de nutrientes en el medio.

En el ambiente natural las bacterias se encuenfran bajo condiciones gue les
permiten desarrollar periodos de crecimiento exponencial. El crecimiento bacteriano
se caracteriza por largos periodos de falta de nutrientes junto con cortos periodos

gue permiten un crecimiento rapido.

Cuando las bacterias crecen en un cultivo en matraz (“batch™}, llegan a un
punto en el que la fasa de crecimiento disminuye, indicando el inicio de la fase
estacionaria. El inicio de ésta fase, se presume, se debe a la disminucion de
nuirientes en el medio, en especial se ha prépuesto se debe a la falta de un elemento
como el fosfato que induce una disminucion en la tasa de crecimiento. En la fase
estacionaria se alcanza un equilibrio entre el nimero de células que mueren y las

que se dividen. Muchas de las funciones inducidas durante la fase estacionaria, son

n:
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iniciadas cuando las células son cultivadas por un periodo largo. Genéticamente,
muchos promotores inducidos durante la fase estacionaria, muestran una expresion

inversamente proporcional a la funcion en la tasa de crecimiento.

Al terminar el crecimiento, se induce la sintesis de ciertas proteinas. Muchas
de las funciones que se necesitan para mantener la viabilidad maxima pueden
funcionar especificamente en fase estacionaria y son dispensables durante el
crecimiento. La expresién de muchos genes inducidos en fase estacionaria se
encuentra controlada por un factor sigma alternativo conocido como ¢® o 6%, Cuando
menos la sintesis de 30 proteinas se encuentra influenciada por la presencia de
RpoS en |la fase estacionaria. La regulacion de la expresion del gen rpoS es compleja
y se da a varios niveles, transcripcional, post-transcripcional (mediante un RNA
antisentido DsrA) y postraduccional (mediante un factor antisigma) (Repoila et al.,
2001). Muchos tipos de estrés incrementan los niveles celulares del sigma S,
mediante la inhibicién de su protedlisis, ya que bajo una condicion de ho estrés, es

una proteina inestable.

Estudios de Adams ef al, (1999), han aportado conocimiento sobre la
influencia de RpoS en la formacidon de biofilms en Escherichia coli, utilizando
condicionés de cultivo en fase exponencial y verificando si la sintesis de proteinas es
la miéma de células en estado plancténico y de células en biofilm, encontraron que la
ausencia de RpoS resultaba en la disminucion de la formacion de biofilm y que la

expresién de rpoS fue similar en células planctonicas que en células en biofilm, cabe
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mencionar, que su estudio fue realizado en quimiostatos siendo cuantificado el
biofilm en vidrio, y que la cuantificacién de RpoS fue realizada durante la fase
exponencial de crecimiento, siendo que ésta proteina se sintetiza principalmente en
fase estacionaria. Otros estudios del papel de RpoS en biofiims han descrito que ésta
proteina es indispensable en fa resistencia al estrés oxidativo producido por peréxido
de hidrogeno en Pseudomonas aeruginosa, e Inclusive que el gen rpoS se encuentra
involucrado en la morfologia y en la susceptibilidad de las células a algunos

antibioticos.

Whiteley et al, (2001) han reportado también que rpoS se encuentra

involucrado en la morfologia y sensibilidad a antibidticos en biofilms.

[. H. VIi. Disgregacién de biofilms

A la fecha los reportes de elementos moleculares que determinan 0 se
encuentran involucrados en la disgregacion de los biofilms son pocos, uno de ellos
en Escherichia coli es el gen csrA {Jackson et al., 2002), el cual se ha involucrado
directamente con éste fenémeno, en éste estudio, se reportd que la formacion de
biofilm se estimulaba cuando era mutado el gen ¢srA y que la induccién de csrA en
un biofilm ya formado, provocaba su dispersion bajo una variedad de distintos
genotipos. Es interesante que la adicion de glucosa al medio, detenga ésta

dispersion.

Dentro de ia fisiologia general del biofilm, la disgregacion es uno de los pasos

poco estudiados (o tal vez muy estudiados pero con pocos resultados), el cual se da
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en las fases mas avanzadas de la formacion del biofilm. Muy probablemente se deba

a la falta de fuentes de carbono disponibles, sin embargo, es un fendmeno que

merece ser estudiado mas a fondo.

[. I1. VIil. Intercambio genético en biofilms

La transformacion genética es un proceso en el cual la bacteria es capaz de
tomar e integrar a su genoma DNA exégeno libre del ambiente. Este proceso permite
al los organismos adquirir genes nuevos o heredados para promover el inicio de
resistencia a antibidticos y variaciones geneticas y la, rapida evolucion de factores

virulentos (Davidson 1999).

Se han estudiado las bacterias que forman biofilms fan comunes como las de
cavidad oral. Respecto al grupo mitis del género Sfrepfococcus se ha demostrado
gue estas bacterias entran en un estado fisioldégico llamado competencia génica que
permite transportar e incorporar DNA exégeno. La induccion de ésta competencia
geneética en éstos estreptococos es mediada por quérum sensing, el que depende de
una sefial gue en éste caso es un péptido estimulador de competencia (Havrestein et

al., 1997, Kleerebezem ef al., 1897, Ghigo 2001)

Investigaciones en bacterias que forman biofilms como Streptococcus mutans,
han permitido demostrar, que las bacterias muertas dentro del biofilm pueden actuar
como donadores de resistencias cromosomales codificadas para antibioticos (Li, Y-H

et al., 2001).
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I. Il. Comunicacion celular

En general, las bacterias no viven aisladas o ajenas a su medio, actian en
respuesta a los elementos que las rodean ya sean nutrientes, disponibilidad de
oxigeno © agentes quimicos. Cabe mencionar que no sdlo a éstos elementos
reaccionan, sino que también lo hacen a la presencia de otras bacterias, ya sean de
su misma especie, o de especies distintas. Al fendmeno en el cual las bacterias
regulan su expresion genética en respuesta a fluctuaciones en la densidad de
poblacidén celular, se le denomina "quorum sensing” (Miller ef al, 2001). Las
bacterias son capaces de comunicarse entre si utilizando sefiales quimicas que
funcionan como palabras. Especificamente, ellas pueden liberar, detectar y
responder a la acumuiacién de éstas moléculas que vamos a conceptualizar como
autoiﬁduotores. El que una especie bacteriana desarrolle el fenomeno de quorum
sensing, le permite a toda la poblacion comunidad bacteriana maodificar
coordinadamente el control de |la expresion genética, asi se obtienen beneficios que
no podrfan presentarse como individuos comportandose de modo parecido a seres

pluricelulares (Schauder ef al., 2001).

El quorum sensing fue descrito por primera vez hace 25 afios en dos especies
bacterianas marinas bioluminiscentes: Vibrio harveyiy Vibrio fischeri (Hastings et al.,
1977). Estas bacterias gram-negativas, colonizan los organos luminosos de una

variedad de peces abisales y calamares marinos. Dichos hospederos permiten gue
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las bacterias crezcan a altas densidades, y como consecuencia de ello generan la

produccion de luz a través del quérum sensing.

En V. fischeri la produccién de luz es debida a un complejo de enzima
luciferasa iniciandose cuando el V. fischeri se encuentra a una densidad celular alta.
La sefial molecular de produccion de luz esta dada por la produccién y acumulacion
de una molécula especifica de la familia de las acil-homoserina lactonas (acil-HSL)

(Schauder ef al., 2001).

Los procesos fisiologicos regulados por quorum sensing de la acil-HSL. (en el
caso de bacterias gram-negativas) son muy diversos, desde la bioluminiscencia a la
sintesis de antibidticos o virulencia. De hecho, se conocen mas de 50 especies que
producen acil-HSL para regular diversos procesos bacterianos como se muestra en

ia Tabla l. Il
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Tabla I. Il. Ejemplos de sensores de quorum de acil HSL

O

n I
Bacteria Reguladores Longitud de grupo Funcion blanco
cadena(n) R
Vibrio fischeri LuxR-Lux] 6(1) =0 Bioluminiscencia
AInR-AINS 8(2) -H Bioluminiscencia
FPseudomonas aeruginosa  LasR-Lasl 12(4) =0 Interacciéon
RhiR-Rhl{ 4(0) -H Hospedero
QscR ? ? Ramnolipidos
Interaccion hospedero
Agrobacterium tumefaciens  TraR-Tral 8(4) =0 Transferencia
Conjugacion
Pantoea sterwartif EsaR-Esal 6(1) = Exopolisacarido
Rhodobacter sphaeroides  CerR-Cer} 14(5) -H Agregacion
Vibrio anguilffarum VanR-Van| 10(3) 5 Proteasas
Yersenia enferocolitica YenR-Yeni 8(1) -H, Desconocida

Tomado de Fugua ef al. 2001.

LI 1. Mecanismos moleculares de quérum sensing

En 1981, fue identificada la primera acil-HSL (Acil-homoserina-lactona),
en V. fischeri, desde entonces a la fecha se han identificado a 10 diferentes
acil-HSL. en diferentes especies bacterianas. Todas éstas estructuras tienen

el anillo de homoserina lactona en comun, la cadena lateral acilo de los
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diferentes acil HSL pueden variar en Jongitud, grado de sustitucion vy

saturacion (Tabla 1. 11).

Las bacterias que emplean multiples sistemas distintos de quérum-
sensing como Pseudomonas aeruginosa, deben mantener especificidad por
acil-HSLs diferenciales. En el caso de las dos acil-HSL producidas por P,
aeruginosa, son estructuralmente distintas, presumiblemente limitando la
interaccion entre estos dos sistemas. La 'tetradecanoil—HSL con 14 C en su
cadena lateral producida por Rhizobium leguminosarum y Rhodobacter
sphaeroides tienen las cadenas laterales de acil-HSL mas grandes

identificadas a la fecha.

[. 1. I. |. Sistema de bioluminiscencia de Vibrio fischeri Luxl/LuxR

El sistema mas estudiado de qudrum sensing es precisamente el de V.
fischeri. Esta bacteria, como ya lo hemos comentado anteriormente, vive en
asociacidén simbidtica con un ndmero de hospederos eucaridticos. En cada
caso el hospedero ha desarroliado un o6rgano luminoso especjai gue es
habitado por la especie de V. fischeri a muy altas densidades celulares en
asociacién con eucariontes proveedores de un ambiente rico en nutriehtes en
el que pueda vivir. Ei papel de V. fischeri es proveer a su hospedero de luz, y
cada hospedero utiliza la luz provista por la bacteria para un propésito
especifico (atraer presas, evitar predadores, o encontrar a un compafiero;

Miller et al. 2001).
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Figura [. ll. Esquema de [a sefializacion
por comunicaciéon celular en Vibrio
fischeri

En V. fischeri, la emision de luz se encuentra relacionada con la
densidad bacteriana, y éste fendmeno es controlado por gudrum sensing. En
el d6rgano luminoso del pez hospedero el cultivo de V. fischeri llega a
densidades celulares extremadamente altas, llegando a 10" células/ml
(Nyholm ef al. 1990). Mientras el cultivo va creciendo, V. fischeri va
produciendo y excretando una "hormona" a la que se le conoce como
autoinductor, éste, al llegar a una concentracion determinada, es reconocido
por el mismo Vibrio fischeri, e inicia una cascada de sefializaciones que
concluyen con la emisién de luz. Como se mencioné antes, las enzimas de
luciferasa que se requieren para la produccidon de luz en V. fischeri, son

codificadas por los genes [uxCDABE, que existen como parte del operdn
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luxICDABE. Principalmentie dos proteinas reguladoras llamadas Luxl y LuxR

comprenden el aparato de guorum sensing.

Las proteinas tipo Luxl, son catalizadores de la formacién de la acil-
HSL, a partir de aqui, éste autcinductor, es excretado por difusion libre al
medio, posteriormente, al llegar a un cierto grédiente, la homoserina lactona,
puede volver a ser detectada por la bacteria, y modificar a la proteina LuxR
para formar un complejo, éste complejo se une al promotor de lux/CDABE vy
activa la transcripcion del operdn. Tambien se une al promotor de JuxR pero
en éste caso reprime su transcripcion (Schauder ef al. 2001, Miller ef al

2001).

