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RESUMEN

El estilo de vida prevaleciente entre las bacterias es una estructura denominada
biofilm o biocapa. La definicidn 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 area industrial y clinica, entre otras. El estudio del
proceso de formacion de biofilms en bacterias ha permitido la caracterizacion de
moiéculas importantes durante las diferentes etapas de este proceso. En Vibrio
cholerae, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium se ha demostrado que el
biofilm se forma como un anillo en la interfase aire-medio o neustén (Watnick y Kolter,
2000; Watnick et al., 2001), datos que han sugerido que el oxigeno juega un papel
importante en este proceso. En el presente trabajo se estudia el papel del oxigeno en la
formacion de biofilms de Escherichia coli. Utilizando el método simple de tincién por
cristal violeta demostramos que bajo nuestras condiciones experimentales E. coli K12

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

Nuestros resultados sugieren que la presencia de oxigeno es indispensable para
la formacion de bIOfllm y que ademas, la ausencia de oxigeno, actia como una sefal de
dlsgregamon del blof"lm "Se observg que: los compuestos acidos liberados como

productos secundanos durante el : metabollsmo fermentativo de E. coli (acetato,

succinato, Iactato y formlato) no mhuben la formac:on de biofilm y que al parecer no
ﬂlnvolucradas con el proceso de adhesion

existen moleculas extracelulares |nh|

inicial bajo condiciones anaerobl ro lado, la motilidad no se ve afectada en

ausencia de oxngeno Flnalment tes afectadas en genes que codifican para

proteinas propuestas como pos res de oxigeno, fnr, arcA, aer o dpiB, o en

genes que codifican protema ( mo hns, oS, csrA o fis, no formaron

biofilm en cond:cnones anaerobl ‘rma, el estrés oxidativo no promovio la
formacion de: biofilm anaeroblca spués de analizar nuestros resultados,
proponemos que i) el metabol[ ob‘ri‘co' de E. coli no contiene los elementos
necesarios para la formacion deibloif‘irlhi;ydue it) el oxigeno 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 negative impact of biofiims on industrial, medical and environmental settings. The
study of bacterial biofilms has led to the identification and characterization of different
molecules required throughout the course of biofilm formation. In Vibrio cholerae,
Pseudomonas aeruginosa and Salmonella 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 coli. Using the crystal violet staining
method, we demonstrated that E. coli K12 (strain W3110) is not able to form biofilms

under anaerobic conditions.

The presence of oxygen seems to be an essential requirement for biofilm
formation. In addition, apparently the absence of oxygen is a detachment signal for 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.O" "tllhefother hand, motility is not severely affected in absence of

oxygen. Finally, gen 'fivation of several proteins involved in the redox switch such
as Fnr, ArcA, Aer.

Fis, biofilm forma

in some regulatory proteins such as HN-S, RpoS, CsrA or
naerobic conditions was not observed. Oxidative stress did

not promote. bi -anaerobically. Our results led us to propose that either i)

anaerobic me ?'-',,co//' cannot support biofilm formation, or ii) oxygen plays a

structural role
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1.1. Escherichia coli
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1.1.1. Caracteristicas microbiologicas

Escherichia coli 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 muchaos afos,
en ella se han descrito diversos procesos metabdlicos y fisioldgicos bacterianos,
asimismo el establecimiento de muchas de las bases de la genética ha sido posible
gracias al facil manejo de esta bacteria en el laboratorio. Ademas de la facil
manipulacion de este organismo en condiciones de laboratorio, existen muchas
herramientas genéticas y se dispone de la secuencia completa dei genoma de dicha

enterobacteria.

Fig. 1.1. Micrografia electréonica de Escherichia coli. Tomadas de http://www.biologie.uni;._

erlangen.de/botanik 1/photobiologie/images/kap7/abb.7.2.html.
1.1.2. Caracteristicas genéticas

La secuencia completa del genoma de E. CO/I K 12 MG1655 fue reportada en
septiembre de 1997 por Blattner y colaboradores (Blattner et a/ 1997) Su genoma_

consiste en una doble cadena de DNA circular que contiene aproxamadamente 4.6 Mpb;,
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a lo largo del cual se distribuyen 4401 genes que codifican 116 RNAs no traducidos y
4285 prdteinas, de las cuales soélo se han caracterizado alrededor del 50% vy
aproximadamente un 20% de ellas no tiene funcion asignada (Serres et al., 2001). Cabe
mencionar que un grupo de Investigadores japoneses también determind la secuencia
de diferentes minutos del genoma de E. coli K12 cepa W3110 (Yura et al., 1992; Fujita
et al., 1994; Aiba et al., 1996; Itoh et al., 1996; Oshima et al., 1996; Yamamoto et al.,

1997).
1.2. Biofilms

La concepciéon de las bacterias como microorganismos unicelulares ha
provocado que los analisis de su metabolismo vy fisiologia estén basados en el estudio
de cultivos liquidos puros (de una séla especie en cultivos liquidos). Este estilo de vida
libre o crecimiento plancténico 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 (planctdnicas) 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 fructiferos que contienen esporas
resistentes a diversos tipos de estrés ambiental. Esta diferenciacion 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 observd la presencia de microorganismos en

superficies y en agua, sin embargo, el estudlo molecular de comunidades bacterianas

esla; acumulacuon de microorganismos en

inici6 hace dos o tres decadas Un: ‘blOfli
una interfase, prmmpalmente SOlIdO llqu1do cayractenzada ademas, por la produccion

de una matrlz pol«merlca producnda por Ios orgamsmos constituyentes y en la cual se
encuentran embeb:dos (Charackhs 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 biorremediacion de
suelos contaminados por desechos industriales u otros materiales peligrosos. En el
tratamiento de aguas residuales el uso de biofilms aumenta la eficiencia de degradacion
de desechos organicos e inorganicos ademas facilitan la remocion de particulas

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

1990).

Sin embargo, el impacto de los biofilms en otras actividades humanas también
tiene efectos negativos. La acumulacion de biofilms en sistemas de distribucion de agua
pqt‘_é‘ble_'disminuye'la calidad del agua y aumenta el riesgo de infecciones. De igual
. forma,_ﬁla-‘acumulacién de biofilms en oleoductos y otros conductos y tuberias utilizadas
en procesos industriales, ocasiona biodeterioracion, corrosion, disminucion de la
eficiencia de trabajo, pérdida de energia, bloquea tuberias impidiendo o reduciendo el

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

Quiza el impacto mas negativo que se ha atribuido a los biofilms, se debe a la
de. ' infecciones en el hombre que han sido asociadas a estas
sésiles (Allison et al., 2000). Se ha observado que una gran variedad de

gran varied:
comunidad
microorgarrﬁvsﬁ 0s :dé'nfro de los cuales podemos mencionar a E. coli, Pseudomonas
aerug/'nosa',:f <clvdc¢urs,’sangqis,y Staphylococcus aureus, quienes son capaces de
formar biocép a‘ntes meédicos y algunos de ellos como el patégeno
’ a los pulmones de pacientes con fibrosis quistica en
forma de biofilm  2000), ademas de ocasionar una gran variedad de
infecciones éh‘él,‘hbfh re.(Costerton et al., 1995; Hyde et al., 1998). Las infecciones
causadas por bioyf’ilm‘s, genéralmente derivan en infecciones persistentes debido a un
aumento de incluso 1000 veces en la resistencia al tratamiento con antibidticos que
presentan las células del biofilm respecto a las células planctonicas (Gilbert et al.,

1997). Existen estudios en los cuales se ha observado que el efecto de los antibidticos
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en las células que constituyen al biofilm Unicamente es eficiente cuando se trata al
biofilm simultaneamente con un campo eléctrico (Khoury et al, 1992). El
establecimienio de biofilms en el humano es un proceso lento que generalmente no
produce sintomas. Una vez que el biofim se ha establecido, las bacterias que lo
constituyen liberan antigenos que estimulan la respuesta inmune, sin embargo ésta falla
en eliminar las bacterias constituyentes del biofilm, pero ocasiona dafio en el tejido que
rodea al sitio de infeccion como en el caso de la endocarditis bacteriana (Ward et al.,
1992), ademas las bacterias que son liberadas del biofilm pueden diseminarse y causar

infecciones adicionales.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 1.2. Impacto de los biofilms. A) Aplicacion en biorremediacion de fuentes acuiferas
contaminadas, B) obstruccion de oleoductos, C) placa dentobacteriana y D) biofilms formados por P.

aeruginosa en pulmones de pacientes con fibrosis quistica.

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

el area amblental. industrial y clinica, el conocer la fisiologia, estructura y mecanismos

moleculares’ d

‘stas -comunidades de microorganismos, permitird crear nuevas
estrategias’ qu » wén ‘a mejorar y ampliar las aplicaciones de dichas comunidades
sésiles tanto’ en eI area ambiental, como industrial. Ademas, proporcionara las bases
para el desarrollo de mecanismos de control de biocapas bacterianas involucradas en
infecciones de una manera mas eficiente. Es por ello que el descifrar las causas que
llevan a las células en estado plancténico 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 ecoldgicas

Posiblemente las bacterias prefieren el estilo de vida en biofilm por las ventajas
ecologicas que este nicho les proporciona, como proteccion del ambiente, mayor

resistencia a diferentes tipos de estrés y cooperacion metabdiica.

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
proteinas, lipidos, acidos nucleicos y principalmente (75-89%) por exopolisacaridos
(EPS), los cuales juegan un papel muy importante durante el proceso de adhesién
inicial a un substrato y en la determinacién de la estructura tridimensional del biofilm
(Danese et al., 2000b; Hentzer et al., 2001, Tsuneda et al.,, 2003). La proteccion
proporcionada a las células constituyentes del biofilm a través de esta matriz, puede
deberse a que ésta actia como una barrera fisica que limita la difusidon de substancias
toxicas como antibioticos (Stewart, 2003) y ademas proporciona proteccion ante ciertos

tipos de estrés ambiental, como irradiacion por luz ultravioleta (Eiasri y Miller, 1999).

Dado que ios biofilms pueden estar formados por multiples especies, pueden
desarrollarse relaciones de cooperacion metabdlica entre los microorganismos que lo
constituyen. En este tipo de relaciones o0 asociaciones sintroficas dos tipos de bacterias
con metabolismos diferentes dependen la una de la otra para utilizar un cierto substrato.
Un ejemplo. de
(Schink, 1997
alcoholes qu

este tipo de asociaciones lo constituye la degradacion del metano

"_;‘Ia“cual las bacterias de metabolismo fermentativo producen acidos y
»t'i'lizados como substrato por bacterias acetogénicas y los productos
de estas irven de substrato a otra especie bacteriana para producir metano.
La t(anSferencia genética horizontal es un proceso que permite que secuencias
de DFNAv_';'s‘e‘an‘ diseminadas en poblaciones microbianas naturales, lo cual permite la
evolucion y diversidad genética de las mismas. Uno de los ejemplos de transferencia
horizontal mas estudiados es la propagacion de genes con resistencia a antibioticos

entre las poblaciones microbianas. Se ha observado que las células que constituyen el

e et R B ATy Bl EA k£ 1o A A a1 1 e
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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
cercania de las células que lo integran, la transferencia genética horizontal puede
representar un mecanismo a través del cual las células adquieran nuevas rutas
metabdlicas que favorezcan a la comunidad o la obtencién de genes de resistencia a

diversos antibioticos.
1.2.3. Modelo de formacion del biofilm

La transicién de células en estado planctonico 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 distinguir
dentro ‘,,de este proceso son: i) adhesion inicial y formacién de microcoionias, ii)

maduracion vy iii) disgregacion del biofilm.

,Como se describira en detalle mas adelante en el proceso de adhesion inicial las
células planctomcas son transportadas hacia una superficie haciendo uso de la
motmdad mediada por flagelo. Una vez en las cercanias del substrato se desarrollan
mteracc[ones‘,_celula-superﬁCIe a través de pili, curli, fimbrias o adhesinas. Una vez
adheridas’;la‘bs;é‘élulas forman microcolonias y posteriormente forman el biofilm maduro,
una estructura en la cual las células estdn embebidas en una matriz de
exopollsacarldos en esta etapa la produccion de EPS tiene un papel cruciai
Fmalmente las celulas que constituyen el biofilm maduro pueden dispersarse y regresar
asu estado pla‘ncvtomco, la disgregacion del biofiim puede deberse a estrés fisico o a la
accion de akl'gijrha‘sy‘ pﬂolisacérido liasas (Fig. 1.3.). Mas adelante se describiran algunos
de los genes réportados cuya expresion ha sido involucrada con algunas etapas del

proceso de formacidn del biofilm.
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Para el estudio de los mecanismos necesarios para el proceso de formacion del
biofilm se ha hecho uso de la genética bacteriana, utilizando una gran variedad de
mutantes afectadas en diferentes etapas del proceso de formacion de biofilm. La
deteccion de estas mutantes se ha llevado a cabo utilizando técnicas de tincion que
permiten la visualizacién del biofiilm o mediante ensayos de microscopia confocal
(Genevaux ef al., 1996; Pratt y Kolter, 1998; O'Toole y Kolter, 1998b).

Seriales de
Células disgregacion
plancténicas __—m——n O .
Biofilm
maduro
~D
Interacciones Maduracion
con la superficie :

~TD —

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

1.2.3.1. Adhesioén inicial y formacion de microcolonias

Durante. la~primera etapa del proceso de formacion de biofilm las células se

aproximan. al'substrato o superficie, para lo cual, en algunos casos, hacen uso de la

motilidad: me

por flagelo. Una vez que las células han hecho contacto con la
superficie -inicia‘;una:serie de interacciones célula-superficie las cuales permiten
estabilizar el cor lejd durante esta fase se requiere la participacion de fimbrias, curli y

pili. Finalménte demas de las interacciones de las células con la superficie, se

desarrollan mteraccuones intercelulares, a través de fimbrias, curli y algunas adhesinas
que permlten ' stablecamlento de microcolonias.
Antes de contmuar es necesario hacer un paréntesis para definir los conceptos

de fimbria, curh y: pili. Aunque en muchos casos el término pili ha sido usado

TESIS CON |
FALLA DE ORIGEN 0




INTRODUCCION

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
comun son apéndices proteinaceos de las células procaridticas, menores en diametro 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 asi por su forma rizada. A diferencia del flagelo, las
fimbrias (pili comun y curli) no estan involucradas en motilidad, excepto la fimbria o pili
tipo IV de P. aeruginosa, que participa en un tipo de motilidad basada en la propulsion
de la célula sobre una superficie o “twitching motility” (Bradley, 1980). El pili tipo IV ha
sido involucrado en interacciones intercelulares y adhesién a superficies (O'Toole y
Kolter, 1998a).

Regresando al estudio de los genes requeridos durante el proceso de adhesién
inicial, a continuacion se describe brevemente el papel que algunos de ellos juegan en

esta etapa del proceso de formacion de biofilm.
1.2.3.1.1. Papel del flagelo en la formacién de biofilm

En P. aeruginosa se han aislado mutantes afectadas en la adhesion a una
superficie abidtica o mutantes sad, denominadas asi por las iniciales del fenotipo en
inglés: surface. attachment defective (O'Toole y Kolter, 1998a), una clase de estas
mutantes esta afectada en sintesis de flagelo. De manera similar, mutantes afectadas
en sintesis de flagelo en E. coli presentan deficiencias en adhesién y formacion de
biofilm .(Pratt y Kolter, 1998). Posiblemente, durante este proceso, el flagelo esta
involucrado en alguna de las siguientes funciones: i) Quimiotaxis mediada por el flagelo
que permite a las células planctonicas nadar hacia una superficie en la cual se
encuentran nutrimentos disponibles o hacia una superficie abiotica en respuesta a las
sefiales generadas por células previamente adheridas; ii) Motilidad mediada por flagelo
que proporciona a las células |la capacidad de contrarrestar las fuerzas repulsivas en la
superficie; iii) Motilidad mediada por flagelo que podria permitir a las. células ya

adheridas que se encuentren dividiendo, dispersarse a lo largo de la superficie y por
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altimo, iv) existe la posibilidad de que el flagelo participe directamente en la adhesion a
la superficie (Pratt y Kolter, 1998). Sin embargo, el papel del flagelo en el proceso de
formacién de biofilm no ha sido claramente definido, ya que en E. coli, mutantes en
flagelo que sobreproducen curli no presentan ningin defecto en la formacion de biofilm
(Prigent-Combaret et al., 2000), resultados similares se obtuvieron al usar mutantes en
flagelo en P. aeruginosa incubadas en camaras de flujo en presencia de citrato
(Klausen et al., 2003). Estos resultados indican que los mecanismos utilizados para el

inicio de formacién de biofilm dependen también de condiciones ambientales.
1.2.3.1.2. Papel de las fimbrias en la formacién de biofilm

‘Las fimbrias (fimbrias, curli y pili coman) participan en la adhesion inicial de las
célulagvv,‘“‘a una superficie y median interacciones intercelulares. La importancia de la
produ'cc;jéh de fimbrias en el proceso de formacién de biofilm es diferente en P.

aeruginosa y en E. coli.

En P. aeruginosa el pili tipo IV participa en la propulsiéon de la célula sobre la
superficie o "twitching motility" (Bradley, 1980), que permite el reclutamiento de células
para la formacion 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 cobservado que en P. aeruginosa, el regulador
catabolico Crc, ademas, de reprimir el metabolismo de aztcares en presencia de acidos
organicos esté ‘ilnvolucrado en la regulacion de los genes pilA y pilB, que codifican
pilinas o subi»i’nidades estructurales del pili tipo IV (Wolff et al., 1991; O'Toole et al.,
2000), pohlb que posiblemente Crc es parte de un sistema de transduccién de senales
que responde a nutrimentos en el medio y probablemente juega un papel importante en

la transicion de células planctdnicas a células en biofilm (O'Toole et al., 2000).
Por otro lado, a diferencia de P. aeruginosa, mutantes de E. coli afectadas en

sintesis de plll tlpo | estan también afectadas en adhesidén (Pratt y Kolter, 1998),

adicnonalmente en este mismo estudio fue observado que el acido colanico (un

11
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componente de la matriz de exopolisacaridos) no es indispensable para la adhesion,
formacion y maduracién 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 estan 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/ll para mediar adhesioén a la
mucosa intestinal en el hombre (Czeczulin et al., 1997) y a superficies inertes como
plastico y vidrio. Ademas, se ha observado que la expresion de AAF/Il es regulada por
un activador codificado por aggR y que éste a su vez podria ser regulado por ia
proteina Fis, resultados acordes con el hecho de que mutantes en el gen fis estan
afectadas en la formacion de biofilm (Sheikh et al., 2001). En el mismo estudio se
observo que la expresion de AAF/II depende del producto del gen yafK, cuya funcion es
desconocida, mutantes en yafK al igual que en fis, estan afectadas en la formacion 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 (thin
aggregative ﬁmbr/ae SEF17) o genes involucrados en biogénesis de fimbrias (fap?),
respectavamente ?muestran defectos en cuanto adhesion inicial y en la progresion de la
lon:del biofilm, lo cual indica que las fimbrias son importantes para la

cinética de f

formaciéon- d -en superﬁcaes inertes, posiblemente al estabilizar el contacto

intracelular"ib'é lendo la agregacién de las células (Austin et al., 1998: Froeliger y

Flves-Taylor 2001)

1.2.3.1.3;P3pe| de los lipopolisacaridos (LPS) en la formacion de biofilm
Se ha observado que algunos lipopolisacaridos y proteinas de membrana

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

2003). En E. coli se ha observado que mutantes en genes que participan en sintesis de

12
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LPS (rfaG, rfaP y galU) presentan defectos en adhesion, sin embargo, la pérdida de
adhesion a una superficie de poliestireno en estas mutantes puede deberse al efecto
negativo de estas mutaciones en la produccion de fimbria tipo | (Genevaux et al.,

1999b).
1.2.3.2. Maduracion del biofilm

La maduracion del biofim 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 multiples capas de bacterias embebidas
en una matriz de exopolimeros a través de la cual corren canales acuosos (Costerton et
al., 1995). Esta etapa se ha asociado con una intensa produccidn de exopolisacaridos,
como el acido colanico en E. coli o el alginato en P. aeruginosa (Danese et al., 2000b;
Hentzer et al.,, 2001) cuya sintesis es controlada por sefiales involucradas en el

fenomeno de comunicacion intercelular (Davies et al., 1998).

'canismos de comunicacion intercelular entre bacterias es el
(quorum sensing, QS), que controla la produccion de luz o
“cterla marina Vibrio fischeri a través de la produccion de
pueden ser las homoserina lactonas (HSL) que se acumulan
_'kmanera dependiente a la densidad celular. Este tipo de
comunlcacmn ] _ ’IdO observado en diversas especies de miroorganismos y se
explicara mas detalladamente el apartado 1.2.5.7. de este trabajo.

Estudlos prewos han demostrado que en los biofilms existe produccién de HSL
(McLean et a/ ,: .997 Stlckler 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 yen:;las[. el cual activa la sintesis de -N-(3-oxododecanoil)-L-homoserina

lactona, son incapaces de desarrollar biofilms maduros y son mas sensibles a la adicion
de SDS que la cepa silvestre; ademas, la adicion -exogena de esta HSL permite la

maduracidn del biofilm (Davies et al., 1998).
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Consistentemente con estas observaciones se ha reportado que el alga
australiana Delisea pulchra produce una furanona halogenada que interfiere con el QS
mediado por acil homoserina lactonas, posiblemente al competir por el sitio de unién de
la homoserina en la proteina receptora; ademas los biofilms tratados con dicha

furanona son incapaces de madurar (Hentzer et al., 2002).

Resultados similares se han observado en la bacteria Burkholderia cepacia, un
patégeno que generalmente coloniza los pulmones de pacientes con fibrosis quistica ya
infectados por P. aeruginosa. El sistema de QS en B. cepacia esta constituido por las
proteinas Cepl/CepR. Mutantes en cepR que codifica la proteina receptora desarrollan
biofilms de menor grosor y cubren una menor area de la superficie a la que se adhieren,

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

Como se describié anteriormente, la produccién de EPS es necesaria para la
maduracién del biofilm, en P. aeruginosa la produccién de alginato esta regulada por
algT. El sistema de QS Lasl/LasR regula al sistema de QS RhIl/RhIR y éste a su vez
regula a los genes que part|C|pan enla smtesus de alginato (Hentzer et al., 2001). En E.

coli la produccno"‘ ‘de:acids colamco es necesana para la diferenciacién del biofilm a urt -

biofilm maduro (Da

La disgregacion delv»biofilm puede deberse a una debilitacion de las fuerzas
cohesivas que mantienen a las células adheridas a la superficie generalmente, como
resuitado de estrés fisico causado por la friccidon 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 dispersion de las células que componen el biofilm

puede ser ocasuonada ‘por. la accion de enzimas que degraden la matriz polimérica que’

envuelve a las: celu
regulados dependle 0.de.la fase de crecimiento o por factores ambientales, como la

falta de nutrimentos’en ‘el medio que ocasiona la emigracién de las células.

