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RESUMEN 

El estilo de vida prevaleciente entre las bacterias es una estructura denominada 

biofilm o biocapa. La definición operacional de biofilm es el conjunto de comunidades de 

microorganismos adheridas a una superficie. La importancia del estudio de los biofilms, 

radica en el impacto que tienen en el área industrial y clínica, entre otras. El estudio del 

proceso de formación de biofilms en bacterias ha permitido la caracterización de 

moléculas importantes durante las diferentes etapas de este proceso. En Vibrio 

cholerae, Pseudomonas aeruginosa y Sa/monella typhimurium se ha demostrado que el 

biofilm se forma como un anillo en la interfase aire-medio o neustón (Watnick y Kolter, 

2000; Watnick et al., 2001 ), datos que han sugerido que el oxígeno juega un papel 

importante en este proceso. En el presente trabajo se estudia el papel del oxígeno en la 

formación de biofilms de Escherichia coli. Utilizando el método simple de tinción por 

cristal violeta demostramos que bajo nuestras condiciones experimentales E. coli K12 

(cepa W3110) no es capaz de formar biofilm en condiciones anaeróbicas. 

Nuestros resultados sugieren que la presencia de oxígeno es indispensable para 

la formación de biofilm y que además, la ausencia de oxigeno, actúa como una señal de 

disgregación del bi~filnl. Se observó que los compuestos ácidos liberados como 

productos secúndarios durante el metabolismo fermentativo de E. coli (acetato, 
'" ,::.:::::: . 

succinato, lactato y formiato) no inhibe.n. la formación de biofilm y que al parecer no 

existen moléculas extracelulares inhibitorias involucradas con el proceso de adhesión 

inicial bajo condiciones anaeróbic~~'.:.)i~d{'otro lado, la motilidad no se ve afectada en 
~.,· -; ":·-,(\<t<><:··:·; 

ausencia de oxigeno. Finalmente;',·ni~t~btes afectadas en genes que codifican para 

proteínas propuestas como po~Íbl~sd.~t'~'6iores de oxígeno, fnr, arcA. aer o dpiB, o en 

genes que codifican proteínas ~~ª:~¡~%J~~~(como hns, rpoS, csrA o fis, no formaron 
. ,_ :"-·'. .' ·: ,.?-/~~-~,::~~r}:,/~;,/~;-~\: __ .. ,-.~,. '::;· 

biofilm en condiciones anaeróbicas: De'Igual forma, el estrés oxidativo no promovió la 

formación de biofilm. anaeróbicarhe~1~f.;;tt6~sBués de analizar nuestros resultados, 

proponemos que i) el metabolismo.af"laeróbico de E. coli no contiene los elementos 

necesarios para la formación de biofilm'; y que ii) el oxígeno es indispensable para este 

proceso. 
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ABSTRACT 

The prevailing bacteria lifestyle is a sessile structure called biofilm. Biofilms are 

communities of microorganisms attached to a surface. The importance of their study lies 

on the negativa impact of biofilms on industrial, medica! and environmental settings. The 

study of bacteria! biofilms has led to the identification and characterization of different 

molecules required throughout the course of biofilm formation. In Vibrio cholerae, 

Pseudomonas aeruginosa and Sa/monel/a typhimurium cultures, it has been shown that 

biofilms are formed at the air-liquid interface. These data suggested that oxygen might 

be important in the process of biofilm formation. In this work, we focused on the role of 

oxygen in the formation of biofilms by Escherichia co/i. Using the crystal violet staining 

method, we demonstrated that E. co/i K12 (strain W3110) is not a ble to form biofilms 

under anaerobic conditions. 

The presence of oxygen seems to be an essential requirement far biofilm 

formation. In addition, apparently the absence of oxygen is a detachment signal far the 

bacteria inside the biofilm. We demonstrated that fermentation products released to the 

medium such as lactate, formate or acetate do not play a negative role and that 

extracellular signals are probably not involved in the process of adhesion under 

anaerobic conditions. On the other hand, motility is not severely affected in absence of 

oxygen. Finally, genetic iriactivation of several proteins involved in the redox switch such 

as Fnr, ArcA, Aer J{b~íi§'ffÓ~. in sorne regulatory proteins such as HN-S, RpoS, CsrA or 

Fis, biofilm formaú6N4H~~r~~aerobic conditions was not observed. Oxidative stress did 
: ·.>: ;, ',; ·.·~._,~···? ": "~-1:'•::~·':_'~;~~.!.,·gf ~ <"· ::: . 

not promete biofilrrffórfoátion anaerobically. Our results led us to propase that either i) 
.:: .. ,_ .. ~ ~:-~:'.:):.::·~-~\7:~1~t1;:ili '.:~,· ~';_~~ t ·;:·~:· 

anaerobic metaboHsm'in E co/i cannot support biofilm formation, or ii) oxygen plays a 

structural ·rol~¡',,'"íg'¡·~,g?g¿¿~s. 
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1.1. Escherichia coli 

1.1.1. Características microbiológicas 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Escherichia co/i es un bacteria Gram-negativa que pertenece a la familia de las 

enterobacterias (Fig. 1.1.). Este microorganismo es parte de la flora bacteriana, aunque 

también tiene la capacidad de vivir fuera del hospedero. 

E. coli ha sido el modelo experimental por excelencia desde hace muchos años, 

en ella se han descrito diversos procesos metabólicos y fisiológicos bacterianos, 

asimismo el establecimiento de muchas de las bases de la genética ha sido posible 

gracias al fácil manejo de esta bacteria en el laboratorio. Además de la fácil 

manipulación de este organismo en condiciones de laboratorio, existen muchas 

herramientas genéticas y se dispone de la secuencia completa del genoma de dicha 

enterobacteria. 

Fig. 1.1. Micrografía electrónica de Escllericl1ia coli. Tomadas de http://www.biologie.unic 

erlangen.de/botanik 1/photobiologie/images/kap7 /abb. 7 .2.html. 

1.1.2. Características genéticas 

La secuencia completa del genoma de E. coli K~12 ·MG1655 fue reportada en 

septiembre de 1997 por Blattner y colaboradores (Blatt~er ~t al., 1997). Su genoma 

consiste en una doble cadena de DNA circular que contiene aproximadamente 4.6 Mpb, 
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a lo largo del cual se distribuyen 4401 genes que codifican 116 RNAs no traducidos y 

4285 proteínas, de las cuales sólo se han caracterizado alrededor del 50% y 

aproximadamente un 20% de ellas no tiene función asignada (Serres et al., 2001 ). Cabe 

mencionar que un grupo de Investigadores japoneses también determinó la secuencia 

de diferentes minutos del genoma de E. coli K12 cepa W3110 (Yura et al., 1992; Fujita 

et al., 1994; /.\iba et al., 1996; ltoh et al., 1996; Oshima et al., 1996; Yamamoto et al., 

1997). 

1.2. Biofilms 

La concepción de las bacterias como microorganismos unicelulares ha 

provocado que los análisis de su metabolismo y fisiología estén basados en el estudio 

de cultivos líquidos puros (de una sóla especie en cultivos líquidos). Este estilo de vida 

libre o crecimiento planctónico no es, sin embargo, el estilo prevaleciente de vida entre 

las bacterias bajo condiciones naturales, en las cuales las bacterias se agrupan en 

comunidades sésiles o biofilms que desarrollan una conducta coordinada y que pueden 

alternar entre la existencia como células individuales (planctónicas) o como parte 

funcional de estructuras definidas (biofilms; Costerton et al., 1995). Otro ejemplo del tipo 

de conducta bacteriana coordinada es el caso de Myxococcus xanthus, que forma 

estructuras multicelulares denominadas cuerpos fructíferos que contienen esporas 

resistentes a diversos tipos de estrés ambiental. Esta diferenciación celular es 

disparada por la falta de nutrimentos (Dworkin, 1996). 

Las primeras observaciones del estilo de vida en biofilm, fueron realizadas por 

Antonie van Leeuwenhoek, quien observó la presencia de microorganismos en 

superficies y en agua, sin embargo, el estudio molecular de comunidades bacteriana:; 

inició hace dos o tres décadas> Un. biófilm;'e,s;la. acumulación de microorganismos en 
,. : ... . _., .. ·'<·,..,,.,'_..o"'.,:,_:'·' '• 

una interfase, principalmente sÓlido-líquido, 'caracterizada, además, por la producción 

de una matriz polimérica producida por lo~ organismos constituyentes y en la cual se 
. .. ; ~~. ,' ';·.:; -, ~ . - . . ,: ; 

encuentran embebidos (Characklis y Marshall, 1990; Allison et al., 2000). 
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1.2.1. Importancia 

El impacto de los biofilms bacterianos en diferentes procesos ambientales 

involucra el empleo de comunidades sésiles de bacterias en la biorremediación de 

suelos contaminados por desechos industriales u otros materiales peligrosos. En el 

tratamiento de aguas residuales el uso de biofilms aumenta la eficiencia de degradación 

de desechos orgánicos e inorgánicos además facilitan la remoción de partículas 

contaminantes disueltas en fuentes acuáticas naturales, etc. (Characklis y Marshall, 

1990). 

Sin embargo, el impacto de los biofilms en otras actividades humanas también 

tiene efectos negativos. La acumulación de biofilms en sistemas de distribución de agua 

potable." disminuye la calidad del agua y aumenta el riesgo de infecciones. De igual 
' ; . ~ 

forma:la acumulación de biofilms en oleoductos y otros conductos y tuberías utilizadas 

en procesos industriales, ocasiona biodeterioración, corrosión, disminución de la 

eficiencia de trabajo, pérdida de energía, bloquea tuberías impidiendo o reduciendo el 

paso de fluidos, entre otras (Characklis y Marshall, 1990; Mittelman, 1998). 

Quizá el impacto más negativo que se ha atribuido a los biofilms, se debe a la 

gran variédad de infecciones en el hombre que han sido asociadas a estas 

comunidades:~.Él~iles (Allison et al., 2000). Se ha observado que una gran variedad de 

microorganis~~s. dentro de los cuales podemos mencionar a E. coli, Pseudomonas 

aeruginosa, ~t~eptócoccus sanguis y Staphylococcus aureus, quienes son capaces de 

formar biocapai.~act13riélnél~. e~ 1h:frp1antes médicos y algunos de ellos como el patógeno 

oportunista P. ·a~r~~(A~~~iia16~:iia los pulmones de pacientes con fibrosis quística en 
<':, ~.'':t:-: .. :y~.:>~~?t,ff;~~J:i;;>··)~:~\ J::;;: ~ .- - . 

forma de biofilm•(Sillgh;,et·al., 2000), además de ocasionar una gran variedad de 
·, ' .. " • ' -- • "I' ,•. ~~' ->- . 

infecciones en el hombr~(Costerton et al., 1995; Hyde et al., 1998). Las infecciones 

causadas por biofilms, generalmente derivan en infecciones persistentes debido a un 

aumento de incluso 1000 veces en la resistencia al tratamiento con antibióticos que 

presentan las células del biofilm respecto a las células planctónicas (Gilbert et al .. 

1997). Existen estudios en los cuales se ha observado que el efecto de los antibióticos 
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en las células que constituyen al biofilm únicamente es eficiente cuando se trata al 

biofilm simultáneamente con un campo eléctrico (Khoury et al., 1992). El 

establecimiento de biofilms en el humano es un proceso lento que generalmente no 

produce síntomas. Una vez que el biofilm se ha establecido, las bacterias que lo 

constituyen liberan antígenos que estimulan la respuesta inmune, sin embargo ésta falla 

en eliminar las bacterias constituyentes del biofilm, pero ocasiona daño en el tejido que 

rodea al sitio de iníección como en el caso de la endocarditis bacteriana (Ward et al., 

1992), además las bacterias que son liberadas del biofilm pueden diseminarse y causar 

infecciones adicionales. 

TIS1S CON 
FALLA DE ORIGEN 

Fig. 1.~. Impacto de los biofilms. A) Aplicación en biorremediación de fuentes acuíferas 

contaminadas, 8) obstrucción de oleoductos. C) placa dentobacteriana y D) biofilms formados por P. 

aeruginosa en pulmones de pacientes con fibrosis quística. 

Dado el amplio espectro de implicaciones que los biofilms bacterianos tienen en 

el área ambiental, industrial y clínica, el conocer la fisiología, estructura y mecanismos 

moleculares· de< estas ·comunidades de microorganismos, permitirá crear nuevas 

estrategias tjü~·:gÚí~ri a mejorar y ampliar las aplicaciones de dichas comunidades 

sésiles tanto en 'el área ambiental, como industrial. Además, proporcionará las bases 

para el desarrollo de mecanismos de control de biocapas bacterianas involucradas en 

infecciones de una manera más eficiente. Es por ello que el descifrar las causas que 

llevan a las células en estado planctónico a constituir parte de una comunidad sésil, es 

un aspecto fundamental en el estudio de biocapas bacterianas. 
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1.2.2. Ventajas ecológicas 

Posiblemente las bacterias prefieren el estilo de vida en biofilm por las ventajas 

ecológicas que este nicho les proporciona, como protección del ambiente, mayor 

resistencia a diferentes tipos de estrés y cooperación metabólica. 

Uno de los componentes principales del biofilm es la matriz exopolimérica en la 

cual se encuentran embebidas las células, dicha matriz extracelular se conforma por 

proteínas, lípidos, ácidos nucleicos y principalmente (75-89%) por exopolisacáridos 

(EPS), los· cuales juegan un papel muy importante durante el proceso de adhesión 

inicial a un substrato y en la determinación de la estructura tridimensional del biofilm 

(Danese et al., 2000b; Hentzer et al., 2001; Tsuneda et al., 2003). La protección 

proporcionada a las células constituyentes del biofilm a través de esta matriz, puede 

deberse a que ésta actúa como una barrera física que limita la difusión de substancias 

tóxicas como antibióticos (Stewart, 2003) y además proporciona protección ante ciertos 

tipos de estrés ambiental, como irradiación por luz ultravioleta (Elasri y Miller, 1999). 

Dado que los biofilms pueden estar formados por múltiples especies, pueden 

desarrollarse relaciones de cooperación metabólica entre los microorganismos que lo 

constituyen. En este tipo de relaciones o asociaciones sintróficas dos tipos de bacterias 

con metabolismos diferentes dependen la una de la otra para utilizar un cierto substrato. 

Un ejemplo,cl~ este tipo de asociaciones lo constituye la degradación del metano 

(Schink, 1997;), .e,r la cual las bacterias de metabolismo fermentativo producen ácidos y 

alcoholes qu8,~~0,'Qutilizados como substrato por bacterias acetogénicas y los productos 

de estas úl_tiir~~~-~kven de substrato a otra especie bacteriana para producir metano. 
"·- ~·(~;:~~{-'-;.: 

;.; ~ ,', 

La t~an~ferencia genética horizontal es un proceso que permite que secuencias 

de DNA sean diseminadas en poblaciones microbianas naturales, lo cual permite la 

evolución y diversidad genética de las mismas. Uno de los ejemplos de transferencia 

horizontal más estudiados es la propagación de genes con resistencia a antibióticos 

entre las poblaciones microbianas. Se ha observado que las células que constituyen el 
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biofilm también pueden adquirir nuevo material genético a través de la transferencia 

horizontal, lo cual representa otra ventaja para ellas. 

Dada la heterogeneidad de las especies que pueden convivir en un biofilm y la 

cercanía de las células que lo integran, la transferencia genética horizontal puede 

representar un mecanismo a través del cual las células adquieran nuevas rutas 

metabólicas que favorezcan a la comunidad o la obtención de genes de resistencia a 

diversos antibióticos. 

1.2.3. Modelo de formación del biofilm 

La transición de células en estado planctónico a un estilo de vida en el cual se 

agrupan comunidades sésiles absorbidas en una matriz extracelular ocurre a través de 

una serie de procesos altamente organizados. Las etapas que se pueden distingLtr 

dentro. de este proceso son: i) adhesión inicial y formación de microcolonias, ii) 

maduración y iii) disgregación del biofilm . 

. Como se describirá en detalle más adelante en el proceso de adhesión inicial las 

células planctónicas son transportadas hacia una superficie haciendo uso de la 

motilidad mediada por flagelo. Una vez en las cercanías del substrato se desarrollan 

interacciones célula-superficie a través de pili, curli, fimbrias o adhesinas. Una vez 

adheridas las células forman microcolonias y posteriormente forman el biofilm maduro, 

una estructura en la cual las células están embebidas en una matriz de 

exopolisacáridos, en esta etapa la producción de EPS tiene un papel crucial. 

Finalmente las células que constituyen el biofilm maduro pueden dispersarse y regresar 

a su estado planctónico, la disgregación del biofilm puede deberse a estrés físico o a la 

acción de algUnas polisacárido liasas (Fig. 1.3.). Más adelante se describirán algunos 

de los genes reportados cuya expresión ha sido involucrada con algunas etapas del 

proceso de formación del biofilm. 
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Para el estudio de los mecanismos necesarios para el proceso de formación del 

biofilm se ha hecho uso de la genética bacteriana, utilizando una gran variedad de 

mutantes afectadas en diferentes etapas del proceso de formación de biofilm. La 

detección de estas mutantes se ha llevado a cabo utilizando técnicas de tinción que 

permiten la visualización del biofilm o mediante ensayos de microscopia confocal 

(Genevaux et al., 1996; Pratt y Kolter, 1998; O'Toole y Kolter, 1998b). 

Células ?--
~ 

Señales de 
disgregación 

Maduración 

Fig. 1.3. Modelo de formación de biofilm. Tomado de O'Toole et al. 2000. 

1.2.3.1. Adhesión inicial y formación de microcolonias 

Durante 1.a prim,era etapa del proceso de formación de biofilm las células se 

aproximan al supstrato o superficie, para lo cual, en algunos casos, hacen uso de la 

motilidad medi~d.a: .. por flagelo. Una vez que las células han hecho contacto con la 
" .,-~,.:':~:_~-:;,--_, .; .. , 

superficie inJ~ia~·;Llíla ~serie de interacciones célula-superficie las cuales permiten 

estabilizar. el·c.6~~1~jo, durante esta fase se requiere la participación de fimbrias, curli y 

pili. Finalment.~.;\~demás de las interacciones de las células con la superficie, se 

desarrollan irit~racciones intercelulares, a través de fimbrias, curli y algunas adhesinas 
>;: i .·• 

que permiteri ~1,E!stablecimiento de microcolonias . 

.. -.- :· 

Antes decóntinuar, es necesario hacer un paréntesis para definir los conceptos 

de fimbria, curli y pili. Aunque en muchos casos el término pili ha sido usado 
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indistintamente al término fimbria, es necesario distinguirlos del pili sexual o F, que 

juega un papel importante en la transferencia de DNA entre bacterias. Las fimbrias o pili 

común son apéndices proteináceos de las células procarióticas, menores en diámetro y 

longitud (de 2 a 8 nm) que los flagelos y formados por subunidades denominadas 

fimbrinas o pilinas. Existen diferentes familias de fimbrias, una de ellas la conforman los 

curlis, estructuras denominadas así por su forma rizada. A diferencia del flagelo, las 

fimbrias (pili común y curli) no están involucradas en motilidad, excepto la fimbria o pili 

tipo IV de P. aeruginosa, que participa en un tipo de motilidad basada en la propulsión 

de la célula sobre una superficie o "twitching motility" (Bradley, 1980). El pili tipo IV ha 

sido involucrado en interacciones intercelulares y adhesión a superficies (O'Toole y 

Kolter, 1998a). 

Regresando al estudio de los genes requeridos durante el proceso de adhesión 

inicial, a continuación se describe brevemente el papel que algunos de ellos juegan en 

esta etapa del proceso de formación de biofilm. 

1.2.3.1.1. Papel del flagelo en la formación de biofilm 

En P. aeruginosa se han aislado mutantes afectadas en la adhesión a una 

superficie .abiótica o mutantes sad, denominadas asi por fas iniciales del fenotipo en 

inglés: §.Urface ªttachment Q.efective (O'Toole y Kofter, 1998a), una clase de estas 

mutantes esta afectada en síntesis de flagelo. De manera similar, mutantes afectadas 

en síntesis de flagelo en E. coli presentan deficiencias en adhesión y formación de 

biofifm (Pratt y Kolter, 1998). Posiblemente, durante este proceso, el flagelo esta 

involucrado en alguna de fas siguientes funciones: i) Quimiotáxis mediada por el flagelo 

que permite a las células pfanctónicas nadar hacia una superficie en fa cual se 

encuentran nutrimentos disponibles o hacia una superficie abiótica en respuesta a las 

señales generadas por células previamente adheridas; ii) Motilidad mediada por flagelo 

que proporciona a fas células la capacidad de contrarrestar fas fuerzas repulsivas en la 

superficie; iii) Motilidad mediada por flagelo que podría permitir a fas. células ya 

adheridas que se encuentren dividiendo, dispersarse a lo largo de la superficie y por 
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último, iv) existe la posibilidad de que el flagelo participe directamente en la adhesión a 

la superficie (Pratt y Kolter, 1998). Sin embargo, el papel del flagelo en el proceso de 

formación de biofilm no ha sido claramente definido, ya que en E. coli, mutantes en 

flagelo que sobreproducen curli no presentan ningún defecto en la formación de biofilm 

(Prigent-Combaret et al., 2000), resultados similares se obtuvieron al usar mutantes en 

flagelo en P. aeruginosa incubadas en cámaras de flujo en presencia de citrato 

(Klausen et al., 2003). Estos resultados indican que los mecanismos utilizados para el 

inicio de formación de biofilm dependen también de condiciones ambientales. 

1.2.3.1.2. Papel de las fimbrias en la formación de biofilm 

. Las fimbrias (fimbrias, curli y pifi común) participan en la adhesión inicial de las 

células a una superficie y median interacciones intercelulares. La importancia de la 

producción de fimbrias en el proceso de formación de biofilm es diferente en P. 

aeruginosa y en E. coli. 

En P. aeruginosa el pili tipo IV participa en la propulsión de la célula sobre la 

superficie o "twitching motility" (Bradley, 1980), que permite el reclutamiento de células 

para la formación de microcolonias. Mutantes afectadas en biogénesis de pili tipo IV son 

capaces de adherirse al substrato, pero forman una monocapa sin agregados celulares 

(O'Toole y Kolter, 1998a). Se ha observado que en P. aeruginosa, el regulador 

catabólico Crc, además, de reprimir el metabolismo de azúcares en presencia de ácidos 

orgánicos está involucrado en la regulación de los genes pi/A y pi/B, que codifican 

pilinas o su.bunidades estructurales del pili tipo IV (Wolff et al., 1991; O'Toole et al., 

2000), por lo que posiblemente Crc es parte de un sistema de transducción de señales 

que responde a nutrimentos en el medio y probablemente juega un papel importante en 

la transición de células planctónicas a células en biofilm (O'Toole et al., 2000). 

Por otro lado, a diferencia de P. aeruginosa, mutantes de E. coli afectadas en 

síntesis de pili tipo 1 están también afectadas en adhesión (Pratt y Kolter, 1998), 

adicionalmente, en este mismo estudio fue observado que el ácido colánico (un 

11 



\ H ·-

! 

INTRODUCCIÓN 

componente de la matriz de exopolisacáridos) no es indispensable para la adhesión, 

formación y maduración de biofilm en mutantes de E. coli sobreproductoras de curli, 

posiblemente, aparte de participar en las interacciones de la célula con el substrato, las 

fimbrias celulares también están involucradas en el arreglo espacial de las células 

dentro del biofilm (Prigent-Combaret et al., 2000). 

Resultados similares han sido reportados para E. coli enteroagregativa (EAEC), 

la cual requiere de la fimbria de adherencia agregativa AAF/11 para mediar adhesión a la 

mucosa intestinal en el hombre (Czeczulin et al., 1997) y a superficies inertes como 

plástico y vidrio. Además, se ha observado que la expresión de AAF/11 es regulada por 

un activador codificado por aggR y que éste a su vez podría ser regulado por Id 

proteína Fis, resultados acordes con el hecho de que mutantes en el gen fis están 

afectadas en la formación de biofilm (Sheikh et al., 2001 ). En el mismo estudio se 

observó que la expresión de AAF/11 depende del producto del gen yafK, cuya función es 

desconocida, mutantes en yafK al igual que en fis, están afectadas en la formación de 

biofilm (Sheikh et al., 2001 ). 

Estos resultados son consistentes en Salmonella enteritidis y Streptococcus 

parasanguis en los cuales mutantes en la biogénesis de fimbrias agregativas (!hin 

aggregative fimbriae; SEF17) o genes involucrados en biogénesis de fimbrias (fap1), 

respectivamente, muestran defectos en cuanto adhesión inicial y en la progresión de la 

cinética de fC>rhiación:del biofilm, lo cual indica que las fimbrias son importantes para la 

formación de~biofilm' en superficies inertes, posiblemente al estabilizar el contacto 
, ... '1':c~·-y- .. -.:·,· . '• 

intracelular pef:rl:litiendo la agregación de las células (Austin et al., 1998; Froeliger y 

Fives-Taylor/2o01). ' · 

1.2.3.1.3: Papel de los lipopolisacáridos (LPS) en la formación de biofilm 

Se ha observado que algunos lipopolisacáridos y proteínas de membrana 

externa participan en el proceso de adhesión inicial a una superficie (Tsuneda et al., 

2003). En E. coli se ha observado que mutantes en genes que participan en síntesis de 
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LPS (rfaG, rfaP y galU) presentan defectos en adhesión, sin embargo, la pérdida de 

adhesión a una superficie de poliestireno en estas mutantes puede deberse al efecto 

negativo de estas mutaciones en la producción de fimbria tipo 1 (Genevaux et al., 

1999b). 

1.2.3,2. Maduración del biofilm 

La maduración del biofilm es un proceso a través del cual las bacterias 

constituyentes de éste forman estructuras tridimensionales complejas, es decir, se 

organizan en pilares o columnas formados por múltiples capas de bacterias embebidas 

en una matriz de exopolímeros a través de la cual corren canales acuosos (Costerton et 

al., 1995 ). Esta etapa se ha asociado con una intensa producción de exopolisacáridos, 

como el ácido colánico en E. coli o el alginato en P. aeruginosa (Dan ese et al., 2000b; 

Hentzer et al., 2001) cuya síntesis es controlada por señales involucradas en el 

fenómeno de comunicación intercelular (Davies et al., 1998). 

Uno de dos :mecanismos de comunicación intercelular entre bacterias es el 
:<~-. · ... f:.~:(:~.·;· ~,:,·::}>~>~\:_i ~ '· - ' 

"detector_de'.<qu'órui)i'\.(quorum sensing, QS), que controla la producción de luz o 
.--. :'_ .--.. _.- .. ~ ::-::;~~: ~!:··-~:'·~<:::..~~:..~~;:·:~_,_>' -_-. 

bioluminiscenciá"teri',la. bacteria marina Vibrio fischeri a través de la producción de 

señales mb1~b;~;1~'P~~P¿;Ón10 pueden ser las homoserina lactonas (HSL) que se acumulan 
·· · -. · ~-·~::,· _:¿.~::::-:-:r:~·l>.:·~··· 

en el medioTdé,;óultivo dé· manera dependiente a la densidad celular. Este tipo de 

comunicación tani'l:>'ién'·ha sido observado en diversas especies de miroorganismos y se 

explicará más detalladamente el apartado 1.2.5.7. de este trabajo. 

Estudio?, P,r,~yi()S han demostrado que en los biofilms existe producción de HSL 

(Mclean et a/'.1 1997; Stickler et al., 1998) y el papel del QS ha sido analizado en 

algunos reportes (Kjelleberg y Molin, 2002). En P. aeruginosa se ha observado que 

mutantes en tasi, el cual activa la síntesis de N-(3-oxododecanoil)-L-homoserina 

lactona, son incapaces de desarrollar biofilmsmaduros y son más sensibles a la adición 

de SOS que la cepa silvestre; además, la adición exógena de esta HSL permite la 

maduración del biofilm (Davies et al., 1998 ). 
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Consistentemente con estas observaciones se ha reportado que el alga 

australiana Oelisea pulchra produce una furanona halogenada que interfiere con el QS 

mediado por acil homoserina lactonas, posiblemente al competir por el sitio de unión de 

la homoserina en la proteína receptora; además los biofilms tratados con dicha 

furanona son incap<'lces de madurar (Hentzer et al., 2002). 

Resultados similares se han observado en la bacteria Burkholderia cepacia, un 

patógeno que generalmente coloniza los pulmones de pacientes con fibrosis quística y;:i 

infectados por P. aeruginosa. El sistema de QS en B. cepacia está constituido por las 

proteínas Cepl/CepR. Mutantes en cepR que codifica la proteína receptora desarrollan 

biofilms de menor grosor y cubren una menor área de la superficie a la que se ·adhieren, 

es decir, son biofilms que son incapaces de madurar (Huber et al., 2001 ). 

Como se describió anteriormente, la producción de EPS es necesaria para la 

maduración del biofilm, en P. aeruginosa la producción de alginato está regulada por 

algT. El sistema de QS Lasl/LasR regula al sistema de QS Rhll/RhlR y éste a su vez 

regula a los genes que participan en la síntesis de alginato (Hentzer et al., 2001 ). En E. 

coli la producción d~:ácido.c()lánico es ne.cesaria para la diferenciación del biofilm a uri 

biofilm maduro (Dao~se'.~t-~/.{;'.2000b). 
~;º :;:.:,:·,~'.-~~ '.~;~;l.4?}f~.:~:~;;::~~~.· <-~ './{.• 

: ·~. '• .. 

1.2.3.3. Disgreg~ciÓÓ'del biofilm 

La disgregación del biofilm puede deberse a una debilitación de las fuerzas 

cohesivas que mantienen a las células adheridas a la superficie generalmente, como 

resultado de estrés físico causado por la fricción generada por el flujo del liquido sobre 

la superficie del biofilm y depende de la velocidad y turbulencia del flujo y de la 

estructura del biofilm. Por otro lado la dispersión de las células que componen el biofilm 

puede ser ocasionada, por la acción de enzimas que degraden la matriz polimérica que · 

envuelve a las célÚlas; pero también puede ser influenciada por factores que son 

regulados dependie~db de la fase de crecimiento o por factores ambientales, como la 

falta de nutrimentos en 'el medio que ocasiona la emigración de las células. 
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Dado que la matriz extracelular que envuelve al biofilm esta formada 

principalmente por exopolisacáridos, es probable que la disgregación del biofilm sea 

causada por la degradación de esta matriz. P. aeruginosa produce una alginato liasa 

que rompe los polimeros de alginato en pequeños oligosacáridos, lo cual afecta la 

propiedad del alginato de anclar las células a la superficie o de retener a las células 

dentro del biofilm y favorece la dispersión de las mismas (Boyd y Chakrabarty, 1994 ). 

Por otro lado Streptococcus mutans produce una enzima cuya actividad permite liberar 

sus propias proteinas de superficie (SPRE, §.Urface Q.rotein-releasing gnzyme activity) y 

que también ha sido involucrada con el proceso de disgregación (Lee et al., 1996). 

Estudios previos en P. fluorescens han demostrado que la formación máxima de 

biofilm se alcanza entre las 20 y 50 h y después de este tiempo la cantidad de biofilm 

formado disminuye, hecho relacionado con la pérdida de la matriz exopolimérica, ya 

que se detectó actividad de exopolisacárido liasa en los sobrenadantes de cultivos que 

ya han formado un biofilm maduro (Allison et al., 1998). 

·~ecientemente Kaplan y colaboradores reportaron que en Actinobacil/us 

actinoriJycetemcomitans el proceso de disgregación del bioifilm involucra la formación 

de cél~l~~-:ri~·agregadas dentro del mismo, las que posteriormente son liberadas del 

biofilm. L~·pfoducción de O-polisacáridos, un componente de los lipopolisacáridos, es 

importante para la formación de estas células no agregadas (Kaplan et al., 2003a). 

Además, se observó que se requiere la participación de una N-acetilglucosaminidasa 

codificada por el gen dspB, cuya expresión posiblemente es inducida dentro de la 

colonia por el microambiente generado dentro de ésta, como baja tensión de oxígeno o 

menor concentración de nutrimentos (Kaplan et al., 2003b, Stewart, 2003). 