. 1t 1 1l. Sistema de comunicacién celular en bacterias gram-

positivas

En general se entiende gue los mecanismos de comunicacion en éste
caso de bacterias gram-negativas, se lleva a cabo por medio de éste proceso
anfes mencionado, aungue hay bacterias principalmente gram-positivas, que
no producen Homoserinas Lactonas, las cuales utilizan otras moléculas como
medios de comunicacion celular. Como por ejemplo, podemos encontrar a
péptidos los cuales son activos gracias a una modificacion post-traduccional.

El modelo de éste fendmeno se encuentra en la Fig. 1. 1.
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Figura L. lll. Esquema de la
sefializacion por comunicacion
celular en bacterias gram-
positivas.
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La comunicacion celular en bacterias gram-positivas involucra
oligopéptidos que son modificados y secretados al medio y acumulados a
altas concentraciones de densidad celular como sefiales moleculares. Los
detectores para estas sefiales son sistemas de dos componentes, los cuales
le permiten detectar fluctuaciones de los estimulos ambientales y manejar

esta informacion para modificar el patrén de expresién genética.

[ 1. 1. 1ll. Sistema de bioluminiscencia de Vibrio harveyi

Se han descrito sistemas de comunicaciéon no soclamente entre bacterias
de una misma especie, sino entre varias especies, al! parecer el lenguaje
bacteriano rebasa la comunicacion intra-especifica. ElI primer sistema
descrito como tal fue en Vibrio harveyi, en el cual existen dos moléculas
{(mensajes) de comunicacién celular, uno muy parecido al de V. fischeri, y otro

en el que se utiliza como molécula de comunicacién una furanona, la cual le
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permite no sélo “sentir’, la cantidad de células de su misma especie, sino que

también de otras especies e inclusive géneros bacterianos (Fig. |. V).
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Ernision de luz
Figura |. IV. Esquema de la sefializacién

por comunicacion celular en Vibrio

harveyi
Este fendbmeno, amplia la visién del comportamiento microbiano dentro
de comunidades, asi como ahora surgen muchas preguntas sobre los
mecanismos moleculares de emision, recepcion y transduccidon de sefiales no

solamente intra-especificamente sino también entre diversas comunidades de

microorganismos.
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I. IV. Escherichia coli como modelo de estudio para la formacion de

biofilms.

Escherichia coli, es un bacilo gram-negativo perteneciente a la farﬁi!ia
de las enterobacterias, es la bacteria mas abundante en el tubo digestivo del
hombre y, por su facilidad de cultivo, ha sido tomada como modelo de estudio
de las células procariotas, siendo probablemente el ser vivo mejor conocido
desde el punto de vista bioldgico {(estructura, fisioclogia y gené}cica), constituye
parte de la microbiota normal del tubo digestivo del hombre, y algunas han
desarrollado factores de enteropatogenicidad, comportandose como
patégenas primarias. Este fascinante microorganismo ha permitido desarroftar
un estudio exhaustivo de la genética, debido principaimente a que su genoma
fue el primero en ser secuenciado completamente, y a partir de él se conocen
una gran cantidad de genes, y algunos de los elementos que regulan (es una
fabor ardua y minusoioéa), es por ello, que a ésta bacteria se le conoce como
el pilar de la biologia molecular, habiendo una gran cantidad de armas
geneticas y metodologicas para el estudio genetico-molecular de los

fendmenos que desarrolla (Liébana ef al. 1996).

Es por ello que muchos cientificos alrededor del mundo utilizan a ésta

bacteria para entender los fendmenos que se desarrollan en la naturaleza,

siendo los biofilms uno de ellos, en Escherichia coli se han realizado estudios

en biofilms, (Adams et al. 1999; Prigent-Combaret ef al. 2000), en los cuales
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se identifican los patrones de desarrolio de la formacion de biofilm en cepas
de Escherichia coli estudiando principalmente la produccion de acido
colanico, el papel de los flagelos y de los pilis, en éste estudio aislaron
mutantes en la formacidén de pilis, flagelos y acido colanico, mediante la
insercion de genes que codifican para resistencia a antibiéticos dentro de los
genes que quieren deletar en el cromosoma, y obtuvieron como resultado,
que la motilidad flagelar, no fue requerida para la adhesién inicial ni para la
formacion de biofilm, y que el acido colanico (el exopolisacarido especifico de
Escherichia coli), no era critico para la adherencia bacteriana, sino mas bien
un contribuyente en la arquitectura del biofilm y que su presencia permite la

formacién de biofilms voluminosos.

Genevaux ef al. (1996), han realizado una coleccion de mutantes en E.
coli las cuéies son defectuosas en la formacion de biofilm, y ellos han
clasificado en dos grupos en funcién a la severidad del defecto, y realizando
un analisis fenotipico, encontraron que las mutantes aisladas fueron

defectuosas en la motilidad mediada por flagelo.

l.os métodos utilizados para la formacion y cuantificacion de biofiims,
son muy diversos, sin embargo uno de los méas aceptados, es el desarrollado
por O’'Toole ef al. {(1999), el cual se encuentra basado en el crecimiento y
formacion de biofilm en placas de microtitulacion de PVC (cloruro de
poliviniio), son su posterior tincion con cristal violeta, lo cual permite una
cuantificacion posterior, mediante el lavado del colorante con etanol acetona y

puede ser medido espectrofotométricamente. Mediante éste método se han
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encontrado diversos genes responsables de la formacion de biofilm no sélo en
E. coli, sino en otras bacterias como Pseudomonas aeruginosa (Pratt et al.

1999).

I.V. Propodsito de ésta tesis.

El objetivo del presente estudio fue el analisis del papel de RpoS en la
formacion de biofilm, asi como el mejoramiento de los métodos conocidos
para el estudio de la formacion de biocapas. Esto sentaria las bases para

estudios posteriores y analisis moleculares mas profundos.

El proposito de ésta tesis es descifrar la posible interaccidén que tiene el
factor Sigma de la RNA polimerasa c®, ya que durante la expresion de éste
gen, es que se desarrollan la mayoria las interacciones de la formacién del

biofilm. Y si es que esa interaccion existe, como es que se lleva a cabo en las

células
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS

Il. I. Técnicas Bacteriolégicas

[1. 1. I. Cepas bacterianas.

Se muestran los genotipos de las cepas bacterianas utilizadas en este

trabajo en la Tabla il. 1.

Tabla Il.1. Cepas de Escherichia coli utilizadas en esta tesis

Cepa Propiedades relevanies del genctipo Procedencia

CF1648 MG1655 (F lam rph-1) Dra. Carmen Gémez Eichelmann
CFG02 CF1i848 rpoS:;Tn10 P1 (JMH0039) X CF1648

05386 MC4100 ARZ5: rpoS742::JacZ Dr. Deborah Siegie

MC41090 F" arald139 AlacU169 rpsl. 150 relA1 fib- Coleccion del laboratorio

5301 deoC1 pts F25

JMH0039 MC4100 rpoS:Tn10 Coleccion del laboratorio

MX614 F" A(lac-pro) galE ilv-680 thi-1 Dr. Fernando Bastarrachea.
MXGO02 MX814 rpoS::Tn10 P1{JMHO0039) X MX614

W3110 F lam- In(rrnD-rmE) 1 rph-1 Dra. Carmen Gomez Eichelmann
WGO1 W3110 rpeS::Tn10 P1(JMH0039) X W3110

ZK408 flal, araD AlacU168 strA thi pyrC46 nsiA Dr. Erick Zinser

thyA his

. 1. I Medio y Condiciones de Crecimiento

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 120 °C con 15 psi
durante 20 min antes de ser vertidos en las cajas Petri. Los medios sélidos
se prepararon agregando agar bacterioldgico al 1.5 % (p/v) al medio liquido

antes de entrar al proceso de autoclave.
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Medio de cultivo Luria Bertani (LB). Para caldo se disolvieron Bacto-
Triptona (10 g), Extracto de Levadura (5 g) y NaCl (10 g} en 1 | de agua
desionizada ajustando el pH a 7.0 con 1 ml de NaOH 2.5 N. Para blacas de
cultivo, a la mezcla anterior se le afiadieron 20 g de agar bacteriologico.
También se utilizo una modificacion al medio LB, agregandole 100 mM de

MOPS (3- N-morfolino propano sulfonato).

. L1l 1. Seleccién por antibidticos

Las concentraciones utilizadas en este trabajo se dan en la Tabla 2.2,
mismas que fueron utilizadas tanto en medios liquidos como sélidos, a menos
que se establezca lo contrario. Para el agar, el volumen apropiado de la
solucion stock de antibidtico se mezclé con el medio recién esterilizado a una
temperatura menor a 50 °C. Todas las soluciones de antibiético fueron
esterilizadas por filtracion usando filtros de membrana MF™ (Millipore

Acrodisk) de 0.45 um

Tabla l1.2. Concentracion de Antibidéticos usados en los medios de

cultivo
Antibidticos Stock Concentracion Final
Ampicilina 200 mg/mi 200 pg/mi
Kanamicina 100 mg/ml 100 pg/ml

Tetraciclina - 16 mg/mi (50% etanol) 15 pg/ml
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Il I 11 1. Preservacion y mantenimiento de bacterias y fagos.

Las cepas bacterianas se mantuvieron en placas de agar a 4 °C hasta
por 1 mes. Fueron subcultivadas rutinariamente para propagar la cepa. Para
almacenamientos a largo plazo, se utilizaron viales con medio y 15 % de

glicerol y almacenado a -70 °C. Los lisados de P1 se mantuvieron a 4 °C.

i1. 1. IL. 1. Condiciones de crecimiento

Los cultivos se crecieron en matraces Erlenmeyer o en tubos de
ensaye, a 200 rpm a 30 °C. El volumen de los cultivos varia entre 1/25 a 1/10
del volumen del matraz. La incubacién anaerdbica se llevd a cabo en jarras
anaerébicas a 1 atmésfera de H, y CO; en sistemas anaerdbicos de GasPak™

(BBL Microbiology Systems).

£l crecimiento fue monitoreado midiendo la densidad 6ptica (OD) a 600
nm utilizando el espectrofotometro Ultrospec 3100 pro (Amersham Pharmacia
Biotech), para ello, se utilizaron cubetas desechables de 1 mi, diluyendo 10 6

100 veces la concentracion del cultivo.

Il. ll Técnicas Bioquimicas

. 1. I. Purificacién de sobrenadantes

Para obtener el sobrenadante de los medios de cultivo se realizd
primeramente un cultivo de toda la noche, a partir de éste fueron

centrifugadas las células y el sobrenadante se filtrd con filtros Millipore con un
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tamafio de poro ya fueran 0.45 um o 0.22 um segin el caso. Estos

sobrenadantes fueron utilizados inmediatamente después de ser obtenidos.

lt. 1. [1. Determinacién de concentracion de proteina

La concentracion de proteina fue determinada por el método de
Markwell et al. (1978), con las variaciones prépuestas por Lowry. Este método
cuantifica el color obtenido por la reaccién del reactivo de Fenol Folin-
Ciocalteau con los residuos tirosil de una proteina desconocida,
comparandola con albimina de suero bovina (BSA) a 750 nm. Este metodo
esta disefiado para cuantificar de 1 a 20 yg de proteina_. Las determinaciones
de proteina de 5 a 100 ng deben llevarse a cabo incrementando todos los

volimenes 5 veces.

Para llevar a cabo {a cuantificacion se utilizaron las siguientes

soluciones:

Solucidn A, conteniendo 1 ml de Tartrato de Sodio y Potasio (2%), 1 mi
CuS04 (1 %), llevado a 25 ml con una solucién de sosa carbonatada: Na,COs;

(2 %), NaOH (0.1 N) (Solucion sensible a la 1uz).