14
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Dado que la matriz extracelular que envuelve al biofilm esta formada
principalmente por exopolisacaridos, es probable que la disgregacion del biofilm sea
causada por la degradacion de esta matriz. P. aeruginosa produce una alginato liasa
que rompe los polimeros de alginato en pequefios oligosacaridos, 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 dispersion 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, surface protein-releasing enzyme activity) y

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

Estudios previos en P. fluorescens han demostrado que la formacion maxima 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 detectd actividad de exopolisacarido liasa en los sobrenadantes de cultivos que

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

“é'c':ier“\:_te»,mente Kaplan y colaboradores reportaron que en Actinobacillus

te 1comitans el proceso de disgregacion del bioifilm involucra la formacion

agregadas dentro del mismo, las que posteriormente son liberadas del

biofilm'.i'L_, p uccuon de O-polisacaridos, un componente de los lipopolisacaridos, es

importante‘,‘bafék”la'formacic')n de estas células no agregadas (Kaplan et al., 2003a).

Ademas, se observd que se requiere la participacion de una N-acetilglucosaminidasa:

codificada pdr el gen dspB, cuya expresion posiblemente es inducida dentro de la
colonia por el microambiente generado dentro de ésta, como baja tension de oxigeno o

menor concentracic’;h de nutrimentos (Kaplan et al., 2003b, Stewart, 2003).

Al igual que ,ve’h otros microorganismos, en A. actinomycetemcomitans el pili tipo
IV juega un papel importante en la adhesion, una de las pilinas que lo conforman esta
sujeta a moqificyaci()n postraduccional, tal vez a través de giicosilaciones, 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 adhesidon. También
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existe la posibilidad de que la N-acetilglucosamina sea uno de los componentes de la
matriz de exopolisacaridos de A. actinomycetemcomitans y que al ser degradada por la

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

En E. coli se ha reportado que el regulador global CsrA (carbon storage
regulator) es una senal que favorece la disgregacion del biofilm (Jackson et al., 2002).
CsrA es un regulador postranscripcional que reprime varias vias metabodlicas que son
inducidas en fase estacionaria como la biosintesis y catabolismo de glicogeno y
gluconeogénesis (Romeo et al., 1993; Sabnis et al., 1995; Yang et al., 1996), ademas
de activar glicélisis, metabolismo de acetato y motilidad (Wei et al., 2000; Wei et al.,
2001). Mutantes en csrA estimulan la formacién de biofilm, ademas dobles mutantes
csrA-fimH-B, csrA-cpsE, csrA-csgA, afectadas en produccion de pili tipo I, acido
colanico y curli respectivamente, fueron capaces de formar biofilm en mayor proporcién
que en-presencia de csrA. Posiblemente el papel de CsrA en la disgregacion del biofilm
se lleva a cabo a través de la represion de la biosintesis de glicdgeno, ya que una doble
mutante csrA-glgA (glicogeno sintasa) esta severamente afectada en la formacion de

bioﬁlrrhi}’()jackso‘n et-al., 2002), estos resultados concuerdan con estudios realizados en

los cuales la formacion de biofilm se relaciona con la produccion de

S. enterilidi
glicégeno (Bo ,2000).

icoquimicas

, ihcipales de los biofilms son las células que los constituyen y
la matriz de‘ P lat ual las células se encuentran embebidas, dado que los EPS

constituyen de un 50 90% del biofilm, la composicion y cantidad de los EPS producidos
por las celulas que lntegran el biofilm determinaran las propiedades del mismo
(Tsuneda et al., 2003).Asum|smo las propiedades del biofilm controlan en cierta medida
los procesos que ocurren dentro de‘éste; un ejemplo es la actividad metabdlica de las
células que constltuyen al b|of|lm Ia cual es influenciada por la cantidad de nutrimentos

que a su vez esta-de_termma‘da‘pqr la difusion de los mismos (Stewart, 2003).
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1.2.4.1. Propiedades Morfolégicas

| “La estructura de los biofilms puede variar de acuerdo a la diversidad de especies
que'io componen, condiciones ambientales y al perfil de expresion 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 um, hasta estructuras
tridimensionales complejas en forma de hongo, distribuidas heterogéneamente sobre la
superficie formando columnas de diferente tamario que pueden medir cientos de micras
(Fig. 1.3.), las cuales son penetradas por canales acuosos que permiten el
abastecimiento de nutrimentos, oxigeno y desecho de substancias toxicas (Stoodley et

al., 1994).
1.2.4.2. Propiedades Reologicas

Estas se refleren a las caracteristicas de la corriente que se forma alrededor de
un cuerpo. EI vblOfIlm es una estructura viscosa y elastica lo cual le permite no

fragmentarse faCIIment cdando es deformado por la corriente y flujo del medio liquido

explicar parc:almente a.mayo| resustenma de los biofilms a diferentes tipos de estrés,

incluyendo el termlco (Alllson et.al: 2000)
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1.2.4.4. Difusion en el biofilm

Los organismos que componen el biofilm consumen o utilizan nutrimentos y otras
moléculas que difunden a través del biofilm. La difusion de moléculas en el biofilm esta
determinada por las caracteristicas 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 comun encontrar gradientes de concentracion
de ciertas moléculas en un biofilm y esto puede explicar algunos fendmenos que

ocurren dentro de esta comunidad de microorganismos.

Un gradiente en la concentracidn de nutrimentos puede explicar la
heterogeneidad en el estado metabolico de las células que integran el biofilm, ademas
de proveer una posible explicacion del aumento en resistencia a antibidticos que las
células en el biofilm exhiben respecto a las células plancténicas, ya que el mecanismo
de accion de algunos antibioticos esta ligado a traduccién o replicacion celular y si estos
procesos estan disminuidos en las células del biofilm, entonces el efecto de los

antibioticos también se vera disminuido.

De igual forma la difusion juega un papel muy importante en el efecto que otras
substancias toxicas causan a las células del biofilm. La matriz extracelular puede actuar
como barrera: f|S|ca que no permita la difusion de substancias toxicas a las células que

se encuentran en Ia base del biofilm o como un escudo, ya que algunos componentes

de esta matnz pueden reaccionar con ciertas substancias como el HCI, disminuyendo el
dado celular (Stewart 2003). Asimismo, debido a los gradientes de oxigeno que se han
encontrado enk ‘el biofilm (Stoodley et al., 1994), se puede explicar la presencia de
organismos éh‘aérébicos estrictos en biofilms formados aerébicamente en presencia de

aerobicos estrictos o facultativos (Bradshaw et al., 1997; Bradshaw et al., 1998).
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1 .2.5. Factores que afectan la formacion del biofilm

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

~1.2.5.1. Naturaleza de la superficie

Se. ha observado que la adhesion de las bacterias a una superficie depende de
las caracteristicas de ésta. La cantidad de nutrimentos depositados sobre la superficie
puede ser un factor que favorezca la adhesién de microorganismos. En algunos
reportes se observa que la hidrofobicidad del substrato es determinante en la adhesién
y retencidon de las bacterias sobre la superficie (Bos et al, 2000), ademas la
colonizacion de la superficie varia de acuerdo a sus caracteristicas de hidrofobicidad o
hidrofilicidad (Dalton et al., 1994).

1.2.5.2. Factores Hidrodinamicos
En este punto se contempla el flujo del medio liquido en el cual se encuentra el

biofilm -ya que éste determinard la tasa de transporte de nutrimentos y células

‘planctonlcas hacia el substrato. Se ha abservado que de acuerdo a la turbulencia del

L ﬂulo deI Ilqwdo ‘sobre el biofilm, éste desarrolla estructuras diferentes, si el flujo es

turbulento, las mrlcrocolomas forman estructuras filamentosas en direccion al flujo
(Stoodley et al., 1999b).

1.2.5.3. Temperatura
Posibleinenvte' él efecto de la temperatura en la formacién del biofilm es el mismo
que sobre el creCImxento de células planctonicas, por lo que tal vez la temperatura de

creC|m|ento optlmo en determlnado organismo sea muy similar a la temperatura optima

requerida para que estos microorganismos integren el biofilm.
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~1.2.5.4. pH

 'Se ha reportadb que la adicion del amortiguador MOPS [3-(N-morfolino)propano
sulfonato] al medio de cultivo mejora la formacion de biofilm (Corona-lzquierdo y
Membrillo-Hernandez, 2002b), ademas se ha reportado que existe un pH optimo de
formacion de biofilm en E. coli que corresponde a pH 6.5 por lo que posiblemente el pH
del medio influencie de alguna manera la formacion de biofilm (Corona-lzquierdo,
2002).

1.2.5.5. Oxigeno

Estudios sobre formacion 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 oxigeno en este proceso.

TES'S CON
1‘.2.5v.6. Interacciones entre microorganismos FALLA DE ORIGEN

‘Como ya se mencion6 en otra seccidn de este trabajo, en ambientes naturales, la
forma prevaleciente de vida bacteriana es el biofilm y ademas éste generalmente se
integra por. una gran variedad de microorganismos. Ejemplo de comunidades
heterogéneas son los biofilms formados en unidades dentales, constituidos por mas de
trece géneros de bacterias, entre las que podemos mencionar Leptospira,
Sphingomonas, Bacillus, Escherichia y Pseudomonas entre otras; por lo que es
plausible qué la variedad de microorganismos que forman parte del biofilm y las .
interacciones que surjan entre ellos sea un factor importante para el estableCImlento delik\' ’
biofilm bajo determmadas condiciones. Se ha observado que los anaerobios estnctos:,‘:’ ‘

Veillonella d/spar Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis pueden formar;f :

biofitm en condncnones aerdbicas cuando son incubados en presencia de organlsmos -

facultativos o aerdbicos estrictos, como Neisseria subflava, ya que este de“ﬂ.‘,

disminuye la tension de oxigeno dentro del biofilm a niveles que pueden ‘permmr. el
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crecimiento de anaerobicos estrictos, lo que ademas, permite que la cantidad de

organismos anaerébicos aumente con el tiempo de incubacion (Singh et al., 2003).
1.2.5.7. Quorum sensing (Percepcion del quérum)

En apartados anteriores de este proyecto se sefiald que una de las formas de
comunicacion entre las bacterias es el “quorum sensing” (QS), término que describe la
capacidad de un organismo de percibir y responder a moléculas quimicas o
autoinductores que acttian como sefales y son acumuladas de manera dependiente a
la densidad celular, las cuales permiten controlar de manera coordinada la expresion

genética de una comunidad.

La comunicacion 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 reaccion catalizada por ia enzima luciferasa, sin
embargo, la produccién de luz tnicamente ocurre cuando la densidad celular es alta y
este proceso es regulado mediante las proteinas Luxl/LuxR (Engebrecht et al., 1983,
Engebrecht y Silverman, 1984). Otras de las respuestas o fendbmenos que son
reguladas por el QS, aparte de la produccién de luz son la virulencia y la formacién de

biofilm.
1.2.5.7.1. Quorum sensing en bacterias Gram-positivas

La comunicacion celular en las bacterias Gram-positivas se lleva a cabo a través
de la produccion de oligopéptidos modificados que funcionan como sefiales, los que
son secretados extracelularmente via un transportador ABC (ATP binding cassette).
Cuando la cantidad de péptidos secretados alcanza una determinada concentracion
éstos son detectadas por una proteina detectora, parte de un sistema de dos
componentes, que transduce las sefiales a un regulador de respuesta mediante una
cascada de fosforilacion que finalmente induce la expresion de ciertos genes (Schauder
y Bassler, 2001).
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1.2.5.7.2. Quorum sensing en bacterias Gram-negativas

“‘Homélbgos al sistema de QS Luxl/LuxR han sido encontrados en mas de 25
espécieé de bacterias Gram-negativas. La comunicacién se lleva a cabo a través de la
produ‘c"‘c,ic’)n de homoserinas lactonas con un grupo acil (acil-HSL). La enzima Luxl
produqe,jHSL acoplando la cadena acil proveniente de una proteina acarreadora ae
grupous 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 deteccion se unen a la proteina receptora LuxR y activan la
transcripcion de genes blanco (Schauder y Bassler, 2001; Fuqua et al., 2001).

Los dos tipos de lenguaje bacteriano (a través de péptidos sefal u acil
homoserina lactonas) permiten la comunicacién entre bacterias de la misma especie,
sin embargo, existe un-mecanismo de comunicacion universal descrito al menos en
bactenas Gram negativas, es decir, un lenguaje entendido por bacterias de diferentes

ste ée ha descrito en la bacteria marina V. harveyi que posee dos sistemas

de QS que combman las  caracteristicas de los sistemas de QS en Gram-positivas y

Gram- negatlvas (Flg 1 4. )

La smtesus del automductor 1y 2 (Al-1 y Al-2) estd a cargo de las enzimas
LuxLM vy LuxS}"respectlvamente no obstante;- a dlferencsa del sistema canobnico

Luxl/LuxR el";\'
Al-2 (compuesto de tlpO furanona) es detectado por el sistema LuxP-LuxQ. En ambos

J |I HSL) es detectado por la histidina cinasa LuxN, mientras que el

casos la senal se transduce ‘mediante” lina cascada de fosforilacion al ‘regulador de
respuesta: LuxO'fa traves de:un ]protelna intermediaria denominada. LuxU. A bajz

rot"rm' 'LuxO e encuentra fosforilada y activa lar transcnpmon de

densidad celula‘ a’

(enc, gado de la produccion de iuz) por otro® lado, a una

un represor del' oper

densidad celular alta
transcripcion del operon /ux (Flg 1 4., Bassler, 1999).
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Al-1 Al2
“ (C4-HSL) O ""' (furanona)
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. Operon fux
X ¥

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

La comunicacion intraespecie en V. harveyi se realiza a través de la produccion
del Al-1, mientras que la comunicacién interespecie se lleva a cabo mediante el Al-2. El
andlisis in silico ha permitido demostrar la presencia de homélogos de la proteina LuxS

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

En P LélriJg"in_'osa se han reportado dos sistemas de QS homdlogos al sistema

Luxl/LuxR;'éstds‘fé’bnx‘VLa‘sI/»L»asR y RhIl/RhIR. El primer sistema de quérum sensing esta

/- por. el activador transcripcional LasR; éste sistema

' fzfé_,'cltores de virulencia en P. aeruginosa, como
elastasés;,' proteasas; -hemolisinas; neuraminidasas, etc. El segundo sistema de QS se
integra:‘por?;lg_s;p‘rptg as Rth la primera tiene a su cargo la sintesis de N-
butanoil-lv_-'hOﬁiéiéenna lactona’ HL) y la segunda actda como regulador transcripcional
al unirse a BHLEI SIS rg_,a';,de"OS Rhil/RhIR reguia la sintesis de ramnolipidos,

elastasas y algiﬁa'té“ébntkrég»tfbs’ (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 formacién del biofilm.

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

4
Gen’ (Producto) Funcién Organismo Referencia
dspB (N-acetilglucosaminidasa) Participa en A. Kaplan et al.,
disgregacion del biofilm actinomycetemcomitans 2003b
cepl/cepR  Sistema de QS B. cepacia Huber et al.,
2001 ;
agnd3 (Ag43, antigeno 43) Media interacciones célula- E. coli Danese et al., ]
(flu) célula y célula-superficie en medio minimo 2000a i
suplementado con glucosa i
CpxR (Sistema de dos components CpxRA, de estrés E. coli Otto y Silhavy,
extracelular) Monitorea biogénesis de pili 2002
csgA (Curlina, subunidad estructural del curl) Participa E. coli Prigent-Combaret
en interacciones celulares con la superficie y con et al., 2000
ofras células
csgD (CsgD) Regulador transcripcional de curli E. coli Prigent-Combaret
et al., 2001
csrA (CsrA, regulador global de unién a RNA) E. coli Jackson et al.,
Represor de la formacion de biofilm y activador © 2002 ‘
de la dispersion del mismo
dsbA (DsbA) Participa en el plegamiento de proteinas E. coli Genevaux et al.,
extracitoplasmicas que contienen puentes - 1999a
disulfuro y en ensamblaje de fimbria tipo | y del ;
cuerpo basal del flagelo
Grupo fim  (pili tipo 1) Media interacciones célula-célula y . E. coli Pratt y Kolter,
célula superficie 1998
finD Regulador maestro de sintesis de flagelo E. coli Pratt y Kolter,
) 1998
fiic (Flagelina) Subunidad structural del flagelo E. coli Pratt y Kolter,
. 1998
ninkE (Lipoproteina de membrana externa) ~E. coli Otto y Silhavy,
Posiblemente transmite seiales al dominio 2002
periplasmico de CpxA en respuesta a dafio en
membrana causado al momento de adhesion
ompR234 (OmpR, parte del sistema de dos componentes E. coli- Prigent-Combaret
EnvZ/OmpR que responde a osmolaridad) : et al., 2001
Mutantes en este gen sobreproducen curli
oxyR (OxyR, regulador maestro durante estrés E. coli Danese et al.,

24

oxidativo) La forma reducida de OxyR reprime la
expresion del gen flu

2000a; Schembri
et al., 2003a



INTRODUCCION

TESIS CON
FALLA EWJGEN

Gen (Producto) Funcion Organismo Referencia
rfaG rfaP  (Participan en la biosintesis del “core” de LPS) E. coli Genevaux et al.,
gall Mutantes en estos genes estan afectadas en 1999b
motilidad y fimbria tipo |
rpoS (RpoS) Factor sigma de fase estacionaria E. coli Corona-lzquierdo
' y Membrillo-
Hernandez,
2002a
Whiteley et al.,
2001
weafF Participa en la produccion de acido colanico. E. coli Danese et al.,
2000b
cpsE Partlcupa en S’InteSIS de acndo colanlco » E.coli Prigent-Combaret
k : C et al., 2000
aafA _(AafA subunidad de AAF/II)'Parthlpa en . EAEC Czeczulin et al.,
*V‘adherenma agregatuva . v 1997
aggR .(AggR) Actlvador transcrvpmon EAEC Sheikh et al.,
5 T 2001
fis (FIS) Actlva Ia expresuon de AggR EAEC Sheikh et al.,
: ERE ‘ 2001
yafK (YafK) Proteina hipotética, posnblemente regula EAEC Sheikh et al.,
los genes que codifican AAF/Il'a nxvel : ) 2001
transcripcional ek :
algl (Alginato liasa) Degrada alglnato arlicnpa en. P. aeruginosa Boyd y
disgregacion de! biofilm , Chakrabarty,
N . 1994
algT (AlgT) Regula sintesis de P. aeruginosa Hentzer et al.,
T 2001
flgk Proteina flagelar asociédaﬂabl ganc'ho P. aeruginosa O'Toole y Kolter,
REIRE T 1998a
las! (Lasl) N-(3 oxododecanoul) -Ls homoserma Iactona : P. aeruginosa Davies et al.,
S SR 1998
mucA22 (Factor anti-sigma de a/gT) Mutantes en este gen P. aeruginosa Hentzer et al.,
sobreproducen alginato 2001
pilBCD (PilB, PIlC, PiID) Sintesis de pili tipo IV P. aeruginosa O'Toole y Kolter,
1998a
agfA (AgfA, subunidad de fimbria SEF17) Estabiliza el S. enteritidis Austin et al.,
contacto intracelular y participa en adhesion a 1998
superficies
fap1 (Fap1, adhesina asociada a fimbria) Participa en S. parasanguis Froeliger y Fives-

biogénesis de fimbrias

1.3. Perfil gendmico de células en biofilm

Taylor, 2001

A lo largo de este capitulo se han descrito, algunas de Ias dlferenmas en el

metabollsmo de las células planctdnicas respecto a las células en blOfllm como ejemplo
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podemos mencionar el aumento en la resistencia a antibioticos caracteristico de las
células que integran el biofilm. Dichas diferencias son consecuencia de un perfil de
expresion genética diferente en las células del biofiim respecto a las células
plancténicas. Una de las herramientas utilizadas para determinar como difiere la
expresion genética en células incubadas bajo diferentes condiciones (en este caso

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

2001).

El perfii de expresidon genética de células en biofim de P. aeruginosa
comparadas con las mismas células pero en estado planctonico, ha demostrado que
solo aproximadamente el 1% de los genes muestran una expresion diferente en ambas
condiciones, la expiesion 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 un
bacteriéfago temperado relacionado al fago filamentoso Pf1, dado que P. aeruginosa
contiene 11 de 14 genes de Pf1 posiblemente la induccion e estos genes podria ser

importante en el proceso de transferencia genética dentro del biofilm.

Algunos de los genes. lnvolucrados en el mecanismo de resistencia a antibioticos
modmcando Ia 'ermeabllldad de la pared celular como el gen tolA (Rivera et al., 1988)
expresnon en las células del biofilm. Mientras que los genes que

presentan may
sa cuya expresion se ha relacionado con sensibilidad a

an et al., 1980; Bryan y Kwan, 1983), se reprimen en

codifican la C|tqc r
antibisticos aminc
el biofilm (Wh

Dentro: ‘CUya expresién se encuentra reprimida en las células
en biofilm se es que partICIpan en la biosintesis de pili y flagelo,
3 olo‘son requerldas en ciertas etapas del proceso de
ue han transcurndo la sintesis de dichas estructuras ya

2001) La expresién del factor sigma de fase
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estacionaria rpoS también se reprime en el biofim, posiblemente participa
negatlvamente en la morfologia y resistencia a antibidticos de los biofilms (Whiteley et
al., 2001) Mutantes en rpoS muestran un biofilm mas robusto en P. aeruginosa

(Whlteley et al., 2001), lo que ocurre tambien en E. coli (Corona-lzquierdo y Membrillo-
Hernandez, 2002a).

En E. coli O157:H7 se han realizado estudios protedmicos que han permitido
identificar algunas de las proteinas responsables del fenotipo de las células en el biofilm
(Tremoulet et al.,, 2002). En este trabajo la deteccion de las proteinas con diferente
expresion en células en biofilm y células planctonicas se llevo a cabo utilizando geles
de doble dimension, posteriormente estas proteinas se identificaron mediante MALDI-
TOF-MS. Utilizando esta metodologia se identificaron 14 proteinas cuya sintesis estaba
incrementada en las células del biofilm y 3 cuya sintesis se reprimia en las células del
biofilm (Tremoulet et al., 2002).

Dentro de las proteinas cuya expresion aumentd en el biofilm se encuentra la
malato deshidrogenasa, tiamina fosfato pirofosforilasa (TPP-PPASE), la proteina de
uniéon a galactosa (GBP), la proteina periplasmica de union a ribosa (RBP), un
transportador de aminoacidos tipo ABC, Dps (proteina de unidén a DNA durante escasez
de nutrimentos) y H-NS (Tremoulet et al.,, 2002). La malato deshidrogenasa es una
enzima impqgtginte en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y el aumento en la sintesis de
esta proteing ’;efn'vlas células del biofilm sugiere que el metabolismo centrai de E. coli es
afectado porv'las condiciones de cultivo. Asimismo el aumento en TPP-PPASE, RBP vy
GBP indicanﬁque posiblemente debido a la escasez de glucosa en el biofilm maduro, se
favorece la degradacic‘m de ribosa y lactosa en el biofilm. Por otro lado dado que, tanto
Dps como H-NS son proteinas reguladoras de union a DNA, probablemente influencien

la sintesis de proteinas requeridas para el biofilm (Tremoulet et al., 2002).
Reciehytremente Schembri y colaboradores reportaron el perfil de expresion

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

vallendose del uso de microarreglos. En este trabajo la expresion genética de celulas
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en biofilm formados aerobicamente se comparé con dos grupos de células plancténicas
incubadas bajo condiciones aerébicas: células plancténicas en fase exponencial y

células plancténicas en fase estacionaria.

Para facilitar la descripcidon de resultados, unicamente voy a mencionar aquellos
genes cuya expresion fue diferente en las células del biofilm respecto a las células

planctonicas (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 expresion alterada en las células en biofim al

compararlas con células planctonicas.