Al igual que en otros microorganismos, en A. actinomycetemcomitans el pili tipo 

IV juega un ·papel importante en la adhesión, una de las pilinas que lo conforman esta 

sujeta a modificación postraduccional, tal vez a través de glicosilaciones, lo cual 

involucra la actividad de una N-acetilglucosamina y si ésta es hidrolizada por DpsB 

posiblemente se alterarian las propiedades del pili y con ello la adhesión. También 
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existe la posibilidad de que la N-acetilglucosamina sea uno de los componentes de la 

matriz de exopolisacáridos de A. actinomycetemcomitans y que al ser degradada por la 

N-acetilglucosaminidasa favorezca la disgregación (Kaplan et al., 2003b). 

En E. coli se ha reportado que el regulador global CsrA (carbon storage 

regulator) es una señal que favorece la disgregación del biofilm (Jackson et al., 2002). 

CsrA es un regulador postranscripcional que reprime varias vías metabólicas que son 

inducidas en fase estacionaria como la biosíntesis y catabolismo de glicógeno y 

gluconeogénesis (Romeo et al., 1993; Sabnis et al., 1995; Yang et al., 1996), además 

de activar glicólisis, metabolismo de acetato y motilidad (Wei et al., 2000; Wei et al., 

2001 ). Mutantes en csrA estimulan la formación de biofilm, además dobles mutantes 

csrA-fimH-B, csrA-cpsE, csrA-csgA, afectadas en producción de pili tipo 1, ácido 

colánico y curli respectivamente, fueron capaces de formar biofilm en mayor proporció:i 

que en presencia de csrA. Posiblemente el papel de CsrA en la disgregación del biofilm 

se lleva a cabo a través de la represión de la biosintesis de glicógeno, ya que una doble 

mutante csrA-glgA (glicógeno sintasa) está severamente afectada en la formación de 

biofilm (Jackson et al., 2002), estos resultados concuerdan con estudios realizados en 

S. enterilidisJén';IÓs cuales la formación de biofilm se relaciona con la producción de 

glicóg~n~ (Bcin~fil~~é?eta/., 2000). 

: · ... j,;~ ;;f1J:,~ItW'.~1fa?/;rs} ·; 
1.2.4. Prdpi~d~d~~~Fisicoquímicas 

,,,;·,,;·,;:D;r;.~:;i~~;~:\x··~···· •·· 
Los co~póri~ilt~~príncipales de los biofilms son las células que los constituyen y 

la matriz de·'E'ps'J·i{~,l~,·~üal las células se encuentran embebidas, dado que los EPS 

constituyen d~ uh' 5Ó~gQ% del biofilm, la composición y cantidad de los EPS producidos 

por las células que integran el biofilm determinarán las propiedades del mismo 

(Tsuneda et al., 2003), Asimismo las propiedades del biofilm controlan en cierta medida 

los procesos que ocurren.dentro de éste; un ejemplo es la actividad metabólica de las 

células que constituyen al biofilin, la cual es influenciada por la cantidad de nutrimentos 

que a su vez estádetemiinada por la difusión de los mismos (Stewart, 2003). 
·,;' 
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1.2.4.1. Propiedades Morfológicas 

La estructura de los biofilms puede variar de acuerdo a la diversidad de especies 

que · 10 componen, condiciones ambientales y al perfil de expresión genética· de las 

células que lo integran (Prigent-Combaret et al., 2000; Danese et al., 2000b; Hentzer et 

al., 2001 ). El biofilm puede estar formado por una monocapa de bacterias distribuidas 

homogéneamente sobre la superficie y con un grosor de 1-2 ~1m, hasta estructuras 

tridimensionales complejas en forma de hongo, distribuidas heterogéneamente sobre la 

superficie formando columnas de diferente tamaño que pueden medir cientos de micras 

(Fig. 1.3.), las cuales son penetradas por canales acuosos que permiten el 

abastecimiento de nutrimentos, oxígeno y desecho de substancias tóxicas (Stoodley et 

al., 1994). 

1.2.4.2. Propiedades Reológicas 

Estas se refieren a las características de la corriente que se forma alrededor de 

un cuerpo. El biofilm .es una estructura viscosa y elástica lo cual le permite no 

fragmentarseJácffiTI~r}t~C::üando es deformado por la corriente y flujo del medio líquido 
•' .,_,._·.~·:;:;>" -<~:.;.-,:~;.:.:1;··:-~ .. -. ~ 

1.2.4.:3; P.rc)pikd§ldes de Conductividad Térmica 

La conductividad termal de un biofilmes similar a la del agua, lo cual concuerda 

con que gr~n parte del biofilm está i6~~·~~8:'~6~ agua. Algunos cálculos indican que la 
, . _:: - ~.',_.,' '<·)·+~-~:1:;,~i;)i·':~:'~"·_.··:-· -:-_'' 

resistencia a la transferencia'. de.calor de :ur:i biofilm es aproximadamente 27 veces 
, -. . :": :-~, -'.!J}.~·t_~~~~t~-.:Y:~~-- ~,-~--~:~;;~ :·/'>·-~ ·, 

mayor que la de una lámina;deFacero;del mismo grosor. Esta característica podría 

explicar par~lalm~nte ·¡~ ~.~Y~~;·~;~is~~~~ia de los biofilms a diferentes tipos de estrés, 
:-.;--.··~.i.>; _'.\''>_t"':_:.'C:•' .',._,,,.-:·;;-,__, ... ,_.\'.'"<_" "':,;: - ·:~:-"-

incluyendo el térmico (Állison eta/.,:2000). 
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1.2.4.4. Difusión en el biofilm 

Los organismos que componen el biofilm consumen o utilizan nutrimentos y otras 

moléculas que difunden a través del biofilm. La difusión de moléculas en el biofilm está 

determinada por las características de estas moléculas, cantidad y propiedades de la 

matriz extracelular, reacciones de las moléculas con los microorganismos del biofilm, 

grosor del biofilm, etc. Es por ello que es común encontrar gradientes de concentración 

de ciertas moléculas en un biofilm y esto puede explicar algunos fenómenos que 

ocurren dentro de esta comunidad de microorganismos. 

Un gradiente en la concentración de nutrimentos puede explicar la 

heterogeneidad en el estado metabólico de las células que integran el biofilm, además 

de proveer una posible explicación del aumento en resistencia a antibióticos que las 

células en el biofilm exhiben respecto a las células planctónicas, ya que el mecanismo 

de acción de algunos antibióticos está ligado a traducción o replicación celular y si estos 

procesos están disminuidos en las células del biofilm, entonces el efecto de los 

antibióticos también se verá disminuido. 

De igual forma la difusión juega un papel muy importante en el efecto que otras 

substancias tóxicas causan a las células del biofilm. La matriz extracelular puede actuar 

como barrera.física que no permita la difusión de substancias tóxicas a las células que 

se encuentran .én la base del biofilm o como un escudo, ya que algunos componentes 

de esta matriz púeden reaccionar con ciertas substancias como el HCI, disminuyendo el 

daño celular (Stewart, 2003). Asimismo, debido a los gradientes de oxígeno que se han 

encontrado en''el biofilm (Stoodley et al., 1994 ), se puede explicar la presencia de 

organismos anaeróbicos estrictos en biofilms formados aeróbicamente en presencia de 

aeróbicos estrictos o facultativos (Bradshaw et al., 1997; Bradshaw et al., 1998). 
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1.2.5. Factores que afectan la formación del biofilm 

1.2.5.1. Naturaleza de la superficie 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Se ha obseNado que la adhesión de las bacterias a una superficie depende de 

las características de ésta. La cantidad de nutrimentos depositados sobre la superficie 

puede ser un factor que favorezca la adhesión de microorganismos. En algunos 

reportes se obseNa que la hidrofobicidad del substrato es determinante en la adhesión 

y retención de las bacterias sobre la superficie (Bos et al., 2000), además la 

colonización de la superficie varia de acuerdo a sus características de hidrofobicidad o 

hidrofilicidad (Dalton et al., 1994 ). 

1.2.5.2. Factores Hidrodinámicos 

En este punto se contempla el flujo del medio líquido en el cual se encuentra el 

biofilm, ya que éste determinará la tasa de transporte de nutrimentos y células 

planctónicas hacia el substrato. ·se ha obseNado que de acuerdo a la turbulencia del 
. ~ ...... ~, ., I .·· -f ." i , 

· .. ·. fllijó 'del .. '..líquidó sobre el biofilm, éste desarrolla estructuras diferentes, si el flujo es 

turbulento, las microcolonias forman estructuras filamentosas en dirección al flujo 

(Stoodley et al., 1999b ). 

1.2.5.3. Temperatura 

Posiblemente. el efecto de la temperatura en la formación del biofilm es el mismo 

que sobre el crecimiento de células planctónicas, por lo que tal vez la temperatura de 

crecimiento Ópti'mo en determinado organismo sea muy similar a la temperatura óptima 

requerida para que estos microorganismos integren el biofilm. 
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··· · 1 .2.5.4; pH 

Se ha reportado que la adición del amortiguador MOPS (3-(N-morfolino)propano 

sulfonato] al medio de cultivo mejora la formación de biofilm (Corona-Izquierdo y 

Membrillo-Hernández, 2002b), además se ha reportado que existe un pH óptimo de 

formación de biofilm en E. coli que corresponde a pH 6.5 por lo que posiblemente el pH 

del medio influencie de alguna manera la formación de biofilm (Corona-Izquierdo, 

~002). 

1.2.5.5. Oxígeno 

Estudios sobre formación de biofilm en V. cholerae, P. aeruginosa y S. 

typhimurium han mostrado que el biofilm se forma como un anillo en la interfase aire

medio (O'Toole et al., 1999; Watnick y Kolter, 2000; Watnick et al., 2001) estos datos 

han sugerido un papel importante del oxígeno en este proceso. 

1.2.5.6. Interacciones entre microorganismos 
TES!S CON 

FALLA DE ORIGEN 

Como ya se mencionó en otra sección de este trabajo, en ambientes naturales, la 

forma prevaleciente de vida bacteriana es el biofilm y además éste generalmente se 

integra por una gran variedad de microorganismos. Ejemplo de comunidade::; 

heterogéneas son los biofilms formados en unidades dentales, constituidos por más de 

trece géneros de bacterias, entre las que podemos mencionar Leptospira, 

Sphingomonas, Bacil/us, Escherichia y Pseudomonas entre otras; por lo que es 

plausible que la variedad de microorganismos que forman parte del biofilm y las 

interacciones que surjan entre ellos sea un factor importante para el establecimiento del 

biofilm bajo determinadas condiciones. Se ha observado que los anaerobios estrictos 

Vei/lone/la dispar, Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis pueden f9t.mar. 

biofilm en condiciones aeróbicas cuando son incubados en presencia de organismos · · 
·, ,. 

facultativos o aeróbicos estrictos, como Neisseria subf/ava, ya que .éste 'lilli;,,o·. 

disminuye la. tensión de oxígeno dentro del biofilm a niveles que pueden· p~n~iti~ el 
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crecimiento de anaeróbicos estrictos, lo que además, permite que la cantidad de 

organismos anaeróbicos aumente con el tiempo de incubación (Singh et al., 2003). 

1.2.5. 7. Quorum sensing (Percepción del quórum) 

En apartados anteriores de este proyecto se señaló que una de las formas de 

comunicación entre las bacterias es el "quorum sensing" (QS ), término que describe la 

capacidad de un organismo de percibir y responder a moléculas químicas o 

autoinductores que actúan como señales y son acumuladas de manera dependiente a 

la densidad celular, las cuales permiten controlar de manera coordinada la expresión 

genética de una comunidad. 

La comunicación entre bacterias fue inicialmente estudiada en la bacteria marina 

Vibrio fischeri (Hastings y Nealson, 1977; Nealson y Hastings, 1979). Esta bacteria es 

capaz de producir luz a través de una reacción catalizada por la enzima luciferasa, sin 

embargo, la producción de luz únicamente ocurre cuando la densidad celular es alta y 

este proceso es regulado mediante las proteínas Luxl/LuxR (Engebrecht et al., 1983; 

Engebrecht y Silverman, 1984). Otras de las respuestas o fenómenos que son 

reguladas por el QS, .aparte de la producción de luz son la virulencia y la formación de 

biofilm. 

1.2.5. 7 .1. Quorum sensing en bacterias Gram-positivas 

La comunicación celular en las bacterias Gram-positivas se lleva a cabo a través 

de la producción de oligopéptidos modificados que funcionan como señales, los que 

son secretados extracelularmente via un transportador ABC (A TP binding cassette). 

Cuando la cantidad de péptidos secretados alcanza una determinada concentración 

éstos son detectadas por una proteína detectora, parte de un sistema de dos 

componentes, que transduce las señales a un regulador de respuesta mediante una 

cascada de fosforilación que finalmente induce la expresión de ciertos genes (Schauder 

y Bassler, 2001 ). 

21 



INTRODUCCIÓN 

1.2.5.7.2. Quorum sensing en bacterias Gram-negativas 

Homólogos al sistema de QS Luxl/LuxR han sido encontrados en más de 25 

especies de bacterias Gram-negativas. La comunicación se lleva a cabo a través de la 

producción da homoserinas lactonas con un grupo acil (acil-HSL). La enzima Luxl 

produce HSL acoplando la cadena acil proveniente de una proteína acarreadora ae 

grupCJs acilo (ACP) con la homocisteina de la S-adenosilmetionina (SAM). Las acil-HSL 

difunden a través de la pared celular, al igual que en bacterias Gram-positivas, una vez 

que alcanzan el umbral de detección se unen a la proteína receptora LuxR y activan la 

transcripción de genes blanco (Schauder y Bassler, 2001; Fuqua et al., 2001 ). 

Los dos tipos de lenguaje bacteriano (a través de péptidos señal u acil 

homoserina lactonas) permiten la comunicación entre bacterias de la misma especie, 

sin embargo, existe un mecanismo de comunicación universal descrito al menos en 

bacterias Gram negativas, es decir, un lenguaje entendido por bacterias de diferentes 

especies, Éste se ha descrito en la bacteria marina V. harveyi que posee dos sistemas 

de QS que chmbinan las características de los sistemas de QS en Gram-positivas y 

Gram-negativas (Fig.1.4.); 

La síntesis del autoinductor 1 y 2 (Al-1 y Al-2) está a cargo de las enzimas 

LuxLM y LuxS; . respectivamente, no obstante, a diferencia del sistema canónico 

Luxl/LuxR el Al-1' (acil-HSL) es detectado por la histidina cinasa LuxN, mientras que el 

Al-2 (compuesfo de tipo furanona) es detectado por el sistema LuxP-LuxQ. En ambos 

casos la señal se. transdüce mediante una cascada de fosforilación al regulador de 

respuesta .Luxo.; a. través de uria' proteína intermediaria denominada LuxU. A bajr. 

densidad celu.lar laprbte~na Luxo se encuentra fosforilada y activa la transcripción de 

un represor del operón,/ux,:(ellcargado de la producción de luz) por otro lado, a una 
" .·.. . ¡ ,.·--

densidad celular calta,··.el represor n'o se transcribe y la proteína ·LuxR activa la 

transcripción del operón /ux·(Fig. 1.4., Bassler, 1999). 
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t o 
LlL\'. S 

Fig. 1.4. Sistemas de quorum sensing en Vibrio harveyi. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La comunicación intraespecie en V. harveyi se realiza a través de la producción 

del Al-1, mientras que la comunicación interespecie se lleva a cabo mediante el Al-2. El 

análisis in silico ha permitido demostrar la presencia de homólogos de la proteina LuxS 

en más de 30 especies de bacterias (Surette y Bassler, 1998; Fuqua et al., 2001 ). 

En P. a~ruginosa se han reportado dos sistemas de QS homólogos al sistema 

Luxl/LuxR, e~!osS()r:l Lasl/LasR y Rhll/RhlR. El primer sistema de quórum sensing está 

formado por la, proteíni(;Lasl responsable de la síntesis de N-(-3-oxododecanoil)-L-
- "\; '',•. ?;7;J, '": .,,,_ ~·,~··' ~. ;_ : : .·_¡ ,., -'. i'_: ·::;: '· '• 

homoserir:ia.laqfoó8, ~(Ü.ciDl:;fl}. y por .. el activador transcripcional LasR; éste sistema 
--· -_: ;: __ -:~-:-::.·:~;;·}~;/:«· ::;;:'>-~·:::>.i·~!-;·if-f,'¿;'~:iúYt:.--~:·/'.:>'.; .~·-'-;?,.; -·".. · 

regula la · prodú'cción ;de\0 algUh6s ~.factores de virulencia en P. aeruginosa, como 
,. ... - - .. ' . -- . . ' - .. , "'.. . ' ~ - . . . ' 

elastasas, p.rotk~~~§,';11~~6f.i§ib~~'.neuraminidasas, etc. El segundo sistema de OS se 

integra por ~las .. prdtei~asJsb,ú];~_'RhlR. la primera tiene a su cargo la síntesis de N

butanoil-L-homoserina lactO~a (BHL) y la segunda actúa como regulador transcripcional 

al unirse a BHL. El siste~'a, de· OS Rhll/RhlR regula la sintesis de ramnolípidos, 

elastasas. y alginato entre otros (Whitehead et al., 2001) 
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1.2.5.8. Factores genéticos 

En la siguiente tabla se describen brevemente algunos de los genes cuyos 

productos han sido involucrados con la formación del biofilm. 

Tabla 1.1. Genes cuyos productos estan involucrados en la formación de biofilm. 

Gen· (Producto) Función Organismo Referencia 

dspB (N-acetilglucosaminidasa) Participa en A. Kaplan et al., 
disgregación del biofilm actinomycetemcomitans 2003b 

cepl/cepR Sistema de QS B. cepacia Huber et al., 
2001 

agn43 (Ag43, antígeno 43) Media interacciones célula- E. co/i Danese et al., 
(flu) célula y célula-superficie en medio mlnimo 2000a 

suplementado con glucosa 

cpxR (Sistema de dos components CpxRA, de estrés E. coli Olto y Silhavy, 
extracelular) Monitorea biogénesis de pili 2002 

csgA (Curlina, subunidad estructural del curli) Participa E. coli Prigent-Combaret 
en interacciones celulares con la superficie y con et al., 2000 
otras células 

csgD (CsgD) Regulador transcripcional de curli E. coli Prigent-Combaret 
et al., 2001 

csrA (CsrA, regulador global de unión a RNA) E. coli Jackson et al., 
Represor de la formación de biofilm y activador 2002 
de la dispersión del mismo 

dsbA (DsbA) Participa en el plegamiento de proteínas E. coli Genevaux et al., 
extracitoolásmicas que contienen puentes 1999a 
disulfuro y en ensamblaje de fimbria tipo 1 y del 
cuerpo basal del flagelo 

Grupo fim (pili tipo 1) Media interacciones célula-célula y E. coli Pratt y Kolter, 
célula superficie 1998 

fl/1D Regulador maestro de síntesis de flagelo E. coli Pratt y Kolter, 
1998 

f/iC (Flagelina) Subunidad structural del flagelo E. coli Pratt y Kolter, 
1998 

nlpE (Lipoproteína de membrana externa) E. coli Otto y Silhavy, 
Posiblemente transmite señales al dominio 2002 
periplásmico de CpxA en respuesta a daño en 
membrana causado al momento de adhesión 

ompR234 (OmpR, parte del sistema de dos componentes E. coli Prigent-Combaret 
EnvZIOmpR que responde a osmolaridad) et al., 2001 
Mutantes en este gen sobreproducen curli 

oxyR (OxyR, regulador maestro durante estrés E. coli Danese et al .• 
oxidativo) La forma reducida de OxyR reprime la 2000a; Schembri 
expresión del gen f/u et al., 2003a 
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rfaG rfaP 
gal U 

rpoS 

wcaF 

cpsE 

aafA 

aggR 

fis 

yafK 

algL 

algT 

flgK 

las/ 

mucA22 

pi/BCD 

agfA 

fap1 

INTRODUCCIÓN 

(Producto) Función 

(Participan en la biosintesis del "core" de LPS) 
Mutantes en estos genes están afectadas en 
motilidad y fimbria tipo 1 

(RpoS) Factor sigma de fase estacionaria 

Participa en la producción de ácido colánico. 

Participa en síntesis de ácido colánico 

(AafA, subu,nldad de AAF/11) Pé!rticipa en · 
adhererii:ia agregativa:· : . ' .. ' ' ·. 

(AggR) Activadór tran~cripcionafoe AAFlu 

(Fis) Activa '1a expresión de AggR · 

(YafK) Proteína hipotética, posiblemente régula 
los genes que codifican AAF/11 a riive( · · 
transcripcional 

. '' ,. 

(Alginato liasa) Degrada alginato, participa en 
disgregación del biofilm · · ·.•. ' ' · · · 

(AlgT) Regula sintesis de alginato' ·. 
'. - -,:·~,~ "-~"~;·,,_ :.;/--' ~. 

Proteína flagelar asociada al.gancho 

(Lasl) N-(3-oxododecanoil)-L"homoserina lactona 

(Factor anti-sigma de algT) Mutantes en este gen 
sobreproducen alginato 

(PilB, PilC, PilD) Síntesis de plli tipo IV 

(AgfA, subunidad de fimbria SEF17) Estabiliza el 
contacto intracelular y participa en adhesión a 
superficies 

(Fap1, adhesina asociada a fimbria) Participa en 
biogénesis de fimbrias 

1.3. Perfil genómico de células en biofilm 

Organismo 

E. coli 

E. coli 

E. co/i 

E.coli 

EAEC 

EAEC 

EAEC 

EAEC 

P. aeruginosa 

P. aeruginosa 

P. aeruginosa 

P. aeruginosa 

P. aeruginosa 

P. aeruginosa 

S. enterilidis 

S. parasanguis 

Referencia 

Genevaux et al., 
1999b 

Corona-Izquierdo 
y Membrillo
Hernández, 

2002a 
Whiteley et al., 

2001 

Danese et al., 
2000b 

Prigent-Combaret 
et al., 2000 

Czeczulin et al., 
1997 

Sheikh et al., 
2001 

Sheikh et al., 
2001 

Sheikh et al., 
2001 

Boyd y 
Chakrabarty, 

1994 

Hentzer et al., 
2001 

O'Toole y Kolter, 
1998a 

Davies et al., 
1998 

Hentzer et al., 
2001 

O'Toole y Kolter, 
1998a 

Austin et al., 
1998 

Froeliger y Fives
Taylor, 2001 

A lo largo de este capítulo se han descrito. algunas d~ l9s diferencias en el 

metabolismo de las células planctónícas respecto a las células e~ biofilm, como ejemplo 
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podemos mencionar el aumento en la resistencia a antibióticos característico de las 

células que integran el biofilm. Dichas diferencias son consecuencia de un perfil de 

expresión genética diferente en las células del biofilm respecto a las células 

planctónicas. Una de las herramientas utilizadas para determinar como difiere la 

expresión genética en células incubadas bajo diferentes condiciones (en este caso 

células planctónicas y células en biofilm) son los microarreglos de DNA (Ye et al., 

2001 ). 

El perfil de expresión genética de células en biofilm de P. aeruginosa 

comparadas con las mismas células pero en estado planctónico, ha demostrado que 

sólo aproximadamente el 1 % de los genes muestran una expresión diferente en ambas 

condiciones, la expi esión del 0.5% de estos se activa en el biofilm y el resto se reprime 

en el biofilm (Whiteley et al., 2001 ). 

Los genes mayoritariamente activados en las células del biofilm pertenecen a u:i 

bacteriófago temperado relacionado al fago filamentoso Pf1, dado que P. aeruginosa 

contiene 11 de 14 genes de Pf1 posiblemente la inducción e estos genes podría ser 

importante en el proceso de transferencia genética dentro del biofilm. 

Algunos de los genes involucrados en el mecanismo de resistencia a antibióticos 

modificando la permeabilidad de fa pared celular como el gen to/A (Rivera et al., 1988) 

presentan ITl~~br ~xpresión e~ las células del biofilm. Mientras que los genes que 

codifican lacitocr6mo e oxidasa, cuya expresión se ha relacionado con sensibilidad a 

antibióticosaminoglicosilados (~ryan et al., 1980; Bryan y Kwan, 1983 ), se reprimen en 

el biofilm (Whl~j,l~Y::~l
0

~1;:·:?82:ú~:' T 

.. : :::.: . .:. :>. :.:~t·M0\'¡~;§ ,: 
Dentro del grupo d13·,g~nes cuya expresión se encuentra reprimida en las células 

en biofilm se~~··n·c~~~:t;~fü:]:Ó:~ibe~es que participan en la biosíntesis de pili y flagelo, 

posiblemente est~~~·~~~~Jmir~~;~ólo son requeridas en ciertas etapas del proceso de 

formación de fJibfil~·~·J~~J~~ q~~ han transcurrido, la síntesis de dichas estructuras ya 

no es reque~id~ (\A,,hitel~y· et ~1./ 2001 ). La expresión del factor sigma de fase 
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estaci()naria rpoS también se reprime en el biofilm, posiblemente participa 

negatiyamente en la morfología y resistencia a antibióticos de los biofilms (Whiteley et 

al., 2001 ). Mutantes en rpoS muestran un biofilm más robusto en P. aeruginosa 

(Whiteley et al., 2001 ), lo que ocurre también en E. coli (Corona-Izquierdo y Membrillo

Hernández, 2002a). 

En E. coli 0157:H7 se han realizado estudios proteómicos que han permitido 

identificar algunas de las proteínas responsables del fenotipo de las células en el biofilm 

(Tremoulet et al., 2002). En este trabajo la detección de las proteínas con diferente 

expresión en células en biofilm y células planctónicas se llevo a cabo utilizando geles 

de doble dimensión, posteriormente estas proteínas se identificaron mediante MALDl

TOF-MS. Utilizando esta metodología se identificaron 14 proteínas cuya síntesis estaba 

incrementada en las células del biofilm y 3 cuya síntesis se reprimía en las células del 

biofilm (Tremoulet et al., 2002). 

Dentro de las proteínas cuya expresión aumentó en el biofilm se encuentra la 

malato deshidrogenasa, tiamina fosfato pirofosforilasa (TPP-PPASE), la proteína de 

unión a galactosa (GBP), la proteína periplásmica de unión a ribosa (RBP), un 

transportador de aminoácidos tipo ABC, Dps (proteína de unión a DNA durante escasez 

de nutrimentos) y H-NS (Tremoulet et al., 2002). La malato deshidrogenasa es una 

enzima importante en el ciclo de los ácidos tricarboxilicos y el aumento en la síntesis de 
.',. •' 

esta proteína en las células del biofilm sugiere que el metabolismo central de E. coli es 

afectado por las condiciones de cultivo. Asimismo el aumento en TPP-PPASE, RBP y 

GBP indican que posiblemente debido a la escasez de glucosa en el biofilm maduro, se 

favorece la degradación de ribosa y lactosa en el biofilm. Por otro lado dado que, tanto 

Dps como H-NS son proteínas reguladoras de unión a DNA, probablemente influencien 

la síntesis de proteínas requeridas para el biofilm (Tremoulet et al., 2002). 

Recienter,nente Schembri y colaboradores reportaron el perfil de expresión 

genética de. células de E. coli K-12 MG1655 en biofilm (Schembri et al., 2003b) 

valiéndose del uso de microarreglos. En este trabajo la expresión genética de células 
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en biofilm formados aeróbicamente se comparó con dos grupos de células planctónicas 

incubadas bajo condiciones aeróbicas: células planctónicas en fase exponencial y 

células planctónicas en fase estacionaria. 

Para facilitar la descripción de resultados, únicamente voy a mencionar aquellos 

genes cuya expresión fue diferente en las células del biofilm respecto a las células 

planc:tónicas (tanto en fase exponencial como en fase estacionaria). 

Los datos indican que bajo estas condiciones experimentales aproximadamente 

el 1.84% de los genes presentan una expresión alterada en las células en biofilm al 

compararlas con células planctónicas. 

Dentro de los genes cuya expresión se encuentra inducida en las células del 

biofilm podemos mencionar a los genes fimA y fimF (biosíntesis de fimbria tipo 1), f/u 

(síntesis de Antígeno 43), lpxC (biosíntesis de lípido A), lo cual correlaciona con 

observaciones previas acerca del papel de las fimbrias y Antígeno 43 en fas etapas de 

adhesión inicial a la supeficie. Adicionalmente se observó que el operón cydAB, que 

codifica para fá oxidasa terminal citocromo d, es inducido en las células en biofilm, 

estos resultados concuerdan con reportes anteriores que indican que dada la gran 

densidad de células en el biofilm que limitan la difusión de algunas moléculas puedE11 

formarse gradientes de concentración de oxígeno y nutrientes dentro del biofilm lo que 

induce la expresión de genes como dps (regulador global de condiciones de escasez de 

nutrimentos). 

Dado que las células del biofilm pueden estar sujetas a ciertos tipos de estrés 

como el osmótico, oxidativo o el causado por limitación de nutrientes y algunos de los 

genes que participan en la respuesta celular a dichos tipos de estrés son regulados por 

el factor sigma de fase estacionaria (a5 o RpoS) los autores analizaron el pe1iil de 

expresión de los genes regulados por rpoS en las células del biofilm y además 

analizaron la formación de biofilm de una mutante MG 1655 afectada en rpoS y 

observaron que bajo sus condiciones experimentales esta mutante no fue capaz de · 
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formar biofilm. Resultados contrarios a los reportados en Pseudomonas aeruginosa y 

Escherichia coli MC4100 (Corona-Izquierdo y Membrillo-Hernández, 2002a y Whiteley 

et al., 2001 ). 

1.4. Objetivo de este proyecto 

La formación de biofilms en bacterias es un proceso que ha sido ampliamente 

estudiado, en particular en el patógeno oportunista P. aeruginosa, debido a que este 

microorganismo coloniza y establece biofilms en los pulmones de pacientes con fibrosis 

quística (Singh et al., 2000). Estudios sobre formación de biofilm en V. cholerae, P. 

aeruginosa y S. typhimurium han mostrado que el biofilm se forma como un anillo en la 

interfase aire-medio o neustón (O'Toole et al., 1999; Watnick y Kolter, 2000; Watnick et 

al., 2001 ), estos datos sugieren que el oxígeno juega un papel importante en este 

proceso. El requerimiento del oxígeno en la formación de biofilm, puede entenderse 

cuando se trata de organismos aeróbicos, ya que es fácil pensar que si estos 

organismos requieren oxígeno para el funcionamiento de su metabolismo, entonces 

también lo requerirán para formar biofilm. Sin embargo, en E. co/i, la formación de 

biofilm ocurre únicamente en presencia de oxígeno, hecho que.resulta interesante dado 

que E. coli es un organismo facultativo, es decir, puede crecer en presencia de oxígeno 

y en ausencia de este, puede llevar a cabo la respiración anaeróbica utilizando 

aceptares de electrones alternos al oxígeno y aún en ausencia de estos últimos, puede 

realizar el metabolismo fermentativo (Bock y Sawers, 1996)· .. Ahbr~ :,l:>i~~.)~fr E. coli . ' .. ·.' ~- -·. . . ' . .. '·, ·'··: . . . . 

cuenta con mecanismos que le permiten crecer tanto en pre~'enCia"~or1ló'ér(~Llsencia 
de oxígeno, ¿por qué la formación de biofilm en este or~a~i:~_m;o~':Vib'éljo·;:nuestras 
condiciones experimentales únicamente ocurre en cc)ndl~iÓ,h~~--~;:c:f~·~'¡'~~~¿i~iento 

'·::·~:·:.~·-'.-··.'·:<(:'>l . .'.':'".>.;~:-?;,_··~:~~-''~·-.. :·>~_:.,'( -•) '' . 
aeróbico?. El objetivo general de este trabajo es analizar'. 81i¡)~péi".de'l-'óxigéíío ·en la 

' . . .. . ' . . . . . . ·:. ~ "·' . -; . ,.-,. '•, ...... ' . . ' 

formación·. d~i.biofilms , en . Escherichia coli, analizando el' ~~:pel:>'cie' la respiración 

anaeróbica, ~¡:~~~~¡jg¡i-smo fermentativo y el papel deseña.le·~~~i~~·c~lulares. 
,. --. . - ·--~ . . ' .. - .. - \ 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

TESIS 
2.1. Cepas bacterianas FALLA DE ORIGEN 

Tabla 2.1. Cepas de Escherichia coli, bacteriófagos y oligonucleótidos utilizados en este 
trabajo. 