Solucién B, Fenol Folin-Ciocalteau (Merck) diluido 1:1 con agua
destilada el mismo dia que se usod. La albGmina de suero bovina, fue utilizada

a 1 ng/pl como curva estandar.

Se hicieron las siguientes diluciones para la curva estandar:
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BSA ui 0 5 10 15 20 30

H>0 pl 50 45 40 35 30 20

Antes de utilizar la muestra, fue diluida 1:20 y se realizaron

posteriormente huevas diluciones:

Muestra yl 5 10 20 50

H,0 | 45 40 30 0

Se le agregd a cada muestra y a la curva estandar100 pl de SDS al

20% y se calentaron por 5 minutos para desnaturalizar las proteinas.

A cada muestra se le afadio 1 mi de la solucidon A. Después d,é mezclar
con vortex se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. A cada muestra
se le agrego B0 yl de la solucion B y fue mezclada nuevamente con vortex. Se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. F‘Ena.lm@nte se realizd la
lectura de las muestras a 750 nm. De acuerdo a la curva patrén fue calculada

la concentracion de proteina por muestra.

I1. 11. 1), Medicién de actividad de pB-galactosidasa

El producto del gen JacZ, la B-galactosidasa, hé sido utilizado para
estudiar muchos aspectos de la regulacion genética. Para esto se construye
una fusién geneética entre un operodn fac sin promotor, y el promotor del gen de
interés. La concentracion de la enzima, y por lo tanto la expresion de gen,

puede medirse con el susirato cromogénico o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido
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(ONPG), gque aunque es incoloro, el producto de su hidrélisis con la B-

galactosidasa es de color amarillo.

El ensayo se llevd a cabo como esta descrito por Miller (1972) por
triplicado, para cada muestra. Se separaron entre 25 y 100 ul del cultivo
liquido o suspension celular y se mezcld con solucion amortiguadora Z (60

mM NBQHPO4, 40 mM N3H2P04 . HQO, 10 mM KCL 1 mM MQSO4 . 7H20, 5

mM  p-mercaptoetanol, pH 7.0) hasta un volumen final de 1 ml. Se

_ permeabilizaron las células. Esto se logra al agregar 40 ul de cloroformo y 20

pl de SDS al 0.1 % a la mezcla de cada ensayo y se agitén por vortex durante
10 segundos. Se dejan incubando a temperatura ambiente por 10 minutos. Se
inicid la reaccion al agregarse 0.2 mi de ONPG (4 mg/mi) a cada tubo, se
mezclaron nuevamente durante 5 segundos y se incubaron a temperatura
ambiente hasta que la mezcla del ensayo incoloro (control) cambid a un suave
amariilo. Para detener ésta reaccidén se agregaron 0.5 mt de Na,CO3; 1 My se
obtuvo una coloracidén amarilla, fue registrado el tiempo de reaccién. Se midié
previamente la densidad o6ptica del cultivo celular a 600nm. Y para cada
ensayo la OD4gp ¥ ODsse. La ODy4y9 mide la absorbancia debida a la hidrélisis
de ONPG; la ODsso mide la dispersidon de la luz debida a los escombros
celulares y la turbidez. Se utiliza 1a siguiente formula para calcular la actividad

de B-galactosidasa (Miller, 1972):
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1000 {OD405 - (1.75 * ODsgso))
Unidades Miller =

teV aODgn0
0Dy ¥ ODgso 50N las medidas de absorbancia.
t = Tiempo de incubacion de la mezcia de reaccion, en minutos,
v = Volumen det cultivo celular usado, en ml.,

ODgge = Densidad éptica a 600 nm de la suspension celular.

[t. Il. IV. Técnicas Espectrofotométricas

El  espectro de absorcion electrénica se midid usando un
espectrofotometro de UV/Visible Ultrospec 3100 pro (Amersham Pharmacia

Biotech).

[l. lll. Manipulacién y analisis de proteinas

It. IH. I. Preparacién de las células para cuantificacion de proteinas.

l.as proteinas se obtuvieron de extractos celulares completos, a cada
muestra, se le afiadié un cocktail de inhibidor de proteasas (Complete™ Mini
EDTA-free de Roche ®), para evitar la degradaciéon de las mismas.

[ 1L 1. Analisis de proteinas (gel de proteinas).

Previo a la realizacion del gel, se realizaron las pruebas para

determinar la concentracion de proteina como previamente se ha descrito.

Las muestras, fueron tratadas con colorante de Laemmii (glicerol 10 %,

SDS 2.3 %, Tris-HCI pH 6.8 0.0625M, B mercaptoetanol 5.0 %, azul de
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bromofenol 0.001 %, antes de ser cargados en el gel fueron calentados

durante cinco minutos.

Se realizd6 un gel de acrilamida de manera discontinua con las
siguientes concentraciones: para el gel resolvedor al 9 % se utilizaron 3 mi de
Acrilamida/Bis 30 % , 2.5 ml de Tris 1.5 M pH 8.9, 100 ul de SDS 10 %, 4.3 ml
de H,0, 80 ul de persulfato de amonio 10 % y 5 pl de TEMED, para el gel
concentrador al 5 % se utilizaron 1 ml de acrilamida/Bis 30 %, 1.5 mi de Tris
0.5 M pH 6.5, 60 ul de SDS 10 %, 3.4 mi de H.O, 40 ul de persulfato de

amonio 10 % y 5 ul de TEMED.

La preparacion del gel fue realizada en los casetes provistos mediante
el sistema de Mini-PROTEAN® 3 cell de Bio-Rad. El gel fue corrido en
solucién amortiguadora de Tris - glicina (trizma base 3.02 g, glicina 16.55 g,

SDS 10 % 10 miy H,0 desionizada ¢.b.p. 1000 mi)

La tincion del gel fue realizada mediante azul de Coomassie, pare ello
se disolvieron 0.25 g de Azul de Coomassie en 90 ml de metanol:H,O (1:1 v/v)
y 10 ml de acido acético glacial. Se filtr6 la solucién con papel Whatman No.1

para eliminar cualquier particula.

Se sumergio el gel en cinco volumenes de la solucidon de tincién y se
colocdé en una plataforma de rotacion lenta durante toda la noche a

temperatura ambiente.
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Se retiro la solucion de tincion y se colocd el gel en una soluciéon de
metanol con acido acético para destefirlo en una plataforma con agitacion

lenta durante 4 — 8 horas, y se cambid6 ésta solucidn tres o cuatro veces.

Despueés de destefiir el gel, fue observado bajo luz blanca para
observar la presencia de bandas de proteinas. Una foto para su analisis

posterior fue tomada utilizando el sistema KODAK EDAS.

[t [tf. Hl. Marcado de proteinas con metionina.

Se utilizd la técnica de pulso y caza, mediante ésta técnica,
podemos identificar las proteinas sintetizadas en un periodo especifico de
tiempo, la marca utilizada fue [S*®] metionina, el procedimiento por medio del
cual fue utilizada es: las células de las cepas mutante y silvestre en RpoS,
fueron medidas a crecimientos microbianos diferentes, esto es en densidades
de crecimiento 0.5 y 2 ODgoonm, se tomaron 500ul del cultivo y fueron
sometidos a una concentracion de 25uCi durante 20 minutos a 37°C,
posteriormente fueron afadidos 100pg de L-metionina, dejando incubar 5
minutos mas, al terminar el proceso, las muestras fueron centrifugadas y la

pastilla fue almacenada a -20°C. Las muestras fueron sometidas a SDS-

PAGE.
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Il. IV. Ensayo de formacion de biofilm.
H.1V. I Formacién de biofilm

Se utilizé la técnica descrita por George O’Toole y Roberto Kolter. Para
el cultivo de los biofilms se utilizaron placas de 96 pozos, de PVC (Falcon
3911 placas flexibles de microtitulacién) en cada pozo se colocd 150 i del
cultivo en medio liquido de células y se dejaron a diferentes tiempos
aerbbicamente o anaerbbicamente a 37 °C. Las placas de micrétitulacién,

fueron cubiertas con cajas plasticas para prevenir la evaporacion.

1. V. II. Tincion y cuantificacion del biofilm

Posterior a la formacidn de biofilm, fue retirado el medio de cultivo vy
tefido el biofilm con cristal violeta al 1 % (Sigma). Esta tincidn es importante,

porque a partir de ella se realiza la cuantificacidén del biofilm.

Para ia cuantificacion de la formacion de biofilm, fue eluido el cristal
violeta agregandole a cada pozo 200 ul de etanol acetona (80/20) durante

cinco minutos y esto fue posteriormente medido espectrofotométricamente a

570 nm.

il. V. Manipulacién y Analisis de DNA.

1. V. |. Purificacion de DNA cromosomal.

La purificacion fue realizada con el kit de Promega Wizard ® Genomic

DNA Purification kit.
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Llevando a cabo el siguiente protocolo:

Se puso un cultivo de toda la noche de ta cepa en cuestion, de ella se
realizé la purificacion de DNA, de éste cultive se tomaron 1 mi y se centrifugé
a 13,000-16,000 g durante 2 minutos para obtener una pastiila de células
(pellet), y se elimind el sobrenadante, se le afadieron 600 u! de la solucién de
lisis (10 mM Tris CI, pH 7.5 1 mM EDTA, pH 8.0), mezclando las células con
suavidad hasta resuspenderlas completamente, ésta suspension fue incubada
a 80 °C durante 5 minutos para lisar las células, y después fueron enfriadas a
temperatura ambiente. Se afladieron 3 pl de solucion de RNasa (10 mg/ml) al
lisado celular, invirtiendo el tubo de 2 -~ 5 veces para mezclar, posteriormente
se incubd a 37 °C durante 15 - 80 minutos y se enfrio la muestra a
temperatura ambiente. Se afiadieron 200 ul de solucion de precipitacion de
proteinas (acetato de potasio 3 M), al lisado celular tratado con RNasa. Se
realizo una agitacion con vértex vigorosamente a velocidades altas durante 20
segundos para mezclar la solucidn de precipitacion de proteinas con el lisado
celular, seguido a ello se incubd la muestra en hielo durante 5 minutos. Y se
centrifugd a 13,000 — 16,000 g durante 3 minutos, de éste centrifugado, se
transfirid el sobrenadante que contiene el DNA a un tubo eppendorf limpio de
1.5 ml con 600 ul de isopropanol a temperatura ambiente, mezclando por
inversion hasta que hebras de DNA formaron una masa visible y se centrifugd
nuevamente durante 2 minutos, se elimind el sobrenadante y fue secado el
tubo sobre un papel absorbente, Se afadieron también 600 ul de etanol al 70