Dentro de los genes cuya expresion se encuentra inducida en las células del
biofilm podemos mencionar a los genes fimA y fimF (biosintesis de fimbria tipo |), flu
(sintesis de Antigeno 43), IpxC (biosintesis de lipido A), lo cual correlaciona con
observaciones previas acerca del papel de las fimbrias y Antigeno 43 en las etapas de
adhesion inicial a la supeficie. Adicionalmente se observd que el operén cydAB, que
codifica para la 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 difusion de algunas moléculas pueden
formarse gradientes de concentracion de oxigeno y nutrientes dentro del biofilm lo que
induce la expresion de genes como dps (regulador global de condiciones de escasez de

nutrimentos).

Dado que las células del biofiim pueden estar sujetas a ciertos tipos de estrés
como el osmético, oxidativo o el causado por limitacion 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 (c® o RpoS) los autores analizaron el perfil de

expresion ‘de los genes regulados por rpoS en las células del biofilm y ademés

analizaro’h' la-formaciéon de biofim de una mutante MG1655 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-lzquierdo y Membrillo-Hernandez, 2002a y Whiteley

et al., 2001).
1.4. Objetivo de este proyecto

La formacion de biofilms en bacterias es un proceso que ha sido ampliamente
estudiado, en particular en el patégeno oportunista P. aeruginosa, debido a que este
microorganismo coloniza y establece biofilms en los pulmones de pacientes con fibrosis
quistica (Singh et al., 2000). Estudios sobre formacion de biofim en V. cholerae, P.
aeruginosa y S. typhimurium han mostrado que el biofilm se forma como un anillo en la
interfase aire-medio o neustdn (O'Toole et al., 1999; Watnick y Kolter, 2000; Watnick et
al., 2001), estos datos sugieren que el oxigeno juega un papel importante en este
proceso. El requerimiento del oxigeno en la formacion de biofilm, puede entenderse
cuand‘o',' se trata de organismos aerdbicos, ya que es facil pensar que si estos
organ»i‘smos requieren oxigeno para el funcionamiento de su metabolismo, entonces
tarhbiéri lo requeriran para formar biofilm. Sin embargo, en E. coli, Ia‘formaciéh dé
biofilm'ocurre unicamente en presencia de oxigeno, hecho que. resulta interésante dado
que E. co// es un organismo facultativo, es decir, puede crecer en presencua de oxigeno
y en.ausencia de este, puede llevar a cabo la respwacuon anaeroblca utlllzando

aceptores de electrones alternos al oxngeno y aun en ausencuaﬂde estos ultlmos puede

anaerobica,
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2.1. Cepas bacterianas

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Tabla 2.1. Cepas de Escherichia coli, bacteriofagos y oligonucleétidos utilizados en este

trabajo.
Cepa Genotipo Relevante Referencia o procedencia
BW21437  DE3 A(lac)X74 rpoS (am) phoR68 (Oc) AcreABCD154 Barry L. Wanner
AackA
BW21770  DE3 A(lac)X74 AackA159 rpoS am Barry L. Wanner !
C600 SupE44 hsdR thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 tonA21 Coleccion del laboratorio
DJ901 ASOXRS zje 2204::Tn10kan Greenberg et al., 1990
Gso08 oxyR:kan ' Gisela Storz j
JRG1728 Afnr Alac Cam® Jeff Green }
KSA712 }C(:F7789 A(A att-lom) b/a (D(csrA' facZ)1 (hyb) Amp" Jackson et al. 2002
an® . .. s
NHO0758 5 'ins-651 trpBBS Tn 10 i Falcom el al 1991
pc3s arcAzkan ;; ~ Rob Gunsalus
RKP4545 "~ V/JS676 hmp::Tns* Coleccién del laboratorio
TR1-5 gsrA.‘.kan Jackson et al. 2002
UuU1117 - (aer) DE1 thr (am)-1 leuB6 his-4 metF (am) 159 eda50 John S. Parkinson
: rpsl.136 thi-1 ara-14 lacY1 mtl-1 xyl-5 lonA31
tox78/sibl
JMHO0362 © XL1-Blue pSB20/aer John S. Parkinson
W31,1;Q F lam-in (rrnD-rrnEY rph-1 - Coleccion det laboratorio
WGO1 W3110 rpoS::Tn10 s , ) Carmen Goémez-Eichelmann
XL1-Blue'  F' supEd44 hsdR17 recAl endA1 gyrA46 thi’ relA1 Iac . Stratagene
ZK408 fInC araD AlacU169 strA thi pyrC64 nsiA his =~ : Roberto Kolter
JMHO0031 MC4100 fis::kan - Coleccion del laboratorio
JMH0299 w3110 mulante seleccionada por insercion de Este trabajo
miniTn5 (Kan®) deficiente en nado
JMHO0300 w3110 mutante seleccionada por insercion de Este trabajo
miniTnS (Kan ) deficiente en nado
JMHO301 w3110 mutante seleccionada por insercion de Este trabajo ‘
miniTns (Kan ) deficiente en nado |
JMH0302 W3110 mutante seleccionada por insercion de Este trabajo f
miniTn70 (Tet®) deficiente en nado o }
JMHO0314 W3110 mutante seleccionada por insercion de- - .- - Este trabajo - :
miniTns (KanR) mulante supresora en nado de
JMH0299 f
JMHO0345 W3110 arcA::kan Este trabajo
JMHO0346 W3110 arcB:.kan Este trabajo
JMH0349 W3110 dpiB::kan Este trabajo
JMHO0350 W3110 fis::kan Este trabajo

33



Lo MATERIAL Y METODOS

: _JMHO‘351: | \W3110 hmp::kan
JMHO0352. . W3110 oxyR::kan
JMH0572 ~ :W3110 hns-651 trpB83:Tn10
JMHO574  W3110 pSB20/aer
JMHO576  W3110 s0xRS zjc 2204::Tn10kan
JMH0861  W3110 pEGFP

JMHO0908 XL1-blue pUC18 contiene clonado el fragmento
EcoRI-Pstl de 7 kpb de la mutante JMH0314 y que
incluye al miniTn5

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Bacteriofagos Referencia
P1vir Miller, 1992
ANK1105 (A miniTn5) Kieckner et al., 1991

ANK1098 (A miniTn10) Kleckner et al., 1991

Oligonucleodtidos
M13 -21 5 TGTAAAACGACGGCCAGT 3
M13 rev 5' TTCACACAGGAAACAG 3'

2.2. Métodos de cultivo

2.2.1. Medios de cuitivo

Los medios l|qu1dos se prepararon vpor dlSOlUCIOﬂ de los solutos indicados en

cultives en'm

suplementado 0

1999; Corona lzquuerdo y Membn“ok";Hernandez‘f"2002b i'EI pH de los medios se ajustd

a7.0 antes de esterlllzar
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_Los antibidticos utilizados fueron esterilizados usando filtros de membrana MF™
(Millipbfe Acrodisk) de 0.45 um y adicionados al medio bajo condiciones de esterilidad a
una temperatura del medio de cultivo menor a 50°C. Las concentraciones de antibiético
fueron las siguientes: ampicilina 200 pg/mi, cloramfenicol 25 pg/ml, kanamicina 100
ug/ml y tetraciclina 25 pg/ml. Cuando fue necesario, se adiciono PTG é una
concentracion final de 1mM y X-gal 0.4% (w/v). Los agentes oxidantes se agregaron a
los medios de cultivo a las siguientes concentraciones: Metil violdgeno (Paraquat, PQ)
100 pM, H202 0.01%.

ondiciones de cultivo

L‘o_s:’cuzltl\kdé aerobicos en medio liquido se realizaron en matraces Erlenmeyer, el
volumen del cultivo no fue mayor al 20% de la capacidad del matraz. La incubacion se
llevo a cabo en un agitador orbital a 225 rpm con temperatura controlada. Los cultivos
anaerobicos se realizaron en tubos de ensayo con tapa de rosca llenados al maximo
volumen e incubados sin agitacion. Los cultivos aerébicos en medio sélido se crecieron
en cajas de Petri, las condiciones de cultivo anaerobico en medio sdélido fueron las
mismas que las utilizadas en los ensayos de formacién de biofilm. Para los ensayos de

formacion. de biofilm en placas de microtitulacion, los cultivos aerébicos se incubaron

sin agltaClon iy ‘las incubaciones anaerdbicas se llevaron a cabo en jarras de

anaerobuosns :“‘"tlllzando el sistema anaerdbico GasPak™ (BBL Microbiology Systems),

que genera uné“atmosfera compuesta por hidrogeno y diéxido de carbono. Cuandc se

reahzaron" 'ubaCIones bajo concentraciones controladas de oxigeno, se utilizé una
camara: de mlcroaerofllla MACS-VASOO microaerophilic work station (DW Scientific) con

la sugunente mezcla de gases: nitrogeno 80%, dioxido de carbono 10% y oxigeno 10%.

Todos Ios cultlvosise mcubaron a 37°C amenos que se indique lo contrario.

Para* ';éri presencia de aceptores de electrones
alternos,’e’il'@_ ent’aC|on éstos se adicionaron al medio LB
MOPS 100 m
mM, DMSO molibdato 40. mM 01 mM o fumarato 40 mM y acetato 0.2%, succinato

(lgwentes concentracnones finales: nitrato 40 mM, nitrito 5
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0.4%; etanol 2.0%, formiatc 2.0% o lactato 0.4%. Todos los reactivos fueron

esterilizados por filtracion.

El crecimiento fue determinado midiendo la DO a 600 nm utilizando el
espectrofotometro Ultrospec 3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech™), para ello, se
utilizaron cubetas de plastico desechables de 1 mi, diluyendo 10 6 100 veces la

concentracion del cultivo.
2.3. Métodos genéticos
2.3.1. Transformacion

Mediante el proceso de transformaciéon se puede introducir DNA plasmidico 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 siguid esta basado en el método
de transformacion por CaClz, descrito en Sambrook y Russell (Sambrook y Russell,

2001) y que a continuacién se detalla.
2.3.1.1. Preparacic’)n de células competentes
1) Crecer un cultivo a saturacion a 37°C, 225 rpm en medio L.B.

2) Diluir el cultivo 1:100 en 20 m| de LB e incubar a 37°C, 225 rpm por 2 h.
3) Transfenr a un tubo Falcon de 50 mi y centrlfugar por 10 min a 3000 rpm a

5) ACentnfugar por 10 min a 3000:rpm a 4°C y descartar el sobrenadante.
G) Resuspender en 1 mlde CaCIz 100.mM frio.
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2.3.1.2: Transformacién de células competentes

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

Mezclar 100 pl de células competentes con 2 pil de DNA.
Incubar en hielo por 1 h.

Incubar a 43°C por 90 seg.

Agregar 1 ml de LB e incubar a 37°C, 225 rpm por 1.5 h.
Centrifugar por 3 min a 13,000 rom y descartar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 80 pl de MgS04 10 mM.

Platear en medio selectivo.

2.3.2. Transduccion generalizada mediante fago Py

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

cepa a‘;;,ot;ra utilizando como vehiculo de entrega a bacteriéfagos. En este trabajo se
utilizé,'eli ‘bacteriéfago Piir que es una variedad del fago Py que no puede formar

lisbgenos.

2.3.2.1. Preparacién de lisados

1)

Crecer un',cultlvo saturado de la cepa donadora a 37°C, 225 rpm en medio
S em ntado con CaCIz 5 mM mas el antibidtico correspondiente.
Centnfuga eli_'cultlvo a 13,000 rpm por 5 min y descartar el sobrenadante.
Resuspender él ‘pellet en la mitad del volumen inicial de MgS0,4 10 mM.
Mezclar 001 de celulas con 200 nl de bacteriéfago Py, usar como control

Incub a,37; C' sin agltamon por 20 min.

: Agregar 2 3 mI de LB suplementado con CaCl, 5 mM y agitar con vortex.

Incubar a 37°C 225 rpm por 2-4 h, hasta observar que el cultivo con fagos se

: clarlfnca m:entras que el cultivo control llega a saturacion.
Remover los restos celulares por centrifugacion a 13,000 rpm por 5 min.

Transferlr el sobrenadante a un tubo nuevo.

37



MATERIAL Y METODQOS

9) Repetir el paso 8.
10) Adicionar al sobrenadante 2 gotas de cloroformo y agitar con vortex.

Almacenar los lisados a 4°C.

2.3.2.2. Transduccion al genoma

1) Crecer un cultivo saturado de la cepa receptora a 37°C, 225 rpm en medio
LB suplementado con CaCi,5 mM mas el antibidtico 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 MgSO,4 10 mM.

4) Diluir los lisados obtenidos con el protocolo 2.3.2.1. a diferentes diluciones de
10° a 10, en MgSQO4 10 mM.

5) Mezciar 100 pl de células con 100 ul del lisado a diferentes diluciones.

6) Utilizar como controles muestras de sélo células y solo fagos, para observar
que las células receptoras no sean resistentes a antibiético 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.

10) Repetir el paso 9.

11) Agregar 1 mlde 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 peliet en 80 pl de MgSO,4 10 mM.

14) Platear en medio selectivo.

2.3.3. MUtagénesis

" enesis por insercion de un elemento transponible

Uno de l,ow;,fm,éto‘dds mas utilizados en genética molecular en la obtencion de

mutantes es la mutagénesis 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

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

mini-Tn5 (ANK1105) y mini-Tn70 (ANK1098) que confieren resistencia a kanamicina y

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

por Kleckner y colaboradores (Kleckner et al., 1991). La seleccion de mutantes se llevd

a cabo aerbbica y anaerébicamente y la deteccion del fenotipo de las mutantes se

realizé mediante ensayos de formacion de biofim en placas de microtitulacidon
(Protocolo 2.5.)

2.3.3.1.1. Preparacion del lisado con fago A

h

2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9

.Crecer un cultivo a saturacion de la cepa C600 (ésta contiene una mutacion

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

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

Cdlectar las células por centrifugacion a 13,000 rpm por 5 min y resuspender
en la mitad del volumen inicial de MgSQO4 10 mM y CaCi, 5 mM.

Mezclar 50 pl de células con 50 pl del lisado de fagos.

Incubar 10 min a TA.

Agregar 2 mi de LB MgS0O,4 10 mM precalentado a 37°C.

Incubar de 2-4 h a 37°C, 225 rpm

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

Colectar los restos celulares por centrifugacion. »
Remover el sobrenadante y transferir a un tubo nuevo, agregar 2 gotas de

cloroformo.

10) Almacenar el lisado a 4°C

2.3.3.1.2. In’skl_be:r‘qi()kn; de transposones mini-Tn5 y mini-Tn 70

1)

Crec"erk_"vLinv:cyu"l"ti_i/c_)k a saturacion de la cepa W3110 a 37°C, 225 rpm en medio
LB «
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2) Colectar las células por centrifugacion a 13,000 rpm por 5 min y resuspender
en la mitad del volumen inicial de MgSO,4 10 mM y CaCl> 5 mM.

3) Mezclar 100 pl de células con 100 pl del lisado de fagos.

4) Incubar 10 min a TA.

5) Agregar 1-2 ml de LB MgSO,4 10 mM.

6) Incubar a 37°C sin agitacion por 1 h.

7) Platear diluciones seriales en medio selectivo.

8) Incubara 37°C.

2.3.3.2. Mutagénesis mediante agentes quimicos

A diferencia de la mutagénesis por insercion de transposones, la mutagénesis
mediante el uso de agentes quimicos causa substituciones de bases. El MNNG (N-
metil-Nnitro-N-nitrosoguanidina) es un agente alquilante que al metilar la posicion 0°
de la gﬁanina permite su apareamiento con timina, causando transiciones G:C — A:l.
Para esta mutagénesis se uso el protocolo descrito por Miller (Miller, 1992). Para la
deteccién de mutantes se siguié el protocolo para ensayos de formacién de b:oﬂlm en

placas de microtitulacion (Protocolo 2.5)

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

2) Di :50 en’'LB'e incubar a 37°C sin agitacion por 2 h.

3) C;225 tpm por 1.52 h,

4) 000.tpm por 5 min,

5) un ‘tvdlumen igual al cultivo original de solucion

s 0.1 M pH 5.5 (Acido citrico 9.6 g, NaOH 4.4 g,

( ~Ajustar pH a 5.5 con NaOH 10 N y esterilizar por
a 3 000 rpm por 5 mln

6) :

7) Resuspender en2. 5 ml de solucaon amomguadora de citratos.
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8) Agregar 1:20 v/v de una solucibn MNNG 1 mg/ml y agregar el mismo
volumen de soluciéon amortiguadora de citratos a la muestra control.

9) Agitar con vortex.

10) Incubar durante 5, 10, 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 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M
pH 7.0 (KH2PO,4 6.8 g, NaOH 1.16 g, aforar a 500 ml con HO. 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 ml de solucion
amortiguadora de fosfatos.

14) Platear cada muestra en medio sdlido LB a diluciones 10™ y 10° para las
células tratadas con MNNG y 10 y 10°® para las células control.

Preparacion de MNNG

1) Pesar un tubo de microcentrifuga. ,
2). ’ColocarAuna‘ pequena cantidad de MNNG dentro del tubo‘ bajo una campana

t"de extraccion.

3) - -Pesa nuevamente el tubo de microcer

‘i*calcular la cantldad del reactivo.

4) :’DIIU ‘en el volumen de acetona

10 mg/mi.

5) Diluir la solucion stock 1:10 viv en solucion® amortlguadora,de mtratos para‘

crear una solucion de trabajo 1 mg/ml

2.4, Métodos bioquimicos
2.4.1. Determinacion de la actividad de'[iébal_éCtdsidéSé"' S

Una de los genes reporteros mas utlllzados'v ’ni estudlos sobre reguIaClon

genética, es el gen: lacZ que codnflca Ia enznma [5 galact031dasa El substrato de esta
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enzim'a es'la lactosa, pero también puede actuar sobre analogos de esta molécula, uno
de e‘llos es el croméforo o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG), cuya hidrolisis
puede detectarse mediante una reaccién colorimétrica midiendo absorbancia a 420 nm.
Para monitorear la actividad de un gen, se pueden construir fusiones uniendo la region
promotora del gen de interés con la region codificante del operén lacZ y midiendo la

expresion del gen de interés mediante la actividad de la [3-galactosidasa.
Para calcular la actividad de B-galactosidasa se usa la férmula de Miller (1992):

1000 [DO4z0nm - (1.75 * DOssgnm)]

Unidades Miller =

e v «DOgoonm

Dosoo,,m = Densndad optlca de la suspensnon celular.

DO420nm y DOssonm son las medldas de absorbancna

'»,hidrirc')lisivs de ONPG; mientras que la
e’_gt_dgceltxlares y la turbidez. Para
metro de UV/Visible Ultrospec 3100 pro

(Amersham Pharmacia Bio

El ensayo de’ [5#galact03|dasa se llevé a cabo como se describe por Miller (Miller,

1992) y se reahzo port llcado para cada muestra.

1) Mednvr la DOeoonm de Ia muestra

2) Emplear 30 50 »y'1007 pl Lde ‘cada muestra y aforar a 1 ml .con solucién
amortlguadora Z (NazHPO4 60 mM NaHzPO4 40 mM KCl 10 mM, MgSO4 1
mM, = mercaptoetano! 50 mM) ' ' ’
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3)

4)

5)
-
7)
8)

9)

Ajustar pH a 7.0. Adicionalmente, emplear una muestra sin células que
recibira el mismo tratamiento que los tubos con células y que sera el control
del experimento.

Permeabilizar las células previamente resuspendidas en solucién
amortiguadora Z agregando 40 pl de cloroformo y 20 pl de SDS al 0.1 %,
mezclar con vortex durante 10 seg.

Incubar a TA por 10 min.

Agregar 200 ul de ONPG (0.4% en solucién amortiguadora Z) a cada tubo, a
intervalos de 30 seg, mezclar con vortex durante 10 seg (mismo tiempo y
velocidad para cada tubo).

Incubar a TA hasta qgue la mezcla del ensayo, inicialmente incoloro, cambie a
amarillo por la hidrélisis del ONPG.

Agregar 500 pl de una solucién Na;CO; 1 M a intervalos de 30 seg, para
detener la hidrélisis del ONPG.

Registrar el tiempo de reacciéon para cada muestra. Medir la absorbancia a
420nm y 550nm.

2.5. Ensayos de formacion de biofilm

2.5.1. Condiciones de Crecimiento

Para los ensayos de formacion de biofilm se utilizé eI método descrito por

O'Toole y ‘Kg‘ljtg[“cgn ciertas modificaciones (O'Toole et al.,:

1999 Corona- lzquxerdo y

‘ Cambrldge MA)
C en. presencia o ausencia de oxigeno. Cubrir las placas de

mucrotatulacnon con cajas plasticas para prevenir la evaporacion.
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2.5.2'. Deteccidn y cuantificacion del biofilm mediante tincién con cristal violeta

1) Después del tiempo de incubacion indicado, lavar los pozos 3 veces con
agua para remover las células que no se adhirieron.
2) Detectar el biofilm formado mediante una tincién con cristal violeta al 1.0% e
incubar por 20 min.
3) Lavar los pozos con HyO para remover el cristal violeta no adherido a
superficies bidticas.
4) Cuantificar Ia. cantidad de biofilm formado eluyendo el colorante en cada
pozo con 200 ul de una solucién 80% etanol 20% acetona e incubando por
-~ 20'min a4°C.
5) M{ediyr la absorbancia a 590nm. La cantidad de biofilm formado se report6 en
i dnidadeé arbitrarias (U.A.), una U.A. corresponde a la absorbancia medida

para el control usado.
2.5.3. Deteccion del biofilm por Microscopia confocal

La proteina verde fluorescente es otra de las moléculas reporteras que se han
utilizado para monitorear la expresion de ciertos genes. Asimismo, su uso se ha
extendido en anéliéié aé' formacion de biofims mediante microscopia laser confocal
(Skillman et al., 1998) (Hentzer et al., 2001) Para realizar este ensayo se transformo la
cepa W3110 el : plasmldo pEGFP (CLONTECH) mediante el protocolo de
transformacnon descrlto ante rmente‘ (2 3.1. ) ElI plasmido pEGFP contiene clonado un
eséente modificada que emite luz verde a 507 nm.
lcbroscoplo Nikon Eclipse E600. Las fotografias se
2 Coolplx 995.

gen que codifica’ una proten

Las muestras se observaro

tomaron con una camara Ni

1) satu acton de la cepa W3110 pEGFP en LB I\/‘OPS 100

ml\/l pH :0.con ampicilina a una concentracion final de 250 pg/m

2) Dllu“‘ en medio. fresco suplementado con glucosa al 0, 2% y amplcmna a una
DOsoonn de;O ‘einclibar en presencia de IPTG 200 mM.
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3) Inocular placas de microtitulacion para realizar un ensayo de formacion de
Bibﬁlm, como se indica en el Protocolo 2.5.1.

4)" Lavar los pozos con PBS 1x (Na;HPQO, 72 mM, NaH,PO4 28 mM, NaCl 126
mM. Ajustar pH a 7.2) pasado el tiempo de incubacion.

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

6) Lavar con PBS 1x.

7) Montar las muestras en laminillas usando liquido de montaje para
fluorescencia (DAKO).

8) Observar en un microscopio de fluorescencia.