Cepa 

BW21437 

BW21770 

C600 

DJ901 

GS08 

JRG1728 

KSA712 

NH0758 
'. 

Genotipo Relevante 

DE3 ó(lac)X74 rpoS (am) phoR68 (Oc) ócreABCD154 
óackA 

DE3 ó(lac)X74 óackA159 rpoS am 

supE44 hsdR thi-1 t11r-1 leuB6 lacY1 tonA21 

ósoxRS zjc 2204::Tn10kan 

oxyR::kan 

ófnr Mac CamR 

CF7789 ó(:>.. att-lom)::b/a cI>(csrA'-'/acZ)1 (hyb) AmpR 
• ·: Kan~- · . . . ....... _ 
.:'f ,J. ,•.l'.('i- 1 

: J hns-651 tfp883::Tn 10 

PC35 .. ; .. arcA::kari 

RKP4545 -vjS676 hmp::Tns: 

TR1-5 csrA::ka11 

UU1117 (aer) DE1 thr (am)-1 leuB6 his-4 metF (am) 159 eda50 
rpsL 136 t/Ji-1 ara-14 /acY1 mt/-1 xy/-5 tonA31 
tox78/sibl 

JMH0362 

W3110 

WG01 

XL 1-Blue 

ZK408 

JMH0031 

JMH0299 

JMH0300 

JMH0301 

JMH0302 

JMH0314 

JMH0345 

JMH0346 

JMH0349 

JMH0350 

XL 1-Blue pSB20/aer 

F Jam-Jn (rrnD-rrnE)1 rph-1 

W3110 rpoS::Tn10 

F' supE44 hsdR17 recA 1 endA 1 gy~A46 thire/A 1 /ac 

flhC ara O .MacU169 sir A thi pyrC64 ns/A his · 

MC4100 fis::kan 

W311 O mutante seleccionada por inserción de 
miniTn5 (KanR) deficiente en nado 

W311 O mutante seleccionada por inserción de 
miniTn5 (KanR) deficiente en nado 

W311 O mutante seleccionada por inserción de 
miniTn5 (KanR) deficiente en nado 

W3110 mutante seleccionada por inserción de 
miniTn10 (TetR) deficiente en nado 

W3110 mutante seleccionada por inserción de 
miniTn5 (KanR) mutante supresora en nado de 
JMH0299 

W3110 arcA::kan 

W3110 arcB::kan 

W3110 dpiB::lwn 

W3110 fis::kan 

Referencia o procedencia 

Barry L. Wanner 

Barry L. Wanner 

Colección del laboratorio 

Greenberg et al., 1990 

Gisela Storz 

Jeff Green 

Jackson et al. 2002 

Falconi et al., 1991 

Rob Gunsalus 

Colección del laboratorio 

Jackson et al. 2002 

John S. Parkinson 

John S. Parkinson 

Colección del laboratorio 

Carmen Gómez-Eichelmann 

Stratagene 

Roberto Kolter 

Colección del labora.torio 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 
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. JMHOJ51 

JMH0352 

JMH0572 

JMH0574 

JMH0576 

JMH0861 

JMH0908 

.• ~ ,l :, ;. 

'' 1 • 

W3 f1 o f!rnp::(<an 

MATERIAL Y MÉTODOS 

W3110 oxyR::kan 

W3110hns~651 trpB83::Tn10 

W3110 pSB20/aer 

W3110 soxRS zjc 2204::Tn10kan 

W3110 pEGFP 

XL 1-blue pUC18 contiene clonado el fragmento 
EcoRl-Pstl de 7 kpb de Ja mutante JMH0314 y que 
incluye al miniTnS 

Bacteriófagos Referencia 

P1vir 

),NK1105 p._ miniTnS) 
Miller, 1992 

Kleckner et al., 1991 
Kleckner et al., 1991 A.NK1098 (), miniTn10) 

M13-21 
M13 rev 

Oligonucleótidos 

5' TGTAAAACGACGGCCAGT 3' 
5' TTCACACAGGAAACAG 3' 

2.2. Métodos de cultivo 

2.2.1. Medios de cultivo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

TRSlS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Los medios líquidos se preparélrpn.pqr ~isolución de los solutos indicados en 

agua destilada y posterior esterilización ~ ~5 p.s.L y 121 ºC por 20 min, cuando el medio 

estaba suplementado. cor:dM9~s<'(3~!\l-morfolino propano sulfonato), el tiempo de 
;-:-:;'';·;~ - : :e:< ;:\.- 0 -~e'·;_;- ·\<·:;:~-~·~----.'-,~,,~-~;f.r:.-·--~;~,·-:~·?:·'~\::' ~-.-:: .. <·--- .. "' 

esterilización disrninúyó.;á)5'.¡foin.'''; Los' medios sólidos se prepararon por adición de 

agar bacteriológic9:·(i)iF,9Q')··;,1]§'~'.ic~fv).a los medios líquidos y posterior esterilización 
::.::, -- · ;~_··.:: > ": ~:·5;·.~. ;y~:~E'.~~··:. -~-~~·-:s,~:g-~i-,'~~-::~;{;:~\r ::~- ·:_ . · 

bajo las condiciones nienciohadas··anteriormente. 

}[;~;~f \{'~l' .•.. •········· . ' .. ; . ~ 
Se utilizó~m·ea1o'J:s:(E>5,tr~ct9¡qej.evadura 0.5%, NaCI 1.0% y triptona 1.0%) para 

cultivos en m~d.id~tl·r{~'füa.§j{~~:r~~1~V~~h;say~s de formación de biofilm se usó medio LB 

suplementado·~c6b:~~()~s'(~·~A;,~'~6rfolinD' propano ~ulfÓnato) 1 oo mM (O'Toole et al., 

1999; Coron~~-l~q$¡~;8'ó·VMem~rilló~Herná~dez,· 2ÓÓª~).'EI pH de los medios se ajustó 

a 7.0 antes de:estedliz~r. 
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Los antibióticos utilizados fueron esterilizados usando filtros de membrana MF™ 

(Millipore Acrodisk) de 0.45 ~1m y adicionados al medio bajo condiciones de esterilidad a 

una temperatura del medio de cultivo menor a 50ºC. Las concentraciones de antibiótico 

fueron las siguientes: ampicilina 200 pg/ml, cloramfenicol 25 ~1g/ml, kanamicina 100 

~1g/ml y tetraciclina 25 ~19/ml. Cuando fue necesario, se adicionó IPTG a una 

concentración final de 1 mM y X-gal 0.4% (w/v). Los agentes oxidantes se agregaron a 

los medios de cultivo a las siguientes concentraciones: Metil viológeno (Paraquat, PQ) 

100 µM, H202 0.01 %. 

2.2:2. Condiciones de cultivo 

Los cúltivos aeróbicos en medio liquido se realizaron en matraces Erlenmeyer, el 

volumen del cultivo no fue mayor al 20% de la capacidad del matraz. La incubación se 

llevó a cabo en un agitador orbital a 225 rpm con temperatura controlada. Los cultivos 

anaeróbicos se realizaron en tubos de ensayo con tapa de rosca llenados al máximo 

volumen e incubados sin agitación. Los cultivos aeróbicos en medio sólido se crecieron 

en cajas de Petri, las condiciones de cultivo anaeróbico en medio sólido fueron las 

mismas que las utilizadas en los ensayos de formación de biofilm. Para los ensayos de 

formación de biofilm en placas de microtitulación, los cultivos aeróbicos se incubaron 

sin agitación y las incubaciones anaeróbicas se llevaron a cabo en jarras de 

anaerobiosis, utilizando el sistema anaeróbico GasPak™ (BBL Microbiology Systems), 

que ge~era una atmósfera compuesta por hidrógeno y dióxido de carbono. Cuando se 

realizaron. in~ubaciones bajo concentraciones controladas de oxígeno, se utilizó una 

cámara ,de microaerofilia MACS-VA500 microaerophilic work station (DW Scientific) con 

la siguiente mezcla de gases: nitrógeno 80%, dióxido de carbono 10% y oxígeno 10%. 

Todos los culti.vos se incubaron a 37°C, a menos que se indique lo contrario. 

Para·ensaYosfáe:iformación;dé;biofilm"en presencia de aceptares de electrones 
" ... ,ji}\':.·:·:~ t;~.~\::.:¿(~~~:~t ;':->?·;::~~~,;,<~~/~:.:.:: ::~:~r ;5x? ·~:~~\~::-::: ~: LI-· :.. - · • 

alternos al oxigepo::.o:'p'roductqs:,·de''Jerniéntadón, éstos se adicionaron al medio LB 

MOPS 100 ~~.,·~Á,{Ó~1·~·~,~ÍgUl;nÍe~·co~centraciones finales: nitrato 40 mM, nitrito 5 

mM, DMSO~mgl·ihd~fci'40<mM, 0.1 mM o fumarato 40 mM y acetato 0.2%, succinato 

35 



MATERIAL Y MÉTODOS 

0.4%, etanol 2.0%, formiato 2.0% o lactato 0.4%. Todos los reactivos fueron 

esterilizados por filtración. 

El crecimiento fue determinado midiendo la DO a 600 nm utilizando el 

espectrofotómetro Ultrospec 3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech™), para ello, se 

utilizaron cubetas de plástico desechables de 1 mi, diluyendo 10 ó 100 veces la 

concentración del cultivo. 

2.3. Métodos genéticos 

2.3.1. Transformación 

Mediante el proceso de transformación se puede introducir DNA plasmídico en 

células competentes, es decir, células que han sido sometidas a un tratamiento por 

medio del cual la membrana es permeabilizada y permite el paso del DNA presente en 

el medio al interior de la bacteria. El protocolo que se siguió esta basado en el método 

de transformación por CaCl2, descrito en Sambrook y Russell (Sambrook y Russell, 

2001) y que a continuación se detalla. 
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2.3.1 .1. Preparación de células competentes 

1) Crecer un cultivo a saturación a 37°C, 225 rpm en medio LB. 

2) Diluir el cultivo 1: 100 en 20 mi de LB e incubar a 37°C, 225 rpm por 2 h. 

3) Transferir.<:! un tubo Falcan de 50 mi y centrifugar por 1 O min a 3000 rpm a 

4 ºC y des(;artar el sobrenadante. 

4) Resu,sp~~~~r el pellet celular en 20 mi de CaCl2 100 mM frío e incubar err 

hie1Ópor45 min. 

5) Centrifugar.~por 10 mina 3000rpm a 4ºC y descartar el sobrenadante. 

6) Resuspender en 1 mi de CaCl2 100 mM frío. 
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2.3.1.2. Transformación de células competentes 

1) Mezclar 100 ~ti de células competentes con 2 ~ti de DNA. 

2) Incubar en hielo por 1 h. 

3) Incubar a 43ºC por 90 seg. 

4) Agregar 1 mi de LB e incubar a 37°C, 225 rpm por 1.5 h. 

5) Centrifugar por 3 mina 13,000 rpm y descartar el sobrenadante. 

6) Resuspender el pelfet en 80 µI de MgS04 10 mM. 

7) Platear en medio selectivo. 

2.3.2. Transducción generalizada mediante fago P1vir 

La transducción es un proceso por el cual se transfiere material genético de una 

cepa a, otra utilizando como vehículo de entrega a bacteriófagos. En este trabajo se 

utilizó el bacteriófago P1vir que es una variedad del fago P1 que no puede formar 

lisógenos. 

2.3.2.1. Preparación de fisados 

1) Crecer uncultivo saturado de fa cepa donadora a 37ºC, 225 rpm en medio 

LB supl~mentado .con CaCl2 5 mM más el antibiótico correspondiente. 

2) CentrifUQc!J;E3(cultivo a 13,000 rpm por 5 min y descartar el sobrenadante. 
' ~ . . . 

3) Resuspender el pelfet en fa mitad del volumen inicial de MgS04 10 mM. 
" ','!n\<'•\'"0;··'.'.·:':<>•' - • 

4) Mezcfar}2ób tilde células con 200 pi de bacteriófago P1v;,, usar como control 
' - ..... •-'L .;_,-.•. _, - ,·· . 

cé1Jia~'sinfago. 
5) lncÚb~~~37°C sin agitación por 20 min. 

6) Agr~g~r 2-3 nil de LB suplementado con CaCl2 5 mM y agitar con vortex. 

7) Incubara 37~C. 225 rpm por 2-4 h, hasta observar que el cultivo con fagos se 

clarifica mientras que el cultivo control llega a saturación. 

8) Remover, los. restos celulares por centrifugación a 13 ,000 rpm por 5 min. 

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. 
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9) Repetir el paso 8. 

1 O) Adicionar al sobrenadante 2 gotas de cloroformo y agitar con vortex. 

Almacenar los lisados a 4ºC. 

2.3.2.2. Transducción al genoma 

1) Crecer un cultivo saturado de la cepa receptora a 37ºC, 225 rpm en medio 

LB suplementado con CaCl2 5 mM más el antibiótico correspondiente. 

2) Centrifugar el cultivo a 13,000 rpm por 5 min y descartar el sobrenadante. 

3) Resuspender el pellet en la mitad del volumen inicial de MgS04 10 mM. 

4) Diluir los lisados obtenidos con el protocolo 2.3.2.1. a diferentes diluciones de 

10° a 10·4, en MgS04 10 mM. 

5) Mezclar 100 ~ti de células con 100 pi del lisado a diferentes diluciones. 

6) Utilizar como controles muestras de sólo células y sólo fagos, para observar 

que las células receptoras no sean resistentes a antibiótico y que los lisados 

no contengan células. 

7) Incubar a 37°C por 20 min. 

8) Centrifugar a 13,000 rpm por 5 min y descartar el sobrenadante. 

9) Resuspender en LB, repetir paso 8. 

1 O) Repetir el paso 9. 

11) Agregar 1 mi de LB e incubar a 37°C, 225 rpm por 1-2 h. 

12) Centrifugar a 13,000 rpm por 5 min y descartar el sobrenadante. 

13) Resuspender el pellet en 80 ~ti de MgS04 1 O mM. 

14) Platear en medio selectivo. 

2.3.3. Mutagénesis 

2.3.3.1 '.·.Mutagénesis por inserción de un elemento transponible 

.. ,·-
Uno de lo~;métodos más utilizados en genética molecular en la obtención de 

mutantes es la rl1utagénesis mediante el uso de elementos transponibles que se 
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insertan al azar en el cromosoma, ocasionando generalmente, la pérdida total de la 

función del gen en el cual se insertaron. En este trabajo se utilizaron los transposones 

mini-Tn5 (A.NK1105) y mini-Tn10 (A.NK1098) que confieren resistencia a kanamicina y 

tetraciclina respectivamente. El método que se siguió se basa en el protocolo descrito 

por Kleckner y colaboradores {Kleckner et al., 1991 ). La selección de mutantes se llevó 

a cabo aeróbica y anaeróbicamente y la detección del fenotipo de las mutantes se 

realizó mediante ensayos de formación de biofilm en placas de microtitulación 

(Protocolo 2.5.) 

2.3.3.1.1. Preparación del lisado con fago A. 

1) Crecer un cultivo a saturación de la cepa C600 (ésta contiene una mutación 

en el supresor supE que permite insertar glutamina en los codones de 

término tipo ámbar) a 37°C, 225 rpm en medio LB. 

2) Colectar las células por centrifugación a 13,000 rpm por 5 min y resuspender 

en la mitad del volumen inicial de MgS04 10 mM y CaCl2 5 mM. 

3) Mezclar 50 pi de células con 50 ~ti del lisado de fagos. 

4) Incubar 10 mina TA. 

5) Agregar 2 mi de LB MgS04 10 mM precalentado a 37ºC. 

6) Incubar de 2-4 h a 37°C, 225 rpm 

7) Una vez que el cultivo se lise agregar 2 gotas de cloroformo. 

8) Colectar los restos celulares por centrifugación. 

9) Remover el sobrenadante y transferir a un tubo nuevo, agregar 2 gotas de 

cloroformo. 

10) Almacenar el lisado a 4ºC 

2.3.3.1.2. Inserción de transposones mini-Tn5 y mini-Tn 1 O 

1) Crecer un cultivo a saturación de la cepa W3110 a 37°C, 225 rpm en medio 

LB. 
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2) Colectar las células por centrifugación a 13,000 rpm por 5 min y resuspender 

en la mit::id del volumen inicial de MgS04 1 O mM y CaCl2 5 mM. 

3) Mezclar 100 ~ti de células con 100 ~ti del lisado de fagos. 

4) Incubar 10 mina TA. 

5) Agregar 1-2 mi de LB MgS04 10 mM. 

6) Incubar a 37ºC sin agitación por 1 h. 

7) Platear diluciones seriales en medio selectivo. 

8) Incubar a 37ºC. 

2.3.3.2. Mutagénesis mediante agentes químicos 

A diferencia de la mutagénesis por inserción de transposones, la mutagénesis 

mediante el uso de agentes químicos causa substituciones de bases. El MNNG (N

metil-N'...nitro-N-nítrosoguanidina) es un agente alquilante que al metilar la posición 0 6 

de la guanina permite su apareamiento con timina, causando transiciones G:C --)- A:·r. 

Para esta mutagénesis se usó el protocolo descrito por Miller (Miller, 1992). Para la 

detección de mutantes se siguió el protocolo para ensayos de formación de biofilm en 

placas de microtitulación (Protocolo 2.5.) 
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2) Dilu'iren'~'üíúvo):50 enL8'e incubar a 37°C sin agitación por 2 h. 

3) 1 ncVti~·f~ej?:·c.·~2:~,rpn{r>,or1 .5-2 h. 

4) Ce~t~iiG9~;r.á~~.poorprff por ,5 min. 

5) Lavar.)el)~pelleÍ/C~n"un. volumen igual al cultivo original de solución 

amÓrtiguadb~~ d~~ 6itrato~ 0.1 M pH 5.5 (Ácido cítrico 9.6 g, NaOH 4.4 g, 

aforar a 50J\.~1f:tb'~:f-Í~ó. Ajustar pH a 5.5 con NaOH 1 O N y esterilizar por 

autoclélve)yb~AÍfüJgara 3,000 rpm por 5 min. 
, : .. / ::.· -,J:";;~ .. :-'. ).)_~:,_~~\é~/-i~~ '.:·-n 

6) Repetir el p;:is.of?.::·<:''· 

7) Resuspend~r ~H2.f;m1 de solución amortiguadora de citratos. 

1 
·¡ 
! 
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8) Agregar 1 :20 v/v de una solución MNNG 1 mg/ml y agregar el mismo 

volumen de solución amortiguadora de citratos a la muestra control. 

9) · Agitar con vortex. 

1 O) Incubar durante 5, 1 O, 15, 30 y 45 min a 37°C agitando continuamente. 

11) Centrifugar a 3,000 rpm por 5 min. 

12) Lavar el pellet 2 veces con 5 mi de solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M 

pH 7.0 (KH2P04 6.8 g, NaOH 1.16 g, aforar a 500 mi con H20. Ajustar pH a 

7.0 con NaOH 2 N y esterilizar por autoclave). 

13) Centrifugar a 3,000 rpm por 5 min y resuspender en 2 mi de solución 

amortiguadora de fosfatos. 

14) Platear cada muestra en medio sólido LB a diluciones 10-4 y 10·5 para las 

células tratadas con MNNG y 10·5 y 10·5 para las células control. 

Preparación de MNNG 

1) P~sélr un tubo de microcentrífuga. 

2) . CoÍ~dar Un~ pequeña cantidad de MNNG dentro del túbo, bajo .una campana 

. d~-~~tra6~ión. , . 

3) .P·e~~~-1r1J~vamente el tubo de microcehfrífug'~~-,q~·~;~6'ri~iein~A3i"MNNG y 
c~1-~J1~r I~ cantidad del reactivo. . .·•·.· u:~::~·?~~~;:0'~jf}{;~j1,;~r . . if~'~r~ _;,'"';;;: · 

·'..:: -.· ·. - -- .- _'.-· __ ··.;).,·,¡:,.:~:~.{;-~;'._:~-~-~;_,·:,,¿~;;;(~):~-~f:;:<~ J,r,:"~ .. ·-: .. :1;;·~-¿~,}i~:0~~:...i·;,.; ,·: '_: ' "-
4) Diluir en el volumen de acetona necesariciipara'~C'[e<~fr'.;urúi(sóllii::ión'stock de 

1 o· m9/m1. :;'l~~t·t·,;n1tt,::~t·%~'=~·;.~,;r~r't.}~f1:11¡~;;,5'~·X&xi:i'". · , .. · . 
5) Diluir la solución stock 1: 1 O v/v en' ~~1tb'ic'JW~.m~rtigJéldbr~ d~ citratos para 

crear una solución de trabajo 1 mg/ml. 

2.4. Métodos bioquímicos 

2.4.1. Determinación de la actividad de f:l~galactásidasa . 
; ·i' = 

Una de los genes reporteros más Útilizádo·s eri éstudios .sobre regulación 

genética, es el gen /acZ que codifica la enzima f:l-galactosidasa. El substrato de esta 
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enzima es la lactosa, pero también puede actuar sobre análogos de esta molécula, uno 

de ellos es el cromóforo o-nitrofenil-13-D-galactopiranósido (ONPG), cuya hidrólisis 

puede detectarse mediante una reacción calorimétrica midiendo absorbancia a 420 nm. 

Para monitorear la actividad de un gen, se pueden construir fusiones uniendo la región 

promotora del gen de interés con la región codificante del operón lacZ y midiendo la 

expresión del gen cie interés mediante la actividad de la f3-galactosidasa. 

Para calcular la actividad de 13-galactosidasa se usa la fórmula de Miller (1992): 

1000 [0042onm - (1.75 • DOssonm)) 

Unidades Miller = --------------

t • V •DOsoonm 

DOsoonm =.Densidad óptica de la suspensión celular. 

0042onm y og)ssonm son· las medidas de absorbancia. 

t = Tiempo.de'.rnacció7(min)>· i< 
v = vo1~+~Bé~~L,?~!!!~B:g,~.1~l~r~~~cj6,_(m_I) 

,.,,'>':.:, .:·.;:t :.:::-1,: .. 'I>··: ·'·. 

La 004200m mide la a~~g}b~h~i~JJetiida a la hidrólisis de ONPG; mientras que la 
. . -; :·,-.·: ~ ,_·-.l_'_.:.'::~~--'.;·:~,:"~'."~~'·'.·'.c-/i?~:._:,f~~~~~::;'.~~~~{~.;~::.:::.:_.·;:::,_::-- ·.'·>· ' ;: - - -

DOssonm mide la dispersión eje la::HJ~ débidél'.a ·los; restos celulares y la turbidez. Para 

estos experimentos ·.se, u~ó .·u·n~.~:~p~~fr9t~t'.Óm~tro d~ UV /Visible Ultrospec 3100 pro 

(Ame!.sh.éJ.m Pharmacia~ióti¿·h+{';{'·'·.· . ; . ···. . . 

El ensayo de (3-galactosidasa se llevó a cabo como se describe por Miller (Miller, 

1992) y se realizó por~·ri~liCad() 'par~ cada muestra. 
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1) Medir la OOsoonm de la muestra. 

2) Emplear áo, 50 y 10Ó pi de .cada muestra y aforar a 1 mi con solución 
', O ,Y'_,':'"'.',,'.,'•.,.-,,,'•''." 

amortig~adora Z (Na2HPp4 60 mM, NaH2P04 40 mM, KCI 10 mM, MgS04 

mM, IJ-. mercapto~!a11015ÓmM): 
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3) Ajustar pH a 7.0. Adicionalmente, emplear una muestra sin células que 

recibirá el mismo tratamiento que los tubos con células y que será el control 

del experimento. 

4) Permeabilizar las células previamente resuspendidas en solución 

amortiguadora Z agregando 40 µI de cloroformo y 20 µI de SOS al 0.1 %, 

mezclar con vortex durante 1 O seg. 

5) Incubar a TA por 10 min. 

6) Agregar 200 µI de ONPG (0.4% en solución amortiguadora Z) a cada tubo, a 

intervalos de 30 seg, mezclar con vortex durante 1 O seg (mismo tiempo y 

velocidad para cada tubo). 

7) Incubar a TA hasta que la mezcla del ensayo, inicialmente incoloro, cambie a 

amarillo por la hidrólisis del ONPG. 

8) Agregar 500 µI de una solución Na2C03 1 M a intervalos de 30 seg, para 

detener la hidrólisis del ONPG. 

9) Registrar el tiempo de reacción para cada muestra. Medir la absorbancia a 

420nm y 550nm. 

2.5. Ensayos de formación de biofilm 

2.5.1. Condiciones de Crecimiento 

Para los ensayos de formación de biofilm se utilizó el método descrito por 

O'Toole y Kolter con ciertas modificaciones (O'Toole et al., 1999; Corona-Izquierdo y 

Membrillo-H~~~~~d~:z, 2002b ). 

;•· ,'.· 

1) DHÜÍr.'.un cultivo saturado de la cepa W311 O ·ª una 

supJ'.~n,'eAtado con MOPS 100 mM pH 7.0. . 

en LB 

_- . :::'·"'-"-~ L;,·_¡\,.._..~--. 

2) . lno,gu!9rJqQjil,por pozo en placas de cloruro de polivinilo (PVC, 96-well vynil 

~sdéJ~:h·t~t~.§,,;;t~it~r ... Cambridge MA) 
: '.·.' :P i'Y::·H~'..,.'.·:··~::,:.:t. "'-·._-;.:;.• ~--~ :_. . 

3) lncuba(a 3Z~C en presencia o ausencia de oxígeno. Cubrir las placas de 
' 1 :, - ; • '. ~ ,. - > ; '· ' -~ " - . " . ,~-- • . ; . . 

microtitulación con cajas plásticas para prevenir la evaporación. 
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2.5.2. Detección y cuantificación del biofilm mediante tinción con cristal violeta 

1) Después del tiempo de incubación indicado, lavar los pozos 3 veces con 

agua para remover las células que no se adhirieron. 

2) Detectar el biofilm formado mediante una tinción con cristal violeta al 1.0% e 

incubar por 20 min. 

3) Lavar los pozos con H20 para remover el cristal violeta no adherido a 

superficies bióticas. 

4) Cuantificar la cantidad de biofilm formado eluyendo el colorante en cada 

pozo con 200 µI de una solución 80% etanol 20% acetona e incubando por 

20 mina 4ºC. 

5) Medir la absorbancia a 590nm. La cantidad de biofilm formado se reportó en 

unidades arbitrarias (U.A.), una U.A. corresponde a la absorbancia medida 

para el control usado. 

2.5.3. Detección del biofilm por Microscopia confocal 

La proteína verde fluorescente es otra de las moléculas reporteras que se han 

utilizado para monitorear la expresión de ciertos genes. Asimismo, su uso se ha 

extendido en análisis de. formación de biofilms mediante microscopia láser confocal 

(Skillman et al., 1998); (Hentzer et al., 2001) Para realizar este ensayo se transformó la 

cepa W3110' cOh rel plásmido pEGFP (CLONTECH) mediante el protocolo de 

transformación descíifo anteriormente (2.3.1.) El plásmido pEGFP contiene clonado un 
' ·; ·1" ..... ·> 

gen que codifica una proteína flÚorescente modificada que emite luz verde a 507 nm. 

Las muestras se observaroQ·~~~~·~h:rnicroscopio Nikon Eclipse E600. Las fotografías se 
_, - -·, ,~ :; ~=:~?~>.:\;°'~"f~.;~:··;;::.:5-~ ;::.s.',·;,-·_-\ , · 

tomaron con una cámara;il\likoniEH~21Coolpix995. 

1) Crecerút,f~~~\l~~~f&¡~ciOÓ de la cepa W3110 pEGFP e~ ~BM3f'.S 100 
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mfvl pH z;o'con/ámpicilinaa una concentración final de 250 µg/ml: ::·: . 

2) Diluir en rile8k/ii~·~2o su~plementado con glucosa al 0.2% 'y amp:ici'iiA~ a' Ilna 

DOaoonní d~Ó:.1· é in:cúbar en presencia de IPTG 200 mM. 
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3) l_nocular placas de microtitulación para realizar un ensayo de formación de 

biofilm, como se indica en el Protocolo 2.5.1. 

4) Lavar los pozos con PBS 1x (Na2HP04 72 mM, NaH2P04 28 mM, NaCI 126 

mM. Ajustar pH a 7.2) pasado el tiempo de incubación. 

5) Fijar las muestras con paraformaldehído 0.4% en PBS por 10 min. 

6) Lavar con PBS 1 x. 

7) Montar las muestras en laminillas usando líquido de montaje para 

fluorescencia (DAKO). 

8) Observar en un microscopio de fluorescencia. 

2.5.4. Obtención de células y sobrenadantes 

Cuando se requirió mezclar células y sobrenadantes de cultivos en medio LB 

suplementado con MOPS 100 mM pH 7.0, provenientes de una incubación aeróbica o 

anaeróbica p_ara los ensayos de formación de biofilm, se realizó el siguiente 

procedimiento.ya~ células y sobrenadantes se utilizaron inmediatamente después de 
ser obte~iÚ6s:·: ,,,' ' : - . ·. : . ·.. . 

1) Inocular. placas de microtitulación con un cultivo de Escherichia coli W3110 
.- ··r-··~-~ ;:1 . · -· ·"- · -. , - • 

(como' se -de.scribe en 2.5.1.) e incubar aeróbicamente por 24 h o 

ana~;Óbica~~nt~ por 48 h.· . 

2) Col~~t~r·e1 cultivode varios pozo_s (¿:¡eróbicos y anaeróbicos por separados) 

en tubos pélra micmcentrífL1gaYcentrifugar a 13,000 rpm por 5 min. 

3) Transf~rir.é1:so.bre.~aciant~•_,·-~---·G·ri'tubo-Nmpio. 
4) ResuS~¡iry~;i!~ii26iJ~'{~~jl~~d~I volumen original de MgSO, 10 mM. 

2 5.41 .. ~i~g~~~~¡~~~i~+adantes 
· _ ._ .. _ ............. \;·~::~~,n~;¡~~~Ífo·11T,,' :; . 

1) Mezclar .10 .~íL'.de,cé.llllas resuspendidas en MgS04 10 mM, con 140 ~ti de 
''. •· .'_{,: .'·: _~.·. ·"¡ .. _ . .,. ,, '" ··-·· 

sobreracjante o,me~io nuevo (como se indica en cada experimento). 
. '... \, '._<. ·_,; :< >t" ., .. "("t -~: ,'.' .. :' .· •. ~' <:.. . . 

2) Inocular placas de microtitulación (150 pi por pozo). 
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3) Incubar aeróbicamente por 24 h o anaeróbicamente por 48 h a 37ºC. 

2.6. Curvas de crecimiento 

Para determinar la cinética de crecimiento a lo largo del proceso de formación de 

biofilm en condiciones aeróbicas se tomaron muestras de un cultivo inoculado en un 

matraz Erlenmeyer, el volumen del cultivo no fue mayor al 20% de la capacidad del 

matraz, éste se incubo aeróbicamente a 37°C sin agitación. El monitoreo del 

crecimiento bajo condiciones anaeróbicas se realizó tomando muestras de un cultivo 

inoculado en un tubo con tapa de rosca llenado al máximo volumen. Se tomaron 

muestras a diferentes tiempos y se midió la D06oonm en un espectro Ultrospec 3100 pro 

(Amersham Pharmacia Biotech™). 