% a temperatura ambiente y se agité por inversidn con gentileza el tubo para

TESIS CON
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favar la pastilla de DNA. Se volvié a centrifugar durante 2 minutos més y se
aspird el etanol con cuidado. El tubo se secé sobre un papel absorbente y se
utilizé el Savant (Speed Vac Concentrator) durante 2 horas aproximadamente,
Ya completamente seco se afiadieron 100 ul de Solucion de rehidratacién de
DNA al tubo y se rehidratd incubando a 65 °C durante 1 hora. Peridédicamente

se mezcld la solucion cuidadosamente. Para finalmente almacenario de 2 a 8

°C

L. V. 1. Purificacién de plasmidos de DNA

Este procedimiento esta basado en el protocolo dado en el Kit de
Qiagen-Plasmid, disefado para purificar hasta 20 ug de DNA de plasmidos
multicopia provenientes de cultivos de E. cofi hasta de 5 mi crecidos en
medio LB {Luria Bertani). Se cosechan células de un cultivo de 5 mi de toda la
noche por centrifugacion a 13 000 rpm por 5 minutos. Se resuspendié la
pastilia obtenida en 250 ul de amortiguador P1 (100 ug/ml RNasa A; 50 mM
Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM EDTA) hasta obtener una solucién homogénea. La
RNasa A digiere el RNA liberado durante la lisis alcalina. Los fragmentos de
RNA resultantes no se unen a la resina de QIAGEN bajo las condiciones de
pH y sal presentes en el lisado. Se agregaron 250 ul de amortiguador P2 [200
mM NaOH, 1% SDS (p/v)] a la suspension celular, se mezclé suavemente
hasta obtener una solucidn clara. El SDS solubiliza los componentes
fosfolipidicos y proteinicos de la membrana celular, permitiendo la lisis vy
liberacion del contenido celular. El NaOH desnaturaliza tanto el DNA

cromosomal y de plasmido, como las proteinas. El tiempo éptimo de lisis
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permite la maxima liberacién del DNA de plasmido de la célula sin permitir la
salida del DNA cromosomal, minimizando a su vez la exposicion del plasmido
a una desnaturalizacion irreversible. Es por esto que la reaccion de lisis no
debe durar mas de 5 minutos. Se obiuvo un lisado viscoso, el gue es
neutralizado con 350 pl de amortiguador N3 (3.0 M acetato de potasio, pH
5.5). La alta concentrécién de sales precipita al KDS (Dodecil sulfato de
potasio), y tanto las proteinas desnaturalizadas, como el DNA cromosomal y
los restos éeluiares guedan atrapados en el complejo de sales-detergente. El
DNA de plasmido, al ser méas pequefio y cerrado covalentemente, se
renaturaliza correctamente, manteniéndose en solucién. Como cualquier
remanente de SDS inhibiria la unién del DNA a la resina de QIAGEN, la
solucidon debe mezclarse perfectamente de manera suave, asegurando asi la
completa precipitacion del detergente. El precipitado se removidé con una
centrifugacion a alta velocidad por 10 minutos. Se pasd el sobrenadante al
tubo con la resina de QIAGEN por decantacion. Se centrifugé de 30 a 60
segundos, donde se une el DNA del plasmido a la resina QIAGEN. La resina
de irztercambio anionico de QIAGEN, hecha de Dietilaminoetano! (DEAE), en
condiciones acidas esta cargada positivamente, interactuando entonces con
los grupos fosfatos del DNA. Se lavd el DNA del plasmido con 750 pl de
amortiguador PE (80% etanol) y se centrifugd de 30 a 60 segundos. En este
paso el DNA adherido a la columna fue lavado con etanol, volatil y facil de
remover. Se volvio a centrifugar durante 2 minutos para evaporar el etanol. La
elusion del DNA se realiz6 con 50 ul de amortiguador EB (10 mM Tris-Ci, pH

8.5). Los plasmidos obtenidos se guardaron a —20 °C.
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Il. V. lll. Modificaciones Enzimaticas del DNA

[I. V. 1L, 1. Digestion con endonucleasas de restriccion

L a digestion de DNA con endonucleasas de restriccion se llevd a cabo
con amortiguadores y enzimas comerciales (GIBCO BRL y Promega). Se
agregb al menos 1 unidad de enzima por 1ug de DNA por cada sitio de
restriccion, tal que el volumen de enzima agregado fue de un décimo del
volumen de la reaccion total. La digestion se incubd por 1 -1.5 h, a las
temperaturas recomendadas por el fabricante. Un amortiguador universal se
utilizé cuando se usaron dos o mas enzimas con diferentes requerimientos de

sal. Se analizaron las digestiones con gel de electroforesis.

. V. .1l Electroforesis con geles de agarosa

La electroforesis en gel de DNA se llevd a cabo de acuerdo a Maniatis
et al. (1982). Tipicamente, se agregé polvo de agarosa al 1.0 % (Bio-Rad) a
un amortiguador 1 X de TBE (8.9 mM Tris base, 8.9 mM acido bérico, 0.2 mM
EDTA, pH 8.0). Se disoivid la agarosa en el horno de microondas a la mitad
de la potencia (sin llegar a ebullicion) por 1.5 minutos; se mezclé la solucién a
homogeneizar y se vertido en el conformador de geles de electroforesis. Se
dejo solidificar previo al procedimiento. La electroforesis se realizé mediante
el sistema de Bio-Rad (subcell GT®) a un voltaje constante (100 V por 45
minutos), en solucion amortiguadora 1 X TBE. Se prepardé amortiguador de
carga (8 X) que contiene 0.25 % de azul de bromofenol, 0.25 % cianol xileno y

40 % de sucrosa (p/v) en agua destilada. Este se agregé a muestras de DNA
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antes de ser corridas, tal que el votumeﬁ del amortiguador de carga fuera 1/5
del volumen total corrido en el gel al terminar la electroforesis, fue sumergido
durante por 10 minutos en una solucion de bromuro de etidio (5 pg/ mi).
Después de la tincion, las bandas de DNA fluorescen a la luz UV (Hoefer), se
fotografiaron usando una camara digital DC290 ZOOM (Kodak) y se
manipularon con el programa 1D version 3.5.4. Se utilizaron patrones de peso
molecular de DNA de 100 bp (pares de bases) o de 1 kb (1 000 bases), de

Bio-Rad o Bethesda Research Laboratories (Gibco BRL),

1. V. IV. Analisis de DNA por hibridizacién tipo Southern
El método de Southern utilizado es de la casa comercial Amersahm
Pharmacia Biotech® y el kit se llama ECL™ direct nucleic acid labelling and

detection system. Se basa en un ensayo de quimioluminiscencia:

1. V. IV. I. Procesamiento del gel de agarosa

Previa digestion del DNA blanco y realizacién de la electroforesis
utilizando el sistema KODAK EDAS en un gel de agarosa al 1 %, se procedid
a la toma de fotografia del mismo, cuidando de marcar con una regla el inicio
de los pozos en el gel y la subsecuente mediciéon del gel completo.
Posteriormente, el gel se puso en un recipiente de vidrio sobre un agitador, y
fue cubierto con una solucién de depurinizacion (HCl 250 mM) y se inicid la
agitacion, nos aseguramos de que el gel se moviera libremente por el
recipiente. Este procedimiento se detuvo en cuanto el bromofenol marcado de

color azul, se torndé completamente amarillo, proceso que durd
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aproximadamente 12 minutos. Se tird la solucién depurinizadora y fue lavado |
el gel con agua bidestilada. Se cubrio el gel con solucion desnaturalizadora
(NaC! 1.5 M, NaOH 0.5 M) vy se inicid la agitacion. El tiempo de agitacion fue,
a partir de que el bromofenol recuper6 su color azul, durante 25 minutos. Se
retird 1a solucidén y el gel fue nuevamente lavado con agua bidestilada. Como
utilizamos una membrana de -ﬁy]on cargada positivamente, tuvimos que
neutralizar para lo que utilizamos una solucién neutralizadora (NaCl 1.5 M,

Tris HCI 0.5 M, ajustando el pH a 7.5) y se agit6é durante 30 minutos.

. V. V. 1l Transferencia del DNA por capilaridad

Se montd una camara de capilaridad en un recipiente de vidrio, el cual
fue llenado hasta la mitad con 20X SSC (citrato Na; 0.3M, NaCl 3M, pH 7.0),
se colocd en medio una plataforma sobre la cual se puso un puente de papel
Whatman'™ 3MM, sobre éste papel fue montado el gel de agarosa ya tratado
teniendo cuidade de no atrapar burbujas de aire entre el papel y el gel, se
cortd una hoja de membrana Hybond-N" {Amersahm) de nylon del tamafio del
gel, misma que se coloca sobre el gel sin atrapar burbujas de aire, sobre la
membrana se colocan tres hojas de papel Whatman™ 3MM del tamafio del
gel y sobre éste toallas desechables de papel (alrededor de 5 - 7 cm de
papel), sobre las toallas desechables, se coloca un peso de aproximadamente
750 g y se deja toda la noche para que se haga la trahsferenoia por

capilaridad del DNA -en el gel- hacia la membrana.
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. V. IV. lll. Fijacion del DNA a la membrana

La camara de capilaridad se desmonto y en la membrana se marcaron
los carriles que correspondieron al gel, hicimos notar el primer carril con un
numero 1. Posteriormente, se coloca la membrana en una hoja de papel
Whatman™ con el DNA hacia arriba y la transferencia de! DNA fue fijada por

fuz UV a 120 mJ (UV1800 Stratalinker, Stratagene).

V. IV, IV. Marcado de la sonda

El DNA que fue utilizado para sonda, fue previamente amplificado vy
purificado, el marcaje de la sonda se realizd con el kit de Amersahm
Pharmacia Biotech®: ECL™ direct nucleic acid labelling and detection system.
Se desnatura!izardn 100 ng de la muestra de DNA (10 pl) por calentamiento a
100 °C durante 5 minutos en un bafio de agua hirviendo, inmediatamente se
enfrié el DNA en hielo durante 5 minutos, fue centrifugado brevemente para
concentrar el contenido en la base del tubo, fue afadido el agente marcador
en un volumen equivalente al del DNA (10 pl) y mezclado con la pipeta.
Después se le anadid la solucion de glutaraldehido utilizando también un
volumen equivalente al volumen del agente marcado (10 ul), se mezcid y

posteriormente fue incubado durante 10 minutos a 37 °C.

It V. IV. V. Hibridizacién

La solucion amortiguadora de hibridizacién fue preparada de la

siguiente manera, a temperatura ambiente tomamos el volumen requerido del
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amortiguador de hibridizacién, afiadimos cloruro de sodio soélido en una
concentracién de 0.5 M, Se puso en agitacion, y se le afiadié agente
blogueador para una concentracion final del 5% (p/v), Se continud mezclando
a temperatura ambiente con un agitador magnético, posteriormente se calento
a 42°C durante 30min a 1 hora mezclandolo ocasionalmente. El volumen del

buffer de hibridizacién, fue equivalente a 0.25 ml/cm?.

La soiucién amortiguadora de hibridizacion fue colocado en un
contenedor junto con la membrana. La prehibridizacién se llevd a cabo con
agitacion a 42 °C durante 1 hora, posteriormente, se colocd la sonda
marcada, cuidando que no estuviera en contacto directo con la membrana, es
decir, fue mezclada en el buffer, ésta mezcla fue incubada y agitada durante

toda la noche.

H. V. IV. VI Lavado de |la membrana

En un contenedor limpio la membrana fue lavada dos veces durante 10
minutos con amortiguador de lavado primario (SDS 0.4%, SSC 0.5X)
precalentado a 55°C durante 10 minutos. Posteriormente, se colocé la
membrana en un contenedor limpio y se le afiadio un exceso de amortiguador
de lavado secundario (SSC 2X) y Iavédo en agitacién a temperatura ambiente

dos veces durante cinco minutos.
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[ V. IV. VII. Generacidn y deteccion de sefal luminosa.

El exceso del amortiguador de lavado fue eliminado y se coloco la
membrana con el DNA hacia arriba sobre una hoja de papel Whatman™ 3MM
antes de la deteccidon durante unos segundos. Postériormante la membrana
fue transferida a un nuevo contenedor. Fueron mezcladas en cantidades
iguales el agente de deteccién 1 (que tiene H,0;, el sustrato para la
péroxédasa) y el agente de deteccion 2 (que contiene luminol). La mezcla de
éstos dos agentes de detecciéﬁ fue colocada directamente sobre la zona del
DNA de la membrana, y se dejo incubar durante exactamente 1 minuto -
durante éste tiempo se lleva a cabo la reduccidén de perdxido por peroxidasa,
ia cual provoca una oxidacién del luminol y consecuentemente la produbcién
de luz azul-. Se elimino el exceso de reactivo y se colocd la membrana entre
dos acetatos evitando que se formasen burbujas, éstos se colocaron en un
cassette para exposicion de peliculas, donde fue expuesto a una pelicula
sensible a luz azul Hyperfim-ECL® durante toda la noche. Posteriormente, la

pelicula fue revelada.
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H. VI. Técnicas Genéticas

[1. VI. |. Técnica de transduccion por Py

Las transducciones se llevaron a cabo usando P1yjr como esta descrito
por Sithavy et al. (1984). P1; es una variedad de P1, que no puede formar

lisbgenos.