2.5.4. Obtencion de células y sobrenadantes
Cuando se requirio mezclar células y sobrenadantes de cultivos en medio LB

suplementado con MOPS 100 mM pH 7.0, provenientes de una incubacién aerdbica o

ara los ~ensayos de formacion de biofilm, se realizd el siguiente

: elula ‘y sobrenadantes se utilizaron inmediatamente después de

: "‘js‘de mlcrotltulamon con un cultivo de Escherichia coli W3110

‘crlbe en 251) e mcg‘bar aerobicamente por 24 h o

1) Méicﬁlv'ar 0 s resuspendidas en MgSOs 10 mM, con 140 ul de
sobrenadante” ), medio “uevo (como se indica en cada experimento). .

2) lnocular placas de mncroﬂtulacuon (150 ul por pozo).
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3) Incubar aerdbicamente por 24 h o anaerébicamente por 48 h a 37°C.
2.6. Curvas de crecimiento

Para determinar la cinética de crecimiento a lo largo del proceso de formacién de
biofilm en condiciones aerébicas se tomaron muestras de un cuitivo inoculado en un
matraz Erlenmeyer, el volumen del cultivo no fue mayor al 20% de la capacidad del
matraz, éste se incubo aerobicamente a 37°C sin agitacion. EI monitoreo del
crecimiento bajo condiciones anaerdbicas se realizé tomando muestras de un cultivo
inoculado en un tubo con tapa de rosca llenado al méaximo volumen. Se tomaron
muestras a diferentes tiempos y se midié la DOggonm €n 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 NaCl, 0.7%). En algunos experimentos las placas fueron
suplementadas cbn glucds'a‘ 0.2%. Se utilizé un cultivo saturado de la cepa a analizar,
se inocularqﬁ 2';1I del ;‘cultivo én una placa de agar suave y se incubd por 4 h
aerébibar%eﬁté“% por 8 h anaerdbicamente a 30°C. Las células que nadan forman un

halo alrededor del punto de inoculacién.
2.8. Manipulacion y analisis de DNA
2.8.1. Obtencion de DNA genémico

La purificacion del DNA gendémico se llevd a cabo siguiendo el método de

extraccion por fenol-cloroformo, como se describe a continuacion:

1) Inocular un' cultivo ‘de la cepa requerida en 50 ml de LB e incubar a 37°C con

agitacion.
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2) Colectar las células a una DOggonm de 0.8 a 1.0.

3) Resuspender en 10 ml de solucion amortiguadora TE (Tris~HCl'25 mM pH
8.0, EDTA 1 mM).

4) Adicionar 10 mg de lisozima e incubar 15 min a 30°C.

5) Adicionar 1 ml de SDS al 20%, mezclar por 15 seg usando una pipeta. La
solucidn se vera viscosa.

6) Adicionar 10 ml de fenol (saturado con solucién amortiguadora TE, tomar la
fase oleosa) y 1.5 ml de NaCl 5 M. Invertir el tubo rapidamente a TA por 20
min.

7) Sep'afar"las fases por centrifugacion a 5000 rpm durante 10 min.

8) ‘Rermover 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 10 min.

10) Repetir los pasos 7 y 8.

11)’A:d:i¢i'ohar 1 volumen de cloroformo y mezclar invirtiendo durante 10 min.

12) Répefir los ‘paéos 7y8.

13) AdiCionaf 1 volumen de isopropanol (agregar el isopropanol de tal manera

: ~qUe éégﬁUrra por las paredes del tubo, se forman dos fases)

14) Mé'zcl'ar suavemente la interfase utilizando una varilla de vidrio para recoger
‘él'DNA en forma de fibras.

15) Lavar el DNA en etanol 70% frio.

16) Secar el DNA aTA.

17) Resuspender el DNA en 1 ml de TE hasta disolver totalmente.

18) Adlcnonar RNasa a una concentracnon final de 20 pg/ml e incubar a 50°C por
Th .

19) AdlClonar Protelnasa K a una concentracion final de 100 pg/ml. Incubar a
37 C por.1 h ‘

20) AdlClonar TE para ajustar el volumen as5ml

21) Adqcaonar 1 volumen de fenol:cloroformo (1:1). Mezclar invirtiendo por 10 min.

22) Ceriififugar'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, 15,16 y 17.

26) DNA listo para corte enzimético.

2.8.2. Obtencidon de DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico se realizd usando el Estuche de purificacion de
DNA de QIAGEN™, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé el protocolo
"QIAprep Spin Miniprep Kit", que permite la purificacion de mas de 20 ng de DNA

plasmidico.

El protocolo se basa en la lisis de las células bajo condiciones alcalinas (NaO*l,
SDS). El SDS solubiliza los componentes fosfolipidicos y proteinicos de la membrana
celular,‘permitiendo la lisis y liberacion del contenido celular. EI NaOH desnaturaliza
tantoeLDNA‘,crorhosomal y plasmidico, como las proteinas. El tiempo optimo de lisis
permité lVéy.:méx‘ima liberacion del DNA plasmidico de la célula sin permitir la salida del
DNA cromosomal minimizando a su vez la exposicion del plasmido a una
desnaturéylizajci'én irreversible. EI RNA se degrada por accién de la RNasa A. Las
proteinaé. el DNA cromosomal y los restos celulares son precipitados debido a la alta
concentracion de sales. EI DNA plasmidico es adsorbido en una columna de resina de
intercambio anidnico, constituida por Dietilaminoetanol (DEAE), en condiciones acidas
la resina se carga positivamente e interacciona con los grupos fosfatos del DNA, a
través de interacciones electrostaticas, las endonucleasas y sales son removidas

mediante lavados. El DNA se eluye a pH basico (8.5).
1) Colectar un cultivo saturado por centrifugacion. Resuspender las células en

250 ul de solucion amortiguadora P1 (RNasa A 100 pg/ml, Tris-HCI 50 mM

pH 8.0, EDTA 10 mM) hasta obtener una solucién homogénea.
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2)

3)
4)
S)
6)
7)

8)

9)

Agregar 250 pl de solucion amortiguadora P2 (NaOH 200 mM, SDS 1%) a la
suspension celular, mezclar invirtiendo el tubo hasta obtener una solucidn
viscosa y clara.

Agregar 350 il de solucién amortiguadora N3 (CH3;COOK 3.0 M pH 5.5),
mezclar invirtiendo el tubo.

Centrifugar por 10-min a 13,000 rpm.

Transferir el sobrenadante a una columna QlAprep.

Centrifugar de 30 a 60 seg y descartar el flujo.

Lavar la columna agregando 500 pl de solucidon amortiguadora PB y
centrifugando de 30 a 60 seg. Descartar e! fiujo.

Lavar la columna agregando 750 ul de solucidon amortiguadora PE (80%
etanol) y centrifugando de 30 a 60 seg.

Descartar el flujo y centrifugar por 1 min adicional para remover residuos de

la solucion amortiguadora de lavado.

10) Colocar una columna QIlAprep en un tubo de microcentrifuga Ilmplo Para

11) Almacenar los plasmidos obtenidos a —20 °C.

_ eluir afadir 50 pl de solucidn amortiguadora EB (Tris-Cl 10 mMipH 8. 5) o

HzOd al centro de la columna incubar por 1 min y centnfugar por: 1 mm

2.8.3. Manipulacion enzimatica del DNA

2.8.3.1. Endonucleasas de restriccion

Las endonucleasas de restriccién son enzimas purificadas a partir de levaduras o, -
bacterias, estas cortan el DNA de cadena doble mediante la hidrolisis de: enlaces
fosfodiéster, generando extremos 3'-OH y 5'-fosfato. La secuencia de reconocumlentoﬁ

generalmente es palindromica y varia en tamafio de acuerdo a la enzima utlhzada ‘Slv el

sitio de corte coincide en ambas cadenas, se generan extremos romos, mlentras que si

el sitio de corte no coincide en ambas cadenas se generan extremos cohesivos:
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Dado que los sitios de restriccion en una molécula de DNA son constantes, se
puede obtener un patrén de restriccion definido. Esto permite obtener mapas de
restriccion caracteristicos de cada molécula. El uso de las enzimas de restriccion
utilizadas en este trabajo, se llevd a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante. Los
productos de digestion se purificaron siguiendo el protocolo de Purificacion de

productos de PCR de QIAGEN™ “Q/Aquick PCR Furification Kit".

2.8.3.2. DNA Ligasa del bacteriofago T4

En este trabajo se utilizd la DNA Ligasa del bacteriofago T4, esta enzima cataliza
la formacion de un enlace fosfodiéster entre un extremo 3'-OH y 5'-fosfato. Para la
union de extremos cohesivos, se requiere que estos se hayan generado por la misma

enzima. La enzima se utilizé siguiendo el protocolo del fabricante.
2.8.4. Analisis de DNA por hibridacion tipo Southern
El DNA es‘dlgendo y los fragmentos son separados por tamaifio en un gel de

agarosa El DNA es '”'esnaturallzado y transferido del gel a una membrana de nylon.
embrana eli'DNA se hlbnda a una sonda acoplada a un sistema de

Una vez.en: '?,4
deteccién.;L‘é ﬁson;da una ecuencna de nucledtidos complementaria a una secuencia

en el DNA cromosoma

Se s}gul,o |'protocolo descrlto por la casa comercial Amersham Pharmacia
stuche. ECL ”‘d/rect nucleic acid labelling and detection system”,

Biotech™y se
que se basa. en un; ensayo.:.d ;qu;mlolumlnlscenma. El protocolo se detalla a

continuacion.

2841+ F?rbpeéam:ento _del'_,gel"de;‘agarosa

Previa dlgestlon del DNA de,la muestra a anallzar Y. separamon de los

fragmentos en un gel de agarosa por. electroforeSls (Protocolo 2. 8 6.1. ) se toma una
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fotografia 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)

2)

3)
4)

9)
6)

Colocar el gel en un recipiente y cubrirlo con solucién depurinizadora (HCI
250 mM).

Incubar en agitacion de 10 a 12 min, hasta que el azul de bromofenol del
frente de corrida torne a amarillo.

Decantar la solucidén depurinizadora y enjuagar el gel con agua bidestilada.
Cubrir el gel con solucion desnaturalizadora (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) e
incubar en agitacién por 25 min hasta que el azul de bromofenol torne a azul.
Decantar la solucion y enjuagar con agua bidestilada.

Cubrir con solucion neutralizadora (NaCl 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)

2)

3)

4)

Montar un dispositivo como se _irjdi‘(:é:"e,n? IaFig. 2.1. Usar pinzas y guantes al
manipular la membrana. Evitéﬁr:,\’dyde’fsé'forfmen burbujas entre la membrana
de nitrocelulosa y el gel. U‘sél‘"‘;é‘o‘lu‘éi:c')ri amortiguadora SSC 20x (Citrato Naz'
0.3 M, NaCl 3 M, pH 7.0) Incubar de 12-15 h.

Desmantelar el dispositivo,y,rérhover la membrana y el gel juntos. Marcar. le 
carriles en la membrana y colocarla sobre papel Whatman™ 3MM. '
Observar el gel con el transiluminador para verificar que el DNA-ha sid‘o‘i
transferido.

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™). '
Preparar la solucién amortiguadora de hibridacion (ECL ™ Gold Hibridization

Bufféﬁ,’breparar siguiendo instrucciones del fabricante), se requieren O.'2’5 fhl ’
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por cada cm? de la base del recipiente en el que se llevara a cabo la
- hibridacién.
6) Incubar la membrana con solucion amortiguadora de hibridacién

(previamente calentado a 42°C) por 1 h a 42°C.

Toallas de papel

Papel Whatman (3)
desechables (5-7 cm)

Membrana
Gel

Puente de papel Whatman

Soporte
Solucion 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 digestion del plasmido
pUC4K{que ‘_cgriAti_ener un cassette de kanamicina entre los sitios de restriccion de la
enzir‘na;’ BgmHlifjo;“mgqiante,'amplificacién del fragmento requerido. Los fragmentos de
DNA fueron purificados mediante "QIAquick™ PCR Purification Kit' (Protocolo 2.8.6.2.).

1) Aju‘Sfar lav‘conc‘en_‘traci'c')ndel DNA usado como sonda a 10 ng/pl.
2) Des‘h'atUra’Ii“z’ar.jFTOO ng de. DNA por calentamiento a 100°C en un bafio de
agua’ hirviendo por 5 min. . .

3) Incubar ,enjhie_l“c')__b’n‘r‘ﬁ' ﬁétamente por 5 min y centrifugar por 10 seg para

colectar todo el contenido en el fondo del tubo
4) Agregar 1 vo_llu;m‘éﬂri {_'(f:lelk:;';agente. de marcaje (estuche ECL, este contiene
peroxidaéas'en, complejos con carga positiva). Resuspender con micropipeta

y centrifugar por 10 seg.
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5) Agregar la mitad del volumen de solucion glutaraldehido, mezclar y
centrifugar para colectar el contenido. De esta forma la proporcion
DNA:agente de marcaje:glutaraldehido es 1:1:1.

6) Incubar 10 min a 37°C. Cuando se usan acidos nucleicos menores a 300 pb,

el tiempo de incubacion debe aumentarse a 20 min.

7) Usar de inmediato o incubar en hielo por maximo 15 min.
| TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

2.8.4.4. Hibridacion y lavado de la membrana

1) Agregar Ia prueba marcada por las paredes del recipiente en el que se
f(coloco la membrana con la solucion amortiguadora de hibridacion. No afiadir

: Ia sonda dlrectamente sobre la membrana. Incubar a 42°C toda la noche.

2) Précalehtér la solucidn amortiguadora primario de lavado a 55°C (SDS 0.4%,

coh el:reactivo:de deteccion: 2~'(Ium|nol) en suﬁcnente volumen para cubrir la

membrana(aprox 0.125 ml/cm ) Preparar al momento
2) Ehmnnar'e exceso de solucuon amornguadora secundana en la membrana

con papel WhatmanTM 3MM. :
3) Colocar la membrana en un reC|p|ente llmplo mantemendo fa cara que

contlene el DNA hacia arriba.
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4) Agregar el reactivo de deteccion directamente sobre fa membrana e incubar

5)

7)

o por 1 min a TA. La reaccion que ocurre al mezclar los agentes de deteccion

ocasiona la reduccion de peroxido por peroxidasa, la cual provoca la

‘oxidacién del luminol y consecuentemente la produccion de luz azul.

Colocar la membrana escurrida entre 2 acetatos al tamarfo del cassette de
autoradiografia utilizado, con la cara que contiene el DNA hacia arriba.
Trabajar tan rapido como sea posible.

Collocar una pelicula autoradiografica sobre los acetatos que contienen la
membrana en un cuarto obscuro. Se uso la pelicula Hyperfilm-ECL™ que es
sensible a luz azul.

Incubar toda la noche y revelar.

2.8.4.6. Revelado de pelicula autoradiografica

Las soluciones de revelado y fijadora KODAK™ se g“saron( bajo las inétrucciones

del fabricante.

,1)

2)
3)

Colocar la pelicula en un recipiente con soluc:on reveladora e mcubar hasta

que. comlencen a aparecer bandas obscuras agltar durante Ia mcubacuon

Lavar Ia pellcula con agua.

lncubar en solucmn fijadora por 5 min.

2.85. s‘ecpeﬁciacién del DNA.

Se UtlllZO el ‘servicio de secuencnacnon automatlzada de DNA del [nstituto de

lnvestlgacmnes Blomedlcas Empleando el Secuenmador ABI PRISM 310 Genetic

Analyzer PE Applled Biosystems, basado en un s:stema automatizado de electroforesis
capilar, con una capacidad de lectura de 400-600 pb. Para este proceso se utilizaron los

oligonucledtidos M13 —-21 y M13 Rev, cuya secuencia se describen en la Tabla 2.1.
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2.8.6. Resolucion y purificacion de fragmentos de DNA

2.8.6.1. Separacion de fragmentos de DNA en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa es un método que permite la separacion de
fragmentos de DNA de acuerdo a su tamaiio. La deteccion del DNA se realizd por

visualizacion 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 determind por comparacién con un

marcador de fragmentos de DNA con pesos conocidos. Se utilizdé el marcador de 1 kb

de Invitrogen™ que contiene 12 fragmentos que van de 1,018 a 12,216 pb.

1)
2)

3)

5)
6)
7)

8)

9)

Pesar |a agarosa necesaria para obtener una concentracion final de 1%.
Disolver la agarosa por calor en solucion amortiguadora TBE 1x (Trizma
base 90 mM, acido bérico 90 mM, EDTA 10 mM pH 8.3).

Afadir la agarosa disuelta a un conformador de geles sin olvidar colocar el
peine para formar los pozos en el gel. Permitir que gelifique.

Preparar las muestras de DNA diluyendo en H,Od y solucion amortiguadora
de carga 6x (EDTA 1 mM, azul de bromofenol 0.25%, xilen cianol 0.25% y
glicerol 30% en agua destilada) a una concentracion final 1x.

Montar el gel en la camara de electroforesis (sistema de Bio-Rad subcell
GT™) utilizando solucion amortiguadora TBE 1 x.

Realizar la electroforesis a un voltaje constante (100 V por 45 min)

Té’ﬁir el gel en una solucion de bromuro de etidio 5 ug/ ml.

Obééwar la separacion de los fragmentos de DNA en el gel utilizando un
tréﬁgiluminador (Hoefer).

0 '%agenee se capturaron utilizando una camara digital DC290 ZOOM

(KODAK) y se mampularon con el programa 1D version 3.5.4.
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2.8.6.2. Purificacic')n de fragmentos de DNA en solucién

k Pér:é,limpiar los fragmentos de DNA o plasmidos digeridos de enzimas y otros

reactivos que pudiesen afectar pasos subsecuentes en su manipulacion, los productos

de digestion fueron purificados mediante el “QIAquick™ PCR Purification Kit'. Este

protocolo se basa en la purificacion de fragmentos de DNA de cadena sencilla o doble,

provenientes de reacciones de PCR u otras reacciones enzimaticas. Mediante este

método se puede purificar fragmentos de 100 pb a 10 kb por adsorcion a una resina a

cierta concentracion de sales y pH. Se siguieron las instrucciones del fabricante.

1)

Agregar 5 volumenes de solucibn amortiguadora PB a 1 volumen de la
muestra de PCR o producto de digestién y mezclar.

Colocar una columna QIlAquick en un tubo de recoleccion de 2 ml.

: 'Ap'lli_car la muestra a la columna QlAquick y centrifugar de 30 a 60 seg, para
- unir el DNA.,
@De§¢artar el flujo. Colocar la columna QIAquick en el tubo de recoleccion.

: Lavar E] t;olumna con 750 pl de solucidon amortiguadora PE y centrifugar de

2.8.6.3. édfri“fiqécién de fragmentos de DNA a partir de gel de agarosa

Este proceso,'se llevé 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 purificacion de fragmentos de DNA en solucién. Este protocolo esta disefiado para
extraer y purificar DNA de 70 pb a 10 kb, . =
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1) Tomar el fragmento de DNA del gel de agarosa utilizando una espatula.

2) Pesar el fragmento de agarosa en un tubo de centrifuga. Agregar 3
volumenes de solucién amortiguadora QG a 1 volumen del gel (100 mg ~ 100
pl)

3) Incubar a 50°C 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
incubacion.

4) Una vez que el gel se disuelva por completo, verificar que el color de la
mezcla sea amarillo (similar a la solucion amortiguadora QG sin agarosa
disuelta).

5) Agregar el mismo volumen que el peso del gel de isopropano! y mezclar.

6) Colocar una columna QlAguick en un tubo de recoleccion.

7) Aplicar la muestra a la columna QIAquick y centrifugar por 1 min, para unir el

DNA.

8) Descartar el flujo. Colocar la columna QIlAquick en el tubo de recoleccion.

9) Léyar, la columna con 500 ul de solucion amortiguadora QG y centrifugar por

10) Lavar la

11)

12) Colc

13) Para elui

85)0 HgOd;al_;cerri)vt‘rd ﬂde la membrana y centrifugar por 1 min.
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RESULTADOS

3.1.Crecimiento de la cepa W3110 bajo condiciones aerdbicas o

anaerdbicas

En secciones anteriores de este trabajo se reportd que estudios sobre la
formacion de biofilm en V. cholerae, P. aeruginosa y S. typhimurium han mostrado que

éste se forma como un anlllo en la mterfase ai e- medlo 0 neuston (O Toole et al 1999
Watnlck vy Kolter 200 ) Watnlck et a/ 20041
este: proceso En E ' co;

stos datos sugleren un p03|ble papel del

macaon de blofllmi" sngue eI mlsmo

oxngeno en

s, - por-lo que. el prlmer'paso en la

reallzamon‘de”este proyecto fue determlnar Ia cmétucﬁa de formacuén de blofllm de E. coli

bajo condlmones aeroblcas y anaeroblcas

e ,3.1.1'.;,Cinética de formacion de biofilm en aerobiosis o anaerobiosis .. . .

"Los ensayos de formacion: d blofllm'se Ilevaron ‘a“cabo’ como se: descrlbe en
materlal y metodos se utlllzo un cultlvo de’ la. cepa; E co// w3110 en medio LB
suplementado con- MOPS:- 100 mMpH 7.0 :
aerobicas

mocularon placas de microtitilacion que
naerobicas. La deteccion del biofilm

se mcubaron a 37°C baJo cond|0|one3‘

se IIevé a cabo med:ante tmcmn on
cuantificd eluyendo el*colorante con:una: solucién 80% etanol 20% acetona Una ‘unidad
Ia absorbancna medlda ‘a 590 nm del colorante elwdo al tlempo

violeta'y la cantidad del bibfilm‘for?ﬁado se’

arbitraria correspo dbe 7
0. Los datos obtenldos ‘se'‘muestran en la Fig. 3.1.

Conid{éé’ffpljede observar en el panel A, en condiciones aerdbicas el biofilm se
forma cofﬁd‘fﬁ"n:‘a’hi'll‘o‘alrededor de la interfase aire-medio: estos resultados concuerdan
con estudios brevios (O'Toole et al., 1999; Watnick y Kolter, 2000; Watnick et al., 2001).
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Fig. 3.1. Formacién de biofilm en condiciones aerébicas o anaerébicas. A) Formacién de
biofilm a lo largo de la curva de crecimiento bajo condiciones aerébicas (+0O;) o anaerébicas (-O;). B)
Cuantificacion del biofim formado en condiciones aerébicas. Una unidad arbitraria corresponde a la

absorbancia medida a 5§90 nm en el pozo correspondiente al tiempo 0.

Posiblemente, estos resultados indican que el metabolismo de las células que
estan en mayor contacto con el aire, permite la formacién de biofilm y pese a que la
incubacion es bajo condiciones aerébicas, probablemente la aereaciéon no alcanza el
fondo del pozo y por ello las células no se adhieren a la superficie bajo la interfase. La
cuantificacion del biofilm aerobico (panel B) muestra que éste es un proceso
acumulativo, ya que la cantidad de biofilm formado aumenta conforme el tiempo de
incubaciéon y alcanza un punto maximo a las 24 h. Sin embargo, después de 24 h de
incubacion, la cantidad de biofilm formado disminuye, lo cual sugiere la disgregacion del
mismo, resultados similares han sido observados en P. fluorescens (Allison et al., 1998)

y en P. aeruginosa (Hinsa et al., 2003).

Esta dispersién 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 dispersion del biofilm se
debiera a la falta de nutrimentos, entonces al agregar medio nuevo a cultivos de mas de
24 h de incubacién, posiblemente se prevendria la disgregacion del biofilm. No
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obstante, cuando se agregd medio fresco (LB MOPS 100 mM pH 7.0) a estos cultivos,

se obtuvo el mismo patréon.