2.7. Ensayos de nado 

Los ensayos de nado se llevaron a cabo en placas de agar suave (agar, 0.3%; 

triptona, 1.3% y NaCI, O. 7%). En algunos experimentos las placas fueron 

suplementadas con glucosa 0.2%. Se utilizó un cultivo saturado de la cepa a analiznr, 

se inocularon 2 pi del cultivo en una placa de agar suave y se incubó por 4 h 

aeróbicamente'o por 8 h anaeróbicamente a 30ºC. Las células que nadan forman un 

halo alrededor del punto de inoculación. 

2.8. Manipulación y análisis de DNA 

2.8.1. Obtención de DNA genómico 

La purificación del DNA genómico se llevó a cabo siguiendo el método de 

extracción por fenol~cloroformo, como se describe a continuación: 
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1) lnoc~lar Gil cultivo~de I~ cepa requerida en 50 mi de LB e incubar a 37°C con 

agitación: 
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2) Colectar las células a una DOsoonm de 0.8 a 1.0. 

3) Resuspender en 10 mi de solución amortiguadora TE (Tris-HCI 25 mM pH 

8.0, EDTA 1 mM). 

4) Adicionar 1 O mg de lisozima e incubar 15 min a 30ºC. 

5) Adicionar 1 mi de SOS al 20%, mezclar por 15 seg usando una pipeta. La 

solución se verá viscosa. 

6) Adicionar 1 O mi de fenal (saturado con solución amortiguadora TE; tomar la 

fase oleosa) y 1.5 mi de NaCI 5 M. Invertir el tubo rápidamente a TA por 20 

min. 

7) Separar las fases por centrifugación a 5000 rpm durante 1 O min. 

8) Remover la fase superior con una pipeta despuntada y transferirla a un tubo 

limpio. 

9) Adicionar 1 volumen de una mezcla fenol:cloroformo (1 :1) y mezclar 

invirtiendo el tubo por 1 O min. 

1 O) Repetir los pasos 7 y 8. 

11) Ad.icionar 1 volumen de cloroformo y mezclar invirtiendo durante 1 O min. 

12) Repetir los pasos 7 y 8. 

13) Adicionar 1 volumen de isopropanol (agregar el isopropanol de tal manera 

que escurra por las paredes del tubo, se forman dos fases) 

14) Mezclar suavemente la interfase utilizando una varilla de vidrio para recoger 

el .DNA en forma de fibras. 

15) Lavar el DNA en etanol 70% frío. 

16) Secar~l.DNA a TA. 

17) Resuspender el DNA en .1 mi de TE, hasta disolver totalmente. 

18) Adicio~ar RNasa a una con'centración final de 20 ~1g/ml e incubar a 50ºC por 

1 h. 

19) Adicionar Proteinasa K a una concentración final de 100 ~1g/ml. Incubar a 
, ,,_- .. : ;:·:-' r- . 

3Z°C por 1 h. 

20) Adi6.ion~r TE p~ra ajustar el volumen a 5 mi. 

21) Adicionar 1 volumen de fenol:cloroformo_ (1 :1 ). Mezclar invirtiendo por 1 O min. 

22) Centrifugar y recuperar la fase superior. 
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23) Adicionar 1 volumen de cloroformo. Mezclar invirtiendo por 10 min. 

24) Centrifugar y recuperar la fase superior. 

25) Repetir los pasos 13, 14, 15, 16y17. 

26) DNA listo para corte enzimático. 

2.8.2. Obtención de DNA plasmídico 

La extracción de DNA plasmídico se realizó usando el Estuche de purificación de 

DNA de QIAGEN™, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizó el protocolo 

"Q/Aprep Spin Mi11iprep Kit", que permite la purificación de más de 20 pg de DNA 

plasmídíco. 

El protocolo se basa en la lisis de las células bajo condiciones alcalinas (NaO"I, 

SOS). El SOS solubiliza los componentes fosfolipídicos y proteínicos de la membrana 

celular, permitiendo la lisis y liberación del contenido celular. El NaOH desnaturaliza 

tanto el. DNA cromosoma! y plasmídico, como las proteínas. El tiempo óptimo de lisis 

permite la máxima liberación del DNA plasmídico de la célula sin permitir la salida del 

DNA . eromosomal, minimizando a su vez la exposición del plásmido a una 

desnaturalización irreversible. El RNA se degrada por acción de la RNasa A. Las 

proteínas, el DNA cromosoma( y los restos celulares son precipitados debido a la alta 

concentración de sales. El DNA plasmídico es adsorbido en una columna de resina de 

intercambio aniónico, constituida por Dietilaminoetanol (DEAE), en condiciones ácidas 

la resina se carga positivamente e interacciona con los grupos fosfatos del DNA, a 

través de interacciones electrostáticas, las endonucleasas y sales son removidas 

mediante lavados. El DNA se eluye a pH básico (8.5). 
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1) Colectar un cultivo saturado por centrifugación. Resuspender las células en 

250 pi de solución amortiguadora P1 (RNasa A 100 µg/ml, Tris-HCI 50 mM 

pH 8.0, E:OTA 10 mM) hasta obtener una solución homogénea. 
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2) Agregar 250 ~d de solución amortiguadora P2 (NaOH 200 mM, SOS 1%) a la 

suspensión celular, mezclar invirtiendo el tubo hasta obtener una solución 

viscosa y clara. 

3) Agregar 350 ~d de solución amortiguadora N3 (CH3COOK 3.0 M pH 5.5), 

mezclar invirtiendo el tubo. 

4) Centrifugar por 1 O min a 13,000 rpm. 

5) Transferir el sobrenadante a una columna QIAprep. 

6) Centrifugar de 30 a 60 seg y descartar el flujo. 

7) Lavar la columna agregando 500 ~ti de solución amortiguadora PB y 

centrifugando de 30 a 60 seg. Descartar el flujo. 

8) Lavar la columna agregando 750 ~ti de solución amortiguadora PE (80% 

etanol) y centrifugando de 30 a 60 seg. 

9) Descartar el flujo y centrifugar por 1 min adicional para remover resiquos de 

la solución amortiguadora de lavado. 

1 O) Colocar una columna QIAprep en un tubo de microcentrífuga limpio . .Para 

eluir añadir 50 ~d de solución amortiguadora EB (Tris-CI 1 O mM ~H ,8.5) o 

H20d al centro de la columna, incubar por 1 min y centrifugar por1 rnin>: 

11) Almacenar los plásmidos obtenidos a -20 ºC. 

2.8.3. Manipulación enzimática del DNA 

2.8.3.1. Endonucleasas de restricción 

Las endonucleasas de restricción son enzimas purificadas a partir de levaduras o 

bacterias, estas cortan el DNA de cadena doble mediante la hidrólisis de enlaces ., 

fosfodiéster, generando extremos 3'-0H y 5'-fosfato. La secuencia de reconocimierto 

generalmente es palindrómica y varía en tamaño de acuerdo a la enzima utilizada>si el 

sitio de corte coincide en ambas cadenas, se generan extremos romos, mientras que si 

el sitio de corte no coincide en ambas cadenas se generan extremos cohesivos. 
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Dado que los sitios de restricción en una molécula de DNA son constantes, se 

puede obtener un patrón de restricción definido. Esto permite obtener mapas de 

restricción característicos de cada molécula. El uso de las enzimas de restricción 

utilizadas en este trabajo, se llevó a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante. Los 

productos de digestión se purificaron siguiendo el protocolo de Purificación de 

productos de PCR de QIAGEN™ "Q/Aquick PCR Purification Kit". 

2,8.3.2. DNA Ligasa del bacteriófago T4 

En este trabajo se utilizó la DNA Ligasa del bacteriófago T4, esta enzima cataliza 

la formación de un enlace fosfodiéster entre un extremo 3'-0H y 5'-fosfato. Para la 

unión de extremos cohesivos, se requiere que estos se hayan generado por la misma 

enzima. La enzima se utilizó siguiendo el protocolo del fabricante. 

2.8.4. Análisis de DNA por hibridación tipo Southern 

El DNA es. digerido y los fragmentos son separados por tamaño en un gel de 

agarosa. El Df\JAes desnaturalizado y transferido del gel a una membrana de nylon. 

Una vez en la m~~61"a,n·a; el DNA se híbrida a una sonda acoplada a un sistema de 

detección. La so~cd2:~~'{,;,:~.~ecuencia de nucleótidos complementaria a una secuencia 
·, '·- =.o.-;:r--:·-.c- ... -,-.. -,,¡. 

en el DNA cromosomáC~; : '> 
. -~_:,,~-,~·:: .. ::~:.· .·.·:..~~- - . --

·-';,' 

Se sigUi~,~I B~OtÓtblo ·descrito por la casa comercial Amersham Pharmacia 

BiotechrM y se·Ú~ó"el •. ~stUch.e;·!ECLr~ direct nucleic acid /abelling and detection system", 

que se basa en, uri, ·~llsayo;ide:::quimioluminiscencia. El protocolo se detalla a 

continuación. 

2.8.4.1. ,Procesamiento del gel de agarosa 

Previa digestión del DNA de· la muestra a analizar y ·separación de los 

fragmentos en un gel de agarosa por electroforesis(Protocolo 2;8.6.1.) se toma una 
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fotografía del gel usando un transiluminador de luz UV, colocando una regla 

fluorescente a lo largo del gel, de manera que el cm O coincida con el inicio de los 

pozos. 

1) Colocar el gel en un recipiente y cubrirlo con solución depurinizadora (HCI 

250 mM). 

2) Incubar en agitación de 1 O a 12 min, hasta que el azul de bromofenol del 

frente de corrida torne a amarillo. 

3) Decantar la solución depurinizadora y enjuagar el gel con agua bidestilada. 

4) Cubrir el gel con solución desnaturalizadora (NaCI 1.5 M, NaOH 0.5 M) e 

incubar en agitación por 25 min hasta que el azul de bromofenol torne a azul. 

5) Decantar la solución y enjuagar con agua bidestilada. 

6) Cubrir con solución neutralizadora (NaCI 1.5 M, Tris-HCI 0.5 M, ajustar pH a 

7.5) y agitar. Si se usa la membrana Hybond™ N+, agitar por 30 min. 

2.8.4.2. Transferencia de DNA a la membrana 

1) Montar un dispositivo como se indica e.n' la Fig. 2.1. Usar pinzas y guantes al 

manipular la membrana. Evit¡;¡,rque'se formen burbujas entre la membrana 

de nitrocelulosa y el gel. Usar;solución amortiguadora SSC 20x (Citrato Na3 · 

0.3 M, NaCI 3 M, pH 7.0) Incubar de 12-15 h. 

2) Desmantelar el dispositivo y remover la membrana y el gel juntos. Marcar. los 

carriles en la membrana y colocarla sobre papel Whatman™ 3MM. 

3) Observar el gel con el transiluminador para verificar que el DNA ·ha sido 

transferido. 

4) Colocar la membrana sobre una hoja de papel Whatman™ 3MM (con la cara 

que contiene el DNA hacia arriba), fijar el DNA a la membrana con luz UV a 

120 mJ (UV1800 Stratalinker, Stratagene™). 

5) Preparar la solución amortiguadora de hibridación (ECL rM Go/d Hibridization 

Buffer, preparar siguiendo instrucciones del fabricante), se requieren 0.25 mi 
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por cada cm2 de la base del recipiente en el que se llevará a cabo la 

hibridación. 

6) Incubar la membrana con solución amortiguadora de hibridaci6n 

(previamente calentado a 42ºC) por 1 h a 42ºC. 

Toallas de papel 
desechables (5-7 cm) 

Puente de papel Whatman 

Solución amortiguadora SSC 20x 

Fig. 2.1. Transferencia de DNA a una membrana de nitrocelulosa por capilaridad. 

2.8.4.3. Marcado de la sonda 

El DNA que fue utilizado como sonda, se obtuvo mediante digestión del plásmido 

pUC4K. que contiene un cassette de kanamicina entre los sitios de restricción de la 

enzima Ba1?7HI, o .m~diante amplificación del fragmento requerido. Los fragmentos de 

DNA fueron pÚrificados mediante "Q!Aquick™ PCR Purification Kit" (Protocolo 2.8.6.2.). 
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1) Ajustar la concentración del DNA usado como sonda a 1 O ng/~11. 

2) Desnaturalizar 100 ng de DNA por calentamiento a 1 OOºC en un baño de 

agua hirviendo'poí5 min~ 

3) Incubar en hielo inmediatamente por 5 min y centrifugar por 10 seg para 
, · . . ? -, • 1 

-- ·- - .,--., 

colectar.todo el co.ntenido en el fondo del tubo 

4) Agregar 1 volumen :dekagente de marcaje (estuche ECL, este contiene 

peroxidasas en. complejos con carga positiva). Resuspender con micropipeta 

y centrifugar por 1 O l)eg. 
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5) Agregar la mitad del volumen de solución glutaraldehído, mezclar y 

centrifugar para colectar el contenido. De esta forma la proporción 

O NA: agente de marcaje:glutaraldehido es 1: 1: 1. 

6) Incubar 1 O min a 37°C. Cuando se usan ácidos nucleicos menores a 300 pb, 

el tiempo de incubación debe aumentarse a 20 min. 

7) Usar de inmediato o incubar en hielo por máximo 15 min. 

2.8.4.4. Hibridación y lavado de la membrana 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

1) Agregar la prueba marcada por las paredes del recipiente en el que se 

colocó la membrana con la solución amortiguadora de hibridación. No añadir 
•. __ , : .·, ',' 

la .sonda directamente sobre la membrana. Incubar a 42ºC toda la noche. 

2) Pr~c~l~nt~r la solución amortiguadora primario de lavado a 55ºC (SOS 0.4%, 

ssC o:5x). 

3) Colo{;~~"Ólas membranas en un recipiente con solución amortiguadora 

prlh,~rl~;:d~.l~~ado en un volumen de 2-5 ml/cm2 de la membrana. 

4) l~¿Ll~~;~c;cS:rn~ más de 10 mina 55ºC. 

5) Retira/1~·~01ución amortiguadora y repetir el lavado. 
··:, .. ·,· ' :~. .. - ' -· - ' . ' - .·.. . -- ,-

6) Cblobar l~ membrana. ~n · .. •un.· c~nten;.dor. limpi¿ ·y·. agregar solución 

~~brtÍ~uad~ra secundariade;~i-~i~~gzJ,~.~f~iw·.~¡~§\~~)::·:·· · 

7) Incubar 5 min a TA. Retirarla;sol.i:H;ié.>fl'.áfnQ'r,tJgq~Qgrél'.yrepetir el lavado . 
.. . . ···;: ;_~·iJP.)~~:¡~~ij'.:¡i~~y;~i~l!~~~:{~~i??:' • .. · .. 

2.8.4.5. Generaciónx·?~t~fü;iªn::~~·1~.·~·~fi;~Ci:~~f~~8.~~ . 
1 .>. '·-~\'.'.~~!;.;.;~.7,.,~, :>J- :'.'~;' ·,;.·" '" ··----~--.-~>.'' .·-.. --.---- ' 

. . .. .......... .,, ··r .. _,,.._ . -·"' ::·,.:.::--. '• --.-.. _,;~·,_~:; :}J;·'.'::·~ -~-;;;<_:,,:;;, ., ·.:·.o,~-. . 

1) Mezclar.'.voí'úmSí!es:;·fgÜales· del re~div6 de. detección 1 (contiene peróxido) 
_.. --J: ;·_··/.:~-_'. \~;81:·4~~::~~iJ-i;tJ~'·:·}~-~~;J:!;},;f"<::;- ;:·;~ ~ >-;· . i . ." :: /'· .. ·: · .. <_ :':;~;:~ :;-· .; _-, :· -~:_(: ·': ': ·.: ·_ :_ ·: '. " '.: 

con elreactivo.de'dete?Ción· 2(1uminol) .. en suficiente volumen para cubrir la 

m~·~.~r~,·r;~~c{·~~&?:~:.:
0

?,·\~5 .. cml/c~2) .. · P·r;p~r~r .. al:,mo'mento. 

2) Eliminar eléxceso. de solución amortiguadora secundaria en la membrana 
con pa~~j'C\,~~t~an™ 3ÍIJ1M. . . . . '. ·. : : , 

3) Colocar la membrana en un recipiente limpio, manteniendo la cara que 

contiene el DNA hacia arriba. 
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4) · Agregar el reactivo de detección directamente sobre la membrana e incubar 

por 1 min a TA. La reacción que ocurre al mezclar los agentes de detección 

ocasiona la reducción de peróxido por peroxidasa, la cual provoca la 

oxidación del luminol y consecuentemente la producción de luz azul. 

5) Colocar la membrana escurrida entre 2 acetatos al tamaño del cassette de 

· autoradiografía utilizado, con la cara que contiene el DNA hacia arriba. 

Trabajar tan rápido como sea posible. 

-···· 6) Colocar una pelicula autoradiográfica sobre los acetatos que contienen la 

membrana en un cuarto obscuro. Se usó la película Hyperfilm-ECL™ que es 

sensible a luz azul. 

7) Incubar toda la noche y revelar. 

2.8.4.6. Revelado de película autoradiográfica 

Las soluciones de revelado y fijadora KODAK™ se usaron bajolas instrucciones 

del fabricante. 

1) Colocar la película en un recipiente con solución. reveladora e incubar hasta 

que comiencen a aparecer bandas obscuras, agitar durante la incubación. 

2) Lavar la película con agua. 

3) lncÜbar'en solución fijadora por 5 min. 

2.8.5. Secuericiación del DNA. 

Se utilizó el servicio de secuenciación automatizada de DNA del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas. Empleando el Secúen"ciador ABI PRISM 310 Genetic 

Analyzer PE Applied Biosystems, basado en un sistema automatizado de electroforesis 

capilar. con una capacidad de lectura de 400-600 pb. Para este proceso se utilizaron los 

oligonucleótidos M13 -21 y M13 Rev, cuya secuencia se describen en la Tabla 2.1. 

54 



MATERIAL Y MÉTODOS 

2.8.6. Resolución y purificación de fragmentos de DNA 

2.8.6.1. Separación de fragmentos de DNA en gel de agarosa 

La electroforesis en gel de agarosa es un método que permite la separación de 

fragmentos de DNA de acuerdo a su tamaño. La detección del DNA se realizó por 

visualización con bromuro de etidio, que es una molécula plana que se intercala entre 

las bases del DNA y que emite fluorescencia al ser irradiada con luz UV. El peso 

molecular de los fragmentos analizados se determinó por comparación con un 

marcador de fragmentos de DNA con pesos conocidos. Se utilizó el marcador de 1 kb 

de lnvitrogen™ que contiene 12 fragmentos que van de 1,018 a 12,216 pb. 

1) Pesar la agarosa necesaria para obtener una concentración final de 1 %. 

2) Disolver la agarosa por calor en solución amortiguadora TBE 1 x (Trizma 

base 90 mM, ácido bórico 90 mM, EDTA 10 mM pH 8.3). 

3) Añadir la agarosa disuelta a un conformador de geles sin olvidar colocar el 

peine para formar los pozos en el gel. Permitir que gelifique. 

4) Preparar las muestras de DNA diluyendo en H20d y solución amortiguadora 

de carga 6x (EDTA 1 mM, azul de bromofenol 0.25%, xilen cianol 0.25% y 

glicerol 30% en agua destilada) a una concentración final 1 x. 

5) Montar el gel en la cámara de electroforesis (sistema de Bio-Rad subcell 

GT™) utilizando solución amortiguadora TBE 1 x. 

6) Realizar la electroforesis a un voltaje constante (100 V por 45 min) 

7) Teñir el gel en una solución de bromuro de etidio 5 µg/ mi. 

8) Obs~rvar la separación de los fragmentos de DNA en el gel utilizando un 

trarisil~minador (Hoefer). 

9) LasJmágenes se capturaron utilizando una cámara digital DC290 ZOOM 
,:, _J ~·,;,; '.· !-'/- - - ; : ' . . 

(KODAK) y se manipularon con el programa 1 D versión 3.5.4 . 
. . ·,,;· ... '. ' 
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2.8.6,2. Purificación de fragmentos de DNA en solución 

Para limpiar los fragmentos de DNA o plásmidos digeridos de enzimas y otros 

reactivos que pudiesen afectar pasos subsecuentes en su manipulación, los productos 

de digestión fueron purificados mediante el "Q/Aquick™ PCR Purification Kif'. Este 

protocolo se basa en la purificación de fragmentos de DNA de cadena sencilla o doble, 

provenientes de reacciones de PCR u otras reacciones enzimáticas. Mediante este 

método se puede purificar fragmentos de 100 pb a 1 O kb por adsorción a una resina a 

cierta concentración de sales y pH. Se siguieron las instrucciones del fabricante. 

1) Agregar 5 volúmenes de solución amortiguadora PB a 1 volumen de la 

muestra de PCR o producto de digestión y mezclar. 

2) Colocar una columna QIAquick en un tubo de recolección de 2 mi. 

3) Aplicar la muestra a la columna QIAquick y centrifugar de 30 a 60 seg, para 

unir el DNA. 

4) Descartar el flujo. Colocar la columna QIAquick en el tubo de recolección. 

5) Lavar 1.a columna con 750 ~ti de solución amortiguadora PE y centrifugar de 

· 30 ~·60.seg. 
6) D~s~¿~·rt~t'.~IJlujo, cóiocaria columna nuevamente en el tubo de recolección. 

. (-:-; -~:·:. S'{;:.J,-;, .. ~.11:E~~'.h(~;t3.~)i?~·tliW-\,-~\:~~:;:;-;.~.:~·-t---.• -·. . 
Centmugarpor,trnrn·a. max1ma velocidad . 

. -'.~~~- ~~ ~':;:.~:: 1~-~~tt~t,Z::,~~~~i-~~~i-~~J{~C~\-(~r ~,e :- • , . • 
7) Colocarc,la 1,colu,rr:ma·en(un tubo de m1crocentnfuga de 1.5 mi limpio. 

8) Para'.'~f~it!1·~~¡~~~~2
1

~0·:~1I de solución amortiguadora EB (10 mM Tris-HCI pH 

8.5)o i-J;od:~(f~rítro de la membrana y centrifugar por 1 min. '·. '·;."•: '· " 

2.8.6.3. Purificación de fragmentos de DNA a partir de gel de agarosa 

Este proceso se llevó a cabo usando el estuche comercial "Q/Aquick™ Gel 

Extraction Kit" de QIAGEN. El método se basa en el mismo principio que el protocolo 

para purificación de fragmentos de DNA en solución. Este protocolo esta diseñado para 

extraer y purificar DNA de 70 pb a 1 O kb. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1) Tomar el fragmento de DNA del gel de agarosa utilizando una espátula. 

2) Pesar el fragmento de agarosa en un tubo de centrifuga. Agregar 3 

volúmenes de solución amortiguadora QG a 1 volumen del gel (100 mg - 100 

~ti) 

3) Incubar a 50ºC por 10 min {hasta que el gel se haya disuelto por completo). 

Para facilitar el proceso mezclar con vortex cada 2 o 3 min durante la 

incubación. 

4) Una vez que el gel se disuelva por completo, verificar que el color de la 

mezcla sea amarillo (similar a la solución amortiguadora QG sin agarosa 

disuelta). 

5) Agregar el mismo volumen que el peso del gel de isopropanol y mezclar. 

6) Colocar una columna QIAquick en un tubo de recolección. 

7) Aplicar la muestra a la columna QIAquick y centrifugar por 1 min, para unir el 

DNA. 

8) Descartar el flujo. Colocar la columna QIAquick en el tubo de recolección. 

9) Lavar la columna con 500 ~ti de solución amortiguadora QG y centrifugar por 

1 min. 

10) Lavar lacolumna'con750,pl'de solución amortiguadora PE y centrifugar por 
f ·-'' ,- ,.; ;-,·_;;_: ,'. -::~;:: ~.~:,-;.::;.;::, ., ; r: . 

1 min.''•· , .;:····i>':°"'··'·'i":: 

11) D~s6~rt~P~~1\11fü~~6'6!~8~rla columna nuevamente en el tubo de recolección. 

Cenlri
0

fGª~f;~8t.H~,:mih •'ª'máxima velocidad. 

12) Colo~~~í~J;¿1Yffi;ri}e'~~un tubo de microcentrifuga de 1.5 mi limpio. 

13) Par~ ~14i~X~G~~~~r SO ~:1 de solución amortiguadora EB (1 O mM Tris-HCI pH 

a.5)o H20~ aí·cé'htro de 1a membrana y centrifugar por 1 min. 
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CAPÍTULO 3. RESULTADOS 
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RESULTADOS 

3.1. Crecimiento de la cepa W3110 bajo condiciones aeróbicas o 

anaeróbicas 

En secciones anteriores de este trabajo se reportó que estudios sobre la 

formación de biofilm en V. cholerae, P. aeruginosa y S. typhimurium han mostrado que 

éste se forma como un anillo en la interfase aire-medio o neuston (O'Toole et al., 1999; 
, . .·- ·~r~.: ~ ·" . '.'~',9-1~--~¡~~---- ' ~-- -~. - . ·;·----"----· _-

W~tnick y Kolter, 200Q; ,Watnick et. al., 200'.1 )':tastos datos sugieren un posible papel del 

oxfg;nb;~n'~~st·J:pr~'ckko. En E. coli;W~~1W~1~·;·forhl'ación de bi~fil~ sigué el mismo 
~- -_- .. -.... -~><'. ~-·_.: --. . ... ~t~)- J~;~:"L iit~w-~ 0iYh1( -~~~":·~ .::~t,,·~·: . .: .. ::~~- _-_--_,_~_:_ '. 

patron bajo nuestras cond1c1pne,s1 ~xpe.nrne11tales, por lo que e.1 primer .paso en la 
. ·.-~';_,_;:<:· -... ~_:. -.·'.:., )' __ · '._:::~~~ :-¡:_;) \~j~¿.---~·!~~t. )f~~~~·., ;--.':.:;_.. ' . --. ,!- . • . - . • 

reallzac1on de este proyecto fue determinar la' cinética de formación de b1of1lm de E. co/J 

bajo condiciones aeróbicas y anaeróbicas: 

·'··''·-· 
. 3.1. 1:. Cinética de formación de biofilm en aerobiosis o anaerobiosis ... 

Los ensayos de formación'de' biófilm·se·llevaron 'a cabo como se describe en 

material y métodos, se utilizó ,l1n cúltivo de la cepa E. coli W3110 en medio LB 

suplementado ·con·MOPS 1 oo ;rrífv1 p~(.O'~/sé'Indcl11afon'placas de microfüulación. que 

se incubaron a 37ºC bajcfcondÍcion'~slaJrÓ8ic'~Si·bári~eróbicas. La détección del biófilm 

se llevó a cabomedi~rite tinci6ñ<fbri~é'ri~t~I ~i6;1eta' y'la cantidad del biofilmJormado se· 

cuantificóelúy~nda'en::'61or~'~t~~~6ri!úria'~~b1ución 80% etanol 20%: acefona;· Un'a 'unidad 

arbitraria. corresponde: a 'lá.absórhanCia medida a 590 nin del colorante éluido al tiempo 

O. Los data~ obtenidós se múestran en la Fig. 3.1. . ..· . 

Comó;'sá'puede observar en el panel A, en condiciones aeróbicas el biofllm se 

forma conid ün anillo alrededor de la interfase aire-medio; estos resultados concuerdan 

con estudios previos (O'Toole et al., 1999; Watnick y Kolter, 2000; Watnick et al., 2001 ). 

61 



A 

B 
9 

• 8 

-! 7 s 6 

~ 5 

: .. 
't:I 
:S! 3 

:5 2 

o 

RESULTADOS 

o .. 8 12 16 24 30 36 40 48 60 72 

Tiempo (h) 

Fig. 3.1. Formación de biofilm en condiciones aeróbicas o anaeróbicas. A) Formación de 

biofilm a lo largo de la curva de crecimiento bajo condiciones aeróbicas (+02) o anaeróbicas (-02). B) 

Cuantificación del biofilm formado en condiciones aeróbicas. Una unidad arbitraria corresponde a la 

absorbancia medida a 590 nm en el pozo correspondiente al tiempo O. 

Posiblemente, estos resultados indican que el metabolismo de las células que 

están en mayor contacto con el aire, permite la formación de biofilm y pese a que la 

incubación es bajo condiciones aeróbicas, probablemente la aereación no alcanza el 

fondo del pozo y por ello las células no se adhieren a la superficie bajo la interfase. La 

cuantificación del biofilm aeróbico (panel B) muestra que éste es un proceso 

acumulativo, ya que la cantidad de biofilm formado aumenta conforme el tiempo de 

incubación y alcanza un punto máximo a las 24 h. Sin embargo, después de 24 h de 

incubación, la cantidad de biofilm formado disminuye, lo cual sugiere la disgregación del 

mismo, resultados similares han sido observados en P. f/uorescens (Allison et al., 1998) 

y en P. aeruginosa (Hinsa et al., 2003). 

Esta dispersión del biofilm puede deberse a una escasez de nutrimentos en el 

medio de cultivo, ya que bajo nuestras condiciones experimentales, los cultivos se 

encuentran en fase estacionaria a las 24 h (Fig. 3.2.). Si la dispersión del biofilm se 

debiera a la falta de nutrimentos, entonces al agregar medio nuevo a cultivos de más de 

24 h de incubación, posiblemente se prevendría la disgregación del biofilm. No 
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RESULTADOS 

obstante, cuando se agregó medio fresco (LB MOPS 100 mM pH 7.0) a estos cultivos, 

se obtuvo el mismo patrón. 

Por otro lado, existen reportes que indican que después de 24 h de incubación, 

un cultivo aeróbico puede alcanzar anaerobiosis (Tran y Unden, 1998), por lo que 

posiblemente la dispersión del biofilm se debe a la acumulación o producción de una 

molécula de disgregación en ausencia de oxígeno. Para comprobar esta hipótesis, se 

realizó la cinética de formación de biofilm en condiciones anaeróbicas. Como se 

observa en el panel A de la Figura 3.1. no se detectó formación de biofilm bajo 

condiciones de incubación anaeróbica. Para descartar la posibilidad de que la ausencia 

de bíofilm en anaerobiosis se debiera a un menor crecimiento de las células bajo estas 

condiciones, se determinó la curva de crecimiento tanto en presencia como en ausencia 

de oxígeno (Fig. 3.2.). 

A B 
10.0 ,--· ....... _____ ,, -------------

• '·ºt .. ~~; ... .-e·-·~----------
~ 0.1 !~~.,,~----- ----

o.o 

10.0 ,----------------- .. --------- - -- - '" I 

1 
·-·-·-----------~ i 1.0 ~IJ_ .. ~~-;;-;;-;:_:_~~-

8 0.1 e------------- _____ _ 
o.o .......,...--,---------r--·~r---
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~ 0.1 f _____ --------------
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Flg. 3.2. Curva de crecimiento de la cepa W3110. Las células se incubaron bajo condiciones 

anaeróbicas (O) o aeróbicas(•) a 37°C en medio LB MOPS 100 mM pH 7.0 (A) adicionado con glucosa 

0.2% (8), nitrato 40 mM (C) o glucosa 0.2%, nitrato 40 mM (D). Se tomaron muestras a los tiempos 

indicados y se determinó la DO a 600nm. 
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Tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas el crecimiento de los cultivos 

llegó a fase estacionaria. Por otro lado, aunque la DO alcanzada en condiciones 

anaeróbicas fue menor a la DO alcanzada en aerobiosis en todos los medios de cultivo 

utilizados, el crecimiento anaeróbico mejoró en medio adicionado con glucosa (Fig. 3.2. 

panel B); sin embargo, no hubo formación de biofilm en ausencia de oxígeno en ningún 

caso. Resulta interesante que E. coli no forme biofilm en condiciones anaeróbicas ya 

que, es un organismo facultativo y estos datos indican que posiblemente, el oxígeno es 

importante en el proceso de formación de biofilm. 