1. VI. ll. Preparaciéon de lisados.

Se crece la cepa receptora toda la noche (O.N.) en LB suplementado
con CaCl, 5 mM y sus correspondientes antibidticos. Se centrifugd ei cultivo
y resuspendimos la pastilla en la mitad de! volumen del MgSO4 10 mM. A 200
ui de ceélulas resuspendidas se les agrego igual cantidad de bacteridfago. Se
incubaron a 37 °C sin agitacion por 20 minutos. Se agregaron 200 mi de LB +
CaCly 5 mM, y fueron agitados con vortex. Se incubaron a 37 °C y 300 rpm de
2 - 4 h. Se observo que el control crecia, mientras que los otros cultivos
fueron lisados. Se removieron los restos celulares por centrifugacidén a 14 000
rpm por 5 min. Se coloco el sobrenadante a tubos nuevos sin tocar la pastilla.
Se agregaron 200 ul de CHCl; y se agité durante 30 segundos (vortex). Y

fueron guardados a 4 °C.

I VI I L Transduccién por Py,

La cepa receptora crecido en un cultivo durante toda la noche en LB
suplementado con CaCl; 5 mM. Se centrifugo el cultivo y fue resuspendida la

pastilla en la mitad del volumen en MgSO4 10 mM. El lisado fue diluido en
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MgSO,4 10 mM de 10 ® a 10 . A tubos con 100 ul de células, les fueron
afiadidos 100 pl del fago dituido. Al mismo tiempo fueron incubados como
controles a dos tubos mas, uno sin células y otro sin fago. Todos los tubos
fueron incubados a 37 °C durante 20 minutos. Fueron centrifugados y se
elimind el sobrenadante. La pastilla fue javada al menos 3 veces mediante la
adiciéon de 1 mi de LB y resuspendiendo las células. Después de lavar, se le
agregé a la pastilla 1 mi de LB y fue resuspendida. Incubadas a 37 °C y 250
rom  durante 1 hora. Finalmente, las células fueron centrifugadas vy
resuspendidas en 80 uyl de MgSO4 10 mM para ser plateados en el medio

selectivo apropiado.

Il. VIi. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

II. VII. 1. Sintesis de primers de oligo-nucleotidos

Se disefiaron primers de oligo-nucledtidos de aproximadamente 30 bp
de longitud, con las secuencias de los extremos del gen rpoS, la secuencia de
los primers fue revisada con el programa Amplify V. 1 para Macintosh para
evitar posibles errores de reconocimiento del primer. ElI fabricante de los
prirﬁers fue la casa comercial Gibco-BRL. En la Tabla 2.3 se muestran los

primers usados en este estudio.
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Tabla 1.3 Secuencia de oligo-nucledtidos usados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5'-3°) Gen de
alineamiento

Oli 1 GCC GCA GCG ATA AAT CGG CGE RAC C posS
Oli2 GTC AGA TAA AGT TTT AAC GCT :TA TCC G oS
LacZ- rev CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAT ZAC G lacZ

H. VI 1L Amplificacion del DNA.

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador (Perkin Elmer). Se
agregaron a un tubo estéril de PCR: el DNA purificado (1 ul), 2 yM de cada
primer (40 pM), 22 pl de PCR supermix (Gibco) que contiene enzima Taq,

dNTPs y amortiguador, y se mantuvo en nielo hasta entrar al termociclador.

Programa utilizado:

Ciclos . Temperatura Funcion
1 ciclo 94 °C 5 min. Separar las cadenas
40 cicios 94 °C 1 min. Desnaturalizar
57 °C 1 min Alineamiento
72 °C 5 min Extension
1 ciclo 72 °C 10 min Ultima extension

Cada muestra (5 ul) se revisd en geles de agarcsa a *%.
1. VIl Hl. Purificaciéon del PCR.

El fragmento de DNA obtenido se purificd utilizando el protocolo
descrito por QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). La banda de! fragmento
de DNA obtenida previamente mediante PCR se coloco en un tubo Eppendorf

de 1.5 ml. A ésta, le fueron afadidos £ volumenes del amortiguador PB por
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cada volumen de la reaccion de PCR y mezclo. Colocamos una columna
QlAquick spin ® en un tubo colector, vertimos la muestra y centrifugamos de
30 a 60 s. La alta concentracidén de sales permite pasar los contaminantes a
través de la columna mientras ésta adsorbe al DNA a la columna de QlAquick
(membrana de silica-gel). Descartamos el liquido y colocamos nuevamente la
columna en el tubo. Lavamos con 750 ul de amortiguador PE (Etanol 96%) y
centrifugamos de 30 a 60 s. Retiramos el liquido que queda en el tubo
colector y centrifugamos la columna 1 min mas a 10 000g, para remover
completamente el etanol. Colocamos la columna QlAquick en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml limpio. Para eluir el DNA, agregamos 50 ul amortiguador
EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5} al centro de la columna y centrifugamos por 1 min.

Ver Figura i1.1.

Figura Il. | Diagrama de protocolo de
purificacion de PCR.

Lavar

Eluir
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Abstract

In most natural environments, association with a surface in a structure known as a biofilm is the prevailing microbial life-style. Escherichia
coli has been a useful model for the study of biofilm formation. Here we analyzed the amounts of biofilm formed when £. coli was cultured
in the presence of MOPS {3+(N-maorpholino)propane suifonate]. We used the “0” Toole and Kolter” method, which consisted of growing celis
in PVC microtiter dishes and staining the formed biofilm with crystal violet, Our results showed that; 1) the addition of 100 mM MOPS 10
the rich Luria-Bertani (LB) medium increased the capacity of biofilm formation of several E, cofi strains; and 2) the biofilm formed by celis
growing in the presence of MOPS was more evident and well defined than that of celis cultured in L.8-only medium. The improved ability
of forming biofilms was maintained even for 60 h after removing MOPS from the medium, indicating that (his improvement was due 1o &
change in the metabolism of . coli growing in the presence of MOPS or that, under these conditions, biofilm formation was favored. © 2002

Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS. Al rights reserved.

Keywords: Escherichia coli, Biofilm, pH; MOPS

1. Infroduction

Biofiims probably comprise the normal environment for
most microbial cells in many natural and artificial habitats,
and as such are complex associations of celis. Analysis of
biofilms has revealed that they are relevant in medical, in~
dustrial and environmental settings. Biofilm-associated bac-
teria generally have an increased resistance to antimicro-
bial agents [11,12]. Biofilm formation has been reported in
a wide range of microbial species [10,15,24,231 All types
of surfaces, including the leaves of parsley plants, prosthetic
devices in the human kidney and even the aluminum basins
used for the storage of spent nuclear fuel have been reported
0 be colonized by bicfiims [18,23,26]. Biophysical, struc-
tural and chemical studies performed thus far have led to a
model in which bacteria form microcolonies surrounded by
copious amounts of exopolysaccharides. Between the micro-
colonies are water-fiiled channels that serve to promote the

* Correspondence and reprints.
E-mail address: jmh@blomedicas unam.mx
(1. Membrillo-Herndndez).

influx of nutrients and the efflux of waste products [2]. Given
the preponderance of biofilm communities in nature as well
as their medical and industrial impact, it is clearly important
to understand the molecular mechanisms that govern both
the formation and disschution of these sessile communities.
Initial experiments by Fletcher [6] and the elegant studies
performed by O'Toole and Koiter [19,20] have led fo the
establishment of a standard technique for the quantification
of bacterial biofilm formation krown as the “O"Tocle and
Kolter method” where cells are first grown for either 24
or 48 h without shaking in PVC microtiter dishes. To
remove any unattached cells, the microtiter dishes are rinsed
thoroughly with water and subsequently stained with 1.0%
erystal violet (CV) for 20 min. This staining procedure
altows the visualization of cells that had attached to the
surfaces as such cells are stained purple with CV, whereas
abiotic surfaces are not stained with CV. This technique has
been useful for the isolation of mutants defective in biofilm
formation in Pseudomonas aeruginosa and Escherichia
coli [4,19,20,22]. It has been reported that the ability fo
form such biofilms in E celi is strongly influenced by
the nutritional environment. Biofilm formation was evident

0923-2508/02/% - sec fronl matter © 2002 Bditions scientifiques et médicales Elsevier SAS. All rights reserved.
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when cells were grown in Luria-Bertani medium (LB)
and minimal medium supplemented with casamino acids
(MM-CAA) whereas no biofilm formation was observed in
cells grown in MM without CAA [22]. This technique has
also proven to be useful for qualitative analysis of biofilm
formation [3-5].

Although the O Toole and Koiter methed gives gener-
aily good resuits for E. coli it seems to vary depending on

the E. coli strain used [22], and in most cases, the formed

biofilms are displayed as diffuse layers that are difficult to
distinguish at first sight. Quantification by elution of CV
with 80% ethanol 20% acetone is often required for the
isolation of candidate mutants defective in biofilm forma-
tion. In this communication we report on the use of LB
medium supplemented with 3-{N-morpholino)propane sul-
fonate (MOPS) to improve the quality of biofilm formation.
We observed that the use of 100 mM MOPS is sufficient for
maintaining a strong biofilm signal in several E. col strains
even after 60 h.

2. Materials and methods
2.1 Bacterial strains

Bacteria used in this study were E. coll strains: MC4100
[FTaraD139, AlargF-lacyl69, rpsL, ptsF23, relA,
FIB330%, rbsR, deoC !, rpsL150), W3110 [F~lam~ IN
(rraD-rral)] rph-T], MX614 [F™A(lac-proigal B, ilv-
680t ki), MGL65S (Flam™rph-1}, and ZXA408 (ihC, araD
Alacl/169 strA thi pyrC46 nsid thyA his).

2.2, Growth conditions

For overnight (ON) cultures, an isclated colony was
inoculated in 3 ml of LB medium {17] or LB supplemented
with 100 mM MOPS (LB-MOPS) and grown at 30°C.
© Polyviny! chloride dishes (PVC) microtiter wells containing
150 b of LB or LB-MOPS were inoculated with 15 pl
of ON celis. When spent media were used for bagterial
growth, two sequential centrifugation steps at 14 000 g and a
0.45-um filtration step were performed before reinoculation
with bacterial cells. Growth curves were determined by
measuring the ODgopam. Importantly, the growth curve of the
different strains tested suffered no change by the addition of
MOPS.

2.3, Biofilm assays

Biofilm assays were carried out using 96-well, non-tissue
culture-treated PVC dishes using the O’Toole and Kolter
method [21]. Every experiment was performed in triplicate
at least three times to confirm the results. Microtiter dishes
were covered with a plastic box to prevent evaporation.
Visualization of attached cells was performed by removing
the cell culture, staining the wells with 1.0% CV for

20 min, and rinsing the wells three times with water.
Quantification was carried out spectrophotometrically at
ODs1onm cluting the attached CV with 80% ethanol and
20% acetone [8]. Standard deviation (SD) was carried out
for three independent experiments.

3. Results
3.1 The effect of MOPS on biofilm formation

The formation of bacterial biofiim is affected by numer-
ous environmental signals such as availability of nutrients,
oxygen and growth phase. It is widely accepted that a bac-
terial culture increases its pH as the growth curve develops
[7,13]. In order to test whether the intrinsic pH change dur-
ing a bacterial growth curve affects the formation of biofilm,
we tested the ability of the E. coli W3110 strain to form
biofilm in LB medium and LB medium supplemented with
100 mM MOPS (initial pH 7.0), we have previously seen
that at this concentration, the initial pH is maintained up
to 60 h after inoculation [16]. Seed cultures were grown in
LB or LB-MOPS and diluted in fresh media. Samples were
taken at different times, the pH was recorded and the biofilm
formation was quantified as described in Material and Meth-
ods (Fig. 1). The amount of bicfilm formed by cells grown in
LB-MOPS was constantly higher than that of cells grown in
LB only (Fig. 1B); moreover, it was evident that the biofiim
formed in LB medium was diffuse in contrast to that formed
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Fig. 1. Effect of 100 mM MOPS on the formation of biofilm in Escherichia
coli. W311G strain cells were incubated in LR or LB-MOPS at 37°C,
samples were taken at the indicated time intervals and the visualization
{A) and quantification (B) of formed biofitrm were determined. The last two
wells in A correspond to 2 60 h culture of strain ZK408 as a negative controi,
results from a typical experiment are shown, In B, filied circles correspond
W the quargification of Liofilm formed by cells grown in LB and empty
cireles correspond to cells grown in LB-MOPS. Bars indicate SD of three
independent experiments.
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by cells grown in LB-MOPS medium. Similar results were
found when strains MC4100 and MG1655 were used (data
not shown). As a negative control we included strain ZK408,
an fihC mutant defective in the production of flagelium, an
essential component in the process of biofilm formation [1,
22] (Fig. 1A). It is noteworthy that under our experimental
conditions the growth curves of the strains tested were al-
most identical in the presence or absence of MOPS (data not
shown).