Por otro lado, existen reportes que indican que después de 24 h de incubacion,
un cultivo aerobico puede alcanzar anaerobiosis (Tran y Unden, 1998), por lo que
posiblemente la dispersion del biofilm se debe a la acumulacién o produccion de una
molécula de disgregacion en ausencia de oxigeno. Para comprobar esta hipotesis, se
realizd la cinética de formacion de biofilm en condiciones anaerdbicas. Como se
observa en el panel A de la Figura 3.1. no se detectdo formacion de biofiim bajo
condiciones de incubacion anaerobica. Para descartar la posibilidad de que la ausencia
de biofilm en anaerobiosis se debiera a un menor crecimiento de las células bajo estas
condiciones, se determind la curva de crecimiento tanto en presencia como en ausencia

de oxigeno (Fig. 3.2.).

A B
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Fig. 3.2. Curva de crecimiento de la cepa W3110. Las células se incubaron bajo con_diciones
anaerdbicas (O) o aerdbicas (@) a 37°C en medio LB MOPS 100 mM pH 7.0 (A) adicionado con glucosa
0.2% (B), nitrato 40 mM (C) o glucosa 0.2%, nitrato 40 mM (D). Se tomaron muestras a los tiempos

indicados y se determiné la DO a 600nm.
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Tanto en condiciones aerébicas como anaerébicas el crecimiento de los cultivos
llegé a fase estacionaria. Por otro lado, aunque la DO alcanzada en condiciones
anaerdbicas fue menor a la DO alcanzada en aerabiosis en todos los medios de cultivo
utilizados, el crecimiento anaerdbico mejoré en medio adicionado con glucosa (Fig. 3.2.
panel B); sin embargo, no hubo formacién de biofilm en ausencia de oxigeno en ningan
caso. Resulta interesante que E. coli no forme biofilm en condiciones anaerobicas ya
que, es un organismo facultativo y estos datos indican que posiblemente, el oxigeno es
importante en el proceso de formacion de biofilm.

3.1.2. Microscopia confocal

El método de deteccion de biofilms mediante tincion con cristal violeta se basa en
la propiedad de dicho colorante en tefiir componentes de pared celular; varios estudios
sobre formacion de biofilm se han apoyado en la observacion y analisis de los biofilms
mediante ensayos de microscopia confocal utilizando para ello células transformadas
con plasmidos que contengan genes que codifiquen proteinas fluorescentes (Skillman
et al., 1998; Hentzer et al., 2001), por lo que para validar los resultados obtenidos
mediante el método de tincidon con cristal violeta, se realizaron analisis mediante
microscopia confocal. Células W3110 fueron transformadas con el plasmido pEGFP,
que codifica una proteina verde fluorescente. Se realizaron ensayos de formacion de
biofilm utilizando las células transformadas. Las células adheridas se observaron
mediante microscopia laser confocal (Fig. 3.3.).

La cantidad de células adheridas a las laminillas de PVC aumenta con el tiempo
de incubaciodn, 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 tincién con cristal violeta, por lo que en
este proyecto se usoO principalmente el método de tincidn con cristal violeta para

detectar el biofilm formado.
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36 h

FALLA DE ORIGEN

12h 18h 24 h
mpn
48 h 60h 72h
Fig. 3.3. Deteccion de biofilm por microscopia confocal. Células W3110 fueron transformadas

con el plasmido pEGFP. La formacion de biofilm se detecté mediante microscopia laser confocal a los

tiempos indicados.

3.1.3. La ausencia de oxigeno como sefial de disgregacion

Como ya se menciond anteriormente, posiblemente la causa de la disgregacion
del biofilm se debe a la ausencia de oxigeno, si esto es cierto, entonces un biofilm
establecido se dispersaria al ser transferido a condiciones anaerébicas. Para analizar
esta posibilidad, un cultivo de células de la cepa W3110 fueron inoculadas en placas de
microtitulacion 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 incubacion y se detect6 la cantidad de biofilm remanente (Fig. 3.4.).

La cantidad de biofilm formado en un cuitivo aerébico de 12 h representa el
100% (A), sin embargo, al transferir el biofilm aerdbico a condiciones anaerébicas las
células constituyentes del biofilm se dispersan en un 40% después de 4 h de
incubacion. Por otro lado, cuando células W3110 provenientes del mismo cultivo
aerobico se inocularon en placas nuevas de microtitulacion y se incubaron
anaerébicamente no se detectd formacion de biofilm. Estos resultados indican que
posiblemente la ausencia de oxigeno es una sefial de disgregacion aunque también
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existe la posibilidad de que anaerébicamente se produzca una molécula que favorece la

dispersion del biofilm.
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Fig. 3.4. Disgregacion del biofilm en ausencia de oxigeno. Un biofilm de W3110 formado en
12 h de incubacion aer6bica, fue transferido a anaerobiosis por 4(B), 8(C), 12(D) y 24 h (E). El biofiim se
cuantific6 mediante elucion con etanol-acetona. El porcentaje de biofim remanente fue calculado
tomando como 100% la cantidad de cristal violeta medida en A.

3.1.4. Formacién de biofilm bajo una atmosfera con 10 6 21.1 % de oxigeno

Los resultados anteriores indican que posiblemente existe una molécula de
disgregaciéon que se acumula en ausencia de oxigeno o que la falta de oxigeno es la
sefial de disgregacion. Para determinar si el biofilm puede establecerse bajo
concentraciones de oxigeno menores a la atmosférica (21.1%), se realizaron ensayos
de formacion de biofilm bajo una atmaésfera al 10% de oxigeno empleando una camara
que permite controlar la tension de oxigeno. Como se observa en la Fig. 3.5. la cepa
W3110 es capaz de formar biofilm bajo esta concentracién de oxigeno.

1740, (21.1%)

b “" +0, (10 %)

SRR o X

Fig. 3.5. Formacidn de biofilm bajo diferentes tensiones de oxigeno.
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TESIS CON

3.2. Papel de aceptores de electrones alternos FALLA DE ORIGEN

E. coli es un organismo facultativo, que en ausencia de oxigeno puede llevar a
cabo la respiracion anaerébica utilizando aceptores de electrones alternos al oxigeno
como nitrato, nitrito, DMSO y fumarato (Gennis y Stewart, 1996).

Para determinar si la cadena de transporte de electrones estaba involucrada en
la formacién de biofim en E. coli W3110 y si la ausencia de biofilm en condiciones
anaerodbicas solo se debia 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-moiibdato 40 mM, 0.1 mM o fumarato
40 mM en condiciones aerobicas (24 h) o anaerdbicas (48 h) a 37°C (Fig. 3.6.).

La formacion de biofilm aerobica 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 anaerdbicas. Cabe
mencionar que el crecimiento anaerdbico en presencia de nitrato es mayor que en LB-
MOPS, por ello, la ausencia de biofilm bajo estas condiciones es alin mas interesante.
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Fig. 3.6. Papel de la cadena de transporte de electrones en la formacién de biofilm. A)
Formacion de biofilm de W3110 incubada en presencia de aceptores de electrones alternos al oxigeno,
en aerobiosis (24 h) y anaerobiosis (48 h). B) Cuantificacion del biofilm formado por W3110
aerobicamente en presencia de aceptores de electrones. Una unidad arbitraria corresponde a la
absorbancia a 590 nm de las células incubadas sélo con LB MOPS.
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Estos resultados indican que la respiracion anaerébica no es suficiente para la
formacién de biofiim, al menos bajo nuestras condiciones experimentales. Posiblemente
debido a que se requiere una molécula inductora de la formacion de biofilm que sélo se
sintetiza aerébicamente o cuya actividad depende de la presencia de oxigeno.

3.3. Papel de los productos de fermentacion en la formacion de biofilm

En ausencia de oxigeno y aceptores de electrones alternos E. coli puede llevar a
cabo el metabolismo fermentativo (Bock y Sawers, 1996) como parte de este
metabolismo E. coli libera al medio metabolitos secundarios como acetato, succinato,
etanol, formiato o lactato, tal vez éstos pudieran actuar negativamente sobre la
formacion de biofilm. Si es asi, entonces los productos de fermentacion también

prevendrian la formacion de biofilm en aerobiosis.

Para corroborar esta hipotesis, células W3110 fueron incubadas aerébicamente
en presencia de acetato 0.2%, succinato 0.4%, etanol 2.0%, formiato 2.0% o lactato

0.4% (Fig. 3.7.).

Unidades arbitrarias

o
2]
L

.0 -

° LB acetato succinato etanol formiato lactato
Fig. 3.7. Efecto de productos de fermentacion en la formacién de biofilm de Escherichia
coli W3110. Células W3110 fueron incubadas aerébicamente 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 deteccion del biofilm se realiz6 mediante tincion con cristal violeta. La grafica representa la
cantidad de biofilm en cada condicion. Una unidad arbitraria corresponde a la absorbancia a 590 nm de la

elucion del biofilm formado en LB.
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La formacién de biofilm de W3110 en presencia de succinato, etanol y formiato,
€s muy similar a la formacién 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 formacion de biofilm, excepto el acetato. Como se observa en
la grafica, en presencia de acetato la formacion de biofilm es dos veces menor que el
biofilm formado en LB MOPS 100 mM pH 7.0. Si el acetato fuera una senal negativa
para la formacion de biofilm, entonces, cepas afectadas en la via de sintesis de acetato,

probablemente formarian biofilm en condiciones anaerobicas.

En E. coli la Unica via de sintesis de acetato se lleva a cabo por accion de las
enzimas fosfotransacetilasa (PTA) y acetato cinasa (ACK) que catalizan la formacion de

acetato a partir de acetilCoA (B6ck y Sawers, 1996)

ADP ATP

Pi CoA
AcetiiCoA M Acetilfosfato M Acetato
PTA ACK

Se analizd la formacion de biofilm de las cepas mutantes en ack (Tabla 2.1.)
BW21437 y BW21770 en condiciones aerdbicas y anaeroébicas (Fig. 3.8.).

+°2 -02
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Fig. 3.8. Formacién de biofilm de cepas deficientes en produccion de acetato. La formacion
de biofilm de las cepas W3110, BW21437 y BW21770 en medio LB MOPS 100 mM, en condiciones
aerobicas y anaerobicas, se determiné por tincion con cristal violeta. La grafica muestra la cuantificacion
del biofilm.
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Ninguna de las cepas afectadas en el gen que codifica para la enzima acetato
cinasa (ACK) form¢ biofilm anaerdbicamente, estos resultados sugieren que ninguno de
los productos de fermentacion analizados previenen la formacion de biofilm en ausencia
de oxigeno bajo nuestras condiciones experimentales.

3.4. Participacion de moléculas extracelulares en la formacion del biofilm

La participacion de sefiales moleculares extracelulares juega un papel importante
en el proceso de formacion de biofilm. Uno de los tipos de sefializacion molecular entre
bacterias es la percepcion del quérum. En P. aeruginosa los sistemas de respuesta al
quérum Rhll/R y Lasl/R han sido involucrados en la regulacion 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 sefales extracelulares que podrian
participar en la respuesta al quérum y en formacién de biofilm (Surette y Bassler, 1998;
Stickler, 1999; Corona-lzquierdo y Membrillo-Hernandez, 2002a). Si existiera una
molécula inductora de la formacion de biofilm que se activara en presencia de oxigeno,
entonces aquellas células que fueran incubadas con sobrenadantes provenientes de

cultivos aerdbicos formarian biofilm incluso en anaerobiosis.

Por otro lado, si en condiciones anaerébicas se produjera o acumulara una
molécula inhibitoria de la formacidn de biofilm, entonces, también inhibiria la formacién
de biofilm en presencia de oxigeno. El experimento que se realiz6é para confirmar esta
hipétesis, consistio en mezclar células provenientes de cultivos aerdbicos (24 h) o
cultivos anaerébicos (48 h) con sobrenadantes provenientes de cultivos aerdbicos o

anaerobicos e incubarlos en presencia o ausencia de oxigeno.
ey . . " . g
En la parte superior de la Fig. 3.9. se muestra la deteccion de biofilm por el

método de cristal violeta de los cultivos aerébicos y anaerdbicos a partir de los cuales
se tomaron las células y sobrenadantes provenientes de cultivos aerdbicos o
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anaerobicos. En el cultivo aerdbico el biofilm se observé como un anillo alrededor de la
interfase, mientras que en el cuitivo anaerébico no se detectd formacion de biofilm.

L

NS RE RUR
Sobrenadante LB -0, +0, LB -0, +0,

Células +0, +0, +0, -0, -0, -0,

Fig. 3.9. Papel de sefales extracelulares en la formacién del biofilm. Células vy
sobrenadantes provenientes de cultivos aerébicos (A) o anaerébicos (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 aerdbica (+0O,) o anaerébicamente (-O5).

Cuando se incubaron aerdbicamente células provenientes de cultivos aerdbicos
0 anaerobicos con sobrenadante anaerdbico, la formacion de biofilm no fue afectada,
estos resultados sugieren que no existe una senal inhibitoria de formacion de biofilm en
el sobrenadante anaerdbico, sin embargo no podemos descartar la posibilidad de que
esta sefial s6lo sea activa en ausencia de oxigeno. Por otro lado cuando se incubaron
aerdbicamente células provenientes de un cultivo aerdbico o anaerdbico con
sobrenadantes aerobicos, hubo una disminucién en la formacion de biofilm,
posiblemente debido a un efecto del crecimiento ya que probablemente el medio
gastado utilizado como sobrenadante carecia de los nutrimentos necesarios para
permitir €l metabolismo requerido para la formacién de biofilm. Los datos obtenidos
sugieren que al parecer no existe una molécula inductora de la formacion de biofilm que
se acumule en presencia de oxigeno, sin embargo, existe la posibilidad de que dicha
molécula sea inactivada en ausencia de oxigeno. Por otro lado, la disminucion del
biofilm en células incubadas con sobrenadantes aerébicos plantea la posibilidad de que
exista una molécula de disgregacién que se acumula aerobicamente después de 48 h
de incubacion. Sin importar las células y sobrenadantes utilizados, tnicamente se
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detect6 formacion de biofilm en presencia de oxigeno y ésta fue mucho menor al utilizar

sobrenadantes provenientes de cultivos aeroébicos.
3.5. Papel de la motilidad en la formacion de biofilm

Se ha reportado que el nado y la motilidad mediada por flagelo, son importantes
en la etapa de adhesidn inicial a la superficie durante el proceso de formacion del
biofilm (Prigent-Combaret et al., 2000; Watnick et al.,, 2001; Sheikh et al., 2001). La
mayoria de las mutantes aisladas que no forman biofilm aerdbicamente, estan

afectadas en sintesis de flagelo (Genevaux et al., 1999a).

Para determinar si la ausencia de biofilm en condiciones anaerébicas se debia a
un defecto en motilidad causado por la ausencia de oxigeno, se realizaron ensayos de
nado en placas de agar suave. Se inocularon 2 ul de un cultivo saturado de la cepa
W3110 sobre la placa de agar, se utiliz6 como control una cepa deficiente en sintesis
de flagelo (ZK408). El nado se observa como un halo alrededor del punto de

inoculaciéon (Fig. 3.10.).

Glucosa

Fig. 3.10. Ensayo de motilidad mediada por nado en condiciones aerébicas y anaerébicas.
2 ul de un cultivo saturado de la cepa ZK408 (fIhC, 1) o W3110 (2) se inocularon en placas de agar suave
y se incubaron aerdbicamente por 4 h (fila superior) o anaerébicamente por 8 h (fila inferior), en ausencia

o presencia de glucosa (columna derecha).
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Como se obse va er IaVF"V 3 ~10"alr dedor del punto de lnoculamon se forma un

SUJeta a regulamo‘ catabohca En anaerob|05|s el nado de la cepa W3110 es menor
que en presencia de. oxugeno yimejora en medlo suplementado con glucosa.

: Sin e,mybargvo,'el nado no esta gravemente afectado en ausencia de oxigeno, lo
cual indica que la falta de biofilm en anaerobiosis no se debe a un defecto en motilidad.

3.6. Estrés oxidativo y formacion de biofilm

Los resultados obtenidos hasta este punto indican que el oxigeno se requiere
para la formacion de biofilm de E. coli W3110 por razones que hasta ahora no hemos
esclarecido. En E. coli la produccion de la proteina de membrana externa denominada
antigeno 43 es importante_;gduﬁagt»e -el..proceso de adhesion inicial bajo ciertas
condiciones de cultivbv-(l‘jéhés}é t.al. "'2‘0'003) esta proteina es codificada por el gen flu
0 agn43y se ha reportado que.el egulédor maestro del estrés oxidativo OxyR regula a
nivel transcrlpmonal ia exp e\r este gen (Schembri et al., 2003a). Estos datos
sugieren que el estres oxidativo odrla ser una sefal para la formacuon de blOfIlm Para

analizar esta pos ‘bmdad obs: ramc‘)s la formamon de biofilm .de mutantes de W3110
afectadas en los* reguladores globales ‘SoxR y OxyR (Storz y Imlay, 1999) ‘En
condiciones aeroblcas la formacion de biofilm:en la.mutante soxRS no tuvo cambios
significativos respecto a la' formacion de biofilm en ia cepa isogénica W3110, sin
embargo, la mutante en oxyR formo ligeramente mayor cantidad de biofilm que la cepa
silvestre, resultados consistentes a los observados previamente por Danese vy
colaboradores respecto a la regulacion que OxyR ejerce sobre agn43 (Danese et al.,
2000a). No obstante ninguna de las mutantes presenté formacion de biofiim en

ausencia de oxigeno.
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‘Por “otro Iado,células W3110 fueron incubadas en presencia de agentes
oxidantes comb béfé)(ido de hidrégeno 0.01% o PQ 100 uM (el PQ es un agente ciclico
produCtbr‘:'dé"'sU';S‘é‘EéXido). La formacién de biofilm se determin® en ausencia y presencia
de oxigeno;' sin importar el agente oxidante presente en el medio las células no

formaron biofilm en condiciones anaerdbicas.

3.7. Participacion de posibles detectores de oxigeno y otros reguladores en

la formacion de biofilm

La transicion del metabolismo aerdbico al anaerdbico en E. coli es un proceso
altamente regulado (Sawers, 1999). La proteina Fnr {(fumarate and nitrate reduction) y el
sistema de dos componentes ArcA/Ach (aerob/c resp:rato:y control) regulan la sintesis

n: Vf,a‘ctores transcripcionales que interaccionan

CheY, Ché I'heW (Rébbapragada et al., 1997) y por otro lado la proteina DpiA, parte
del S|stem Jos componentes DpiA/DpiB, es homologa a un regulador en Klebsiella
pneumon/a q'ue activa la expresion de la via de citrato liasa en anaerobiosis o

itrato. Finalmente la proteina Hmp ha sido propuesta como posible

presencia:
detector d ‘

2 oxigeno debido a la presencia de un grupo hemo (Membrillo-Hernandez et
al., 1999). -
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Posiblemente la falta de biofilm en condiciones anaerobicas puede deberse a la
presencia o ausencia de una proteina o metabolito cuya sintesis es regulada por alguna
de las proteinas mencionadas. Por lo que se determiné la formacién de biofilm de cepas
afectadas en la sintesis de estas proteinas: JRG1728 (Afnr), JMHO0345 (W3110
arcA::kan), JMHO0346 (W3110 arcB::kan), JMHO0349 (W3110 ¢piB::kan), JMHO351
(W3110 hmp::kan), JMH0574 (W3110 pSB20/aer) y UU1117 (Aaer). Ninguna de las
mutantes fue capaz de formar biofilm en ausencia de oxigeno. Estos resultados
sugieren que ninguno de estos reguladores esta involucrado en la formacion de biofilm

anaerobicamente.

Por otro lado, se ha reportado que el regulador global H-NS regula positivamente

la sintesis de LPS y flagelo en respuesta a condiciones limitadas de oxigeno, altos

niveles en la expresion de flagelo ocasionan una disminucién en la adhesion inicial. Por

:-el contrario, mutantes afectadas en el gen hns e incubadas anaerobicamente presentan
‘ 'mayor adhesion 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 aerébicas que
la cepa isogénica (Corona-lzquierdo y Membrillo-Hernandez, 2002a).

Para determinar si alguno de estos reguladores participa en la formacién de
biofilm en ausencia de oxigeno, se observo la formacion de biofilm en mutantes hns,
oS y en fis que codifica la proteina de union a DNA Fis (Hengge-Aronis, 1999;
Schneider et al., 2003); sin embargo, ninguna de las mutantes analizadas formé biofilm
anaerodbicamente bajo nuestras condiciones experimentales.

3.8. El papel de CsrA en la disgregacion del biofilm
Como se describid en la introduccién de este trabajo, el Unico regulador de

disgregacion del biofilm que se ha identificado en E. coli es el regulador CsrA (carbon
storage regulator), mutantes afectadas en el gen csrA muestran mayor acumuiacion de
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biofilm después de 20 h de incubacion respecto a la cepa silvestre en condiciones

aerobicas (Jackson et al., 2002).

Si CsrA actia como sefal para la dispersion del biofilm, entonces existe la
posibilidad de que esta proteina se exprese en mayor proporcion en ausencia de
oxigeno que en presencia de oxigeno y que ésta sea la causa de la falta de biofilm en
condiciones anaerobicas. Para determinar la expresion de CsrA se utilizd la cepa
KSA712 que contiene la fusion traduccional ®(csrA-facZ) y se midié la actividad de f3-

galactosidasa (Fig. 3.11.).
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Fig. 3.11. Expresion de CsrA bajo condiciones aerdbicas y anaerébicas. Se midio la
actividad de p-galactosidasa de la fusion traduccional ®(csrA-facZ) en células en fase exponencial y

estacionaria provenientes de cultivos aerdbicos (barras blancas) o anaerdbicos (barras negras).

La actividad de B-galactosidasa fue aproximadamente 4 veces mayor en fase
exponencial bajo condiciones anaerobicas, mientras que en fase estacionaria no hubo
diferencias significativas. Aunque parece ser que la actividad de CsrA responde a
condiciones anaerdbicas en fase exponencial, una mutante en csrA (TR1-5) no fue
capaz de formar biofilm en ausencia de oxigeno, lo que sugiere que la ausencia de
biofilm en condiciones anaerdbicas es independiente de CsrA.
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3.9. Busqueda de una mutante capaz de formar biofilm anaeré6bicamente

Como ya se menciond a lo largo de este trabajo, E. coli no es capaz de formar
biofilm anaerébicamente, posiblemente esto se deba a que el producto de un gen actua
como sefial negativa para la formaciéon del biofilm, si esto fuera cierto, entonces, al
mutagenizar este gen, posiblemente se obtendrian mutantes que formen biofiim en
ausencia de oxigeno. Para tratar de aislar una mutante capaz de formar biofilm bajo
condiciones anaerdbicas, se siguieron dos estrategias de mutagénesis utilizando
secuencias transponibles o agentes quimicos.