3.1.2. Microscopia confocal 

El método de detección de biofilms mediante tinción con cristal violeta se basa en 

la propiedad de dicho colorante en teñir componentes de pared celular; varios estudios 

sobre formación de biofilm se han apoyado en la observación y análisis de los biofilms 

mediante ensayos de microscopia confocal utilizando para ello células transformadas 

con plásmidos que contengan genes que codifiquen proteínas fluorescentes (Skillman 

et al., 1998; Hentzer et al., 2001 ), por lo que para validar los resultados obtenidos 

mediante el método de tinción con cristal violeta, se realizaron análisis mediante 

microscopia confocal. Células W3110 fueron transformadas con el plásmido pEGFP, 

que codifica una proteína verde fluorescente. Se realizaron ensayos de formación de 

biofilm utilizando las células transformadas. Las células adheridas se observaron 

mediante microscopia láser confocal (Fig. 3.3.). 

La cantidad de células adheridas a las laminillas de PVC aumenta con el tiempo 

de incubación, a las 24 y 36 h se observa la mayor cantidad de células en el biofilm y 

después de este tiempo las células se despegan de la superficie, como se observa al 

comparar la cantidad de células adheridas a las 36 h con 48, 60 y 72 h. Estos datos 

corroboran los resultados obtenidos mediante tinción con cristal violeta, por lo que en 

este proyecto se usó principalmente el método de tinción con cristal violeta para 

detectar el biofilm formado. 
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Fig. 3.3. Detección de biofilm por microscopia confocal. Células W311 O fueron transformadas 

con el plásmido pEGFP. La formación de biofilm se detectó mediante microscopia láser confocal a los 

tiempos indicados. 

3.1.3. La ausencia de oxígeno como señal de disgregación 

Como ya se mencionó anteriormente, posiblemente la causa de la disgregación 

del biofilm se debe a la ausencia de oxígeno, si esto es cierto, entonces un biofilm 

establecido se dispersaría al ser transferido a condiciones anaeróbicas. Para analizar 

esta posibilidad, un cultivo de células de la cepa W3110 fueron inoculadas en placas de 

microtitulación e incubadas en aerobiosis por 12 h, tiempo al cual se encontraban 

formando biofilm (Fig. 3.1.), posteriormente fueron transferidas a anaerobiosis por 

distintos tiempos de incubación y se detectó la cantidad de biofilm remanente (Fig. 3.4.). 

La cantidad de biofilm formado en un cultivo aeróbico de 12 h representa el 

100% (A), sin embargo, al transferir el biofilm aeróbico a condiciones anaeróbicas las 

células constituyentes del biofilm se dispersan en un 40% después de 4 h de 

incubación. Por otro lado, cuando células W3110 provenientes del mismo cultivo 

aeróbico se inocularon en placas nuevas de microtitulación y se incubaron 

anaeróbicamente no se detectó formación de biofilm. Estos resultados indican que 

posiblemente la ausencia de oxígeno es una señal de disgregación aunque también 
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existe la posibilidad de que anaeróbicamente se produzca una molécula que favorece la 

dispersión del biofilm. 
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Fig. 3.4. Disgregación del biofilm en ausencia de oxigeno. Un biofilm de W3110 formado en 

12 h de incubación aeróbica, fue transferido a anaerobiosis por 4(8), 8(C), 12(0) y 24 h (E). El biofilm se 

cuantificó mediante elución con etanol-acetona. El porcentaje de biofilm remanente fue calculado 

tomando como 100% la cantidad de cristal violeta medida en A. 

3.1.4. Formación de biofilm bajo una atmósfera con 10 ó 21.1 % de oxígeno 

Los resultados anteriores indican que posiblemente existe una molécula de 

disgregación que se acumula en ausencia de oxígeno o que la falta de oxígeno es la 

señal de disgregación. Para determinar si el biofilm puede establecerse bajo 

concentraciones de oxígeno menores a la atmosférica (21.1 %), se realizaron ensayos 

de formación de biofilm bajo una atmósfera al 10% de oxígeno empleando una cámara 

que permite controlar la tensión de oxígeno. Como se observa en la Fig. 3.5. la cepa 

W311 O es capaz de formar biofilm bajo esta concentración de oxígeno. 

-~ , - -- +02 (10 %) 

Flg. 3.5. Formación de biofilm bajo diferentes tensiones de oxigeno. 
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3.2. Papel de aceptores de electrones alternos 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

E. coli es un organismo facultativo, que en ausencia de oxígeno puede llevar a 

cabo la respiración anaeróbica utilizando aceptores de electrones alternos al oxígeno 

como nitrato, nitrito, DMSO y fumarato (Gennis y Stewart, 1996). 

Para determinar si la cadena de transporte de electrones estaba involucrada en 

la formación de biofilm en E. co/i W311 O y si la ausencia de biofilm en condiciones 

anaeróbicas sólo se debía a la ausencia de aceptores de electrones alternos en el 

medio de cultivo, células W3110 se inocularon en medio LB MOPS 100 mM pH 7.0 en 

presencia de nitrato 40 mM, nitrito 5 mM, DMSO-molibdato 40 mM, 0.1 mM o fumarato 

40 mM en condiciones aeróbicas (24 h) o anaeróbicas (48 h) a 37ºC (Fig. 3.6.). 

La formación de biofilm aeróbica en presencia de los aceptores de electrones 

alternos indicados no difiere significativamente. Sin embargo, sin importar el aceptor de 

electrones utilizado el biofilm no es formado bajo condiciones anaeróbicas. Cabe 

mencionar que el crecimiento anaeróbico en presencia de nitrato es mayor que en LB

MOPS, por ello, la ausencia de biofilm bajo estas condiciones es aún más interesante. 
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Fig. 3.6. Papel de la cadena de transporte de electrones en la formación de biofilm. A) 

Formación de biofilm de W3110 incubada en presencia de aceptores de electrones alternos al oxigeno, 

en aerobiosis (24 h) y anaerobiosis (48 h). B) Cuantificación del biofilm formado por W3110 

aeróbicamente en presencia de aceptores de electrones. Una unidad arbitraria corresponde a la 

absorbancia a 590 nm de las células incubadas sólo con LB MOPS. 
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Estos resultados indican que la respiración anaeróbica no es suficiente para la 

formación de biofilm, al menos bajo nuestras condiciones experimentales. Posiblemente 

debido a que se requiere una molécula inductora de la formación de biofilm que sólo se 

sintetiza aeróbicamente o cuya actividad depende de la presencia de oxígeno. 

3.3. Papel de los productos de fermentación en la formación de biofilm 

En ausencia de oxígeno y aceptares de electrones alternos E. co/i puede llevar a 

cabo el metabolismo fermentativo (Bock y Sawers, 1996) como parte de este 

metabolismo E. co/i libera al medio metabolitos secundarios como acetato, succinato, 

etanol, formíato o lactato, tal vez éstos pudieran actuar negativamente sobre la 

formación de biofilm. Si es así, entonces los productos de fermentación también 

prevendrían la formación de biofilm en aerobiosis. 

Para corroborar esta hipótesis, células W3110 fueron incubadas aeróbicamente 

en presencia de acetato 0.2%, succinato 0.4%, etanol 2.0%, formiato 2.0% o lactato 

0.4% (Fig. 3.7.). 
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Fig. 3.7. Efecto de productos de fermentación en la formación de biofilm de Escherichia 

coli W3110. Células W3110 fueron incubadas aeróbicamente por 24 h en medio LB MOPS 100 mM pH 

7.0 en presencia de acetato, succinato, etanol, formiato o lactato a las concentraciones indicadas en el 

texto. La detección del biofilm se realizó mediante tinción con cristal violeta. La gráfica representa la 

cantidad de biofilm en cada condición. Una unidad arbitraria corresponde a la absorbancia a 590 nm de la 

elución del biofilm formado en LB. 
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La formación de biofilm de W3110 en presencia de succinato, etanol y formiato, 

es muy similar a la formación de biofilm en LB MOPS, en presencia de lactato, la 

cantidad de biofilm formado es dos veces mayor respecto al control, posiblemente el 

lactato es utilizado como fuente de carbono. Sin embargo ninguno de estos productos 

afecta negativamente la formación de biofilm, excepto el acetato. Como se observa en 

la gráfica, en presencia de acetato la formación de biofilm es dos veces menor que el 

biofilm formado en LB MOPS 100 mM pH 7.0. Si el acetato fuera una señal negativa 

para la formación de biofilm, entonces, cepas afectadas en la vía de síntesis de acetato, 

probablemente formarían biofilm en condiciones anaeróbicas. 

En E. coli la única vía de síntesis de acetato se lleva a cabo por acción de las 

enzimas fosfotransacetilasa (PTA) y acetato cinasa (ACK) que catalizan la formación de 

acetato a partir de acetilCoA (Bock y Sawers, 1996) 

Pi CoA AOP ATP 

AcetHCoA M.. Acetllfosfato M.. Acetato 
PTA ACK 

Se analizó la formación de biofilm de las cepas mutantes en ack (Tabla 2.1.) 

BW21437 y BW21770 en condiciones aeróbicas y anaeróbicas (Fig. 3.8.). 
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Fig. 3.8. Formación de biofilm de cepas deficientes en producción de acetato. La formación 

de biofilm de las cepas W3110, BW21437 y BW21770 en medio LB MOPS 100 mM, en condiciones 

aeróbicas y anaeróbicas, se determinó por tinción con cristal violeta. La gráfica muestra la cuantificación 

del biofilm. 
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Ninguna de las cepas afectadas en el gen que codifica para la enzima acetato 

cinasa (ACK) formó biofilm anaeróbicamente, estos resultados sugieren que ninguno de 

los productos de fermentación analizados previenen la formación de biofilm en ausencia 

de oxígeno bajo nuestras condiciones experimentales. 

3.4. Participación de moléculas extracelulares en la formación del biofilm 

La participación de señales moleculares extracelulares juega un papel importante 

en el proceso de formación de biofilm. Uno de los tipos de señalización molecular entre 

bacterias es la percepción del quórum. En P. aeruginosa los sistemas de respuesta al 

quórum Rhll/R y Lasl/R han sido involucrados en la regulación de la estructura del 

biofilm (Singh et al., 2000; Hentzer et al., 2001; Shih y Huang, 2002). 

En E. coli se ha reportado que existen señales extracelulares que podrían 

participar en la respuesta al quórum y en formación de biofilm (Surette y Bassler, 1998; 

Stickler, 1999; Corona-Izquierdo y Membrillo-Hernández, 2002a). Si existiera una 

molécula inductora de la formación de biofilm que se activara en presencia de oxígeno, 

entonces aquellas células que fueran incubadas con sobrenadantes provenientes de 

cultivos aeróbicos formarían biofilm incluso en anaerobiosis. 

Por otro lado, si en condiciones anaeróbicas se produjera o acumulara una 

molécula inhibitoria de la formación de biofilm, entonces, también inhibiría la formación 

de biofilm en presencia de oxígeno. El experimento que se realizó para confirmar esta 

hipótesis, consistió en mezclar células provenientes de cultivos aeróbicos (24 h) o 

cultivos anaeróbicos (48 h) con sobrenadantes provenientes de cultivos aeróbicos o 

anaeróbicos e incubarlos en presencia o ausencia de oxígeno. 

"'
1
'En la parte superior de la Fig. 3.9. se muestra la detección de biofilm por el 

método de cristal violeta de los cultivos aeróbicos y anaeróbicos a partir de los cuales 

se tomaron las células y sobrenadantes provenientes de cultivos aeróbicos o 
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anaeróbicos. En el cultivo aeróbico el biofilm se observó como un anillo alrededor de la 

interfase, mientras que en el cultivo anaeróbico no se detectó formación de biofilm. 

A B 
,~~ j¡n 

.t . J 

,, ,.;0t;:"':'-i,;?.~,7 j.;t :::.:;; ;) -O 

'- ) "_) \ _j \,..,) l,_j ~ . ..! 2 

Sobrenadante LB -02 +02 LB -02 +02 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Fig. 3.9. Papel de señales extracelulares en la formación del biofilm. Células y 

sobrenadantes provenientes de cultivos aeróbicos (A) o anaeróbicos (B) se mezclaron como se indica en 

la parte inferior de la figura. Posteriormente las mezclas de células y sobrenadantes se inocularon en 

placas de PVC y se incubaron aeróbica (+02) o anaeróbicamente (-02). 

Cuando se incubaron aeróbicamente células provenientes de cultivos aeróbicos 

o anaeróbicos con sobrenadante anaeróbico, la formación de biofilm no fue afectada, 

estos resultados sugieren que no existe una señal inhibitoria de formación de biofilm en 

el sobrenadante anaeróbico, sin embargo no podemos descartar la posibilidad de que 

esta señal sólo sea activa en ausencia de oxígeno. Por otro lado cuando se incubaron 

aeróbicamente células provenientes de un cultivo aeróbico o anaeróbico con 

sobrenadantes aeróbicos, hubo una disminución en la formación de biofilm, 

posiblemente debido a un efecto del crecimiento ya que probablemente el medio 

gastado utilizado como sobrenadante carecía de los nutrimentos necesarios para 

permitir el metabolismo requerido para la formación de biofilm. Los datos obtenidos 

sugieren que al parecer no existe una molécula inductora de la formación de biofilm que 

se acumule en presencia de oxígeno, sin embargo, existe la posibilidad de que dicha 

molécula sea inactivada en ausencia de oxígeno. Por otro lado, la disminución del 

biofilm en células incubadas con sobrenadantes aeróbicos plantea la posibilidad de que 

exista una molécula de disgregación que se acumula aeróbicamente después de 48 h 

de incubación. Sin importar las células y sobrenadantes utilizados, únicamente se 
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detectó formación de biofilm en presencia de oxígeno y ésta fue mucho menor al utilizar 

sobrenadantes provenientes de cultivos aeróbicos. 

3.5. Papel de la motilidad en la formación de biofilm 

Se ha reportado que el nado y la motilidad mediada por flagelo, son importantes 

en la etapa de adhesión inicial a la superficie durante el proceso de formación del 

biofilm (Prigent-Combaret et al., 2000; Watnick et al., 2001; Sheikh et al., 2001 ). La 

mayoría de las mutantes aisladas que no forman biofilm aeróbicamente, están 

afectadas en síntesis de flagelo (Genevaux et al., 1999a). 

Para determinar si la ausencia de biofilm en condiciones anaeróbicas se debía a 

un defecto en motilidad causado por la ausencia de oxígeno, se realizaron ensayos de 

nado en placas de agar suave. Se inocularon 2 µI de un cultivo saturado de la cepa 

W3110 sobre la placa de agar, se utilizó como control una cepa deficiente en síntesis 

de flagelo (ZK408). El nado se observa como un halo alrededor del punto de 

inoculación (Fig. 3.1 O.). 

Fig. 3.10. Ensayo de motilidad mediada por nado en condiciones aeróbicas y anaeróblcas. 

2 µI de un cultivo saturado de la cepa ZK408 (flhC, 1) o W3110 (2) se inocularon en placas de agar suave 

y se incubaron aeróbicamente por 4 h (fila superior) o anaeróbicamente por 8 h (fila inferior), en ausencia 

o presencia de glucosa (columna derecha). 
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Como se obser\la en la Fig. 3:10; alrededor.del punto de inoculación se forma un 

halo utilizan~())~ c~p~ vv3,J1Q. ~IJ tod_a's-.la~·c'6ndiciones. probadas, mientras que la cepa 

deficiente:9,rfrT1?tiliªkd.?k4pá ha p}~~e-fü~.esfo halb. En aerobiosis el nado de la cepa 

W3110 es.fo~norE'Jn,pr.esencia'de.:gluco~a,debido a que la síntesis de flagelo está 
• ·.- .- __ ,..._--;;_-,.,._¡'-. - .-.· .·.: .. -,_ .. ·--- ·--. - ,-... __ _ 

sujeta areguiaCÍÓn catabólica. En élnaerobiosis el nado de la cepa W3110 es menor 

que en pre~~hci~ d~ oxígeno y m~jma en m_edio suplementado con glucosa. 
===- ---'=· -- .-- º--'-= -"'-=· - ---,_-,_---- - ~= . --- -- - - - -.o-.~ - ---

Sin embargo, el nado no está gravemente afectado en ausencia de oxígeno, lo 

cual indica que la falta de biofilm en anaerobiosis no se debe a un defecto en motilidad. 

3.6. Estrés oxidativo y formación de biofilm 

Los resultados obtenidos hasta este punto indican que el oxígeno se requiere 

para la formación de biofilm de E. coli W311 O por razones que hasta ahora no hemos 

esclarecido. En E. coli la producción de la proteína de membrana externa denominada 

antígeno 43 es importante duran.te . el proceso de adhesión inicial bajo ciertas 

condiciones de cultivo (Danese,etal., 2000a), esta proteína es codificada por el gen f/u 
. •,.«··e-•:-.. ;···.- .. ;'"·:':·. -·· -

o agn43 y se ha repo.rta~o,.C1~~ 0~Pr~gulador maestro del estrés oxidativo OxyR regula a 

nivel transcripcional•lae:x¿~;~lÓh'.~~d~este gen (Schembri et al., 2003a). Es.tos datos 

sugieren que el estrés~b·~id~~i~~.~~dría ser una señal para la formación de bi~film; Para 

analizar esta posibilidad Obsªrvamos la formación de biofilm de mutantes de \ly3.'11 O 

afectadas en los r~gÚlado~es globales SoxR y OxyR (Storz y lmlay, 1999) .. En 

condiciones aeróbicas la formación de biofilm en la mutante soxRS no tuvo cambios 

significativos respecto a la formación de biofilm en la cepa isogénica W311 O, sin 

embargo, la mutante en oxyR formó ligeramente mayor cantidad de biofilm que la cepa 

silvestre, resultados consistentes a los observados previamente por Danesa y 

colaboradores respecto a la regulación que OxyR ejerce sobre agn43 (Danesa et al., 

2000a). No obstante ninguna de las mutantes presentó formación de biofilm en 

ausencia de oxígeno. 
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Por otro lado; células W311 O fueron incubadas en presencia de agentes 

oxidantes como peróxido de hidrógeno 0.01 % o PQ 100 ~1M (el PQ es un agente cíclico 

productór'desuperóxido). La formación de biofilm se determinó en ausencia y presencia 

de oxígeno; sin importar el agente oxidante presente en el medio las células no 

formaron biofilm en condiciones anaeróbicas. 

3.7. Participación de posibles detectores de oxígeno y otros reguladores en 

la formación de biofilm 

La transición del metabolismo aeróbico al anaeróbico en E. co/i es un proceso 

altamente regulado (Sawers, 1999). La protefna Fnr ([umarate and []Jtrate reduction) y el 

sistema de dos componentes ArcA/ArcB (ª-erobic [espiratory g_ontrol) regulan la síntesis 

de más de 40 protefrias· durarÚe dicha transición (Spiro y Guest, 1990; luchi y Lin, 

' ; ,¡~,',,'\,.~-~:;{-·· J,,~' ,].'\ ' 

'" ,,,·· .<.·,./_¡·~··_.i\.:~·· .. /,,.·.:,<·:_-·::·::_.> _' 
·1 ·:~ ~.~ .. -'~. -~·::\ ) :"¡: .. ;_:·;:. :;.'·''··'.;~;t/::~.'.·':t ~~"-,·,:;~::,:.-( ~,-' - ··_-:. -,,. .·.···: ( .... 

v",f,,·,,"·<' ;.
0

-.C. ·' 

1992). 

Tarifo<_: Fiir;· ciohio,)iÁrcA : ion factores transcripcionales que interaccionan 

específicalli~~t~ 1cÓ~''.~i~6NX;;;Fnr ~s úna protefna dimérica con un centro hierro-azufre 

[4Fe,;4S];f;'.~J~ ~fcJ~t~cit~;-cok·g~fgeno se desensambla (Spiro y Guest, 1990 ). Por otro 
-- • "· -'-- ---· .. -----~- -•· .•

1
,-_-c_,. ,- _- _ ... _ .>.-~;..~~--.- - · .. 

lado el sistema 1~rq"col1'sta.::defun~_histidina cinasa asociada a membrana que monitorea 

cambios en~l;e~t~db·'r~~:cS~:t~t~~~-mite la señal al regulador de respuesta ArcA a través 

de una cas9~ªeft¿l~I~~~
1

foril~~¡¿~·(1uchiylin, 1992) . 
.. ,:·,:-,/(.~;·;; ;· ' " .;,.~,.::-~<,,~:-~:<-·;:·~··:>·,~ 

:: ... ~~~~:~;[f.:r~~~.-~t~-:\·:: .,_ : -~ , 

Exi~t~A6ti~~';proteÍnas involucradas en la transición del metabolismo aeróbico a 

anaeróbicó. ¡Aer:~estuna flavoproteína que participa en aerotaxis, recibe señales de la 

cadena de trari~porte de electrones y responde a través del sistema de quimiotaxis 

Che Y, CheAí§ CheW (Rel;ibapragada et al., 1997) y por otro lado la proteína DpiA, parte 

del sistema:tje dos componentes DpiA/DpiB, es homóloga a un regulador en Klebsiella 
.-,,,., 

pneumoniae;:;que activa la expresión de la vía de citrato liasa en anaerobiosis o 
-:·:_-,;;:·- ,_• 

presencia de/citrato. Finalmente la proteína Hmp ha sido propuesta como posible 

detector de o'xígeno debido a la presencia de un grupo hemo (Membrillo-H~rnández et 

al., 1999). 
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Posiblemente la falta de biofilm en condiciones anaeróbicas puede deberse a la 

presencia o ausencia de una proteína o metabolito cuya síntesis es regulada por alguna 

de las proteínas mencionadas. Por lo que se determinó la formación de biofilm de cepas 

afectadas en la síntesis de estas proteínas: JRG1728 (Mnr), JMH0345 (W3110 

arcA::kan), JMH0346 (W3110 arcB::kan), JMH0349 (W3110 dpiB::kan), JMH0351 

(W3110 hmp::kan), JMH0574 (W3110 pSB20/aer) y UU1117 (óaer). Ninguna de las 

mutantes fue capaz de formar biofilm en ausencia de oxígeno. Estos resultados 

sugieren que ninguno de estos reguladores esta involucrado en la formación de biofilm 

anaeróbicamente. 

Por otro lado, se ha reportado que el regulador global H-NS regula positivamente 

la síntesis de LPS y flagelo en respuesta a condiciones limitadas de oxígeno, altos 

niveles en la expresión de flagelo ocasionan una disminución en la adhesión inicial. Por 

· el .contrario, mutantes afectadas en el gen hns e incubadas anaeróbicamente presentan 

mayor adhesión a columnas de arena (Landini y Zehnder, 2002). 

Se ha observado que mutaciones en el gen rpoS que codifica el factor sigma de 

fase estacionara RpoS, forman mayor cantidad de biofilm en condiciones aeróbicas que 

la cepa isogénica (Corona-Izquierdo y Membrillo-Hernández, 2002a). 

Para determinar si alguno de estos reguladores participa en la formación de 

biofilm en ausencia de oxígeno, se observó la formación de biofilm en mutantes hns, 

rpoS y en fis que codifica la proteína de unión a DNA Fis (Hengge-Aronis, 1999; 

Schneider et al., 2003); sin embargo, ninguna de las mutantes analizadas formó biofilm 

anaeróbicamente bajo nuestras condiciones experimentales. 

3.8. El papel de CsrA en la disgregación del biofilm 

Como se describió en la introducción de este trabajo, el único regulador de 

disgregación del biofilm que se ha identificado en E. coli es el regulador CsrA (carbon 

storage regulator), mutantes afectadas en el gen csrA muestran mayor acumulación de 
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biofilm después de 20 h de incubación respecto a la cepa silvestre en condiciones 

aeróbicas (Jackson et al., 2002). 

Si CsrA actúa como señal para la dispersión del biofilm, entonces existe la 

posibilidad de que esta proteína se exprese en mayor proporción en ausencia de 

oxígeno que en presencia de oxígeno y que ésta sea la causa de la falta de biofilm en 

condiciones anaeróbicas. Para determinar la expresión de CsrA se utilizó la cepa 

KSA712 que contiene la fusión traduccional <l>(csrA'-'/acZ) y se midió la actividad de 13-

galactosidasa (Fig. 3.11.). 
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Fig. 3.11. Expresión de CsrA bajo condiciones aeróbicas y anaeróbicas. Se midió la 

actividad de p-galactosidasa de la fusión traduccional cfJ(csrA'-'lacZ) en células en fase exponencial y 

estacionaria provenientes de cultivos aeróbicos (barras blancas) o anaeróbicos (barras negras). 

La actividad de ¡3-galactosidasa fue aproximadamente 4 veces mayor en fase 

exponencial bajo condiciones anaeróbicas, mientras que en fase estacionaria no hubo 

diferencias significativas. Aunque parece ser que la actividad de CsrA responde a 

condiciones anaeróbicas en fase exponencial, una mutante en csrA (TR1-5) no fue 

capaz de formar biofilm en ausencia de oxígeno, lo que sugiere que la ausencia de 

biofilm en condiciones anaeróbicas es independiente de CsrA. 

76 



RESULTADOS 

3.9. Búsqueda de una mutante capaz de formar biofilm anaeróbicamente 

Como ya se mencionó a lo largo de este trabajo, E. coli no es capaz de formar 

biofilm anaeróbicamente, posiblemente esto se deba a que el producto de un gen actúa 

como señal negativa para la formación del biofilm, si esto fuera cierto, entonces, al 

mutagenizar este gen, posiblemente se obtendrían mutantes que formen biofilm en 

ausencia de oxígeno. Para tratar de aislar una mutante capaz de formar biofilm bajo 

condiciones anaeróbicas, se siguieron dos estrategias de mutagénesis utilizando 

secuencias transponibles o agentes químicos. 

3.9.1. Mutagénesis usando mini-transposones 

La cepa W311 O fue mutagenizada al azar utilizando los minitransposones 

miniTn10 p. .. NK1098) y miniTn5 (A.NK1105) reportados por Kleckner y colaboradores 

(Kleckner et al., 1991 ), los cuales llevan consigo un cassette de resistencia a tetraciclina 

o kanamicina respectivamente, por lo que la selección de las mutantes se llevó a cabo 

en medio sólido suplementado con tetraciclina 25 ~1g/ml o kanamicina 100 ~1g/ml bajo 

condiciones aeróbicas. La detección de mutantes capaces de formar biofilm 

anaeróbicamente se realizó utilizando la metodología descrita en los ensayos de 

formación de biofilm. Se analizaron 3360 mutantes originadas por inserción de 

miniTn10 y 5472 mutantes con inserción del miniTn5. La selección de mutantes se llevó 

a cabo en medio con el antibiótico correspondiente. La detección de mutantes que 

pudieran formar biofilm anaeróbicamente se realizó siguiendo el ensayo de formación 

de biofilm descrito en Material y Métodos. Ninguna de las aproximadamente 9000 

mutantes analizadas fue capaz de formar biofilm anaeróbicamente, sin embargo, se 

obtuvieron 4 mutantes que no formaban biofilm en presencia de oxígeno. 
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3.9.1.1. Mutantes afectadas en formación de biofilm aeróbicamente 

De las 4 mutantes que perdieron la capacidad de formar biofilm aeróbicamente, 3 

de ellas tenían insertado el transposón /... miniTn5 (JMH0299, JMH0300 y JMH0301) y 

una el transposón /... miniTn10 (JMH0302). Como ya se mencionó en el apartado 3.5. de 

este trabajo, la mayoría de las mutantes aisladas que no forman biofilm aeróbicamente 

están afectadas en síntesis de flagelo (Genevaux et al., 1999a). Por lo que se realizaron 

ensayos de nado con estas mutantes. 

3.9.1.2. Ensayo de nado de las mutantes afectadas en la formación de biofilm 

aeróbicamente 

Para descartar la posibilidad de que la ausencia de biofilm en presencia de 

oxigeno se debiera a un defecto en motilidad, se realizaron ensayos de nado en placas 

de agar suave. Se inocularon 2 µI de un cultivo saturado sobre la placa de agar, el nado 

se observa como un halo alrededor del punto de inoculación (Fig. 3.12.). 

Fig. 3.12. Ensayo de motilidad mediada por nado en condiciones aeróbicas y anaeróblcas. 

2 µI de un cultivo saturado de la cepa W3110 (1), JMH0299 (2), JMH0300 (3), JMH0301 (4), JMH0302 (5) 

o JMH0314 (6) se inocularon en placas de agar suave y se incubaron aeróbicamente por 4 h. 
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Únicamente la cepa W311 O presentó un halo de nado en condiciones aeróbicas, 

mientras que las mutantes JMH0299, JMH0300, JMH0301 y JMH0302 afectadas en la 

formación de biofilm no fueron capaces de nadar aeróbicamente (Fig. 3.11.). Cuando se 

repitió e! ensayo de nado con estas mutantes, dentro de la colonia formada por una de 

ellas, JMH0299, se presentó un brote similar a un halo de nado asociado a la colonia no 

mótil, lo cual parecía indicar que la mutante JMH0299 readquirió la capacidad de nado 

espontáneamente posiblemente por una mutación supresora. Esta mutante supresora 

se renombró JMH0314. Pese a que la mutante JMH0314 readquirió la capacidad de 

nado aeróbicamente (Fig. 3.11.), no recuperó la capacidad de formar biofilm. 

3.9.1.3. Mapeo de la inserción y secuenciación 

Se eligió a la mutante JMH0314 para determinar el sitio de inserción del 

transposón. Para ello se extrajo el DNA cromosomal de la mutante y se realizó un 

análisis de restricción con diferentes enzimas que no pudiesen digerir el transposón con 

el fin de obtener un fragmento que pudiera clonarse en un plásmido para su posterior 

secuenciación. Utilizando las enzimas de restricción EcoRl-Pstl se obtuvo un fragmento 

de aproximadamente 7 kpb que fue clonado en el plásmido pUC18 digerido con las 

mismas enzimas de restricción y se transformó en la cepa XL 1-Blue, obteniéndose así 

la cepa JMH0908 resistente a kanamicina, una segundo verificación de que el 

fragmento EcoRl-Pstl de 7.5 kpb clonado en el plásmido contenía al transposón se llevó 

a cabo realizando un experimento tipo Southern, hibridando al fragmento EcoRl-Pstl 

clonado en el plásmido con el DNA de la cepa W311 O y de la mutante isogénica 

JMH0314 digerido con las mismas enzimas. 

El plásmido pUC18 con el fragmento EcoRl-Pstl de 7 kpb se secuenció utilizando 

el servicio de secuenciación automatizada de DNA del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas utilizando los oligonucleótidos M13 -21 y M13 Rev con los cuales se obtuvo 

una secuencia de 491 y 717 pb respectivamente. 

. .. •, •, ':•I 

.,. . 

·' 
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El análisis de secuencia indica que el transposón está insertado en el gen fimD 

que forma parte del grupo de genes fim que se encargan de la biosíntesis de fimbria 

tipo 1 (o pili tipo 1) en E. coli (Fig. 3.13.). El gen fimD codifica la proteína FimD que al 

igual que la chaperona FimC, participa en el ensamble de fimbrias (Klemm y 

Christiansen, 1990; Nishiyama et al., 2003). Sin embargo, la naturaleza de la mutación 

supresora se desconoce. 

4.54 M 4.55 M 

q e; q el~' _)qqq ~ e=) 
fimB fimE fimA Y fimC b4310 yjhA fimD fimF fimH gntP 

fiml fimG 

Fig. 3.13. Organización de los genes que participan en biosintesis de fimbria tipo 1 en 

Escherichia coli. Fim B y FimE, reguladores de FimA; FimA, subunidad fimbria! mayor; Fiml, sununidad 

fimbrial menor; FimC, chaperona periplásmica requerida para el ensamblaje de fimbria tipo I; FimD, 

protelna de membrana externa que participa en la exportación y ensamblaje de la fimbria; FimF y FimG, 

subunidades menores de fimbria; FimH, adhesina. 