3.2, Cells grown in LB-MOPS maintain improved ability o
form biofilm even when trangferved to fresh LB

It is generally accepted that cell-cell communication
through chemical signaling is one of the first steps in biefilm
formation {143, Our results would indicate that either: 1}
cells grown in LB-MOPS produce higher amounts of sighais
for biofilm production or 2) the metabolism of cells grown
in LB-MOPS is more adequate for biofilm production than
that of cells grown in LB. To discern between these two
possibilities, we inoculated microtiter dishes containing LB-
MOPS with cells grown overnight in LB and vice-versa,
microtiter dishes centaining LB were inoculated with cells
grown in LB-MOPS. Samples were taken at different times
and the biofilm formation was quantified. As shown in
Fig. 2, it was clear that cells arising from an LB-MOPS
overnight cuiture that were transferred to LB, maintained
an increased ability to form biofitm {Fig. 2). In contrast,
cells which arose from an LB overnight culture that were
transferred to LB-MOPS showed weaker biofilm formation
(Fig. 2).

2 4 8 40 12 19 24 36 48 60

Tirne (i)
A

3.3, Analysis of the supernatants of celly
growing in LB-MOPS

To test for the presence of released extracetlular factors
affecting biofilm formation by celis growing in LB or LB-
MOPS media, we incubated cells grown in LB with filter-
sterilized spent LB-MOPS medium and celis grown in LB-
MOPS with filter-sterilized spent LB medium (Fig, 3). It was
observed that the amount of biofilm formed in spent LB-
MOPS medium by cells from LB cuitures increased during
the first 2 h of incubation and then reached a steady state
(Fig. 3C and I)). In contrast, the amount of biofiim formed in
spent LB medium by cells arising from LB-MOPS cultures
suffered a continuous decrease (Fig. 3C and D).

As confrol experiments we incubated cells from LB
cultures with spent medium from a different culture also
grown in LB (Fig. 3A and B). Under these conditions, the
amounts of biofilm were similar to those observed with
fresh LB medium. When cells from LB-MOPS cultures were
incubated with spent media of another culfure also grown in
LB-MOQPS, the amounts of biofilm formed were constantly
higher than those for cells grown in the presence of spent LB
medium (Fig. 3A and C).

3.4. Addition of MOPS to an LB growing culture:
effect on biofilm formation

To deterinine whether MOPS per se was the signal for
higher biofiim production, we added MOPS {100 mM) to
& 25-h culture growing in LB. As shown in Fig. 4, the
addition of MOPS did not change the amounts of biofilm
produced in the subseguent 8 h of growth. Moreover, to

Celis from  New Medium

LB LB +MOPS

LB+MOPS 1B

TS CON |
FALLA DE ORIGEN |

Tere {h)
B

LI O DO SN WS UL DAL A L |
2 4 8 10 12 7% 24 3G 48 €0

Fig. 2. Biofilm formation of celis subcultured into fresh media with or without MOPS. An overnight culture of strain W3110 grown in LB was diluted into
fresh LB-MOPS medium (top part in A and empty circies in B). An overnight culture of strain W3110 grown in LB-MOPS was diluted in LB medium (bottom
partin A and filled circles in B), Samples were taken at the indicated times and the biofilm formation determined as described in Fig. |,
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Fig. 3. Effect of the supernatants of celis grown in LB-MOPS on the biofiim formalion by celis grown previously in LB, Spent media from overnight cultures
of strain W3110 were collected as described in Material and Methods and inoculated with celis grown in different media, Cells grown in LB-MOPS mixed
with a LB-MOPS supematant (top in A and emply circles in C), cells grown in LB mixed with a LB supernatant (bottom in A and filled circles in C), cells
grown in LB and mixed with a EB-MOPS supcrnatant {lop in B and empiy circles in D) and cells grown is LB-MOPS and mixed with a LB supcrnatant

(bottom in B and filled circles in D). Samples were treated as deseribed i Fig. 1

check whether protein synthesis was involved in the increase
in biofiim formed by the presence of MOPS, we added
chloramphenicol (Cm, 40 pg/ml) prior to the addition of
MOPS to the 25-h culture growing in LB. We detected no
change in biofilm production by the addition of MOPS in
the presence or absence of Cm (Fig. 4), Similar results were
observed when a 5-h LB culture was used (data not shown).

4, Discussion

The study of bacterial biofilms has become & prime area
of microbiciogical research. It has been shown that many
environmental factors such as temperatyre, nutrients and
oxygen availability affect the formation of biofilms [22].
P aerugingsa and E. coli have been very useful models
for the study of biofilm formation, specifically for genetic

0.5 =
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27 9 31 33
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Fig. 4. Effect of added MOPS on biofilm formation of cells growing in LB
medium. [.B-containing PVC wells were incculated with W3110 cetls al
37°C, After 25 b of incubation, 100 mM MOPS {filied squares), 100 mM
MOPS and 40 ug/mi Cm (filied circles), or nothing (empty squares) was
added and the biofilm formation quantified at the times indicated. Results
from a typical exporiment are shown.

studies that have led to the discovery of several genes
involved in the process of bacterial adherence and biofilm
maturation [19,20,22]. These studies have been performed
using the novel O’ Toote and Kolter method that involves the
use of PYC microtiter dishes and the subsequent detection
of biofilms by the addition of crystal violet [21]. Using the
same method we report here that £. cofl strains formed
a more defined biofilm when cultured in LB containing
100 mM MOPS than when cultured in LB medium alone.
Interestingly, as shown in Fig, 1, after 60 h of culture, it
seems that both cultures form similar amounts of biofilmy;
this may be a result of the slow metabolism present at
that period of time, as it has been previously reported that
active metabolism is required for bicfilm formation [22].
Our experiments suggest that this difference in biofilm
formation is not due to the presence of MOPS per se,
meaning that MOPS is not a direct inducer of biofilm
formation (Fig. 4). It would appear that the change in
environmental conditions is the cause of improved biofilm
formation. In fact, we observed that cells grown in LB~
MOPS retained their capacity to form higher amounts of
biofilm even after 60 h of incubation in LB medium alone
(Fig. 2); this could be explained by the hypothesis that
cells grown under these conditions may have a different
metabolism from those grown in LB alone. It is already
known that bacteria are able t¢ modulate their tocal pH,
especially in biofilm, by upregulating genes involved with
acid or base production [9]. An interesting possibility is that
the effect of MOPS is to enhance initial adhesion of cells
to the PVC, rather than subsequent development of biofilm.
Experiments are under way o test this hypothesis.

Qur experimental observations on the increase in biofilm
formation when celis grown in LB were mixed with the
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supernatants of cultures grown in LB MOPS would suggest
the presence of an extracellular factor promoting biofilm
formation that is produced by cells grown in LB-MOPS.
Mereover, the fact that cells grown in LB-MOPS and
then transferred to spent LB medium displayed a marked
decrease in biofilm formation also suggests that the LB
spent medium probably contained an inhibitor or lacked the
promoting factor that may be present in cuitures grown in
LB-MOPS (Fig. 3). In addition, our finding that the biofilm
formed by cells grown in the presence of MOPS is more
clearly defined that that found in LB cultures could be
very useful for the identification of mutants with altered
characteristics of biofilm formation. Experiments are being
performed in this laboratory on the identification of mutants
affected in biofilm formation, using LB-MOPS as the culture
medium,
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Abstract

Biofilm formation in Escherichia coli is a process that involves slow growth and stress conditions where several molecular signals and
growth phase regulated genes are involved. Herc we show that rpeS mutant strains (defective in the stress regulator o) exhibit an
increased production of biofilm, especially in the exponential phase of growth. Our results indicate that rpeS mutants produce an
extraceilular factor that promotes the production of biofilm during the exponential phase of growth, Thus, RpoS§ plays an important role
in the regulation of the amount and initiation of biofllm formation in E. ceff. © 2002 Pubiished by Elsevier Science B.V. on behalf of the

Federation of European Microbiological Societies.

Keywerds: RpoS; Stationary phase; Biofilm; Extraceliular factor; Escherichia coli

1. Introduction

Bacterial lifestyle in natural environments occurs nor-
mally as a complex group of organisms attached to a sur-
face called a biofilm [1]. Analysis of biofilms has revealed
that they are relevant in medical, industrial and environ-
mental settings. Biofilm-assoctated bacteria generally pos-
sess increased resistance to antimicrobial agents [2,3]. In
addition, biofilms can be formed in industrial settings and
could be z latent source of infection or promote the clog-
ging of industrial pipes {4,5). Biophysical, structural, and
chemical studies performed thus far have led to a model
where bacteria form microcolonies surrounded by copious
amounts of exopolysaccharides. Between the microcolo-
nies are water-filied channels that serve to promole the
influx of nutrients and the efflux of waste products [5,6].
Escherichia coli has been a useful model for the study of
genetic determinants of biofilm formation [7-9). Mutant
cells lacking flagella (type I pili) (7iC or fikD) or affected

* Corresponding author, Tel.: +52 (5} 55622 3840;
Fax: +52 {5) 55622 3891,
E-muail address: jmh@biomedicas.unam.mx {J. Membriilo-Herndndez).

in motility {motA B) are severely impaired in the first steps
of biofilm formation [8]. However, little is known about
the genes and signals involved in the expansion and dis-
ruption of biofilms in £ cofi. Mutant strains of Fibrio
cholerae El Tor, and Staphylococcus epidermidis aflected
in the synthesis of capsular polysaccharide/adhesing (PS/
A) were shown to be defective in biofiim formation [10-
12]. Interestingly, the expression of type I pili genes in E.
coli and PS/A in V. cholerae El Tor and S, epidermidis is
growth phase dependent [13].

The master regulator of stationary phase-specific gene
expression in E. coli is the product of the rpoS gene, RpoS
(%), which controls the synthesis of more than 50 proteins
during the transition from the exponential to the station-
ary phase of growth, starvation, and osmotic shock [14].
Increasing evidence has suggested that RpoS may have an
important role during the exponential phase of growth
and that it may also function as a negative regulator
£15-18].

The importance of RpoS in biofilm formation by E cofi
has been suggested previcusly [19,20]; however, the role
o® may play in biofilm metabolism is still unclear. One
report suggested that rpeS expression is enhanced during
biofilm development {20], others found similar levels of
expression in planktonic and biofilm-constituent cells
[19]. In this communication, we report on the role of

0378-1097/02/322.00 © 2002 Published by Elsevier Science B.V. on behalf of the Federation of European Microbiological Sacicties. 70
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RpoS in biofilm formation of E coli using the O'Toole
and Kolter protocol {21} Our resuits strongly suggest that
RpoS plays a key role in controliing the amount of biofilm
formed, in determining the initiation of biofilm formation,
and in the prevention of the synthesis of an extracellular
factor that apparently promotes the formation of biofilm
during the exponential phase of growth.

2. Matertals and methods
2.1, Bacierial strains

The E coli K12 strains used in this study are described
in Table 1. Genetic crosses used to introduce the
rpeS::Tnl) mutation were performed using bacteriophage
Pw--mediated transduction [22].