3.9.1. Mutagénesis usando mini-transposones

La cepa W3110 fue mutagenizada al azar utilizando los minitransposones
miniTn70 (ANK1098) y miniTn5 (ANK1105) reportados por Kleckner y colaboradores
(Kleckner et al., 1991), los cuales llevan consigo un cassette de resistencia a tetraciclina
0 kanamicina respectivamente, por lo que la seleccién de las mutantes se llevd a cabo
en medio sélido suplementado con tetraciclina 25 pg/mi o kanamicina 100 pg/ml bajo
condiciones aerdbicas. La deteccibn de mutantes capaces de formar biofim
anaerobicamente se realizo utilizando la metodologia descrita en los ensayos de
formacion de biofilm. Se analizaron 3360 mutantes originadas por insercién de
miniTn70 y 5472 mutantes con insercion del miniTn5. La seleccion de mutantes se llevd
a cabo en medio con el antibiético correspondiente. La deteccidon de mutantes que
pudieran formar biofilm anaerobicamente se realizé siguiendo el ensayo de formacion
de biofilm descrito en Material y Métodos. Ninguna de las aproximadamente 9000
mutantes analizadas fue capaz de formar biofilm anaerébicamente, sin embargo, se
obtuvieron 4 mutantes que no formaban biofilm en presencia de oxigeno.
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3.9.1.1. Mutantes afectadas en formacion de biofilm aerébicamente

De las 4 mutantes que perdieron la capacidad de formar biofilm aerébicamente, 3
de ellas tenian insertado el transposén A miniTn5 (JMH0299, JMH0300 y JMHO0301) vy
una el transposon A miniTn70 (JMH0302). Como ya se mencioné en el apartado 3.5. de
este trabajo, la mayoria de las mutantes aisladas que no forman biofilm aerobicamente
estan afectadas en sintesis 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 formacién de biofilm
aerébicamente

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 ul de un cultivo saturado sobre la placa de agar, el nado
se observa como un halo alrededor del punto de inoculacion (Fig. 3.12.).

Fig. 3.12. Ensayo de motilidad mediada por nado en condiciones aerébicas y anaerébicas.
2 pl de un cultivo saturado de la cepa W3110 (1), JMH0299 (2), JMHO300 (3), JMH0301 (4), JMHO0302 (5)
0 JMH0314 (6) se inocularon en placas de agar suave y se incubaron aerobicamente por 4 h.
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Unicamente la cepa W3110 presénté un halo de nado en condiciones aerbbicas,
mientras que las mutantes JMH0299, JMH0300, JMH0301 y JMH0302 afectadas en la
formacion de biofilm no fueron capaces de nadar aerébicamente (Fig. 3.11.). Cuando se
repitio e! ensayo de nado con estas mutantes, dentro de la colonia formada por una de
ellas, JMH0299, se presentd un brote similar a un halo de nado asociado a la colonia no
moétil, lo cual parecia indicar que la mutante JMH0299 readquirié la capacidad de nado
espontaneamente posiblemente por una mutacion supresora. Esta mutante supresora
se renombré JMH0314. Pese a que la mutante JMH0314 readquirié la capacidad de
nado aer6bicamente (Fig. 3.11.), no recupero la capacidad de formar biofiim.

3.9.1.3. Mapeo de la insercidon y secuenciacion

Se eligi6 a la mutante JMH0314 para determinar el sitio de insercién del
transposon. Para elio se extrajo el DNA cromosomal de la mutante y se realizo un
analisis de restriccion con diferentes enzimas que no pudiesen digerir el transposon con
el fin de obtener un fragmento que pudiera clonarse en un plasmido para su posterior
secuenciacion. Utilizando las enzimas de restriccion EcoRI-Pstl se obtuvo un fragmento
de aproximadamente 7 kpb que fue clonado en el plasmido pUC18 digerido con las
mismas enzimas de restriccién y se transformé en la cepa XL1-Blue, obteniéndose asi
la cepa JMH0908 resistente a kanamicina, una segundo verificacion de que el
fragmento EcoRI-Pstl de 7.5 kpb clonado en el plasmido contenia al transposoén se lleva
a cabo realizando un experimento tipo Southern, hibridando atl fragmento EcoRI-Pstl
clonado en el plasmido con el DNA de la cepa W3110 y de la mutante isogénica

JMHO0314 digerido con las mismas enzimas.

El plasmido pUC18 con el fragmento EcoRI-Pstl de 7 kpb se secuencio utilizando
el servicio de secuenciacion automatizada de DNA del Instituto de Investigaciones
Biomédicas utilizando los oligonucleotidos M13 —21 y M13 Rev con los cuales se obtuvo

una secuencia de 491 y 717 pb respectivamente.

79



RESULTADOS

El analisis de secuencia indica que el transposon esta insertado en el gen fimD
que forma parte del grupo de genes fim que se encargan de la biosintesis de fimbria
tipo | (o pili tipo 1) en E. coli (Fig. 3.13.). El gen fimD codifica la proteina FimD que al
igual que la chaperona FimC, participa en el ensamble de fimbrias (Klemm vy
Christiansen, 1990; Nishiyama et al., 2003). Sin embargo, la naturaleza de la mutacion

supresora se desconoce.
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Fig. 3.13. Organizacion de los genes que participan en biosintesis de fimbria tipo | en
Escherichia coli. Fim B y FimE, reguladores de FimA; FimA, subunidad fimbrial mayor; Fiml, sununidad
fimbrial menor; FimC, chaperona periplasmica requerida para el ensamblaje de fimbria tipo {; FimD,
proteina de membrana externa que participa en la exportacioén y ensamblaje de la fimbria; FimF y FimG,

subunidades menores de fimbria; FimH, adhesina.

3.9.2. Mutagénesis con NSG

La insercion de secuencias transponibles en el genoma usualmente genera la
inactivacion del gen afectado (Kleckner et al.,, 1991). Si la mutacion que confiere la
capacidad de formar biofilm anaerobicamente es letal, entonces no podrian
seleccionarse mutantes con el fenotipo deseado utilizando este método de
mutagénesis. Una estrategia alternativa de mutagénesis, es el uso de agentes quimicos
como el MNNG (N-metil-N*-nitro-N-nitrosoguanidina). El MNNG es un agente alquilante
que al metilar la posicion 0° de la guanina permite el apareamiento con timina,
causando transiciones G:C — A:T, generando asi mutaciones puntuales. Se analizaron
3552 mutantes, sin embargo ninguna de ellas presento el fenotipo deseado.
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- La-importancia del estudio de los biofilms radica en el impacto negativo que
tienen eh diferentes actividades humanas, ejemplos de ello se indican en el apartado
1.2.1. de este trabajo. La mayoria de los estudios sobre biofiims se han enfocado en la
busqueda de los determinantes genéticos importantes durante las diferentes etapas del
proceso de formacion 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 formacién del biofiim es afectada por
factores como temperatura pH, naturaleza de la superficie, percepcién del quérum,
mteracmones con otros microorganismos, disponibilidad de oxigeno entre otros
997 Bos et al., 2000; Fuqua et al., 2001; Corona-lzquierdo y
Membrlllo-Hema ez, 2002b). Respecto al ultimo punto algunos reportes sobre
formacnon de ‘blofllm realizados en V. cholerae, P. aeruginosa y S. typhimurium

muestran que el blofllm se forma como un aro en la interfase aire-medio (O'Toole et al.,
1999; Watmck y Kolter 2000 Watnick et al., 2001), datos que han llevado a sugerir que
el ox1geno juega un papel lmportante en este proceso.

(Bradshaw et ,a

Como se: mencnono anterlormente la primera observacion que se realizo fue que

al meno bajo nuestrasrcondlmones expenmentales E. coli no es capaz de formar
biofilm en ausencia de,oxlgeno pese a que la curva de crecimiento de las ceélulas
r‘idiCioheSaIcanzé fase estacionaria, ademas, se demostré que

aparte de qu el oxigeno es.requendo para la formacion de biofilm, la ausencia de éste

es posnblemente na senal de dusgregacnon del biofilm (Fig. 3.1. y 3.2.).

Tai y como se mencuono E. coli es un microorganismo facultativo, que en
ausencia de oxigeno puede llevar a cabo el metabolismo anaerébico en presencia de

aceptores de electrones alternos .como nitrato, nitrito, DMSO y fumarato, y que aun en

ausencia de estos uItImo ; puede reallzar el metabolismo fermentativo. Sin embargo, el

metabolismo anaerdbico | o;fue uﬂmente para permitir la formacién de biofilm y la

posibilidad de que alguno de los productos del metabolismo fermentativo pudiese actuar

como sefial negativa para el btofllm fue descartada. Adicionalmente, se observé que la
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motilidad no esta severamente afectada en condiciones anaerdbicas, por lo que la

ausencia 'de biofilm en anaerobiosis no puede explicarse por una deficiencia en la

movilidad.

En P. aeruginosa se ha descrito que la participacion de moléculas extracelulares
es necesaria para la formacion del biofilm (Allison et al., 1998) y consistente con ello
mutantes en el sistema de QS Lasl/LasR estan afectadas en el proceso de maduracion
(Davies et al., 1998). En E. coli se ha reportado que existen sefiales extracelulares que
podrian participar en la percepcion del quérum y posiblemente en formacion de biofilm
(Surette y Bassler, 1998; Stickler, 1999; Corona-lzquierdo y Membrillo-Hernandez,
2002a). ‘

Sin embargo, parece ser que bajo nuestras condiciones experimentales, la
formacion de biofilm no involucra la participacion de moléculas extracelulares, ya que
sobrenadantes provenientes de cultivos aerdbicos no tuvieron efecto en la formacion de
biofiim de células provenientes de cultivos aerdbicos o anaerdbicos que fueron
incubados en ausencia de oxigeno (Fig. 3.9.). No obstante, no se puede descartar la
posibilidad de qqqi_;'la_‘-fseﬁal de disgregacidon o inhibicién del biofilm sea sensible a
oxigeno, o quelvbbtibtrdlado, la sefial negativa de formacion de biofilm sélo actle

cuando se encuentra en estado reducido, lo cual se discutira mas adelante.

Has_tvé'fkf\és;‘te‘ punto, todos nuestros resultados sugieren que el oxigeno es un
requerimienfo‘ihdispensable para la formacién de biofilm, por lo que posiblemente el
estrés oxid‘ativo participe en este proceso. En E. coli la respuesta al estrés oxidativo
esta reguladd‘i}'porvl‘a’s: proteinas SoxR y OxyR (Storz y Imlay, 1999), notablemente
mutantes aféctadasﬂken‘lbs'genes que codifican estas proteinas no tuvieron efecto sobre
la formacion ydéf'vbibfil?mibajo condiciones anaerdbicas. Asimismo, la presencia de
agentes oxidan'teVS‘-:»c;‘:YOr’no ‘el -peroxido de hidrogeno o paraquat no favorecieron la

formacion de biofilm en-ausencia de oxigeno.
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Schembrl y colaboradores reportaron que el gen agn43, que codifica la proteina
de membrana externa Antigeno 43, es regulado por la proteina OxyR y soélo la forma
oxklda‘d_a de OxyR activa su expresion, mientras que la forma reducida la reprime
(Schembri et al., 2003a).

Es probable que la no formacion de biofilm en E. coli en anaeraobiosis y bajo
nuestras condiciones experimentales se deba a la presencia de alguna proteina que
regule negativamente al biofilm al estar reducida; por lo que trabajo a futuro
contemplara la determinacion de la formacion de biofilm en condiciones aerdbicas de

células incubadas con un agente reductor.

Adicionaimente, mutaciones en proteinas que han sido planteadas como posibles
detectores de oxigeno, como Fnr, ArcA, Aer, DpiB y Hmp, no contribuyeron a la
formacion de biofilm anaerébicamente, al igual que mutaciones en el factor sigma de
fase estacsonana RpoS, la proteina Fis y H-NS. Cabe mencionar que H-NS se ha
mvolucrado con la actlvamon de sintesis de flagelo y LPS en condiciones de limitacion
de oxugeno y que mutantes en el gen hns crecidas en condiciones anaerobicas
presentan mayor adhesion a columnas de arena que fa cepa silvestre (Landini y
Zehnder 2002)

La}proteina reguladora CsrA se ha reportado como una sefial de disgregacion del

biofilm ymu nte en esta,protema acumulan mayor cantidad de biofilm aerébicamente

(Jackson et a
anaeroblcam N
del biofilm es'inde

CsrA reprlme C
biosintesis de glccogen_ ’,luconeogenesns (Romeo et al., 1993; Sabnis et al., 1995;
Yang et al., 1996), ademas‘ 'actlva la glicdlisis, el metabolismo de acetato y la motilidad
(Wei et al., 2000, Wellet a/,/.’%QQJ )‘. :Las enzimas que participan en la biosintesis de ESP

pueden dividirse en 4 grupos: i) Enzimas responsables del metabolismo inicial de
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carbohidratos, ii) enzimas involucradas en la sintesis de nucledsidos e interconversién,
iii) glicosil transferasas y iv) translocasas y polimerasas. Posiblemente CsrA participe de
alguna forma en la regulacion de la biosintesis de acido colanico u otros LPS en E. coli

importantes para la adhesion inicial y formacion de biofilm en ausencia de oxigeno.

Por Gltimo, ninguno de los métodos de mutagénesis utilizados permitio el
aislamiento de una mutante capaz de formar biofilm anaerébicamente, estos resultados
podrian indicar que i} El gen responsable de producir la sefial negativa para el biofilm
bajo condiciones anaerdbicas también participa en otras funciones y posiblemente es
esencial ¢ ii) la presencia de oxigeno es indispensable para la formacion de biofilm.
Para continuar con la busqueda de una cepa de E. coli capaz de formar biofilm
aerdbicamente se transformara a la cepa W3110 con una libreria gendmica de E. coli

clonada bajo un promotor inducible con IPTG.

Por otro lado, con la mutagénesis realizada se obtuvieron mutantes afectadas en
la formacion de biofilm bajo condiciones aerébicas. Resultados preliminares sobre el
sitio de insercion del transposdn en’la mutante JMHO314 revelaron que el transposoén
se inserto en ‘el gen fimD que codifica para la proteina FimD, que participa en la
exporta{rcvivé ""y"ensamblaje de la fimbria. El que esta mutante este afectada en la
biosihtééié',‘;,déf:lfﬁmbrias podria explicar su defecto en formacion de biofilm bajo
condiciones aerébicas; sin embargo no concuerda con el hecho de que la mutante
estuviéra;inic‘:ialmente afectada en nado, por lo que el mapeo del sitio de insercién del
transposon en la mutante JMH0314 sera repetido para corroborar los resultados

obtenidos.

Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que el oxigeno juega un papel
muy importante -en la formacion de biofilm, posiblemente activando algun regulador

requerido para la sintesis de moléculas necesarias en este proceso. ,

La adopcion® de una conducta multicelular es comin en las .comunidades

bacterianas, las cuales son beneficiadas por ‘esta cooperacién (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 solida, adhesién a
superficies abibticas y la formacion de agregados celulares en medio liquido (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 observd 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 transcripcion del operéon agfBA,
que participa en la sintesis de fimbria (Romling et al., 1998a); por otro lado, AgfD regula
transcripcionalmente al gen adrA, una proteina reguladora que interviene en la cascada

de sintesis de celulosa (Romling et al., 2000; Zogaj et al., 2001).

Se ha reportado que la transcripcion del promotor agfD esta regulada por tensiéon
de oxigeno, pH, temperatura, fase de crecimiento y limitacién de nitrédgeno y fosfatos
(Gerstel y Romling, 2001). Como ya se reportd en este trabajo, la formacién de biofilm
en E. coli sélo ocurre aerébicamente y alcanza un punto maximo a las 24 h, tiempo en
el cual las celulas se encuentran en fase estacionaria y donde muy probablemente

existe limitacion de nutrimentos. Por otro lado, resultados previos obtenidos en nuestro

laboratorio 'muest;rén -que el pH juega un papel importante en la formacion de biofilm en
E. coli (Coro qu do_. 2002; Corona-lzquierdo y Membrillo-Hernandez, 2002b).

El hpn]o‘lng’qagfb‘ehE coli, es el gen csgD que codifica para la proteina ngDf, 7
~de curll y participa en el proceso de adhesién inicial (Prlgent-f'

que regula:lé ‘
001) Posnblemente CsgD regula la formacion de biofilm en E.: CO/I de _

Combaret et ¢

una manera sin llar a Ia regulamon que ejerce agfD sobre la formacion del morfo ‘po"

multicelular ev vS.‘ typhlmur/um Por lo que, el trabajo a futuro incluira el anallsts de la*_

formacion de blOfllm en ausencia de oxigeno de mutantes en el gen csgD o de cepas :

que sobreexpresen dicho gen mediante su insercidn en plasmidos.
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Finalmente, dado que se ha reportado que la degradacion de alginato por
alginato liasas en P. fluorescens (Boyd y Chakrabarty, 1994; Allison et af., 1998)
participa en la dispersion de las células que constituyen el biofilm, se determinaré: la
presencia de algunas exopolisacarido liasas en E. coli y se analizara su papel en la

disgregacion del biofiim.

Dado que uno de los factores que afecta la formacién de biofilm es la interaccion
con otros microorganismos se analizara la formacién de biofilm de Escherichia coli

incubada en presencia de otros microorganismos.

El descifrar por qué un microorganismo facultativo tnicamente puede desarrollar
cierta conducta fisiolégica bajo condiciones aerdbicas, abrira una ventana en el

entendimiento de la formacion y dispersion 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 biofilm at 24 h, corresponding to the onset of stationary
phase. Then an abrupt reduction in the biomass of the biofiim was observed. This
decrease was not prevented by external 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. Introduction

Bacterial 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]. It is known that biofilm-associated bacteria differ from
their free-living counterparts, for example, biofilm-associated bacteria generally possess
increased resistance to antimicrobial agents [2, 3]. Recent genetic and genomic studies
have shown that biofilm is formed in multiple steps [4], in some organisms require
intercellular S|gnal|ng [5 6], and, that a specific genetic profile of gene transcription is
needed for blOfllm formatlon [71.

Escherl(;h/a coli has been a useful model for the study of genetic determinants of
biofilm formation [8, 9, 10]. Mutant cells lacking flagella (fliC, flhC or flhD) or affected in
motility (motB) are severely impaired in their first steps of biofilm formation [9]). Recently,
CsrA and RpoS were identified as key regulators of biofilm formation [11,12, 13]. In
addition, the formation of biofilms is strongly influenced by the nutritional environment [9,
10].

Initial experiments performed by Christensen et al. [14] and O'Toole and Kolter
[15, 16] have led to the establishment of a standard technique for the visualization and
quantification of bacterial biofilm formation [10] where cells are first grown for 24 to 48 h
without shaking in PVC mlcrotlter dlshesb_ Then the wells. are rinsed with water and
subsequently stalned W|th 1}% crystal vnolé 'for 20"m|n~7_ ThlS staining procedure allows
it c \/C: surface as such cells are stained
re‘f;not stained purple. This

suggestpd however o xpenmental data was provided. In this communication, we

report on the'kmetlcs of bloﬂlm formation of static cuItures grown under aerobic or

103

i i e



APENDICE

anaerobic growth conditions. Our results strongly suggest that under anaerobic growth

conditions Escherichia coli cannot form biofilms.

2. Material and methods

2.1 Bacterial strains and growth conditions

Escher/ch/a co/ ‘VW31 0:[F: ‘lam-In (rrD-rmE)1 rph-1] was used throughout this
study. Genetrc crosses ‘smgr“bactenophage Pivir were carried out as previously
descrlbed [20 21] For overnrght (ON) cultures, an isolated colony was inoculated in 3
ml of LB :[Luria Bertani medium (20)] supplemented with 100 mM 3-(N-morpholino)
propane sulfonate (MOPS) and 0.2 % glucose (LB-MOPS) and grown at 37 C [22].
Starting pH of the media before inoculation was 7.0 and after 72 h of growth was 7.4,
Polyvinyl chloride dishes (PVC) microtitre wells containing 150 ul of LB-MOPS were
inoculated with cells from an ON culture (starting ODgoonm = 0.1). When spent media
wereu'sed'for’bact“erial “g:ro'wth two sequential centrifugation steps at 14000 g and a
0.45 }J_ ﬂltratlon step were performed before re-inoculation with bacterial cells. Growth
’ et mlned;b\r measunng the ODggonm- For anaerobic growth conditions,
‘(BBL Sparks, MD) CO; jars were used following the manufacturer

2.2 Biofilm assays

ys were carrled out at 37 C using 96-well, non-tissue culture-treated
Cambndge MA) as prevrously reported [10, 12]. Every experiment
ate at- Ieastt three times to confirm the results. To prevent

Biofilm
PVC dishes (
was perrfyorh‘f
evaporatlon vchCI'Otltf' dishes were covered with a plastic box. Visualization of attached
: ned: by removing:the -cell culture, staining the wells with 1.0 % cystal

violet for 20 mln and'rlnsmg th elle‘ three times with distilled water. Similar results

were obtalned when non dlstrlled ;water or fresh LB medium were used for rinsing.
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Quahtyificat'ibn was carried out spectrophotometic‘aI"' at ODsggnm‘eluting the attached‘
crystal wolet vs/uth a solution 80% ethanol 20% acetone 78] Standard Dewatlon (SD)
t—for three independent expenments MOtlllty assays were performed on

' o) NaCI (0.7%) glucose (0.2%) agar: (0 3%) plates as prevaously descnbed ‘

was ca rrie
tryptg_ne
[23].

2.3 Ethanol oxidoreductase assays

Cells were disrupted by sonication in an ice bath, and the centrifuged extracts
were assayed for enzyme activity at 25°C as previously described [24]. The assay
mixture (1 ml) consisted of 1.6 M Ethanol, 0.3 M potassiam carbonate buffer (pH 10.0),
and 0.66 mM NAD. The formation of NADH upon enzyme-addition was monitored

" spectrophotometrically at 340 nm.

3. Results

3.1 Escherichia coli caqnot}fdrm;b)‘oﬁlrh,AWhehzfgreWn under anaerobic conditions

Previous:'s
biofilm formatio

formation we
anaerobic growth condltlons in"PVC mlcrotlter dishes and the formation of biofilm was

monitored at dlfferent times of incubation. As shown in Fig. 1C, biofilm formation was
evident after,‘8 h‘bf incu‘bation 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 or even after 72 h (Fig. 1D). ltis
important to note that under both growth conditions, strain W3110 reached stationary
phase after 15 h (aerobically) and 25 h (anaerobically) (Fig. 1A and 1B). To test if our
observations:were true for other wild-type E. coli strains, we tested strains MC4100,
MG1655, and-MC1061. In all cases, biofim formation was not observed under
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}frégtgfed:, for_biofilm

3.2 s the depletion of oxygen a detachment signal for E. coli biofilms?

As |t was shown in Fig. 1C, maximal amounts of biofilm formation were.observed
around 24 h of aerobrc incubation, then a marked decrease in the amounts of biomass
of formed buoﬁlm was evident, This phenomenon is dlffcult to explam ',:ln terms of

defucrent attachment propertles or a decrease in the growth rate bec use the biofilm

lls in response (o
fresh LB-MOPS to

was not altered desprte the fact that the growth was remrtlated (Frg‘ 1A empty and fi'led
curcles respectlvely); ‘ ..rewous studres have  shown that aerobic cultures reach
is a detachmen_t i ofllm formed by E. coli. To test thrs hypothesis, we
tr LB MOPS medium under aerobic conditions (well
: Flg 1C) and then we transferred the cultures to
4 h’(Flg 2A) After 4 h of anaerobic incubation, the
Im decreased ‘dramatlcally by 40% as judged by the abrupt
2A);: A ‘90% decrease in biomass of formed biofilm

inside into the
anaerobic condl
amount of att
decline in crj/stal vrolet starnmg (Fig
was observed after 24 h of anaeroblc mcubatron (Flg 2A). As a control experiment, 12
F’VC wells and incubated anaerobically. We

h aerobic cultures were transferred to fi

observed no biofilm formatlon ndersanaeroblc conditions starting from the 24 h
aerobically grown cells even after 48 h of anaerobic incubation. On the other hand,
anaerobically grow.ng W311O cells were transferred to aerobic conditions and biofilm
formation was momtored Invariably, biofilm formation was observed after 2 to 4 h after

the shift to aerobiosis regardless of the growth phase of the culture (Fig. 2B). Taken
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together these results may indicate that lack of oxygen may be a detachment S|gnal for

E. co// formed biofilms. C : :
To further explore whether under our experimental conditions, anaerobtosns is

reached around 24 h of aerobic incubation, we determined the AdhE (NAD™ ethanol
oxidoreductase) enzymatic activity of strain W3110 at different times during the aerobic
growth cycle. AdhE is an Fe?*-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 probabiy be 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 eleotroh acceptors
such as nitrate, nitrite, DMSO (Dimethylsulphoxide plus molybdate) or fumarate [25]
order to test whether the electron transport cham is involved in'the bloflm formatlon of
E. coli, we incubated W31 10 cells aerobically or anaerob|cally in the presence of nltra‘te
(40 mM), nitrite (5 mM), DMSO (40 mM + 0.1 mM molybdate) or fumarate (40 mM).
all cases, aeroblc 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 forrh biofilm under anaerobic growth conditions.