3.9.2. Mutagénesis con NSG 

La inserción de secuencias transponibles en el genoma usualmente genera la 

inactivación del gen afectado (Kleckner et al., 1991 ). Si la mutación que confiere la 

capacidad de formar biofilm anaeróbicamente es letal, entonces no podrían 

seleccionarse mutantes con el fenotipo deseado utilizando este método de 

mutagénesis. Una estrategia alternativa de mutagénesis, es el uso de agentes químicos 

como el MNNG (N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina). El MNNG es un agente alquilante 

que al metilar la posición 0 6 de la guanina permite el apareamiento con timina, 

causando transiciones G:C ~ A:T, generando así mutaciones puntuales. Se analizaron 

3552 mutantes, sin embargo ninguna de ellas presentó el fenotipo deseado. 
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DISCUSIÓN 

La importancia del estudio de los biofilms radica en el impacto negativo que 

tienen en diferentes actividades humanas, ejemplos de ello se indican en el apartado 

1.2.1. de este trabajo. La mayoría de los estudios sobre biofilms se han enfocado en la 

búsqueda de los determinantes genéticos importantes durante las diferentes etapas del 

proceso e.Je formación de biofilms. Algunos de los genes identificados mediante este tipo 

de estudios se muestran en la Tabla 1.1. 

Por otro lado, se ha observado que la formación del biofilm es afectada por 

factores como temperatura, pH, naturaleza de la superficie, percepción del quórum, 

interacciones con .. otros microorganismos, disponibilidad de oxigeno entre otros 
1:.:::º,-,_.,zL'.'.'.j::·';·, 

(Bradshaw et al.,\J997; Bos et al., 2000; Fuqua et al., 2001; Corona-Izquierdo y 
•,, 

Membrillo-Herné'lnc:iéz, 2002b). Respecto al último punto algunos reportes sobre 

formación de biofilrn realizados en V. cholerae, P. aeruginosa y S. typhimurium 
. ''" .,·~.\' ' ,-

muestran que el. biofilm se forma como un aro en la interfase aire-medio (O'Toole et al., 

1999; W~tnick y 'Kolter, 2000; Watnick et al., 2001 ), datos que han llevado a sugerir que 

el oxígeno juega un papel importante en este proceso. 

Como s~%e,ncionó anteriormente, la primera observación que se realizó fue que 

al menos IJ~j~ ... E~~~fr~s c,opdiciones experimentales E. co/i no es capaz de formar 

biofilm e~ a¿'~~·~~¡-~;. ~j°~ .oxigeno pese a que la curva de crecimiento de las células 
_;;:· /:·~_:;,_;:. ~rr.-~;:_~~~u.-.-~r-~: ·<,:_., -. · 

W3110 en estas'.cóndiciones alcanzó fase estacionaria, además, se demostró que 
- - ·-¿;: ~:-:.-,-:;.; - ----;\·. ' ------:-- ' -----= ' -

aparte de qu~·;el oxigerioesrequerido para la formación de biofilm, la ausencia de éste 

es posiblerneht:~;{~~~ ~~ñal d~ ~isgregación del biofilm (Fig. 3.1. y 3.2.). 
, ·:' •':r';''" , -~-·;. ,, \,-. 

Tal y como .se mencionó, E. coli es un microorganismo facultativo, que en 

ausencia de oxigeno puede llevar a cabo el metabolismo anaeróbico en presencia de 

aceptares de electrones afternos como nitrato, nitrito, DMSO y fumarato, y que aún en 

ausencia de estos últimos,:puede realizar el metabolismo fermentativo. Sin embargo, el 
-. • ' ; < : : ~-:'. -._ ; : ' ! . . . . 

metabolismo anaeróbico no füe suficiente para permitir la formación de biofilm y la 

posibilidad de que alguno dek).s~rdductos del metabolismo fermentativo pudiese actuar 

como señal negativa para elbiofilm, fue descartada. Adicionalmente, se observó que la 
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motilidad no está severamente afectada en condiciones anaeróbicas, por lo que la 

ausencia d~ biofilm en anaerobiosis no puede explicarse por una deficiencia en la 

movilidad. 

En P. aeruginosa se ha descrito que la participación de moléculas extracelulares 

es necesaria para la formación del biofilm (Allison et al., 1998) y consistente con ello 

mutantes en el sistema de QS Lasl/LasR están afectadas en el proceso de maduración 

(Davies et al., 1998). En E. coli se ha reportado que existen señales extracelulares que 

podrían participar en la percepción del quórum y posiblemente en formación de biofilm 

(Surette y Bassler, 1998; Stickler, 1999; Corona-Izquierdo y Membrillo-Hernández, 

2002a). 

Sin embargo, parece ser que bajo nuestras condiciones experimentales, la 

formación de biofilm no involucra la participación de moléculas extracelulares, ya que 

sobrenadantes provenientes de cultivos aeróbicos no tuvieron efecto en la formación de 

biofilm de células provenientes de cultivos aeróbicos o anaeróbicos que fueron 

incubados en ausencia de oxígeno (Fig. 3.9.). No obstante, no se puede descartar la 

posibilidad de que la• señal de disgregación o inhibición del biofilm sea sensible a 

oxígeno, o que por Otro· lado, la señal negativa de formación de biofilm sólo actúe 

cuando se encuentra en estado reducido, lo cual se discutirá más adelante. 

Hasta '"este punto, todos nuestros resultados sugieren que el oxígeno es un 

requerimiento indispensable para la formación de biofilm, por lo que posiblemente el 

estrés oxidativo participe en este proceso. En E. coli la respuesta al estrés oxidativo 

está regulado por las proteínas SoxR y OxyR (Storz y lmlay, 1999), notablemente 

mutantes afectadas en los genes que codifican estas proteínas no tuvieron efecto sobre 

la formación de· bíofilm bajo condiciones anaeróbicas. Asimismo, la presencia de 

agentes oxidantes· .. · cdmo el peróxido de hidrógeno o paraquat no favorecieron la 

formación de biofilm enausencia de oxígeno. 
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Schembri y colaboradores reportaron que el gen agn43, que codifica la proteína 

de membrana externa Antígeno 43, es regulado por la proteína OxyR y sólo la forma 

oxidada de OxyR activa su expresión, mientras que la forma reducida la reprime 

(Schembri et al., 2003a). 

Es probable que la no formación de biofilm en E. coli en anaerobiosis y bajo 

nuestras condiciones experimentales se deba a la presencia de alguna proteína que 

regule negativamente al biofilm al estar reducida; por lo que trabajo a futuro 

contemplará la determinación de la formación de biofilm en condiciones aeróbicas de 

células incubadas con un agente reductor. 

Adicionalmente, mutaciones en proteínas que han sido planteadas como posibles 

detectores de oxígeno, como Fnr, ArcA, Aer, DpiB y Hmp, no contribuyeron a la 

formación de biofilm anaeróbicamente, al igual que mutaciones en el factor sigma de 

fase estacionaria RpoS, la proteína Fis y H-NS. Cabe mencionar que H-NS se ha 

involucrado con la activación de síntesis de flagelo y LPS en condiciones de limitación 

de oxígeno y que mutantes en el gen hns crecidas en condiciones anaeróbicas 

presentan mayor adhesión a columnas de arena que la cepa silvestre (Landini y 

Zehnder, 2002). 

La proteína reguladora CsrA se ha reportado como una señal de disgregación del 

biofilm y mutántes en esta proteína acumulan mayor cantidad de biofilm aeróbicamente 

(Jackson. et ~/>~002)~ mut~ci~n~s ~n ~I gen csrA no favorecen la formación de biofilm 
_· . <:·~:-,-:· ~t· ~::~-:~:~.ó~~<~~}.~~~~;~"<}:-'~;:~ .·,y~_:·~'.~~~\~_. -::*_-~-, ; 

anaeróbicam~nte;· r~~u:lta,~os(q~.e .sugieren que en ausencia de oxígeno la dispersión 

del biofilmes:inciép:;;.;e:ü~ílté'b~ CsrA. 
·.·.e:•_:,_.::·.:.··:~~~~ :-:: ·.;-,_-_ ·~ ·:·:: 

-;.-_-,o;·.,,;: 

CsrA reprime algun~s<vías ,metabólicas inducidas en la fase estacionaria como la 

biosíntesis de gÍicÓ~~~;'·/;1Úccmeogénesis (Romeo et al., 1993; Sabnis et al., 1995; 
e-··---.:; . ---.;.-··. , . , .· 

Yang et al., 1996), además activa la glicólisis, el metabolismo de acetato y la motilidad 

(Wei et al., 2000; Wei et al'.' ~091 ). Las enzimas que participan en la biosíntesis de ESP 

pueden dividirse en 4 grupos: i) Enzimas responsables del metabolismo inicial de 
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carbohidratos, ii) enzimas involucradas en la síntesis de nucleósidos e interconversión, 

iii) glicosil transferasas y iv) translocasas y polimerasas. Posiblemente CsrA participe de 

alguna forma en la regulación de la biosíntesis de ácido colánico u otros LPS en E. coli 

importantes para la adhesión inicial y formación de biofilm en ausencia de oxígeno. 

Por último, ninguno de los métodos de mutagénesis utilizados permitió el 

aislamiento de una mutante capaz de formar biofilm anaeróbicamente, estos resultados 

podrían indicar que i) El gen responsable de producir la señal negativa para el biofilm 

bajo condiciones anaeróbicas también participa en otras funciones y posiblemente es 

esencial ó ii) la presencia de oxígeno es indispensable para la formación de biofilm. 

Para continuar con la búsqueda de una cepa de E. coli capaz de formar biofilm 

aeróbicamente se transformará a la cepa W3110 con una librería genómica de E. coli 

clonada bajo un promotor inducible con IPTG. 

Por otro lado, con la mutagénesis realizada se obtuvieron mutantes afer.tadas en 

la formación de biofilm bajo condiciones aeróbicas. Resultados preliminares sobre el 

sitio de inserción del transposón en la mutante JMH0314 revelaron que el transposón 

se insertó en el gen fimD que codifica para la proteína FimD, que participa en la 

exportación :Y ensamblaje de la fimbria. El que esta mutante este afectada en la 

biosíntesis de'. fimbrias podría explicar su defecto en formación de biofifm bajo 

condiCionés.aéróbicas; sin embargo no concuerda con el hecho de que la mutante. 

estuviera inicialmente afectada en nado, por lo que el mapeo del sitio de inserción del 

transposon en la mutante JMH0314 será repetido para corroborar los resultados 

obtenidos. 

Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que el oxígeno juega un papel 

muy importante en la formación de biofilm, posiblemente activando algún regulador 

requerido para la síntesis de moléculas necesarias en este proceso. 

La adópción· de Una conducta multicelular es común en las .comunidades 

bacterianas, las cuales son beneficiadas por esta cooperación (Shapiro, 1998 ). En S. 
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typhimurium la conducta multicelular (morfotipo rdar) consiste en el crecimiento de 

colonias esparcidas que forman redes celulares sobre una superficie sólida, adhesión a 

superficies abióticas y la formación de agregados celulares en medio líquido (Romling 

et al., 1998b). El morfotipo rdar es regulado por el gen agfD, que codifica para un 

regulador de respuesta perteneciente a la familia FixJ (Romling et al., 2000). 

Recientemente se observó que como parte de la conducta de morfotipo 

multicelular S. typhimurium y E. coli producen una matriz extracelular compuesta por 

fimbrias y celulosa (Zogaj et al., 2001 ). AgfD regula la transcripción del operón agfBA, 

que participa en la síntesis de fimbria (Romling et al., 1998a); por otro lado, AgfD regula 

transcripcionalmente al gen adrA, una proteína reguladora que interviene en la cascada 

de síntesis de celulosa (Romling et al., 2000; Zogaj et al., 2001 ). 

Se ha reportado que la transcripción del promotor agfD está regulada por tensión 

de oxígeno, pH, temperatura, fase de crecimiento y limitación de nitrógeno y fosfatos 

(Gerstel y Romling, 2001 ). Como ya se reportó en este trabajo, la formación de biofilm 

en E. coli sólo ocurre aeróbicamente y alcanza un punto máximo a las 24 h, tiempo en 

el cual las células se encuentran en fase estacionaria y donde muy probablemente 

existe limitación de nutrimentos. Por otro lado, resultados previos obtenidos en nuestro 

laboratorio mÚestran que el pH juega un papel importante en la formación de biofilm en 

E. coli (Coroh'.á .. b:q~(erdo, 2002; Corona-Izquierdo y Membrillo-Hernández, 2002b). 
-

,~ '.·~ ·.-;·¡~: , .. , -- .. -

El homólb~b·~ ·a~fD en E. coli, es el gen csgD que codifica para la proteína CsgD 

que regula la sintes.is de .curli y participa en el proceso de adhesión inicial (Prigent:. 

Combaret et ~r,2001 ). Posiblemente CsgD regula la formación de biofilm en E.;coÍi de 

una manera similar a la regulación que ejerce agfO sobre la formación del ~orfotipo 
multicelular en S. typhimurium. Por lo que, el trabajo a futuro incluirá el análisis de la 

formación de~biofilm en ausencia de oxígeno de mutantes en el gen csgD o de cepas 

que sobreexpresen dicho gen mediante su inserción en plásmidos. 
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Finalmente, dado que se ha reportado que la degradación de alginato por 

alginato liasas en P. fluorescens (Boyd y Chakrabarty, 1994; Allison et al., 1998) 

participa en la dispersión de las células que constituyen el biofilm, se determinarf! la 

presencia de algunas exopolisacárido liasas en E. coli y se analizará su papel en la 

disgregación del biofilm. 

Dado que uno de los factores que afecta la formación de biofilm es la interacción 

con otros microorganismos se analizará la formación de biofilm de Escherichia coli 

incubada en presencia de otros microorganismos. 

El descifrar por qué un microorganismo facultativo únicamente puede desarrollar 

cierta cond~cta fisiológica bajo condiciones aeróbicas, abrirá una ventana en el 

entendimiento de la formación y dispersión de biofilm bacterianos. 
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Abstract 

Association with a surface in a structure known as biofilm is the prevailing 

microbial lifestyle. Here we show the kinetics of biofilm formation of Escherichia coli in 

static cultures growing under aerobic or anaerobic conditions. Aerobically growing cells 

in LB medium started to produce detectable amounts of biofilm after 4 to 8 h, displaying 

maximal accumulation of formed biofifm at 24 h, corresponding to the onset of stationary 

phase. Then an abrupt reduction in the biomass of the biofilm was observed. This 

decrease was not prevented by externa! addition of fresh nutrients and coincided with 

the depletion of oxygen as measured by the enzymatic activity of the AdhE protein. No 

biofilm formation was detected in cultures grown anaerobically in LB or LB 

supplemented with nitrate, nitrite, DMSO or fumarate, even after 72 h of incubation, well 

inside the stationary phase, suggesting that under anaerobic growth conditions E. coli 

cannot form biofilms. 
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1. lntroduction 

Bacteria! lifestyle in natural environments occurs normally as a complex group of 

bacteria attached to a surface in a structure called biofilm rather than living in free

swimming, planktonic state [1). lt is known that biofilm-associated bacteria differ from 

their free-living counterparts, far example, biofilm-associated bacteria generally po~sess 

increased resistance to antimicrobial agents [2, 3). Recent genetic and genomic studies 

have shown that biofilm is farmed in multiple steps [4], in sorne organisms require 

intercellular signaling [5, 6), and, that a specific genetic profile of gene transcription is 

needed far biofilm farmation [7]. 

Escherichia co/i has been a useful model far the study of genetic determinants of 

biofilm farmation [8, 9, 1 O]. Mutant cells lacking flagella (fliC, flhC or flhD) or affected in 

motility (motB) are severely impaired in their first steps of biofilm farmation [9). Recently, 

CsrA and RpoS were identified as key regulators of biofilm farmation [11, 12, 13). In 

addition, the farmation of biofilms is strongly influenced by the nutritional environment [9, 

10). 

lnitial experiments performed by Christensen et al. [14) and O'Toole and Kolter 

[15, 16) have led to the establishment of a standard technique far the visualization and 

quantificátio'n of bacteria! biofilm farmation [1 O] where cells are first grown far 24 to 48 h 

without shaking in PVC microtiter dishes. Then the wells are rinsed with water and 

subsequently stained .~ith 1 % crystaLvioleÍfor 2Clmin; .This staining procedure allows 
' "' ' • ~' • - • '•'' ', .. ,',' '·-• '-•' e;. •, • < ,. ;. ; -

the visual.izati·~D;~it~i:%;~¡~\~~;,~,~~~~~!~~~~¡~~;;~~j~:~~~i~~g.:~;~;.rface as such cells are stained 
purple w1th crystal ':v1olet/'i',whereas1tab1otic';surfaces are not stained purple. This 

technique ha's '.~f§~~r;{t~'.··~~~~~:8!~f~J~;.t~[·i·$:;:'~1~.~,l~tmF.·~f mutants affected in biofilm 

formation in Pseudomonás;f:{éruginosa;'.F?,seUdoinonás fluorescens, and Escherichia coli 

r15• 16• 171 ?':{;:0.t<t;~i~~Jfa~;)t~·¡ .;~flX"~'i~).·;,>;··1 .. , · .. ·. 
Previóus 'obse'fvatioris:[9;• 5, 18/1'9] shówed that in most cases, highest amounts 

~ ,- - --~:.\ .. ~!/ .. :.:r~;;J:_:(;tti;~-(~~\r:.;;<{f:\::r~~;~(:_.;;:;~~'.:~_;\ .. :~ ,_,/.::. __ _., ·-.. , ~ 
of formed b1of1lm,are~f()und;at;the air-liquid interface. A probable role of oxygen was 

suggested, ho;,.J~~;tg-¡;·'~'~~e~~~~~tal, data wás provided. In this communication, we 

report on the kirietics c)f bi·;·film formation of static cultures grown under aerobic or 
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anaerobic growth conditions. Our results strongly suggest that under anaerobic growth 

conditions Escherichia coli cannot farm biofilms. 

2. Material and methods 

2. 1 Bacteria/ strains and growth conditions 

Escherichia coli l./V}tJQ·[F lam-/n (rrnD-rrnE)1 rph-1] was used throughout this 

study. · Genetic cr~s~~~;c;G~fog bacteriophage P1vir were carried out as previously 

described [20, 21]. Far overnight (ON) cultures, an isolated colony was inoculated in 3 

mi of LB [Luria Bertani medium (20)] supplemented with 100 mM 3-(N-morpholino) 

propane sulfanate (MOPS) and 0.2 % glucose (LB-MOPS) and grown at 37 C [22]. 

Starting pH of the media befare inoculation was 7.0 and after 72 h of growth was 7.4. 

Polyvinyl chloride dishes (PVC) microtitre wells containing 150 µI of LB-MOPS were 

inoculated with cells from an ON culture (starting ODsoonm = 0.1 ). When spent media 

were used far bacteria! growth, two sequential centrifugation steps at 14000 g and a 

0.45 µm filtration step were performed befare re-inoculation with bacteria! cells. Growth 

curves'iwere c:letermfnkd'by measuring the OD6oonm· Far anaerobic growth conditions, 

Gas-Pak sy$t~¡,,~ {Bsl.. Sparks, MD) C02 jars were used following the manufacturer 

instructions.' 

2.2 Biofilm aSSéjYS 

Biofilm ~~s~ys were carried out at 37 C using 96-well, non-tissue culture-treated 

PVC dishes (C.~~tar, q~mbridge MA) as previously reported (10, 12]. Every experiment 
.»·:;··\ 1.l-LF'.:··,.~;: · · ··, :_r; : •. :--.,:-,·, · .. '· · , i .I __ !,c . . · . '.. -. 

was performéd',' in triplicate at least three times to confirm the results. To prevent 
, .. i<. . ·i'_. ·. ' . ":..' ~<\ . . 

evaporation, rriicrótifre dislÍes werecovered with a plastic box. Visualization of attached 

cells was perfbffli~d ;b'y-~e1rii6vin~$/~ ~~11 culture, staining the wells with 1.0 % cystal 

violet far 20 miK·~~d:'rir~i~g"tH~''&e11~ three times with distilled water. Similar results 

were obtained when non-distilled :water or fresh LB medium were used for rinsing. 
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Quantification was carried out spectrophotometically at 90s9onm , eluting the attached 
._.·_:·- ·-:" - : '"::., :l ·:· - :--.··<_!~--- . ~-' .- , . . 

crystal vi~l,~Íw'itti'a solution 80% ethanol 20% acetcm~,(8]. Standarq_ Deviation-(SD) 

was ·c;a~r·f~d~~·~t fc>r three independent experiments;. ·M~tÍlit~ assays were performécfon 

tryptorie(1:~6/~) NaCI (0.7%) glucose (0.2%) agar (0:3%) plates as previously des~ribed 
[23] .. 

/.'..;:::: 

2.3 Etliano/oxidoreductase assays 

Cells were disrupted by_ sonication in án ice bath, and the centrifuged extracts 

were assayed for enzyme activi!y at 25ºC as previously described [24]. The assay 

mixture (1 mi) consisted of 1.6 M Ethanol, 0.3 M potassium carbonate buffer (pH 1 O.O), 

and 0.66 mM NAO. The formation of NADH upan enzyme- addition was monitored 

·· spectrophotometrically at 340 nm. 

3. Results 

·. \ . ·: .·' . 

3. 1 [¿scherichia co/i cannot .form biofi/m, whengrown under anaerobic conditions 
' ,,, ' , ·'-···. ·-:.' . . ·- . 

Previous studie~~bf1';'¡j~'étJ:~j~f bibfÍlriit6;mation have been focused on the aerobic 
.. :\-:· ·, ·-'.·.'; :~.:~/ .. '~,-";·.~ -::·_>:.:;'.: -~~;<:> t::~\~'.·{<\:i-i ~;: .:~~;:·:-:~:~-:: :; ·:_:_ .,,··,-:_:_·.: .~ 

biofilm formátiontafter~24für,;48.~b'[JO]lflri arder to shed light on the kinetics of biofilm 
:~ :~;:.r-~·\i~}:~;-ú.~i~:;~; ·::::~-;f;-~~:,'~~e~,;::~{::.;·-~~?·~:f~~\i_:-~-.JI{'.':" ~ .\ -- . 

formation we.~~cul!ff~~d;~g;~séoli~W3f1p;,.strain in LB-MOPS under both aerobic and 

anaerobic gro~k6óhcifodri~':f11' PVC iliicrotiter dishes and the formation of biofilm was 

monitored at different times of incubation. As shown in Fig. 1 C, biofilm formation was 

evident after 8 h of incubation as a purple ring (after the crystal violet staining) at the air

liquid interface in aerobic static cultures. By contrast, no biofilm formation was observed 

in anaerobic cultures at the same times of incubation ar even after 72 h (Fig. 1 D). lt is 

important to note that under both growth conditions, strain W3110 reached stationary 

phase after 15 h (aerobically) and 25 h (anaerobically) (Fig. 1 A and 18). To test if our 

observations were true far other wild-type E. coli strains, we tested strains MC4100, 

MG1655, and MC1061. In all cases, biofilm formation was not observed under 
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anaerobic 9rowttr'conciitiahs .·(data not stíaw11'r::: -fh·~~e ··r0~~1ts strong1y suggest that 

under our. expe;iment~I coriditions, the prese'rí;c~ (}i''6xygen. is required far biofilm 
.o=-~· •. '(':':-~ ·- ,-,o,' .::~- ¡ ,-- • r 

farmatiórl'irfE'.~601i;~ ,, · 

' ·_" .·. ·;._ .. · ·: :. 

3.2 Is tHe·d~pletion of oxygen a detachment signa/far E. coli bi~films? 

As.itwas shown in Fig. 1C, maximal amounts of biofilm farmation were.observed 

around 24 h of aerobic incubation, then a marked decrease in the amounts of biomass 

of farmed ·bi~film \vas evident. This phenomenon is difficult to explain in, terms of 
. . ... , ,~-: ,· .·. ' -,: 

deficienr attachment properties ar. a decrease in the growth rate becaÚs.e the biofilm 
. . . : . . ~'. >'.·:, ;_<;;~~-,~?~~-;:.:·.:·~!-::':-::' 

observad after cfystal violet staining is normally the result of a cumulative process. Our 

results would mean that biofilm is detaching from the well~:·~¡~~~1·~'~¡6~~ain period of 
· \_ .. ~ _;;:};-J 'fl~g'.:N""~~;~: ·, .~:·: ,. · 

~incubation. One possibility is that cells are detaching fromH~~·.wells in response te) 

starving conditions, to test this hypothesis we added 0.2% 91u~o~el"orfresh LB-MOPS to 

aerobic cultures grown far 24 h, in both cases, the kinetics of bicifilm displayed in Fig. 1 C 

was not altered despite the .fact .that the growth was reinitiated (Fig. 1 A empty and fi!led 

circles respectively);, •. ;;)::>.re.vious studies have shown that aerobic cultures reach 

anae;obiosis aftér24'1Úi~t~bation even in shaking flasks [25). Then, probably, anoxia 

is a detachment ~ian~l'/6t. bi~film farmed by E. coli. To test this hypothesis, we 
• ___ ,_>.• ~ .. ·;-:tt~tt_1~::;ff!:J¡~/:'~~~;t~t~f.:-,(- . ~ 

incubated strain W3HOfor.12 h in LB-MOPS medium under aerobic conditions (well 
-~; :·'·:· ·'. ·\~)~'::;·~fiJ~~:~~~J.:1;!:·1.~)Kf:'r(.· i: ~:\' -,:- -~: : · 

inside into the biofilrn-farrryirig .:;;t¡:¡te; Fig. 1 C) and then we transferred the cultures to 
<-:· '>~:,.:.::{~~:?!H~~~~~rq~w:·i.s.~~:,~i'~,:J~~~~-~-----::z...,t -.. ~. ·· - -· -

anaerobic conditións',for4; 8; 12 or24 h (Fig. 2A). After 4 h of anaerobic incubation, the 
· " · . ~:. ~ -·~;. ~:~r .;·.' :·;;(-{-'-»· ·. ·~ :· ~:l --'~-!- :;';'1\ -,~-~.'.f_,-,, ~~ :.:'"" -·:.·. 

amount of attaéhed biofilm decreased dramatically by 40% as judged by the abrupt 

decline in cry~t~{J(b1~t, s¡~inin~ (Fr~_:;¡);'A ~0% decrease in biomass of farmed biofilm 
- - . . . . - ' ... ·-.;' . •. ·. ,..-. :, . .;-.-;7 ;._ ~ 

was observéd;~fter 24 h of anaerobic incubation (Fig. 2A). As a control experiment, 12 

h aerobic c~lt~res were transfe~red tC> ~~;~h PVC wells and incubated anaerobically. We 
.:z'~-~- s_ .. ~_p"fi'.U~' ·. - · 

observad no biofilm farmation urider anaerobic conditions starting from the 24 h 

aerobically growri cells even after48 h of anaerobic incubation. On the other hand, 

anaerobically growlng W3110 cells were transferred to aerobic conditions and biofilm 

farmation was monitored. lnvariably, biofilm formation was observad after 2 to 4 h after 

the shift to aerobiosis regardless of the growth phase of the culture (Fig. 28). Taken 
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together, these results may indicate that lack of oxygen rnaY:,be é3,,~,e,ta_qor:rient signa! far 

E. co/i formed biofilms. 

To further explore whether under our experimental conditions, anaerobiosis is 

reached around 24 h of aerobic incubation, we determinad the AdhE (NAO+ ethanol . 
oxidoreductase) enzymatic activity of strain W3110 at different times during the aerobic 

growth c~1cle. AdhE is an Fe2+-containing oxidoreductase that suffers Metal-Catalyzed 

Oxidation (MCO) inactivation [24, 26], so that AdhE is inactivated upon exposure to 

oxygen. Thus, AdhE activity is a useful monitor of the oxygen presence in the cultures. 

As shown in Fig. 3, AdhE activity was heavily induced only after 18-24 h of incubation, -

suggesting that under our experimental conditions, anoxia may probably ~e reached 

around this period of time. 

3.3 Biofilm formation under anaerobic growth conditions in the presence of different 

electron acceptors 

In the absence of oxygen, Escherichia coli can use different electron acceptors 

such as nitrate, nitrite, DMSO (Dimethylsulphoxi.de plus molybdate) or.fumarate (25]. In 

arder to test whether the electron transport chain is involved.in the biofilní''tc;'rmation of 

E. coli, we incubated W3110 cefls aerobicafly or anaerobicafly in the presence of nitrate 

(40 mM), nitrite (5 mM), DMSO (40 mM + 0.1 mM molybdate) ar fumarate (40 mM). In 

all cases, aerobic biofilm-formation was similar to that of LB-MOPS only cultures (Fig. 4). 

In the same way, anaerobic cultures supplemented with any of the different electron 

acceptors showed impaired ability of forming biofilm under anoxic conditions (Fig. 4 ). 

These results indicate that regardless the final electron acceptor, Escherichia coli is 

unable to form biofilm under anaerobic growth conditions. 

3.4 Search for extracellular molecular signals that may be affecting biofilm formation 

under anaerobic conditions 

·,, 
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lt is now widely accepted that cell-cell signaling in sorne ,,:¡icroorganisms is an 

important element in biofilm formation [5, 6]. Recently, it was reportad that E. coli 

produces exfraccellular signals that may participat~ in quorum sensing and biofilm 

formation [12, 27, 28]. We then reasoned that the lack of biofilm formation under 

anaerobic growth í:onditions could be due to a failure in producing these molecular 

signals. To-.test thi.s hypothesis we mixed anaerobically grown cells pellets (48 h) with 

spent media froITi',~'24 h aerobic LB-MOPS culture (already in biofilm formation state) 

and incubatS'd tlÍe mixture anaerobically for further 48 h. lf there were a molecular 

signa! in the:fiierbl:>ic supernatant, this would promete biofilm formation under anaerobic 

conditions,: As shown in Fig. 5 no biofilm formation was observad under these 

conditions. Similar results were obtained when cell pellets from anaerobic cultures were 

incubated with anaerobic supernatants or fresh LB-MOPS medium and incubated 

anaerobically (Fig. 5). These results suggest that no promoting molecular signals for 

biofilm formation were present in supernatants from aerobically growing cultures that 

could induce biofilm fo1 mation under anaerobic conditions. 

On the other hand, it may be possible that an extracellular signal produced under 

anaerobic co'nditions is preventing the formation of biofilm under these conditions. To 

test thi~ possibHit~.;.we mixed aerobically grown- cells (24 h) with anaerobic spent 

mediu~ frolTl'4é''ii'-6uHures and the mixture was .incubated ~~robically. lf there were an 
e • - : -,_;·.:·:~', ·'.5·.-;:~';·;/;\.':;.t~~~,r:7:<:,\!.'.::1~_,· .. · 

inhibitory signa! in the anáerobic supernatant, a decrease in aerobic biofilm formation 

would be ~~~~hf~~~~· 'A~ shown in Fig. 5, biofilm formation was not affected by the 

presence of ~~ ~~aerobic supernatant. These results indicate that no inhibitory signa! is 

present in the anaerobic spent media that prevents biofilm formation. lnterestingly, a 

marked decrease in biofilm formation was observed when supernatants from aerobic 

cultures are used regardless the origin of the cell pellets (Fig. 5), suggesting the 

presence of a signal(s) molecule(s) that interfere with this process. This is in good 

agreement wilh previous results [12]. 

3.5 Swarming motility under anaerobic conditions 
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lt has been reported that swarming motility and flagella are required far the early 

stages of biofilm development in E. co/i [9, 15], consistent with this, fliC, flhC, flhD, motA 

and motB mutant strains are severely defective in biofilm formation [9]. We wondered 

whether the' reason far the lack of biofilm formation under anaerobic growth conditions 

was the result of a detective or null motility ar a detective flagella production. Therefore 

we t~~ted the motility ot strain W3110 on swarming plates supplemented with .0.2% 

gluctSse under aerobic ar anaerobic conditions. As shown in Fig. 6, normal levels ot 

motility were exhibited under anaerobic growth conditions. Mutant strain ZK408 (f/hC) 

detective in the synthesis ot tlagella was used as a negative swarming control (Fig. 6). 

Our results indicate that motility is not severely affected under anaerobic conditions and 

that the failure in biofilm production is not due to an impaired motility. 

4. Discussion TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

.; 

The importance of bacteria! biofilms has been highly recognized by their negative 

impact on medical, industrial and environmental settings. Molecular studies have been 

tocused on the genetic determinants ot biofilm farmation in different bacteria! species [4, 

8, 17]. Mutants affected in type 1 pili farmation or motility are severely impaired in biofilm 

tormation [9]. Other genetic determinants affecting biofilm formation include rpoS, hns, 

rfa and dsbA [12, 13, 29, 30, 31]. lt is widely known that biofilm tormation is affected by 

environmental conditions and physical factors such as pH and nutrient availability. 