2.2, Media, growth conditions and biofilm assays

Cells were grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) me-
dium [22], with tetracyciine (Tec, 25 [g mi™") when appro-
priate. Overnight cultures were grown in i0-m] test tubes
containing 3 ml LB medium at 200 rpm. The presence of
the rpoS::Fnl0 allele was confirmed by Southern hybrid-
ization [23] (Fig. 1). Growth curves were detenmined by
subculturing an overnight culture of the relevant strain
into fresh LB medium (1/100 dilution) and growing the
culture at 37°C under the same conditions of biofiim as-
says. ODgponm readings were taken over time using a Beck-
man DU-65 spectrophotometer.

Biofilm assays were carried out using 96-well, non-tissue
culture-treated polyviny! chloride dishes (Faicon 3911 mi-
crotest [l flexible assay plates) using the O’'Toole and
Kolter protocol described previously [21). Every experi-
ment was performed in triplicate at least three times to
confirm the results. Microtiter dishes were covered with
a plastic box to prevent evaporation. Quantification of
attached cells to the wells was performed as described
previously using 1.0% Crystal violet {CV, Sigma} [7,21].
ODsonm was determined using either a Bio-Rad 3550,
microplate reader or a Beckman DU-65 spectrophotome-
ter.

In the experiments involving the use of spent medium,
an overnight culture of the relevant donor strain in LB
medium was set up. Cells were spun down and the spent
medium was retained, three additional centrifugation steps
al 14600 x g for 2 min and a 0.2-uM filtration step were
carried out before using the media. Absence of cells in the
medium was tested by plating 80 ui of the spent media on
an LB plate, The use of 0.4- and 0.2-uM disk filters (Milli-
pore) for sterifization of the spent media made no signifi-
cant difference o the resulls presented. Receptor cells were
washed three times with MgS0Oy, 10 mM prior o placing
them In contact with the spent medium. The ODggonm Of
the starting cultures was in all cases 0.1.

2.3, B-Galactosidase assays

B-Galactosidase activity specified by the chromosomal
G(rpeS’-lacZ) translational fusion of strain ROS1 (Table 1)
was measured as described by Miller [22]. Samples of cul-
tures at different times were harvested and suspended in
2.5-4 mi of Z buffer [22] and stored on ice. f-Galactosi-
dase activity in CHCly and sodium dodecy] sulfate-per-
meabilized cells was measured by monitoring the hydroly-
sis of g-nitropheny! [-p-galactopyranoside. Activities are
expressed in terms of the ODgpgny of celi suspensions by
the formula of Miller [18]. Each culture was assayed in
triplicate; resuits were confirmed in at least three indepen-
dent experiments,

2.4, Purification of chromosomal DNA and Southern
hybridizations

Chromosomal DNA from bacterial cells of different
strains was purified using the chromosomal DNA purifi-
cation kit from Promega. Quantification of DNA was car-
ried out spectrophoiometrically at 260 nm. Twenty micro-
grams of DNA were then digested with BamHI for 6 h at
37°C. Digested DNA was run on a 1% agarose TBE 1%
gel, transferred to a Hybond N* membrane (Amersham)
by capiilary blotting [23] and then hybridized with a PCR-
generated 700-bp DNA probe containing 500 bp of the 5
end of rpoS and 200 bp upstream from the translational
start site (ATG) (Fig. 1). Hybridization was carried out
using the ECL direct nucleic acid detection system from

y

Amersham. . .
TESIE CON

3. Results and discussion
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3.1 E. coli rpo§ mutants form higher amounts of biofilm

The formation of biofilm in E. coli has been described as
a metabolic state where many stresses are present {6]. In
order to determine whether or not the globa!l stress regu-
lator RpoS plays a key role in the biofilm formation in
E. coli, we tested the ability of strain MC4100 and its iso-
genic rpoS::Tnl0 mutant counterpart (strain JMHO0G39,
Table 1; Fig. 1A,B) to form a biofilm on PVC microtiter
dishes following the standard O'Toole and Kolter protocol
[21].

As shown in Fig. 1C, strain JMHO0039 formed 3-5-fold
greater amounts of biofiim than strain MC4100 after 48 h
of incubation at 37°C. This was in contrast to a previpus
report where an rpoS mutant was shown to form less
biofilm than its wild-type counterpart [19]; however, it is
important to note thal those experiments were carried out
in cells grown in chemostals and the biofilm formation
was tested on glass, additionally, the time of biofilm for-
mation was not reported [19]. To try to clarify this phe-
nomenon, and to test if our observations were true for
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Table 1

Strains used in this study

Strain Relevanl genotypef/properties Ref. or source
CF1648 MG1655 {prototroph) (17

CFGO2 CF1648 rpoS::Tnl0 PHIMHO03NX CF1648 This work

MC4100 B oaraD 138 AacU169 rpsl. 150 reldl fib-3301 deoCl pts F25 Michael Casadaban
IMH0039 MC4100 rpeS:Tnlo Laboratory coliection
W30 F= lam-InfrinD-renE) 1 rph-i Genetic Steck Center
WG WD rpeS:Tnl0 PIOMHEOINX W30 This work

R{91 MC4100 Drpos - acZ) [26)

other E c¢oli strains, we used two additional pairs of
strains to test for their ability to form biofilms. The sirains
W3110 and CF1648, and their rpoS::Tnl0 corresponding
mutants (WGO01 and CFGO2 respectively, 1; Fig. 1A,B)
showed a similar pattern of biofilm formation to that of
the MC4100 and IMHO0039 strains (their respective rpoS
mutant produced approximately 3-6-fold more biofilm;
data not shown), These results confirmed that, under our
experimental conditiens, an rpoS mutant produces more
biofilm after 48 h of incubation than its wild-type counter-
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part. 1t should be noted that Jishague and Ishihama [24}
have reported variations in the o subunit of the RNA
polymerase in stocks of strain W3119Q; therefore, we tested
several W3110 strains from 10 different laboratory stocks
and found that seven of them are indeed rpoS mutants due
to a deletion event (data not shown), However, the other
three were rpoS™. The functionality of this gene was con-
firmed by monitoring a ®(bold-lacZ) fusion [251. The
W3110 strain used in this study was confirmed to be
rpoSt. As expected, W3110 strains carrying an rpoS mu-

B)

—

FALLA DE ORicry

Fig. 1. Construction of rpeS:: Tnl¢ mutants and biofitm formation by strains MC4i00 and IMHO039 (rpoS.:Tnt8) after 48 h of incubation in LB me-
dium, Chromosomal DNA from different strains and their rpeS::Tnf0 derivatives was digested with BamHJ (Bm), run on a 1% TBE agarose gel and
then hybridized with a 700-bp probe containing 500 bp of the 5'-end of RpoS (A, Fragment 1) The presence of a Trl0 element was confirmed by a
change in the hybridization pattern (B} indicating an insertion event (A, Fragment 2}. Biofilm formation of strain MC4100 and its rpoS: ' Tnl0 deriva-
live was quantified by measuring the amount of CV attached to the surface of the PVC wells (C). One arbitrary unit corresponds to the biofilm formed
by strain MC4100. The experiments were carried out in triplicate at least three times; the standard deviation {§.1>.) is indicated, Wells from a typical

experiment are shown,
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Fig, 2. Bacterial growth, biofilm formation and B-galactosidase activity of a ®{rpeS-fucZ) fusion in strain MC4100 throughout the growth eycle. Strains
MCAHI00 and JIMHO039 (rpeS:Tn/0) were grown in LB mediuvm. The ODgonn (C) and biefilm formation (A) and the B-galactosidase activity specified
by a P{rpeS-lucZ) fusion (B} were determined at the indicated times. In A, one arbitrary unit corresponds 1o the amount of biofilm formed at 2 h of
culture for each separate sirain. The experimenis were carried out in triplicate at least three times; values of S.D. are represented by error lines,

tation displayed an increased (3-5-fold) formation of bio-
film (data not shown).

3.2, An rpoS muiant forms biofilm earfier than the
wild-type strain

It has been suggested that the main role of RpoS is the
reguiation of many genes at the onset of the stationary
phase of growth [14]; however, growing evidence indicates
that Rpo$ has a broader role in bacterial metabolism and
that its regulatory role is not limited to the statiomary
phase [14,18% In order to determine if the increased
amounts of biofilm seen in an rpoS mutant was present
only during the stationary phase of growth (48 h of incu-
bation) we tested strains MC4100 and JMO039 for their
ability to form biofilm throughout the growth cycle. As
shown in Fig. 2, growth curves of both strains were indis-
tinguishable {(Fig. 2C),

Strdin MC4100 exhibited a significant increase in bio-
film formation after 14 b of growth (15 times higher than
the amount seen after 2 h of incubation; Fig. 2A). The
corresponding ODgpgnn was 2.5 (Fig. 20C). By contrast,
strain JMHO0039% displayed detectabie biofilm formation
after 6-8 h of incubation (4-8 times hkigher than the
amount seen after 2 h of incubation; Fig. 2A). The corre-
sponding ODgoonm was 0.8-1.0 (Fig. 2C). This suggests
that the presence of RpoS could be preventing biofilm

formation during the expeonential phase of growth. Nega-
tive regulation by RpoS has already been reported {16].
These results were later confirmed using different strains
(Table 1). It is important to note that the starting time for
biofilm formation differed in the several strains tested.
However, in all cases, the rpoS mutant strains produced
biofilm earlier (and always in the exponential phase of
growth) than their parental wild-type strains. Additionally,
in all cases rpoS mutant sirains made more biofilm than
their isogenic wild-type parental strain (data not shown).
The variability of biofilm formaiion in different E coli
strains has already been reported [8).

In order to study the expression of rpeS under the bio-
film-forming conditions tested here, we used merodiploid
strain RO91 [26] that bears a chromosomal O{rpoS*'lacZ)
translational fusion to monitor rpoS expression through-
ouf the growth cycle under our experimental conditions.
As shown in Fig. 2B, most B-galactosidase activity was
observed at the onset of the stationary phase followed
by an abrupt decrease. This is in good agreement with
previous reports [26]. Taken together, these results suggest
that the negative role of RpoS on biofilm formation is
more evident during the exponential phase of growth
and that other factors are involved in the increase of bio-
film formation after 20 h of growth since the expression of
rpoS is extremely low after this period of incubation
(Fig. 2B).
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Fig. 3. Biofilm formation of strains MC4100 and IMHO0039 growing
under different culture conditions. Celis were cultivated with speat me-
dia from the indicated cultuses. Biofilm formation was determined after
48 h of incubation. [h this figure, one arbitrary unit corresponds to the
amount of biofilm formed by strain MC4100 in LB medium (A). The
experiments were cartied out in triplicate at least three times with a var-
iation of less than 20%. Results shown arc those of a typical experi-
ment,

3.3 An extracellular factor is produced in the 1poS mudtant
that increases the formation of biofilm in the
exponential phase of growth

It is known that biofilm maturation can be regulated by
molecular signals (quorum sensing) that regulate gene
expression by a number of mechanisms, including modu-
lating the activity of members of the LuxR family, inter-
acting with two-component systems or inhibiting phospha-
tases [27,28]. In the light of our results, we wondered if the
reason for the earlier production of biofilm in the rpoS
mutants was due to the production of an exiracellular
factor or molecular signal that could be enhancing the
oroduction of biofilm. As shown in Fig. 3, after 48 h of
incubation, the total amount of biofilm formed by the
MC4100 strain was 5-fold less than that produced by
IMIHO039 (A and B respectively). When the spent medium
from an overnight culture of the MC4108 strain was used,
there was a fall in the amount of biofiim formed (compare
D and E with A and B); by contrast, when the spent
medium from an overnight culture of the JMHO0039 strain
was used, there was a 3-fold increase in biofilm formation
for MC4100 and 1.6-fold for JMHOG039 cells {compare C
and F with A and B). These results were also tested in the
two pairs of strains described in Table . In all cases, the
spent medium from an overnight culture of the rpesS mu-
tant strains increased the amount of biofilm fermation
{data not shown). Our results strongly suggest that the
FpoS mutant strains produce an exiracellular factor that
promotes the formation of biofilm. In order fo test
whether or not this factor was produced during the expo-
nential phase of growth, we used spent medium from cul-

s

tures of MC4100 and TMHO0039 growing exponentially. As
shown in Fig. 3, the spent medium from exponentially
growing MC4100 celis showed an inhibitory effect on the
formation of biofilm (compare H and I with A and B);
strikingly, when the supernatant from JMHO0039 cells
growing exponentially was used, there was an important
crease in biofilm formation (G and J). These results sup-
port the idea that an rpoS mutant is producing an extra-
cellular factor even during the exponential phase of
growth that promotes the formation of biofilm.