3.4 Search for extracellular molecular signals that may be affecting biofilm ‘formatioh

under anaerobic conditions
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It is now widely accepted that cell-cell signaling "irri"‘siome'}microo(r'gerrisms‘is an
important elemer_rt in biofilm formation [5, 6]. Recenvtly,rlit was reported that E. coli
produces 'eftra?::eiloler 'signals that may participate in quorum sensing and biofilm
formation [12 27 '28]. We then reasoned that the lack of biofilm formation under
anaerobic growth r‘ondmons could be due to a failure in producing these molecular

» IS hypothesrs we mixed anaerobically grown cells peliets (48 h) with
spent medla from vaf24 'h aerobic LB-MOPS culture (already in biofilm formation state)
'v'/mlxture anaerobically for further 48 h. [f there were a molecular

and rncuba d

signal in: th obic supernatant, this would promote biofilm formation under anaerobic

condrtlon : s shown in Fig. 5 no biofim formation was observed under these

condltlons Slmllar results were obtained when cell pellets from anaerobic cultures were

|ncubated W|th anaerobic supernatants or fresh LB-MOPS medium and incubated
anaeroblcally (Fig. 5). These results suggest that no promoting molecular signals for
bloﬁlm formatlon were present in supernatants from aerobically growing cultures that
could mduce blOfllm foimation under anaerobic conditions.

AOn», the ‘other hand, it may be possible that an extracellular signal produced under
rons is preventing the formation of biofiim under these conditions. To

test thls " e mixed aerobically grown  cells (24_h) with anaerobic sperit
mediurh'firo‘ e "and the mixture was incubated aerobically. If there were an

inﬁibitory l’ObIC supernatant, a decrease in aerobic biofilm formation

would be ob‘ As shown in Fig. 5, biofilm formation was not affected by the
presence of a a eroblc supernatant. These results indicate that no inhibitory signal is
present in the' anaeroblc spent media that prevents biofilm formation. Interestingly, a
marked decrease in biofilm formation was observed when supernatants from aerobic
cultures are used regardless the origin of the celi pellets (Fig. 5), suggesting the
presence of a» srgnal(s) molecule(s) that interfere with this process. This is in good

agreement wiylh previous resuits [12].

3.5 Swarming motility under anaerobic conditions
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It has been reported that swarming motility and flagella arenrequired for the early
stages of biofilm development in E. coli [9, 15), consistent with this, fiC, fihC, fihD, motA
and'iﬁst 'mutant strains are severely defective in biofilm formation [9]. We wondered
whether the reason for the lack of biofilm formation under anaerobic growth conditions
was the result of a defective or null motility or a defective flagella production. Therefore
we tested the motility of strain W3110 on swarming plates supplemented with 0.2%
glucose under aerobic or anaerobic conditions. As shown in Fig. 6, normal levels of
mdtilify were exhibited under anaerobic growth conditions. Mutant strain ZK408 (fihC)
defeCti\)e in the synthesis of flagella 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 bacterial biofilms has been highly recognized by their negative
impact on medical, industrial and environmental settings. Molecular studies have been

focused on the genetic determinants of biofilm formation in different bacterial species [4,
8, 17]. Mutants affected in type | pili formation or motility are severely impaired in biofilm
formation [9]. Other genetic determinants affecting biofilm formation include rpoS, hns,
rfa and dsbA [12, 13, 29, 30, 31]. It is widely known that biofilm formation is affected by
environmental conditions and physical factors such as pH and nutrient availability.
During the first attempts to develop a method for the study of biofilms, Pratt and Kolter
[9] observed that Escherichia coli-formed biofilms were evident as a ring only at the air-
liquid interface suggesting an important role for oxygen in the formation of biofilms.
Interestingly, the same pattern of biofilm formation was also observed in Pseudomonas
aeruginosa and Vibrio cholerae [10, 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 formed as a ring mainly at the air-liquid interface of a culture. Why is oxygen required
for biofilm formation in E. coli? Several lines of evidence point to suggest that oxygen

per se is essential. First, apparently, no extracellular signals produced either aerobically
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or anaerobrcalty modrfy th 'mamounts of bloflllm>formatron under anaeroblc condrtrons

condltrons (F g;’i 4) Fourth motility, an essential requirement for biofilm formatron is not
severely affected by the absence of oxygen (Fig. 6).

Availability of oxygen is critical for triggering the synthesis of a high number of
protelns |nvolved ln the: aerobuc or anaerobic metabolism. Our attempts of selectlng a

mutant :with the ablllty to form blofrlm anaerobically were unsuccessful. This result may”

indicate that elther 1) the AQene responsrble for a negative signal for biofilm formation
under anaerobic condrtrons: |s‘ essentral or 2) oxygen is essential for biofilm formation.

Our results cannot rule out'any of these two possibilities.
' de,tyases, proteases and nucleases may be participating in
33].

nceding any of these proteins under aerobic or anaerobic

It would be very interesting to study the pattern of

e,- hls is the first time that a chemical element which is not
;demonstrated to be essential for biofilm formation. It is important

to note that E col/ is a facultative organism that has a fast grow rate under anaerobic

resprratory .gondrtlens provided there is an alternative electron acceptor available. On
the oth‘er‘, hand, mostly-aerobic organisms such as Pseudomonas aeruginosa or
Mycobacteriunv tuberculosis form biofilm in the same way as E. coli. 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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anaeroblc cultures of dental plaque formmg orgamsn”

Escherlch/a CO/I m the absence of oxygen. ‘ W
Recently. Ren et a/ [36] identified an exogenously produced furanone compound

can induce biofilm’ formation in

as a negatlve 5|gnal of E. coli biofilm formation, we cannot rule out the possnblllty that a
SImllar compound be involved in the negative regulation of blOfIlm formation under
anaerobic ‘conditions. Alternatively, the presence of some surface polysaccharides
lyases or adhesins may be genetically regulated depending on the availability of oxygen.
Experim‘ent’s" are under way to test this possibility. Interestingly, an alginate lyase

‘ homologue gene (ycbN) is present in Escherichia coli. The key enigma highlighted by

this study is the essential requirement for 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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Legends to figures

Fig 1. Growth curves and biofilm formation of static cultures of Escherichia coli
W3110 at different times. of inciubation under aerobic or anaerobic conditions. E. coli
cells were cultured at 37_ ,C in. LB -MOPS media aerobically (A and C) or anaerobically (B
and D) on PVC mlcrotlter dlshes Crystal violet biofilm detection assay was performed at
the lndlcated im sx(C and‘ D). Quantification of biofilm formed under aerobic (C) or
Standard Deviation (SD) is shown in the graph

supble'm ted wuth 0.2% glucose at 24 h (arrow) Empty circles: LB-MOPS medium
supplemented with fresh LB-MOPS medium at 24 h-of cultivation (arrow). In B: Empty
squares: _,LB,MOPS medium. Empty circles: LB-MOPS medium supplemented with
nitrate (40 niM).Empty triangles: ‘LB-MOPS medium supplemented with glucose 0.2%

Fig. 2. Blofllm formatlon after a shift from aerobic to anaerobic (A) or from
anaerobic to aerobic’ culture condmons (B). A 12 h LB-MOPS aerobic culture was
shifted to anaerobic condltlons. Biofilm formation was monitored before (a) and after 4 h
(b), 8 h (c)., 12 h (d), and 24 h (e) of anaerobic growth. Inset: crystal violet stained wells
of a -typical experiment. Graph indicates the percentage of remaining crystal violet
attached to the wells 100% corresponds to the ODsgonm Of @ 24 h aerobically grown

culture. Bars' lndl_c‘a‘ S ) (n—3) B) Crystal violet stained wells of a typical experiment of

a shift from anaerol)lc ,to“,aeroblc culture conditions.

Fig. 3. AdhE specific activity of strain W3110 during aerobic culture conditions.
Cultures werey,'grown in LB-MOPS and incubated at 37 C. Samples were removed at
the indicated times and the AdhE activity was determined. Bars indicate SD (n=3).

Activity is reported as nanomoles of NADH produced per minute per milligram of protein.
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Fig '4 Effect of the presence of dlfferent electron acceptors on the biofilm

formation ln cultures of
assay wasip 1€

(anaeroblc l

”edla or fresh LB MOPS on blOfIlm formatlon by
K ‘Ilets or supernatants from

ure -of ceII pellets with

formatlon’/ was quantlfled

after furthe 24h_ aeroblc +02, top row) or 48 h (anaeroblc ‘02, bottom row). The
experlment was repeated at least three tlrnes with S|m|Iar results ‘Results from a typical

experlment are shown.

F|g 6 Escher/ch/a co// swarmmg motmty assays under aeroblc or anaerobic
condmons Stralns W31 10 (erd type) and ZK408 (flhC) were spotted onto soft tryptone
motrllty plates supplemented w1th 0. 2% glucose and incubated under aeroblc (+O?_) or
anaerobic ( 02) growth condltlons for 8 hand 12 h respectively.
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Colén-Gonzalez Fig. 6
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6.2. Capitulo en “Microbios on line”

COMUNICACION ENTRE BACTERIAS

Maritrini Coléon-Gonzalez y Jorge Membrillo-Hernandez.

Laboratorio de Microbiologia y Genética Molecular. Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia.
Instituto de Investigaciones Biomeédicas. Universidad Nacional Autonoma de México. Apdo. Postal 70-
228. 04510 Coyoacan, D. F. Email: jmh@biomedicas.unam.mx

INTRODUCCION

Uno de los paradigmas mas grandes en la microbiologia es la concepcién de Ia
existencia de las bacterlas como. orgamsmos asociales, cuya Unica actividad era
dividirse para generar una nueva bacterla cada una idéntica a la otra. Sin embargo,
desde hace mas de 60-afios se ha sugerldo que lejos de esta conducta aislada, puede

exustlr una ' ana en grupo. la cual S|gue Ia"ynorma “la -unién hace la

xanthus (McVnttle 1962) A ellosj

que las bactenas : se'comunlcan entre si que tlenen ‘voz y voto” y que pueden unir
esfuerzos para llevar a cabo funcnones de fas cuales se beneficien en conjunto.
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“QUORUM SENSING”

En 1994, Fuqua y colaboradores usaron el término “quorum sensing” para describir
un fenébmeno dependiente de densidad celular (Fuqua -et al., 1994). Este proceso esta
basado en la produccién de moléculas que sirven 'como séﬁales cuya concentracion
depende de la densidad del organismo que.la produce._’;Un”a vez que estas moléculas o
autoinductores alcanzan el umbral de:deteccion, ihqu‘c}reh{fdiferentes fendmenos en la

célula.

Existen diferentes formas de comunicarse con las demas bact basicamente
estas: se::agrupan en dos: una es la comunicacion 'via péptidos’y la otra es la
’ cqmun\ircéh(:'i’c'):n_a través de acil homoserina lactonas, lenguajes usados por bacterias
gram‘: positix)as y protecbacterias respectivamente (Kleerebezem et al., 1997a;

Lazazzera y Grossman, 1998), ambas moléculas son llamadas autoinductores.

MECANISMOS MOLECULARES DE SENALIZACION CELULA-

CELULA
A) Lux!-LuxR

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 relacion 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
componentes reguladores para dirigir el proceso de biolumniscencia en Vibrio fischeri,
estos compohentes son Luxl, que cataliza la produccion de la acil homoserina lactona
(acil-HSL) y ”LuxR, un regulador transcripcional que al unirse a la acil-HSL activa el

operdn de luciferasa .
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La comumcacnon entre proteobactenas se Ileva a cabo medlante homoélogos del

snstema Luxl/LuxR» : este s:stema canoén de V fischeri se ha encontrado en mas de

automductor y se actlva regulando la expresion de diversos genes (Flg 1).

C?(%)OOO Autoinductor

Fig.‘iv. La proteina sintasa Lux | cataliza la produccion de moléculas autoinductoras que difunden
libremente por la membrana y cuya concentracion aumenta con la densidad ceiular Una vez que estas
moléculas pasan el umbral de deteccion se unen a la proteina LuxR que en complejo con el au(omduclor

actlia como regulador de la expresion de ciertos genes.
B) Péptidos

La comunicacion 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 (ATP-Binding-Casselte). La deteccion de estos péptidos
se lleva a cabo mediante un sistema de dos componentes que transducen la sefial por

un mecanismo de fosforilacion/defosforilacion (Kleerebezem et al. 1997b; Fig. 2).
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Transportador
- ABC
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Fig.2. El pre-péptido sintetizado es modificado y posteriormente exportado por un transportador ABC,
la acumulacion del péptido serial responde a la densidad celular, una vez que pasa el umbral, es
detectado por un sistema de dos componentes que mediante una cascada de fosforilacién activan

prbleinas que regulan la expresion de genes blanco. ,
- C) Vibrio harveyi como modelo

‘El?quo‘rum sensing fue originalmente estudiado en la bacteria marina Vibrio harveyi
(Bassler et a/ 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

marlnas V harvey/ usa el sistema de qudrum sensing para controlar bioluminiscencia,

sin embargo ésta no solo emplea un sistema candnico LuxR/Lux!| (Bassler et al. 1993,
1994a,b)." Ademas de ello posee un circuito de quérum “mixto” con caracteristicas de
bacteriés'gra'm positivas y gram negativas. Al igual que las bacterias gram negativas,
utiliza :ac':il-_HSL como autoinductor, pero ésta es detectada por un sistema de dos
compdhentes similar al que poseen las gram positivas. Ademas se ha encontrado un
nuevo sistema de qudérum sensing que permite la comunicacién 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 sintesis depende de

luxM (Bassler et al., 1993). LuxLM lleva a cabo las reacciones enzimaticas para la
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produ‘ccjc'nn’de‘lrj‘rils'l_’"a bartif de S~ade‘n05il¥m'6tionina (S'A'M)‘y'. la‘_ipfoteina acarreadora de
grupos: é:c;i'l',(écii}ACP). El segundo_autoinductor, Al-2 ha sido caracterizado como una
furaﬁbbéf@éﬁéﬁdér et al., 2001), cuya"sihtesis depende de la proteina LuxS (Surette et
al., 1999; Fig. 3).~

Al-1 A Al-2
(C4-HSL) o 0 @Wwww (furanona)

Fig.3. Vibrio harveyi 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 una
cascada de fosforilacion a la proteina Lux O, que en su estado activo (Lux O-P) bloquea la activacion del

operon lux posiblemente via una proteina intermediaria desconocida (X).

Recientemente Chen et al. (2002) caracterizaron y determinaron la estructura del
autoinductor 2 L"a,e,'structt.vlra contiene dos anillos de cinco miembros fusionados, con
un atomo ge‘ibér’o;ﬁ;}éforma un diester derivado de borato. La estabilizacion del Al-2 se
lleva a c‘:albp,;"plovr,“ndnierosas interacciones polares y cadenas positivas de LuxP que

sirven par‘af,’eStabilizar la carga negativa del boro (Fig. 4).
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Fig.4. a) Biosintesis del precursor de Al-2 (DPD) a partir de SAM (S-adenosil-metionina) b) Sintesis
de Al-2 a partir de DPD y borato. Tomadas de Chen et al., 2002.

D) El sistema de comunicaciéon de Myxococcus xanthus

Las mixobacterias son bacterias gram negativas motiles que colonizan habitats
como hojas secas, madera y otros ambientes (Reichenbach, 1993). Aunque las
mixobacterias fueron originalmente clasificadas como hongos, hoy en dia ha sido
ampliamente aceptado que son bacterias especiales que tienen un comportamiento
social complejo. M. xanthus libera antibidticos para matar organismos vecinos y al
romper sus células utiliza esas macromoléculas mediante una amplia bateria de
enzimas hidroliticas. La formacion de cuerpos fructiferos es el comportamiento social
mas 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 agregacion donde forman una estructura multicelular llamada
cuerpo fructifero. 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 desecacion, a éstas células diferenciadas se les conoce como mixoesporas. La
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formacion de éuerpos fructiferos probablemente ayuda a la dispersion de mixoesporas y

asegura que las esporas germinen (Dworkin y Kaiser, 1985; Fig. 5). .

Se sabe que par la formacion de cuerpos fructiferos se requiere a) limitacion de
nutrientes b) alta densidad celular y ¢} una superficie sélida. ;Coémo es que las células
de M. xanthus perciben éstas condiciones, se sincronizan e inician el desarrollo acl
cuepro fructifero?, ¢CoOtno se coordinan para desplazarse hacia los centros de
agregacion? ¢Qué seifializacién molecular se requiere para darle esa forma de pajar al
cuerpo fructifero?. Experimentos con mutantes afectadas en el proceso de la formacion
de cuerpos fructiferos han dado gran informacién acerca del proceso de sefializacion.
La observacion inicial clave fue el hecho de que mutantes afectadas en un paso del
proceso podrian ser complementadas por otra mutante afectada en otro paso y que
. pudiera producir la moléculas faltantes de la primera, asi la complementacion se
deberia dar solo entre mutantes que tuvieran afectada la produccion de seiales

diferentes (Hagen et al., 1978).

Un grupo de mutantes (asg) se caracteriza por estar afectadas en el desarrollo
temprano de la formacion del cuerpo fructifero. Al analizar genéticamente éstas
mutantes se encontro que estaban afectadas en la produccion de una sefial extracelular
lamada molécula sefal A. Esta sefal 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 limitacion de nutrientes (Kuspa et al., 1986). La molécula sefial A al parecer

es una combinacion de dos actividades,
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Fig.5. Establecimiento de un cuerpo fructifero en Myxococcus xanthus. 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 aminoacidos y péptidos, lo que
apoya fuertemente que la verdadera molécula sefial A son péptidos y amino acidos
generados como consecuencia de proteolisis extracelular (Kuspa et al., 1992). Al
analizar el sitio de las mutaciones asg que afecten la produccion de la molécula sefial A
se encontrd a tres loci no contiguos: asgA, asgB y asgC (Kuspa y Kaiser, 1989). El
gene asgA codifica para la histidin cinasa AsgA que tiene dominios conservados entre
las proteinas detectoras de los sistemas de dos componentes en bacterias (Parkinson y
Kafoid, 1992), con la tUnica diferencia que al parecer no tiene dominio transmembranal
(Plamman et al., 1995). El gene asgB codifica para un polipéptido de 163 amino acidos
con un domino de unién a DNA cerca de su extremo carboxilo terminal (Plamman et al.,
1994)'. EI; gene asgC codifica para un factor sigma cuya actividad quizas sea afectada
por molecuii’-zs como el ppGpp durante fase estacionaria de crecimiento (Hernandez y
Cashe‘l,"1995). Probablemente, el papel de AsgA en la generacion de la molécula sedal

A es servir como un detector de la sefial de hambruna y transducir ésta sefial a un
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regulador de respuesta (AsgB) q'uien en su forma no fosforilada actuaria como un
représor de desarrollo temprano del cuerpo fructifero. Este evento podria permitir al
factor sigma AsgC transcribir aqueilos genes blanco necesarios para la generacion de
la molécula sefial A (Kaplan et al., 1991). El estudio de genes regulados por la
molecula sefial A ha puesto al descubierto un sistema de obtencion y respuesta de la
sefial A que involucra a las histidin cinasa SasS y a su regulador de respuesta SasR,
quien es un factor transcripcional de genes que especiificamente responden a la sefal
A. SasN es un regulador negativo de ésta respuesta (Yang y Kaplan, 1997; Fig. 6).

Percepcion de
densidad celular

/j\:minoa'cidos

Proteasas sefial A

2 —~

4 /&5@\
2:318\ (sasN ) ?
AsgC \‘
Limitacion de * :SasRE- et
i Senal de escasez
Nutrientes n RpoN + RNAy

Fig. 6. Sistema de comunicacion celular en Myxococcus xanthus.
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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
cisteinas y de naturaleza hidrofobica (Klaenhammer, 1993). Existen dos familias

principales de péptidos antimicrobianos (AMF “Antimicrobial Peptides):

A) Bacteriocinas
Las bacteriocinas son substancias quimicas con actividad bactericida de naturaleza

proteica que son producidas por células procariontes y eucariontes. El término
bacteriocina fue originalmente usado para definir a las proteinas 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 mas estudiado de bacteriocinas lo constituyen las
producidas por bacterias lactico-acidas. Las bacteriocinas encontradas en gram
positivos son muy pequefias y consisten de 30 a 60 aminoacidos, por lo qué son
denominadas bacteriocinas peptidicas (Klaenhammer, 1993; Nes et al., 1996).

Existen dos grubos principales de bacteriocinas formadas por péptidos catiénicos,
hidrofébicos o anfipaticos, que actuan rompiendo la membrana celular de las células
blanco. El espectro antimicrobiano de las bacteriocinas va de un pequefio grupo de
microorganismos relacionados y que compiten por el mismo ambiente (Dykes, 1995)
hasta un amplio grupo de microorganismos que incluye especies no relacionadas
(Casaus et al., 1997, Cintas et al., 1997). La clase | de bacteriocinas la forman los
lantibiéticos, mientras que la clase |l la forman péptidos que generalmente no tienen
modificaciones postraduccionales en los aminoacidos que los forman y que incluyen a
moléculas producidas por bacterias gram positivas y algunas proteobacterias.

Los lantibidticos constituyen una familia no comun de péptidos con actividad
biolégica 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 adicidon de un grupo sulfidrilo derivado de la cisteina. Estos
puentes determinan la estructura policiclica de los lantibioticos dando origen a los

grupos A (estructura lineal) y al grupo B (circular; Jung, 1991).

Los lantibioticos del grupo A que han sido caracterizados son producidos por una
variedad de bacterias gram positivas como: Enterococcus faecalis, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivaris,
Carnobacterium piscicola, Lactobacillus sake y Lactococcus lactis. Este Ultimo produce

el antibidtico mas estudiado: nisina.

TESISCON |
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Fig.7. Estructura de la nisina (derecha) y la Z-nisina (izquierda), un derivado de ésta molécula.