During the first attempts to develop a method far the study ot biofilms, Pratt and Kolter 

(9] observed that Escherichia co/i-formed biofilms were evident as a ring only at the air

liquid interface suggesting an important role far oxygen in the farmation ot biofilms. 

lnterestingly, the same pattern of biofilm formation was also observed in Pseudomonas 

aeruginosa and Vibrio cholerae (1 O, 32]. 

In this communication we demonstrated that E. coli cannot form biofilm under 

anaerobic conditions on PVC microtiter dishes. Probably, this may explain why biofilm 

is farmed as a ring mainly at the air-liquid interface ot a culture. Why is oxygen required 

far biofilm formation in E. co/i? Several lines ot evidence point to suggest that oxygen 

per se is essential. First, apparently, no extracellular signals produced either aerobically 
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ar anaerobiC:allY'modifythe ~m~urits·Óf ·bicitil~ 'iormation. under a~aerobic conditions. 

The use ofaer~bic ofahá¿robicisp~~t'rri~dia ~uggested that no signals are involved in 
, .. " -. '."~ ;_'. ·'-~:i~~~,+~H,_o~~- t,,-~:~~~;:~~~,.;~~·~-~',~fe;'.~~1°~':(;~:,,~r;~:?_/~ '-=.-~. :.: 

this procéss (uriless;',tliere\·'iif!'a".c>xygén:'.sensitive .negativa signa! produced under 

anaerobic ··co'rí'dfti~~t;.~·Fi~1;;:·5y':''s~~Ó~d. aerobically growing cells (and in a forming-
. --- . ·.' ,_-~-.·~-'. ;\i':~~:~-;~.~;~>-:_:~:>:- :. . : .:~ :~~ ·; ~ :· -~:-.. _:.·: '· -·., 

biofilm status) 'stí:fp";·biofilm'formation and/or start biofilm dispersa! after a shift to 

anaerobiosis(r;=i~.i,2'>:, Third, the respiratory system is not involved in this process since 

the prese'n~et~l·füternative electron acceptors such as nitrate, fumarate, nitrite and 

DMSO-moíy·b~~te did not support biofilm formation under anaerobic respiratory 

conditions (Fig'; 4). Fourth, motility, an essential requirement far biofilm formation, is not 

severely affected by the absence of oxygen (Fig. 6). 

Availability of oxygen is critica! far triggering the synthesis of a high number of 

proteins in'{.olved in the aerobic or anaerobic metabolism. Our attempts of selecting a r..... -~_ .. ·;--..! \ ;.; ___ . .,..,.. __ :· --~,_-,._ 

mutant;with the ·ability toJorm biofilm anaerobically were unsuccessful. This result ma/' 

indicate thai ~Íther· ~) t'tr~)~él,~ responsible for a negative signa! far biofilm farmation 

under anaerobic conditions is .essential or 2) oxygen is essential far biofilm farmation. 

Our results cannot rulei,oÚÚany of these two possibilities. 

Severa! polysacch~~id~ lyases, proteases and nucleases may be participating in 

the detachment proc:.~~~g{3j]: lt would be very interesting to study the pattern of 
. -~· -· '',' ,.,., ... 

expression of thej¡E)q~s;~~ncoding any of these proteins under aerobic or anaerobic 
'"'=-·: .---~~-·-.:.- "'.'. ·: , __ ,__ ; 

growth conditions,/::::~iffi·i',':?; 

To our,1,,~ho'~j~~ge, this is the first time that a chemical element whi~h is not 

essential for>Br6~th·i~·deÍnonstrated to be essential far biofilm formation. lt is important 
·.~ . ¡ :' . .. . 

to note that s.: coli is a facultativa organism that has a fast grow rate under anaerobic 

respiratory c;Onditions provided there is an alternative electron acceptor available. On 

the other hand, mostly-aerobic organisms such as Pseudomonas aeruginosa or 

Mycobacterium tuberculosis form biofilm in the same way as E. co/i. The essential role 

of oxygen. in biofilm formation in Escherichia coli becomes relevant if we consider that 

during the course of the dental plaque biofilm formation, where many strict anaerobes 

such as Fusobacterium nucleatum, and Bacteroides forsythus require the previous 

attachment of an aerobe or a facultative organism to start the formation of biofilm [34, 

35]. Experiments are under way to determine whether extracellular signals present in 
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anaerobic cultures of dental plaque farming orga'nisms can induce biofilm farmation in 
•· . , ·•- _.., .• ,,.,,;, Cf."-· •• •'- .•. -- ·- ' 

Escherichia cÓ!i in the a·b~ence of oxygen. . .. .. . . .. ·.·· . 

Rec~~Uy, Ren et al. [36] identified an exogenously prodUced fúranóne compound 

as a negative signal of E. coli biofilm formation, we cannot rule out the possibility that a 

similar compóund be involved in the negative regulation of biofilm farmation under 

anaerobic conditions. Alternatively, the presence of sorne surfaoe polysaccharides 

lyases or adhesins may be genetically regulated depending on the availability of oxygen. 

ExperimentS are under way to test this possibility. lnterestingly, an alginate lyase 

-homologue gene (ycbN) is present in Escherichia co/i. The key enigma highlighted by 

this study is the essential requirement far oxygen in the process of biofilm formation. Our 

unsuccessful attempts to isolate a mutant that lifted the oxygen requirement led us to 

think that oxygen may be a structural part of the biofilm complex constitution. 
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Fig 1. Growth curves and biofifm formation of static cultures of Escherichia coli 

W311 O at different tirries oUncubation under aerobic or anaerobic conditions. E. coli 

cells were .culturad at 37 e inL8-MOPS media aerobically (A and C) or anaerobically (8 
•. ~. • • . . y.> . • . ' . . 

and O) on J=>X.Cmicri;:¡titerdishes. Crystal violet biofilm detection assay was performed at 

the indicat~d-'i'i~~s';(t~nd O). Quantification of biofifm formed under aerobic (C) or 

anaerobic~i{D):'cbílditions is shown. Standard Oeviation (SO) is shown in the graph 

(n=3). O~~~~rbitr~ry unit corresponds to the OOsoo nm at the start of the curve (Time = O). 
'/ ...... ·_. ,,, 

The growth,curves of aerobically (A) or anaerobically (B) growing cultures are shown. In_ 

A: Fih~~':'squ,~res: W3100 in L8-MOPS medium. Filled circles: L8-MOPS medium but 

supplerri~~ted with 0.2% glucosa at 24 h (arrow). Empty circles: L8-MOPS medium 

supplemented with fresh L8-MOPS medium at 24 h-of cultivation (arrow). In 8: Empty 

squares: .LB~MOPS medium. Empty circles: LB-MOPS medium supplemented with 

nitrate (40 mM). Empty triangles: LB-MOPS medium supplemented with glucosa 0.2% 

Fig. 2. Biofilm formation after a shift from aerobic to anaerobic (A) or from 
,. : t . ·, -:. '': 1 -

anaerobic to aerobic culture conditions (8). A 12 h ~8-MOPS fl~robic culture was 

shifted to anaerobic condiÜons. 8iofilm formation was monitored befare (a) and after 4 h 

(b), 8 h (c), 12 h (d), and 24 h (e) of anaerobic growth. lnset: crystal violet stained wells 

of a ·typical experiment. Graph indicates the percentage of remaining crystal violet 

attached to the wells. 100% corresponds to the OOsgonm of a 24 h aerobically grown 
• . 1···"' 

culture. Bars indi~E:tt{§p (n=3). 8) Crystal violet stained wells of a typical experiment of 

a shift from anaerobic to ~lerobic culture conditions. 

Fig. 3. AdhE specific activity of strain W3110 during aerobic culture conditions. 

Cultures were grown in L8-MOPS and incubated at 37 C. Samples were removed at 

the indicated times and the AdhE activity was determined. Bars indicate SO (n=3). 

Activity is reportad as nanomoles of NAOH produced per minute per milligram of protein. 
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Fig. 4. Effect of the. pr~~ence of differenLelectron acceptors on the biofilm 

formation in cultures ofstraincW3.11 O grown áerobically or anaerobically. Crystal violet 
r ,_·-~- ··~---:e_- .. _-_,. .. _____ '-~·-:~~-._ .. ;-·_._._>:_-- -'-~,.c-~-~Et.~_i::-~----_·_ __ _. - '. 

assay was¡-pérfornied iñ~wélls~ofstatic:cultúres of 24 h (aerobic; right panel) and 48 h 
; .'.::-,--~~-")~¿.\:)..:..:;:.:~:-~.::.~~-- . .:<· . ,;~, · .• - ._·_,_ ...._\--;_~< -~-- -::> ·--'<.: :: 

(anaerobic;· lefFp~fnél):;ceHsweire grown in '.the: presence of nitrate (40 mM), nitrite (5 
-·,_~ -'.. , , :-_>;-_ :< >.---~' ->-·J_=; ,~-~,:~:_·,_:_:~:F-.!.~-r'~~,_:--r~\~~'.-.-- --: :--~---;¡.:_ ~--:~-t~ · ~>-" ·<- ;·_-__ : · ~-, 

mM); DMSO (4ÜmM +Ü;1 mM molyb'date) or fumarate (40 mM) as indicated. 
-L.- -. . -_ ... - -- .. ___ -·-: .. ~~:t::1'.1:.'~ _·".'.;~.- : 

·.:~<: ~-i_~~~-' ;--~'=L-o-~·~:'. ·: -~~. ~-::~~-~¡ó __ ~~---:c°' 
Figo;5.·:o,~(f~cJ;.9f..?Jf!~r,~9J..sP.~,íÜJl1edia · or f~esh LB-MOPS on biofilm Jormation by 

·(···.;,.:-/"" ;i·:',;.':":··;:.i;{·:·-,~"~1 :' •• :'.~-<!'_~- :: __ ,.:::.·.t .. ',;,.-... · ...... : ;i•. -·~ ·-.~ . 

E. coli. lnset:·crystal vióleFstainiiig df PVC wells where-cell pellets or supernatants from 
.:~.<~:t:.- o--.:<· .. >:~:~!::.~:~<~·'::i!tJ)i;i(.'·~>-·_>".":,:~ ··. -~-· ; . t ~'fS,_<:;- &)_,_ . _. " 

24 h aerobip(ci)d:ir,{4f~t)i.anaero.bic .. (b) were ha.rvested .. Mi?<tUrE}_of c_ell_pellets with 
• -. ,;~·~,~~:-:).';..~;'-~l!:t~\IJI::.~t,'.~. -~:-~-/-~:·{·~· i:·.:·-,-::_~: >-~ ;,: ~ ,~ ~."''f i·r: :_ oF; ·, -: ";.:--·'.:f.'~);-,.: .. ~.-..\~·./ i:'·. ··: . , , 

d1fferent supernatants was carried out as indicated; Biofilm;form~Mn was quant1f1ed 

after furthJr"'2~h''·(~~-robic, +02, top row) or 48 h (an~~r~bib~\ó~.· 'bottom row). The 
.. ;. ···1-;" : 

experinieritwas repeated at least three times with similar results. Results from a typical . .~ 

expE!riment are shown. 

Fig. 6. , Escherichia c_oli Sl¡Varming motility assa~k u'nder aerobic or anaerobic 
,, . . . ·r¡ ... -1· .::• • ' 

conditions.Strains W3110. (wild-type) and ZK408 (flhC) were spotted onto soft tryptone 

motility plates supplemented with 0.2% glucose and incubated under aerobiC:, (+02) or 

anaerobic (-02) growth conditions far 8 h and 12 h respectively. 

- ··-.... , ,.,,. 
, ;r .. :. 
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6.2. Capítulo en "Microbios on line" 

COMUNICACIÓN ENTRE BACTERIAS 

Maritrini Colón-González y Jorge Membrillo-Hernández. 
Laboratorio de Microbiología y Genética Molecular. Departamento de Biología Molecular y Biotecnologla. 
Instituto de Investigaciones Biomédicas. Universidad Nacional Autónoma de México. Apdo. Postal 70-
228. 04510 Coyoacán, D. F. Email: jmh@biomedicas.unam.mx 

INTRODUCCIÓN 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 

Uno de los paradigmas más grandes en la microbiología es la concepción de la 

existencia de las bacterias como organismos asociales, cuya única actividad era 

dividirse para generar una nueva bacteria, cada una, idéntica a la otra. Sin embargo, 

desde hace más .de 60 a.ñas se ha sugerido que lejos de esta conducta aislada, puede 

existir uná corlddct~ b~~t~riana en grupo, la cual sigue la norma "la unión hace la 

fuerza". P~ro ::si .las b~6t~rias realmente pueden tener una .conduCta como grupo, 

entonces se:ha~ci;~Jtes~ria la existencia de un sisteni~;ci~'hürii~rÚca~iÓn e~tre ella~. a 

través del <¿J~¡: pGeda~ "vot~~ y decidir" que les ~<Jll~i~g~ ~~ ~ciiuar ~n· grUpo para 

conseguirlo; 
• - l' ~ 

En 1962, McVittie y colaboradores, s'ugirieron I~ posibilidad de esta forma de 

comunicación durante el proceso de formación <de1·büer60! f~ubÚfero en Myxococcus 

xanthus (McVittie, 1962). A ellos •. sigtlió, la.·~~id~n~Í~'¡'.fü~ ,' una. posible molécula 

señalizadora en Neumococos, la cual.~ral.ibe~a·d~.;~l;~;ed.i~~~h un~ manera dependiente 

de densidad celul~r Y.~ I~ ~~~.-~~1~q}8;~~r~?Ipg'.~~~i;r+;~~~.~0~,gi:por el cual este organismo 
incorporaba DNA.'exógenci;: llam~doX:0cOmp.et'~'ncia;·i1tffaclefido una analogía de este 

sistema de rK~~~~l~f i~~;~~~é~¡~~·~ThF~1~~li~\~~~r~M§;kuP•riores. 
De esta fáfM'cl~~~ltJeron identifi2ar1ci6ótro~ m~canismos similares que comprobaron 

que las bati~~;~s'. se comunican entr~ ~l. que tienen "voz y voto" y que pueden unir 

esfuerzos para llevar a cabo funciones de las cuales se beneficien en conjunto. 
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"QUORl!M SENSING" 

En 1994, Fuqua y colaboradores usaron el término "quorum sensing" para describir 

un fenómeno dependiente de densidad celular (Fuqua et al., 1994 ). Este proceso esta 

basado en la producción de moléculas que sirven como señales cuya concentración 

depende de la densidad del organismo que la produce.· Uña vez que estas moléculas o 

autoinductores alcanzan el umbral de detección, inducen diferentes fenómenos en la 

célula. 

Existen diferentes formas de comunicarse con las demás bacterias; .;básicamente 

est?s ~e: 1 agrupan en dos: una es ra comunicación .. vía péptÍdos'y la otra es ra 
, ~ ' > J ' . 

· comuni.cadón a través de acil homoserina lactonas, lenguajes usados por bacterias 

gram positivas y proteobacterias respectivamente (Kleerebezem et al., 1997a; 

Lazazzera y Grossman, 1998), ambas moléculas son llamadas autoinductores. 

MECANISMOS MOLECULARES DE SEÑALIZACIÓN CÉLULA

CÉLULA 

A) Lux 1 - lux R 

El proceso de "quorum sensing" fue observado por primera vez en Vibrio fischeri 

(Hastings y Nealson, 1977) una bacteria gram-negativa que vive como simbionte en 

algunas especies animales marinas. En ésta relación el hospedero provee nutrientes a 

la bacteria y la bacteria a cambio genera luz que sirve al pez para atraer presas, alejar 

depredadores u otras actividades. 

Engebrecht y Silverman (1984, 1987) demostraron que se necesitan de dos 

componente~ reguladores para dirigir el proceso de biolumniscencia en Vibrio fischeri, 

estos componentes son Luxl, que cataliza la producción de la acil homoserina lactona 

(acil-HSL) y LuxR, un regulador transcripcional que al unirse a la acil-HSL activa el 

operón de luciferasa . 
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La comunicación. entre prot~Übé]ct.erias se ,lleva a cabo mediante homólogos del 

sistema Luxl/Lu~R~X e~te sist{;311)ª ~an~nic;ode V. fischeri se ha encontrado en más de 

25 espeCies-"(F~q-~~~i¿p;t~·iX~9·6~~is~~~ler, 1999; d~ Kievit e lglewski, 2000; Miller y 

Bassle~ 2o~t ~ha~'~tf~/.-:\19.97). L~smoléculas que actúan como palabras son las acil 

homo~eri·~~-(f ~¿t~~~~Vi~qUe se difunden libremente a través de la membrana y se 

acumulan.:a alta densidad celular. El cognado para Luxl es LuxR, que reconoce al 
_c-·.-----._T __ -_, •• ,,' •-

autoinduck>r y se activa regulando la expresión de diversos genes (Fig. 1 ). 

Autoinductor 

Fig. i. La proteína sintasa Lux 1 cataliza la producción de moléculas autoinductoras que difunden 

libremente por la membrana y cuya concentración aumenta con la densidad celular. Una vez que estas 

moléculas pasa11 el umbral de detección se unen a la proteína LuxR que en complejo con el autoinductor 

actúa como regulador de la expresión de ciertos genes. 

B) Péptidos 

La comunicación entre bacterias gram positivas se lleva a cabo a través de 

oligopéptidos modificados que al igual que las homoserinas lactonas, son excretadas al 

medio en forma dependiente de la fase de crecimiento. 

Una vez que los precursores de los péptidos son sintetizados, estos son procesados 

y modificados para obtener el péptido maduro, el cual es exportado mediante un 

transportador de la familia ABC (¿\_ TP-f}_inding-Qassette). La detección de estos péptidos 

se lleva a cabo mediante un sistema de dos componentes que transducen la señal por 

un mecanismo de fosforilación/defosforilación (Kleerebezem et al. 1997b; Fig. 2). 
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Fig.2. El pre-péptido sintetizado es modificado y posteriormente exportado por un transportador ABC, 

Ja acumulación del péptido señal responde a la densidad celular, una vez que pasa el umbral, es 

detectado por un sistema de dos componentes que mediante una cascada de fosforilación activan 

proteínas que regulan la expresión de genes blanco. 

C) Vibrio harveyi como modelo 

El ,quorum sensing fue originalmente estudiado en la bacteria marina Vibrio harveyi 

(Bassler et al. 1997). V. harveyi es una bacteria muy relacionada a V. fischeri, pero ésta 

no vive como simbionte y se le puede encontrar en forma de vida libre en las aguas 

marinas. V. harveyi usa el sistema de quórum sensing para controlar bioluminiscencia, 

sin embargo ésta no sólo emplea un sistema canónico LuxR/Luxl (Bassler et al. 1993, 

1994a,b). >Además de ello posee un circuito de quórum "mixto" con características de 

bacterias gram positivas y gram negativas. Al igual que las bacterias gram negativas, 

utiliza acil-HSL como autoinductor, pero ésta es detectada por un sistema de dos 

componentes similar al que poseen las gram positivas. Además se ha encontrado un 

nuevo sistema de quórum sensing que permite la comunicación entre V. harveyi y 

bacterias de otras especies, tanto gram-positivas como proteobacterias .. 

V. harveyi produce dos autoinductores denominados Al-1 y Al-2 (Bassler et al. 

1993, 1994a). Al-1 es una acil-HSL, (Cao y Meighen, 1989) cuya síntesis depende de 

luxM (Bassler et al., 1993). LuxLM lleva a cabo las reacciones enzimáticas para la 
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producción de HSL a partir de S-adenosil-metionina (SAM) y laproteina acarreadora de 

grupos acil (acil~ACP). El segundo _autoinductor, Al-2 ha sido caracterizado como ·una 

furailona (S-chauder et al., 2001 ), cuya síntesis deper:ide de la proteína LuxS (Surette et 

al., 1999; Fig: 3). -

•.•.'•:' ' 

<> 
t 

o 
Lux LM 

Al-2 
Vilw¡ W (furanona) ww 

Vfl Vil 
~Vil V!/ 

Ww 

w 

t o 
Lux S 

Fig.3. Vibrio /1arveyi usa dos formas de lenguaje para comunicarse, una de ellas es entendida por 

otras especies, dicho esperanto bacteriano esta basado en un compuesto de furanona (Al-2), que es 

percibido por el sistema LuxP/Q; el lenguaje intraespecie se lleva a cabo por homoserinas lactonas, que 

son percibidas por el sistema de dos componentes Lux N/Lux U. Ambos sistemas activan mediante u.-.a 

cascada de fosforilación a la proteina Lux O, que en su estado activo (Lux 0-P) bloquea la activación del 

operón lux posiblemente vía una proteina intermediaria desconocida (X). 

Recientemente Chen et al. (2002) caracterizaron y determinaron la estructura del 

autoinductor 2 .• La estructura contiene dos anillos de cinco miembros fusionados, con 

un átomo de boro que forma un diester derivado de borato. La estabilización del Al-2 se 
~ ~:::-; ... ;' } ~'.·· . ' '. 

lleva a e.abo: por numerosas interacciones polares y cadenas positivas de LuxP que 

sirven para estabilizar la carga negativa del boro (Fig. 4 ). 
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Flg.4. a) Bioslntesis del precursor de Al-2 (DPD) a partir de SAM (S-adenosil-rnelionina) b) Slntesis 

de AJ-2 a partir de DPD y borato. Tornadas de Chen et al., 2002. 

O) El ~istema de comunicación de Myxococcus xanthus 

Las mixobacterias son bacterias gram negativas mótiles que colonizan hábitats 

como hojas secas, madera y otros ambientes (Reichenbach, 1993). Aunque las 

mixobacterias fueron originalmente clasificadas como hongos, hoy en día ha sido 

ampliamente aceptado que son bacterias especiales que tienen un comportamiento 

social complejo. M. xanthus libera antibióticos para matar organismos vecinos y al 

romper sus células utiliza esas macromoléculas mediante una amplia batería de 

enzimas hidrolíticas. La formación de cuerpos fructíferos es el comportamiento social 

más estudiado en ésta bacteria. Cuando células de M. xanthus estan deprivadas de 

nutrientes a una alta densidad de crecimiento (unas 100,000 células), empiezan a 

desplazarse a centros de agregación donde forman una estructura multicelular llamada 

cuerpo fructífero. Las células dentro de ésta estructura se diferencian de una forma de 

barra a unas células esféricas que son resistentes a diversos tipos de estrés como el 

calor y desecación, a éstas células diferenciadas se les conoce como mixoesporas. La 
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formación de cuerpos fructíferos probablemente ayuda a la dispersión de mixoesporas y 

asegura que las esporas germinen (Dworkin y Kaiser, 1985; Fig. 5). 

Se sabe que par la formación de cuerpos frudiferos se requiere a) limitación de 

nutrientes b) alta densidad celular y c) una superficie sólida. ¿Cómo es que las células 

de M. xanthus perciben éstas condiciones, se sincronizan e inician el desarrollo ocil 

cuepro fructífero?, ¿Córno se coordinan para desplazarse hacia los centros de 

agregación? ¿Qué señalización molecular se requiere para darle esa forma de pajar al 

cuerpo fructífero?. Experimentos con mutant&s afectadas en el proceso de la formación 

de cuerpos fructíferos han dado _gran información acerca del proceso de señalización. 

La observación inicial clave fue el hecho de que mutantes afectadas en un paso del 

proceso podrían sP.r complementadas por otra mutante afectada en otro paso y que 

., pudiera producir la moléculas faltantes de la primera, asi la complementación se 

debería dar sólo entre mutantes que tuvieran afectada la producción de señales 

diferentes (Hagen et al., 1978). 

Un grupo de mutantes (asg) se caracteriza por estar afectadas en el desarrollo 

temprano de la formación del cuerpo fructífero. Al analizar genéticamente éstas 

mutantes se encontró que estaban afectadas en la producción de una señal extracelular 

llamada molécula señal A Esta señal es liberada por una cepa silvestre al medio de 

cultivo después de aproximadamente una hora de que las células se encuentran en un 

estado de limitación de nutrientes (Kuspa et al., 1986). La molécula señal A al parecer 

es una combinación de dos actividades, 
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Fig.5. Establecimiento de un cuerpo fructífero en Myxococcus xantlws. Tomado de Kuner and Kaiser, 

1981. 

una sensible al calor que se ha identificado como una mezcla de proteasas y una 

actividad resistente al calor, que es. una mezcla de aminoácidos y péptidos, lo que 

apoya fuertemente que la verdadera molécula señal A son péptidos y amino ácidos 

generados como consecuencia de proteolisis extracelular (Kuspa et al., 1992). Al 

analizar el sitio de las mutaciones asg que afecten la producción de la molécula señal A 

se encontró a tres loci no contiguos: asgA, asgB y asgC (Kuspa y Kaiser, 1989). El 

gene asgA codifica para la histidín cinasa AsgA que tiene dominios conservados entre 

las proteínas detectoras de los sistemas de dos componentes en bacterias (Parkinson y 

Kafoid, 1992), con la única diferencia que al parecer no tiene dominio transmembranal 

(Plamman et al., 1995). El gene asgB codifica para un polipéptido de 163 amino ácidos 

con un domino de unión a DNA cerca de su extremo carboxilo terminal (Plamman et al., 

1994 ). El: g~ne asgC codifica para un factor sigma cuya actividad quizás sea afectada 

por moleculas como el ppGpp durante fase estacionaria de crecimiento (Hernández y 

Cashel, 1995). Probablemente, el papel de AsgA en la generación de la molécula señal 

A es servir como un detector de la señal de hambruna y transducir ésta señal a un 

131 



APÉNDICE 

regulador de respuesta (AsgB) quien en su forma no fosforilada actuaría como un 

represor de desarrollo temprano del cuerpo fructífero. Este evento podría permitir al 

factor sigma AsgC transcribir aquellos genes blanco. necesarios para la generación de 

la molécula señal A (Kaplan et al., 1991). El estudio de genes regulados por la 

molecula señal A ha l?uesto al descubierto un sistema de obtención y respuesta de la 

señal A que involucra a las histidín cinasa SasS y a su regulador de respuesta SasR, 

quien es un factor transcripcional de genes que especíificamente responden a la señal 

A. SasN es un regulador negativo de ésta respuesta (Yang y Kaplan, 1997; Fig. 6). _ 

Limitación de 
Nutrientes 

Proteasas 

AsgA 
AsgB 
AsgC 

t 

Percepción de 
densidad celular 

Aminoácidos 
señal A 

,. 
RpoN + RNAP 

Fig. 6. Sistema de comunicación celular en Myxococcus xantlws. 
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COMPUESTOS MICROBIANOS: MENSAJES MOLECULARES 

Para defenderse de organismos competitivos, muchas bacterias secretan péptidos 

que tienen actividad antimicrobiana (AMBs). En general, estos péptidos son ricos en 

cisteínas y de naturaleza hidrofóbica (Klaenhammer, 1993). Existen dos familias 

principales de péptidos antimicrobianos (AMP "~ntimicrobial feptides): 

A) Bacteriocinas 

Las bacteriocinas son substancias químicas con actividad bactericida de naturaleza 

proteica que son producidas por células procariontes y eucariontes. El término 

bacteriocina fue originalmente usado para definir a las proteínas antimicrobianas 

parecidas a la colicina producida por Escherichia coli, pero se diferencian por sus 

pesos moleculares y espectro de actividad inhibitoria (Pattus et al., 1990; Konisky, 

1982; Pugsley, 1984). El grupo más estudiado de bacteriocinas lo constituyen las 

producidas por bacterias láctico-ácidas. Las bacteriocinas encontradas en gram 

positivos son muy pequeñas y consisten de 30 a 60 aminoácidos, por lo que son 

denominadas bacteriocinas peptídicas (Klaenhammer, 1993; Nes et al., 1996). 

Existen dos grupos principales de bacteriocinas formadas por péptidos catiónicos, 

hidrofóbicos o antipáticos, que actúan rompiendo la membrana celular de las células 

blanco. El espectro antimicrobiano de las bacteriocinas va de un pequeño grupo de 

microorganismos relacionados y que compiten por el mismo ambiente {Oykes, 1995) 

hasta un amplio grupo de microorganismos que incluye especies no relacionadas 

(Casaus et al., 1997; Cintas et al., 1997). La clase 1 de bacteriocinas la forman los 

!antibióticos, mientras que la clase 11 la forman péptidos que generalmente no tienen 

modificaciones postraduccionales en los aminoácidos que los forman y que incluyen a 

moléculas producidas por bacterias gram positivas y algunas proteobacterias. 

Los lantibióticos constituyen una familia no común de péptidos con actividad 

biológica antimicrobiana, se cree que forman poros transitorios en la membrana (Sahl, 

1991 ), contienen residuos insaturados como dehidroalanina y dehidrobutirina, se 
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caracterizan por tener puentes intramoleculares tioéter (-metil), denominados 

lantioninas, formados por la adición de un grupo sulfidrilo derivado de la cisteína. Estos 

puentes determinan la estructura policíclica de lo$ !antibióticos dando origen a los 

grupos A (estructura lineal) y al grupo B (circular; Jung, 1991). 

Los !antibióticos del grupo A que han sido caracterizados son producidos por una 

variedad de bacterias gram positivas como: Enterococcus faecalis, Staphylococcus 

epidermidis, Baci//us subtilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivaris, 

Carnobacterium piscicola, Lactobacillus sake y Lactococcus lactis. Este último produce 

el antibiótico más estudiado: nisina. 

TESIS CON 
FALLAD.E ORIGEN i 

Fig.7. Estructura de la nisina (derecha) y la Z-nisina (izquierda), un derivado de ésta molécula. 

La subtilisina_ es un !antibiótico estructuralmente relacionado con la nisina, es 

producido por cepas de B. subtilis. Su biosíntesis es regulada de manera dependiente a 

la fase de crecimiento, muy parecida a la nisina, iniciando su producción durante la fase 

media a la fase tardía de crecimiento logarítmico y alcanzando la máxima producción P.n 

la fase estacionaria temprana (Gutowski-Eckel et al., 1994 ). La subtilisina además de 

actuar como antimicrobioano (AMB) también actúa como un péptido de feromona 

secretado, que induce su propia biosíntesis estimulando la transducción de señales del 

sistema de dos componentes en una manera dependiente de "quorum sensing" 

(Kleerebezem et al., 1997b; Dunny y Leonard, 1997). 

Los mecanismos reguladores para la secreción de bacteriocinas están basados en 

un péptido que funciona como feromona, designado IP (Inducer .Eeptide) que actua 

como señal para un sistema de "quorum sensing" y regula la biosíntesis de varias 

proteínas de acuerdo a la densidad celular. En Lactobaci//us plantarum y Lact0bacillus 
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sake se encontraron los genes IP-C11 e IP-673 respectivamente que producen IPs que 

dispar~'n'1~'~t6citciriiónde bacteriocinas (Nes et al., 1996; Andersen et al., 1998; Eijsink 

et a/;, 1996)'.Dé~tudios recientes han demostrado que algunos Lactobacilos producen 

máscf~:trj~'.f;~·¿teriocina. Se ha propuesto que los IPs inducen la producción de una 

serie clé>~é'ptidos antimicrobianos, que proveen a la bacteria de una mayor capacidad 

de com'petencia. Existe similitud entre los IPs y las bacteriocinas, ambos son p-éptidos 

catié:fnTcos, parcialmente anfipáticos producidos como pre-péptidos con una secuencia 

líder en el N-terminal que contiene dos glicinas, lo que sugiere que son procesados y 

transportados por el mismo sistema ABC (Eijsink et al., 1996; Hauge et al., 1998). La 

principal diferencia entre las bacteriocinas y los IPs es su longitud, la bacteriocina más 

pequeña esta formada por más de 30 residuos, mientras que el IP más grande 

conocidos hasta ahora esta formado por 26 residuos de aminoácidos aunque algunos 

péptidos más pequeños pueden funcionar como IPs (Diep et al., 1995). 