3.4. Conclusions

We have shown that an rpeS mutant produces higher
amounts of biofilm than its wild-type counterpart. This
could be due to a cumulative effect since we noted that
an rpoS mutant starts to produce biofilms earlier in the
growth curve. We still do not know the reason or the
mechanism for negative regulation of biofilm formation
exerted by RpoS during exponential growth; however,
we note that RpoS has already been reported to be in-
volved in negative regulatory processes [161. A clue to
the mechanism may be that the increased production of
biofilm by the rpoS mutant seems to be mediated by an
extracellular factor that is produced during the exponen-
tial phase of growth in an rpoS mutant. Several genes have
been identified that are strongly induced by the accumu-~
lation of self-produced extracellular signals; interestingly,
two of them were dependent on RpoS for growth phase
expression and response to extracellular factors [291. rpoS
expression is itself stimulated by the presence of a factor in
conditioned medium [30,31). So far, we do not know the
identity of the extraceilular factor that increases the pro-
duction of biofilm. Recent studies by Surette and Bassier
[32] have revealed that E. coli produces a signal that can
substituie for Al-2, one of two Vibrio harveyi signals that
controf luminescence gene expression. The £ coli signal
was heat labile, produced at mid-exponential phase of
growth, and degraded at stationary phase. Our results
cannot rule out this possibility. In any case, our resulis
suggest that RpoS prevents the production of a factor
needed for the formation of biofilm during the exponential

phase of growth. TESIS CQE\I
FALLA DE ORIGEN
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CAPITULOV RESULTADOS ADICIONALES

Resultados adicionales no expuestos en los articulos son:

V. L. La formacidén de biofilm es aparentemente dependiente de la
presencia de oxigeno

Dentro de experimentos realizados en el laboratorio, datos interesantes
observados como la formacién de biofilm en forma de anillo especificamente
en la interfase con el oxigeno nos motivaron a reaiizar una revisién de la
literatura sobre biofilms y alguna relacién con el oxigeno y nos hicimos la
pregunta de si el oxigeno seria indispensable en la formacion de biofilm

(Figura V. 1.).

interfase can
&l ORIgeND el ..

Formacion de
hiofilm an forma
de anilla

Figura V.I. Formacién de biofilm en la
interfase con el oxigeno.

La formacién de biofilm fue realizada como ya se ha descrito en
condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Observamos que una cepa de
Escherichia coli (bacteria facultativa) 1a cual es capaz de formar biofilm en

aerobiosis, no lo puede hacer en anaerobiosis (Figura V. il.). El mismo
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experimento fue desarroilado con Streptococcus mutans observando el mismo
fenémeno. Posiblemente, la formacién inicial de biofilm requiera de
aerobiosis, 0 de microorganismos aerobicos para la forrﬁacién de biofilm, o
una de las moléculas sefial involucrada en la formacion de biofilm, no puede

formarse o conformarse en ausencia de oxigeno.

"02 +02

Figura V. ll. Formacién de biofilm en
presencia y ausencia de oxigeno

V. ll. La formacién de biofilm en presencia de pH acido aumenta.
Para lo anterior se realizaron experimentos de formacién de biofilm, en
los que, se utilizaron dos medios de cultivo diferentes: LB, LB MOPS 100mM

y LB a pH 5.8. L.a formacidén de biofilm se muestra en ia Tabla V. |.

R3S CON
FALLA DE ORIGEN

77



Tabla V. |l. Formacion de biofilm en tres diferentes medios de cultivo.

' Formacién de biofilm en tres diferentes medios de cultive

(OD 570)

Cepa Medio LB LBMOPS LB pH 5.8
W3110 24h 1.61 3.12 1.95
W3110 48h 1.25 1.43 1.29
W3110rpoS::Tn10 24h 1.94 3.97 2.92
W31107poS..Tn10  48h 0.68 2.39 149

La formacion de biofilm en los diferentes medios de cultivo, arrojé
resultados interesantes, debido a que la formacion de biofilm, fue mayor en el
medio LB a pH 5.8, sin embargo, ésta mejora en la formacién de biofilm, no
fue tanta como la formacion de bioflm en LB MOPS. Esto nos permite entre
ver gue, el pH en si es un factor importante en la formacién de biofilm, sin

embargo, no [o es tanto como la adicién del MOPS en el medio.

Para tratar de esclarecer la diferencia de pH en los medios de cultivo,
se realizaron cultivos a diferentes pH, que fueron desde pH 5 hasta pH 11.

Los resultados obtenidos, se exponen en la Tabla V. il
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Tabla V. ll. Formacién de biofilm a diferentes pHs.

Formacion de biofilm a diferentes pHs (OD 570)

5 5 8.5 7 7.5 8 9 10 1
W3110 24h 205 329 249 330 218 0688 0.77 070 066
W3110 48h 222 3356 419 331 270 231 277 124 163
W3110rpoS:;Tn10¢ 24h 1.07 361 477 307 321 165 069 101 0.89
W3110rpo8::Tnf0 48h 236 3.34 334 249 182 118 201 1.00 1.61

Como se muestra en los resultados de la tabla y el grafico anexo 1. I,

la formacion de biofilm a pHs acido y neutro es mayor que a pHs alcalinos, y

se continla el patrén de la mayor formacion de biofilm en la cepa mutante

rpoS gue en la silvestre.

Estos datos indican que la formacidén de biofilm mayor entre fos pH 6 -

7.5. Debemos hacer mencidn de que hay unha pequefia recuperacion de

biofilm a pH alcalino 11, principalmente a las 48 horas, esto nos indica, que

las células probablemente se han adaptado y ya en fase estacionaria franca,

forman mas biofilm.
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Formacion de Biofilms a diferentes pH en cepa silvestre y mutante -
en rpo$S

| W3110 24h
w3110 48h
9 W3110rpoS:Tni0 24h
1 W3110rpoS:Tn10 48h

Figura V. lll. Grafica de formacion de
biofilm a diferentes pHs en la cepa
silvestre y mutante en rpoS.

V. lil. Diferencias en los patrones protéicos de la cepa silvestre y Ia

mutante rpoS.

Como era de esperarse, mediante SDS-PAGE, se puso de manifiesto la
diferencia en el patrén de proteinas, destacando una diferenci.a importante, en
fa cepa silvestre, fue localizada una banda més de formacién de proteina en
fase estacionaria, muy probablemente ésta proteina se encuentra relacionada

con la presencia del gen rpoS en ia cepa silvestre o inclusive es la propia

sigma S.
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WT  poS
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124kD
80kD

49.1kD

34.8kD
28.9kD

Figura V. V. Formacién de proteina en
cepa silvestre y mufante rpoS en
fase estacionaria.

De izquierda a derecha, en el primer carril el marcador de peso molecular, el segundo vy tercer carril
son SDS-PAGE tefiidos con azul de coomasie con la cepa silvestre y mutante rpo8 respectivamente,
los carriles cuarto y quinto, son los marcajes de proteina con metionina realizados en fase estacionaria
con ia sepa silvestre y mutate rpoS respectivamente.

De la banda que se observa entre los 49.1 y 80kD, es importante
resaltar, que es proteina neoformada a las 24horas de crecimiento celular,
cuando la densidad celular se encontraba a 4.1 ODgoonm - Mientras que en el
SDS-PAGE, se encuentra una acumulacién de proteina a lo largo de la vida

del cultivo.
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CAPITULO VI AMPLIACION DE LA DISCUSION

La formacion de biofilm parece ser dependiente de la disponibilidad de
oxigeno, por alguna razon, dentro de las posibles hipdtesis se encuentran el
que uno de los factores determinantes (o inclusive algin intermediario) de la
formacion de biofilm no se pueda sintetizar, sea poco estable en ausencia de
oxigeno o inclusive, que el doblamiento de una proteina no sea el éptimo.
Como ejemplo de fendmenos de simbiosis entre bacterias que forman biofilm
en relacién al oxigeno, Bradshaw et al. (1997), encontré que hay bacterias
anaerobias estrictas capaces de formar biofilm en cultivos mixtos, siempre y
cuando interactien con cepas aerobias facultativas, lo cual ha sido también
discutido por Wimpenny (1994), donde la convivencia de este tipo con otras
bacterias, existe tanto en vida libre como adheridas a una superficie. Pero,
ésta respuesta es dependiente de la presencia de especies facultativas en el
medio. Esto nos da a pensar en gque las relaciones metabdlicas que puedan
establecer los microorganismos en un microambiente, son determinantes en

su presentacion fisiologica.

El aumento en la formacion de biofilm bajo condiciones de acidez, en un
analisis preliminar, se puede observar que la formacion de biofilm tanto a las
24h como a las 72h es mayor en el medio de cultivo LB a pH 5.8 (medio

acidificado) que en el LB a pH 7 (medio neutro).
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Independientemente de éste fendtmeno, la formacioén de biofilm no es
mayor en el medio acidificado que en el LB MOPS 100mM (medio
amortiguado). La acidez del medio a modo de esirés independiente promueve
la mayor formacién de biofilm bajo éstas condiciones, mas sin embargo el
amortiguamiento del medio podria ser un factor que permita la estabilidad -
bajo cierto rango de pH- de alguna molécula no identificada la cual pudiera

ser determinante para la formacién de biofilm.

La formacion de biofilm bajo diferentes condiciones de acidez o
alcalinidad en Escherichia cofi, permiten determina% que la formacion de
biofilm es mejor bajo pH 6 — 7.5, mientras que se encuentra muy disminuida la
formacion, cuando el pH aumenta a mas de 8 ¢ disminuye a 5. Loo et al.
'(2000) realizaron experimentos similares buscando los diferentes fenotipos de

formacién de biofilm en Streptococcus gordonii, encontrando datos similares.

Los extremos de pH en el medio por lo regular no son compatibles con
el crecimiento bacteriano (al menos bajo condiciones in vitro y en cultivos
puros), sin embargo, dentro de un biofilm, el rango de distintos pH es muy
interesante, (Vroom et al. 1999), utilizando microscopia fotonica, pudieron
observar que existen gradientes de pH en un mismo biofilm a cortas
distancias. Incluso, las bacierias pueden regular (hasta cierto punto) el pH
local, m.ediarate la regulacion de genes que se encuentran invoiucfados en la

produccion de acidos o de bases.
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En la actualidad el concepto de comunidad bacteriana ha salido a la luz
a partir del estudio de los biofilms, entendiendo a las bacterias en funcion a
sus habitat y de las buenas o malas relaciones que tengan con sus vecinos,
El entender que una comunidad eficaz se logra mediante la unién entre los
individuos que la forman, y que esto no es exclusivo del género humano, nos
permite abrir nuevas formas de estudiar y comprender los fendmenos que se
desarrcllan en la naturaleza. Sin duda la fisiologia de la formacion de biofilm
es uno de ios temas mas apasionantes e importantes de actualidad, si el ser
“humano es capaz de dilucidar los recovecos que incluyen los reguladores y
principales participantes‘ en la formacién, maduracién y disgregaéién de
biofilms, podra solucionar muchos de los problemas que implica la formacién
de biofilms, asi como mejorar los beneficios que conlleva a los sistemas de

bhiorremediacion la formacion de ciertos biofilms.
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