La subtilisina. es un lantibidtico estructuralmente relacionado con la nisina, es
producido por cepas de B. subtilis. Su biosintesis es regulada de manera dependiente a
la fase de crecimiento, muy parecida a la nisina, iniciando su produccién durante la fase
media a la fase tardia de crecimiento logaritmico y alcanzando la maxima produccion en
la fase estacionaria temprana (Gutowski-Eckel et al.,, 1994). La subtilisina ademas de
actuar como antimicrobioano (AMB) también actia como un péptido de feromona
secretado, que induce su propia biosintesis estimulando la transduccion de sefiales 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 secrecién de bacteriocinas estan basados en
un péptido que funciona como feromona, designado IP (Inducer Peptide) que actua
como sefnal para un sistema de “quorum sensing” y regula la biosintesis de varias
proteinas de acuerdo a la densidad celular. En Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
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sake se encontraron‘_los genes IP-C11 e IP-673 respectivamente que producen IPs que

dlsparan la roduccuoh de bacteriocinas (Nes et al., 1996; Andersen et al., 1998; Eijsink

Estudlos recientes han demostrado que algunos Lactobacilos producen
rhés e'una ba‘c‘t'éfiocina Se ha propuesto que los IPs inducen la produccion de una
serie de pephdos antimicrobianos, que proveen a la bacteria de una mayor capacidad
de competencua Existe similitud entre los IPs y las bacteriocinas, ambos son péptidos

catlpm,cos.}:iparcualmente anfipaticos producidos como pre-péptidos con una secuencia
Iidéhr":‘én:’él N-terminal que contiene dos glicinas, lo que sugiere que son procesados y
tran‘sportados 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 mas
pequefia esta formada por mas de 30 residuos, mientras que el IP mas grande
conocidos hasta ahora esta formado por 26 residuos de aminoacidos aunque algunos

péptidos mas pequerios pueden funcionar como IPs (Diep et al., 1995).

Los IPs son muy especificos para'cada especie, aunque algunos de ellos tienen una
identidad de hasta 44% (Brurberg ef al., 1997). Las concentraciones necesarias para
que lleven a cabo su funcion son generalmente menores a las concentraciones
requeridas por las bacteriocinas, se han reportado concentraciones de induccion de 0.1
nM para L. plantarum y L. sake (Diep et al., 1995; Eijsink ef al., 1996) y del orden

femton‘m‘l"ar pa'fa Enterococcus faecium (Nilsen et al., 1998).

El siste'yn‘ﬁa de transduccion de sefiales usado para la sintesis de bacteriocinas es un
sistema de dos componentes que cotranscribe con el péptido inductor. Las proteinas
histidina cinasa encontradas en este sistema, poseen una secuencia muy conservada
dentro de las proteinas de la misma familia que se localiza en el extremo carboxilo
terminal (200 residuos) y corresponde al sitio de union a ATP. EI dominio amino
terminal contiene residuos hidrofédbicos que podrian  formar  alfa-hélices
transmembranales. Mientras que en la mayoria 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 (Havarstem et a/ 1'996)'Debido a que se conoce que los IPs adoptan una

estructura *’parcual lfa hehc'e"en presencia de -solventes parecidos a membrana y

llposoma‘s "E al. 1996 Héuge et al,, 1998) se podria inferir que su interaccion

con la cinasa na interaccién previa del IP con la membrana.

“Elsi as'b:‘en' la transduccién de sefiales es la activacion de una proteing de
unién:a: ‘0 regulador de respuesta mediante una cascada de fosforilacion, dicha
protelna:se unérr ri6 arriba del sitio de inicio de transcripcidn de genes blanco. Esta
protema parece unirse cotmo dimero a secuencias conservadas en las regiones 40y —
80 quve posee repeticiones directas, aunque otros estudios han sugerido que se une a
repéticiones directas en otro sitio, cuya localizacién se desconoce (Riseen et al., 1998).

Dentro de este mecanismo regulador, se puede esperar que exista transcripcion
constitutiva de algunos genes requeridos para la produccion de IPs que a cierta
concentracion puedan disparar la via de autoinduccion, aumentando rapidamente la
transcripcion de genes requeridos para la biosintesis de bacteriocinas. La regulacion
de la sintesis de bacteriocinas por densidad celular proporciona ventajas para poder

competir en el nicho ecolégico. )

N TESIS CON
B) Butirolactonas 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 extension de pared celular en las puntas de las hifas. En repuesta a
limitacion 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. Ademas de¢
este proceso, Streptomyces es capaz de producir metabolitos secundarios, algunos de
los cuales tienen actividad bactericida. Algunos informes han sugerido que estos dos
procesos, morfoldgicos y fisioldgicos podrian 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 denomlnado Factor A (2-iso-capriloil- -3R-hidroximetil-y-
butlrolactona) el cual lnduce Ia blOSInteaIS de estreptomlcma y la formacién de micelio

aéreo en’ Streptomyces gr/seus (Khokhlov 1982).

H’ayra y Beppu (1982a, 1982b) confirmaron que el factor A, inducia la biosintesis de
estre;jjtémiItha a una concentracion de 10° M y que disparaba el switch para la
formacion del'r'ni'célio, otros estudios confirmaron QI\Je también controlaba la produccion
de un 'pigmento amarillo difusible (Horinouchi y Beppu, 1992). Debido a los efectos
pleiotrépicos que prbducia, las bajas concentraciones a las que actuaba y el
requerimfen_to de una proteina receptora especifica, se consideré6 como una hormona
microbiana (Khokhlov, 1982; Horinouchi y Beppu, 1992 y 1994).

Parece ser que el factor A es producido por algunas células en el micelio en etapas
tempranas de crecimiénto y que éste difunde rapidamente hacia las hifas provocando
asi diferenciacion a hifas aéreas, por lo que se considera un sistema analogo a las
hormonas eucariéticas. En esta forma el-factor A actua como una molécula seﬁal. para
la comumcacnon entre micelios cercanos estimulando esporulacnon rapida, que
representana una ventaja de supervivencia en el ecosistema, en contraste con el poco
crecimiento observado inducido por limitacion de nutrientes. La sintesis del factor A
ocurre a través de dos vias, la primera es a partir del glicerol, derivado del metabolismo
de carbono, y Ié segunda a partir de f3-ceto acidos, derivados del metabolismo de
acidos grasos. Ambos son productos de la degradacion de triglicéridos. Por otra parte
existen una serie de moléculas homoélogas ai 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 produccion de la sefal A, esta 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 formacion del factor A a partir de precursores presentes en

Streptomyces, posiblemente glicerol y 3-ceto acidos. Ademas, la produccion del factor A
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fue lnhlblda en una forma dosu" penc ‘por: cerulemna un compuesto que lnhlbe

lo=cual *sugiere : ~quertemente que afsA catallza 1a

la biosintesis de acidos’ graso

condensaciéon de un ghcerol (CS) y un. [3 ceto acido (C10)

o

La proteina receptora “del 1févc§t6r A, es la proteina ArpA, detectada en la fraccion
citoplasmica de S. griseus'(Miyake et al., 1989). El receptor une al factor A en una

proporcion molar 1 1 ‘con una constante de disociacién Ky = 0.7 nM, este valor es

consiste»nte’_ ce bncentracnon a la cual el factor A es eficiente in vivo (10° M) y es

ontrada en algunos receptores hormonales eucariontes. Parece ser
céﬁ?éé'de actividad de uni6n a la membrana, lo cual explicaria su libre
hvéé ""'dte las membranas del micelio sin la necesidad de un receptor de
_ rpA‘ ‘es una proteina de 276 amino acidos con una masa molecular
aproxmada der29 1 kDa {Onaka et al., 1995), que contiene una un motivo de unién a

DNA ,q-_hehce-vuelta -o~hélice en el extremo amino terminal, lo cual sugiere que efectlia
su- papel ‘regulador interactuando directamente con el DNA. Algunos reportes de
estudios genéticos de ArpA (Miyake ef al. 1990 y Onakaﬂ et al., 1995, 1997) han
demostrado que esta proteina sirve como un repfesor del metabolismo secundario y

morfogénesis.

Horinouchi y colaboradores encontraron una secuencia palindromica consenso de
22 pares de bases a la cual se une ArpA en ausencia del factor A, lo cual esta de
acuerdo con la idea de que ArpA se une al DNA como homodimero (Onaka et al.,
1995), una unidad se une a la mitad del palindrome 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, v, ademas ‘la adicion exdgena del factor A al complejo DNA-ArpA ocasiona la
liberacion 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 disociacion del DNA. El factor A es producido en una forma dependiente de
crecimiento y alcanza concentraciones de 100nM, por lo que el modelo de regulacién
del factor A seria el siguiente: Durante la fase temprana de crecimiento ArpA se une a

ciertos promotores previniendo la expresion de algunos genes, pero cuando el factor A
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alcanza.laconpentracién de deteccion umbral,;se.une a ArpA y libera a esta proteina
del DNA; bé:r}ﬁi’ﬁéﬁab'la transcripcion y traduccion de proteinas dependientes del factor
A quéf'tl:ahé"r'hiten la sefial a genes que participan en |a biosintesis de estreptomicina y

morfogénesis (Horinouchi y Beppu, 1994; Vujaklija et al., 1993).

COMUNICACION CELULAR ENTRE BACTERIAS ASOCIADAS A
ORGANISMOS SUPERIORES

Debido a Io_s diversos procesos evolutivos que han ocurrido a través del tiempo, las
bacterias han desarrollado formas de vida en asociacidn a organismos superiores,
algunas: de estas relaciones pueden ser dafinas para el hospedero, mientras que en
otras pueden benfaficiarse tanto huésped como hospedero. Muchas de estas relaciones

se llevan acabo a través de una regulacion mediada por autoinductores.
A) Rhizobium leguminosarum

Rhizobium leguminosarum es una bacteria gram negativa que vi\)e en simbiosis con
algunas leguminosas, ésta se une a las vellosidades de las raices y se internaliza a
ravés de ellas. Como parte de su ciclo de vida se diferencia en bacteroides, esta
diferenciacion ocurre en estructuras denominadas nodulos que se forman en la corteza
de la raiz y es el lugar donde se lleva a cabo el proceso de fijaciéon de nitrégeno (Ver
Capituo de Wang et al., Rhizobium y su destacada simbiosis con plantas). En el caso
de R. leguminosarum vb viciae, los genes necesarios para colonizacion, nodulacion y
fijacion se encuentran en un plasmido Sym, llamado pRL1JI (Hirsh, 1979; Wisniewski-
Dye y Downie; 2002). Esta cepa de R. leguminosarum parece producir multfples acil-
HSLs (Gray 'e.t-‘a/., 1996), algunas de ellas al asociarse con RhiR, codificado por rhiR,
activan la expresion de rhiABC (Crockford et al., 1995), que posiblemente participan en

interacciones en la rizosfera.

B) Rhizobium etli
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S una bactena simbionte del fruol comun (Phaseolus vu/gar/s) que
(AI) Rosemeyer vy

iete’ 1d|ferentes moléculas automductor:‘
n: el sistema de quérum sensmg ra:l/rauR (Rosemeyer et. al.,

se‘ntan un fenotipo de bajo numero de noédulos pero su
acion fn(trogeno no es afectada. Ademas, en el sobrenadante de
es é,n"‘;é/"/fs,c‘)lé se detectaron tres Al, lo que implica a rail en la sintesis
de al,iméhoé‘ uatro Al. Algunas de estas moléculas tienen effectos inhibitorios sobre el

crecimiento de otras especies de rhizobia (Daniels et al., 2002).

C) Agrobacterium tumefaciens n TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

Agrobacterium tumefaciens, pertenece a las bacterias gram negativas, ésta infecta a

plantas causando tumores en sus hospederos. El mecanismo de infeccion se lleva a
cabo mediante la transferencia a la planta de una secuencia que forma parte del
plasmido, llamado plasmido Ti, que contiene los genes responsables de transferencia
del DNA por medio de conjugacion (genes fra) y los genes requeridos para la
transformacion de la planta (genes vir) (Alt-Moérbe et al., 1996; Farrand et al., 1996).
Una vez que se forma el tumor, éste liben:a substancias llamadas opinas, que sirven a la
bacteria como alimento para.la colonizac;én (Dessaux et al.,, 1992), dentro de estas
moléculas se encuentran la nopalina y octopina entre otras. Las enzimas requeridas
para el catahblism'o' de estas moléculas son codificadas por genes que también se

encuentran en el plasmido Ti.

Zhang y Kerr (1991) observaron que la transferencia del plasmido Ti era estimulada
por una mdiécula de bajo peso molecular a la que denominaron CF (factor de
conjugacic'm’) ¥ que después se caracterizo como 3-oxo-octanoil-homoserina lactona (3-
0x0-C8-HSL) y 3-0x0-C6-HSL.

En 1993, Piper y colaboradores observaron que habia una secuencia rio 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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aron que la produccién de feromonas por tral esta

'Rvy.ademés se identificé a otro gen fraM cuyo producto

dependlentes ‘de raf? que contienen secuencias conservadas que se han denominado
cajas tra (Fuqua y Winans, 1996a, 1996b), a las cuales posiblemente se uhe un dimero
de TraR (Flg 8) . \
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Fig. 8. Regulacién de quérum sensing en Agrobacterium tumefaciens.

» . TESIS CON
D)Staphylococcus aureus F ALLA DE ORIGEN

Staphylocuccus aureus pertenece a las bacterias gram positivas, se caracteriza por
su amplio espectro de infeccion, y se sabe que su patogenicidad es un proceso

multifactorial que mvolucra un grupo de proteinas extracelulares entre las cuales se

encuentran cntotoxmas!toxma cheque toxico, enterotoxinas y factores de superficie,
‘ resistir las defensas celulares y fagocitosis, entre

otros (Projé

Los factores de patogemcndad se expresan de manera ordenada durante el

desarrollo de la mfeccton La expresion de estas proteinas comienza en la fase
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exponencial temprana, donde se prcducen proteinas de union, en la fase exponencial
tardia. Al final de la fase exponencial la expresion de genes que codifican factores

extracelulares patogénicos aumenta y cesa cuando la célula entra a fase estacionaria.

La expresion 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 division 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 caracteristica importante en este
sistema es que la activacion se puede llevar a acabo con una concentracion muy baja

del autoinductor, aunque la acumulacion de éste produce la maxima respuesta.

E) Pseudomonas aeruginosa

En P. aeruginosa existen dos sistemas “detectores de quorum” que actuan en serie,
Lasl-LasR y Rhil-RhIR, ambos dependientes de acil-HSL.. A una alta densidad celular,
la concentracion de ambas acil-HSL es alta y LasR se une a su acil-HSL especifica
para activar la expresion de genes blanco. Uno de éstos genes activados por el
complejo acil-HSL-LasR es rh/IR que codifica para un segundo receptor de acil-HSL,
RhIR. RhIR entonces une a su cognado autoinductor de acil-HSL y éste compiejo
induce la expresion de sus genes blanco. Entonces, los genes controlados por LaslR
son expresados antes de los controlados por el sistema RhIIR. Este patron temporal
de regulacion genética permite a P. aeruginosa expresar diferentes factores de
virulencia a diferentes estadios dentro de un proceso de infeccion (Pesci e Iglewski,
1997). Las dos sefales de acil-HSL de P. aeruginosa promueven viruiencia en una
variedad de huéspedes diferentes, el ejemplo mas importante en humanos son los
pulmones de pacientes con fibrosis quistica. No so6lo el pulmon es susceptible al dafio

causado por los factores de virulencia controlados por las sefales de acil-HSL sino
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también es vulnerable a efectos directos de las acil-HSl Los factores de ‘quérum de P.

aeruamosa‘ ducen la produccnon de mterleucma 8 (IL 8) en los pulmones de

ctados por fibrosis quistica, como resultado neutréfilos son reclutados al

pulmon y ésta accuon facilita la formacion de una potente infeccion de P. aeruginosa.

ASI. -en:ést s lstema ‘las acil-HSL dirigen la expresion de genes bacterianos y de

factores del. h‘uesped que. acelera el proceso de infeccion (Smith et al.,, 2001; mayores

detalles e:los sustemas de' quorum "de P. aeruginosa se pueden encontrar en el

capitulo de la Dra. Gloria Soberon- Chavez).

BIOPELICULAS: ESTRUCTURAS DE INTERACCION ENTRE
BACTERIAS

‘;
}
|
|
|
;
|
|
%
'i
!
f

'

En la naturaleza la colonizacién de habitats por una mezcla de poblaciones
bacterianas es un proceso muy comun. Dentro de estos grupos de bacterias existen

“una gran variedad de interacciones fisicas y metabdlicas necesarias para la adhesion,

crec:mlento y superwvencna ademas de aumentar la resistencia de estos grupos a i
ambtentes hostlles para su ‘"desarrollo. Estas interacciones entre mezclas d=
mlcroorgamsmos son denomlnadas comunidades microbianas y generalmente -se
encuentran adherldas a una superficie, organizadas en una comunidad denominada

bnopellcula Estas comunndades han sido descritas en habitats que van desde

ambientes 5 a_tlcos, superficies de plantas, suelo, aparatos médicos, sistemas de

filtracion ,hé; ‘el tracto digestivo de humanos y animales (Costerton et al., 1987;

aule, 1996).

Flemming'y.

Dentro d as comumdades bacterianas parecen existir respuestas cooperativas que
pueden involucrar proteccion al oxigeno u otras interacciones que dependen de la |
presencia de bacterias facultativas en esa comunidad. Los mecanismos a través de los |
cuales se pdéden llevar a cabo estas respuestas pueden ser mediados por |

interacciones fisicas o metabdlicas entre bacterias anaerobicas y facultativas, estas

s TESIS CON
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rvivencia“de anaerobios en: condiciones de aerobiosis

ntajas eEolégicas que proporqi_oria;légvida en comunidad se
encuen ran’ un _mayo?/liéhgo de habitats para colonizar, aumento en la diversidad y
eficieﬁcviay metabélica, mayor resistencia a estrés ambiental y a factores de defensa del
organismo hos'pedero (Caldwell et al., 1997a,1997b; Saphiro, 1998).

El proceso de formacién de una biopelicula involucra una serie de eventos, el
primero de "ellgs es gl transporte o movimiento de los microorganismos hacia el
substrato que donde se adheriran, al llegar aqui las bacterias pueden o no adherirse
dependiendo de las fuerzas de interaccion con ese sustrato (Rutter y Vincent, 1980),
esta adhésié'n inicial es reversible (Norde y Lyklema, 1989), pero en ausencia de
produccion de exopolimeros 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 secundarios se coadhieren a estas superficies
(Kolenbrander, .1989), posteriormente el crecimiento celular gﬁia a la acumulacion

microbiana en el biofilm.

Los mecé:rii{swr'ﬁdé: ia través de los cuales las bacterias son transportadas hacia una
superficie mcluyen contacto al azar con el substrato debido a movimiento Browniano,
sed|menta0|on por dlferenC|as en gravedad especifica entre las bacterias y el medio en
el que se eyncuentra, transporte hacia la superficie por el movimiento del medio y
transporte éctfi}o mediado por actividad flagelar que puede incluir o no quimiotaxis (Van
Loosdrecht et al., 1990).

La motilidad juega un papel muy importante en la formacion de biopeliculas 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 interaccion inicial y
movimiehfb a lo largo de ella. La presencia del pili tipo | es esencial para la adhesion
inicial de E. coli (Pratt y Kolter, 1998) y para la sintesis de fibras de curli que son fibras

TESE CON
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de. superﬁcne que partncupa en mteracctone dlrectas 'de'celulas con el sustrato y ‘con

jender et al., 1999). La produccién de EPS precede a la

La proporcuon*deEPS en un biofilm va de un 50 a 90% del total de la materia organica
(Chnstensen y Characklts 1990; Nielsen et al.; 1997).

Los ’EVP‘S_,,'e(stén constitutuidos por proporciones variadas de carbohidratos, proteinas,
acidos nucléicos, lipidos y fosfolipidos, asi como algunos polisacaridos como el alginato
en Pseudonﬁ’éhas aeruginosa (Davies et al., 1993; 1998) La sobreproduccion de
alginato en;':/:-f’,f.f;féeruginosa modifica la estructura tridimensional del biofilm, haciéndolo

mas hetéro"g,ér{e"d.y.formado principalmente por grandes columnas (Hentzer, et a/.,

Finalmente, la disgregacion de un biofilm se ve influenciada por el ambiente externo.

Algunos de los factores que afectan este proceso son los cambios en el medio,
disminucion de la disponibilidad de nutrientes (Stoodley et al., 1999), propiedades
electroguimicas dentro del biofilm (Characklis ef al., 1990) y limitacion del substrato

(Peyton y Characklis, 1993) o bien afectada por metabolismo, como Ia proteina
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reguladora de union'a RNA, .CsrA (carbon: storage regulator) que actua como represor

‘ ic ; de blOfllm y actlva la dlsgregémon del mismo en diferentes condICIones'
de cultlvo (Jackson et a/ 2002)

EI modelo propuesto por O'Toole et al. (2000) para describir todo el proceso de
agregacuon y desagregacion sugiere que las células en estado planctonico reciben
senales amblentales que ocasionan la adhesion inicial al substrato, después de elio, las
bactéfias comienzan a comunicarse unas con otras en un proceso denominado !

“quérum sensing” y estas sefiales guian a la formacién de microcolonias que formaran

el biofilm maduro, una estructura tridimensional con forma de hongo embebida en una
matriz de EPS. Finalmente nuevas sefales indican a la bacteria su disgregacion del

biofilm para regresar al estadio planctonico, completando asi el ciclo (Fig. 9).

- Seiiales de ‘
Células disgregacion :

planctonicas — e T 4———-—.__\_

\ Biofilm |
maduro

.v‘ :
o .--\ f
~ .- o |
) --. ...a I IR ;
' Sefial - - f
efales ‘- .
\  ambientales e : ot BN |~
interacciones ) Sefiales de ’oa. - :
\ iniciales & desarrollo e i
.-“

Fig. 9 Modelo de formacion de biopeliculas (O'Toole ef al. 2000).

Las células que se encuentran en un biofilm, muestran diferencias fisioldgicas con
las células planctonicas (O'Toole et al.,, 1999; 2000) asi como patron de expresion |
génica diferente. Existe represion de genes de pili y flagelo, ya que aunque son

necesarios para el inicio de la formacién de biofilm, probablemente no son necesarios
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para la’ maduracuon de: ] 'structura ademas hay mduccnon de genes que tlenen que

ver con resmencna a ntlblOthON Whlteley etal., 2001)‘

necesana par procesos blosmtetlcos como de sintesis y plegamiento de proteinas,

asi como rephcacuon ﬁtlenen una expresion aumentada (Svensater et al., 2001).

Una C.le‘ laS"fqrfnas de estudiar una biopelicula es el método desarrollado por O'Toole
et a/'.f(1999:)',7enbvel cual inoculan placas de 96 pozos de PVC {cloruro de polivinilo) con
cultivosieh’m_e_did liquido, e incuban a cierta temperatura, después de la incubacion los
cultivos-de Ias placas son desechados y los pozos se lavan con agua y se tifien con
cristal vioiét’é"‘al 0.1%. Para.cuantificar el biofilm se eluye el colorante con acetona-
etanbl y‘ se mide con la absorbancia a 570 nm. Ademas se ha observado que la
formacién de biofilm en E. coli es favorecida en medio LB suplementado con 3-(N-
morpholino)propane sulfonate (MOPS) (Corona-lzquierdo y Membrillo-Hernandez,
2002).

) - TESIS CON

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS - FALLA DE ORIGEN

Sin duda alguna, el vivir en comunidad hace necesario desarrollar una forma de
comunicacion con los demas integrantes, la capacidad de comunicarse unos con otros
proporciona ventajas en diferentes aspectos, como ventajas metabdlicas, mayor
obtencion de nutrientes, resistencia a antibidticos y en general una mejor organizacién

para llevar a cabo un proceso determinado.

Ademas, la capacidad para desarrollar no solo 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 ecoldgico,

posiblemente el organismo mas social puede tener ventajas para su supervivencia.
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