Los IPs son muy especificas para cada especie, aunque algunos de ellos tienen una 

identidad de hasta 44% (Brurberg et al., 1997). Las concentraciones necesarias para 

que lleven a cabo su función son generalmente menores a las concentraciones 

requeridas por las bacteriocinas, se han reportado con~entraciones de inducción de 0.1 

nM para L. plantaruf!I y L. s.ake (Diep et al., 1995; Eijsink et al., 1996) y del orden 

femtomolar para Enterococcus faecium (Nilsen et al., 1998). 

El sistema de transducción de señales usado para la síntesis de bacteriocinas es un 

sistema de dos componentes que cotranscribe con el péptido inductor. Las proteínas 

histidina cinasa encontradas en este sistema, poseen una secuencia muy conservada 

dentro de las proteínas de la misma familia que se localiza en el extremo carboxilo 

terminal {200 residuos) y corresponde al sitio de unión a ATP. El dominio amino 

terminal contiene residuos hidrofóbicos que podrían formar alfa-hélices 

transmembranales. Mientras que en la mayoría de las histidina cinasas poseen dos 

regiones transmembranales, las que se asocian a los IPs tienen de 6 a 8 (Diep et al., 

1994; Havarstein et al., 1996). Algunos estudios han demostrado que la especificidad 

para la feromona correspondiente se encuentra en el amino terminal de la histidina 
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cinasa (Havarstein et al., 1996) Debido a que se conoce que los IPs adoptan una 

estructura parciaL alfa~hélice en presencia de -solventes parecidos a membrana y 

lipos6ma~·(Ei}sl~k(6-Ya/,'1996; Hauge et al., 1998) s~ podría inferir que su interacción 

con la cinasa ihV6fUC:ra' üria interacción previa del IP con la membrana . 
. r; .. -:: :~~;~:,\~~~::~:(:{~~~:~~:rtJ: 

- ..... 
' :,~ : 1 '"' 

El sigui~rltá:paso en la transducción de señales es la activación de una proteína de 

uniÓniá';o~¡,;x:;b'\~gúlador de respuesta mediante una cascada de fosforilación, dicha 
. ·;··'»··, •' 

protelna ·.se 1.me rió arriba del sitio de inicio de transcripción de genes blanco. Esta 

proteína parece unirse corno dímero a secuencias conservadas en las regiones -40 y-

80 que posee repeticiones directas, aunque otros estudios han sugerido que se une a 

repeticiones directas en otro sitio, cuya localización se desconoce (Ris0en et al., 1998). 

Dentro de este mecanismo regulador, se puede esperar que exista transcripción 

constitutiva de alg11nos genes requeridos para la producción de IPs que a cierta 

concentración puedan disparar la vía de autoinducción, aumentando rápidamente la 

transcripción de genes requeridos para la biosíntesis de bacteriocinas. La regulación 

de la slntesis de bacteriocinas por densidad celular proporciona ventajas para poder 

competir en el nicho ecológico. 

B) Butirolactonas 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
El género Streptomyces pertenece a las bacterias gram positivas y tiene un ciclo de 

vida complejo. En las fases tempranas de crecimiento se forma una espora que 

germina para formar un micelio multinucleado, este proceso ocurre principalmente por 

medio de la extensión de pared celular en las puntas de las hifas. En repuesta a 

limitación de nutrientes se forma el micelio aéreo y las hifas que lo forman se 

segmentan en partes uninucleadas que dan origen a una nueva espora. Además du 

este proceso, Streptomyces es capaz de producir metabolitos secundarios, algunos de 

los cuales tienen actividad bactericida. Algunos informes han sugerido que estos dos 

procesos, morfológicos y fisiológicos podrían estar controlados por genes reguladores y 

compuestos comunes (Chater 1989a, 1989b y 1993). Uno de estos compuestos es el 
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factor autorregulador· denominado. Factor A (2-iso-capriloil~3R~hidroximetil-y

butirolactona) el cÚal induce la biosíntesis de estreptomicina y la formación de micelio -

aéreo én St~epl~,;,yces ~;iseus (Khokhlov, 1982). 

Hara y Beppu (1982a, 1982b) confirmaron que el factor A, inducía la biosíntesis de 

estreptomicina a u~a concentración de 10-9 M y que disparaba el switch para la 

formáción del micelio, otros estudios confirmaron que también controlaba la producción 

de un pigmento amarillo dífusible (Horinouchi y Beppu, 1992). Debido a los efectos 

pleiotrópicos que producía, las bajas concentraciones a las que actuaba y el 

requerímien!o de u~a proteína receptora específica, se consideró como una honnona 

microbiana (Khokhlov, 1982; Horínouchi y Beppu, 1992 y 1994). 

Parece ser que el factor A es producido por algunas células en el micelio en etapas 

tempranas de crecimiento y que éste difunde rápidamente hacia las hifas provocando 

así diferenciación a hifas aéreas, por lo que se considera un sistema análogo a las 

hormonas eucarióticas. En esta forma ei.factor A actúa como una molécula señal para 

la comunicación entre micelios cercanos estimulando esporulación rápida, que 

representaría una ventaja de supervivencia en el ecosistema, en contraste con el poco 

crecimiento observado inducido por limitación de nutrientes. La síntesis del factor A 

ocurre a través de dos vías, la primera es a partir del glicerol, derivado del metabolismo 

de carbono, y la segunda a partir de f3-ceto ácidos, derivados del metabolismo de 

ácidos grasos. Ambos son productos de la degradación de triglicéridos. Por otra parte 

existen una serie de moléculas homólogas al factor A que llevan a cabo procesos 

reguladores en metabolismo secundario y morfogénesis en varias especies de 

Streptomyces, cuyas moléculas reguladoras poseen un anillo y -butirolactona. 

La producción de la señal A, está a cargo del gen asfA, que se encuentra cerca de 

uno de los extremos del cromosoma linear (Lezhava et al., 1997). Por los estudios 

realizados por Horinouchi y colaboradores, (1984, 1989) se ha propuesto que AfsA es 

una enzima que cataliza la formación del factor A a partir de precursores presentes en 

Streptomyces, posiblemente glicerol y f3-ceto ácidos. Además, la producción del factor A 
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• - ,-. ·:· _··.··_ ,1.':'»; ··,;_:.-:·· ... ·~ .• ~:>-·~,~;"·,: .. ::·.:,_:>':-..:·:/·' >.. ':'.··- ;'. :~--~ -
fue inhibida en una forma dosis dependiente',' por: cerulenina, un compuesto que inhibe 

la biosíntesis de ácidos gr~sos·'io ·cüal ('sUgidje 'fUertemente que afsA cataliza l::i -

condensación de un glicerol (C-3):'y
0

~~·p~b~f6~á~ici6>(C1.o). . 

La proteína receptora dél factor A, es la proteína ArpA, detectada en la fracción 

citoplásmica de S. griseus (Miyake et al., 1989). El receptor une al factor A en una 

proporción molar 1:1' con una constante de disociación Kct = 0.7 nM, este valor· es 

consistente ~on;la'con~entracíón a la cual el factor A es eficiente in vivo (10"9 M) y es 

comparabl~'a I~ ~~centrada en algunos receptores hormonales eucariontes. Parece ser 

que el· faÓt~f'.~/~~r~cé de actividad de unión a la membrana, lo cual explicaría su libre 

difusión!~'· ~~~ft·s ~e las membranas del micelio sin la necesidad de un rec~ptor de 

superficiJ.{'~r¿A es una proteína de 276 amino ácidos con una masa molecular 

aproxi;,n~d~:~~e;29.1 kDa (Onaka et al., 1995), que contiene una un motivo de unión a 

DNA cf·hélice-vuelta-a-hélice en el extremo amino terminal, lo cual sugiere que efectúa 

su papel regulador interactuando directamente con el DNA. Algunos reportes de 

estudios genéticos de ArpA (Miyake et al. 1990 y Onaka" et al., 1995, 1997) han 

demostrado que esta proteína sirve como un represor del metabolismo secundario y 

morfogénesis. 

Horinouchi y colaboradores encontraron una secuencia palindrómica consenso de 

22 pares de bases a la cual se une ArpA en ausencia del factor A, lo cual está de 

acuerdo con la idea de que ArpA se une al DNA como homodímero (Onaka et al., 

1995), una unidad se une a la mitad del palíndrome y la otra unidad a la mitad restante. 

ArpA no se une al DNA cuando el factor A se encuentra en concentraciones entre 32 y 

160 nM, y, además, la adición exógena del factor A al complejo DNA-ArpA ocasiona la 

liberación de ArpA del DNA, lo cual sugiere que éste se une al extremo carboxilo 

terminal de ArpA, causando un cambio conformacional en el amino terminal, que 

ocasiona su disoéiación del ONA. El factor A es producido en una forma dependiente de 

crecimiento y alcanza concentraciones de 1 OOnM, por lo que el modelo de regulación 

del factor A sería el siguiente: Durante la fase temprana de crecimiento ArpA se une a 

ciertos promotores previniendo .la expresión de algunos genes, pero cuando el factor A 
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alcanza la concentración de detección umbra1,,se.u11e a ArpA y libera a esta proteína 

del DNA·: permitiendo la transcripción y traducción de proteinas dependientes del factor _ 

A que transrniten la señal a genes que participan en la biosíntesis de estreptomicina y 

morfogénesis (Horinouchi y Beppu, 1994; Vujaklija et al., 1993). 

COMUNICACIÓN CELULAR ENTRE BACTERIAS ASOCIADAS A 

ORGANISMOS SUPERIORES 

Debido a lo.s diversos procesos evolutivos que han ocurrido a través del tiempo, las 

bacterias han desarrollado formas de vida en asociación. a organismos superiores, 

algunas de· estas relaciones pueden ser dañinas para el hospedero, mientras que en 

otras pueden beneficiarse tanto huésped como hospedero. Muchas de estas relaciones 

se llevan acabo a través de una regulación mediada por autoinductores. 

A) Rhizobium /eguminosarum 

R/1izobium leguminosarum es una bacteria gram negativa que vive en simbiosis con 

algunas leguminosas·, ésta se une a. las vellosidades de las raíces y se internaliza a 

través de ellas. Como parte de su ciclo de vida se diferencia en bacteroides, esta 

diferenciación ocurre en estructuras denominadas nódulos que se forman en la corteza 

de la raíz y es el lugar donde se lleva a cabo el proceso de fijación de nitrógeno (Ver 

Capítuo de Wang et al., Rhizobium y su destacada simbiosis con plantas). En el caso 

de R. leguminosarum vb viciae, los genes necesarios para colonización, nodulación y 

fijación se encuentran en un plásmido Sym, llamado pRL 1 JI (Hirsh, 1979; Wisniewski

Dye y Downie, 2002). Esta cepa de R. leguminosarum parece producir múltiples acil

HSLs (Gray eta/., 1996), algunas de ellas al asociarse con RhiR, codificado por rhiR, 

activan la expresión de rhiABC (Crockford et al., 1995), que posiblemente participan en 

interacciones en la rizósfera. 

8) Rhizobium etli 
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R11izobium etti es·una b'acteria simbionte del frijol común (Ph~seol~~ vi.Jlgaris) que 

produce :al:· menosf~i~t~''diferentes moléculas autoinductor§IS (Al). Rosemeyer y 
. ,· _____ , - :~~. ~;~·~.'~"'~~:-~i~~~-..,.}.'.,_~'.';<~<~~:;··:;.,.~;-__,-c.; -~ ;-_'- '-- -- , •. - ·: ',~ (;·-: -; ~~~-~ ;-;~~=:::·._~·.;:~ · ' · - ; 

cofaboradóres~;idéntificarón' el sistema de quórum s~nsing rail/raiR (Rosemeyer et. al., 
... - ' -'.-'>:,_:: .·· ~-,:.-:.··-:'.(~.'t_:>_-:--;-:·,,!_~;·. '?''-< - '-· . ; . . '~- . ''. , ~. ·, . 1 

1998). Muta6t~s¡en·,~¿~/t;:presentan un fenotipo de bajo número de nódulos r)ero su 
·. --· .. ~:, !.'<~7.-".·-_:._:~:f:~~~-~~I:~':.,{:~}~:-~~,:~/;~:-::-·: ,·.,_-_ · 

efectividad'~eri'•¡fijáción de nitrógeno no es afectada. Además, en el sobrenadante de 
<-. - -.,.~--~.;::·~-'-'.i:'(:c):.~,>-::;~-.~;- .. ·r, · 

cultivo .. s.de:mutantes en rail sólo se detectaron tres Al, lo que implica a rail en fa síntesis 
- -~' ··.'..!.= ' --- - - .. --

de al ~~~os cuatro Al. Algunas de estas moléculas tienen effectos inhibitorios sobre el 

crecimiento de otras especies de rhizobia (Daniels et al., 2002). 

C) Agrobacterium tumefaciens ·. TESIS CON 
FAJ:LA DE ORIGEN 

Agrobacterium tumefaciens, pertenece a las bacterias gram negativas, ésta infecta a 

plantas causando tumores en sus hospederos. El mecanismo de infección se lleva a 

cabo mediante la transferencia a fa planta de una secuencia que forma parte del 

pfásmido, llamado pfásmido Ti, que contiene los genes responsables de transferencia 

del DNA por medio de conjugación (genes tra) y los genes requeridos para fa 

transformación de la planta (genes vir) (Aft-Morbe et al., 1996; Farrand et al., 1996). 

Una vez que se forma el tumo.r, éste libe~a ~substancias llamadas opinas, que sirven a fa 

bacteria como alimento para la colonización (Dessaux et al., 1992), dentro de estas 

moléculas se encuentran la nopafina y octopina entre otras. Las enzimas requeridas 

para el catahblismo de estas moléculas son codificadas por genes que también se 

encuentran en el pfásmido TL 

Zhang y Kerr (1991) observaron que fa transferencia del pfásmido Ti era estimulada 

por una molécula de bajo peso molecular a fa que denominaron CF (factor de 

conjugación) y que después se caracterizó como 3-oxo-octanoil-homoserina faetona (3-

oxo-C8-HSL) y 3-oxo-C6-HSL. 

En 1993, Piper y colaboradores observaron que había una secuencia río arriba de 

un gen al que denominaron traR que era similar a luxR en Vibrio fischeri y realizaron 

experimentos que los condujeron a pensar que TraR era el receptor del autoinductor 3-
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oxo-C8-HSL, cuya producción podría serdirigida.:por un ,gen. tipo lux/, identificado y 

:;:~t~:!~ji ;~~?tí j~if~S~?5;~~f~dore~ e~ 1994 (Pip~r ~I al .• 1993; Hwang 

EstóS 0St3j~~~)~~,6:i~~t{~~d:ii~ron que la producción de feromonas por Ira/ esta 
regulada positivam'él'lte.'pqr TraR, .además se identificó a otro gen traM cuyo producto 

_, _--.-~J:;:_~(-f~t.:x-~_t~2~~~~'c:~Ed~~~t!~(-;;·~,-o~:~·-~-- __ - -
(TraM)'intefactúi:úcon'Jra8.actuando como antagonista y cuya producción también se 

' > - .. .:-~ ~· i,~'8;f,_~- -,~1f~·.:-<~~--,~:~· .. ::~~\~;::·~-~~;~~~'~-~~~,~:· _,, . 
regula pos1t1vamente.porTraR (Hwang eta/., 1995; F1g. 8). 

. . . '.. · · •. :C'~:,,~.fü;.J;~·.:~·"0I~WIL·:·lt -<> · 
La regulacíó'nQ'deipe'ridiente de quorum sensing en los plásmidos dependientes de 

,_·_ .... :,'._.:'.:.)~,:/::_¡';:)'.;~';:~);~.<·:~;,-~:·_,: ·<'.~'''.~·":;,~-- -. -

opinas fu~'~escrita<rpor'Fuqua y Winans (1996b) quienes propusieron un modelo de 

regulación.~ri{~j~~6J~"¡"~í·complejo octopina-receptor (OCCR) activa la transcripción de 

traR y~:sJ:y~~Y~~R:s~ une al autoinductor (AAI) y regula la expres·lón de traM, genes 

de moviliz'~b16~Tt~a) y de sí mismo (traR) (Fig. 8). 
:~-. •: 

En ios>~fa~~idos Ti dependientes 'de octopina se han encontrado 5 promotores 
-e': - --~: .. -... ~:-:<\::- ~ ·~\'i ,· 

dependientes ,deiTraR que contienen secuencias conservadas que se han denominado 
1 - .. 

cajas tra (Fuqua y Winans, 1996a, 1996b), a las cuales posiblemente s~ uñe un dírn~ro 
-· 

de TraR (Fig. 8). 
"' ··--···:..-,"'· .. -· 

·-;-;(~ ~' ,. ; : . 

·, l '.," ·' 
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Ira f 1aM traR O[I~ occ occ.R 

\~~ ~~ l!Jli·e> 
AAI \ 

Ti plasmid Ira 

3-oxo-CS-ACP 

Fig. 8. Regulación de quórum sensing en Agrobacterium tumefaciens. 

D)Staphylococcus aureus 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Stapl1ylococcus aureus pertenece a las bacterias gram positivas, se caracteriza por 

su amplio espectro de infección, y se sabe que su patogenicidad es un proceso 

multifactorial que involucra .un grupo de proteínas extracelulares entre las cuales se 

encuentran citotoxinas; toxinash~ bheque tóxico, enterotoxinas y factores de superficie, 
-, ···.-: ·.>· •'" ·. :' i·, ...• ~.,., :":··~·.' ·~ •·. '..' .-'? > ": '_~i'·'.·::_·._:_: 

que le permiten\.adherirseiélJtejido, resistir las defensas celulares y fagocitosis, entre 

otros (P roj~n_''~~~~9~f~'~~l~·~~z}~t21 't·;·'·· • 
:·:·)/· -¡· ,,}. '-~~'~'.:~:" -;~,~---

·.j/':'_:;,·; '. ,:~~ ,, "''" ·< :;-~~/· ..... ~-- .,.., .. 

Los factor'eis ~~· patogenicidad se expresan de manera ordenada durante el 

desarrollo de lá infección. La expresión de estas proteínas comienza en la fase 
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exponencial temprana, donde se producen proteínas de unión, en la fase exponencial 

tardía. Al final de la fase exponencial la expresión de genes que codifican factores 

extracelulares patogénicos aumenta y cesa cua.ndo la célula entra a fase estacionaria. 

La expresión de estos genes en S. aureus se lleva a cabo mediante el sistema agr 

(accessory gene regulation), denominado de esta forma porque no es necesario para 

crecimiento o división celular, pero mutantes en este sistema muestran virulencia 

atenuada (Foster et al., 1990). 

El sistema agr esta constituido por dos unidades transcripcionales dirigidas por 

promotores divergentes (Novick et al., 1995). Una característica importante en este 

sistema es que la activación se puede llevar a acabo con una concentración muy baja 

del autoinductor, aunque la acumulación de éste produce la máxima respuesta. 

E) Pseudomonas aeruginosa 

En P. aeruginosa existen dos sistemas "detectores d_e quórum" que actúan en serie, 

Lasl-LasR y Rhll-RhlR, ambos dependientes de acil-HSL.. A una alta densidad celular, 

la concentración de ambas acil-HSL es alta y LasR se une a su acil-HSL específica 

para activar la expresión de genes blanco. Uno de éstos genes activados por el 

complejo acil-HSL-LasR es rhlR que codifica para un segundo receptor de acil-HSL, 

RhlR. RhlR entonces une a su cognado autoinductor de acil-HSL y éste complejo 

induce la expresión de sus genes blanco. Entonces, los genes controlados por LaslR 

son expresados antes de los controlados por el sistema RhllR. Este patrón temporal 

de regulación genética permite a P. aeruginosa expresar diferentes factores de 

virulencia a diferentes estadios dentro de un proceso de infección (Pesci e lglewski, 

1997). Las dos señales de acil-HSL de P. aeruginosa promueven virulencia en una 

variedad de huéspedes diferentes, el ejemplo más importante en humanos son los 

pulmones de pacientes con fibrosis quística. No sólo el pulmón es susceptible al daño 

causado por los factores de virulencia controlados por las señales de acil-HSL sino 
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también es vuln.~rable a ef~ctos directos de fas aéif-HSL •. L~~ factores.de quórum de P. 

aeruginosa inducen la producción de inter.leucina ¿:{ (IL-B) en los pulmones de 

pacierit;s~afei~ta~'Os ·por fibrosis quística, como· resul.tado, neutrófilos son reclutados al 

pulmón yésta acción facilita la formación de una potente infección de P. aeruginosa. 

Así, en>·~·Jt~.:'sístema, ·fas acil-HSL dirigen la expresión de genes bacterianos y de 
. : .·i < ': 

factores ~E,;¡I hu~spe¡d que aceleran el proceso de infección (Smith et al., 2001; mayores 

detalles d~ Úos sistemas' de· qUÓrÚm de P. aeruginosa se pueden encontrar en el 

capítulo de la Dra. Gloria Soberón-Chávez). 

BIOPELICULAS: ESTRUCTURAS DE INTERACCION ENTRE 

BACTERIAS 

En fa naturaleza fa colonización de hábitats por una mezcla de poblaciones 

bacterianas es un proceso muy común. Dentro de estos grupos de bacterias existen 

· una gran variedad cie interacciones físicas y metabólicas necesarias para la adhesión, 

crecimiento y supervivencia, además de aumentar la resistencia de estos grupos a 

ambientes hostiles pa~a su desarrollo. Estas interacciones entre mezclas d9 

microorganismos son denominadas comunidades microbianas y generalmente . se 

encuentran adheridas a una superficie, organizadas en una comunidad denominada 

biopelícula. ·Es:tas comunidades han sido descritas en . hábitats que van desde 

ambientes a6uéticos, superficies de plantas, suelo, aparatos médicos, sistemas de 

filtración ha;~ta el tracto digestivo de humanos y animales (Costerton et al., 1987; 
. ! .i"t~;' \, ' . 

Flemming y Schaule, 1996). 
'.::~~~:~~y_-.' 

Dentro de(Ías comunidades bacterianas parecen existir respuestas cooperativas que 
-·:-;,. 

pueden irivóYu6rai-· protección al oxígeno u otras interacciones que dependen de la 

presencia de'l:íacterias facultativas en esa comunidad. Los mecanismos a través de los 
. . ' 

cuales se pÚeden llevar a cabo estas respuestas pueden ser mediados por 

interacciones físicas o metabólicas entre bacterias anaeróbicas y facultativas, estas 
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condiciones permiten la sup~rvivencia de anaerobios . en. condiciones de aerobiosis 

csrads~~~,-~,~~:Gj:~~'.t::r . .:\~~98). · · ·· · · 

. ' . • ... ·.· c.,.~:~\;~;.t:0.t\,~.~·~ar ', ··. - ... 
Entre otras:de · 1a's· ventajas ecológicas que proporciona la· vida en comunidad se 

~ ~ - -.: .. - . - ,. . ... i . . . . ' 

encuénl~a'r(u~' ~~yor fango de hábitats para colonizar, aumento en la diversidad y 

eficiencia metabólica, mayor resistencia a estrés ambiental y a factores de defensa del 

organismo hospedero (Caldwell eta/., 1997a,1997b; Saphiro, 1998). 

El proceso de formación de una biopelícula involucra una serie de eventos, el 

primero de "ellos es el transporte o movimiento de los microorganismos hacia el - . 
substrato que donde se adherirán, al llegar aquí las bacterias pueden o no adherirse 

dependiendo de las fuerzas de interacción con ese sustrato (Rutter y Vincent, 1980), 

esta adhesión inicial es reversible (Norde y Lyklema, 1989), pero en ausencia de 

producción de exopolímeros se vuelve menos reversible debido a la perdida progresiva 

de agua (Meinders et al., 1995). Una vez que se han adherido los colonizadores 

iniciales o primarios, los colonizadores secL!ndarios se coadhieren a estas superficies 

(Kolenbrander, 1989), posteriormente el crecimiento celular guía a la acumulación 

microbiana en el biofilm. 

Los mec~~isn1os a través de los cuales las bacterias son transportadas hacia una 

superficie incluyen contacto al azar con el substrato debido a movimiento Browniano, 

sedimentación por diferencias en gravedad específica entre las bacterias y el medio en 

el que se encuentra, transporte hacia la superficie por el movimiento del medio y 

transporte activo mediado por actividad flagelar que puede incluir o no quimiotaxis (Van 

Loosdrecht eta/., 1990). 

La motilidad juega un papel muy importante en la formación de biopelículas de 

Escherichia coli, lo que sugiere que ésta es necesaria para contrarrestar las fuerzas 

repulsivas de la superficies y es un factor importante para la interacción inicial y 

movimiento a lo largo de ella. La presencia del pili tipo 1 es esencial para la adhesión 

inicial de E. coli (Pratt y Kolter, 1998) y para la sintesis de fibras de curli que son fibras 
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de superficie que participa 'eninteradcio'ries'dire6tás de·~élulas con el sustrato y··con 

células del hospedero (Prigent~combaretí• et él/., 200_0):; El proceso de formación da 

biopelícufás-1arTi~ién'~:Se.fve'Í~tl.lJ~nCi~cib·;'~6rTf~6t~r~s ~xternos como el ambiente 

nutricionaL, (pf~tt:.y KCÍlt~r/',19~8;·-corona-Í~qui~~do y Membrillo-Hernández, 2002a; 

2002b). 

D~s~ués c:fe:I~ ~dh~sión, cómfenza la formación de microcolonias, en Burkholderia 

cepacia ··elsist~hia C~pR~Cepl (homólogos de LuxR-Luxl) está involucrado en la 
,· ' !"' 'i'' ' '" '.'· !'. ', ~ J. ': ... , " '·. ·- ,. 

formación:de'miórocólonlas y maduración del biofilm (Huber et al., 2001 ). En esta fase 

los microofg~~i~'rü~~·~é;rodean por una matriz de sustancias poliméricas extracelulares 
·._ ·, '·':·. " ... :·>'.~ :.:.:-''./·!:-~~~·:;~:·?-~'::t':>.::\·.;.:;l· ' 

(EPS) que)ieneri'ur1<papel importante en la estructura y propiedades fisicoquímicas de 

estas comÜ~id~d~s'J(WÜ1gender' et al., 1999). La producción de EPS precede a la 

adhesiÓ~\ .• ~l§~(i~:~f~~t~.<_: L.6s EPS forman una estructura tridimensional con canales 

acuosos\qbe/g~;~íten el importe de nutrientes y el exporte de sustancias de desecho. 

La propo~dü;~'d~ EPS en un biofilm va de un 50 a 90% del total de la materia orgánica 

(Chrii:;te6s~n'y Characklis, 1990; Nielsen et al.; 1997). 

Los EPS están constitutuídos por proporciones variadas de carbohidratos, proteínas, 

ácidos nucléicos, lípídos y fosfolípidos, así como algunos polisacáridos como el alginato 

en Pseudomonas aeruginosa (Davies et al., 1993; 1998) La sobreproducción de 

alginato en p. aeruginosa modifica la estructura tridimensional del biofilm, haciéndolo 

más heterogéneo y formado principalmente por grandes columnas (Hentzer, et al., 

2001; Nuñez/{~t.ai., 1999). En E. coli K-12 la producción de ácido colánico (EPS) tiene 

un papel muyumportante para la formación de la estructura tridimensional del biofilm. 

(Danese, eta/;, 2000). 

Finalmente, la disgregación de un biofilm se ve influenciada por el ambiente externo. 

Algunos de los factores que afectan este proceso son los cambios en el medio, 

disminución de la disponibilidad de nutrientes (Stoodley et al., 1999), propiedades 

electroquímicF.ls dentro del biofilm (Characklis et al., 1990) y limitación del substrato 

(Peyton y Characklis, 1993) o bien afectada por metabolismo, como la proteína 
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reguladora de unión a RNA, Cs_rl,:-\ (ca,i::bori, s_torage regulator) que actua como represor 
· ,: L ~--· ; :· -'};2', :i·~:\~,__:..1 ~?:-.:,_~;3~i~)-··:'.:'.'-~~;{..i~,~.:.-~·- ~-~\~:~-~ 1~'":·:';~- . ._,:·: ,;;·~!'.- '~'_--:·[,/·-·:-~' ·- ·- - ·-:·· ': . - , . 

de la formación de biofilm.y activa la disgregación del mismo en diferentes condiciones 

de cultivo (J~~kson ~tal., 2002). .... . 

El'riiod~lo propuesto por O'Toole et al. (2000) para describir todo el proceso de 

agregación y desagregación sugiere que las células en estado planctónico reciben 

señales ambientales que ocasionan la adhesión inicial al substrato, después de ello, las 

bacterias comienzan a comunicarse unas con otras en un proceso denominado 

"quórum sensing" y estas señales guían a la formación de microcolonias que formaran 

el biofilm maduro, una estructura tridimensional con forma qe hongo embebida en una 

matriz de EPS. Finalmente nuevas señales indican a la bacteria su disgregación del 

biofilm para regresar al estadio planctónico, completando así el ciclo (Fig. 9). 

Células 

r 
Señales 

ambientales e 
interacciones 

iniciales 
Señales de 
desarrollo 

Señales de 
disgregación 

Fig. 9 Modelo de formación de biopeliculas (O'Toole et al. 2000). 

.. ~,_- Biofilm 
maduro 

Las células que se encuentran en un biofilm, muestran diferencias fisiológicas con 

las células planctónicas (O'Toole et al., 1999; 2000) así como patrón de expresión 

génica diferente. Existe represión de genes de pili y flagelo, ya que aunque son 

necesarios para el inicio de la formación de biofilm, probablemente no son necesarios 
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para la maduraciémde lá'ésfructura,' además hay indu~ciÓ~ de genes que tie,nen que 

ver con resisferici~ a:antibiÓti9os;(Whiteley eta!.; 2001 , , 
~-.~ =~;_~~·:,.~ ;~/~_-}1;'~~:,,,;~~';~o-.;=:,_~,".º.'-'-'-·'3~'"- -:;:-:-~·.-co. -. -_=._' - "-

: _-,-:.., ', '.-- ~· <.: -.·< i ,. ; :;·::"·: - . 

Algunas ¿niirñ'~k ~li¿()iítÍ~~~ ihv~lucr~das , en, metabolismo energético, como la 

formació~,d~~,~~i8~s:k¿S"g',~;~p~i~ida~ en biopelículas, mientras que las proteinas 

necesa'rias':par~,;proc~scís' biosintéticos, como de síntesis y plegamiento de proteinas, 
-;--- ~--~------.-,-_o:."- .. :~'~.~-_-:".'···.~--:,·:- - ---

así como replicación; tienen una expresión aumentada (Svensater et al., 2001 ). 

Una de las formas de estudiar una biopelícula es el método desarrollado por O'Toole 

et al. (1999), en el cual inoculan placas de 96 pozos de PVC (c!oruro de polivinilo) con 

cultivos en medio líquido, e incuban a cierta temperatura, después de la incubación los 

cultivos de las placas son desechados y los pozos se lavan con agua y se tiñen cu.1 

cristal violeta al 0.1 %. Para .cuantificar el biofilm se eluye el colorante con acetona

etanol y se mide con la absorbancia a 570 nm. Además se ha observado que la 

formación de biofilm en E. coli es favorecida en medio LB suplementado con 3-(N

morpholino )propane sulfonate (MOPS) (Corona-Izquierdo y Membrillo-Hernández, 

2002). 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 

Sin duda alguna, el vivir en comunidad hace necesario desarrollar una forma ci?. 

comunicación con los demás integrantes, la capacidad de comunicarse unos con otros 

proporciona ventajas en diferentes aspectos, como ventajas metabólicas, mayor 

obtención de nutrientes, resistencia a antibióticos y en general una mejor organización 

para llevar a cabo un proceso determinado. 

Además, la capacidad para desarrollar no sólo un lenguaje que permita comunicarse 

entre organismos de la misma especie, sino un lenguaje que aparentemente no tiene 

fronteras, pues permite comunicarse tanto con otras bacterias y hasta tal vez con 

algunos organismos superiores, otorga mayores ventajas dentro del nicho ecológico, 

posiblemente el organismo más social puede tener ventajas para su supervivencia. 
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